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Resumo

A estrutura das proteinas assume grande importancia na sua fungdo celular. Embora
muitas das proteinas globulares “dobrem” para um estado nativo bem definido, a com-
plexidade estrutural é muito grande, ou seja, apresentam grandes "frustragdes” geométri-
cas devido ao ntimero de graus de liberdade envolvidos. E habitual existirem outras
estruturas de baixa energia separadas por barreiras muito elevadas, mas que possuem
padrdes de contacto entre pares de residuos bem diferentes dos do estado nativo. Natu-
ralmente, a ocorréncia de tais estruturas conduz a uma altera¢do na fung¢do da proteina.
Um estudo detalhado da estrutura e energética destes sistemas constitui, assim, uma
peca fundamental para compreender o processo de enrolamento e desenrolamento de

proteinas.

Neste trabalho foram feitas caracterizagdes energéticas e estruturais de modelos sim-
ples de proteinas, construcdo e andlise de gréficos de conectividade ("disconnectivity
graphs"). Os graficos de conectividade permitiram analisar as relagdes energéticas en-
tre os minimos e estados de transi¢do dos diferentes isémeros gerados em cada sistema
estudado. Foram ainda feitos estudos para caracterizacdo dos MFET (tempos médios

para encontrar o minimo global) associados a estes sistemas.

Para modelar os sistemas de proteinas foi utilizado um modelo de potencial "coarse-
grained" (modelo a escala maior do que a atémica) com trés tipos de residuos - modelo
BLN. As caracterizag¢des estruturais dos sistemas de proteinas estudados foram feitas
tendo em conta a manipulagdo dos pardmetros que caracterizam os seus motivos estru-
turais no modelo de potencial BLN (pardmetros associados aos dngulos diedros e as in-
teragdes entre pares de residuos que ndo apresentam ligacoes peptidicas essencialmente)
em func¢do das dobragens em seus estados nativos. Compreender os motivos estrutu-
rais das protefnas nos permite compreender seus dominios, bem como as suas préprias
unidades funcionais (estruturas espaciais tridimensionais - estruturas tercidrias) e as es-

truturas globulares (conglomerados de estruturas tercidrias - estruturas quaterndrias).

Os minimos globais e outros minimos com baixas energias foram encontrados por



xiii

otimizag¢des "Basin-Hopping" (método que utiliza simula¢gdes de Monte Carlos) com uti-
lizacdo do programa GMIN. Os caminhos de conexdo entre os minimos foram encontra-
dos com a utilizagdo do programa OPTIM e melhorados por criagdo de bases de dados de

pontos estaciondrios e expansdo da mesma por utilizacdo do programa PATHSAMPLE.

De forma geral, os resultados obtidos mostraram que o tamanho e a complexidade es-
trutural dos diferentes sistemas estudados estdo diretamente relacionados com as suas
frustragdes geométricas, as quais tém influéncia sobre os tempos médios para encontrar
o minimo global (MFET). Por outro lado, foi possivel ter boas aproximagdes para o0s sis-
temas modelados com a utilizagdo do modelo de potencial BLN, o que nos permite ter

uma ideia dos perfis de energia apresentados pelas proteinas 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.



Capitulo 1

Introducao

As proteinas sdo responsdveis por muitas das fungdes bioldgicas essenciais para vida, as
quais estdo diretamente associadas a estrutura destas. Em fungdo do tipo de represen-
tagdo estrutural, as proteinas sdo classificadas por estrutura primdria, estrutura secunddria,
estrutura tercidria e estrutura quaterndria. A estrutura primdria apresenta a sequéncia de
aminodcidos caracteristicos da proteina; a estrutura secunddria apresenta-se sob a forma
de folhas—f, hélices—a, dobras, etc.; a estrutura tercidria apresenta arranjos estéreo-
espaciais de conformacgdes secunddrias; e a estrutura quaterndria corresponde a conglo-
merados de conformagdes tercidrias, ou seja, agrupamento de varias proteinas interli-
gadas (Branden and Tooze, 1999); na figura 1.1 sdo apresentadas ilustra¢des da sequéncia
de aminodcidos (estrutura primadria), da estrutura secunddria, tercidria e quaterndria em

conformacgdes com hélices—a (Branden and Tooze, 1999).

