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Resumo
A estrutura das proteínas assume grande importância na sua função celular. Embora

muitas das proteínas globulares “dobrem” para um estado nativo bem definido, a com-

plexidade estrutural é muito grande, ou seja, apresentam grandes "frustrações" geométri-

cas devido ao número de graus de liberdade envolvidos. É habitual existirem outras

estruturas de baixa energia separadas por barreiras muito elevadas, mas que possuem

padrões de contacto entre pares de resíduos bem diferentes dos do estado nativo. Natu-

ralmente, a ocorrência de tais estruturas conduz a uma alteração na função da proteína.

Um estudo detalhado da estrutura e energética destes sistemas constitui, assim, uma

peça fundamental para compreender o processo de enrolamento e desenrolamento de

proteínas.

Neste trabalho foram feitas caracterizações energéticas e estruturais de modelos sim-

ples de proteínas, construção e análise de gráficos de conectividade ("disconnectivity

graphs"). Os gráficos de conectividade permitiram analisar as relações energéticas en-

tre os mínimos e estados de transição dos diferentes isómeros gerados em cada sistema

estudado. Foram ainda feitos estudos para caracterização dos MFET (tempos médios

para encontrar o mínimo global) associados a estes sistemas.

Para modelar os sistemas de proteínas foi utilizado um modelo de potencial "coarse-

grained" (modelo a escala maior do que a atómica) com três tipos de resíduos - modelo

BLN. As caracterizações estruturais dos sistemas de proteínas estudados foram feitas

tendo em conta a manipulação dos parâmetros que caracterizam os seus motivos estru-

turais no modelo de potencial BLN (parâmetros associados aos ângulos diedros e as in-

terações entre pares de resíduos que não apresentam ligações peptídicas essencialmente)

em função das dobragens em seus estados nativos. Compreender os motivos estrutu-

rais das proteínas nos permite compreender seus domínios, bem como as suas próprias

unidades funcionais (estruturas espaciais tridimensionais - estruturas terciárias) e as es-

truturas globulares (conglomerados de estruturas terciárias - estruturas quaternárias).

Os mínimos globais e outros mínimos com baixas energias foram encontrados por
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otimizações "Basin-Hopping" (método que utiliza simulações de Monte Carlos) com uti-

lização do programa GMIN. Os caminhos de conexão entre os mínimos foram encontra-

dos com a utilização do programa OPTIM e melhorados por criação de bases de dados de

pontos estacionários e expansão da mesma por utilização do programa PATHSAMPLE.

De forma geral, os resultados obtidos mostraram que o tamanho e a complexidade es-

trutural dos diferentes sistemas estudados estão diretamente relacionados com as suas

frustrações geométricas, as quais têm influência sobre os tempos médios para encontrar

o mínimo global (MFET). Por outro lado, foi possível ter boas aproximações para os sis-

temas modelados com a utilização do modelo de potencial BLN, o que nos permite ter

uma ideia dos perfis de energia apresentados pelas proteínas referentes a estes sistemas.
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Abstract
The protein structure has great importance in its cellular function. Although many of the

globular proteins "fold" into a well defined native state, the structural complexity is very

high, i.e., exhibit large geometric "frustrations" due to the number of degrees of freedom

involved. Normally there are other low energy structures separated by high barriers but

which have contact patterns between pairs of residue very different from the native state.

Naturally, the occurrence of these structures leads to a change in protein function. A

detailed study of the structure and energy of these systems constitutes therefore a critical

piece to understand the process of winding and unwinding proteins.

In this work were made energetic and structural characterizations of simple protein mod-

els, construction and analysis of disconnectivity graphs. The disconnectivity graphs were

used to study the energetic relationship between minimum and transition states of the

various generated isomers in each analyzed system. There were also made studies to

characterize the MFET (Mean First Encounter Time) associated with these systems.

To model the protein systems was used a "coarse-grained" potential model (model on

a larger scale than the atomic) with three types of residues - BLN model. The struc-

tural characterizations of the studied protein systems were made having regard to the

handling of the parameters that characterize their structural motifs in the BLN poten-

tial model (parameters associated with the dihedral angles and the interactions between

residue pairs that do not present peptide bonds essentially) according to the foldings in

their native states. Understanding the structural motifs of proteins allows us to under-

stand their domains and their own functional units (three-dimensional spatial structures

- tertiary structures) and globular structures (clusters of tertiary structures - quaternary

structures).

The global minimum and other minimum with low energies were found by "Basin-

Hopping" optimization (method that uses Monte Carlos simulations) with the use of

GMIN program. The connecting paths between the minimum were found with the use of

OPTIM program and improved by creation and expanding of stationary points databases

with PATHSAMPLE program.
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Overall, the results showed that the size and structural complexity of the different sys-

tems studied are directly related to their geometrical frustrations, which have influence

on the average time to find the global minimum (MFET). On the other hand, it was pos-

sible to have good approximations for the modeled systems using the BLN potential

model, which allows us to have an idea of the energy profiles presented by the proteins

related to these systems.
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Capítulo 1

Introdução

As proteínas são responsáveis por muitas das funções biológicas essenciais para vida, as

quais estão diretamente associadas à estrutura destas. Em função do tipo de represen-

tação estrutural, as proteínas são classificadas por estrutura primária, estrutura secundária,

estrutura terciária e estrutura quaternária. A estrutura primária apresenta a sequência de

aminoácidos característicos da proteína; a estrutura secundária apresenta-se sob a forma

de folhas−β, hélices−α, dobras, etc.; a estrutura terciária apresenta arranjos estéreo-

espaciais de conformações secundárias; e a estrutura quaternária corresponde a conglo-

merados de conformações terciárias, ou seja, agrupamento de várias proteínas interli-

gadas (Branden and Tooze, 1999); na figura 1.1 são apresentadas ilustrações da sequência

de aminoácidos (estrutura primária), da estrutura secundária, terciária e quaternária em

conformações com hélices−α (Branden and Tooze, 1999).

As estruturas secundárias combinam-se para formar grupos estruturais mais complexos:

motivos e domínios estruturais (Branden and Tooze, 1999; Richardson, 1981). Tais es-

truturas são determinantes para caracterização das conformações tridimensionais1 das

proteínas (Chiang et al., 2007; Branden and Tooze, 1999; Richardson, 1981) e consequente-

mente as suas propriedades funcionais (Branden and Tooze, 1999).

As proteínas tendem a constituir diversos motivos estruturais, como é o caso dos motivos

α−β−α, β−α−β, "β−hairpin", "greek-key", etc., a partir dos quais podem-se formar diver-

sos domínios estruturais, ou seja, unidades estruturais mais estáveis e independentes,

como é o caso dos domínios vilina, "ww-domain", "rtp-cage", etc., por sua vez, estes podem

1Estruturas terciárias.
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combinar-se para formar estruturas ainda mais complexas (estruturas terciárias ou estru-

turas quaternárias) (Richardson, 1981; Branden and Tooze, 1999; Zhou et al., 2014; Ding,

Buldyrev, and Dokholyan, 2005).

      

 

                                                                                                                                                                                          

FIGURA 1.1: Sequência de aminoácidos ou estrutura primária (a)), confor-
mação hélice-α de uma proteína ou estrutura secundária (b)), conjunto de
várias estruturas hélice-α distribuídas tridimensionalmente (c)) e conglom-
erado de várias estruturas terciárias distribuídas tridimensionalmente (d)).
Figura adaptada da referência (Branden and Tooze, 1999).

Na figura 1.2 são apresentados os diagramas topológicos dos motivos estruturais "gree-

key" e β−α−β. O motivo "greek-key" apresenta quatro folhas-β orientadas anti-

paralelamente e o motivo β−α−β apresenta duas folhas paralelas interligadas por uma

hélice−α. A direção das folhas-β vai do terminal N para o terminal C da proteína (Bran-

den and Tooze, 1999) (mais detalhes quanto aos terminais da proteína são apresentados

no capítulo 2).

Apesar da existência de diversas proteínas com diferentes sequências de aminoácidos (es-

truturas primárias), muitas delas apresentam macro estruturas semelhantes (estruturas

secundárias, motivos ou domínios estruturais semelhantes) (Anderson and Rost, 2009;

Guo and Thirumalai, 1996; Serpell, 2000), o que torna interessante estudar tais estruturas

de modo a melhorar a compreensão sobre as suas unidades funcionais.

Por exemplo, análises de caracterização estrutural de domínios "ww-domain" podem ser

feitas para estudar a formação de fibras amilóides a nível dos órgãos ou tecidos (Serpell,

2000; Anderson and Rost, 2009). As fibras amiloides são sistemas insolúveis formados

normalmente a partir de proteínas solúveis, ou seja, por alteração da sua conformação
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(por exemplo, com conformações em hélice) predominantemente por folhas−β (Serpell,

2000). É de salientar que as fibras amilóides são responsáveis por doenças graves como

Alzheimer, encefalopatias espongiformes e diabetes do tipo II (Serpell, 2000).

                                                                                                                                                                                         

FIGURA 1.2: Diagramas topológicos para o motivo estrutural "greek-
key"(a)) e para o motivo estrutural β−α−β (b)). Figura adaptada da re-
ferência (Branden and Tooze, 1999).

Por outro lado, o domínio estrutural vilina pode ser observado em proteínas com funções

de mobilidade e contração, ou seja, proteínas com características funcionais de agregação,

separação, nucleação ou de cobertura que se acumulam predominantemente nas mi-

crovilosidades das células epiteliais absorventes dos intestinos dos mamíferos (Klahre

et al., 2000).

No presente trabalho foram estudados diversos sistemas com diferentes domínios estru-

turais, o caso do domínio vilina correspondente a estrutura PDB 1WY3, o "ww-domain"

referente a conformação PDB 2MWE, o "trp-cage" apresentado no sistema PDB 1L2Y e

o um domínio constituído por um agregado com quatro hélices-α, domínio estrutural

referido por Guo e Thirumalai (Guo and Thirumalai, 1996) e observado na estrutura PDB

2LSE. Apesar da reduzida dimensão, estes sistemas constituem importantes elementos

estruturais, que fazem parte de proteínas mais complexas. O foco do presente trabalho

está voltado para os estudos de otimização estrutural tendo em conta a sequência de



Capítulo 1. Introdução 4

aminoácidos e as estruturas secundárias destes sistemas.

                                               

FIGURA 1.3: Mapeamento de um sistema atomístico a um sistema "coarse-
grained": sistema atomístico, a esquerda; sistema "coarse-grained", a dire-
ita. Pode-se verificar que um resíduo no modelo “coarse-grained” corres-
ponde a um conjunto de átomos do modelo atomístico depois de feito o
mapeamento. Figura adaptada da referência (Noid, 2013).

Duas das abordagens computacionais utilizadas nos estudos de otimização global de

sistemas de proteínas são a abordagem atomística e a abordagem "coarse-grained".

A primeira abordagem refere-se a modelos computacionais em que são considerados to-

dos os átomos correspondentes ao sistema molecular em estudo (Noid, 2013) – abor-

dagem computacionalmente mais dispendiosa. Já na segunda abordagem, a estrutura

primária da molécula corresponde a uma sequência ou agrupamento de monómeros,

em que cada um deles é representado por uma "esfera" e resulta do mapeamento dos

átomos em um aminoácido (Noid, 2013; Tozzini, 2005; Sharma, Ding, and Dokholyan,

2008); a figura 1.3 ilustra o mapeamento de átomos à resíduos "coarse-grained". Esta úl-

tima abordagem tem vindo a ganhar bastante aceitação na comunidade científica pelo

facto de reduzir o número de graus de liberdade relacionados com as interações entre

partículas, reduzindo o tempo de cálculo durante os processos de otimização (Brasiello

et al., 2010; Noid, 2013), bem como por representar de forma satisfatória os pontos esta-

cionários (mínimos energéticos e estados de transição) comparativamente aos sistemas

atomísticos (Tozzini, 2005; Sharma, Ding, and Dokholyan, 2008).

Os modelos "coarse-grained" podem ser construídos de acordo com diferentes tipos de



Capítulo 1. Introdução 5

abordagens (Tozzini, 2005; Rudzinski and Noid, 2015; Noid, 2013): abordagem do mo-

delo de rede elástica, modelo de Go2, "top-down", "bottom-up" e "knowledge-based". O modelo

"coarse-grained" de rede elástica é um modelo que apresenta ligações elásticas entre os

aminoácidos presentes na cadeia peptídica, enquanto no modelo de Go são removidas to-

das interações não nativas, sendo portanto um modelo com menos frustrações geométri-

cas, ou seja, todas interações atrativas entre pares de resíduos não ligados na estrutura

nativa são anuladas, o que leva a um colapso mais rápido para o estado nativo; assim, no

modelo de rede elástica e no modelo de Go um aminoácido corresponde normalmente

a um resíduo contendo apenas um centro de interação (Noid, 2013; Tozzini, 2005). As

ligações peptídicas entre cada par de resíduos no modelo de rede elástica podem ser

mantidas rígidas (Tozzini, 2005; Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003).

De modo a tornarem-se transferíveis para diferentes sistemas de proteínas, os mode-

los "coarse-grained" têm sido classificados em três classes principais de acordo com os

centros de interação de cada aminoácido (Tozzini, 2005; Sharma, Ding, and Dokholyan,

2008): sistemas com um centro de interação ("One bead models") - em que um aminoá-

cido corresponde a um resíduo com um centro de interação; sistemas com dois centros

de interação ("two bead models") - em que um aminoácido corresponde a dois resíduos ou

dois centros interação; e sistemas com quatro ou seis centros de interação (Four-six bead

models) - em que um aminoácido representa quatro ou seis resíduos com quatro ou seis

pontos de interação.

É óbvio que à medida que saímos de uma classe para outra (por exemplo de uma classe

de modelo com vários centros de interação para uma classe de modelo com apenas um

centro de interação) perde-se alguma coerência, por esta razão é utilizada a abordagem

"knowledge-based" para as classes de modelo "coarse-grained" em que um aminoácido

representa apenas um centro de interação (Tozzini, 2005). A abordagem "knowlege-

based" é uma abordagem que se baseia em dados experimentais para caracterizar de-

terminado sistema de proteína (Noid, 2013).

Os modelos "coarse-grained" com um centro de interação têm se revelado extremamente

úteis para a caracterização de dobragens das proteínas; por outro lado, os modelos em

2Modelo desenvolvido por Nobuhiro Go e colaboradores (Taketomi, Ueda, and Go, 1975).
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que cada aminoácido é representado por mais de um centro de interação têm sido úteis

para modelar as interações entre proteínas ou ácidos nucleicos (Tozzini, 2005). Segundo

Sharma, Ding e Dokholyan (Sharma, Ding, and Dokholyan, 2008), os modelos com um

centro de interação apresentam bons resultados termodinâmicos e os que têm mais cen-

tros de interação apresentam maiores resoluções (mais detalhes estruturais).

A abordagem "top-down" é uma estratégia empírica que se baseia em dados experimen-

tais observáveis a uma escala macroscópica, proporcionando baixas resoluções (menos

detalhes estruturais) no processo de caracterização dos sistemas de proteínas, mas porém

rápidas descrições termodinâmicas e estruturais (Noid, 2013).

No modelo "top-down" não há propriamente uma distinção entre cada tipo de aminoá-

cido. Os aminoácidos podem ser classificados como "zonas de interação" em função das

suas características, por exemplo, um conjunto de aminoácidos hidrofóbicos constituiria

um local ou ponto de interação hidrofóbico. Por outro lado, as abordagens "bottom-up",

proporcionam melhores descrições fundamentais dos materiais reais, pois estas apresen-

tam modelos de potenciais mais detalhados, ou seja, com maiores aproximações aos sis-

temas atomísticos. (Rudzinski and Noid, 2015; Noid, 2013).

Outros paradigmas de modelos "coarse-grained" são as abordagens "physical-based" e

"knolege-based" (as quais pouco se têm distinguido uma da outra) (Noid, 2013). A

primeira permite fazer estudos com utilização de dados teóricos, por exemplo prove-

nientes de sistemas "bottom-up". E a segunda, como já referido anteriormente, se baseia

em dados de estruturas terciárias obtidas experimentalmente, por exemplo, pode-se uti-

lizar esta abordagem com base em estruturas provenientes do PDB ("protein data bank":

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

Na figura 1.4 podem ser visualizadas as abordagens "top-down", "bottom-up" e

"knowlege-based" utilizadas na construção de modelos "coarse-grainded" tendo em conta

as suas escalas e resoluções.

Nos estudos de caracterização de sistemas de proteínas têm sido utilizados diferentes

tipos de modelos "coarse-grained". Alguns destes são designados por modelos modelos

AB, i.e., integram apenas dois tipos de resíduos; um hidrofílico e outro hidrofóbico (Lee

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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FIGURA 1.4: Abordagens "top-down", "bottom-up" e "knowlege-based"
em sistemas "coarse-grained". Figura adaptada da referência (Noid, 2013).

et al., 2008; Jr., 2014); por outro lado, um dos mais estudados é o modelo BLN, o qual

possui três tipos de resíduos (hidrofóbicos, hidrofílicos e neutros) (Honeycutt and Thiru-

malai, 1992; Guo and Thirumalai, 1995; Guo and Thirumalai, 1996; Sorenson and Head-

Gordon, 2002b; Sorenson and Head-Gordon, 2002a; Brown, Fawzi, and Head-Gordon,

2003; Wales, 2014; Miller and Wales, 1999); o modelo BVLN é uma generalização do BLN

e possui quatro tipos de resíduos: L e N representam resíduos repulsivos fortes e fracos,

respetivamente, e B e V designam resíduos atrativos fortes e fracos, respetivamente (Yap,

Fawzi, and Head-Gordon, 2008).

