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RESUMO

SEUS, Vinicius Rosa. Cat-p-Data - Uma ferramenta para a manipulacio de dados
proteicos. 2016. 77 f. Dissertagdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em
Computagdo. Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande.

Bancos de dados publicos como o PDB (Protein Data Bank), NCBI protein e ZINC
possuem uma enorme quantidade de dados armazenados. Com esta grande quantidade
de dados, fica evidente que o uso de ferramentas que realizam a aquisicdo e andlise
desse conjunto de dados é uma necessidade. Além disso, relacionar dados estruturais
de proteinas com dados sequenciais de proteinas e relacionar experimentos de docagem
molecular e triagem virtual ainda € um desafio. Dessa forma, € apresentado neste trabalho
a ferramenta Cat-p-Data(do inglés Custom Analysis tool for protein data). A ferramenta
Cat-p-Data integra em um mesmo ambiente diversas funcionalidades para facilitar a
pesquisa de dados proteicos. No final deste trabalho, um estudo de caso com o grupo de
proteinas da beta-glicosidase € realizado para validar a ferramenta.

Palavras-chave: Ferramentas automatizadas, Dados proteicos, Alinhamento de
sequéncia, Alinhamento de estrutura, PDB.



ABSTRACT

SEUS, Vinicius Rosa. Cat-p-Data: Custom Analysis Tool for Protein Data. 2016.
77 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de P6s-Graduagdo em Computacdo. Universi-
dade Federal do Rio Grande, Rio Grande.

Public databases such as PDB (Protein Data Bank), NCBI protein and ZINC have
an enormous amount of stored data. With this large amount of data, it is evident that
the use of tools that perform the acquisition and analysis of this data set is a necessity. In
addition, relate structural proteins data with sequence proteins data and relate experiments
of molecular docking and virtual screening is still a challenge. Thus, it is presented in this
paper the Cat-p-Data (Custom Analysis Tool for Protein Data) tool. The tool Cat-p-Data
integrates in the same environment several features to facilitate the research of protein
data. At the end of this work, a case study with the protein group of beta-glucosidase is
performed to validate the tool.

Keywords: Automated tools, Protein data, Sequence alignment, Structure alignment,
PDB.
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1 INTRODUCAO

Com o grande crescimento de dados proteicos armazenados nas bases de dados dis-
poniveis na web, surge a necessidade da criacdo de diversas aplicacdes computacionais
que auxiliem os pesquisadores na descoberta de conhecimento a partir desses dados. Pro-
tein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000) € um banco de dados publico disponivel
na web que contém mais 100 mil estruturas macromoleculares bioldgicas e disponibi-
liza a busca e aquisi¢do de dados proteicos através de uma interface web no site !. Para
aquisicao desses dados, o usudrio realiza uma busca por uma proteina de interesse e, a se-
guir, pode obter um ou mais arquivos de proteinas, que sdo armazenados em um diretério
no seu computador. A partir desta aquisicdo de dados, muitas vezes € necessario que o
pesquisador analise esse conjunto de estruturas de forma a encontrar dados semelhantes
e comparar esses resultados. Essa andlise sem um alinhamento sequencial, alinhamento
estrutural, ferramenta de visualizacdo de estruturas, aumenta o nivel de dificuldade para
o pesquisador realizar a sua pesquisa.

O banco de dados do NCBI protein (do inglés, National Center for Biotechnology In-
formation) € uma colecdo de dados de sequéncias de diversas fontes, incluindo tradugdes
de regides codificadas do GenBank, RefSeq e TPA, bem como registros do SwissProt,
PIR, PRF e PDB. As sequéncias de proteinas sdo determinantes fundamentais da estru-
tura e fungdes bioldgicas.

Assim, com esta grande quantidade de estruturas de proteinas disponiveis no PDB e a
grande quantidade de sequéncias de proteinas no NCBI Protein, além de outros servidores
mundiais que armazenam informagdes diversas de estruturas macromoleculares, torna-se
evidente que o uso de ferramentas para a aquisi¢ao e andlise de conjuntos especificos de
macromoléculas bioldgicas € uma necessidade que visa auxiliar em pesquisas que usam
dados proteicos.

Assim, neste trabalho, é proposto o desenvolvimento de uma ferramenta para a
aquisicdo, armazenamento e andlises de conjuntos especificos de estruturas de proteinas
obtidas a partir do PDB em um ambiente que integra diferentes funcionalidades. A fer-

ramenta Cat-p-Data é executada no ambiente desktop permitindo que o usudrio realize

Thttp://www.rcsb.org
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a aquisicao das estruturas moleculares a partir do web-service RESTFUL fornecido pelo
servidor do proprio PDB. Apés a aquisicao de um conjunto de arquivos de estruturas de
proteinas (arquivo PDB) interessantes, relacionados a um determinado projeto de pes-
quisa de tema de estudo, o usudrio pode manipular esses dados proteicos em um ambi-
ente off-line através de um banco de dados local pertencente a ferramenta que armazena
informacdes sobre as caracteristicas das estruturas, por exemplo, ligantes, mutagdes, mo-
delos, cadeias, residuos, dtomos, sequéncia de amino-acidos (estrutura 1D) e resultados
de docagem molecular. Os arquivos de estruturas de proteinas sdo armazenados local-
mente no computador do usudario e podem ser utilizados, por exemplo, para simulagdes

de docagem molecular e alinhamento de estruturas primadrias e de estruturas terciarias.

Assim, tendo um conjunto de proteinas de interesse disponivel e utilizando a ferra-
menta proposta neste trabalho, o usuério pode realizar anélises relacionadas a alinhamen-
tos e visualizacdo das proteinas através de um ambiente grafico, o qual € integrado na
ferramenta. Outras caracteristicas sao relacionadas a exportacdo de resultados de alinha-
mentos de sequéncia primdria no formato CSV (comma separated value) ou exportacao
de sequéncias que possuem uma identidade semelhante em um formato facilmente carre-
gado em ferramentas gréificas. Estes alinhamentos permitem ao usudrio visualizar quais

proteinas sao semelhantes e quais ndo sdo em relagdo a estruturas primaria.

Utilizando a ferramenta Cat-p-Data proposta neste trabalho, um estudo de caso foi
realizado. O estudo de caso tem foco na investigacdo da sequéncia de aminoacidos da en-
zima [-glicosidase. Com a realizag¢do dessa investigacdo, o objetivo foi a caracterizagao
dessa proteina em relacdo a estrutura primdria, tercidria e mutacoes, além de estudos de
docagem molecular para verificar a interagdo com os ligantes glicose e celobiose. O
principal foco no estudo de caso era sobre a conclusdo sobre quais aminodcidos pre-
sentes na estrutura da [-glicosidase tem mais contato com a glicose e celobiose. Para
isso, inicialmente uma andlise das estruturas da (3-glicosidase depositadas no Protein Data
Bank (PDB) para o entendimento das mutagdes ja cristalografadas, $-glicosidases termo-
estaveis, ligantes que aparecem interagindo com a proteina, ente outras caracteristicas, foi
necessdrio. Para a realizag¢do desta andlise, explorou-se esse conjunto de proteinas da [3-
glicosidase utilizando a ferramenta desenvolvida neste trabalho. Essa andlise visa identifi-
car similaridades das estruturas primérias através de alinhamento sequencial e preparacao
das estruturas tercidrias das proteinas para realizacdo de docagem molecular com os li-

gantes da glicose e celobiose, entre outras analises.

1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consiste na implementacdo de uma ferramenta para
aquisicdo, armazenamento e andlise de conjuntos especificos de estruturas de proteinas

obtidos do PDB. Com relacao a andlise de dados, os modulos implementados sdo os se-
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guintes: médulo de alinhamento sequencial de proteinas, médulo de alinhamento estrutu-
ral, médulo de visualizacao de proteinas e ligantes, dentre outros necessarios para a faci-
litar pesquisas que tratam uma quantidade significativa de dados proteicos. A ferramenta
implementada neste trabalho € de uso genérico, ou seja, além de ter sido utilizada para o
conjunto de proteinas da [-glicosidase, a ferramenta possibilita a aquisi¢do e criacio de

projetos de quaisquer conjuntos proteicos encontrados no PDB.

1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos no desenvolvimento desse trabalho sdo os seguintes:

e Integrar andlise de sequéncias e estruturas de forma a identificar caracteristicas em

comum entre um conjunto de proteinas relacionadas;

e Selecionar conjuntos de estruturas de proteinas para a realizacdo de experimentos

de docagem molecular e triagem virtual;

e Criacao de projetos especificos de forma local, ou seja, o usudrio pode a qualquer
momento trabalhar com diferentes grupos de moléculas em um ambiente sem a

necessidade de conexao com a internet;

e Realizacdo de um estudo de caso com a enzima da [-glicosidase para a

caracterizacao desta proteina.

1.3 Justificativa

Com o grande crescimento de dados proteicos armazenados nas bases de dados dis-
poniveis na web, surge a necessidade da criacdo de aplicacdes computacionais que auxi-
liem os pesquisadores na descoberta de conhecimento a partir desses dados.

A implementacdo da ferramenta apresentada neste trabalho, € justificada por alguns
fatores que dificultam a pesquisa sobre conjuntos de dados estruturais e sequenciais de
proteinas. Um destes fatores € a dificil caracterizacdo de um determinado conjunto de
proteinas. As proteinas de um conjunto podem ou ndao compartilhar similaridades na sua
estrutura primdria, as quais, sdo relevantes para determinadas pesquisas. Considerando
essa dificuldade na caracterizagdo, a ferramenta implementada neste trabalho possui um
moédulo de alinhamento sequencial para verificar similaridades entre diferentes moléculas.
Além disso, o banco de dados local da ferramenta juntamente com outros médulos auxi-
liam no processo de filtragem das moléculas, armazenando somente proteinas de inte-
resse do pesquisador em cada projeto. Além deste médulo, a ferramenta implementa ou-
tros moédulos para visualizacdo tridimensional das proteinas, médulo de ligantes, médulo
de alinhamento estrutural o qual prepara moléculas para experimentos de triagem vir-

tual, dentre outros mddulos para facilitar a pesquisa de conjuntos de proteinas. Apods a
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aquisicao de dados do PDB, a ferramenta trabalha em modo off-line, sem mais a necessi-

dade de uso de internet.

1.4 Organizacao do Texto

Este trabalho estd organizado da seguinte forma, primeiramente € apresentado o
capitulo de fundamentacao tedrica onde serdo discutidos todos os conceitos tedricos fun-
damentais para o entendimento da ferramenta desenvolvida nesse trabalho. O capitulo
seguinte de materiais e métodos apresenta todas as ferramentas e métodos utilizados para
a implementacdo da ferramenta proposta nesse trabalho. O capitulo 4 apresenta os traba-
lhos relacionados, o qual tem como objetivo apresentar outras ferramentas ji existentes
para efeito de comparacao sobre as funcionalidades de cada uma. Apds, o capitulo 5 apre-
senta a ferramenta Cat-P-Data (Custom Analysis Tool for Protein Data), o qual, apresenta
todos os detalhes para a implementacdo do software. Por dltimo, € apresentado um estudo

de caso ja utilizando a ferramenta Cat-P-Data.



2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Este capitulo apresenta a fundamentacdo tedrica necessdria para o entendimento da

ferramenta desenvolvida nesse trabalho.

2.1 Proteinas e Aminoacidos

Segundo (LESK, 2002), os arquivos de informacdo em cada organismo existente, o
modelo para o desenvolvimento potencial e a atividade de cada individuo sdo relacio-
nadas ao material genético ou DNA, e em alguns virus ao RNA. Moléculas de DNA
sdo longas, lineares e sua cadeia molecular contém uma mensagem de um alfabeto de
4 letras (A - Adenina, T - Timina, C - Citosina, G - Guanina). Mesmo para microor-
ganismos, esta mensagem € longa, contendo tipicamente 1 milhdo de caracteres. Cada
DNA implicitamente possui mecanismos para auto-replicacdo e para traducdo de genes
em proteinas (LESK, 2002). A informacgdo genética do DNA ¢ de fato uma sequéncia
de letras, onde para cada 3 letras um aminodcido existente na natureza € relacionado. A
implementagdo da informagdo genética inicialmente ocorre através da sintese de RNA
e proteinas, as quais sao moléculas responsdveis por grande parte das estruturas e ativi-
dades de organismos(LESK, 2002). Para (VERLI, 2014), as proteinas sdo consideradas
polimeros sintetizados pelas células a partir de aminoacidos. Sdo também classificadas
como as biomoléculas mais versateis na natureza, sendo capazes de adotar uma grande

possibilidade de arranjos tridimensionais, ndo encontrada nos demais polimeros.

Segundo (SILVA; SILVA, 2009), aminodcidos sao componentes fundamentais dos se-
res vivos desde o surgimento de vida na Terra. Muitos desses aminodcidos podem ter tido
origem extraterrestre, devido ao fato de, eventuais degradacdes de matérias-organicas que
entraram na atmosfera terrestre ou através do impacto de cometas ou meteoritos com a
superficie do nosso planeta. Ainda, segundo (SILVA; SILVA, 2009), os aminoacidos sdo
pequenas moléculas presentes em seres vivo que caracterizam-se por possuirem um grupo
funcional amina (NH3) e outro carboxilico (COOH) mais um hidrogénio (H) e uma ca-
deia lateral. Existem algumas moléculas que ndo possuem estas caracteristicas, porém

sdo designadas por aminoécidos, como por exemplo, € o caso da taurina. Nos seres vivos,
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a importancia dos aminodcidos é relevante, podendo ocorrer neles na forma livre ou como
constituintes de peptideos, proteinas, enzimas, polimeros resultantes de condensagdo que
podem incluir outros componentes ou associados a outras moléculas biologicas como € o
exemplo da vitamina B (SILVA; SILVA, 2009).

Atualmente, sdo conhecidos 22 aminoécidos codificados no DNA, os quais sdo sin-
tetizados por mais de uma via metabdlica (SILVA; SILVA, 2009). No entanto, € comum
fazer referéncia ao nimero de aminoacidos codificado no DNA ¢é 20 (SILVA; SILVA,
2009). Esses 20 aminoécido existentes no DNA sao descritos na Tabela 1 sua abreviacao

composta de 3 letras e pelo seu nome completo:

As estruturas de proteinas e suas fungdes sao definidas pelas combinagdes de propri-
edades fisico-quimicas e bioquimicas de aminodcidos que ocorrem naturalmente e que
sdo considerados o bloco de construcao das proteinas (VERLI, 2014). Segundo (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2002), as estruturas das proteinas podem ser divididas em qua-
tro tipos: estrutura primdria, secunddria, tercidria e quaternaria. A estrutura priméria
apresenta o nimero de aminoacidos que compdem as moléculas e a sequéncia ordenada
desses residuos na cadeia polipeptidica (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002). A estru-
tura secunddria aparece em funcao das condi¢des fisico-quimicas do meio onde a proteina
estd inserida. A estrutura secunddria € a disposi¢ao regular e repetitiva, a qual a cadeia
polipeptidica pode adotar composta por ligacdes de hidrogénio (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2002). A estrutura terciaria € uma estrutura tridimensional completa que € for-
mada através das forcas de atracdo ou repulsdo eletrostética, das pontes de hidrogénio e
das forcas de Van der Walls existentes entre os residuos de aminoécidos que formam as
cadeias (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002). A estrutura quaterniria sio compos-
tas por varias moléculas separadas, porém entrelacadas em estrutura terciaria. Se aplica
somente a proteinas constituidas por duas ou mais cadeias polipeptidicas, referindo-se a
disposicao espacial dessas cadeias e as ligacdes que se estabelecem entre elas como pon-
tes de hidrogénio, atragdes eletrostaticas, interacdes hidrofébicas (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2002).