As estruturas secunddrias combinam-se para formar grupos estruturais mais complexos:
motivos e dominios estruturais (Branden and Tooze, 1999; Richardson, 1981). Tais es-
truturas sdo determinantes para caracterizagdo das conformacdes tridimensionais' das
proteinas (Chiang et al., 2007; Branden and Tooze, 1999; Richardson, 1981) e consequente-

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

As proteinas tendem a constituir diversos motivos estruturais, como é o caso dos motivos
a—f—a, B—a—p, "B—hairpin", "greek-key", etc., a partir dos quais podem-se formar diver-
sos dominios estruturais, ou seja, unidades estruturais mais estdveis e independentes,

non

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

'Estruturas tercidrias.



Capitulo 1. Introdugao 2

combinar-se para formar estruturas ainda mais complexas (estruturas tercidrias ou estru-
turas quaterndrias) (Richardson, 1981; Branden and Tooze, 1999; Zhou et al., 2014; Ding,
Buldyrev, and Dokholyan, 2005).

Estrutura primaria  Estrutura secundaria Estrutura terciaria Estrutura quaternaria

a) b)

FIGURA 1.1: Sequéncia de aminoacidos ou estrutura primadria (a)), confor-
magdo hélice-a de uma proteina ou estrutura secundaria (b)), conjunto de
vérias estruturas hélice-a distribuidas tridimensionalmente (c)) e conglom-
erado de vérias estruturas tercidrias distribuidas tridimensionalmente (d)).
Figura adaptada da referéncia (Branden and Tooze, 1999).

Na figura 1.2 sdo apresentados os diagramas topolégicos dos motivos estruturais "gree-
key" e f—a—f3. O motivo "greek-key" apresenta quatro folhas-3 orientadas anti-
paralelamente e o motivo f—a—/# apresenta duas folhas paralelas interligadas por uma
hélice—a. A diregdo das folhas-/ vai do terminal N para o terminal C da proteina (Bran-
den and Tooze, 1999) (mais detalhes quanto aos terminais da proteina sdo apresentados

no capitulo 2).

Apesar da existéncia de diversas proteinas com diferentes sequéncias de aminodcidos (es-
truturas primdrias), muitas delas apresentam macro estruturas semelhantes (estruturas
secundarias, motivos ou dominios estruturais semelhantes) (Anderson and Rost, 2009;
Guo and Thirumalai, 1996; Serpell, 2000), o que torna interessante estudar tais estruturas

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

Por exemplo, anélises de caracterizagdo estrutural de dominios "ww-domain" podem ser
feitas para estudar a formacdo de fibras amil6ides a nivel dos 6rgaos ou tecidos (Serpell,
2000; Anderson and Rost, 2009). As fibras amiloides séo sistemas insoliveis formados

normalmente a partir de proteinas soltiveis, ou seja, por alteragdo da sua conformacdo
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(por exemplo, com conformagdes em hélice) predominantemente por folhas—/ (Serpell,
2000). E de salientar que as fibras amiléides séo responséveis por doengas graves como

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

FIGURA 1.2: Diagramas topoldgicos para o motivo estrutural "greek-
key"(a)) e para o motivo estrutural S—a—g (b)). Figura adaptada da re-
feréncia (Branden and Tooze, 1999).

Por outro lado, o dominio estrutural vilina pode ser observado em proteinas com fungdes
de mobilidade e contragdo, ou seja, proteinas com caracteristicas funcionais de agregacao,
separacdo, nucleagdo ou de cobertura que se acumulam predominantemente nas mi-
crovilosidades das células epiteliais absorventes dos intestinos dos mamiferos (Klahre

et al., 2000).