No presente trabalho foram feitas otimizações globais usando o modelo BLN para esta-

belecer a interação entre os vários aminoácidos.

O modelo BLN apresenta um potencial normalmente constituído por quatro termos, a

destacar, o potencial adotado para as restrições das ligações peptídicas entre cada par de

resíduos, o potencial para caracterização das restrições dos ângulos de ligação entre cada

grupo de três aminoácidos, o potencial utilizado para as restrições de ângulos diedros for-

mados para cada grupo de quatro aminoácidos sucessivamente interligados e o potencial
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para parametrizar os tipos de interações que ocorrem entre os resíduos não interligados

por ligações peptídicas (Honeycutt and Thirumalai, 1992; Guo and Thirumalai, 1995; Guo

and Thirumalai, 1996; Sorenson and Head-Gordon, 2002b; Sorenson and Head-Gordon,

2002a; Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003; Wales, 2014; Miller and Wales, 1999).

O modelo BLN tem vindo a ser bastante estudado por diversos autores por ser um mo-

delo bastante interessante para caracterização de diversos tipos de sistemas de proteínas

no ponto de vista estrutural e energético, por manipulação de parâmetros associados

essencialmente as contribuições dos potenciais de torção dos ângulos diedros e do poten-

cial das interações entre pares de resíduos não ligados por ligações peptídicas. Uma das

características bastante interessantes do modelo BLN é o facto de poder integrar diferen-

tes abordagens, como é o caso da abordagem baseada nas estruturas nativas (modelo de

Go), a de rede elástica (Miller and Wales, 1999; Oakley, Wales, and Johnston, 2011) e a

"knowlege-based".

Como referido, a abordagem do modelo de Go tem sido útil para uma rápida caracteriza-

ção estrutural e energética de um determinado sistema de proteína por fazer-se remover

todas suas interações não nativas (o que resulta em dobragens para estruturas nativas

com menos frustrações). Os modelos de Go para os sistemas de resíduos BLN são con-

struídos com base no mapa de contactos (Jr., 2014) dos pares de resíduos que interagem

na estrutura nativa.

Trabalhos prévios (Miller and Wales, 1999; Oakley, Wales, and Johnston, 2011; Oakley and

Roy L. Johnston, 2012) mostram a aplicação do potencial BLN para estudos de otimiza-

ção global dos sistemas BLN46 e BLN69, nos quais foram utilizadas abordagens "coarse-

grained" do modelo de Go e a abordagem "coarse-grained" de rede elástica3, mostrando a

primeira ser bastante útil para dobragens rápidas ao mínimo correspondente a estrutura

nativa, e por outro lado, os estudos de otimização feitos com a abordagem de rede elástica

apresentaram bastantes frustrações geométricas para estes sistemas, o que pode ser inter-

essante analisar, uma vez que naturalmente muitos sistemas podem apresentar bastantes

frustrações e dificuldades de evolução para a estrutura de menor energia. As superfícies

3Abordagem utilizada no corrente trabalho.
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de energia potencial destes sistemas (sistemas modelados por modelos de Go ou mode-

los de rede elástica) podem ser representadas e analisadas por utilização de gráficos de

conectividade ("disconectivity graphs"). Os gráficos de conectividade são gráficos que

apresentam as relações energéticas entre os pontos estacionários (mínimos energéticos e

estados de transição).

Para estimar o tempo de cálculo para obtenção do mínimo global de um determinado

sistema têm sido calculados os tempos médios (MFET, do inglês - "Mean first encounter

time") para encontrar este mínimo em várias otimizações feitas com o programa GMIN

(Oakley, Wales, and Johnston, 2011). Ter noção dos MFETs apresentados por estes sis-

temas ao formarem a estrutura nativa ajuda-nos a ter uma melhor compreensão do para-

doxo de Levinthal (Wales, 2004) associado aos mesmos, ou seja ajuda-nos a compreender

melhor a relação entre o tempo de cálculo e o conjunto de n mínimos possíveis de serem

obtidos em casos de sistemas com grandes frustrações geométricas.

Vários outros autores têm feito vários estudos que envolvem a utilização do potencial

BLN no que diz respeito às técnicas de otimização global para explorar as paisagens ener-

géticas de vários sistemas biológicos (Honeycutt and Thirumalai, 1992; Guo and Thiru-

malai, 1995; Guo and Thirumalai, 1996; Sorenson and Head-Gordon, 2002b; Sorenson

and Head-Gordon, 2002a; Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003).

Este trabalho tem como objetivo caracterizar energética e estruturalmente os modelos

simples de proteínas anteriormente referidos (o sistema "trp-cage" 1L2Y, o sistema vilina

1WY3, o sistema "ww-domain" 2MWE e a proteína com quatro hélices-α) e por con-

strução de gráficos de conectividade ("disconnectivity graphs") analisar a organização

dos caminhos de conectividade das suas paisagens energéticas. Constitui ainda objetivo

do corrente trabalho determinar os MFET destes sistemas de proteínas. A escolha dos

sistemas a prior referidos foi feita de modo a ter-se uma rápida compreensão do enrola-

mento à estruturas nativas partindo de estruturas desnaturadas, da caracterização ener-

gética e dos tempos médios associados a obtenção dos mínimos globais em estruturas

com diferentes motivos estruturais, no caso, o vilina, "ww-domain", "trp-cage", e quatro

hélices-α empacotadas.

Para serem encontrados os mínimos globais e outros mínimos de baixa energia foram
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feitas otimizações "Basin-Hopping" (descritas mais adiante no capítulo 2) com utilização

do programa GMIN (Wales, 2014; Wales, 2016a; Wales, 2004; Oakley and Roy L. John-

ston, 2012). Para se encontrar o caminho de conectividade entre dois mínimos foram

feitas otimizações "double ended search" (otimizações feitas para encontrar o caminho

de conectividade entre dois mínimos passando por um ou vários pontos sela) utilizando

o programa OPTIM (Wales, 2016b). Os pontos estacionários (mínimos energéticos e

as energias correspondentes aos pontos de transição) são os pontos mas importantes

da superfície de energia potencial (Miller and Wales, 1999; Wales, 2004), os quais po-

dem ser determinados com a utilização do OPTIM (Oakley, Wales, and Johnston, 2011)

contudo, é necessário salientar que não há garantias de encontrar todos os estados de

transição ligados a um mínimo global (Miller and Wales, 1999). Os resultados obtidos

foram melhorados por criação de bases de dados de pontos estacionários e expansão da

mesma por utilização do programa PATHSAMPLE (Wales, 2016c). Os gráficos de conec-

tividade foram gerados com a utilização do programa disconnectionDPS disponível em

http://www-wales.ch.cam.ac.uk/.

http://www-wales.ch.cam.ac.uk/


11

Capítulo 2

Técnicas Computacionais

2.1 Modelo BLN

2.1.1 Sequência de aminoácidos na cadeia peptídica

Para compreendermos a estrutura das proteínas é necessário compreendermos primeiro

quais sequências de aminoáciodos ou estruturas primárias as constituem.

As proteínas apresentam cadeias normalmente formadas por, pelo menos, um dos 20

tipos de aminoácidos conhecidos, os quais apresentam a fórmula geral NH2CαRHCO2H

(Branden and Tooze, 1999; Wales, 2004). O carbono alfa (Cα) liga-se a quatro grupos de

átomos diferentes: ligação simples a um grupo amino (NH2), a um carbono carboxílico

(COOH), a um átomo de hidrogénio (H) e a um radical (R) que representa uma cadeia

lateral; na Figura 2.1 são apresentadas as estruturas dos 20 tipos de aminoácidos acom-

panhadas dos seus respetivos nomes e abreviaturas utilizadas.

Os aminoácidos distinguem-se uns dos outros por variações observadas nos padrões da

cadeia lateral (Weiner et al., 1986; Branden and Tooze, 1999; Wales, 2004). Em uma pro-

teína, diferentes tipos de aminoácidos ligam-se entre si por meio de ligações peptídicas

para formar a estrutura primária; na figura 2.2 visualiza-se a ilustração de uma sequência

de aminoácidos interligados por meio de ligações peptídicas, sendo R1, R2 e R3 cadeias

laterais correspondentes a três aminoádos diferentes caso estas sejam diferentes. As liga-

ções peptídicas formam-se entre o "terminal C" (terminal carbonado) de um aminoácido

e o "terminal N" (terminal azotado) de outro. Como referido na Introdução, os terminais
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"C" e "N" podem ser utilizados para identificar a direção das folhas-β, sendo estas repre-

sentadas em diagramas topológicos como setas que vão do "terminal N" ao "terminal C"

(Branden and Tooze, 1999). Os terminais "C" e "N" permitem ainda identificar motivos

estruturais em sistemas de proteínas, por exemplo, no caso do motivo β-α-β, motivo com

duas folhas-β dispostas paralelamente (motivo apresentado na figura 1.2 no capítulo 1,

página 3), é típico a primeira folha-β ligar-se a hélice-α pelo seu "terminal C" e esta ligar-

se ao "terminal N" da outra folha-β (Branden and Tooze, 1999).

                                               

FIGURA 2.1: Representação dos 20 aminoácidos. Os acrónimos apresen-
tados a seguir ao nome de cada aminoácido foram utilizados para fazer
o mapeamento das "estruturas primárias" dos sistemas estudados experi-
mentalmente provenientes do PDB para "estruturas primárias" de sistemas
de resíduos BLN. Figura adaptada da referência (Wales, 2004).



Capítulo 2. Técnicas Computacionais 13

Restrições na cadeia polipeptídica da proteína (causadas pelo carácter parcial de dupla

ligação C-N1) resultam nos três tipos principais de estruturas secundárias referidas ante-

riormente no capítulo 1, folhas−β, hélices−α e dobras (Branden and Tooze, 1999; Ander-

son and Rost, 2009). Mais pormenores sobre as estruturas secundárias das proteínas são

apresentados mais adiante na subsecção 2.1.3.

Para obter as estruturas primárias dos sistemas estudados no presente trabalho, foram

feitos mapeamentos das suas sequências de aminoácidos para o sistema de resíduos BLN.

O mapeamento de aminoácidos a resíduos BLN foi feito com base nos dados apresenta-

dos na tabela 2.1 (Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003).

              

FIGURA 2.2: Esquema de ligações peptídicas entre os aminoácidos na
cadeia de uma proteína. Figura adaptada da referência (Branden and
Tooze, 1999).

Segundo Head-Gordon e colaboradores (Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003) existem

algumas incertezas associadas ao mapeamento dos aminoácidos à sequência de resíduos

BLN, as quais podem levar a mutações relativamente às estruturas esperadas. Por ex-

emplo a lisina ("Lys (K)") em função da conformação estrutural que adota a sua cadeia

lateral (R) pode ser vista como um resíduo hidrofílico (quando o grupo amino da cadeia

lateral está superficialmente exposto) ou como um resíduo hidrofóbico (quando a cadeia

lateral se enrola num centro hidrofóbico).

A tabela 2.2 mostra a sequência de aminoácidos da proteína L, a qual foi estudada em

trabalhos de Sorenson e Head-gordon (Sorenson and Head-Gordon, 2002a; Sorenson and

1Restrições causadas pelo efeito de ressonância da dupla ligação entre o grupo carbonilo e o par C-N ao
longo da cadeia peptídica.
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TABELA 2.1: Conversão dos 20 tipos de aminoácidos para resíduos BLN.
Tabela adaptada da referência (Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003).

Aminoádo Resíduo BLN Aminoádo Resíduo BLN Aminoádo Resíduo BLN

Ala (A) B Trp (W) B Asp (D) L
Cys (C) B Tyr (Y) B Asn (N) L
Leu (L) B Pro (P) N His (H) L
Ile (I) B Gly (G) N Gln (Q) L
Phe (F) B Ser (S) N Lys (K) L
Met (M) B Thr (T) L Arg (R) L
Val (V) B Glu (E) L

TABELA 2.2: Mapeamento da sequência de aminoácidos da proteina L
para a estrutura primária de resíduos BLN. A sequência de de aminoá-
cidos foi retirada do PDB e mapeada para o sistema de resíduos BLN, com
base nos dados apresentados na tabela 2.1.

Sequência PDB ENKEETPETP ETDSEEEVTI KANLIFANGS TQTAEFKGTF
Est. primária BLN LLLLLLNLLN LLLNLLLBLB LBLBBBBLNN LLLBLBLNLB
———————– ———————————————————————————————–
Sequência PDB EKATSEAYAY ADTLKKDNGE YTVDVADKGY TLNIKFAG
Est. primária BLN LLBLNLBBBB BLLBLLLLNL BLBLBBLLNB LBLBLBBN

Head-Gordon, 2000) e trabalhos de Brown, Fawzi e Head-Gordon (Brown, Fawzi, and

Head-Gordon, 2003)). Na tabela 2.2 é também apresentado o mapeamento da estrutura

primária da proteína L em resíduos BLN. A sequência de aminoácidos da proteína L

(proteína com 78 aminoácidos) foi retirada do PDB (referência PDB 2PTL). Em trabalhos

de Sorenson e Head-Gordon (Sorenson and Head-Gordon, 2002a; Sorenson and Head-

Gordon, 2000) e Head-Gordon e colaboradores (Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003)

o número de resíduos para proteína L foi diminuído, sendo utilizado nos estudos deste

sistema apenas 56 aminoácidos correspondestes as zonas com conformações em hélice-α

e folhas-β.

2.1.2 Equações do potencial BLN

Como referido na introdução, o modelo BLN é descrito por quatro expressões e apresenta

resíduos de três tipos, os quais são representados pelas letras B, L e N. Alguns autores

(Miller and Wales, 1999; Oakley and Roy L. Johnston, 2012; Oakley, Wales, and Johnston,
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2011) apresentaram o potencial BLN de acordo com a equação seguinte:

VBLN = 1/2Kr

N−1∑
i=1

(R(i,i+1) −Re)
2 + 1/2Kθ

N−2∑
i

(θi − θe)
2 + ε

N−3∑
i

[Ai(1 + cosφi)+

Bi(1− cosφi) + Ci(1 + cos3φi) +Di(1 + cosφi + π/4)]+

ε

N−2∑
i=1

N∑
j=i+2

[S12(σ/Rij)
12 + S6(σ/Rij)

6]

(2.1)

Onde Rij é a separação entre os resíduos i e j e as unidades de distância e energia são

dadas por σ e ε, respetivamente. O primeiro termo representa a energia das ligações

entre os resíduos BLN na cadeia da proteína, sendo o valor de Kr=231.2 εσ – 2 e Re−−1σ. O

segundo termo refere-se a soma das energias de dobragem segundo os ângulos de ligação

θi definidos por grupos de átomos em posições Ri à Ri+2; e valores de Kθ=20 εrad– 2 e θe=

1.8326 rad. O terceiro termo é a soma das energias de torção segundo os ângulos diedros,

φi, definidos por quartetos de resíduos em posições Ri à Ri+3. O último termo representa

as interações que não são resultantes de ligações, ou seja, representa as interações que

resultam da proximidade entre os diversos pares de resíduos não ligados entre si por

ligações peptídicas.

Os valores dos parâmetros apresentados para a expressão do potencial dos ângulos

diedros (valores de A, B, C e D) e os valores dos parâmetros apresentados para a ex-

pressão do potencial que representa os pares de resíduos não ligados por ligações peptídi-

cas (S12 e S6) podem ser manipulados e apresentam efeito directo sobre as conformações

adotadas pela estrutura secundária da proteína. Algumas comparações entre esses parâ-

metros relativamente a estudos feitos por vários autores são apresentadas na subsecção

2.1.3.
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2.1.3 Estrutura secundária: Implicações dos vários parâmetros na estrutura da

proteína. Diferenças entre E, H e T. Modificações nos parâmetros do

potencial BLN

A estrutura secundária apresenta os motivos estruturais mais básicos de uma proteína,

ou seja, representa a dobragem da sequência de aminoácidos (estrutura primária) para

formar conformações em hélices-α, folhas-β, dobras, etc; na figura 2.3 é apresentada uma

estrutura secundária hélices-α, na qual se verifica a sequencia de aminoácidos interliga-

dos na cadeia peptídica e a formação das hélices-α pelas ligações de hidrogénio entre os

átomos de hidrogénio dos grupos amino (representados pelas pequenas esferas brancas)

e os átomos de oxigénio ligados aos carbonos carbonilos (C’) (representados pelas esferas

vermelhas).

                                                                                                                                      

FIGURA 2.3: Estrutura secundária hélice-α. O aminoádo do Cα1 (marcado
a vermelho) liga-se por ligação peptídica ao aminoácido do Cα2 (marcado
a verde), por sua vez o aminoácido do Cα5 (marcado a azul) é atraído por
ligação de hidrogénio pelo aminoácido do Cα1 para formar parte da hélice-
α (a esfera azul corresponde ao grupo amino e C’ ao carbono cabonilo. a
Figura adaptada da referência (Branden and Tooze, 1999).