2.1.1 Mutacoes pontuais

Segundo Auerbach (AUERBACH, 2013), a histéria sobre a pesquisa de mutagdes
pode ser dividida em cinco periodos ao longo do tempo. No primeiro periodo de 1900 a
1927, os conceitos de mutagdo e taxas de mutacao foram desenvolvidos. Além disso nesse
periodo, foram formuladas as perguntas basicas sobre a natureza da mutacdo e também
as técnicas para as taxas de medi¢ao foram trabalhadas. No segundo periodo, iniciado
em 1927, foi descoberta a acdo mutagénica de raio-x, a qual proporcionou uma ferra-
menta adequada para sondar a natureza da mutacdo. No final deste periodo, uma nova
teoria chamada de teoria alvo foi inventada. De acordo com essa teoria, 0s genes € as

ligacdes entre eles sdo alvos de choques de pacotes de energia que sdo entregues a es-
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Tabela 1: Tabela dos aminodacidos existentes na natureza

Nome Codigo de 3 letras  Codigo de 1 letra
Alanina ala A
Arginina arg R

Asparagina asn N
Acido Aspirtico asp D
Cisteina cys C
Glutamina gln Q
Acido Glutamico glu E

Glicina gly G

Histidina his H

Isoleucina ile I
Leucina leu L
Lisina lys K
Metionina met M
Fenilalanina phe F

Prolina pro P

Serina ser S
Treonina thr T

Triptofano trp W
Tirosina tyr Y
Valina val \Y%

tes por meio de radiagcdo ionizante. Quando um gene sofre um choque, ele produz uma
mutacao pontual (AUERBACH, 2013). O terceiro periodo iniciou logo antes da segunda
guerra mundial, quando surgiu a descoberta de novos agentes mutagénicos quimicos,
responsdveis pelo surgimento novos problemas. Nesse periodo surgiram a introducao
de micro-organismos adquiridos por meio de andlise experimental, principalmente pelo
método de acdo mutagénica de luz ultravioleta. Segundo Auerbach (AUERBACH, 2013),
a maioria das conclusoes realizadas no terceiro periodo exigiam um modelo de quimica
do gene para facilitar a interpretagdo do mesmo. Porém, neste periodo nenhum modelo
surgiu, caracterizando-o por descobertas no campo experimental e frustragcdes nas aborda-
gens tedricas. Essa realidade mudou em 1953, quando Watson e Crick baseando-se que o
DNA possuia a funcao comprovada de carregar informagdes genéticas e considerando os
estudos de cristalografia de Wilkins e Rosalind Franklin, propds o modelo de dupla hélice,
o qual é responsavel pela fidelidade da replicacdo do gene e que mantém premissa de que
mutagdes seriam explicdveis em termos de quimica de acido-nucleico. Esta descoberta
deu inicio ao quarto periodo, onde a pesquisa relacionada ao 4cido-desoxirribonucleico
foi dominada. Esse dcido possui um grande sucesso de execugdo e continua a fornecer
informacdes sobre a acdo dos agentes mutagénicos no DNA (AUERBACH, 2013).
Durante os dltimos anos, tem havido uma crescente compreensao de que os mecanis-
mos celulares, como a reparacdo e a expressdo, desempenham um papel importante nos

processos de mutacdo. Além disso, os estudos celulares em mutagénese tém sido con-
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siderado como primeiro plano. Assim, o quinto periodo inicia-se quando, os cientistas
compreendem que todos os precedentes devem ser utilizados como base indispensdvel
para a andlise de mutacdo como um processo biologico (AUERBACH, 2013).

Segundo (FEYFANT; SALI; FISER, 2007), a variacdo entre diferentes tipos de
residuos em um udnica posicao de uma determinada proteina podem gerar consequéncias
importantes com relagdo a variacdo genética entre individuos.

Essas mutacdes que ocorrem em um determinado ponto da sequéncia da proteina po-
dem resultar em uma perda ou altera¢ao da estrutura nativa, que dessa forma pode resultar
numa alteragdo ou perda da funcdo da proteina. Além destas variacdes naturais entre os
individuos, pesquisadores da drea introduzem um unico novo residuo no lugar de outro
em um determinado ponto através da técnica chamada de substituicdes por mutagénese
dirigida com o objetivo de estudar as caracteristicas estruturais e funcionais de proteinas
(FEYFANT; SALI, FISER, 2007).

A Figura 1 apresenta um exemplo de mutagcdo pontual na proteina da [-glicosidase
nas cadeias A e B da molécula. A mutacdo no aminoacido 191 aparece em destaque na

Figura.

Figura 1: Mutag@o no aminoécido 191 da (-glicosidase(cédigo PDB:1ES5) em destaque
na cor vermelha.
Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software VMD.

2.2 Bioinformatica

A Bioinformatica é, segundo (ARNDT, 2008), o uso de tecnologia de informagao para
a administracdo de informacdes bioldgicas, aplicando técnicas das areas de computagao,

estatistica e matematica para a resolu¢do de problemas na biologia molecular (LUS-
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COMBE; GREENBAUM; GERSTEIN, 2001). Para (VERLI, 2014), a bioinformatica
pode ser separada em duas vertentes: a bioinformatica tradicional, que aborda principal-
mente problemas relacionados a sequéncias de nucleotideos e aminoécidos e pela bioin-
formadtica estrutural, que aborda questdes bioldgicas de um ponto de vista tridimensional,
envolvendo a maior parte das técnicas compreendidas pela quimica computacional ou
modelagem molecular.

Segundo (OJO; OMABE, 2011) o principal objetivo das pesquisas bioldgicas € produ-
zir conhecimento que permitird aproximacdes preditivas para toda a vida cientifica. Nesse
contexto, a Bioinformatica tem importancia especial, pois possibilita, através do geren-
ciamento e da andlise de dados em larga escala, uma representagdo completa da célula

e do organismo para sistemas computacionais de predi¢do de alta complexidade (OJO;
OMABE, 2011).

Arndt (ARNDT, 2008) afirma que a interdisciplinaridade dessa linha de pesquisa esta
revolucionando a Biologia. Pois, com o desenvolvimento de softwares e ferramentas vir-
tuais, a visualizagdo das interagdes moleculares € facilitada, permitindo aos pesquisadores
a possibilidade de executar grandes quantidades de testes de predicdo e aperfeicoando o
entendimento dessas interagdes. Segundo o autor, uma énfase é dada aos aspectos visuais
das ferramentas, principalmente no que diz respeito a visualizacdo sequencial de dados
e a visualizacdo de estruturas proteicas (ARNDT, 2008). Outro aspecto importante que
torna a bioinformatica necessaria, segundo (LESK, 2002), € a larga quantidade de dados

que existem para serem processados e analisados.

Cohen (COHEN, 2004) acredita que bidlogos computacionais inspiraram-se na bi-
ologia para a criacao e desenvolvimento de algoritmos importantes que hoje sdo muito
utilizados por bidlogos. Bidlogos computacionais justificam seus trabalhos, testando al-
goritmos, estimativas complexas e outras teorias relacionadas as ciéncias computacionais
(COHEN, 2004).

Por essa razdo, percebe-se a necessidade de investimentos em pesquisas em Bioin-
formadtica, o que propiciard o avanco dos estudos bioldgicos, permitindo rapidez aos ex-
perimentos, diminuindo custos através da utilizacdo de ferramentas para testes in-silico,
aperfeicoando os niveis de proximidade desses testes com a realidade, dando viabilidade

as pesquisas e aumentando a geragdo de conhecimento para essa drea da ciéncia (OJO;
OMABE, 2011).

2.3 Docagem Molecular

A investigacao farmacéutica tem incorporado com sucesso uma grande variedade de
métodos de modelagem molecular, dentro de uma variedade de programas relaciona-
dos a drea de pesquisa de descoberta de farmacos, para investigar sistemas quimicos e

biologicos complexos (FERREIRA et al., 2015). O conjunto integrado de técnicas com-



20

putacionais e experimentais tem sido de grande valia na identificacdao e desenvolvimento

de novos compostos promissores (FERREIRA et al., 2015).

Métodos de docagem molecular (do inglés, Molecular Docking), sdo amplamente uti-
lizados no design de modernas drogas. Esse método explora as conformacgdes que o li-
gante pode adotar dentro dos possiveis locais de ligacdo da molécula alvo. Esta aborda-
gem calcula também a energia livre de ligacdo (do inglés FEB - Free Energy of Binding)
através da avaliacdo de fendmenos criticos envolvidos no processo de reconhecimento
intermolecular receptor-ligante (FERREIRA et al., 2015). Atualmente, tem-se uma varie-
dade significativa de algoritmos de docagem molecular disponiveis. Com isso, a compre-
ensdo das vantagens e limitacdes de cada método existente € de fundamental importancia
para o desenvolvimento de estratégias eficazes e a geracao de resultados relevantes (FER-
REIRA et al., 2015).

Segundo Morris (MORRIS et al., 2009) e Meng (MENG; ZHANG; CUI, 2011), a do-
cagem molecular € uma técnica computacional que é usada para a determinagdo aproxi-
mada da energia de interacao entre uma macromolécula receptora e um ligante candidato
a inibidor e que também visa encontrar a melhor conformagdo do ligante. Para (VERLI,
2014), a técnica de docagem molecular dedicada a previsao do modo de ligacdo e dos
detalhes do reconhecimento molecular é dividida em duas classes de métodos distintos,
as quais sdo receptor-ligante e receptor-proteina. Uma das técnicas tem o objetivo princi-
pal de descobrir a melhor energia de interacao entre proteina-ligante e a outra abordagem

busca descobrir o melhor modo de ligacdo entre proteina-proteina.

A técnica de docagem molecular depende de dois métodos: o primeiro consiste em
um campo de forgca para estimar a energia livre da ligagdo do complexo e o segundo
visa explorar o espagco conformacional disponivel para o ligante e a molécula alvo. Na
maioria das vezes, € necessario inserir aproximagoes tanto no método de campo de forca
como no método de espaco conformacional para que se consiga um processo de doca-
gem com um custo computacional razoavel (COSCONATI et al., 2010). Essa abordagem
computacional tem como objetivo principal identificar na estrutura da molécula recep-
tora quais sao as coordenadas onde a molécula ligante (rigida em sua conformacao inicial
ou flexivel, onde diferentes angulos de rotacdo sdo analisados para o ligante) ird acoplar
obtendo um bom resultado em relacio a energia livre de ligagdo (FEB). A partir desse
processo, descobrem-se quais sao as pequenas moléculas (ligantes) que serdo as candida-
tas a potenciais farmacos (COSCONATT et al., 2010). A Figura 2 apresenta um processo
de docagem molecular. O ligante (candidato a farmaco) € representado na cor vermelha,
enquanto que a molécula receptora € representada na cor verde (figura desenvolvida uti-
lizando o software Pymol). Dessa forma, se a energia livre de ligacao entre o ligante e o
receptor for um bom resultado (quanto mais negativa, melhor a energia de ligagdo), esse

ligante se torna um candidato a farmaco.
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Figura 2: Resultado da docagem molecular com a proteina da [3-glicosidase(cédigo
PDB:3WHG6) como receptor (em verde) e a “glicose” como ligante (em vermelho).
Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software VMD.

2.4 Triagem Virtual

A andlise in-silico de um conjunto de ligantes (candidatos a inibidores) € definida com
uma técnica computacional de Triagem Virtual (CAVASSOTO; ORRY, 2007), do inglés
Virtual Screening (VS). Esse processo testa a interacdo de proteina-alvo com um conjunto
de candidatos a farmacos através de simulacdes de docagem molecular. Dessa forma, o
objetivo consiste em identificar subgrupos de compostos que podem ser adquiridos ou
sintetizados e testados experimentalmente, tornando o processo de desenvolvimento de
um novo farmaco mais eficaz (KUNTZ, 1992).

A identifica¢do de novas moléculas-alvo e a caracterizacdo de sua estrutura tridimen-
sional vem aumentando em paralelo ao desenvolvimento e avang¢o dos métodos de Tri-
agem Virtual de alto desempenho HTS (do inglés, High-Throughput Virtual Screening)
(MCINNES, 2007). Atualmente, a maioria dos candidatos a fairmacos a ser desenvolvidos
foram descobertos através do uso de métodos HTS, assim como, algoritmos especificos
para farmacos com o objetivo na descoberta de novos medicamentos (MCINNES, 2007).
A otimiza¢cdo de métodos de docagem de alto desempenho tem apresentado melhorias
na reproducdo dos dados experimentais e nas taxas de acerto obtidas. Paralelamente aos
métodos de triagem virtual, sdo estudados também a identificacdo, design e manipulagcao

de bibliotecas de pequenas moléculas candidatas a firmacos (MCINNES, 2007).
Para Zhao (ZHAO et al., 2009), triagem virtual baseada em estrutura (do inglés,
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Structure-based Virtual Screening), consiste no processo de docagem molecular de mo-
delos tridimensionais de drogas candidatas a firmacos em estruturas tridimensionais de
moléculas candidatas a receptores e, tornou-se nos ultimos anos parte integrante do pro-
cedimento para a descoberta de novas drogas. Ainda segundo Zhao (ZHAO et al., 2009),
Virtual Screening € uma técnica computacional analoga a triagem bioldgica, a qual é, uti-
lizada para verificar caracteristicas de um conjunto de moléculas e filtr-las através de um
ou mais procedimentos computacionais. Esses métodos computacionais sao mais rapidos
e rentdveis do que realizar fisicamente milhares de testes com drogas potenciais ou a
base de células. Esses métodos fisicos tem sido utilizados pela industria farmacé€utica ha
décadas (ZHAO et al., 2009). Com relacdo a comparagdo entre métodos de HTS e VS,
Zhao (ZHAO et al., 2009) sugere que, esses dois métodos devem ser complementares
com relacdo ao seu uso, pois, os resultados de métodos de VS comparados com o HTS
apresentam muitas variagdes.

A Figura 3 mostra um exemplo do processo de triagem virtual. Suponha um receptor-
alvo representada pela cor verde na figura 3. O processo de testar diferentes ligantes
(representandos na figura 3 pelas cores vermelha e azul) nesta molécula-alvo consiste na

docagem molecular de cada ligante.

[ e ey |

e

e ————

Triagem Virtual de N ligantes candidatos

Figura 3: Exemplo do processo de Triagem virtual com N ligantes candidatos, para cada
candidato um experimento de docagem molecular € executado.
Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software VMD.



3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, sdo apresentados os métodos, ferramentas e sistemas gerenciador de
bancos de dados utilizados na criacdo da ferramenta proposta neste trabalho e no estudo
de caso com o conjunto de proteinas da [-glicosidase.

Utilizando a ferramenta produzida neste trabalho em um estudo de caso para filtrar
um conjunto mais restrito de importantes proteinas do grupo da 3-glicosidase, juntamente
com experimentos de triagem virtual e docagem molecular, foi possivel localizar através
de andlise de dados, aminodcidos candidatos a muta¢des pontuais em algumas proteinas
do conjunto. Os ligantes utilizados nos experimentos de triagem virtual foram adquiridos
da base de dados do ZINC, j4 as proteinas, foram obtidas a partir da ferramenta desen-
volvida neste trabalho, a qual possui conexao com a base de dados do PDB. Para facilitar
a configuracdo desses experimentos de triagem virtual, foi utilizado um framework para
triagem virtual, o qual utiliza o AutoDock Vina para realizar a docagem molecular. A
ferramenta Ligplot, foi utilizado para analisar as intera¢des proteina-ligante nos experi-
mentos de triagem virtual realizados. O gerenciador de banco de dados MySQL discutido
nesta secao, foi utilizado para implementar o banco de dados local da ferramenta desen-
volvida neste trabalho, onde as proteinas e suas caracteristicas sao armazenadas apos a
aquisicao do PDB. O BioPython, biblioteca de bioinformética para Python, foi utilizado
para facilitar a extracdo de informacdes de arquivos de proteinas. Como experimento
futuro, apds a realizagdo das mutacoes, pretende-se realizar novamente experimentos de

triagem virtual para analisar o novo comportamento das moléculas da (3-glicosidase.

3.1 Banco de dados biolégicos publicos utilizados

3.1.1 PDB (Protein Data Bank)

Protein Data Bank (PDB) € um banco de dados que foi criado em 1971 no Labo-
ratorio Nacional de Brookhaven. Inicialmente era um arquivo para estruturas cristalinas
biol6gicas de macromoléculas. Nos seus primeiros anos armazenou 7 estruturas macro-
moleculares. Nos anos de 1980, o ntimero de estruturas depositadas comegou a aumentar

drasticamente. Atualmente € um banco de dados web publico que possuia, até janeiro de
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2016, mais de 100 mil estruturas macromoleculares biolégicas depositadas (BERMAN
et al., 2007). Os dados contidos no PDB sdo gerados e enviados por pesquisadores e
cientistas de todo o mundo para sites localizados nos Estados Unidos, Europa e Asia
(BERMAN et al., 2007).

Segundo (BERMAN et al., 2000) um arquivo PDB € constituido de um conjunto de
coordenadas atdmicas e outras informagdes que descrevem proteinas e outras importan-
tes macromoléculas bioldgicas. Bidlogos estruturais utilizam métodos experimentais para
determinar a localizacdo de cada 4tomo em relacdo a outros &tomos na mesma molécula
como, por exemplo, cristalografia por difracdo de raios-X e ressondncia magnética nu-
clear. Esses pesquisadores, entdo, depositam essas informacdes, as quais sao anota-
das e lancadas publicamente no arquivo pelo wwPDBS5. Este arquivo ¢ mantido por
organizacdes que funcionam como depdsito, executam processamento de dados e sdo
centros de distribuicao para os dados no formato PDB. Um exemplo do cabec¢alho no for-

mato PDB ¢é exemplificado na figura 4 que descreve o arquivo PDB com cédigo 1E4L.