No presente trabalho foram estudados diversos sistemas com diferentes dominios estru-
turais, o caso do dominio vilina correspondente a estrutura PDB 1WY3, o "ww-domain"
referente a conformagdo PDB 2MWE, o "trp-cage" apresentado no sistema PDB 1L2Y e
o um dominio constituido por um agregado com quatro hélices-o, dominio estrutural
referido por Guo e Thirumalai (Guo and Thirumalai, 1996) e observado na estrutura PDB
2LSE. Apesar da reduzida dimensao, estes sistemas constituem importantes elementos
estruturais, que fazem parte de proteinas mais complexas. O foco do presente trabalho

estd voltado para os estudos de otimizagdo estrutural tendo em conta a sequéncia de
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aminoéacidos e as estruturas secunddrias destes sistemas.

Sistema atomistico Sistema "coarse-grained"
(sistema a menor escala) (sistema a maior escala)
he o .
. : ol
Y 425 oy

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

Duas das abordagens computacionais utilizadas nos estudos de otimiza¢do global de

sistemas de proteinas sdo a abordagem atomistica e a abordagem “coarse-grained”.

A primeira abordagem refere-se a modelos computacionais em que sdo considerados to-
dos os dtomos correspondentes ao sistema molecular em estudo (Noid, 2013) — abor-
dagem computacionalmente mais dispendiosa. J4 na segunda abordagem, a estrutura
primdria da molécula corresponde a uma sequéncia ou agrupamento de monémeros,
em que cada um deles é representado por uma "esfera" e resulta do mapeamento dos
atomos em um aminoacido (Noid, 2013; Tozzini, 2005; Sharma, Ding, and Dokholyan,
2008); a figura 1.3 ilustra 0 mapeamento de dtomos a residuos "coarse-grained". Esta dl-
tima abordagem tem vindo a ganhar bastante aceitagdo na comunidade cientifica pelo
facto de reduzir o ntimero de graus de liberdade relacionados com as interagdes entre
particulas, reduzindo o tempo de cdlculo durante os processos de otimizagdo (Brasiello
et al., 2010; Noid, 2013), bem como por representar de forma satisfatéria os pontos esta-
cionarios (minimos energéticos e estados de transi¢do) comparativamente aos sistemas

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

Os modelos "coarse-grained" podem ser construidos de acordo com diferentes tipos de
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abordagens (Tozzini, 2005; Rudzinski and Noid, 2015; Noid, 2013): abordagem do mo-
delo de rede eldstica, modelo de Go?, "top-down”, "bottom-up” e "knowledge-based”. O modelo
"coarse-grained" de rede eldstica ¢ um modelo que apresenta ligacdes elésticas entre os
aminodcidos presentes na cadeia peptidica, enquanto no modelo de Go sdo removidas to-
das intera¢des ndo nativas, sendo portanto um modelo com menos frustra¢des geométri-
cas, ou seja, todas interagdes atrativas entre pares de residuos ndo ligados na estrutura
nativa sdo anuladas, o que leva a um colapso mais rdpido para o estado nativo; assim, no
modelo de rede elastica e no modelo de Go um aminoécido corresponde normalmente
a um residuo contendo apenas um centro de interagdo (Noid, 2013; Tozzini, 2005). As
ligacdes peptidicas entre cada par de residuos no modelo de rede elédstica podem ser

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

De modo a tornarem-se transferiveis para diferentes sistemas de proteinas, os mode-
los "coarse-grained" tém sido classificados em trés classes principais de acordo com os
centros de interagdo de cada aminoécido (Tozzini, 2005; Sharma, Ding, and Dokholyan,
2008): sistemas com um centro de interagdo (“One bead models”) - em que um aminoé-
cido corresponde a um residuo com um centro de interagdo; sistemas com dois centros
de interagdo (“two bead models”) - em que um aminodcido corresponde a dois residuos ou
dois centros interagdo; e sistemas com quatro ou seis centros de interagdo (Four-six bead
models) - em que um aminoécido representa quatro ou seis residuos com quatro ou seis

pontos de interagéo.