De acordo com Anderson e Rost (Anderson and Rost, 2009) as estruturas secundárias

são basicamente classificadas em três classes: classe de estruturas que envolvem con-

formações em hélices (hélices-α, helices-3/10, etc.), classe de estruturas que envolvem

conformações em "folhas" (folhas-β e pontes-β) e classe das estruturas que envolvem con-

formações em dobras ou estruturas não atribuídas. No potencial BLN, estas classes de

estruturas secundárias são descritas com a utilização a parâmetros dos ângulos diedros,

descritos pelas letras H, E e T, em que H descreve as conformações em hélice, E descreve

as conformações estendidas e T descreve as conformações em dobra (Brown, Fawzi, and
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Head-Gordon, 2003) (estas conformações são referenciadas nas tabelas 2.3, 2.5 e 2.7).

Outros parâmetros diretamente relacionados com o colapso das estruturas primárias para

formar estruturas secundárias são os parâmetros associados as interações entre aos pares

de resíduos não interligados por ligações peptídicas, descritos pela quarta expressão da

eq.(2.1). As interações entre os resíduos são atrativas entre resíduos BB e repulsivas no

caso das interações entre LL, LB, NN, NB ou NL. No potencial BLN estas interações atrati-

vas e repulsivas são classificadas em três tipos (ver as tabelas 2.4, 2.6 e 2.8), sendo a inten-

sidade das interações repulsivas dependente dos tipos de resíduos envolvidos (Brown,

Fawzi, and Head-Gordon, 2003).

As tabelas 2.3-2.8 apresentam alguns exemplos de parâmetros para potenciais de ângu-

los diedros e potenciais de interações entre pares de resíduos não interligados por liga-

ções peptídicas. Segundo vários autores, manipulações nesses parâmetros do modelo

BLN permitem caracterizar energética e estruturalmente diversos sistemas de proteínas,

podendo deste modo, serem identificados motivos estruturais compostos por hélices-α,

folhas-β, dobras, etc.

TABELA 2.3: Parâmetros para o potencial de torção envolvendo ângulos
diedros utilizados em dobragens de folhas-β.

Tipo de conformação A B C D

H 1.2 0.0 1.2 0.0

E 1.2 0.0 1.2 0.0

T 0.0 0.0 0.2 0.0

TABELA 2.4: Parâmetros para o potencial de interações entre pares de resí-
duos sem ligações peptídicas utilizados em dobragens de folhas-β.

Tipo de interação Parâmetros folhas-β

BB S12=1 S6=−1

LL ou LB S12= 2
3 S6= 2

3

NN, NB ou NL S12=1 S6=0
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TABELA 2.5: Parâmetros para o potencial de torção envolvendo ângulos
diedros utilizados em dobragens de hélices-α.

Tipo de conformação A B C D

H 0.0 1.6 1.6 1.6

E 0.0 1.6 1.6 1.6

T 0.0 0.0 0.2 0.0

TABELA 2.6: Parâmetros para o potencial das interações entre pares de
resíduos não ligados por ligações peptídicas utilizados em dobragens de
hélices-α.

Tipo de interação Parâmetros hélices-α

BB S12=1.7 S6=−1.7

LL ou LB S12=1.7 S6=0

NN, NB ou NL S12=1.7 S6=0

TABELA 2.7: Parâmetros para o potencial de torção dos ângulos diedros
utilizados em dobragens mistas.

Tipo de conformação A B C D

H 0.0 1.2 1.2 1.2

E 0.9 0.0 1.2 0.0

T 0.0 0.0 0.2 0.0

TABELA 2.8: Parâmetros para o potencial das interações entre pares de
resíduos não ligados por ligações peptídicas utilizados em dobragens mis-
tas.

Tipo de interação Parâmetros dobragens mistas

BB S12=1 S6=−1

LL ou LB S12= 1
3 S6= 1

3

NN, NB ou NL S12=1 S6=0
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TABELA 2.9: Resumo dos parâmetros do potencial de torção de ângulos
diedros e de interações entres resíduos não interligados por ligações pep-
tídicas utilizados por vários autores em estudos de dobragens de vários
sistemas de proteínas com diferentes conformações secundárias.

Dobragem Parâmetrosa Autores Sistemas estudados

hélices-α Tabela 2.5 e 2.6 (Guo and Thirumalai, 1996) Proteína com 4 hélices

Folhas-β Tabela 2.3 e 2.4 (Oakley, Wales, and Johnston, 2011) Modelo BLN46
(Oakley and Roy L. Johnston, 2012) Modelo BLN69
(Oakley et al., 2013)
(Miller and Wales, 1999)
(Guo and Thirumalai, 1995)

Mista Tabela 2.7 e 2.8 (Guo and Thirumalai, 1995) Proteína L
(Wales, 2016a) Proteína G
(Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003)

(Sorenson and Head-Gordon, 2002b) Ubitiquina
(Sorenson and Head-Gordon, 2002a) Proteína L

Proteína G

aParâmetros do potencial de torção de ângulos diedros e de interações entres resíduos não interligados
por ligações peptídicas apresentados nas tabelas 2.3-2.8.

Os dados apresentados nas tabelas anteriormente referidas, representam parâmetros do

potencial de torção de ângulos diedros e de interações entres resíduos não interligados

por ligações peptídicas referenciados por diferentes autores em estudos de caracterização

de diversos sistemas de proteínas. A tabela 2.9 apresenta um resumo de parâmetros

utilizados nos estudos de caraterização de alguns sistemas de proteínas em função dos

seus tipos de dobragens2 estudados por alguns autores.

Para caracterização de dobragens à estruturas nativas nos modelos de proteina BLN46

e BLN69 (modelos de proteínas caracterizados por folhas-β), têm sido utilizados tipica-

mente os parâmetros presentes nas tabelas 2.3 e 2.4. Observa-se que foram utilizados os

potenciais de torção de ângulos diedros e de interações entre partículas não ligadas por

ligações peptídicas das tabelas 2.5 e 2.6 para caracterização de dobragens à estruturas

nativas em conformações com hélices-α. No caso de sistemas de proteínas com dobra-

gens mistas (dobragens que envolvem diferentes tipos de conformações, por exemplo,

hélices-α e folhas-β), pode-se verificar a utilização dos parâmetros presentes nas tabelas

2Dobragens à conformações hélices-α, folhas-β ou mistas.
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TABELA 2.10: Sequência de resíduos BLN e estruturas secundárias dos
modelos de proteína BLN46, BLN69, proteína G e L (Wales, 2016a; Oakley,
Wales, and Johnston, 2011; Sorenson and Head-Gordon, 2002a; Sorenson
and Head-Gordon, 2000; Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003).

Nome Estrutura primária Estrutura secundária

BLN46 BBBBBBBBBNNNLBLBLBLBNNNBB EEEEEEETTTTEEEEEEETTTTEEE
BBBBBBBNNNLBLBLBLBLBL EEEEETTTTEEEEEEEEE

BLN69 BBBBBBBBBNNNLBLBLBLBNNNBB EEEEEEETTTTEEEEEEETTTTEEE
BBBBBBBNNNLBLBLBLBNNNBBBB EEEEETTTTEEEEEEETTTTEEEEE
BBBBBNNNLBLBLBLBLBL EEETTTTEEEEEEEEE

Prot. G LBLBLBLBBNNNLBBLBLBBBNNNL EEEEEETEHTHEEEEEEEEHHEHHH
LBLLLBLLBNBBBLBBBBNNNLBBL HHHHHHHEHTEEEEEEETTTEEEEE
BLBLBL EEE

Prot. L LBLBLBLBBNNNBBBLBLBBBNNNL EEEEEETEHTHEEEEEEEEHHEHHH
LBLLBBLLBNBLBLBLBLNNNLBBL HHHHHHHEHTEEEEEEETTTEEEEE
BLBBBL EEE

2.7 e 2.8.

Nos estudos da proteína Ubitiquina, L e G apresentados na tabela 2.9, foram utilizados

C=1.2 como parâmetro do potencial de torção de ângulos diedros que envolvem confor-

mações em dobras (T) (Sorenson and Head-Gordon, 2002a; Sorenson and Head-Gordon,

2002b).

                                               

FIGURA 2.4: Modelos de estruturas terciárias dos sistemas BLN46, BLN69,
Proteína G e L: a) modelo de proteína BLN46 (Oakley and Roy L. Johnston,
2012); b) modelo de proteína BLN69 (Oakley, Wales, and Johnston, 2011);
c) modelo de proteína G (Wales and Head-Gordon, 2012); d) modelo de
proteína L (Wales and Head-Gordon, 2012). A proteína BLN46 dobra-se
num motivo estrutural com 4 folhas-β e a BLN69 em um com 6 folhas-β.
Por outro lado a proteína G e a L apresentam dobragens mistas compostas
por duas estruturas secundárias "β-hairpin" interligadas por uma hélice-α.

A tabela 2.10 mostra a sequência de resíduos BLN e a estrutura secundária dos modelos

das proteínas BLN46, BLN69, L e G (Oakley, Wales, and Johnston, 2011; Brown, Fawzi,
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and Head-Gordon, 2003). As estruturas terciárias destes sistemas de proteínas podem ser

observadas na figura 2.4.

2.2 Estratégias adotadas para parametrização das estruturas se-

cundárias

Para caracterização das estruturas secundárias foram adotados como padrão os parâme-

tros dos potenciais de torção de ângulos diedros e de resíduos não ligados por ligações

peptídicas apresentados em estudos anteriores (parâmetros referidos na tabela 2.9, na

secção 2.1). No processo de caracterização das estruturas secundárias dos sistemas es-

tudados, foram tidas em conta duas fases: i) construção ou mapeamento das estruturas

secundárias partindo da sequência de aminoácidos ou estruturas primárias; iia) melhoria

das conformações adotadas pelas estruturas secundárias após a sua construção, por ma-

nipulação dos parâmetros A, B, C e D associados a cada uma das estruturas secundárias

do modelo BLN (hélices (H), estruturas estendidas (E) e dobras (T)); e/ou iib) melho-

ramento das conformações adotadas pelas estruturas secundárias após a sua construção,

por manipulações dos parâmetros que controlam o colapso hidrofóbico (BB) ou repulsões

(BL, LL, NB, NL ou NN) entre os pares de resíduos que não apresentam ligações peptídi-

cas – parâmetros S12 e S6. Deste modo, para parametrização das estruturas secundárias

dos vários sistemas estudados no presente trabalho foram adotadas diversas estratégias

que descrevemos a seguir.

2.2.1 Utilização de ferramentas de mapeamento de estruturas primárias à es-

truturas secundárias

Existem diversas ferramentas auxiliares disponíveis online que nos permitem fazer o ma-

peamento de estruturas secundárias adotadas por uma proteína partindo da sua sequên-

cia de aminoácidos. No presente trabalho foram utilizadas a ferramenta de predição

de estruturas secundárias CFSSP (servidor de predição de estruturas secundárias de

Chou e Fasman)(Chou and Fasman, 1974a; Chou and Fasman, 1974b) disponível em

http://cho-fas.sourceforge.net/ e as ferramentas de predição de estruturas

http://cho-fas.sourceforge.net/
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secundárias de Porter referida por Hoffmann e colaboradores (Hoffmann et al., 2014)

disponível em http://distillf.ucd.ie/porterpaleale/. Com estas ferramen-

tas foi possível prever de forma rápida as estruturas secundárias adotadas pelos sistemas

estudados, porém, foi necessário logo depois mapear estas para o modelo de resíduos

BLN (para tal foram adotados alguns critérios apresentados na subsecção 2.2.2). Para

a caracterização da estrutura secundárias com a utilização destas ferramentas auxiliares

normalmente é necessário um ficheiro do tipo FASTA3 (este ficheiro pode ser baixado

diretamente do PDB), ou simplesmente a sequência de aminoácidos em formato FASTA.

2.2.2 Utilização da estrutura secundária proveniente do PDB

O modelo de potencial BLN é um modelo bastante simples, contemplando, como já

referido, apenas três tipos de conformações secundárias. Do PDB é possível obter a se-

quência de aminoácidos e estruturas secundárias resultantes de estudos experimentais

de um determinado sistema, podendo estes dados serem utilizados para a construção

da estrutura primária e estrutura secundária do modelo de proteína BLN. Portanto, a

estrutura secundária proveniente do PDB apresenta a atribuição DSSP (atribuição do Di-

cionário de Estruturas Secundárias das Proteínas), a qual comporta vários tipos de con-

formações secundárias, por exemplo as hélices podem ser classificadas em três "estados"

diferentes, correspondentes a três tipos de hélices diferentes, as quais são representadas

pelas letras G (hélice-3/10), H (hélices-α) e I (hélices-π), as estruturas estendidas são clas-

sificadas em dois "estados" diferentes representadas pelas letras E (no caso de folhas-β) e

B (no caso de pontes-β) e as demais conformações são representadas pelas letras T ou S

(no caso de dobras) ou “espaço em branco” no caso de ser uma estrutura secundária sem

atribuição (Anderson and Rost, 2009). Estes aspetos podem criar algumas complicações

ao fazer-se o mapeamento da estrutura secundária do PDB para a estrutura secundária

do modelo BLN. Nesse sentido para mapear as estruturas secundárias provenientes do

PDB para o modelo BLN foram adotados alguns critérios como4: i) correspondência entre

3Ficheiro com uma pequena descrição e a sequência de aminoácidos de um determinado sistema de
proteína, onde cada aminoácido é representado pela sua letra correspondente como apresentado na figura
2.1, por exemplo para o caso do aminoácido alanina é representado pela letra A.

4Estes critérios podem ser utilizados em qualquer uma das estratégias de mapeamento da estrutura se-
cundária adotadas.

http://distillf.ucd.ie/porterpaleale/
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as estruturas secundárias representadas pelas letras H, E e T provenientes do PDB com

as estruturas secundárias representadas pelas letras H, E e T do modelo BLN, respetiva-

mente; ii) atribuição de qualquer uma das conformações do modelo BLN representadas

pelas H, E e T às conformações do PDB representadas pelas letras S ou por “espaços

brancos” em função das geometrias tridimensionais observadas; iii) caso necessário, al-

teração de qualquer estrutura secundária proveniente do PDB (H, “espaço em branco”,

S, etc.) para qualquer uma das estruturas secundárias representadas pelas letras H, E e

T do modelo BLN, por exemplo para alguns casos a conformação hélice-3/10 (G) é me-

lhor representada pelas conformações T do que H no modelo BLN. Estes critérios não

são absolutos, foram apenas adotados para servirem de diretrizes para caracterizar as

estruturas secundárias dos sistemas estudados.

2.2.3 Método EHT[X]

Nos casos em que a estrutura secundária de uma proteína modelada com o modelo BLN

seja caracterizada apenas por dois tipos estruturas secundárias, ou seja, caso a proteína

seja caracterizada apenas por H e T, H e E ou T e E, respetivamente, pode ser utilizado

o método HET[X]. O método HET[X] é um método que é proposto neste trabalho para

melhorar as conformações das estruturas secundárias, onde X é tido como o terceiro tipo

de estrutura secundária e corresponde a uma conformação em hélice (H), estendida (E)

ou dobra (T). Por alteração dos parâmetros de torção dos ângulos diedros para o nosso

X - parâmetros A, B, C e D da eq. 2.1 – pode-se manipular isoladamente um ou mais

conjuntos de quartetos de resíduos que apresentem a estrutura secundária X.

2.2.4 Mapeamento manual das estruturas secundárias

Por análise da geometria das conformações dada no formato PDB de um determinado

sistema é possível fazer um mapeamento manual da respetiva estrutura secundária

partindo da sua sequência de aminoácidos. Embora pareça ser uma estratégia exaus-

tiva, é bastante prática no caso de proteínas pequenas (Hoffmann et al., 2014) e apresenta
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bons resultados. O mapeamento manual ou seja, caracterização feita por análise da es-

trutura terciária disponibilizada pelo PDB pode ser facilmente combinado com as outras

estratégias adotadas.

As estratégias utilizadas para o mapeamento das estruturas secundárias dos sistemas es-

tudados foram melhoradas por manipulação dos valores dos parâmetros do potencial

de torção de ângulos diedros e dos pares de resíduos que não apresentam ligações pep-

tídicas. As manipulações dos valores do primeiro conjunto de parâmetros (parâmetros

do potencial de torção dos ângulos diedros) foram feitas com base na construção gráficos

que relacionam a energia e os ângulos diedros formados, em função dos parâmetros A, B,

C e D utilizados nas conformações H, E, T ou X, os quais foram bastante úteis para mode-

lar as estruturas secundárias dos sistemas estudados (alguns gráficos "Energia/Ângulos

diedros formados" são apresentados mais adiante no capítulo 3).

2.3 Optimização global e gráficos de conectividade

Para caracterização dos modelos de proteínas, foram utilizados os seguintes progra-

mas computacionais disponíveis na página do Grupo de David Wales (“Wales group

home page”: http://www-wales.ch.cam.ac.uk/; http://www-wales.ch.cam.

ac.uk/software.html): a) GMIN, Programa utilizado em otimizações globais e em

estudos de propriedades termodinâmicas por utilização do método "Basin-Hopping"

(BH) (Wales, 2016a). O método "Basin-Hopping" é um método que utiliza minimizações

de Monte Carlo para fazer otimizações globais, deste modo são consideradas variações

na superfície de energia potencial em que são geradas várias bacias de atração com todos

mínimos locais (Wales and Doye, 1997). Foram ainda utilizados os programas utilitários

rancoords e gminconv2 para auxiliar o GMIN no estudo dos MFETs. O MFET é o tempo

necessário para localizar o mínimo global partindo de configurações aleatórias iniciais;

b) OPTIM, programa utilizado para otimizações geométricas dos sistemas de proteínas

estudados e cálculos dos caminhos que interligam os vários isómeros gerados (Wales,

2016b); c) PATHSAMPLE, utilizado como um controlador do programa OPTIM, o qual

http://www-wales.ch.cam.ac.uk/
http://www-wales.ch.cam.ac.uk/software.html
http://www-wales.ch.cam.ac.uk/software.html
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permite criar e expandir bases de dados de mínimos de energia e seus respetivos esta-

dos de transição. O PATHSAMPLE utiliza amostras de caminhos que ligam os diferentes

mínimos geradas pelo OPTIM (Wales, 2016c); d)DisconnectionDPS: Programa utilizado

para construção e análise de gráficos de conectividade, para tal, lê ficheiros de "output"

gerados pelo PATHSAMPLE.