HEADER HYDROLASE 10-JUL-00 1E4L

TITLE CRYSTAL STRUCTURE OF THE INACTIVE MUTANT MCNOCOT

TITLE 2 (MAIZE ZMGLUl) BETA-GLUCOSIDASE ZM GLU1S1ASF

COMPEND MCOL_ID: 1:

COMEND 2 MOLECULE: BETA-GLUCOSIDASE, CHLOROPLASTIC:

COMPEND 3 CHAIN: &, B:

COMPHD 4 SYNCNYM: BETA-D-GLUCCSIDE GLUCCHYDROLASE, CELLOBIASE, GENTIOEIARSE:
COMPHND 5 EC: 3.2.1.21;

COMPHD & ENGINEEERED: YES;

COMPHND 7 MUTATICN: YES

S0URCE MOL_ID: 1:

SOURCE 2 ORGANISM SCIENTIFIC: ZEA MAYS;
S0URCE 3 ORGANISM COMMON: MAIZE;

SOURCE 4 ORGANISM TAXID: 4577:

S0URCE 5 STRAIN: CV. MUTIN:

SQURCE 6 TISSUE: COLECPTILE:

S0URCE 7 CRGAMELLE: CHLORCPLALST:

SQURCE 8 EXPRESSICN SYSTEM: ESCHERICHIA COLI:
S0URCE 9 EXPRESSION_SYSTEM TRXID: 562;

SOURCE 10 EXPRESSION SYSTEM CELL: PLYS 5 CELLS;

SQURCE 11 EXPRESSION SYSTEM VECTOR_TYPE: PLASMID:

SOURCE 12 EXPRESSION SYSTEM VECTOR: PET-21A;

SQURCE 13 EXPRESSION_ SYSTEM GENE: GLUL

EEYWDS GLYCOSIDE HYDROLASE, HYDROLASE, FAMILY 1, RETENTICHN
KEYWDS 2 OF THE ANCMERIC CONFIGURATICN, INACTIVE MUTANT E191D
EXPLDTA X-RAY DIFFRACTICH

BAUOTHCR M.CZJZEE,M.CICEK,D.R.BEVAN, B.HENRIS5AT, &A.ESEN

REVDAT 3 24-AUG-11 1E4L 1 HERDER COMFND SOURCE EKEYWDS
REVDAT 3 2 REEMARE HETS5YN FCORMUL VERSN
REVDAT 2 24-FEB-03% 1E4L 1 VERSN

REVDAT 1 11-DEC-00 1E4L 0

JENL LUTH M.CZJZEE,M.CICEK,V.ZAMECNI, D.R.BEVAN, B.HENRIS5AT,
JENL LUTH 2 A.ESEN

Figura 4: Cabecalho de um arquivo no formato PDB

O formato PDB possui um cabecalho padronizado através do uso de palavras reser-

vadas no arquivo. Em cada linha, diferentes palavras reservadas aparecem. Conforme é
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mostrado na Figura 4, cada palavra reservada do cabegalho de um arquivo PDB ¢é listada

e discutida a seguir.

e HEADER - armazena a descricdo da proteina, assim como a classificacdo da
molécula, a data de depdsito da proteina no PDB e o cédigo PDB tunico de de-

terminada proteina;
e SOURCE - armazena a origem bioldgica e/ou quimica especifica de cada molécula;

e AUTHOR - armazena os nomes das pessoas responsaveis pelos conteidos de en-

trada;
e OBSLTE - aparece em entradas que foram removidas da distribui¢do publica;

e KEYWDS - sdo armazenadas informagdes referentes as palavras-chave para a busca

da molécula;

e REVDAT - armazena um histérico das modificacdes feitas a uma entrada desde seu

lancamento;
e TITLE - armazena o titulo dado a pesquisa referente a determinada proteina;
e EXPDTA - armazena informagdes sobre o experimento;

e SPRSDE - armazena uma lista de cddigos de identificacdo de entradas que foram

obsoletas devido a uma coordenada e removidas do conjunto do PDB;

e SPLIT - € usado nos casos em que uma entrada especifica compdem parte de um
grande complexo macromolecular. A palavra reservada SPLIT vai identificar os

PDBs que sdo necessarios para reconstituir um complexo completo;
e NUMMDL - armazena o nimero total de modelos em um PDB;

e JRNL - armazena a citagdo primdria na literatura que descreve o experimento, que
resultou no conjunto de coordenadas depositadas. Outras referéncias sdo informa-
das em REMARK 1;

e CAVEAT - alerta para erros e problemas ndo resolvidos no PDB.

e MDLTYP - contém anotacao adicional pertinente para as coordenadas apresentadas
no PDB;

e REMARKS - contém detalhes experimentais, anotacOes, comentdrios e

informacdes ndo incluidas em outros registros;
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e COMPND - sao armazenadas informacoes referentes ao nome da molécula, quantas
e quais cadeias que a molécula possui, sindnimos do nome da molécula, além de

indicar se a molécula é uma mutag@o ou nao;

e HET - sdo armazenadas informacdes referentes aos residuos ndo-convencionais,
tais como, grupos prostéticos, inibidores de moléculas de solvente, além de {ons

para os quais as coordenadas sdo fornecidas;

e HETATM - armazena dtomos de moléculas de dgua ou atomos apresentados no
grupos “HET”.

e TER - indica o fim de uma lista de registros do tipo ATOM/HETATM para uma

cadeia;

e ATOM - armazena as coordenadas atdmicas para aminodcidos e nucleotideos
padrdao. Apresenta também o fator de ocupacgdo e temperatura para cada dtomo. Co-
ordenadas quimicas ndo-poliméricas usam o tipo de registro HETATM. O simbolo
do elemento quimico estd sempre presente em cada registro ATOM. A carga do

atomo € opcional.

A Figura 5 apresenta o formato padrdo do campo ATOM em um arquivo PDB € a

Figura 6 apresenta o campo ATOM na molécula de cdigo PDB:2BGA.

. R — T
COLUMIS ATA TYPE FIELD DEFINITION
. I

1- & Record name  "AICM "
7-11 Integer gerial Ltom serial number.
pa s e _ - .
13 - 18 Ltom name Ltom name.
7 M mwn e o 21+T mm Ll+ravmara TpmarTmm Tm armr
1 Lharacter alcLoc Llternate location indicator.
10 3 Ta] D - e - = - v -
18 - 20 Residus name "=3-I;rr=- Residue name.
. - e A
ii Character nainllb Lhaln 14entirier.
i T Trtamay ryaghkao Rezidne arantra nmkar
£d £0 L ger __3.__'3[ RE310UE 3EqUENCEe NUmcer.
2 L iCode Code for insertion of residues.
31 - 3% Real(8.3 bt Orthogonal coordinates for X in Angstroms.
an 1 Deal1 /0 Ay . o= w3 7 +
39 - 48 Real(8.3) y Crthogonal coordinates for Y in Angstroms.
qrT o 1/{0 4 el 1 g 7 2 -
47 - 54 Real(g.3 z Orthogonal coordinates for Z in Angstroms.
CC f o { fal 1r
55 - &0 Real(s.? vCccupancy.
] L1 Real( Temperature factor.

- 18 L3 Element symbol, rignt-justified,

Charge on the at
narge on the atom.

Figura 5: Formato do registro ATOM de um arquivo PDB.
Fonte: Extraido de
“http://www.wwpdb.org/documentation/file-format-content/format33/sect9.html#ATOM”

Para a realizacdo da aquisi¢ao de arquivos de proteinas, a ferramenta desenvolvida
neste trabalho conecta-se ao web service RESTful do PDB. O banco de dados PDB suporta

o web service interface RESTful para a facilitar a aquisicao de dados moleculares.
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RIOM 1 N THR A 2 61.990 &4.851 7T0.908 1.00 32.14 N
ATOM 2 Ch THR A 2 62.828 85.531 6£9.934 1.00 20.14 C
BTCOM 3 C THR & 2 62.799 85.087 68.476 1.00 17.99 C
BTOM 4 0O THR & 2 62.825 83.89%5 68.164 1.00 18.99 o
RIOM 5 CB TER A 2 64.279 85.578 T0.437 1.00 17.2% C
BTOM 6 OGl THR A 2 64.266 &§5.69% 7T1.853 1.00 15.05 o
BTCOM 7 CG2 THR 4 2 65.017 86.785 69.894 1.00 15.54 C
BTOM 8 N ILE & 3 62.751 86&6.085 &7.597 1.00 13.43 N
RIOM 8 CR ILE R 3 62.752 85.907 66.153 1.00 15.587 C
BTIOM 10 C ILE A& 3 64.130 86.302 65.611 1.00 15.81 C
BTCOM 11 © ILE & 3 64.867 87.352 65.960 1.00 14.99 o
BTOM 12 CB 1ILE & 3 61.640 86.759 65.487 1.00 17.05 C
RIOM 13 CGl ILE & 3 60.296 &6.031 6£5.635 1.00 16.08 C

Figura 6: Exemplo do campo ATOM na molécula de c6digo PDB:2BGA
Fonte: Elaborado pelo autor

3.1.2 NCBI/Protein

O NCBI protein (do inglés, National Center for Biotechnology Information)! é uma
colecdo de dados de sequéncias de diversas fontes, incluindo tradugdes de regides co-
dificadas do GenBank, RefSeq e TPA, bem como registros do SwissProt, PIR, PRF e
PDB. As sequéncias de proteinas (estruturas primdarias) sdo determinantes fundamentais
da estrutura e funcdes bioldgicas.

A seguir, a Figura 7 apresenta um exemplo de arquivo no formato FASTA, o
qual armazena a estrutura priméria (sequéncia de aminoacidos) da molécula de cédigo
PDB:2BGA.
>1BGA:A| PDEID | CHATN | SEQUENCE
TIFQFPQDFMWGTATAAYQTEGAYQEDGRGLS IWDT FART PGKVFNGDNGNVACDSYHRYEEDI RLMEELGIRTYRFSVS
WPRIFPNGDGEVNQEGLDYYHRVVDLLNDONGIEPFCTLYHWDLPQALQDAGEHGNRRT IQAFVQFAETMFRE FHGKIQHW
LTFNEPWCIAFLSNMLGVHAPGLTNLQTAT DVGHHLLVAHGLSVRRFRELGT SGQIGIAPNVSWAVPYSTSEEDKAACAR
TISLHSDWFLQPIYQGSYPQFLVDWFAEQGATVPIQDGIMDI IGEPIDMIGINYYSMSVNRFNPEAGFLOSEEINMGLEY

TDIGWEVESRGLYEVLHYLOKYGNIDIY ITENGACINDEVVNGEVOQDDRRISYMOOHLVOVHRT IHDGLHVEGYHAWSLL
DHNFEWAEGYNMRFGMIHEVDFRTQVET PEESYYWYRNVVSNNWLETER

Figura 7: Exemplo de arquivo no formato FASTA (sequéncia primdria da proteina de
codigo PDB:2BGA)

Fonte: Elaborado pelo autor

3.1.3 Banco de dados ZINC

ZINC (IRWIN et al., 2012) é uma fonte de dados publica que tem como objetivo
principal disponibilizar compostos quimicos (ou ligantes) desenvolvidos por empresas
farmacéuticas ou universidades para uso em testes in-silico. Consiste em um banco de
dados com mais de trinta e cinco milhdes de moléculas comercialmente disponiveis em
representacdes bioldgicas relevantes. Essas moléculas podem ser obtidas de uma interface

web individualmente ou em subconjuntos em um formato ready-to-dock, que sdo arqui-

Thttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
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vos que possuem informagdes sobre as moléculas e estio em um formato pronto para o
processo de docagem. A estrutura do site permite a busca nas seguintes formas: estrutura,
atividade bioldgica, propriedade do fornecedor, nimero do catidlogo, nome, entre outras.

A base de dados ZINC foi utilizada neste trabalho para a aquisi¢do das estruturas
moleculares dos ligantes utilizados no estudo de caso descrito no capitulo 6. As Figuras
8 e 9 apresentam respectivamente a busca do ligante “glicose” na base de dados do ZINC
e a sua representacdo no formato MOL2. Referente a busca apresentada na Figura 8, o
usudrio pode adquirir todas os ligantes listados na busca através de duas formas: em uma
delas, o usudrio pode obter todos os ligantes da busca em um mesmo arquivo e a outra
forma € realizar aquisi¢ao de ligantes separadamente. Com relacdo ao formato, a base de
dados do ZINC oferece as seguintes possibilidades para aquisi¢do: MOL2, SDF, SMILES

e Flexibase.

UGgE university of California, San Francisco | About UCSF | Search UCSF | UCSF Medical Center

Not Authenticated — sign in

ZINC™

(" About

Active cart: Temporary Cart (o items)

D)

Search  Subsets Help Social G+ 0 (glucose

Results Query Details
| Back |1 Next |Page Size: 50

[Overview v |[Default v |[Everything ] | Add All || Refresh |

13861213

HO

Ho

2 2556396

0 OH

e

i

OH

3. 3833800

0 OH

HO

i

OH

| Back |1

| Next |

Figura 8: Exemplo de busca de ligante na base de dados ZINC (aquisicdao do ligante
glicose).
Fonte: Extraido de “http://zinc.docking.org/synonym/glucose”

@<TRIPOS>MOLECULE
ZINCO3861213

24 Z4 a Q a
SMALL
USER_CHRRGES

@<TRIPOS>ATCH
1c1 -0.0187 1.5258 0.0104 C.3 1 <0 0.0886
2 Ccz 0.0021 -0.0041 0.0020 C.3 1 <0 0.1003
3 H1 0.5883 -0.3550 -0.8473 H 1 <0> 0.0876
4 C3 -1l.4288 -0.5335 -0.1124 C.3 1 <0> 0.0943
5 H2 -2.0272 -0.14%98 0.7147 H 1 <0> 0.0743
6 C4 -1.4057 -2.0641 -0.05%5 C.3 1 <0x 0.0838
T H3 -0.8501 -2.4458 -0.9143 H 1 <0x 0.0838
8 C5 -0.7236 -2.5086 1.2379 C.3 1 «<0x> 0.0587
3 H4 -1.3066 -2.1648 2.0%923 H 1 <0> 0.0878
10 Cé 0.6811 -1.902% 1.3002 C.3 1 «<0x> 0.2260

Figura 9: Exemplo do formato MOL?2 extraido da base de dados ZINC. Parte do arquivo
que descreve a estrutura do ligante glicose no formato MOL2.
Fonte: Elaborado pelo autor
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3.1.4 AAindex

Segundo (KAWASHIMA et al., 2008) uma grande variedade de propriedades de
aminodcidos foram investigadas por meio de um consideravel nimero de experimentos
e estudos tedricos. Dessa forma, foi concluido que cada uma destas propriedades de
aminoécidos pode ser representada por um conjunto de 20 valores numéricos e também
referenciada por um indice de aminodcido. Assim, foi criado o banco de dados cha-
mado de AAindex (do inglés “amino acid index database”) que consiste em um con-
junto de indices numéricos que representam varias propriedades fisico-quimicas e bi-
oquimicas e pares de aminoédcidos. Segundo (KAWASHIMA et al., 2008), AAindex esta
sendo usado para amplas pesquisas na area de bioinformatica, como a investigacao sobre
sequéncias de proteinas, predicao da localizac¢ao subcelular de proteinas, a imunogenici-
dade de ligacdo de peptideos da classe MHC I e substituicoes de coordenadas em vdarios
alinhamentos de sequéncias de proteinas. Com a necessidade de se utilizar o banco de
dados AAindex nesta pesquisa em trabalhos futuros, obteve-se a base de dados através
do link (http://www.genome.jp/dbget-bin/www _bfind?aaindex). Essa base de dados é ad-
quirida em um simples arquivo com formato “txt”(Figura 10). A base de dados AAindex
faz parte do banco de dados local da ferramenta desenvolvida neste trabalho, porém, sera

utilizada como um trabalho futuro na busca de caracteristicas dos aminoacidos.