E 6bvio que & medida que safmos de uma classe para outra (por exemplo de uma classe
de modelo com varios centros de interagdo para uma classe de modelo com apenas um
centro de interagdo) perde-se alguma coeréncia, por esta razdo é utilizada a abordagem
"knowledge-based" para as classes de modelo "coarse-grained" em que um aminoécido
representa apenas um centro de interagdo (Tozzini, 2005). A abordagem "knowlege-
based" é uma abordagem que se baseia em dados experimentais para caracterizar de-

terminado sistema de proteina (Noid, 2013).

Os modelos "coarse-grained" com um centro de interagdo tém se revelado extremamente

uteis para a caracterizacdo de dobragens das proteinas; por outro lado, os modelos em

Modelo desenvolvido por Nobuhiro Go e colaboradores (Taketomi, Ueda, and Go, 1975).
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que cada aminodacido é representado por mais de um centro de interagdo tém sido tteis
para modelar as interagdes entre proteinas ou dcidos nucleicos (Tozzini, 2005). Segundo
Sharma, Ding e Dokholyan (Sharma, Ding, and Dokholyan, 2008), os modelos com um
centro de interacdo apresentam bons resultados termodinamicos e os que tém mais cen-

tros de interagdo apresentam maiores resolugdes (mais detalhes estruturais).

A abordagem "top-down" é uma estratégia empirica que se baseia em dados experimen-
tais observaveis a uma escala macroscopica, proporcionando baixas resolu¢des (menos
detalhes estruturais) no processo de caracteriza¢do dos sistemas de proteinas, mas porém

répidas descri¢des termodindmicas e estruturais (Noid, 2013).

No modelo "top-down" ndo ha propriamente uma distin¢do entre cada tipo de aminoéa-
cido. Os aminodacidos podem ser classificados como "zonas de interagdo" em funcdo das
suas caracteristicas, por exemplo, um conjunto de aminoécidos hidrofébicos constituiria
um local ou ponto de interagdo hidrofébico. Por outro lado, as abordagens "bottom-up",
proporcionam melhores descri¢des fundamentais dos materiais reais, pois estas apresen-
tam modelos de potenciais mais detalhados, ou seja, com maiores aproximagdes aos sis-

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

Outros paradigmas de modelos "coarse-grained" sdo as abordagens "physical-based" e
"knolege-based" (as quais pouco se tém distinguido uma da outra) (Noid, 2013). A
primeira permite fazer estudos com utilizagdo de dados tedricos, por exemplo prove-
nientes de sistemas "bottom-up". E a segunda, como ja referido anteriormente, se baseia
em dados de estruturas tercidrias 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 construcdao de modelos "coarse-grainded" tendo em conta

as suas escalas e resolugoes.

Nos estudos de caracterizagdo de sistemas de proteinas tém sido utilizados diferentes
tipos de modelos "coarse-grained”. Alguns destes sdo designados por modelos modelos

AB, i.e., integram apenas dois tipos de residuos; um hidrofilico e outro hidrofébico (Lee


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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Observagbes experimentais reais
-Frequentemente observacoes
termodinamicas/macroscopicas

( Madelo "coarse-grained" *
== 1 based”

Estruturas determinadas
experimentalmente

Diminuigdo da resolugio/Aumento da escala

Material real - descricdo fundamental
{com base em modelos atomisticos
empiricos)

"o

FIGURA 1.4: Abordagens "top-down", "bottom-up" e "knowlege-based"
em sistemas "coarse-grained". Figura adaptada da referéncia (Noid, 2013).

et al., 2008; Jr., 2014); por outro lado, um dos mais estudados é o modelo BLN, o qual
possui trés tipos de residuos (hidrofébicos, hidrofilicos 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 generalizacdo do BLN
e possui quatro tipos de residuos: L e N representam residuos repulsivos fortes e fracos,
respetivamente, e B e V designam residuos atrativos fortes e fracos, respetivamente (Yap,

Fawzi, and Head-Gordon, 2008).

No presente trabalho foram feitas otimizag¢des globais usando o modelo BLN para esta-

belecer a interagdo entre os varios aminodcidos.