Na figura 2.5 é ilustrado o diagrama de fluxo utilizado na obtenção dos gráficos de conec-

tividade: 1) otimização global; 2) conexão entre dois mínimos de energia; 3) criação da

base de dados de pontos estacionários do PATHSAMPLE; 4) construção dos gráficos de

conectividade para os sistemas estudados.

                                                       

FIGURA 2.5: Processos de otimização global, conexão entre dois mínimos
de energia, criação da base de dados de pontos estacionários do PATH-
SAMPLE e construção dos gráficos de conectividade utilizados nos estu-
dos de caracterização dos sistemas estudados.

Em estudos de Wales e colaboradores (Oakley, Wales, and Johnston, 2011; Miller and

Wales, 1999; Wales and Dewsbury, 2004) sobre os muito estudados sistemas de proteínas

BLN46 e BLN69, foram feitas otimizações globais com o programa GMIN utilizando o

método "basin-hopping" (Wales, 2014). Através da construção de gráficos de conectivi-

dade foi observada uma grande frustração geométrica para estes sistemas.

A figura 2.6 mostra os gráficos de conectividade apresentados para o modelo de proteína

BLN69 (proteína com bastantes frustrações geométricas) ((Oakley, Wales, and Johnston,
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FIGURA 2.6: Gráficos de conectividade para a proteína BLN69: a) modelo
de rede elástica; b) modelo de Go - figura adaptada (Oakley, Wales, and
Johnston, 2011).

2011). À esquerda (fig. 2.6a)) é apresentado o gráfico de conectividade para o modelo

de rede elástica. Neste modelo mantêm-se todas interações nativas e, portanto apresenta

mais frustrações geométricas, as quais podem ser claramente observadas pela disposição

dos vários mínimos com energias muito próximas; e a direita (fig. 2.6b)) é apresentado o

gráfico de conectividade para o modelo de Go da proteína BLN69. A remoção de todas

interações entre todos pares de resíduos hidrofóbicos que não apresentam interação no

estado nativo (resíduos separados por distâncias superiores a 1.167 σ) (Miller and Wales,

1999; Jr., 2014) leva a um colápso mais rápido à estrutura nativa (Wales and Dewsbury,

2004) ou seja, a um gráfico de conectividade com muito menos frustrações geométricas

(Jr., 2014), em que o mínimo global em estudo se evidencia claramente relativamente aos

demais mínimos.

Informações relativas a instalação e utilização dos programas OPTIM, PATHSAMPLE,

disconnetionDPS e GMIN estão disponibilizadas no apêndice A.
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Capítulo 3

Discussão e análise de resultados

Como referido nos capítulos anteriores, no presente trabalho foram estudados diversos

sistemas de proteínas, com diferentes domínios estruturais, a destacar: a) proteína com

o código PDB 1L2Y, com domínio estrutural “trp-cage”; b) proteína com o código PDB

1WY3, com domínio estrutural vilina; c) proteína com o código PDB 2MWE, com domínio

estrutural “ww-domain”; d) modelo de proteína constituído por quatro hélices-α, estu-

dado por Guo e Thrirumalai (Guo and Thirumalai, 1996). As caracterizações destes sis-

temas foram feitas com base no diagrama de fluxo apresentado na figura 2.5 no capítulo

2, página 25.

No processo de construção das estruturas secundárias dos sistemas de proteínas estuda-

dos foram combinadas as várias estratégias apresentadas na secção 2.2 do capítulo 2, com

ênfase ao mapeamento manual, de Porter e a utilização do método HET[X].

Os processos de otimização das proteínas 1L2Y, 2MWE e 1WY3 (sistemas modelados

com base em informações experimentais provenientes do PDB) foram significativamente

melhorados por utilização das coordenadas disponibilizadas pelo PDB como ponto de

partida. No caso da proteína com quatro hélices-α, estudada por Guo e Thrirumalai,

não houve qualquer dificuldade em determinar o mínimo global por ser disponibilizada

a sua sequência secundária, responsável pelo seu colapso a estrutura nativa (Guo and

Thirumalai, 1996).

Para as proteínas estudadas com base nas coordenadas cartesianas provenientes do PDB

(proteínas 1L2Y, 2MWE e 1WY3), foi ainda necessário fazer um escalamento, uma vez

que estas coordenadas se apresentam numa escala três vezes superior que a padrão
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FIGURA 3.1: Proteina L: modelo BLN (a)) e estrutura obtida experimen-
talmente por ressonância magnética nuclear (b)). Figura adaptada da refe-
rência (Sorenson and Head-Gordon, 2000).

utilizada no modelo BLN1 (Wales, 2016a; Miller and Wales, 1999; Brown, Fawzi, and

Head-Gordon, 2003). Após o escalamento das coordenadas destes sistemas, foi feita uma

otimização local com o GMIN de modo a convergir para a estrutura correspondente ao mí-

nimo local mais próximo. Manipulações de parâmetros associados aos ângulos diedros

por exemplo, como referido anteriormente no capítulo 2, ajudaram a diminuir a diferença

entre a estrutura do mínimo local e a estrutura original do PDB. Em estudos semelhantes,

Sorenson e Head-gordon (Sorenson and Head-Gordon, 2000) apresentaram semelhanças

entre a estrutura da proteína L caracterizada com o modelo BLN e a determinada exper-

imentalmente por ressonância magnética nuclear (RMN); a figura 3.1 mostra o modelo

BLN (fig. 3.1a)) e a estrutura da proteína L obtida em estudos experimentais com RMN

(fig. 3.1b)) apresentados por estes autores.

Feita a modelação dos sistemas baseados nas estruturas escaladas procurou-se interligá-

los com estas (com a utilização do OPTIM), para tal foram utilizadas as coordenadas

escaladas no ficheiro "finish" e as dos mínimos modelados no "odata" (ficheiros de en-

trada do programa OPTIM), o que permitiu obter nos dados de “output” as energias

correspondentes a cada um deles. Estas foram utilizadas como referência (energias uti-

lizadas como parâmetro na chaves "TARGET" no ficheiro "data", ficheiro de entrada do

GMIN) para fazer otimizações globais com o GMIM e permitir que essas parassem uma vez

1A diferença de escalas foi observada por comparação das distâncias entre os resíduos interligados nas
geometrias provenientes do PDB e dos resíduos interligados no modelo BLN. Os resíduos interligados no
modelo BLN se separam por uma distância de 1 σ.
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encontrados os mínimos pretendidos.

3.1 Proteína 1L2Y

A proteína 1L2Y foi o menor sistema estudado, contendo uma sequência de 20 resíduos

que se enrolam para formar um dos domínios estruturais mais simples - domínio "trp-

cage" (Neidigh, Fesinmeyer, and Andersen, 2002). O domínio “trp-cage” pode ser ob-

servado em proteínas simples como a 2JOF (fig. 3.2a) e ciclos “trp-cage” (por exemplo o

ciclo “trp-cage” 2LL5 - fig. 3.2b)). Este domínio pode ser também observado em sistemas

globulares. Por exemplo, os ciclos “trp-cage” podem ser observados em cristais monoclí-

nicos formados na proteína globular 3UC7 (fig. 3.2c)). Nesta proteína 6 ciclos “trp-cage”

agregam-se para forma o cristal.

              

FIGURA 3.2: Estruturas das proteinas 2JOF (a), 2LL5 (b) e 3UC7 (c).

3.1.1 Parametrização do modelo BLN para a proteína 1L2Y

O sistema com o domínio estrutural “trp-cage” foi modelado com base nos dados das

estruturas primárias e secundárias apresentados na tabela 3.1. Nesta tabela são apre-

sentadas as estruturas primárias e secundárias provenientes do PDB e as resultantes do

nosso mapeamento ao modelo de resíduos BLN. O mapeamento dos aminoácidos para

o modelo de resíduos BLN do sistema 1L2Y e para os outros sistemas estudados foi feito

com base nos dados apresentados na tabela 2.1 no capítulo 2, página 14. A sequência
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TABELA 3.1: Estrutura primária e secundária do PDB e resultantes do ma-
peamento para o modelo de resíduos BLN da proteína 1L2Y.

Tipo de estrutura Sequência

Estrutura primária do PDB NLYIQWLKDG GPSSGRPPPS
Estrutura secundária do PDB HHHHHHHTT GGGGT
Estrutura primária no modelo BLN LBBBLBBLLNNNNNNLNNNN
Estrutura secundária no modelo BLN THHHHHHHXaTTTTTTTT

aA conformação X corresponde ao E do nosso método HET[X] (para o qual os valores dos parâmetros de
torção dos ângulos diedros foram alterados.

da estrutura secundária (sequência composta pelas conformações em hélices (H), em do-

bras (T) e estendidas (E)) do sistema 1L2Y foi montada com base na estrutura secundária

fornecida pelo PDB e melhorada com a utilização do mapeamento manual e por utiliza-

ção do método HET[X].

Foram tidos como padrão os parâmetros do potencial de torção de ângulos diedros e de

pares de resíduos não ligados por ligações peptídicas utilizados para dobragens mistas

tratados no capítulo 2 nas tabelas 2.7 e 2.8.

                                               

FIGURA 3.3: Estrutura da proteina 1L2Y visualizada no PDB. Distinguem-
se da esquerda a direita uma estrutura secundária hélice-α (em cor rosa),
uma hélice-3/10 (em cor roxa) e conformações não atribuídas (em cor
branca) (Anderson and Rost, 2009).

Como referido, a caracterização do sistema 1L2Y foi feita com base nas coordenadas es-

caladas da estrutura obtida experimentalmente e apresentada no PDB. Na figura 3.3 é

apresentada a estrutura da proteína 1L2Y visualizada a partir do PDB.
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TABELA 3.2: Parâmetros para o potencial de torção dos ângulos diedros
utilizados para modelação da proteína 1L2Y. Os valores dos parâmetros A,
B, C e D utilizados para a conformação E (X) têm um efeito sobre o quarteto
de resíduos 9-12 (no modelo da proteína 1L2Y).

Tipo de conformação A B C D

H 0.0 1.2 1.2 1.2
X 0.0 1.2 0.0 0.0
T 0.0 0.0 0.2 0.0

Na tabela 3.2 são apresentados os parâmetros de torção de ângulos dietros utilizados.

Alterações dos parâmetros das conformações estendidas, aqui referidas como X, foram

efetuadas recorrendo à análise dos perfis de energia potencial apresentados na figura 3.4.

  

                      

FIGURA 3.4: Ângulos diedros formados para cada conjunto de quatro resí-
duos na proteína 1L2Y: manipulações dos valores dos parâmetros A, B, C
e D das conformações H (a)), E (b)) e T (c)) (gráficos criados com base na
expressão do potencial BLN para a parte que controla os ângulos diedros).

Os gráficos apresentados na figura 3.4 mostram o efeito dos valores dos parâmetros A,

B, C e D, da eq. (2.1) sobre as conformações H, E (X) e T adotadas para cada quarteto de

resíduos no sistema 1L2Y. Para a conformação em hélice há uma tendência de formação
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de ângulos diedros de 60o, 180o ou 300o (fig. 3.4a)). Os ângulos diedros que podem ser

adotados pela conformação em hélice apresentam vários mínimos, sendo o de 60o o mais

estável. A figura 3.4b) mostra uma tendência de formação de ângulos diedros de 0o ou

de 360o para a conformação estendida (E (X)). Nota-se que, neste caso, X corresponde a

uma conformação, a qual tem um efeito direto sobre o quarteto de resíduos 9-12. Por

outro lado as conformações em dobra apresentam as mesmas tendências de formação de

ângulos diedros apresentadas para as hélices, porém, com mínimos com energias iguais

e mais baixas (fig. 3.4c)).

O mínimo modelado obtido para a proteína 1L2Y é apresentado na figura 3.5a) (mínimo

com a energia 12.912648). Utilizando do método HET, original, obteve-se a estrutura

apresentada na figura 3.5b) com energia igual a 18.4244532. Nesta última pode-se visu-

alizar um claro afastamento da parte neutra correspondente aos resíduos 17-20 por efeitos

de repulsão com a parte hidrofóbica da hélice-α. O método HET[X] permitiu assim en-

contrar uma melhor aproximação à estrutura escalada proveniente do PDB. Porém, com

a utilização deste método houve alguma distorção na hélice-α.

        

                                               

FIGURA 3.5: Modelos BLN obtidos para a proteína 1L2Y: a) usando o
método HET[X]; b) com o método HET. Os resíduos (9-12) do ângulo
diedro afetado pelo X do método HET[X] estão numerados em ordem cres-
cente em amarelo na fig. (b). Os resíduos neutros 17-20 (numerado em
vermelho) são repelidos pelos resíduos hidrofóbicos presentes na hélice-α.

2As estruturas apresentados na figura 3.5 foram obtidas por otimização local.
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3.1.2 Resultados referentes à paisagem energética da proteína 1L2Y

Uma vez estabelecido o modelo para a proteína 1L2Y, gerou-se o gráfico de conectividade

apresentado na figura 3.6, onde o mínimo modelado (mínimo 2) foi conectado ao mínimo

correspondente a energia 12.484355 (mínimo 1) na otimização com o PATHSAMPLE. Por

sua vez estes mínimos ligam-se ao 3 com valor de energia 12.674485. Comparando os va-

lores das energias destes três mínimos locais gerados, se verificam poucas diferenças en-

tre eles relativamente aos demais sistemas estudados, o que é refletido no desvio padrão

0.214595 (desvio padrão obtido para os três mínimos de energia referidos). Este grá-

fico de conectividade mostra alguma facilidade de transição do mínimo modelado para

o mínimo 1, uma vez que há uma barreira energética baixa (TS, com valor de energia

12.928326) que os separa. Esta tendência pode ser também observada caso o sentido da

isomerização seja para o mínimo 3, pelo facto da barreira que o separa dos demais tam-

bém não ser muito alta.

                                

FIGURA 3.6: Gráfico de conectividade obtido para o mínimo modelado da
proteína 1L2Y: mínimo modelado (2); mínimo a ele com o PATHSAMPLE
(1); mínimo resultante da conectividade entre o 2 e o 1 (3). As estruturas
apresentadas para cada um dos mínimos foram reproduzidas com o VMD.
O espaçamento de energia utilizado foi de 0.2ε.
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Poucas diferenças de energia foram também observadas para o gráfico de conectivi-

dade expandido com 50 ciclos (gráfico apresentado na figura 3.7), porém, neste se veri-

fica maiores frustrações estruturais (mínimos de pouca energia separados por barreiras

energéticas altas). Neste gráfico de conectividade podem ser observadas essencialmente

duas bacias de atração, numa das quais se encontram os mínimos observados no gráfico

de conectividade anterior mais o mínimo com energia 12.677977 (mínimo 236) e, outra

onde observam-se os mínimos de valores de energias 12.434109, 12.240553, 12.079013,

11.892286, 11.957609 e 11.730815 representados pelos números 279, 346, 294, 295, 237 e

278, respetivamente. O desvio padrão 0.390088 obtido para os mínimos apresentados no

gráfico 3.7 comprova que estes apresentam poucas diferenças de energias. Neste gráfico

notam-se duas barreiras energéticas altas que passam pelos estados de transição TS1 e

TS2, os quais pressupõem algumas dificuldades de relaxação nas transições em que é

necessário passar por estes pontos.

 

FIGURA 3.7: Gráfico de conectividade expandindo com 50 ciclos. O es-
paçamento de energia utilizado foi de 0.2ε.

As tendências acima referidas (mínimos com poucas diferenças de energias e surgimento

de barreiras energéticas altas) são observadas na maioria dos mínimos no gráfico de

conectividade expandido e melhorado com 500 ciclos (figura 3.9), no qual visualizam-

se alguns mínimos com energias bem mais profundas, no caso, o mínimo global com

valor de energia 9.694151 (mínimo 4810), o de energia 10.015942 (mínimo 1281) e poucos
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outros.

Segundo Wales e colaboradores (Miller and Wales, 1999; Wales, 2004) o padrão exibido

pela bacia de atração em que se encontra o mínimo modelado apresenta relaxações não

muito eficientes para o mínimo global, a qual denominou de "banyan tree" pelo facto da

diferença de energia entre os mínimos ser inferior à barreira energética que os separa. No

gráfico apresentado na figura 3.9 observa-se claramente o padrão de "banyan tree" asso-

ciado a zona em que se encontra o mínimo modelado (zona marcada com um contorno

esverdeado) o que nos dá uma ideia clara da frustração estrutural que pode ser apresen-

tada pelo sistema 1L2Y. A zona em que se encontra o mínimo modelado é enfatizada na

figura 3.9.