3.2 Ferramentas utilizadas no trabalho

3.2.1 AutoDock Vina

A ferramenta utilizada para a execugao do processo de docagem molecular no fra-
mework para triagem virtual (secdo 3.2.2) € o software AutoDock Vina. Trata-se de um
programa para docagem molecular e triagem virtual. Segundo Trott e Olson (TROTT;
OLSON, 2010) AutoDock Vina, possibilita o uso de ligantes flexiveis, assim como re-
ceptores que possuem cadeias laterais de sitio de ligagdo flexiveis. Ainda segundo Trott
e Olson (TROTT; OLSON, 2010), o AutoDock Vina tem funcdo de score projetada para
trabalhar com o somatorio de todos os pares de 4&tomos que podem mover-se uns aos ou-
tros, possuindo bons resultados em relagc@o a sua precisao e, além disso, possibilita o uso
de multiplos nticleos de processamento do computador, o que resulta na execu¢do mais
rapida dos experimentos. O AutoDock Vina trabalha somente com receptores e ligantes
no formato “pdbqt”. Apds a realiza¢do de uma simulacdo de docagem molecular sdao ge-
rados 2 arquivos de saida. Um arquivo € gerado no formato PDBQT, o qual apresenta os
modelos e coordenadas do ligante ao final do experimento. Esses modelos representam
as tentativas de atracamento do ligante no receptor. O outro arquivo é gerado no formato
de log(11), o qual lista os melhores resultados de interacao entre receptor-ligante. O ar-

quivo de log da figura 11 apresenta um resultado de docagem molecular, onde o campo



ANDNS20101

alpha-CH chemical shifts (Andersen et al., 1952

LIT:1810048b PMID:1575719

Andersen, N.H., Cagq, BE. and Chen, C.

Peptide/protein structure analysis using the chemical shift index method:

o om g

wrfisld alpha-CH wvalues reveal dynamic helices and aLl sites

J Bioghem. and Biophys. Reg. Comm. 184, 1008-1014 (1992)
C BUNAT30102 0.9439
I B/L R/K H/M D/F C/P Q/5 E/T G/W HfY /v
4.35 4.38 4,75 4.76 4.65 4,37 4.29 3.97 4.63 3.95
4.17 4.36 4.52 4.66 4.494 4.50 4.35 4.70 4.60 3.95
I
H ARGP820101
D Hydrophobicity inde (Argo=s et al., 1982)
R LIT:0901079%9: PMID:7151796
& Argos, P., Rag, J.K.M. and Hargrave, P.A4.
T Structural prediction of membrane-bound proteins
J Eur. J. Bigghem. 128, 565-575 (1982)
C JOND750101 1.000 SIMZ760101 0.967 GOLDT30101 0.936
TAKK010101 0.906 MEEJ810101 0.891 ROSM880104 0.872
CIDHS20105 0.867 LEVM760106 0.865 CIDH920102 0.862
MEEJE800102 0.855 MEEJE10102 0.853 ZHOHO40101 0.841
CIDHS20103 0.827 PLIVE10101 0.820 CIDHS20104 0.819
LEVM760107 0.806 NOZY710101 0.800 GUYH850103 -0.808
PLRJE60101 -0.835 WOL5870101 -0.838 BULH740101 -0.854
I B/L R/K H/M D/F C/P Q/5 E/T G/W HfY /v
0.61 0.60 0.0& 0.46 1.07 0. 0.47 0.07 0.61 2.22
1.53 1.15 1.18 2.02 1.55 0.05 0.05 2.85 1.88 1.32
£
H RRGFE20102
D Signal segquence helical potential (Argos et al., 1982)
R LIT:0901079%9: PMID:7151796
L Rrgos, F., Rag, J.K.M. and Hargrave, P.R.
T Structural prediction of membrane-bound proteins
J Eur. J. Bigghem. 128, 565-575 (1982
C ARGFE20103 0.961 EYTJ820101 0.803 JURD980101 0.802
I B/L R/K H/M D/F C/P Q/5 E/T G/W HfY /v
1.18 0.20 0.23 0.05 1.89 0.72 0.11 0.49 0.31 1.45
3.23 0.06 2.87 1.98 0.76 0.97 0.84 0.77 0.39 1.08

Figura 10: Banco de dados AAindex no formato txt
Elaborado pelo autor. Adquirido de “http://www.genome.jp/aaindex”.
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affinity(kcal/mol) representa a FEB.

O AutoDock Vina é uma nova versdo para o software anterior AutoDock 4, apresen-
tando melhorias em relacdo a acelera¢do na docagem, a precisao das previsdes dos modos
de ligacdo e ao calculo automatico dos mapas de rede e clusters, segundo Trott e Olson
(TROTT; OLSON, 2010).

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mgl) | zmsd 1.b.| zmsd u.b.
————— e e L et
1 -6.4 0.000 0.000

P -5.9 1.212 4,186

3 -5.8 1.488 3.100

4 -5.6 1.5810 3.73%9

L -5.4 2.218 3.294

& -5.3 5.914 7.090

7 -5.2 6.219 T.837

8 -5.1 2.748 4,231

9 -5.1 2.743 4.616

Figura 11: Resultado de um experimento de docagem molecular com o AutoDock Vina.
Fonte: Elaborado pelo autor. Extraido da saida padrao do software AutoDock Vina.

3.2.2 Framework para triagem virtual

Esta secdo apresenta o framework para triagem virtual a ser utilizado neste trabalho.
Este framework foi desenvolvido no meu trabalho de conclusdo de curso e aprimorado
com a ajuda de outros colaboradores. A ferramenta foi publicada no evento Symposium
on Applied Computing (SAC) 2016 (SEUS et al., 2016).

A partir de diferentes configuragdes para um determinado experimento de VS, o
usudrio pode, ao final da configuracdo do seu experimento, obter um ou um conjunto
de scripts em Python que, quando executados localmente em sua maquina, realizam o ex-
perimento de triagem virtual anteriormente configurado na interface (Figuras 12 e 13), de
forma simples e pratica (SEUS et al., 2016). O framework utiliza o AutoDock Vina para
executar a docagem molecular. Para a realizagdao de um experimento de docagem molecu-
lar, o usudrio deve possuir em seu computador a molécula-alvo e um ligante. Além disso,
o usudario deve ter conhecimento prévio de uma possivel area de docagem na molécula-
alvo, para dessa forma informar na interface do framework essa informagdo. Apds um
experimento de docagem ser realizado, o AutoDock Vina gera um arquivo no formato
apresentado na figura 11.

Através da interface do framework (Figuras 12 e 13) o usudario poderd selecionar um
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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ou mais receptores e na area do ligante selecionar um ou mais ligantes. Apds esta primeira
configuracdo, o usudrio caracteriza a caixa (Figura 13), ou seja, indica na interface do
Jframework (area chamada de “Box Area”) a coordenada onde a docagem molecular com
o receptor e o ligante acontecerd. Por fim, o usudrio clica no botdo “Generate Script” e
dessa forma realiza o download do script e executa em seu proprio computador. Essa
execucao da docagem molecular € realizada com o uso do software AutoDock Vina.

O framework oferece ao usudrio também a possibilidade de inclusdo de uma andlise
com a ferramenta LigPlot, a qual analisa a intera¢do de cada dtomo do ligante com os
aminoacidos do receptor, para isso, o usudrio indica na interface do framework que deseja
resultados do LipPlot e clica em “Generate Script Ligplot”. Apds a execugdo dos scripts,
o usudrio pode analisar os resultados da triagem virtual e verificar o0 novo comportamento

da proteina-alvo.

3.2.3 Ligplot
Segundo (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1996) Ligplot é um programa

que gera automaticamente representagdes esquematicas 2D de complexos de proteina-
ligante. A saida do programa pode ser colorida ou em preto e branco. Um arquivo de
saida do programa no formato Postscript fornece uma simples e informativa representacao
das interacOes intermoleculares e os seus pontos fortes, incluindo ligagdes de hidrogénio,
interacoes hidrofdbicas e acessibilidades dos atomos. Ainda segundo (WALLACE; LAS-
KOWSKI; THORNTON, 1996), Ligplot € completamente genérico para qualquer tipo de
ligante e também pode ser utilizado para visualizar outros tipos de intera¢des em proteinas
e acidos nucleicos. Ligplot foi projetado para facilitar a rapida inspe¢do de muitos com-
plexos enzimaticos, porém ¢ utilizado para outras muitas aplicagoes.

A Figura 14 apresenta o formato gerado pelo Ligplot, apresentando a interagdo dos
residuos da proteina de c6digo PDB:1GAM com os dtomos do ligante “glicose”. Como
pode-se analisar na Figura 14, os aminodcidos da proteina Thr 62, ASP 65, LEU 58, entre
outros indicados pela linha circular tracejada correspondem aos aminoacidos que, apos
a docagem molecular estabeleceram contatos do tipo non-bonded com o ligante glicose.

Os aminoécidos Hys 61 e Arg 428 sao aqueles que estabeleceram ligacdes de hidrogénio.

3.3 Tecnologias utilizadas no desenvolvimento da ferramenta Cat-p-
Data

3.3.1 Biopython: freely available Python tools for computational molecular biology

and bioinformatics

Segundo (COCK et al., 2009), Biopython é uma ferramenta madura, de cédigo li-
vre € que prové bibliotecas em Python que ajudam em uma ampla gama de problemas

encontrados na bioinformatica. Biopython possui médulos para leitura e escrita de arqui-
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Figura 14: Formato Postscript do Ligplot. Exemplo de interacdo da proteina da (-
glucosidase de c6digo PDB:1GAM com o ligante “glicose”.
Fonte: Gerado pelo programa Ligplot.
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vos com diferentes formatos de sequéncia e alinhamentos multiplos de sequéncia. Além
disso, possui modulos que lidam com estruturas macromoleculares terciarias, realizam
acesso a banco de dados disponiveis na web e também fornecem métodos numéricos para
a aprendizagem estatistica.

Desde a sua criacdo em 1999, Biopython tem crescido, apresentando uma grande
colecdo de mddulos atualmente. Essa ferramenta destina-se a programadores da biolo-
gia computacional que necessitam incorporar em Seus scripts ou em seu proprio software
modulos que ajudem em seus problemas especificos. A figura 15 apresenta um exemplo
do uso da ferramenta Biopython discutida nessa sec¢ao para a transformagao de uma cadeia

de DNA em uma cadeia de RNA através do médulo Bio.Seq - funcdo gene.transcribe() da

biblioteca Biopython.
>>> from Bio.Seq import Seg
>>> from Bio.Alphabet import generic_dna
>>»> gene = Seq("ATGAAAGCAATTTTCGTACTG"

"AAAGGTTGGTGGCGCACTTGA",
; generic_dna)
>>> print gene.transcribe()
AUGAAAGCAAUUUUCGUACUGARAGCEUUGEUCGCGCACUTUGA

Figura 15: Exemplo de uso da biblioteca Biopython

3.3.2 MySQL

MySQL? é um sistema gerenciador de banco de dados de c6digo aberto. Utiliza a
linguagem SQL (do inglés Structured Query Language) como interface. Além de ser um
software livre, possui facilidade no manuseio, excelente desempenho e estabilidade, e €

pouco exigente quanto a recursos de hardwares.

3.3.3 Pymol

Segundo (SCHRSDINGER, 2010) PyMOL 3 é um sistema de visualizagio molecular,
criado inicialmente por Warren Lyford DelLano e comercializado por DelLano Scientific
LLC, que era uma empresa de software privada dedicada a criacdo de ferramentas tteis
que se tornaram universalmente acessiveis as comunidades cientificas e educacionais.
Atualmente € comercializada por Schrodin, Inc. PyYMOL produz imagens tridimensionais
de alta qualidade de pequenas moléculas e de macromoléculas maiores, como proteinas.
PyMOL € umas das poucas ferramentas de visualizacdo de cédigo aberto disponiveis para
uso em biologia computacional (SCHRODINGER, 2010).

Zhttp://www.oracle.com/br/products/mysql/overview/index.html
3https://www.pymol.org/
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3.3.4 Cytoscape

Cytoscape * é uma plataforma de c6digo aberto para a visualizagdo de redes de
interacdo molecular e vias bioldgicas, a qual integra essas redes com anotacdes, perfis de
expressao génica, além de outros dados de estado. Embora Cytoscape tenha sido proje-
tado para a pesquisa bioldgica, atualmente € uma plataforma geral para analise complexa
de rede e visualiza¢do. A distribui¢ao do Cytoscape oferece um conjunto basico de fun-
cionalidades para integracdo de dados, andlise e visualizacdo. Funcionalidades adicionais
estdo disponiveis como plugins. Esses plugins sdo utilizados para as redes e anélise de
perfil molecular, novos layouts, suporte adicional para formato de arquivo, além de scripts
e conexao com banco de dados. Plugins para o Cytoscape podem ser desenvolvidos por
qualquer pessoa utilizando a API de cédigo aberto do Cystoscape , baseada em Java. O

desenvolvimento de plugins é incentivado na comunidade do Cytoscape.

“http://www.cytoscape.org/what_is_cytoscape.html



4 TRABALHOS RELACIONADOS

Neste capitulo, sao apresentadas as ferramentas relacionadas com a desenvolvida neste
trabalho. Tem como objetivo discutir e comparar as funcionalidades implementadas com
as existentes em outras ferramentas. No final deste capitulo, é apresentada uma tabela que
compara as funcionalidades da ferramenta implementada Cat-p-Data neste trabalho com

as demais estudadas.

4.1 Banco de dados FReDD (Supporting Mining Strategies through
a Flexible-Receptor Docking Database)

Nesta se¢do € apresentado o banco de dados FReDD (do inglés, Flexible-Receptor
Docking Database), o qual é um banco de dados abrangente e robusto que é capaz de
armazenar resultados de docagem molecular com um certo nivel de detalhamento e com-
porta uma quantidade de dados significativa. Segundo (WINCK et al., 2009) o banco
de dados FReDD foi desenvolvido com o objetivo de armazenar resultados completos de
docagem molecular mostrando relacdes entre suas caracteristicas. Os dados armazenados
neste banco podem ser adquiridos de diversas fontes como por exemplo, um experimento
de docagem molecular com receptor flexivel o qual envolve caracteristicas de dtomos e

residuos de receptores e ligantes.

Outra caracteristica importante do banco de dados FReDD ¢ disponibilizar funcionali-
dades para fornecer uma ripida e eficiente geracio de entrada para a mineracao de dados.
Esses dados de entrada para a mineragdo sido gerados no formato do software Weka. O
banco de dados FReDD é composto por 16 tabelas conforme € apresentado na Figura 16
(WINCK et al., 2010).

E importante ressaltar que manipulacdes de dados através das acdes de insercio,
selecdo e exclusdo sao produzidas através de scripts SQL (Structured Query Language)
implementados manualmente pelos préprios usudrios do banco de dados, o que implica

em um conhecimento prévio de programacdo da parte do pesquisador.
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Figura 16: Esquema do banco de dados FReDD
Fonte: artigo intitulado “FReDD: Supporting Mining Strategies through a Flexible-Receptor

Docking Database”

4.2 The PDBbind DataBase

O banco de dados PDBbind foi desenvolvido com o objetivo de fornecer um con-
junto abrangente de afinidades de ligacdes para os complexos proteina-ligante do PDB
(Protein Data Bank). Segundo (WANG et al., 2005), o foco deste banco de dados € arma-
zenar somente complexos do tipo proteina-ligante, complexos do tipo proteina-proteina e
proteina-acido nucleico ndo sdo considerados. Para a aquisicao e classificacdo dos dados
extraidos do PDB este software utiliza um moédulo na linguagem de programacgao C++. O

algoritmo de classificagdo pode ser visualizado através do fluxograma da Figura 17.

Outra importante caracteristica do software € a utilizacdo de uma interface web que
possui integracdo com a base de dados PBbind e que ¢ também utilizado pelos desenvol-
vedores do projeto para apresentar seus principais resultados. O front-end desta aplicagao
foi construido utilizando a linguagem de programacgdo Java. Todos os outros programas
foram integrados e alimentados utilizando Apache em uma plataforma Linux Red Hat. O
banco de dados PDBbind foi implementado utilizando banco de dados relacional Oracle.
O banco de dados PDBbind est4 disponivel com uma licenga de demonstragdo para o

usudrio no seguinte endereco: !.

Thttp://sw16.im.med.umich.edu/databases/pdbbind/index.jsp
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A given PDB
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Contain any Protein — nucleic
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nucleic-acid? heterogen?

Contain any Special protein-
valid ligand? ligand complex

Protein-ligand
complex

Figura 17: Esquema utilizado para a identificaco e classificagdo dos complexos proteina-
ligante.
Fonte: adaptado pelo autor do artigo intitulado “The PDBbind Database: Methodologies and
Updates”

4.3 The RS-PDB Database

O trabalho descrito nesta se¢ao consiste em um método de andlise automatica de es-
truturas depositadas no PDB. Segundo (SZABADKA; GROLMUSZ, 2006), o método é
capaz de detectar dtomos faltantes, desvios de comprimento de ligacdo e também iden-
tificar corretamente complexos do tipo proteina-ligante. Os resultados sdo armazenados
em um banco de dados chamado RS-PDB (Rich Structure PDB) o qual pode-se selecionar

facilmente dados de PDB que satisfacam diversos conjuntos de requisitos.