O modelo BLN apresenta um potencial normalmente constituido por quatro termos, a
destacar, o potencial adotado para as restri¢des das ligagdes peptidicas entre cada par de
residuos, o potencial para caracterizagdo das restrigdes dos angulos de ligacdo entre cada
grupo de trés aminodcidos, o potencial utilizado para as restri¢des de angulos diedros for-

mados para cada grupo de quatro aminoacidos sucessivamente interligados e o potencial
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para parametrizar os tipos de interagdes que ocorrem entre os residuos ndo interligados
por ligacdes peptidicas (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 caracterizagdo de diversos tipos de sistemas de proteinas
no ponto de vista estrutural e energético, por manipulacdo de pardmetros associados
essencialmente as contribui¢des dos potenciais de tor¢do dos dngulos diedros e do poten-
cial das interagdes entre pares de residuos nédo ligados por liga¢des peptidicas. Uma das
caracteristicas 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 eléstica (Miller and Wales, 1999; Oakley, Wales, and Johnston, 2011) e a

"knowlege-based".

Como referido, a abordagem do modelo de Go tem sido 1til para uma rdpida caracteriza-
¢do estrutural e energética de um determinado sistema de proteina por fazer-se remover
todas suas interagdes ndo nativas (o que resulta em dobragens para estruturas nativas
com menos frustragdes). Os modelos de Go para os sistemas de residuos BLN sdo con-
struidos com base no mapa de contactos (Jr., 2014) dos pares de residuos que interagem

na estrutura nativa.

Trabalhos prévios (Miller and Wales, 1999; Oakley, Wales, and Johnston, 2011; Oakley and
Roy L. Johnston, 2012) mostram a aplicagdo do potencial BLN para estudos de otimiza-
cdo global dos sistemas BLN46 e BLN69, nos quais foram utilizadas abordagens "coarse-
grained" do modelo de Go e a abordagem "coarse-grained" de rede eldstica®, mostrando a
primeira ser bastante ttil para dobragens rapidas ao minimo correspondente a estrutura
nativa, e por outro lado, os estudos de otimizagao feitos com a abordagem de rede eldstica
apresentaram bastantes frustracdes geométricas para estes sistemas, o que pode ser inter-
essante analisar, uma vez que naturalmente muitos sistemas podem apresentar bastantes

frustragdes e dificuldades de evolugdo para a estrutura de menor energia. As superficies

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 eléstica) podem ser representadas e analisadas por utilizagdo de gréficos de
conectividade ("disconectivity graphs"). Os graficos de conectividade sdo graficos que
apresentam as relagdes energéticas entre os pontos estaciondrios (minimos energéticos e

estados de transigao).

Para estimar o tempo de célculo para obtengdo do minimo global de um determinado
sistema tém sido calculados os tempos médios (MFET, do inglés - "Mean first encounter
time") para encontrar este minimo em varias otimizagdes feitas com o programa GMIN
(Oakley, Wales, and Johnston, 2011). Ter no¢do dos MFETs apresentados por estes sis-
temas ao formarem a estrutura nativa ajuda-nos a ter uma melhor compreensao do para-
doxo de Levinthal (Wales, 2004) associado aos mesmos, ou seja ajuda-nos a compreender
melhor a relagdo entre o tempo de célculo e o conjunto de n minimos possiveis de serem

obtidos em casos de sistemas com grandes frustracdes geométricas.

Viérios outros autores tém feito varios estudos que envolvem a utilizagdo do potencial
BLN no que diz respeito as técnicas de otimizagao global para explorar as paisagens ener-
géticas de varios sistemas biolégicos (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 proteinas anteriormente referidos (o sistema "trp-cage" 1L2Y, o sistema vilina
1WY3, o sistema "ww-domain" 2MWE e a proteina com quatro hélices-a) e por con-
strugdo de graficos de conectividade ("disconnectivity graphs") analisar a organizacao
dos caminhos de conectividade das suas paisagens energéticas. Constitui ainda objetivo
do corrente trabalho determinar os MFET destes sistemas de proteinas. A escolha dos
sistemas a prior referidos foi feita de modo a ter-se uma rapida compreensdo do enrola-
mento a estruturas nativas partindo de estruturas desnaturadas, da caracterizagdo ener-
gética e dos tempos médios associados a obtencdo dos minimos globais em estruturas
com diferentes motivos estruturais, no caso, o vilina, "ww-domain", "trp-cage", e quatro

hélices-a empacotadas.