 

FIGURA 3.8: Gráfico de conectividade expandindo com 500 ciclos: mínimo
1 e 2 estão marcados por um contorno esverdeado; O mínimo modelado
(mínimo 2) se encontra num conjunto de mínimos com energias muito
próximas, os quais dão uma ideia da frustração estrutural que pode ser
apresentada pelo sistema 1L2Y; para este sistema não se verificou muitas
semelhanças estruturais entre o mínimo global encontrado (mínimo 4810)
e o modelado. Neste gráfico foram conectados um total de 434 mínimos e
3609 estados de transição. Foi utilizado um espaçamento de 0.2ε.
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De forma geral o gráfico expandido para 500 ciclos mostra que apesar das barreiras baixas

observadas nos gráficos anteriores, existem grandes frustrações geométricas associadas

a transição dos vários isómeros ao mínimo global. Estes aspetos nos dão uma ideia do

paradoxo de Levinthal associado a este sistema, uma vez que podem haver caminhos de

conectividade diferentes e tempos distintos para encontrar o mínimo global, tendo em

conta os vários perfis energéticos dos mínimos conectados (mais adiante no fim deste

capítulo são apresentados os tempos médios obtidos (MFETs) para encontrar o mínimo

global deste e dos demais sistemas estudados para várias otimizações com o GMIN).

 

FIGURA 3.9: Gráfico de conectividade expandindo com 500 ciclos com ên-
fase à zona em que se encontra o mínimo modelado e o mínimo 1 (zona
marcada com contorno verde na bacia de atração B1). Para além do mí-
nimo modelado notam-se vários mínimos com o padrão "banyan tree", a
maior parte deles presentes na bacia de atração B2.
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3.2 Proteína 2MWE

A proteína 2MWE apresenta um domínio estrutural do tipo "ww-domain", o qual contém

basicamente três folhas-β dispostas antiparalelamente (Serpell, 2000; Brown, Fawzi, and

Head-Gordon, 2003). O motivo “ww-domain” é observado em várias proteínas simples,

tais como a 5AHT (fig. 3.10a) e a 2N8S(fig. 3.10b), e em proteínas mais complexas como

a 2LTY (fig. 3.10c) e a 1TK7 (fig. 3.10d).

 

FIGURA 3.10: Estruturas das proteinas 5AHT (a), 2N8S (b), 2LTY (c) e 1TK7
(d).

3.2.1 Parametrização do modelo BLN para a proteína 2MWE

Como referido anteriormente, no processo de caracterização do sistema 2MWE partiu-se

de igual modo de informações provenientes do PDB (sequência de aminoácidos, estru-

tura secundária e coordenadas escaladas).
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TABELA 3.3: Estrutura primária e secundária do PDB e resultantes do ma-
peamento para o modelo de resíduos BLN da a proteína 2MWE.

Tipo de estrutura Sequência

Estrutura primária do PDB SEWTERKTAD GKTYYYNNRT AESTWEKP

Estrutura secundária do PDB SEEEEETT TEEEEEETTT TEEE S

Estrutura primária no modelo BLN NLBLLLLLBLNLLBBBLLLLBLNLBLLN

Estrutura secundária no modelo BLNa TTTEEEEHHHTTEEEEEETTHTEEE

Estrutura secundária no modelo BLNb TTTEEEETTTTTEEEEETTTTTEEE

aMapeamento manual.
bMapeamento utilizando o método de Porter.

Na tabela 3.3 são apresentadas as estruturas primária e secundária provenientes do PDB

e as resultantes do processo de mapeamento para o sistema de resíduos BLN. Para este

sistema obteve-se melhores resultados (maiores semelhanças com o sistema PDB) para

o mapeamento da estrutura secundária utilizando o método de Porter e o mapeamento

manual. O modelo final utilizado para este sistema foi o modelado com o método de ma-

peamento manual; na figura 3.11 é apresentada estrutura da proteína 2MWE visualizada

no PDB.

                                                            

FIGURA 3.11: Proteina 2MWE: Estrutura visualizada no PDB (as três
folhas-β são apresentadas em amarelo).

Na figura 3.12 são apresentadas as conformações adotadas pelos ângulos diedros, em

função de dos valores dos parâmetros A, B, C e D apresentados na tabela 3.4 para as es-

truturas H, E e T na proteína 2MWE. Para este sistema foram necessárias alterações dos
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FIGURA 3.12: Ângulos diedros formados para cada conjunto de quatro
resíduos na proteína 2MWE por manipulações dos valores dos parâmetros
A, B, C e D das conformações E (a)) e T (B)).

TABELA 3.4: Parâmetros para o potencial de torção dos ângulos diedros
utilizados para modelação da proteína 2MWE.

Tipo de conformação A B C D

H 0.0 1.2 1.2 1.2
E 0.9 0.0 1.2 0.0
T 0.0 0.0 0.3 0.0

parâmetros A (das conformações estendidas) e C (das conformações em dobra). Para as

estruturas secundárias em hélices, foram utilizados os valores dos parâmetros utilizados

no exemplo anterior, para os quais há maior tendência de formação de ângulos diedros

de 60o. No caso das conformações estendidas e em dobras, predominaram os ângulos

diedros de 180o (mínimo de menor energia na fig. 3.12a)) e, 60o, 180o e 300o (correspon-

dentes aos três mínimos na fig. 3.12b)), respetivamente. As tendências conformacionais

em dobra (com facilidade de dobrar para os ângulos diedros de 60o, 180o e 300o) do

sistema 2MWE, em função do valor do parâmetro C=0.3 adotado, tendem a apresentar

maior rigidez em relação às dos demais sistemas, o que é patente nos mínimos de energia

mais profundos observados na figura 3.12b).

Para os pares de resíduos não ligados por ligações peptídicas foram usados os valores

dos parâmetros utilizados em dobragens mistas apresentados no capítulo anterior.

Na figura 3.13 são apresentados os modelos finais obtidos para a proteína 2MWE resul-

tantes do mapeamento manual (fig. 3.13a)) e do mapeamento com método de Porter (fig.
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3.13b)), para os quais é possível notar algumas semelhanças relativamente a estrutura

escalada proveniente do PDB (ver a figura 3.11).

                                                                                                                                                                                           

FIGURA 3.13: Estruturas modeladas para a proteína 2MWE: mapeamento
manual (a)) e método de Porter (b)).

3.2.2 Resultados referentes à paisagem energética da proteína 2MWE

As diferenças de energia apresentadas pelos mínimos da proteína 2MWE foram maiores,

relativamente ao sistema 1L2Y, como pode ser observado no gráfico de conectividade

obtido para este sistema (ver a figura 3.14).

                                               

FIGURA 3.14: Gráfico de conectividade obtido para o mínimo modelado
da proteina 2MWE: a estrutura do mínimo modelado (2) e estrutura do
mínimo a ele conectado com o PATHSAMPLE (1) estão marcadas por um
contorno verde. As demais estruturas geradas então representadas pelos
números 3, 4, 6 e 7, das quais a 6 apresenta maior barreira energética ao
ligar-se ao mínimo mais baixo. Foi utilizado o espaçamento de energia de
0.2ε.



Capítulo 3. Discussão e análise de resultados 41

Neste gráfico o mínimo modelado, com o valor de energia 20.194729 (mínimo 2, marcado

com contorno esverdeado) e, o a ele conectado com o PATHSAMPLE, com valor de ener-

gia 18.262078 (mínimo 1, também marcado com contorno esverdeado), apresentam uma

diferença de energia claramente superior em relação a apresentada pelo sistema 1L2Y

visto no ponto anterior (secção 3.1, fig. 3.6) e barreiras energéticas relativamente baixas.

Apesar da “armadilha” energética (barreira energética alta) apresentada pelo mínimo de

energia 19.183436 (mínimo 6), nota-se uma tendência de relaxação mais ou menos efi-

ciente para o mínimo mais baixo, no caso o mínimo com energia 17.920067 (mínimo 3).

Calculando o desvio padrão de todas energias salientadas a vermelho presentes na bacia

de atração dos mínimos conectados com o PATHSAMPLE (mínimo 2 e 1), obteve-se o

valor 0.96817 que, nos dá uma ideia da separação energética entre elas e enfatiza relaxa-

ções eficientes para o mínimo mais baixo (os mínimos representados pelos números 4 e

7, correspondem as energias 20.264931 e 18.917402, respetivamente).

No gráfico de conectividade expandido para 500 ciclos, ilustrado na figura 3.15, observa-

se melhor o padrão dos mínimos gerados relativamente a um novo mínimo mais baixo

encontrado, sendo este ainda mais profundo que o obtido no gráfico de conectividade

anterior. Deste modo há uma maior diferença de energia deste mínimo em relação ao

mínimo modelado e barreiras não muito altas que pode implicar maior facilidade de

relaxação. Porém, apesar do mínimo modelado não apresentar uma barreira energética

muito alta ao relaxar para o mais baixo (mínimo global, com o valor de energia 12.073546 -

mínimo correspondente ao número 3369 no gráfico de conetividade expandido) (padrão

que Wales denominou por "folha de palmeira" (Wales, 2004), no qual há uma relaxação

mais eficiente para o mínimo global ), existem muitos mínimos com energias não muito

distantes deste e, com barreiras altas, o que Wales chamou de "folhas de salgueiros" (Wales,

2004), os quais podem constituir alguma "frustração" estrutural.

Apesar das "frustrações" estruturais observadas, o gráfico de conectividade expandido

com 500 ciclos obtido para o referente sistema, apresenta padrões que sugerem maior

eficiência de relaxação do mínimo modelado para o mínimo global do que no sistema

1L2Y.
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FIGURA 3.15: Gráfico de conectividade da proteína 2MWE expandindo
com 500 ciclos. Apesar da diferença energética entre o mínimo modelado
(2) e o global (3369) as suas estruturas são muito parecidas contrariamente
ao verificado no sistema 1L2Y. Para este sistema foram conectados um total
de 551 mínimos e 6016 estados de transição. Foi utilizado o espaçamento
de energia de 0.2ε.

3.3 Proteína 1WY3

O motivo vilina faz parte das microvilosidades do citoesqueleto em eucariotas superiores

e inferiores, o qual está envolvido em várias funções associadas a mobilidade e contração

(Friederich et al., 1999). Este motivo pode ser encontrado nas proteínas simples como a

3MYC (fig. 3.16a)), a 2RJX (fig. 3.16b)) e a 2K6N (fig. 3.16c)) ou nos sistemas globulares

5I1O (fig. 3.16d)) e 5I1S (fig. 3.16e)).
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FIGURA 3.16: Estruturas das proteinas 3MYC (a), 2RJX (b), 2K6N (c), 5I1O
(d) e 5I1S (e).

3.3.1 Parametrização do modelo BLN para a proteína 1WY3

TABELA 3.5: Estrutura primária e secundária do PDB e resultantes do ma-
peamento para o modelo de resíduos BLN da proteína 1WY3

Tipo de estrutura Sequência

Est. primária do PDB LSDEDFKAVF GMTRSAFANL PLWLQQHLKK EKGLF
Est. secundária do PDB HHHHHHHH SSHHHHHHS HHHHHHHHH HHT
Est. primária (modelo BLN) BNLLLBLBBBNBLLNBBBLBNBBBLLLBLLLLNBB
Est. sec. (mod. BLN/mét. HET[X]) TTHHHHHHHHHHXaHHHHHHHHHHTTHHHHHHH

aA conformação X corresponde ao E do método HET[X], o qual torce o ângulo diedro dos resíduos 13-16.

A sequência primária e a secundária do PDB que serviram de base para modelação da

proteína 1WY3 e as mapeadas para o sistemas de resíduos BLN são apresentadas na

tabela 3.5. Para a construção da estrutura secundária foram utilizadas, de forma combi-

nada, as diferentes estratégias anteriormente referidas, de forma análoga ao estudo feito

para o sistema 1L2Y, com ênfase ao mapeamento manual. Para este sistema também foi

utilizado o método HET[X]. Uma vez que não há estruturas estendidas neste sistema,

a conformação E correspondeu ao nosso X. Alterações dos valores dos parâmetros do

nosso X foram feitas de modo a torcer o nosso sistema, procurando proporcionar o afas-

tamento duma das hélices-α para a frente do plano, procedimento semelhante ao feito

para o sistema 1L2Y.

Tal como nos dois sistemas referidos nos pontos anteriores (secções 3.1 e 3.2), para este
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FIGURA 3.17: Proteina 1WY3: Estrutura visualizada no PDB. As 3 hélices-
α do motivo vilina estão marcadas em tom rosa e em branco as partes não
atribuídas.

sistema partiu-se das coordenadas escaladas de modo a minimizar os cálculos para

obtenção do mínimo modelado; na figura 3.17 é apresentada a estrutura da proteína

1WY3 visualizada pelo PDB.

TABELA 3.6: Parâmetros para o potencial de torção dos ângulos diedros
utilizados para modelação da proteína 1WY3.

Tipo de conformação A B C D

H 0.0 1.2 1.2 1.2
E 0.8 0.0 0.1 0.0
T 0.0 0.0 0.2 0.0

TABELA 3.7: Parâmetros para o potencial das interações entre pares de
resíduos não ligados por ligações peptídicas utilizados na modelação da
proteína 1WY3.

Tipo de interação Parâmetros utilizados

BB S12=0.3 S6=−0.3
LL ou LB S12=0.93333333333333 S6= 1

3
NN, NB ou NL S12=1 S6=0

O sistema 1WY3 foi difícil de modelar devido (em grande parte) ao colapso hidrofóbico

apresentado pelos resíduos 12, 16, 17 e 18. Para suavizar este efeito foram utilizados

valores mais pequenos para o parâmetro de contacto hidrofóbico (BB) e aumentou-se a

repulsão entre os resíduos hidrofílicos (repulsão apresentada pelas interações LL e LB) de

modo a ter-se maior afastamento entre os resíduos 13 e 19 presentes na zona de colapso

referida. Não foram possíveis maiores afastamentos pelo facto destes parâmetros não

estarem associados apenas a alguns resíduos específicos, mas a todos de um determinado
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FIGURA 3.18: Ângulo diedro formado para o conjunto de quatro resíduos
afetados pelo X do método HET[X] na proteína 1WY3.

tipo, o que levaria à destruição das outras estruturas secundárias obtidas; nas tabelas 3.6

e 3.7 são apresentados os valores dos parâmetros do potencial de torção dos ângulos

diedros e pares de resíduos não ligados por ligações peptídicas (para os quais aumentou-

se o valor de S12 para os resíduos LL ou LB e diminuiu-se os valores de S12 e S6 para os

resíduos BB) utilizados na modelação da proteína 1WY3.

                                                    

FIGURA 3.19: Estruturas modeladas para a proteína 1WY3: estrutura
obtida tendo como parâmetros padrão os utilizados em dobragens mis-
tas (a)) (apresentados no capítulo 2) e a gerada por alteração destes, de
modo a aumentar a repulsão do resíduos 13 e 19 e, diminuir a atração do
12, 16, 17 e 18, (b)) (a zona apontada pela seta vermelha na estrutura (a))
não corresponde a uma ligação e sim a aproximação no espaço entre 13 e
19, causada pelo colapso hidrofóbico).

Os valores dos parâmetros do X (E) do método HET[X] representam uma tendência de

torção de 180o para o ângulo diedro formado pelos resíduos 13-16 (resíduos do ângulo

diedro afetados pelo X do método HET[X]) de acordo com o gráfico apresentado na figura
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3.18. As tendências de formação de ângulos diedros das conformações H e T para este

sistema foram as mesmas apresentadas pelo 1L2Y.

Na figura 3.19 é apresentada a estrutura obtida com a utilização dos valores dos parâ-

metros S12 e S6 padrão (fig. 3.19a), na qual observa-se maior atração entre os resíduos

hidrofóbicos 12, 16, 17 e 18 (estrutura correspondente ao valor de energia 40.573150) e, a

melhorada por alteração destes (fig. 3.19b) (estrutura correspondente ao valor de energia

53.703798)3. A estrutura apresentada na figura 3.19b assemelha-se mais ao modelo ex-

perimental descrito no PDB para a proteína 1WY3, por haver espaçamento ligeiramente

maior entre os resíduos 12, 16, 17 e 18 (pela diminuição da atração dos resíduos hidrofóbi-

cos) e entre os resíduos 13 e 19 (por aumento da repulsão entre os resíduos hidrofílicos).

3.3.2 Resultados referentes à paisagem energética para proteína 1WY3

O gráfico de conectividade obtido para a conexão do mínimo obtido por otimização lo-

cal a partir da estrutura PDB escalada reflete uma relaxação eficiente deste aos mínimos

mais baixos, pela clara diferença energética e baixa barreira que passa por TS observada

(padrão "folha de palmeira").

Na figura 3.20 é apresentado o gráfico de conectividade obtido para o sistema 1WY3,

onde o sistema modelado corresponde ao mínimo 2, o qual foi conectado com o PATH-

SAMPLE ao mínimo com energia 51.465087 (mínimo 1). Ambos os mínimos (mínimo 2 e

1) estão marcados por um contorno verde.