O RS-PDB possui um algoritmo de pré-processamento que trabalha no formato mm-
CIF (macromolecular Crystallographic Information File) do PDB e utiliza o identifica-

dor quimico InChl da IUPAC. Esse algoritmo verifica erros e inconsisténcias nos dados
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de entrada, indica quais s@o os dtomos faltantes, decompdem as estruturas em proteinas,
acidos-nucleicos e cadeias de polissacarideos, assim como varios tipos de ligantes como
por exemplo peptideos, metais, etc. Além disso, realiza a distin¢do entre ligacdes do tipo
covalente e ndo-covalente e também identifica diferentes locais de ligacdo.

O RS-PDB ¢ dividido em trés partes, e estas sdo apresentadas de forma simplificada a

seguir:

e Parte 1 - Banco de dados de pequenas moléculas - Nesta parte do banco, pequenas
moléculas sdo armazenadas. Para cada dtomo, somente o simbolo, a carga e o

modelo de coordenadas sdo armazenados;

e Parte 2 - Diciondrio de componentes quimicos do PDB - A parte secunddria do
banco de dados contém o diciondrio de componentes quimicos do PDB. Um arquivo
chamado de “components.cif”” pode ser adquirido do web site RCSB. Esse arquivo
consiste nas tabelas de ligacao das moléculas e grupos funcionais associados com

o cédigo do aminoécido de trés letras encontrado no PDB;

e Parte 3 - E a principal parte do banco de dados, onde sdo armazenados os resultados
do processamento dos dados de entrada do PDB. Depois de um dado de entrada ser
lido corretamente pelo programa, esse dado consistird de um polimero e moléculas
de ligante e cada um terd um identificador unico. Esse identificador é denotado por

“mol#” nas tabelas do banco de dados.

4.4 PDBest: a user-friendly platform for manipulating and enhan-

cing protein structures

Segundo (GONCALVES et al., 2015), PDBest € uma plataforma amigével, dispo-
nibilizada livremente para a aquisicdo, manipulacdo e normalizacdo de estruturas de
proteinas. Possui uma interface gréfica intuitiva, que permite aos usudrios sem conhe-
cimento prévio em programacao, adquirir € manipular suas estruturas proteicas. A pla-
taforma exporta também protocolos, permitindo assim, que os usudrios compartilhem
facilmente buscas por PDBs e critérios de filtragem, melhorando a andlise da reprodutibi-
lidade.

A plataforma PDBest foi desenvolvida visando alcancar os seguintes objetivos: for-
necer meios para melhorar a qualidade dos dados de estrutura molecular utilizados nas
areas de Biologia e Bioinformatica, torna-lo acessivel a um publico mais amplo, fornecer
escalabilidade e processamento paralelo, assim como, reprodutibilidade e reutilizacao.
A Figura 18 apresenta a arquitetura e funcionamento do PDBest. Com relagdo ao seu
funcionamento, o PDBest permite ao usudrio selecionar proteinas através de uma con-

sulta a base de dados do PDB ou através do carregamento local do arquivo de proteina.
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A partir disso, o usudrio pode utilizar filtros nas proteinas para adicionar ou remover
hidrogénios, remover solventes, filtrar cadeias ou modelos e selecionar ligantes. Para-
lelamente a esse processo de filtragem, o PDBest processa e trata ocupancias multiplas
de dtomos e também atomos ou residuos faltantes nas proteinas. Depois disso, o usudrio
pode exportar o protocolo de filtragem utilizado em determinado grupo de proteinas. To-
das as informacdes processadas ficam armazenadas em um conjunto de dados disponivel

na ferramenta.

Online Query Local Files
=
== PDB
S H_J
i I
| 1
. S Y o

Filtering Standards I

Add/Remove Hydrogens

Filter Chains/Models

|
i
' I
! |
1
: Remove Solvent I"_
I |
1
1 Select Ligands I

| Report ] l Dutputl lProtocnll— —

|
=)

Data Set

Figura 18: Arquitetura da ferramenta PDBest.
Fonte: artigo intitulado “PDBest: a user-friendly platform for manipulating and enhancing
protein structures”

Segundo (GONCALVES et al., 2015), através da arquitetura apresentada na figura 18,
0 PDBest visa oferecer uma ferramenta poderosa para os pesquisadores da drea de Biolo-
gia Estrutural. Através de uma interface grafica fornece uma eficiente maneira de adquirir,
manipular e verificar dados do PDB como meio de melhorar a qualidade e integridade dos
dados. PDBest esta disponivel em todos os principais sistemas operacionais € provou ser

uma ferramenta poderosa para o estudo de estruturas proteicas.

4.5 Pre-calculated protein structure alignments at the RCSB PDB

website

Nesta sec¢do é apresentada uma ferramenta para auxiliar na comparacdo de alinha-
mentos de estruturas primdrias e tercidrias. Segundo (PRLIC et al., 2010), esta ferra-
menta suporta varios aplicativos no site do RCSB PDB e seu funcionamento € descrito da
seguinte forma: primeiramente, um web-service de alinhamento estrutural calcula alinha-
mentos em pares. Em segunda instancia, um aplicativo executa localmente os alinhamen-

tos e fornece a visualizagdo dos resultados. O terceiro passo visa calcular comparagdes
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entre estruturas tercidrias para todo o PDB e assim fornecer esses resultados semanal-
mente. A cada semana todas as proteinas sao alinhadas e comparadas todas contra todas
pelos servidores do RCSB PDB ao mesmo tempo que o banco de dados PDB ¢ atuali-
zado. Atualmente, essa atualizacdo semanal requer um célculo de cerca de 1 milhdo de
alinhamentos. Os resultados estdo disponiveis no servidor FTP do RCSB PDB através
do endereco “ftp://resources.rcsb.org/fatcat rigid_pdb_all/fatcat_rigid_pdb_all.txt.gz”. A
ferramenta permite também o download dos resultados no formato XML. Todas as

informagdes sobre essa ferramenta estdo disponiveis no endereco 2.

4.6 ProtDCal: A program to compute general-purpose numerical

descriptors for sequences and 3D-structures of proteins

Segundo (RUIZ-BLANCO et al., 2015), o crescimento exponencial das bases de da-
dos de proteinas e de sequéncia estao permitindo abordagens multifacetadas para a com-
preensdo da relagdo estrutura-funcdo. Atualmente, os avangos na computagdo tornam
possivel a aplicacdo de técnicas de mineracao de dados e reconhecimento de padrdes bem
estabelecidos para esses dados, com isso € possivel aprender sobre modelos que efetiva-
mente se relacionam a estrutura e funcao. No entanto, a extragcdo de descritores numéricos
significativos a partir de sequéncia e estrutura tridimensional da proteina € uma questao
fundamental que requer uma solucgdo eficiente e amplamente disponivel. Dessa forma,
essa secdo apresenta a ferramenta ProDCal, um conjunto de programas capaz de gerar
dezenas de milhares de caracteristicas, considerando descritores baseados em estrutura
secunddria como também em estrutura tercidria.

E demonstrado, por meio da andlise do componente principal, como descritores base-
ados na sequéncia pelo ProtDCal fornecem novas e mais informagdes relevantes que nao
s@o codificadas atualmente por servidores que geram caracteristicas baseadas em estrutura
secunddria de proteinas.

Portanto, ProtDCal fornece uma interface grafica amigavel multi-plataforma a qual foi
desenvolvido na linguagem de programacao Java. ProtDCal introduz codifica¢ao local e
baseada em grupo, as quais aumentam a diversidade das informagdes capturadas.

Este software destina-se a fornecer uma ferramenta ttil para a codificacdo geral de
sequéncias de proteinas. Dentre as varias aplicacOes que a ferramenta ProtDCal possui,

destacam-se classificacao de proteinas, analise de similaridade e func¢des de predigao.

4.7 Tabela comparativa

Nesta secao foram apresentados os trabalhos relacionados, com o objetivo de verificar

quais sdo as caracteristicas principais de cada ferramenta e dessa forma comparar em

Zhttp://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=general _information/cluster/structure All jsp
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relac@o ao software desenvolvido nesse trabalho. A tabela 2, apresenta uma comparacao

geral entre todas as ferramentas relacionadas ao trabalho desenvolvido nessa dissertacao.

Tabela 2: Comparacao entre os trabalhos relacionados e a ferramenta desenvolvida nesse
trabalho.

- FReDD | PDBbind| RS- PDBest | Pre-calc | ProtDCal| Cat-p-
PDB protein data

(BD ou | BD BD Ambos | Ferra- Ferra- Ferra- Ambos
Ferramenta menta menta menta
ou Ambos)

Interface Nao Sim Nao Sim Sim Sim Sim
simples

Tipos - - - - Vv Vv

de dados
(Sequéncia)

Tipos de | V Vv Vv Vv Vv Vv Vv
dados
(Estrutura)

Tipos de | V - - - - - Vv
dados (Do-
cagem €
triagem
virtual)

Tipos de | - Vv Vv - - - Vv
dados
(ligantes)

A ferramenta Cat-p-data tem por objetivo instanciar um conjunto especifico de
moléculas do PDB, através da aquisi¢do dessas moléculas pela prépria ferramenta, a qual
possui conexao com web service RESTful. Assim, esses dados proteicos sdo armazenados
no banco de dados local da ferramenta e vinculados a um projeto tnico. Com relagcao
a andlise de dados, o Cat-p-data possui funcionalidades de alinhamento de sequéncia,
modulo de estudo de similaridade, alinhamento estrutural, ambiente de visualizacdo de
proteinas, modulo de visualiza¢ao dos ligantes e mdédulos para a atualizacdo do conjunto
de proteinas. Por exemplo, com o uso dos médulos de alinhamento sequencial e médulo
de similaridade, pode-se destacar a possibilidade de filtrar um conjunto mais especifico de
proteinas, as quais compartilhem um determinada similaridade em sua estrutura primaria
e, dessa forma, eliminar as que nao possuem. Esses dois mddulos utilizados em conjunto,
possibilitam ao pesquisador ter um conjunto de dados mais especifico e auténtico para a

realizagc@o de sua pesquisa.



5 RESULTADO 1: FERRAMENTA CAT-P-DATA (CUS-
TOM ANALYSYS TOOL FOR PROTEIN DATA)

Bancos de dados ptblicos como o PDB (Protein Data Bank) (BERMAN et al., 2000),
NCBI protein ' € ZINC (IRWIN et al., 2012) possuem uma enorme quantidade de dados
armazenados. Com esta grande quantidade de dados, fica evidente que o uso de ferramen-
tas que realizam a aquisicao e andlise desse conjunto de dados € uma necessidade. Além
disso, relacionar dados estruturais de proteinas com dados sequenciais de proteinas e re-
lacionar experimentos de docagem molecular e triagem virtual ainda € um desafio. Dessa
forma, € apresentado nesse capitulo a ferramenta proposta nesse trabalho Cat-p-Data (do
inglés Custom Analysis Tool for Protein Data). Esse capitulo apresenta detalhadamente

todos os modulos, funcionalidades e arquitetura da ferramenta proposta nesse trabalho.

5.1 Arquitetura e médulos do Cat-p-data

5.1.1 Moddulos do Cat-p-data

Nesta sub-secao € apresentado os modulos da aplicacdo desenvolvida neste trabalho.
A Figura 19 apresenta cada modulo do sistema. Com relacdo ao diagrama da Figura 19,

cada médulo da aplicagdo € discutido a seguir:

e (Cat-p-data - Esse mddulo representa a aplicacao em si, onde o banco de dados local

e a interface estao localizados nesse esquema;

e PDB - Esse mddulo representa o banco de dados web publico PDB (Protein Data
Bank). A aplicacao conecta-se com esse banco para a aquisi¢ao de estruturas mole-
culares através do web-service RestFull fornecido pelo préprio PDB. A partir dessa
aquisicao dos dados, o usudrio cria um projeto tnico onde todos esses dados ficam

vinculados;

e Ferramenta de alinhamento de sequéncias - Esse mddulo representa a ferramenta

para alinhamento de sequéncias. Com essa funcionalidade € permitido ao usuério

Thttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
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Figura 19: Mdédulos do sistema

alinhar as sequencias de aminodcidos (estrutura priméria) todas com todas proteinas
do seu projeto e assim visualizar aquelas que possuem similaridade ou ndo. Essa
funcionalidade deve ser executada primeiramente, pois a maioria das outras funci-

onalidades dependem desta para ter éxito;

e Ferramenta de visualizacdo de proteinas - Esse mddulo representa a ligacdo do
Cat-p-data com a ferramenta de visualizagdao de proteinas. Com essa ferramenta
€ possivel visualizar as proteinas em um ambiente tridimensional. Para isso, foi

utilizado a biblioteca grafica Pymol.

e Ferramenta de visualizacdo dos ligantes - Esse mddulo lista todos os ligantes pre-

sentes nas estruturas das proteinas vinculadas a um projeto;

e Ferramenta de alinhamento estrutural - Esse médulo representa a ferramenta para
alinhamento da estrutura tercidria e quaterndria. Com relacdo ao seu funciona-
mento, primeiramente o usudrio seleciona uma das proteinas de um dos seus proje-
tos para servir de base. A partir deste ponto, todas as proteinas do projeto carregado
sdo alinhadas com relacdo a estrutura da proteina base anteriormente selecionada.
Essa funcionalidade € importante, por exemplo, para preparar moléculas para expe-
rimentos de Virtual Screening (VS). Com o alinhamento estrutural todas as proteinas
serdo alinhadas em um mesmo plano de coordenadas cartesianas, isso significa que,
o pesquisador terd que selecionar uma Unica regido no plano tridimensional para o

ligante atracar nas diferentes moléculas;

e Ferramenta de estudo de similaridade. Permite ao usudrio verificar a relagdo de



46

similaridade na estrutura sequencial entre proteinas de um mesmo projeto. Essa
ferramenta gera um arquivo no formato de entrada para o software Cytoscape, o

qual gera grafos de facil interpretacgao.

Os trés modulos a seguir estdo em desenvolvimento em outro trabalho. Quando fina-

lizados, serdo inseridos na ferramenta desenvolvida nesse trabalho.

e Ferramenta docking (AutoDock) - Esse modulo representa a ferramenta que arma-

zena resultados de docagem molecular no banco de dados local;
e Ferramenta de mineracao de dados - Prepara entradas para mineracao de dados;

e Ferramenta interacdo proteina-ligante (ligplot) - Esse modulo representa a ferra-
menta que possibilita ao usudrio visualizar os residuos ou dtomos de proteinas e
ligantes que fizeram contato em um determinado experimento de docagem molecu-

lar.

5.1.2 Arquitetura do Cat-p-Data

Nesta sub-secdo € apresentada a arquitetura da aplicacdo Cat-p-data. A Figura 20 a

seguir exemplifica como € dado o funcionamento de todo o sistema.

@ Aquisi¢ao dos PDBs @%
Requisi¢&o dos PDBs .
Servidor de Base de dados do .

PDB Web-service RESTful

Servidor do PDB

dos PDBs

quisicao

Internet -

Requisicdo dos PDBs

(

<+Troca de dados<‘ T

&‘—Interagéo usudrio - ferramenta— Banco de dados local

Usuario do Cat-p-data

Cat-p-Data

Ambiente Desktop

Figura 20: Arquitetura do Cat-p-data

Como pode ser visto na Figura 20, a ferramenta desenvolvida neste trabalho executa
em um ambiente desktop. A partir da interface do programa, o usudrio busca o seu con-
junto especifico de proteinas através de uma palavra chave em um campo de busca da

ferramenta. A seguir, um conjunto de possiveis proteinas € apresentado na ferramenta por
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meio de uma lista de PDB IDs e assim o usudrio pode realizar a aquisi¢ao destas proteinas.
De acordo com a Figura 20, pode-se notar que esse processo de aquisi¢do das proteinas
¢ dado através do uso da internet em conjunto com o web-service Restfull provido pelo
proprio PDB. Com esse web-service disponivel na web, a ferramenta Cat-p-Data conecta-
se a0 mesmo e realiza a aquisicao dos dados proteicos. A partir deste ponto, sem mais o
uso de conexdo com a internet, a ferramenta realiza a inser¢ao destes dados no banco de
dados local discutido na secdo 5.2 e apresentado na figura 20 dentro do ambiente desktop.
A seguir, com a inser¢do das estruturas moleculares no banco de dados local finalizada, o

usudrio pode utilizar as diversas funcionalidades que a ferramenta Cat-p-Data oferece.