Para serem encontrados os minimos globais e outros minimos de baixa energia foram
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feitas otimizag¢des "Basin-Hopping" (descritas mais adiante no capitulo 2) com utilizacao
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 minimos foram
feitas otimizag¢des "double ended search" (otimizagdes feitas para encontrar o caminho
de conectividade entre dois minimos passando por um ou vérios pontos sela) utilizando
o programa OPTIM (Wales, 2016b). Os pontos estacionarios (minimos energéticos e
as energias correspondentes aos pontos de transi¢do) sdo os pontos mas importantes
da superficie de energia potencial (Miller and Wales, 1999; Wales, 2004), os quais po-
dem ser determinados com a utilizagdo do OPTIM (Oakley, Wales, and Johnston, 2011)
contudo, é necessdrio salientar que ndo hé garantias de encontrar todos os estados de
transicdo ligados a um minimo global (Miller and Wales, 1999). Os resultados obtidos
foram melhorados por criagdo de bases de dados de pontos estaciondrios e expansdo da
mesma por utilizagdo do programa PATHSAMPLE (Wales, 2016c¢). Os gréficos de conec-
tividade foram gerados com a utilizagdo do programa disconnectionDPS disponivel em

http://www-wales.ch.cam.ac.uk/.
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Capitulo 2

Técnicas Computacionais

2.1 Modelo BLN

2.1.1 Sequéncia de aminoacidos na cadeia peptidica

Para compreendermos a estrutura das proteinas é necessario compreendermos primeiro

quais sequéncias de aminodciodos ou estruturas primédrias as constituem.

As proteinas apresentam cadeias normalmente formadas por, pelo menos, um dos 20
tipos de aminodcidos conhecidos, os quais apresentam a férmula geral NH,C RHCO,H
(Branden and Tooze, 1999; Wales, 2004). O carbono alfa (C,) liga-se a quatro grupos de
atomos diferentes: ligacdo simples a um grupo amino (NH,), a um carbono carboxilico
(COOH), a um atomo de hidrogénio (H) e a um radical (R) que representa uma cadeia
lateral; na Figura 2.1 sdo apresentadas as estruturas dos 20 tipos de aminoacidos acom-

panhadas dos seus respetivos nomes e abreviaturas utilizadas.

Os aminoécidos distinguem-se uns dos outros por variagdes observadas nos padroes da
cadeia lateral (Weiner et al., 1986; Branden and Tooze, 1999; Wales, 2004). Em uma pro-
teina, diferentes tipos de aminoécidos ligam-se entre si por meio de ligagdes peptidicas
para formar a estrutura primadria; na figura 2.2 visualiza-se a ilustragdo de uma sequéncia
de aminoécidos interligados por meio de liga¢des peptidicas, sendo Ry, R, e R; cadeias
laterais correspondentes a trés aminoddos diferentes caso estas sejam diferentes. As liga-
¢Oes peptidicas formam-se entre o "terminal C" (terminal carbonado) de um aminodacido

e o0 "terminal N" (terminal azotado) de outro. Como referido na Introducéao, os terminais
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"C" e "N" podem ser utilizados para identificar a dire¢ao das folhas-/3, sendo estas repre-
sentadas em diagramas topolégicos como setas que vao do "terminal N" ao "terminal C"
(Branden and Tooze, 1999). Os terminais "C" e "N" permitem ainda identificar motivos
estruturais em sistemas de proteinas, por exemplo, no caso do motivo 3-a-3, motivo com
duas folhas-3 dispostas paralelamente (motivo apresentado na figura 1.2 no capitulo 1,
pagina 3), é tipico a primeira folha-/3 ligar-se a hélice-a pelo seu "terminal C" e esta ligar-

se ao "terminal N" da outra folha-8 (Branden and Tooze, 1999).