Analisando os caminhos de conectividade apresentados na figura 3.20, é um pouco difí-

cil saber qual o padrão predominante, se "folha de palmeira", "folha de salgueiro" ou

"banyan tree". Por exemplo, apesar do mínimo modelado apresentar uma baixa bar-

reira e grande diferença energética face à estrutura de menor energia (padrão "folha de

palmeira"), este e o mínimo de energia 53.953518 (mínimo 4) apresentam pouca diferença

de energia e a barreira que os separa reflete o padrão "banyan tree"; por outro lado, o

mínimo 1 e o de energia 51.148624190256157 (mínimo 3) apresentam uma ligeira dife-

rença de energia e uma barreira energética que pressupõe o padrão "folha de salgueiro".

3Estrutura final utilizada.
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FIGURA 3.20: Gráfico de conectividade obtido para o mínimo modelado
para a proteína 1WY3: As estruturas correspondentes ao mínimo mode-
lado (2) e o mínimo a ele conectado (1) com o PATHSAMPLE estão marca-
dos por um contorno esverdeado. O mínimo modelado liga-se aos demais
passando por um TS não muito alto. O espaçamento de energia utilizado
foi de 0.2ε.

Pelo desvio padrão 1.308379 associado as energias apresentadas, dá para ter uma ideia

das diferenças entre elas em relação aos sistemas apresentados nas secções anteriores

(sistema 1L2Y e 2MWE), as quais são relativamente altas.

Porém a eficiência de relaxação do sistema modelado para os mínimos mais baixos é

mais facilmente visualizada por análise dos gráficos de conectividade expandidos com o

PATHSAMPLE.

O mínimo modelado e os demais observados no gráfico de conectividade anterior estão

conectados a mínimos ainda mais profundos como se pode observar no gráfico de conec-

tividade expandido para 500 ciclos na figura 3.21, dos quais estão separados por barreiras

energéticas bem mais altas. Os padrões observados nestas novas conexões assemelham-

se de forma geral a "salgueiros", ou seja, mínimos próximos ao mais baixo separados por

barreiras relativamente altas. Estes aspetos enfatizam uma relaxação menos eficaz do sis-

tema modelado ao mínimo mais baixo (mínimo de energia 46.673145, correspondente ao

número 7108 no gráfico de conectividade expandido), uma vez que as barreiras de ener-

gia altas podem constituir "armadilhas" energéticas que podem dificultar a isomerização
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FIGURA 3.21: Gráfico de conectividade da proteína 1WY3 expandindo
com 500 ciclos. Para este sistema não se verificou muitas semelhanças
entre a estrutura e energética do mínimo modelado (2) em relação a dos
mínimos de energia mais baixa (mínimo 7108, 10424, etc.). Neste gráfico
foram conectados um total de 248 mínimos e 6777 estados de transição. O
espaçamento de energia utilizado foi de 0.2ε.

(por exemplo as barreiras associadas aos mínimos 4925, 10424 e 6772). Porém nota-se

a existência de alguns mínimos com energias bem mais altas que a do mínimo global

(padrão "folha de palmeira"), para os quais esperam-se relaxações mais eficientes.

Relacionando os dois gráficos de conectividade obtidos para a proteína 1WY3 pode-se

verificar que existe alguma facilidade de relaxação do sistema modelado para o mínimo

a ele conectado com o PATHSAMPLE, porém a complexidade do mecanismo de isomer-

ização aumenta à medida que nos deslocamos para estruturas com energias mais baixas.
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3.4 Proteína com quatro hélices-α

Segundo Guo e Thrirumalai (Guo and Thirumalai, 1996) o domínio estrutural apresen-

tado pela proteína com quatro hélices-α é bastante abundante na dobragem de várias

proteínas4. Este domínio estrutural é observado nas proteínas simples 3U3B (fig, 3.22a)),

2LSE (fig, 3.22b)) (compostas por uma unidade funcional), 3TOL (fig, 3.22c)) e 5FJD (fig,

3.22d)) (compostas por duas unidades funcionais), como também em proteínas globu-

lares bem mais complexas (compostas por agregados de várias proteínas com quatro

hélices-α), por exemplo, a 4ZLW (fig, 3.22e)) e a 4ZKH (fig, 3.22f)).

 

FIGURA 3.22: Estruturas das proteínas 3U3B (a), 2LSE (b), 3TOL (c), 5FJD
(d), 4ZLW (e) e 4ZKH (f).

3.4.1 Parametrização do modelo BLN para a Proteína com quatro hélices-α

O sistema da proteína com quatro hélices-α foi relativamente mais simples de mode-

lar em relação aos anteriores, sendo o mapeamento da sequência de aminoácidos e a

construção da estrutura secundária feitos com base em dados prévios apresentados por

Guo e Thrirumalai (Guo and Thirumalai, 1996); na tabela 3.8 é apresentada a estrutura

primária e secundária utilizadas na modelação da proteína com quatro hélices-α.

4As quatro hélices-α desta proteína se apresentam empacotadas na sua estrutura nativa.
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TABELA 3.8: Estrutura primária e secundária do PDB e resultantes do ma-
peamento para o modelo de resíduos BLN da proteína de quatro hélices-α.

Tipo de estrutura Sequência

Est. primária (modelo BLN) LLBLLBBLLBLLBBLLNNNLLBLLBBLLBLLBBLLNN

NLLBLLBBLLBLLBBLLNNNLLBLLBBLLBLLBBLL

Est. secundária (modelo BLN) HHHHHHHHHHHHHHTTTTTTTHHHHHHHHHHHHT

TTTTTTHHHHHHHHHHHHTTTTTTTHHHHHHHHHHH

Para modelação do sistema da proteína com quatro hélices-α foram utilizados os parâ-

metros das tabelas 2.7 e 2.8 propostos por Guo e Thrirumalai, apresentados no capítulo

2.

                                               

FIGURA 3.23: Mínimos de energia dos ângulos diedros das conformações
H e E na proteína com quatro hélices-α.

As influências do potencial de torção dos ângulos diedros em função dos valores dos

parâmetros A, B, C e D (A = 0; B=C=D=1.6) sobre as conformações H e E são apresentas na

figura 3.23, para as quais o mínimo mais estável corresponde a um ângulo diedro de 60o.

Para as conformações em dobra utilizou-se os parâmetros usados para os sistemas 1L2Y

e 1WY3. A tendência de formação de ângulos diedros com 60o para as conformações H

e E da proteína com quatro hélices-α é mais estável que a correspondente nos sistemas

anteriormente analisados, pelo valor de energia mais profundo apresentado pelo mínimo

mais baixo (ver a figura 3.23).
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O processo de otimização global deste sistema foi feito partindo de coordenadas

aleatórias5, para o qual se obteve um mínimo com o valor de energia 31.602812; na figura

3.24 são apresentadas a estrutura do mínimo obtido por otimização global feita com o

GMIN (3.24a)) e a estrutura correspondente ao estado nativo do sistema da proteína de

quatro hélices-α proposta por Guo e Thrirumalai (3.24b)), para as quais se observam bas-

tantes semelhanças.

                                               

FIGURA 3.24: Estrutura modelada para a proteína com quatro hélices-α
(a)) e sistema proposto por Guo e Thrirumalai (b)).

3.4.2 Resultados referentes à paisagem energética para Proteína com quatro

hélices-α

Para o mínimo modelado da proteína com quatro hélices-α verificaram-se diversos

padrões (energias próximas separadas por barreiras pequenas, diferenças de energias

grandes separadas por barreiras pequenas, diferenças de energias relativamente peque-

nas e grandes barreiras, etc.). Porém por análise do gráfico de conectividade obtido para

este sistema (gráfico apresentado na figura 3.25) observa-se que o mínimo modelado

(mínimo com o valor de energia 31.602812, correspondente ao número 21 no gráfico)

pode apresentar uma relaxação não muito eficiente para o mínimo a ele conectado com o

PATHSAMPLE (mínimo com o valor de energia 31.654112, correspondente ao número 17

no gráfico), devido a barreira energética alta que os separa, apesar da pequena diferença

de energia entre eles.

5No processo de otimização global deste sistema não partiu-se de coordenadas escaladas do PDB.
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FIGURA 3.25: Gráfico de conectividade obtido para o mínimo modelado
para a proteína com quatro hélices-α: o mínimo modelado (21) e o mí-
nimo a ele conectado com o PATHSAMPLE (17) estão marcados por um
contorno em tom verde. O espaçamento de energia utilizado foi de 0.2ε.

O valor 0.306726 para o desvio padrão das energias observadas no gráfico de conectivi-

dade apresentado na figura 3.25 (excluindo os mínimos de energias 36.376142 e 32.459288

representados pelos números 3 e 4), comprova que pode haver alguma dificuldade de

transição do mínimo modelado para o isómero pretendido (por exemplo para o mínimo

17) face às barreiras energéticas altas. Os mínimos com os números 5, 16, 18, 19 e 20

(apresentados na figura 3.25), correspondem as energias 32.184564, 32.099925, 32.376229,

32.203473 e 32.290294, respetivamente.

Um dos aspetos interessantes a referir é o facto de para o sistema da proteína de quatro

hélices-α não haver grandes variações estruturais entre os mínimos interligados quando

comparado com os sistemas analisados nas secções anteriores.

O padrão predominante adotado pelos mínimos da proteína com quatro hélices-α re-

lativamente ao mínimo global (padrão que combina "folhas de palmeira" e "folhas de
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salgueiro) pode ser logo observado no gráfico de conectividade expandido para 50 ciclos

apresentado na figura 3.26. Embora se possam ver um número relativamente grande de

bacias do tipo “palmeira”, o mínimo modelado, o mínimo a ele conectado na otimização

com o PATHSAMPLE, e alguns outros, as suas bacias de atração assemelham-se a “folhas

de salgueiro”.

                                                 

FIGURA 3.26: Gráfico de conectividade da proteína com quatro hélices-α
expandindo com 50 ciclos. O espaçamento de energia utilizado foi de 0.2ε.

Outro aspeto que pode ser observado é o facto de para este sistema o mínimo modelado

não se distanciar muito em termos energéticos e estruturais do mínimo global encontrado

(mínimo com valor de energia 31.336770, representado pelo número 6), o que, em função

da barreira energética que os separa, enfatiza a sua estabilidade quando comparado com

os demais sistemas estudados.

O padrão “folhas de palmeira” é enfatizado no gráfico de conetividade expandido para

500 ciclos, apresentado na figura 3.27, onde se pode visualizar o mínimo global eviden-

ciado em relação aos outros mínimos, o que pressupõe relaxamentos mais eficazes para

a estrutura nativa. Porém, de forma análoga ao sistema visto no ponto anterior (sistema

1WY3, cujo padrão do gráfico de conectividade expandido apresenta "folhas de palmeira"

bem como "folhas de salgueiro"), é necessário não esquecer que existem também vários
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mínimos com barreiras altas que podem constituir “armadilhas” energéticas e levar a

tempos de relaxação mais longos. Para além destes aspetos, para este sistema espera-se

haver grande frustração estrutural pelo número muito elevado de mínimos conectados

(710 mínimos) relativamente aos restantes analisados.

 

FIGURA 3.27: Gráfico de conectividade da proteína com quatro hélices-α
expandindo com 500 ciclos. Foram conectados no total 710 mínimos e 1791
estados de transição. O espaçamento de energia utilizado foi de 0.2ε.
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3.5 Tempos médios para encontrar os mínimos globais (MFET)

Na figura 3.28 é apresentado o gráfico com as distribuições de todos os mínimos gerados

na base de dados do PATHSAMPLE6 para cada um dos sistemas estudados, no qual,

podemos analisar as zonas em que se encontram os mínimos conectados nos gráficos de

conectividade apresentados nas secções anteriores.

                                                    

FIGURA 3.28: Gráfico com a distribuição de todos os mínimos gerados na
base de dados de pontos estacionários de PATHSAMPLE para cada um
dos sistemas estudados.

Por exemplo, podemos verificar nesse gráfico que para a proteína com quatro hélices-α

há uma zona relativamente pequena (caso dividirmos imaginariamente a área de dis-

tribuição em duas, uma paralela ao eixo x e outra ao y) onde se encontram o mínimo mo-

delado, o global e outros com baixas energias (mínimos com valor de energia por volta de

30.0 ε - nesta zona se encontram os vários mínimos com energia próxima do global e que

apresentam tendências a formar o padrão "folhas de salgueiro) e, outra relativamente

maior, que reflete a existência de mínimos com diferenças de energia bem mais altas,

o que enfatiza o padrão “folhas de palmeira” anteriormente referido para este sistema

(na secção anterior). Este último sugere um relaxamento mais eficaz ao mínimo global.

Porém para este sistema obteve-se um MFET muito grande para um total de 43 otimiza-

ções com o GMIN se compararmos com os demais sistemas estudados, como pode se

6No total foram gerados 6160 mínimos para a proteína 1L2Y, 11119 para a 2MWE, 2348 para a proteína
com quatro hélices-α e 13074 para a 1WY3.
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observar na tabela 3.9, o que nos leva a concluir estar associado ao seu maior tamanho

e complexidade estrutural, os quais levam a maiores frustrações estruturais (vários mí-

nimos de baixa energia separados por barreiras altas). A proteína com quatro hélices-α

apresenta o domínio estrutural mais complexo (quatro hélices-α empacotadas), constitu-

ído por um total de 73 resíduos.

TABELA 3.9: Tempos médios para encontrar o mínimo global dos sistemas
estudados para várias otimizações com o GMIN.

Sistema MFET (s) Desv. padrão (s) Otim. c/ o GMIN # de resíduos

Prot. 1L2Y 0.33 0.23 100 20

Prot. 1WY3 2.90 1.16 100 35

Prot. 2MWE 0.19 0.13 100 28

Prot. c/ 4 hélices-α 31874.33 21802.17 43 73

Os restantes sistemas (proteína 1L2Y, 1WY3 e 2MWE) apresentam padrões relativos a dis-

tribuição energética dos seus mínimos semelhantes, como pode ser observado na figura

3.28.

Para a proteína 1L2Y, no gráfico apresentado na figura 3.28, com exceção da energia cor-

respondente ao valor 124.58158 ε (mínimo não conectado nos gráficos deste sistema apre-

sentados na secção 3.1), nota-se uma distribuição energética com uma área praticamente

paralela ao eixo x, o que pressupõe diferenças de energias não muito grandes e enfatiza

o padrão “banyan tree” como referido na secção 3.1, para o qual se espera uma relaxa-

ção menos eficiente. O valor maior do MFET apresentado para o sistema 1L2Y (0.33 s)

comparando com o do sistema 2MWE7 (0.19 s), enfatiza essa relaxação menos eficiente.

As zonas de distribuição energética dos sistemas 2MWE e do 1WY3 apresentadas na

figura 3.28 são muito parecidas, apesar de se encontram em áreas de energia diferentes.

Por análise dos gráficos de conectividade expandidos para 500 ciclos (apresentados nas

secções anteriores) destes dois sistemas, apesar dos padrões ligeiramente semelhantes

(várias barreiras energéticas altas), se verifica uma barreira energética para a transição

7Sistema com zona de distribuição dos mínimos mais semelhante a do sistema 1L2Y (ver a fig. 3.28; por
outro lado o sistema 2MWE apresenta número de resíduos mais próximo ao da proteína 1L2Y.
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"mínimo modelado"-"mínimo global" maior para a proteína 1WY3. Sugere-se que estes

padrões estão diretamente relacionados com as diferentes complexidades estruturais e

números de resíduos destes sistemas e, têm influência sobre os MFETs gerados. O sis-

tema 1WY3 apresenta maior número de resíduos (ver a tabela 3.9) e um domínio estru-

tural mais complexo (domínio vilina, com três hélices-α) em relação ao 2MWE (sistema

com domínio estrutural "ww-domain" composto praticamente por "folhas" estendidas).

Para a proteína 1WY3 obteve-se um MFET superior ao da proteína 2MWE, como se pode

visualizar na tabela 3.9.

                                               

FIGURA 3.29: Dendogramas e gráficos PCA feitos para as conexões
"mínimo-TS-mínimo": 1)"mínimo modelado - estado de transição - mínimo
conectado ao mínimo modelado com o PATHSAMPLE" (dendograma A1
e gráfico PCA A2); 2) "mínimo modelado - estado de transição - mínimo
global"(dendograma B1 e gráfico PCA B2). Os números 1, 2, 3 e 4, corre-
spondem aos perfis energéticos (em função dos critérios apresentados nas
tabelas 3.10 e 3.11) dos sistemas 1L2Y, 2MWE, 1WY3 e proteína com quatro
hélices-α, respetivamente.
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Análises estatísticas das componentes principais (PCA) e utilização do método hi-

erárquico de agrupamento de dados de ligação média permitiram comparar cada um

destes sistemas em função dos critérios apresentados nas tabelas 3.10 e 3.11, de modo

a se perceber melhor a relação entre seus MFETs e frustrações geométricas. Foram ana-

lisadas as conexões "mínimo-TS-mínimo" seguintes: 1) "mínimo modelado - estado de

transição - mínimo conectado ao mínimo modelado com o PATHSAMPLE" e; 2) "mínimo

modelado - estado de transição - mínimo global".

TABELA 3.10: Valores dos mínimos e estados de transição utilizados para
construção do dendograma e gráfico PCA da conexão "mínimo modelado
- estado de transição - mínimo conectado ao mínimo modelado com o
PATHSAMPLE".

Sistema Mínimo modelado TS Mín. conect. PATH.