5.2 Banco de dados local

Nesta secdo € apresentado o banco de dados local que faz parte da ferramenta proposta
neste trabalho. O objetivo desse banco de dados € proporcionar o acesso as caracteristicas
das estruturas moleculares em um ambiente off-line. Esse banco de dados é populado apos
toda vez que o usudrio realizar a aquisi¢cao de um conjunto de dados especifico a partir da
ferramenta Cat-p-data. A Figura 21 apresenta o modelo entidade relacionamento desse
banco de dados.

A base de dados AAindex discutida na secdo 3.1.4, foi convertida para uma tabela
de um modelo relacional de banco de dados, para facilitar a busca por informacdes em
trabalhos futuros. As figuras 22 e 23 apresentam o formato da base de dados apds a con-
versao. Como pode ser visto na Figura 22, a tabela “properties” do modelo relacional do
banco AAlndex contém os campos “id_property”,“code” e “description”, além dos outros
20 campos que correspondem aos 20 aminodcidos que recebem um valor numérico para
cada propriedade e que sdo apresentados na Figura 23. O campo “id_property” possui
um identificador numérico dnico para a propriedade, o campo “code” possui um identi-
ficador tnico do tipo “varchar” que representa um c6digo para determinada propriedade
e o campo “description” do tipo “varchar” possui uma descri¢do para determinada pro-
priedade. Essa tabela (representada pelas figuras 22 e 23) pode ser interpretada da se-
guinte maneira, as linhas representam propriedades dos aminoécidos (um total de 544)
e as colunas representam os valores de cada propriedade para cada um dos 20 tipos de
aminoacidos. Parar exemplificar a relacdo entre colunas e linhas da tabela da figura 22,
destaca-se que os 20 valores da linha 1 sdo os valores que cada aminoécido retém em
relacdo a propriedade de codigo(code) igual a “ANDN920101” da tabela da figura 22 e
assim sucessivamente.

A especificacdo sobre cada tabela do banco de dados da figura 21 é apresentada a

seguir.

e Residue_aaindex - Tabela fixa que armazena informagdes sobre as diversas proprie-

dades dos aminoacidos. Esta tabela € fixa e armazena 20 aminoacidos onde cada um
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Figura 21: Modelagem ER do banco de dados local para o armazenamento dos dados das

proteinas.

id_property code

» IR ~nions20101
6 ARGP820101

7 ARGPB20102

8 ARGP820103

9 BEGF750101

10 BEGF750102

11 BEGF750103

12 BHAR220101

13 BIGCE70101

14 BIOVE20101

15 BIOVE80102

16 BROC820101
17 BROCB20102

13 BULHT40101

description

alpha-CH chemical shifts (Andersen et al., 1992)
Hydrophobicity index (Argos et al., 1982)

Signal sequence helical potential (Argos et al., 1982)

Membrane-buried preference parameters (Argos et al., 1982)
Conformational parameter of inner helix (Beghin-Dirk, 1975)
Conformational parameter of beta-structure (Beghin-Dirlo, 1975)
Conformational parameter of beta-turn (Beghin-Dirkx, 1973)
Average flexibility indices (Bhaskaran-Ponnuswamy, 1988)

Residue volume (Bigelow, 1967)

Information value for accessibility; average fraction 35% (Biou et al., 1988)
Information value for accessibility; average fraction 23% (Biou et al., 1988)

Retention coefficient in TFA (Browne et al,, 1982)
Retention coefficient in HFBA (Browne et al., 1982)
Transfer free energy to surface (Bull-Breese, 1974)

Figura 22: Campos code e description da tabela properties do BD AAlndex apds a con-
versao para o modelo relacional da base de dados proposta.

Elaborado pelo autor.
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arg asn asp cys gln glu gly his ile leu lys met phe pro ser thr trp tyr val
438 475 476 463 437 429 397 483 395 417 436 432 466 444 430 435 47 46 3.95
0.60 0.06 0.46 107 0. 0.47 0.07 0.61 222 133 113 138 2.02 1.95 0.03 005 265 188 132

0.20 0.23 0.05 1.89 0.72 0.1 0.49 0.31 145 3.3 0.06 2.67 1.96 0.76 0.97 0.34 077 0.39 1.08
D45 0.27 0.14 1.23 0.51 0.23 0.62 0.29 167 293 0.15 2.96 2.03 0.76 0.81 0.91 1.08 0.68 1.14
0.52 035 0.44 0.06 0.44 0.73 0.35 0.60 073 1 0.60 1. 0.60 0.06 0.35 0.44 0.73 D44 0.82
0.72 0.55 0.65 0.65 0.72 0.55 0.65 0.83 098 0.83 0.55 0.98 0.98 0.55 0.55 0.83 0.77 0.83 0.98
0.24 0.97 0.97 0.24 0.64 0.53 0.97 0.75 037 033 0.75 0.64 0.53 0.97 0.24 0.75 0.97 0.24 0.37

0529 0463 051 0346 0493 0497 03544 0323 0462 0365 0466 0295 0.314 0509 0507 0444 0305 042 0.386
109.1 757 684 683 89.7 847 36.3 919 1020 1020 1050 977 1139 73.6 549 n2 1354 1162 851

-70. -4, -78. 168 -73. -106. -13. 50. 151 145 -141, 124, 189, -20. -70. -38. 145 53 123
-68. -T2, -91. 90. -7 -138. -8 47, 100, 108 -188. 121, 148, -36. -60. -534, 163 22 17
-3.6 -5.7 -29 -9.2 -0.3 -1 -1.2 -2.1 6.6 20.0 -37 5.6 192 5.1 -4.1 0.8 16.3 59 3.5
32 -2.8 -2.8 -143 1.8 -13 -23 20 1.0 150 -3 4 147 5.6 -3.5 1.1 17.8 3.8 21

-012 008 -020 045 016 -030  0.00 -012 226 -246 035 -147 -233 -098 039 -052 -201 224 -156

Figura 23: Continuacao da tabela properties do banco AAindex.
Elaborado pelo autor.

possui 544 propriedades. E uma variacdo do base de dados AAindex apresentada

na secdo 3.1.4. Seu conteudo estd em parte descrito nas Figuras 22 e 23;
Atom - armazena todos os 4tomos existentes na literatura. E uma tabela fixa;

project - armazena o nome do projeto. A cada conjunto de dados proteicos adqui-
rido pelo usudrio € associado a um determinado nome para o projeto. O usudrio

escolhe este nome;

Protein - armazena dados como o nome da proteina, cédigo PDB, cabecalho do
PDB, palavras-chave, nome do ligante e a existéncia dele ou nao na proteina (campo

has_ligand), todas cadeias existentes no arquivo PDB, entre outros campos;
mutation - armazena informacoes sobre mutacoes das moléculas.

rel_protein_project - armazena o relacionamento de proteinas com um determinado
projeto. Uma proteina pode estar vinculada a diferentes projetos. O codigo identi-

ficador da proteina (protein_id) € vinculado a vérios projetos na tabela;

conformation_prot - armazena diferentes conformacdes que uma proteina possui
através de simulagdes de dindmica molecular, além disso, armazena conformagdes
de uma proteina do PDB que foram depositadas utilizando as técnicas de Res-
sonancia Magnética Nuclear (do inglés Nuclear Magnetic Ressonancy) e Crista-

lografia por Raio X (do inglés X-Ray Crystallography);

rel_prot_res - armazena o relacionamento entre as tabelas “Protein” e “Resi-
due_aaindex”. Através desta tabela (rel_prot_res) é possivel identificar todos os

aminodcidos presentes em determinada proteina;

rel_res_prot_atom - armazena o relacionamento entre as tabelas “Residue_aaindex” e
“Atom_protein”. Através desta tabela pode-se analisar todos os atomos dos residuos

presentes em determinada proteina;
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e Atom_protein - armazena dados referentes aos 4tomos pertencentes a determinada

proteina;
e Coord_atom_prot - armazena as coordenadas dos 4&tomos nas proteinas;
e Sequence - armazena a estrutura primadria das proteinas de um projeto.

e alignment - armazena resultados de alinhamento sequencial entre todas as proteinas

de um ou mais projetos.

e Ligand - armazena dados como nome do ligante e classificacdo. Esta tabela arma-

zena os nomes dos ligantes presentes nas proteinas vinculadas aos projetos;

e Atom_ligand - armazena dados referentes aos dtomos pertencentes a determinado

ligante;
e Coord_atom_lig - ; armazena as coordenadas dos dtomos no ligante;

e conformation_lig - armazena diferentes conformacdes que um ligante pode possuir

através de processos de docagem molecular;
e rel_prot_lig - armazena o relacionamento entre proteinas e ligantes;

e docking - armazena informagdes sobre resultados de docagem molecular. Nao esté
sendo utilizada neste trabalho. Com a inser¢do do modulo de docagem molecular

(trabalho futuro) esta sera utilizada;

5.3 Funcionalidades do Cat-p-data.

Com relacdo a ferramenta, seu funcionamento pode ser exemplificado através de duas
etapas principais. A primeira etapa de funcionamento da ferramenta, possibilita o usuério
a adquirir as estruturas moleculares através de uma conexdo com a internet em conjunto
com a interface da mesma. O usudrio da ferramenta pode realizar a aquisicao de diversos
conjuntos diferentes de proteinas e salva-los como projetos. A partir deste ponto, sem
mais o uso de conexao com a internet, a segunda etapa de funcionamento da ferramenta
implementa algumas funcionalidades que possibilitam o pesquisador a investigar carac-
teristicas com relacdo a estrutural sequencial (1D) e estrutura tercidria (3D) das proteinas.
Além dessas funcionalidades, o usudrio pode utilizar um ambiente grafico tridimensional
para a visualizacdo das moléculas de determinado projeto.

Acredita-se que com esse ferramental, o pesquisador poderd realizar uma série de
manipulacdes nas moléculas de acordo com o objetivo de sua pesquisa, trabalhando em
um ambiente exclusivo e com dados especificos para a realizagdo de seu trabalho. Todas
as funcionalidades ja disponiveis sdo exemplificadas nas secdes a seguir através de re-

sultados ja gerados pela ferramenta. Para a validacdo das funcionalidades da ferramenta,
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serd utilizado o conjunto de estruturas macromoleculares da enzima (-glicosidase. To-
das essas estruturas de proteinas foram adquiridas por meio da interface do software e
armazenadas no banco de dados local do mesmo.

As funcionalidades implementadas na ferramenta Cat-p-Data estao resumidas na Fi-

gura 19 e descritas a seguir:

e Aquisicao dos dados e criacdo de projeto. Aquisicdo e armazenamento dos dados
de proteina no banco de dados local, possibilitando o usuério a trabalhar em um

ambiente off-line ap0s a aquisi¢do dos conjuntos de moléculas;

e Alinhamento sequencial. E permitido ao usudrio realizar alinhamento sequencial

entre todas as moléculas do projeto;

e Ferramenta de estudo de similaridade. Permite ao usudrio verificar a relacdo de
similaridade na estrutura sequencial entre proteinas de um mesmo projeto. Essa
ferramenta gera um arquivo no formato de entrada para o software Cytoscape, o

qual gera grafos de ficil interpretacao;

e Alinhamento estrutural. E permitido ao usudrio alinhar vérias proteinas do projeto
em relacdo a sua estrutura tridimensional. O usuério considera como base uma das
proteinas de um projeto e todas as outra selecionadas serdo alinhadas com a base.
Esse médulo utiliza o resultado do alinhamento sequencial e utiliza heuristicas cri-

adas para otimizar o resultado do alinhamento.

e Ambiente tridimensional de visualizacdo de proteinas. A ferramenta utiliza a bibli-
oteca grafica Pymol para fornecer ao usudrio a possibilidade de visualizacdo em um

ambiente tridimensional;

e Ferramenta de visualizacdo do ligante. Possibilita ao usudrio identificar quais sao
os ligantes pertencentes as proteinas de um projeto. Este moédulo lista todas os
ligantes de todas as proteinas de um projeto, apresentando a quantidade de ligantes
no mesmo. Além disso, é permitido ao usudrio selecionar uma ou mais proteinas e

assim listar somente os ligantes pertencentes a estas;

e Modbdulo de atualizacdo do conjunto de proteinas. Utilizado para buscar novas

proteinas no PDB utilizando a mesma palavra-chave usada na criagdo do projeto;

e Moddulo de limpeza do conjunto de proteinas. Utilizado para eliminar possiveis
proteinas que ndo pertencam ao real grupo desejado. Devido ao fato do uso de uma
palavra-chave no campo de busca da ferramenta, algumas proteinas que retornam
ndo sdo proteinas que o usudrio deseja ter no seu projeto, assim este modulo serve

para eliminé-las;
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e Moddulo de edicdao do conjunto de proteinas. Utilizado para vincular proteinas de
um projeto para outro existente. Se uma proteina ja esta armazenada em um deter-

minado projeto, o usudrio poderd vincular esta a um outro projeto existente.

e Mobdulo de inser¢cdo de novas proteinas. Um pouco diferente do médulo de
atualizacdo que adquire todas as novas proteinas existentes no PDB referente a
palavra-chave utilizada na cria¢do do projeto, este médulo permite ao usudrio vin-
cular ao seu projeto qualquer proteina encontrada no PDB utilizando qualquer

palavra-chave.
A seguir, cada funcionalidade do Cat-p-data é apresentada detalhadamente.

5.3.1 Funcionalidade 1: Aquisicao dos dados e criacao do projeto

Um dos objetivos da ferramenta Cat-p-data € instanciar grupos de moléculas do PDB
para o banco de dados local da mesma. Por meio de uma palavra-chave informada pelo
usudrio no campo de busca da ferramenta, moléculas sao listadas para aquisicdo. Através
da interface, o usudrio pode selecionar quais moléculas serdo adquiridas e, depois disso,
esse grupo de proteinas serd vinculado a um projeto de nome tnico informado pelo
proprio usudrio. Todos esses dados extraidos dos arquivos de proteinas (dtomos, coor-
denadas dos atomos, residuos, ligantes, etc) sdo armazenados no banco de dados local da
ferramenta, o que permite ao usudrio trabalhar sem mais a necessidade de internet apds a
aquisicao das proteinas. Importante ressaltar que os arquivos de proteinas adquiridos sao
armazenados no diretério do programa. Na aquisi¢do das proteinas, além dos arquivos
PDBs, sdo adquiridos também os arquivos no formato FASTA das proteinas, o qual possui
a estrutura primadria da proteina. Essa estrutura primaria é salva também na base de dados

local da ferramenta.

5.3.2 Funcionalidade 2: Alinhamento sequencial

O principal objetivo da funcionalidade de alinhamento sequencial implementada na
ferramenta deste trabalho € realizar o alinhamento entre vdrias sequéncias de um mesmo
projeto. Com esta funcionalidade € possivel visualizar neste conjunto especifico de
proteinas, por exemplo, quais estruturas primdrias sdo similares e quais ndo sdo. A par-
tir deste conhecimento adquirido, o pesquisador podera eliminar algumas estruturas que
nao lhe interessam devido a pouca similaridade com o restante do conjunto, por exem-
plo. O alinhamento sequencial utiliza o algoritmo pairwise2 da biblioteca Biopython. O
algoritmo pairwise2 realiza o alinhamento sequencial de forma global par a par e uti-
liza programacdo dindmica em sua implementacdo. Este algoritmo pode ser utilizado
de duas formas, a primeira considera um score comum no alinhamento, ou seja, entre
duas sequéncias de aminodcidos se aparecer aminodcido igual, adiciona um ponto ao

score. A outra forma utiliza a matriz “blosum”, que segundo (VERLI, 2014) é gerada
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Figura 24: Interface da tela de projetos da ferramenta Cat-p-Data apresentando algumas
funcionalidades.
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através de estudos de variacao proteica e estdo diretamente relacionadas a probabilidade
de substituicio de um aminodcido por outro. E importante destacar que, o alinhamento
sequencial para cada projeto criado pelo usudrio é executado uma unica vez considerando
todas as proteinas. As informac¢ao de alinhamento sdo automaticamente armazenadas no
banco de dados local da ferramenta (Tabela alignment da Figura 21).

Outra possibilidade que a ferramenta de alinhamento sequencial permite, é gerar uma
matriz com o mesmo formato da Figura 33, porém com valores adquiridos da matriz
“blosum”. Segundo (VERLI, 2014), as matrizes “blosum” sdo as mais disseminadas e
aplicadas para os mais diversos casos de comparagdo entre sequéncias de aminodcidos.