Prot. 1L2Y 12.91264763 12.92832566 12.48435444

Prot. 2MWE 20.1947293 20.8127517 18.26207781

Prot. 1WY3 53.70379826 54.09610048 51.46508738

Prot. c/ 4 hélices-α 31.60281206 34.75003792 31.65411212

TABELA 3.11: Valores dos mínimos e estados de transição utilizados para
construção do dendograma e gráfico PCA da conexão "mínimo modelado
- estado de transição - mínimo global".

Sistema Mínimo modelado TS Mínimo global

Prot. 1L2Y 12.91264763 14.99791665 9.694150715

Prot. 2MWE 20.1947293 20.8127517 12.07354556

Prot. 1WY3 53.70379826 55.4015866 46.67314528

Prot. c/ 4 hélices-α 31.60281206 34.75003792 31.33676974

Para as conexões "mínimo modelado - estado de transição - mínimo conectado ao mínimo

modelado com o PATHSAMPLE" foram gerados o dendograma A1 e o gráfico PCA A2

(ver a figura 3.29). Analisando o dendograma A1 e o gráfico PCA A2, em função dos

critérios apresentados na tabela 3.10, se observam os seguintes aspetos:
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• A proteína com quatro hélices (4)8 apresenta a barreira energética e MFET mais

altos. A barreira energética nesta conexão "mínimo-TS-mínimo" da proteína com

quatro hélices-α tem o valor de energia 3.147226. O MFET obtido para 43 otimiza-

ções com o GMIN é de 31874.33 s para um desvio padrão alto (21802.17 s) se com-

pararmos com os demais obtidos para os restantes sistemas (ver a tabela 3.9), o

qual sugere tempos distintos para se encontrar o mínimo global e, portanto maior

frustração estrutural. Analisando o dendograma A1, se verifica que, em função

dos critérios estudados, esta proteína corresponde a um grupo isolado, mais pró-

ximo dos sistemas 1L2Y e 2MWE. O isolamento do perfil de energia da proteína

com quatro hélices-α é também verificado no gráfico PCA A2 para as componentes

principais PC1 e PC2 (primeira e segunda componentes principais), no qual é pos-

sível visualizar também uma maior proximidade deste aos sistemas 2MWE e 1L2y

(correspondentes aos números 2 e 1, respetivamente).

• A proteína 1WY3 (3) apresenta a segunda barreira energética mais alta (com o valor

0.392302) e o segundo MFET mais alto (2.90 s). O dendograma A1 mostra também

que este sistema se encontra isolado dos restantes (em função da análise multicri-

terial feita com método hierárquico). A análise das componentes principais PC1 e

PC2 (visualizadas no gráfico PCA A2) enfatizam essa separação do sistema 1WY3

(tendo em conta os critérios de energia analisados) em relação aos restantes, porém,

mostram uma maior proximidade deste ao sistema 2MWE.

• A proteína 1L2Y apresenta a menor barreira energética (com o valor 0.015678) e

MFET baixo (como pode ser verificado na tabela 3.9). O dendograma A1, bem como

o gráfico da análise das componentes principais A2 mostram maior proximidade

do perfil de energia desta proteína ao do sistema 2MWE como verificado anterior-

mente na análise da figura 3.28. No gráfico PCA A2, verifica-se ainda, que o sistema

1L2Y apresenta um perfil de energia que se distancia muito da proteína com quatro

hélices-α devido ao baixo valor da variável TS nesta conexão "mínimo-TS-mínimo"

(para a conexão "mínimo modelado - estado de transição - mínimo global" deste

8Os números 1, 2, 3 e 4 apresentados na figura 3.29 representam os perfis energéticos das proteínas 1L2Y,
2MWE, 1WY2 e proteína com quatro hélices-α, respetivamente, em função dos critérios de energia "mínimo-
TS-mínimo" analisados.
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sistema TS é bem maior e, se verifica uma aproximação maior - ver o gráfico PCA

B2 na figura 3.29).

• A proteína 2MWE também apresenta uma barreira energética baixa (0.618022) e o

MFET mais baixo (ver a tabela 3.9).

Para a conexão "mínimo modelado - estado de transição - mínimo global", feita com base

nos critérios apresentados na tabela 3.11, obteve-se padrões semelhantes para o dendo-

grama (B1) e para o gráfico PCA (B2) (ver a figura 3.29), para os quais enfatizam-se os

seguintes aspetos:

• Na conexão "mínimo modelado - mínimo global" da a proteína com quatro hélices-

α TS mantém-se constante e apesar do mínimo global ser ligeiramente mais baixo

não há muita alteração na posição do perfil de energia desta apresentado no gráfico

PCA B2 comparando com o do PCA A2.

• No sistema 1WY3, verifica-se uma barreira energética maior na conexão "mínimo

modelado - mínimo global" (com o valor de energia 1.697788) em relação a "mí-

nimo modelado - mínimo conectado ao mínimo modelado com o PATHSAMPLE"

e, portanto maior aproximação do perfil de energia deste ao da proteína com quatro

hélices-α (ver o gráfico PCA B na figura 3.29), apesar do mínimo global encontrado

ser mais baixo.

• No caso do sistema 1L2Y, a barreira energética que liga o mínimo modelado ao

mínimo global é bem maior que a verificada na conexão anterior, a qual apresenta

o valor de energia 2.085269, o que o aproximou mais o seu perfil energético ao

da proteína com quatro hélices-α (proteína com MFET mais alto), como pode-se

verificar no gráfico da análise das componentes principais B2. Este aspeto justifica

o facto do MFET deste sistema ser maior que o apresentado pelo 2MWE.

• O perfil de energia da proteína 2MWE apresentado no gráfico PCA B2 mostra

mostra um maior afastamento deste em relação ao da proteína de quatro hélices,

aspeto verificado pelo facto de TS se manter constante e a diferença de energia entre

os mínimos conectados ser maior que a observada na conexão "mínimo modelado

- mínimo conectado na primeira otimização com o PATHSAMPLE"; nesta conexão
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se verificou uma diferença de energia entre os mínimos conectados de 8.121184 e

na anterior de 1.932652. Estes aspetos ajudam a compreender o MFET mais baixo

obtido para este sistema.

Os aspetos acima apresentados enfatizam uma separação dos perfis de energia dos sis-

temas 1WY3 e proteína com quatro hélices-α (3 e 4) em relação aos demais, os quais apre-

sentam os MFETs com maior valor. Por outro lado mostram maior proximidade entre os

perfis de energia dos sistemas 1L2Y e 2MWE (1 e 2) que, apresentam valores do MFET

próximos e mais baixos. Assim se verificam três grupos de perfis, como apresentado

nos dendogramas A1 e B1, um do sistema da proteína com quatro hélices-α, outro do

1WY3 e o dos sistemas 1L2Y e 2MWE. Por análise dos gráficos das componentes princi-

pais (A2 e B2) se verificou aproximações dos perfis de energia dos demais sistemas ao da

proteína com quatro hélices-α a medida que TS aumenta e distanciamento quando este

diminui ou quanto mais baixos foram os mínimos globais. Obviamente mais análises de

conexões ("mínimo-TS-mínimo") seriam necessárias para compreender melhor a relação

entre os tempos de otimização obtidos para encontrar o mínimo global com a frustração

estrutural apresentada por cada sistema.

Os desvios padrão e os MFETs das proteínas 2MWE, 1L2Y e 1WY3 (desvios padrão e

MFETs não muito altos - apresentados na tabela 3.9), sugerem menores frustrações estru-

turais e pouca variação dos caminhos que ligam o mínimo modelado ao mínimo global

nestes sistemas. Para a proteína com quatro hélices-α, como referido anteriormente, os

valores altos do desvio padrão e do MFET sugerem maiores frustrações estruturais e

consequentemente maiores variações dos caminhos que ligam o mínimo modelado ao

mínimo global.
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Apesar dos métodos de modelação dos sistemas estudados (modelação “coarse-grained”

com o modelo BLN) corresponderem a uma escala de baixa resolução estrutural, foi pos-

sível modelar a estrutura secundária de algumas proteínas simples; as estratégias ado-

tadas para modelar os sistemas analisados permitiram ter boas aproximações estruturais

caso compararmos com as semelhanças verificadas na estrutura da proteína L obtida

experimentalmente e a modelada com o modelo BLN apresentada por Sorenson e Head-

Gordon (Sorenson and Head-Gordon, 2000). Os sistemas modelados com base nas pro-

teínas descritas no PDB apresentaram alguma dificuldade na construção das suas estru-

turas secundárias, em específico o 1WY3, para o qual se esperava ter um maior afasta-

mento entre as hélices que formam o motivo vilina. Para melhorar a estrutura destes

sistemas, sugere-se ter um modelo de potencial BLN com maior número de parâmetros

que descrevem os ângulos diedros, para além de H, T e E; ter por exemplo, a hélice G

(hélice-3/10), a dobra S (para dobras ligeiras) e parâmetros para as conformações não

atribuídas. Por outro lado, outro estudo que pode ser feito para melhorar a caracteriza-

ção dos sistemas modelados é a utilização do modelo BVLN descrito por Head-Gordon e

colaboradores (Yap, Fawzi, and Head-Gordon, 2008), para o qual tem-se mais um tipo de

resíduo (resíduo V, utilizado para descrever as atrações hidrofóbicas fracas entre pares de

resíduos que não apresentam ligações peptídicas). Contudo a parametrização utilizada

na modelação dos sistemas analisados pode servir como referência em estudos futuros.

Segundo Wales (Wales, 2004) os caminhos de conectividade são importantes na determi-

nação da dinâmica de relaxação de um determinado sistema, tal aspeto foi observado nos

gráficos de conectividade encontrados para os sistemas de proteínas estudados, onde foi
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possível analisar transições energéticas dos sistemas modelados relativamente a vários

outros mínimos com os quais se conectam e ter informações sobre a frustração estrutural

associada a dobragem destes ao estado nativo.

Em função dos padrões apresentados pelos mínimos nos gráficos de conectividade obti-

dos (padrões em “folha de palmeira”, “folha de salgueiro”, “banyan tree” e algumas

combinações destes), foi possível ter uma ideia geral da eficiência de relaxação destes ao

mínimo global.

Os gráficos de conectividade gerados mostraram que os sistemas estudados apresen-

tam diferentes frustrações estruturais, por exemplo, o sistema da proteína com quatro

hélices-α, para além de apresentar a barreira mais alta que conecta o mínimo modelado

ao mínimo global, apresenta vários mínimos próximos a este com barreiras energéticas

altas. Aspetos semelhantes foram observados para a proteína 1WY3. Por outro lado

a proteína 1L2Y também apresenta barreira energética alta na conexão entre o mínimo

modelado e o mínimo global. Este sistema apresenta maior predominância do padrão

"banyan tree" e, portanto, maior frustração estrutural que o sistema com número de resí-

duos mais próximo a ele (sistema 2MWE). No caso da proteína 2MWE, constataram-se

menores barreiras energéticas na conexão “mínimo modelado”-“mínimo global”, ape-

sar de haver vários outros mínimos baixos com barreiras altas, para este sistema houve

menos frustração estrutural, o que é comprovado pelo valor mais baixo do MFET obtido.

Para a proteína com quatro hélices-α e a 2MWE (modelo com domínio "ww-domain") se

verificaram menos variações das geometrias dos isómeros gerados em relação aos demais

sistemas analisados. Este aspeto sugere haver padrões de contacto entre os pares de resí-

duos destes, próximos aos dos seus estados nativos e pode levar a concluir que para estes

sistemas pode haver menores variações nas suas atividades funcionais. Para a proteína

com quatro hélices-α se verificou que o mínimo modelado se encontra conectado a vários

mínimos de baixa energia separados por barreiras energéticas altas, o que mostra tam-

bém a maior estabilidade deste em relação aos dos demais sistemas. Por outro lado, para

a proteína 2MWE notou-se grande diferença energética entre o mínimo modelado e os

mínimos de energia mais baixa, porém, estabilidade do motivo estrutural "ww.domain",

pelas estruturas destes serem semelhantes; estes aspetos podem estar relacionados com
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facto das fibras amiloides (sistemas responsáveis por doenças como o Alzheimer e cons-

tituído por domínios "ww-domain") serem sistemas bastante insolúveis.

Os padrões apresentados nos gráficos de conetividade gerados, estão diretamente rela-

cionados com os tempos médios obtidos para se encontrar o mínimo global em cada sis-

tema estudado (sendo o MFET maior quanto maior a frustração estrutural apresentada),

estes aspetos foram comprovados por análises estatísticas com o método hierárquico de

análise de dados por ligação média e por análises PCA. Estes métodos mostraram (tendo

como critérios a energia dos mínimos conectados e a dos TS” que os ligam) separações

dos perfis de energia destes sistemas, os quais se relacionam com os diferentes MFETs

obtidos. Alguns dos aspetos observados foram: i) Proximidade dos perfis de energia da

proteína 1L2Y e da 2MWE (análise dos dendogramas obtidos e dos gráficos de análise

das componentes principais); ii) proximidade do sistema 2MWE ao 1WY3 (análise dos

gráficos PCA); iii) perfis de energia da proteína com quatro hélice-α e a 1WY3 mais iso-

lados dos demais (análise dos gráficos PCA); iv) tendência de aproximação dos perfis

dos restantes sistemas ao da proteína com quatro hélices-α a medida que a barreira de

energia aumenta e, afastamento quando esta diminui.

Os aspetos acima apresentados e os MFETs obtidos mostraram que a frustração energé-

tica dos sistemas estudados foi maior para os que possuem maior desvio padrão ger-

ado para os tempos de obtenção do mínimo global. Deste modo a proteína com quatro

hélices-α apresenta maior frustração estrutural, seguida da 1WY3, da 1L2Y e da 2MWE.

Por outro lado notou-se uma relação entre o tipo de domínio estrutural de cada modelo

de proteína analisado com sua frustração estrutural, sendo os sistemas de maior MFET

os de geometrias mais complexas.

Porém, para uma melhor caracterização da relação entre os MFETs gerados e as frus-

trações estruturais apresentadas pelos sistemas estudados, sugere-se que sejam feitas

análises PCA para mais conexões “mínimo-TS-mínimo”, em específico para o sistema

com maior frustração estrutural, para o qual há maior possibilidade do mínimo mode-

lado passar por diferentes caminhos de conectividade para chegar ao mínimo global.
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Apêndice A

GMIN, OPTIM, PATHSAMPLE, DisconnectionDPS e outros utilitários:

Compilação e noções básicas de utilização

A.1 compilação dos programas utilizados

Para instalação do GMIN, OPTIM, PATHSAMPLE e do disconnectionDPS utilizou-se o

pacote “source”, versão de 2015, disponível em http://www-wales.ch.cam.ac.uk/

software.html. O pacote “source” contém vários aplicativos disponibilizados pelo

grupo de David Wales.

Mais informações podem ser encontradas na página de exemplos disponibilizada pelo

grupo de David Wales, https://github.com/wales-group/examples.

Por questão de organização, a compilação destes aplicativos foi feita dentro das directo-

rias "GMIN", "OPTIM", "PATHSAMPLE" e "DISCONNECT", disponibilizadas no pacote

“source”.

Foi utilizado como sistema operativo para a instalação dos programas acima referidos o

Linux Fedora.

A.1.1 compilação do GMIN com o compilador gfortran e utilitários rancoords

e gminconv2

Para compilar o GMIN com o compilador FORTRAN, seguiu-se os passos seguintes:

Primeiro passo: Criação da directoria “build” e subdirectoria “gfortran” na directoria

“GMIN”. Para tal, na directoria “GMIN” já existente, utilizou-se o seguinte comando no

“terminal”:

http://www-wales.ch.cam.ac.uk/software.html
http://www-wales.ch.cam.ac.uk/software.html
https://github.com/wales-group/examples
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mkdir –p build/gfortran

Segundo passo: utilização do comando que permitirá a compilação do “makefile”

(ficheiro existente na subdirectoria “source” da directoria “GMIN”) na directoria “gfor-

tran” com utilização do "cmake" (pacote disponibilizado na “raiz” do pacote “source”):

FC=gfortran cmake ../../source

Nota: O pacote “source” e a directoria “source” são descrições diferentes. Um é o pacote

todo do software, com os vários programas e, a directoria “source” é uma subdirectorias

da directoria “GMIN”. Dentro da directoria "GMIN" há a directoria “bin”, a qual não

foi utilizada. Estes aspetos foram considerados de forma análoga para a instalação do

OPTIM e do PATHSAMPLE.

Terceiro passo: instalação do programa GMIN com utilização do comando make -jx no

“teminal”, onde “x” tem a ver com a capacidade de processamento da CPU (mais infor-

mações consultar https://github.com/wales-group/examples):

make –j4

Para a instalação dos utilitários rancoords e gminconv2 foram utilizados os ficheiros ran-

coords.f e gminconv2.f disponíveis na página de exemplos do grupo de David Wales

(https://github.com/wales-group/examples), e compilaram-se os seguintes co-

mandos no "terminal":

a) Compilação do aplicativo rancoords:

gfortran –o rancoords rancoords.f

b) Compilacao do aplicativo gminconv2:

gfortran –f fixed-line-length-132 –o gminconv2 gminconv2.f

Nota: Na compilação dos utilitários rancoords e do gminconv2 é necessário ter em conta

o tipo de compilador FORTRAN existente. Por exemplo caso o compilador FORTRAN

for o g77 os códigos ("scripts") presentes nos ficheiros rancoords.f e gminconv2.f devem

rigorosamente começar na coluna 7 ou superior (como está nos ficheiros disponibiliza-

dos), caso contrário os utilitários não são compilados. Por outro lado, por exemplo, a

https://github.com/wales-group/examples
https://github.com/wales-group/examples
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linha de código representada abaixo (presente no ficheiro rancoords.f) dá erro de compi-

lação caso o asterisco estiver numa posição igual ou superior a da coluna 7, nesse caso

deve-se ter o asterisco na coluna 6 para compilar o utilitário:

*NTB=32, . . . (Na corrente instalação esta linha de código corresponde a 42 do ficheiro ranco-

ords.f).