Além das funcionalidades ja discutidas, a funcionalidade de alinhamento sequencial,
ainda conta com um diferencial. A informag¢do sobre a maior sequéncia de aminoacidos
encontrada em um alinhamento sequencial entre duas proteinas é armazenada no banco
de dados local. O algoritmo implementado sempre busca a sequéncia maxima entre duas
estruturas primdrias. A informacdo obtida através dessa funcionalidade é importante para
o alinhamento estrutural, pois com esses dados sobre a sequéncia, o mddulo de alinha-
mento estrutural utiliza dessa informagao para conseguir um melhor resultado. Para essa
implementag¢do, antes do armazenamento € realizada uma selecao do aminoécido inicial e
final existente nas duas proteinas alinhadas no momento. Essa selecdo foi implementada

através do uso de heuristicas. Essas heuristicas sdo apresentadas a seguir:

e Se o resultado do alinhamento sequencial entre duas proteinas em relacao a simila-
ridade de aminodcidos for menor que 50%, entdo € armazenado no banco de dados
como aminoécido inicial e final um grupo contendo 80 aminodcidos, por exemplo,

aminodcido inicial na posi¢ao 20 e final na posi¢ao 100;

e Se o resultado do alinhamento sequencial entre duas proteinas em relagdo a si-
milaridade de aminoécidos for maior ou igual a 50%, entdo procura-se nas duas
sequéncias de proteinas em questdao o maior grupo de sequéncia existente conside-

rando ambas e, assim, esses valores sdo armazenados no banco de dados local;

e Se o resultado do alinhamento sequencial entre duas proteinas em relacao a simila-
ridade de aminodcidos for maior ou igual a 100, entdo € armazenado no banco de
dados como aminoécido inicial e final um intervalo contendo 80 aminodcidos. Para
esse caso, o intervalo armazenado pode ser qualquer um, pois, as duas proteinas
que estdo sendo alinhadas compartilham 100% de similaridade em sua sequéncia

de aminoéacidos.

Para exemplificar o uso dessas heuristicas no alinhamento sequencial, a Figura
25 mostra destacado na cor cinza o maior segmento encontrado entre duas estrutu-
ras primarias. Nesse caso, as duas estruturas compartilham 92% de similaridade, e

dessa forma seguindo as regras criadas, o procedimento implementado procura nas duas
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>2H53Q:4 | FDBID | CHAIN | SEQUENCE

MV SKGEELNMAT IKE FMEFEVAMEGSVHGHE FEIEGEGEGREYEGT QT AKLEVIKGGPLEFANDILS PQFMYGSKAYVEKH
BFADIPDYLELSFPEGFEWNERVMNFE DGGVVIVIQDSSLODGEF IYEVELRGTHF PSDGEVMQEKTMGWEASSERMYPEDG
ALKGEIKQRLELEDGGHY DAEVET I YHAKKEFVOLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGEHSTGGMDELYE
>4ZIN:4 | PDBID | CHAIN|SEQUENCE

ATTREFMRFEVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGREYEGT QTAKLEVIKGGEPLEFANDILS POFMYGSKAYVEHPADIFDYLEL
SFPEGFEWERVMNFEDGGVVIVIQDSSLODGEFIYKVELRGTNFESDGEVHOEKTMGXEAS SERMY PFEDGALKGE IKQRL
FLEDGGHYDAEVET TYFARKFVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYT IVEQYERAEGRHSTG

Figura 25: Alinhamento sequencial entre duas estruturas primarias. Destaque na cor cinza
para o maior segmento de aminoacidos encontrado entre as duas sequencias.

sequéncias o maior grupo de aminoacidos existente e armazena no banco de dados local

o valor inicial e final dos residuos.

5.3.3 Funcionalidade 3: Ferramenta de estudo de similaridade

A ferramenta de estudo de similaridade permite ao usudrio verificar a relacdo de si-
milaridade na estrutura sequencial entre proteinas de um mesmo projeto. Essa ferramenta
gera um arquivo no formato de entrada para o software Cytoscape, o qual gera grafos de
facil interpretacdo. Essa ferramenta funciona da seguinte forma, o usudrio seta um valor
de similaridade e a ferramenta seleciona somente as proteinas que compartilham desse
valor. Assim, esses dados s@o preenchidos em um arquivo no formato de entrada do soft-
ware Cytoscape. Um exemplo desta funcionalidade € apresentada no capitulo do Estudo
de Caso.

5.3.4 Funcionalidade 4: Alinhamento estrutural

Para qualquer conjunto de moléculas que o pesquisador deseje realizar experimento
de triagem virtual, € importante que todas estas proteinas se localizem no mesmo plano de
coordenadas. Dessa forma, o pesquisador configura uma tnica area para o ligante atracar
nas moléculas. O funcionamento do alinhamento estrutural na ferramenta Cat-p-data é
dado da seguinte forma: o usudrio seleciona uma proteina do projeto para servir de base
e, assim, todas as outras proteinas sao alinhadas estruturalmente a esta. Uma pasta com
todos os novos arquivos PDBs alinhados € gerada no diretério do programa. O algoritmo
utilizado nessa ferramenta para alinhar € o Superimposer da biblioteca Biopython. Esse
método necessita de parametros de entrada, os quais sdo os residuos inicial e final de um
segmento da estrutura sequencial da proteina. Esse segmento de residuos € obtido no re-
sultado de alinhamento sequencial. Portanto, o alinhamento estrutural utiliza informacdes
obtidas no alinhamento sequencial para otimizar todo o processo, seguindo as regras des-
critas na secdo 5.3.2.

Essa funcionalidade é util para alinhar todas as estruturas macromoleculares de um
mesmo projeto, como por exemplo, o conjunto da -glicosidase pesquisado neste tra-

balho. O alinhamento estrutural foi utilizado para que as moléculas fossem alinhadas
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em um mesmo plano de coordenadas. Dessa forma, pode-se realizar os experimentos de
docagem molecular utilizando como ligantes a glicose e a celobiose nas moléculas da
[-glicosidase.

A Figura 26 exemplifica um alinhamento estrutural com algumas proteinas do con-

junto da [-glicosidase.

Figura 26: Exemplo de alinhamento estrutural com algumas proteinas do conjunto da
[-glicosidase.

De acordo com a Figura 26, que representa um exemplo de alinhamento estrutural,
pode-se notar que trés proteinas foram alinhadas, utilizando uma delas como base. A
proteina de cddigo PDB “10IF” € representada na cor verde, a proteina “10IM” € repre-

sentada na cor azul e a proteina “10OIN” € representada na cor rosa.
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5.3.5 Funcionalidade 5: Ferramenta de visualizacao do ligante

A ferramenta de visualizacdo dos ligantes mostra quais sdo ligantes pertencentes
as estruturas de proteinas. Dada a selecdo de uma ou mais estruturas de proteinas, a
apresentacdo dos ligantes na interface deste médulo € distinguida nas cadeias da estrutura
selecionada, ou seja, cada cadeia da estrutura apresenta os ligantes. Esta funcionalidade
possibilita ao usudrio identificar quais sdo os ligantes pertencentes as proteinas de um pro-
jeto. Este modulo lista todas os ligantes de todas as proteinas de um projeto, apresentando
a quantidade de ligantes no mesmo. Além disso, é permitido ao usudrio selecionar uma

ou mais estruturas de proteinas e assim listar somente os ligantes presentes nas estruturas

selecionadas.
Proteins (205} | + | Information about ligands
1BGA Protein 1BGG Chain A
1CBG Protein 1BGG Chain B
TE1E | e
1E1F Protein 1BGG Chain C
1E4I Ligand GCO
TEAL | e
1E4M Protein 1BGG Chain D
1E55 Ligand GCO
1E56 | e
Load in Pymol Load ligand(s) | Load all ligands

Figura 27: Exemplo do uso da ferramenta de visualizagdo do ligante. Proteina de codigo
PDB 1BGG possui dois ligantes GCO (glicose) nas cadeias C e D de sua estrutura.

A figura 27 mostra um exemplo de uso da ferramenta de visualizacdo do ligante.
Para este tipo de visualizacdo, o usudrio carrega somente uma proteina de interesse para
descobrir os seus ligantes. Como mostra a figura 27, a proteina de cédigo PDB 1BGG

possui dois ligantes GCO (glicose) nas cadeias C e D.

5.3.6 Funcionalidade 6: Ambiente tridimensional de visualizaciao de proteinas

Nesta secdo € apresentado o ambiente de visualizacio tridimensional de proteinas,
o qual estd integrado na ferramenta desenvolvida neste trabalho. Com esse ambiente, o
usudrio podera carregar uma ou mais proteinas ao mesmo tempo e dessa forma visualizar
as estruturas macromoleculares das mesmas, além de realizar uma série de manipulacdes
como por exemplo, selecdao de dtomos, selecdo de residuos, selecionar diferentes formas
de visualizacdo, podendo ainda salvar imagens das proteinas em diferentes formatos. Com
a visualizagdo de vérias proteinas ao mesmo tempo, € possivel visualizar quais delas estdo
em um mesmo plano de coordenadas, e assim verificar quais estdo preparadas em relagao
as suas coordenadas para a execugdo de testes de docagem molecular.

O software Pymol Viewer foi o escolhido para integrar um ambiente tridimensional de

visualizacdo a ferramenta desenvolvida neste trabalho.
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Na figura 28, de exemplo, 3 estruturas com cédigo PDB 1BGA, 1BGG e 1CBG foram
selecionadas para a visualizagdo. A ferramenta permite selecionar uma ou mais proteinas
ao mesmo tempo. Esse ambiente de visualizacdo € util também para verificar o resultado

do alinhamento estrutural.

T CAT-P-DATA (beta-glucosidase-2015-19-05-18-52) -0

|Fna Edit Pymel

Select Project | beta-glucosidase-2015 v Load Project ‘ Export alignments Export to sif format New Research Delete model

Proteins (205) Tnformation about ligands(2544) Align by Structure
[1BGA Protein 1BGG has 2 ligands.
[1BGG Ligand GCO

[1CBG Ligand GCO

TEIE e
1ETF Protein 1E1F has 2 ligands
1E4l Ligand PSG

1E4L Ligand PSG

TE4N
1E35 Protein 1E4| has 2 ligands.
1E36 Ligand G2F

Loadin Pymal | | gy PyMOL Viewer - ol
For inal bse ORL

Figura 28: Proteinas do conjunto da S-glicosidase sendo visualizadas no ambiente tridi-
mensional através da nossa ferramenta.

5.3.7 Funcionalidade 7: Médulo de atualizacao do conjunto de proteinas

O moédulo de atualizacdo do conjunto de proteinas tem o objetivo de buscar no-
vas proteinas no servidor do PDB para serem vinculadas aos projetos ja existentes do
usudrio. Este mddulo tem seu funcionamento simplificado, pois, utiliza na busca por
novas proteinas a mesma palavra-chave utilizada na cria¢do do projeto. A figura 29 apre-

senta 33 novas proteinas relacionadas a (3-glicosidase.

O moédulo de atualizagdo € acessado através do menu “Tools” da barra superior da
ferramenta Cat-p-Data. Como pode ser visto na Figura 29, o médulo contém uma lista
onde as novas proteinas sdo apresentadas. O botdo para inserir as novas proteinas ao
projeto € nomeado na interface como “Insert new proteins”. Se o usudrio ndo deseja
uma ou mais das novas proteinas apresentadas na lista da interface, basta utilizar o botao

“Delete item” para excluir as indesejdveis antes de realizar a aquisi¢ao.
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74 Updating project beta-glucosidase-2015-19-05-18-52 — ©
New proteins (33)

1C21 Delete item
1EQC

1EQP
1GHS
2AHN
210N
2MN1H
2PB1
2PBO
2PC3
2PFD
400)
4nan

[AMa1 Insert new proteins
4na2

Figura 29: Interface do modulo de atualiza¢ao utilizando como exemplo novas proteinas
da (-glicosidase.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.8 Funcionalidade 8: Médulo de limpeza do conjunto de proteinas

O modulo de limpeza do conjunto de proteinas tem o objetivo de eliminar proteinas
que ndo pertencem ao grupo almejado pelo usudrio. A busca no servidor do PDB consi-
dera sub-palavras da palavra-chave fornecida e, assim, algumas das proteinas adquiridas
pelo usudrio podem ndo pertencerem ao grupo desejado. Por exemplo, uma busca na
ferramenta que utiliza a palavra-chave “beta-glicosidase”, pode considerar proteinas que
possuem somente uma dessas sub-palavras e, assim, listar para aquisicao proteinas que
nao pertencem ao grupo desejado.

Para acessar este mddulo, o usudrio deve clicar em “Tools” no menu superior do Cat-
p-data e apds em “Clean project”. A Figura 30 apresenta o modulo de limpeza do conjunto
de proteinas utilizando o conjunto de proteinas da (3-glicosidase.

O médulo de limpeza do conjunto de proteinas utiliza os resultados do alinhamento
sequencial para auxiliar na exclusdo de proteinas indesejadas. Como pode ser visto na
Figura 30, o processo de limpeza utiliza a estrutura primdria de uma proteina do conjunto
para servir de base. Apos o usudrio selecionar a proteina base e clicar no botdao “Load si-
milarities”, os resultados de similaridade sao apresentados na interface do médulo. Com
as informagdes dessa listagem, o usudrio podera visualizar o nivel de limpeza que reali-
zard no projeto. Para iniciar a limpeza, o usudrio deve clicar no botdo “Delete structures”
da interface e, assim, uma segunda tela é renderizada. Nessa segunda tela, o usudrio

deve preencher dois campos, o primeiro indica um operador matemético, que pode ser

2 2 13 2

o simbolo “>”, “<”, “>=" “<=" ou “=" e o segundo campo indica o percentual. A
ferramenta tem o valor padrdo de “<= 80", o que significa que permanecerd no conjunto
somente as proteinas que possuem mais de 80% de similaridade com a proteina base
selecionada anteriormente.

Na Figura 30 de exemplo, dado que o usudrio escolheu como filtro de exclusdo a simi-

laridade de menor ou igual a 80%, as proteinas de cddigo PDB 1QOX(68%), 3TA9(54%),
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74 Delete protein by similarities (beta-glucosidase-2015-19-05-1.. - ©

You canuse > or '<' or ">=' or '==' or '=' followed by a number between 0 and 100.

<= 80

Delete

Figura 30: Interface do médulo de limpeza do conjunto de proteinas utilizando como
exemplo o conjunto de proteinas da [-glicosidase.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3AHX(53%), 10D0(51%), 10IF(51%), 10IM(51%), 10IN(51%), 1UZ1(51%) e outras
com similaridade abaixo de 80% sdo excluidas do projeto. Nesse exemplo, as proteinas
que permanecem no conjunto sdo as de cédigo PDB 1BGA(100%), 1BGG(100%),
1E41(100%), 1TR1(100%) e a 1TUVQ(99%).

5.3.9 Funcionalidade 9: Médulo de edi¢ao de conjunto de proteinas

O moédulo de edi¢do de conjunto de proteinas tem o objetivo de vincular proteinas
de um projeto qualquer existente na ferramenta ao projeto atual carregado pelo usudrio.
Este mddulo € utilizado quando o usudrio deseja realizar experimentos relacionando duas
moléculas de conjuntos diferentes. Assim, basta vincular uma ou mais moléculas ao
projeto desejado. A figura 31, exemplifica o uso desse médulo vinculando uma nova

proteina ao projeto da $-glicosidase.

Como mostrado na figura 31, o exemplo trata da vinculagcdo da proteina “2KSM”,
a qual pertence originalmente ao conjunto de proteinas da tuberculose, ao grupo da (-
glicosidase. Neste mddulo, o usudrio seleciona uma ou mais proteinas na lista a es-
querda da interface e, apds isso, clica no botao “Bind protein(s) from to” no centro da
tela. Dessa forma as proteinas sdo vinculadas a um novo projeto. Importante ressaltar que

as moléculas vinculadas a um novo projeto ndo sdo desvinculadas do seu projeto original.
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Tk Bind proteins from another project to beta-glucosidase-2015-19-05-18-52 = O
Select Project: | Tuberculosis-22-06-20" v Load Project
Proteins from Tuberculosis-22-06-2015 Prots to beta-glucosidase-2015-19-05-18-52
2ksm 18GA
2VP8 1BGG
3TUR 1CBG
3TH4 1E1E
3U1P 1ETF
301G 1E4]
IVAE Bind protein(s) from to 1E4L
ACHOD 1E4AM
ACKER 1E55
4G50 1E56
4G5R 1GMX
4G50 1GOMN
dHU2 1H49

Figura 31: Exemplo do uso do médulo de edicdo do conjunto de proteinas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.10 Funcionalidade 10: Médulo de insercao de novas proteinas

O moédulo de insercao de novas proteinas tem o objetivo de vincular novas proteinas
encontradas no servidor do PDB a um projeto especifico ja existente na ferramenta Cat-
p-data. Para acessar esse mddulo, o usuério deve clicar em “Tools” no menu superior do
Cat-p-data e depois em “Insert new proteins”. Dessa forma, a tela mostrada na Figura 32

aparecera.