Para o ficheiro gminconv2.f (ficheiro utilizado na instalação do utilitário gminconv2)

deve-se evitar ter os números que referem-se a continuação das linhas de código na co-

luna 7 ou posição superior, caso contrário o compilador não compilará o utilitário.

A.1.2 Instalação do OPTIM com o compilador gfortran

Para instalação do programa OPTIM teve-se em conta os passos seguintes:

Primeiro passo: Criação da directoria “build” e subdirectoria “gfortran” na directoria

“OPTIM” de forma análoga ao referido na instalação anterior. Para tal, é utilizado dentro

da directoria “OPTIM” o seguinte comando:

“mkdir –p build/gfortran”

Segundo passo: compilação do ficheiro "makefile" existente na subdirectoria "source"

(sudirectoria da directoria "OPTIM") na directoria "gfortran" com a utilização do co-

mando:

FC=gfortran cmake ../../source

Terceiro passo: compilação compilação do programa OPTIM com o comando:

make –j4

A.1.3 Instalação do PATHSAMPLE com o compilador gfortran

Na instalação do PATHSAMPLE, de forma análoga aso programas anteriores, seguiu-se

os passos seguintes:
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Primeiro passo: Criação da directoria “build” e subdirectoria “gfortran” na directoria

“PATHSAMPLE”. Uma vez na directoria "PATHSAMPLE" utilizou-se no “terminal” o

seguinte comando:

“mkdir –p build/gfortran”

Segundo passo: utilização do comando para a compilação do “makefile” (ficheiro pre-

sente na subdirectoria “source” da directoria “PATHSAMPLE”) na directoria “gfortran”

com utilização do pacote "cmake":

FC=gfortran cmake ../../source

Terceiro passo: compilação do software:

make –j4

A.1.4 Instalação do disconnectionDPS

Para a instalação do programa disconnectionDPS seguiu-se os passos seguintes:

Primeiro passo: Ir a subdirectoria “source” dentro da directoria “DISCONNECT”:

cd DISCONNECT/source

Segundo passo: Instalar o programa disconnectionDPS:

gfortran –o disconnectionDPS disconnectionDPS.f90

A.2 Noções básicas de utilização dos programas GMIN, OPTIM,

PATHSAMPLE e disconnectionDPS

A.2.1 Utilização dos programas GMIN, OPTIM, PATHSAMPLE e disconnec-

tionDPS em Modelos BLN

Para correr o GMIN utilizando a abordagem "coarse-grained" (modelo BLN), foram

necessários os seguintes ficheiros de "input" (ficheiros de entrada) (Wales, 2016a): a)

"BLNSequence" (ficheiro que contém a sequência de resíduos BLN, a estrutura secundária
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e os parâmetros para o potencial de torção dos ângulos diedros e de interações entre pares

de resíduos não ligados por ligações peptídicas); b) "coords" (ficheiro com as coordenadas

iniciais do sistema a estudar); c) data (ficheiro com várias chaves utilizadas pelo pro-

grama GMIN); d) "Contactmap" (Ficheiro com os pares de resíduos que entram em con-

tacto nas ligações nativas; só é utilizado para o modelo de Go); e) o executável do GMIN

(executado no terminal com o comando “./GMIN”). No caso de cálculos longos é sug-

erível correr o GMIN ou os outros executáveis anteriormente referidos em "background".

Para correr o GMIN em "background" basta utilizar o comando "nohup ./GMIN&" no ter-

minal. Para os outros executáveis (OPTIM, PATHSAMPLE), utiliza-se de forma análoga

o comando "nohup ./EXECUTÁVEL&". Para anular um processo que esteja a correr em

"background" basta aceder aos processos em "background" com o comando "top", veri-

ficar o número do processo (PID), sair dos processos em "background" com o comando

"q" e executar o comando "kill -9 PID” no terminal, onde PID é o número do processo.

Para executar o OPTIM é necessário apenas o ficheiro “odata” e o executável OPTIM

(Wales, 2016b), porem em certos casos pode-se utilizar outros ficheiros em função do que

se pretende calcular. Por exemplo em situações em que se pretende estudar os caminhos

de conectividade entre dois mínimos, é necessário definir as coordenadas destes (mínimo

inicial (reagente) e mínimo final (produto)). Nesses casos, para além do ficheiro “odata”

pode ser utilizado o ficheiro "finish" que terá as coordenadas do produto. As coordenadas

do reagente são inseridas diretamente no ficheiro ”odata” logo após a chave "POINTS" -

para mais detalhes consultar a documentação do OPTIM (Wales, 2016b). As coordenadas

do reagente e produtos1 colocadas nos ficheiros "odata" e "finish" respectivamente podem

ser calculadas em otimizações feitas com o GMIN, sendo geradas no ficheiro “lowest”,

ficheiro de "output". O ficheiro “odata” é um ficheiro que utiliza várias chaves utilizadas

pelo programa OPTIM, as quais podem ser manipuladas em função dos estudos a serem

realizados. Este ficheiro é semelhante ao ficheiro “data” utilizado pelo GMIN.

No caso de estudos de otimização com o programa OPTIM com a utilização da abor-

dagem "coarse-graned", tal como no programa GMIN, é necessário o ficheiro "BLNse-

quence" como ficheiro auxiliar. Tanto no ficheiro "data" (ficheiro de "input" do programa

1Coordenadas do mínimo inicial e do final no caso do nosso estudo, por terem sido analisadas isomeriza-
ções e não propriamente reações.
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GMIN) como no "odata" é inserida a chave “BLN rkr rkt”, onde rkr e rkt, são parâmetros

referentes as constantes de restrições de ligação entre dois resíduos ligados por ligação

peptídica e ângulos de ligação para cada grupo de três resíduos, respetivamente (Wales,

2016b). No caso de estudos de modelos de Go, utiliza-se a chave "BLNGO kr kθ λ" (nos

ficheiros “data” e "odata"), onde kr refere-se a constante de restrições de ligação, kθ a con-

stante de restrições dos ângulos de ligação, e λ é um parâmetro opcional utilizado para

manipular a força das interações não nativas (Wales, 2016b; Oakley and Roy L. John-

ston, 2012). No estudo de "Go-models" é ainda necessário o ficehiro "contactmap" como

ficheiro auxiliar, tal como nas otimizações feitas com o GMIN (Wales, 2016a). O ”con-

tactmap” é um ficheiro que contém pares de resíduos em contacto no estado nativo da

proteína (Wales, 2016a; Wales, 2016b; Jr., 2014).

O PATHSAMPLE é nada mais que um utilitário do OPTIM, ou seja, precisa do OP-

TIM a correr em "background" para poder funcionar. Alguns dos ficheiros necessários

para correr o PATHSAMPLE são (Wales, 2016c): a) “pathdata”: ficheiro semelhante ao

ficheiro "data" e "odata", com várias chaves (parâmetros) para manipular as amostras

de pontos estacionários. b) Ficheiros “odata.*”: o PATHSAMPLE utiliza vários ficheiros

“odata” que "correm" com o OPTIM em "background". Os ficheiros “odata” podem ser

utilizados com diferentes extensões em função dos cálculos que se pretendem efetuar

(“odata.connect”, ficheiro utilizado para estudar caminhos de conectividade entre míni-

mos, ou seja, pode ser utilizado para encontrar estados de transição ligados a dois mí-

nimos; odata.path, ficheiro utilizado para estudar caminhos de conectividade entre dois

mínimos partindo de um estado de transição; odata.tssearsh, realiza pesquisas partindo

de um mínimo para determinar o estado de transição a ele ligado). c) "min.A", "min.B" e o

"min.data": Apresentam os mínimos correspondentes aos reagentes (mínimos presentes

no ficheiro "min.A"), os mínimos correspondentes aos produtos (mínimos presentes no

ficheiro min.B) e o conjunto de todos os mínimos gerados no processo de conectividade

entre os reagentes e o produtos (mínimos presentes no ficheiro min.data) 2. min.A corres-

ponde aos mínimos dos reagentes se a chave “DIRECTION” no ficheiro “pathdata” es-

tiver definida para a direção AB, caso contrário corresponderá aos mínimos dos produtos.

2No ficheiro min.data são gerados os mínimos presentes nos ficheiros "min.A" e "min.B" e todos os míni-
mos gerados na conexão destes.
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Os ficheiros "min.A" e "min.B" apresentam informações referentes ao número de mínimos

existentes nos reagentes ou produtos, ou seja, o número de mínimos a serem conecta-

dos e, o número da linha ou linhas em que esses se encontram no ficheiro min.data. É

necessário que os mínimos (ou mínimo) em min.A e em min.B estejam bem especifica-

dos relativamente ao ficheiro min.data. d) ts.data: Ficheiro que contém os estados de

transição que conectam os mínimos gerados no ficheiro "min.data". Cada energia de

estado de transição é apresentada em uma linha, o que também é verificado de forma

análoga no ficheiro "min.data" (numerando as linhas de cima para baixo seguindo a or-

dem dos números naturais). e) "points.min": ficheiro onde são geradas as coordenadas

cartesianas dos mínimos presentes no ficheiro "min.data". f) points.ts: ficheiro onde

são geradas as coordenadas cartesianas dos estados de transição presentes no ficheiro

"ts.data". Os ficheiros min.data e ts.data são ficheiros de "output" do PATHSAMPLE

utilizados pelo programa disconnectionDPS para criar os gráficos de conectividade; g)

"path.info.startup": Os ficheiros min.A, min.B e os ficheiros min.data, ts.data, points.min

e points.ts (sendo estes quatro referidos como base de dados de pontos estacionários do

PATHSAMPLE3) podem ser calculados pelo PATHSAMPLE com a utilização do ficheiro

“path.info”. O ficheiro “path.info” é um ficheiro de "output" gerado no processo de

otimização com o OPTIM, o qual contém informação de conexão dos mínimos que se pre-

tende conectar (conexões mínimo-TS-mínimo). No processo de otimização com o PATH-

SAMPLE pode-se adicionar ao ficheiro “path.info” a extensão “.startup” e referenciar-

se o ficheiro "path.info" com a nova extensão (por exemplo: "path.info.startup") como

parâmetro para a chave STARTFROMPATH no ficheiro “pathdata”, podendo as linhas

que especificam a posição dos mínimos conectados no ficheiro min.data serem referenci-

adas como números aleatórios (exemplo 1 e 2) logo a seguir na mesma chave. As posições

das linhas que contêm os mínimos conectados nos ficheiros min.A e min.B podem depois

ser editadas em função das posições dos mínimos no ficheiro min.data gerado no pro-

cesso de otimização com a chaves STARTFROMPATH. Pode ser utilizado o ficheiro de

"output" "optim.out" gerado pelo OPTIM para editar os números das linhas dos mínimos

conectados para as posições corretas nos ficheiros "min.A" e "min.B".

3Convém fazer um backup da base de dados de pontos estacionários do PATHSAMPLE, uma vez que ela
pode se atualizar em função dos cálculos feitos.
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Os “outputs” do PATHSAMPLE podem variar em função dos cálculos que se pretende

fazer, tal como é o caso dos outputs do GMIN e do OPTIM, nesse sentido são feitas ma-

nipulações dos ficheiros que funcionam com várias chaves (ficheiro "data", "odata", e

ficheiro "pathdada"). É necessário ter em atenção que para os cálculos de otimização uti-

lizando o PATHSAMPLE é necessário ter em conta dois ficheiros controlados por chaves,

ficheiros pathdata e o ficheiro odata.*, os quais são importantes para definir o tipo de

cálculo e output que se espera do PATHSAMPLE.

O programa disconnectionDPS foi utilizado para visualizar ficheiros de output gerados

pelos PATHSAMPLE. O DisconnectionDPS precisa do ficheiro min.data, do ficheiro ts.da

(ficheiros da base de dados de pontos estacionários do PATHSAMPLE) e do ficheiro dinfo

para poder correr. O ficheiro dinfo tal como o data, odata e o pathdata anteriormente

referidos, é um ficheiro que funciona com chaves, as quais podem ser manipuladas em

função dos "outputs" que se esperam para os gráficos de conectividade. Uma vez exe-

cutado o disconnectionDPS geram-se ficheiros de "outputs" como o ficheiro tree.ps, que

contém o gráfico de disconectividade e o ficheiro "disconnection", ficheiro com os míni-

mos que não estabelecem conexão.

A.2.2 Exemplos de ficheiros de "input" utilizados e "output"" obtidos no pro-

cesso de caracterização dos sistemas de proteínas estudados

Neste ponto é tomada como exemplo a proteína de quatro hélices−α para apresentar

alguns ficheiros de "input" utilizados e "output" gerados nos processos de caracterização

deste sistema, os quais podem ser observados nas figuras A.1-A.10.

                                               

FIGURA A.1: Ficheiro BLNsequence utilizando na modelação da proteína
de quatro hélices−α.
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FIGURA A.2: Ficheiro data utilizando na modelação da proteína de quatro
hélices−α.

 

FIGURA A.3: Parte do ficheiro lowest gerado na otimização global da pro-
teína de quatro hélices−α.
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FIGURA A.4: Ficheiro odata (a esquerda, figura com parte das coordenadas
do mínimo modelado) e odata.connect (a direita) utilizados nas otimiza-
ções da proteína de quatro hélices−α feitas com o OPTIM e PATHSAM-
PLE, respetivamente. No ficheiro odata.connect as coordenadas por baixo
dos vários parâmetros são retiradas.

                                               

FIGURA A.5: "Output" gerado pelo PATHSAMPLE no processo de criação
da base de dados de pontos estacionários. Os ficheiros guardados na base
de dados (na directoria do canto superior esquerdo) estão marcados em
tom cinza (ficheiro min.data, ts.data, points.min e points.ts).
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FIGURA A.6: Ficheiro min.data gerado na modelação da proteína de qua-
tro hélices−α.

 

FIGURA A.7: Ficheiro ts.data gerado na modelação da proteína de qua-
tro hélices−α. A energia do estado de transição que conecta o mínimo
20 ao modelado (mínimo 21) está marcada a vermelho na última linha da
primeira coluna.
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FIGURA A.8: Ficheiro dinfo utilizado para gerar o gráfico de conectividade
da proteína de quatro hélices−α.

 

FIGURA A.9: Ficheiros pathdata utilizados na criação e expansão da base
de dados de pontos estacionários do PATHSAMPLE. Para a expansão da
base de dados foi utilizada a chaves UNTRAP.
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#!/bin/csh 

# script to collect mean first encounter time 

stats for 4helixbundle73 by running 100 

# GMIN runs from random initial configurations 

# 

# Usage: ./100_4helixbundle73_runs.csh withSYM 42 

# check for correct number of arguments 

set expected_args=2 

if ($#argv != $expected_args) then 

echo "ERROR: Missing arguements:" 

echo "./100_4helixbundle73_runs.csh <working 

directory name> <seed>" 

exit 

endif 

# specify system size and container (to prevent 

evaporation) radius 

set radius=3.0 

set natoms=73 

# specify the binary to use 

# if GMIN is already in your $PATH 

set exec=GMIN 

# to specify a specific binary 

# set exec=~/workshop/binaries/GMIN 

# the first argument specifies the working 

directory, the second the seed to start at 

set directory=$1 

set seed=$2 

# create the working directory and copy over the 

input data file 

mkdir $directory 

cd $directory 

cp ../data data 

cp ../BLNsequence BLNsequence 

# remove any old output and supress the output 

rm hits >& /dev/null 

# initialise the counter variable 

set count=1 

echo 

echo "Running GMIN for 73 4helixbundle residues 

from 100 random starting geometries" 

echo "Random number seeds start from $2" 

echo 

# loop to start 100 GMIN jobs 

while ($count <= 100) 

# use rancoords to generate initial coordinates 

echo $natoms $radius -$seed > randata 

../rancoords # >& /dev/null 

cp newcoords coords 

# start GMIN 

echo "Starting run $count" 

../$exec output >& extra_out.$count 

# extract the number of quenches, number of 

potential calls and time taken from the output 

echo `grep hit output | head -1 | sed -e 's/[a-zA-

Z]//g' -e 's/[a-zA-Z]//g' -e 's/\.//' -e 's/>//'` 

\ 

`grep time= output | tail -1 | sed 's/.*time=//'` 

>> hits 

# back up initial coordinates and output 

mv coords coords.$count 

mv output $directory.output.$natoms.$count 

# increment counter variable and seed 

@ count +=1 

@ seed +=1 

end 

# construct a smooth distribution for the time 

taken (t), number of quenches (Q) and number 

# of potential calls (V) and return the mean and 

standard deviation for each 

../gminconv2 < hits > temp ; head -1 temp > pdf 

rm temp 

# print the results 

echo 

echo "Mean and standard deviation for global 

minimum first encounter time:" 

echo 

cat pdf 

 

 

FIGURA A.10: Ficheiro utilitário do GMIN utilizado para calcular o MFET
da proteína com quatro hélices−α.
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