74 Insert proteins to the project beta-glucosidase-2015-19-... = ©

Search: |[tuberculosis Search in PDB

New proteins (11)

K5M Delete item
P2

TUR
ITK4
3UTP
G
4CHQ
4CKR
40LP
4Y5l
A7TA

Insert new proteins ‘

Figura 32: Exemplo do uso do médulo de inser¢ao de novas proteinas em um conjunto de

proteinas j4 existente no Cat-p-Data.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 32, apresenta um exemplo do uso do médulo de insercao de novas proteinas.
Como pode ser visto na Figura 32, este modulo possui um campo de busca para o usudrio
pesquisar por proteinas através de uma palavra-chave. Apds a busca, as proteinas sdao
listadas e podem ser adquiridas pelo usuério. E importante notar que todas as proteinas
que permanecerem na lista serdo inseridas no conjunto atual carregado.

No exemplo da Figura 32, as proteinas da tuberculose que estdo marcadas com a cor
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azul foram selecionadas para serem excluidas e, assim, somente o restante das moléculas
serdo inseridas no projeto. Essa funcionalidade ajuda na composicao de um conjunto

diversificado de moléculas.



6 RESULTADO 2: ESTUDO DE CASO 3-GLICOSIDASE

6.1 [-glicosidases

O objetivo principal deste trabalho consiste na implementa¢do de uma ferramenta
que possibilite o usudrio a investigar grupos especificos de estruturas macromoleculares
diversas, como por exemplo, a enzima da [-glicosidase, a qual sua estrutura molecular é
investigada nesse trabalho com o objetivo de entender o seu funcionamento em relagdo ao

processo de quebra de acticares fermentaveis.

Em geral os biocombustiveis podem ser considerados como fontes energéticas in-
finitas e aparecem como uma alternativa significativa aos combustiveis fosseis. Nesse
contexto, evidencia-se que a otimizagdo do processo de geracdo de aguicares fermentaveis
para a producgdo de bioetanol torna-se um fator importante (GOTTSCHALK; OLIVEIRA;
BON, 2010). Segundo (GOTTSCHALK; OLIVEIRA; BON, 2010), as paredes celulares
das plantas sdo uma consideravel fonte lignoceluldsica para a extracdo de agucares fer-
mentaveis (fontes energéticas para a producdo de bioetanol). Segundo (LYND et al.,
2002), durante a hidrélise enzimatica da celulose por micro-organismos (bactérias e fun-
gos) sdo necessdrios trés tipos de celulases, as endo-glucanases, as exo-glucanases (ce-
lodextrinase e celobiohidrolase) e as (-glicosidases. As [-glicosidases agem sobre subs-
tratos soluveis (celobiose) e assim podem ser estudadas pelos modelos tradicionais de
cinética enzimdtica (JEOH et al., 2005) . A celobiose ou dissacarideo representa um im-
portante fator em relagdo a eficiéncia do sistema de degradacdo de matéria lignoceluldsica,
pois o aumento da concentragdo de celobiose faz com que acontega a inibicao das ou-
tras celulases (endo-glucanases e exo-glucanases) envolvidas no processo. De acordo
com (GOTTSCHALK; OLIVEIRA; BON, 2010), a g-glicosidase é responsavel pela
ultima etapa do processo de hidrélise lignocelulésica que consiste em quebrar a celobi-
ose(dissacarideo) em duas moléculas (monossacarideos) que representam o produto final
(glicose). Porém, outro problema surge quando acontece o acumulo de glicose (moléculas
monossacarideas), que resulta na inibicao da enzima (3-glicosidase e acarreta em uma me-
nor taxa de extrag@o de agucares fermentaveis (glicose). Dessa forma, pretende-se neste

trabalho analisar e investigar in-silico sobre o comportamento da [3-glicosidase no pro-



64

cesso de hidrélise através de criagdo de mutacdes desta enzima e também testes de doca-
gem molecular com o objetivo de encontrar melhores sitios de ligacdo para a celobiose, a

qual € a molécula que a [-glicosidase interage na hidrélise.

6.2 Estudo de caso

O estudo de caso realizado com as proteinas da (-glicosidase foi executado da se-
guinte forma: primeiramente foram adquiridas as proteinas do grupo da [-glicosidase
através da ferramenta Cat-p-data utilizando no campo de busca a palavra-chave “beta-
glucosidase”. As 205 proteinas encontradas foram armazenadas no banco de dados local
da ferramenta e vinculadas a um projeto. Com as moléculas inseridas no banco de dados,
a funcionalidade de alinhamento sequencial foi utilizada. Todas as proteinas desse con-
junto foram alinhadas entre si e a informagao obtida foi armazenada no banco de dados.

A Figura 33 apresenta o formato do alinhamento sequencial para o conjunto de

proteinas da 3-glicosidase adquiridos com a ferramenta Cat-p-Data.

1BGA 1BGG 1CBG 1E1E 1E1F 1E4 1E4L 1E4N "ESS "E56 1GNX 1GON 1H49 1H4P
1BGA 100 100 45 43 43 100 43 43 43 43 48 48 43 M
1BGG 100 100 45 44 44 99 43 43 43 43 48 48 43 34
1CBG 45 45 100 51 51 44 51 a1 a1 a1 45 45 51 33
1E1E 43 44 &1 100 100 43 100 100 100 100 43 43 100 32
1E1F 43 44 51 100 100 43 100 100 100 100 43 43 100 32
1E4] 100 99 44 43 43 100 43 43 43 43 48 48 43 M4
1EAL 43 43 51 100 100 43 100 100 100 100 43 43 100 32
1E4N 43 43 5 100 100 43 100 100 100 100 43 43 100 32
"E8S 43 43 51 100 100 43 100 100 100 100 43 43 100 32
"ES6 43 43 5 100 100 43 100 100 100 100 43 43 100 32
1GNX 48 48 45 43 43 48 43 43 43 43 100 100 43 33
1GON 48 48 45 43 43 48 43 43 43 43 100 100 43 33
1H49 43 43 i 100 100 43 100 100 100 100 43 43 100 32
TH4P 34 kL] 33 32 32 34 32 32 32 32 33 33 32 100

Figura 33: Parcela do alinhamento sequencial do conjunto de proteinas da 3-glicosidase.

Os valores presentes no alinhamento sequencial apresentados na Figura 33 sdo percen-
tuais. Pode-se ver que a proteina de cdigo PDB:1BGA possui 100% de identidade com a
proteina de c6digo PDB:1BGG. Com essas informacdes, pode-se descobrir proteinas que
compartilham caracteristicas importantes.

A Figura 34 apresenta um grupo de diferentes §-glicosidases que possuem 90% ou
mais de similaridade em sua estrutura primdria. Através do uso da ferramenta de estudo
de sequéncia implementado no Cat-p-Data, foi possivel extrair esse tipo de informagao.
Essa ferramenta funciona da seguinte forma: o usudrio informa o valor de similaridade de-
sejado para formar os conjuntos de proteinas e um arquivo com as relagdes entre proteinas
¢ gerado. Como pode ser visto na Figura 34, para o estudo de caso da [3-glicosidases foi
utilizado 90% de similaridade, o que resultou em diversos grupos de proteinas compar-
tilhando essa similaridade. A Figura 34 apresenta somente o maior grupo gerado, pos-
suindo 26 proteinas. Com esses grupos, € possivel ao pesquisador descobrir conjuntos de
proteinas que possuem diferentes niveis de similaridade.

Um dos objetivos deste trabalho refere-se a pesquisa em relacdo a interacao da enzima

B-glicosidase com o dissacarideo “celobiose” e o monossacarideo “glicose”. Como parte
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dases com 90% ou mais de similaridade.
Imagem gerada por meio do software Cytoscape

icosi

Grupo de 5-gl

Fonte

Figura 34
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do trabalho, tem por objetivo investigar o sitio ativo da [3-glicosidase, para assim, entender
a interag@o desta enzima com “celobiose” e “glicose”. Segundo (GOTTSCHALK; OLI-
VEIRA; BON, 2010) a glicose € o produto final no processo de extra¢do de agucares fer-
mentdveis do bagaco da cana-de-actcar, utilizado para a producao de bio-etanol. Conside-
rando que o experimento de VS possui diferentes estruturas de proteinas da [3-glicosidase
e dois ligantes, surge a necessidade de alinhar todas essas estruturas em um mesmo plano
de coordenadas para facilitar a configuracdo desse experimento. Assim, a funcionali-
dade de alinhamento estrutural implementada foi utilizada, o que auxiliou e acelerou a
preparacdo das proteinas para os experimentos de VS. Para alcancar melhores resultados
no alinhamento estrutural, esse médulo foi construido utilizando o resultado gerado pelo
alinhamento sequencial juntamente com a criacdo de heuristicas, as quais foram discuti-
das na 5.3.2.

Utilizando a ferramenta de alinhamento estrutural, todas as 26 estruturas de proteinas
apresentadas na Figura 34 foram alinhadas. Apds isso, considerando essas 26 estrutu-
ras, experimentos de docagem molecular foram realizados para avaliagdo da interacao
proteina-ligante (3-glicosidase-glicose e S-glicosidase-celobiose). A Figura 35 apresenta
a estrutura tercidria de uma das §-glicosidases utilizadas nesse experimento ¢ a Figura 36

apresenta a estrutura molecular dos ligantes glicose e celobiose.

O resultado dos experimentos de VS considerando as 26 estruturas de proteinas da
[-glicosidase e os ligantes glicose e celobiose sao apresentados nos graficos das Figuras
37 e 38.

Como pode ser visto nos graficos das Figuras 37 e 38, o eixo-y apresenta os valo-
res de FEB para as proteinas do eixo-x. Com relacdo a interacdo do ligante glicose com
as (-glicosidases, o melhor resultado em relacdo a FEB foi com a molécula de cédigo
PDB:2CBV que apresentou um valor de -6.4 Kcal/mol. Utilizando a celobiose como li-
gante, o melhor resultado foi de -7.4 Kcal/mol para a FEB, porém nesse caso, 5 moléculas
diferentes obtiveram esse valor na interagao com o ligante. Essas moléculas foram as de
codigo PDB: 1W3J, 2J78, 2J7C, 2J7G, 2WBG. Também foram executadas simulacdes
de docagem molecular com outras estruturas, porém, os resultados ndo serdao discutidos

neste trabalho.

Ap6s o experimento de VS ter sido efetuado, muitos dados sdo gerados, nesse de
estudo de caso foram 26 experimentos de docagem molecular com o ligante glicose e
26 experimentos com o ligante da celobiose. Para analisar todas esses resultados, um
script para a anélise das interacdes molécula-ligante gerado pela ferramenta discutida na
secdo 3.2.2, foi executado. Com esse script, foram gerados dados e graficos que facilitam
a visualizacdo das interacdes entre a molécula-alvo e o ligante para cada experimento
de docagem molecular executado. O script utiliza a ferramenta Ligplot para geracao
das imagens no formato eps. As figuras 39 e 40 apresentam os melhores resultados de

interacao molecular nesse experimento. Cada resultado de interacdo molecular destaca os
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Figura 35: [-glicosidase de c6digo PDB:2CBU.

Fonte: Imagem gerada por meio do software Pymol

\ Glicose Celobiose )

Figura 36: Estrutura molecular dos ligantes glicose e celobiose utilizados no experimento
de VS do estudo de caso.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Proteinas

Figura 37: Resultado do experimento de VS utilizando a glicose como ligante e as [3-

glicosidases como moléculas-alvo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 38: Resultado do experimento de VS utilizando a celobiose como ligante e as

p-glicosidases como moléculas-alvo

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 39: Interagdo molecular entre os residuos da proteina de codigo PDB:2CBV e os
atomos do ligante glicose.
Fonte: Gerado pelo software Ligplot.

Outra ferramenta utilizada na andlise dos resultados de interacao proteina-ligante da
p-glicosidase foi o software nAPOLI. O nAPOLI verifica as interagdes entre os residuos
da molécula-alvo e os dtomos do ligante e apresenta todos esses resultados em uma inter-
face web de facil entendimento.

Nesse estudo de caso, os resultados de triagem virtual da 3-glicosidase com os ligan-
tes glicose e celobiose foram utilizados como entrada para a ferramenta nAPOLI e, assim,
as interagOes proteina-ligante foram analisadas. Com isso, pode-se descobrir residuos
da molécula da (-glicosidase que interagiram com a glicose e celobiose e residuos que
interagiram com somente um dos ligantes. Nessa pesquisa, supde-se que aminoacidos
importantes sao aqueles que fazem contato com a glicose e ndo fazem com a celobi-
ose. Considerando isso, com relacdo a S-glicosidase, aminoacidos candidatos a mutacdes
pontuais sdo aqueles que interagem com a glicose e ndo interagem com a celobiose, pois,
espera-se que, apds a mutacdo pontual desses aminoacidos, a enzima da [-glicosidase
mude seu comportamento e passe a ndo interagir mais com a glicose e somente interaja

com a celobiose.
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Figura 40: Interacdo molecular entre os residuos da proteina de cddigo PDB:2WBG e os

atomos do ligante celobiose.
Fonte: Gerado pelo software Ligplot.
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Tabela 3: Top 8 dos aminodcidos em contato com glicose e/ou celobiose durante os expe-

rimentos.
Aminoacidos em contato com
Glicose e/ou Celobiose % contatos Glicose | % contatos Celobiose

GLU166 53% 100%

TRY295 100% 100%

ASN222 34% 100%

ASN223 34% 100%

TRP324 61% 100%

TRP122 65% 84%

TRP406 65% 73%

A tabela 3 mostra os resultados das interacdes das [-glicosidases com os ligan-
tes glicose e celobiose nos experimentos. Assim, pode-se observar que a maioria dos
aminodacidos das [-glicosidases fizeram contatos com a glicose e celobiose, que € o caso
dos aminoacidos GLU166, TRY295, ASN222, ASN223, TRP324, TRP122 e TRP406.



7 CONSIDERACOES FINAIS E TRABALHOS FUTUROS

A aquisica@o de arquivos de proteinas do PDB seguido da andlise desses dados € uma
tarefa que pode ser custosa ao usudrio se ndo for realizada por uma ferramenta computa-
cional. De forma manual, apds a aquisi¢do dos arquivos PDB, o usuério terd estes dados
armazenados em um diretorio do seu préprio computador e as andlises terdo que ser re-
alizadas por diferentes ferramentas. Tendo em vista o grande crescimento das base de
dados proteicas e a dificuldade de caracterizacdo de conjuntos de proteinas, acredita-se
que a ferramenta desenvolvida neste trabalho ajuda na aquisi¢cdo de conjuntos especificos
de moléculas interessantes a uma determinada pesquisa, além de facilitar a caracteriza¢ao
desses conjuntos de proteinas através dos diferentes médulos implementados e integrados
em um s ambiente.

O estudo de caso com a enzima da S-glicosidase mostra que utilizando a ferramenta
Cat-p-Data € possivel adquirir um conjunto especifico de proteinas, e a partir disso, filtrar
e extrair grupos de moléculas importantes que possuam determinada similaridade nas suas
estruturas. A partir desse estudo de caso, pode-se ver que a ferramenta é genérica, permi-
tindo o pesquisador a trabalhar com qualquer conjunto de proteinas. A partir dos resul-
tados do estudo de caso importantes caracteristicas do modo de ligagc@o da (3-glicosidase
com a glicose e celobiose foram extraidas.

As proximas etapas desse trabalho sdo relacionadas a implementacdes de novas fun-
cionalidades para facilitar as pesquisas sobre proteinas. Entre as novas funcionalidades,

estdo as seguintes:

Integracdo do médulo de mineracao de dados em desenvolvimento em outro traba-
lho;

Integracao do mddulo de docagem molecular em desenvolvimento em outro traba-
lho;

Integracdo do mdédulo de interacdo proteina-ligante em desenvolvimento em outro
trabalho;

e Busca e estudo de novos métodos para verificacdo da similaridade entre proteinas;



e Disponibilizar a ferramenta proposta na pagina do grupo;
e Criacdo da documentagdo da ferramenta;

e Teste com usuarios - analise do uso da interface.

73
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