glicina (ly,C) o e U{_
x'a]j_nal:x.ll,\'] ‘Tj
leucina (1eu,1. )

ekt

I ]femlala_mna( phe, F) metionina |:uu|,?\|]

ala.mnal: ala, .-\]

isoleucina |::].

acido aspartico [ asp.D)
acido glutimico [ elu, E)
lisinalyvs,

E"']a.fE:.t'J:l.ﬂal:a

serinal:!rﬂ; + 5 ) treonina(thr, T) g g

tirosina(tyr,y | histidina (his,H |

asparagina (asn, N)
c) glutamina I:uhl a)
triptofano (trp - W)

cisteina cys,

FIGURA 2.1: Representacdo dos 20 aminoédcidos. Os acrénimos apresen-
tados a seguir ao nome de cada aminodcido foram utilizados para fazer
o0 mapeamento das "estruturas primdrias" dos sistemas estudados experi-
mentalmente provenientes do PDB para "estruturas primadrias" de sistemas
de residuos BLN. Figura adaptada da referéncia (Wales, 2004).
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Restrigdes na cadeia polipeptidica da proteina (causadas pelo caracter parcial de dupla
ligacdo C-N') resultam nos trés tipos principais de estruturas secundarias referidas ante-
riormente no capitulo 1, folhas— 3, hélices—a e dobras (Branden and Tooze, 1999; Ander-
son and Rost, 2009). Mais pormenores sobre as estruturas secunddrias das proteinas sdo

apresentados mais adiante na subsecg¢do 2.1.3.

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

feitos mapeamentos das suas sequéncias de aminoacidos para o sistema de residuos BLN.

O mapeamento de aminodacidos a residuos BLN foi feito com base nos dados apresenta-

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

“Terminal C" do
aminodcido com
cadeia lateral Ry Iol H

\
H Ca
B " %

“Terminal N" do aminodcido I

com cadeia lateral Ry

I
e,

Ligacdo peptidica

FIGURA 2.2: Esquema de ligagdes peptidicas entre os aminodcidos na
cadeia de uma proteina. Figura adaptada da referéncia (Branden and
Tooze, 1999).

Segundo Head-Gordon e colaboradores (Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003) existem
algumas incertezas associadas ao mapeamento dos aminodcidos a sequéncia de residuos
BLN, as quais podem levar a mutagdes relativamente as estruturas esperadas. Por ex-
emplo a lisina ("Lys (K)") em funcdo da conformacdo estrutural que adota a sua cadeia
lateral (R) pode ser vista como um residuo hidrofilico (quando o grupo amino da cadeia
lateral estd superficialmente exposto) ou como um residuo hidrofébico (quando a cadeia

lateral se enrola num centro hidrofébico).

A tabela 2.2 mostra a sequéncia de aminodcidos da proteina L, a qual foi estudada em

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

!Restricoes causadas pelo efeito de ressonancia da dupla ligagio entre o grupo carbonilo e o par C-N ao
longo da cadeia peptidica.
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TABELA 2.1: Conversdo dos 20 tipos de aminoécidos para residuos BLN.
Tabela adaptada da referéncia (Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003).

Aminoddo Residuo BLN Aminoddo Residuo BLN Aminoddo Residuo 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 GIn (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 sequéncia de aminodcidos da proteina L
para a estrutura primdria de residuos BLN. A sequéncia de de aminoa-
cidos foi retirada do PDB e mapeada para o sistema de residuos BLN, com
base nos dados apresentados na tabela 2.1.

Sequéncia PDB ENKEETPETP ETDSEEEVTI KANLIFANGS TQTAEFKGTF
Est. primaria BLN LLLLLLNLLN LLLNLLLBLB LBLBBBBLNN LLLBLBLNLB

Sequéncia PDB EKATSEAYAY ADTLKKDNGE YTVDVADKGY TLNIKFAG
Est. primaria 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
primdria da proteina L em residuos BLN. A sequéncia de aminodcidos da proteina L
(proteina com 78 aminodcidos) foi retirada do PDB (referéncia 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 ndmero de residuos para proteina L foi diminuido, sendo utilizado nos estudos deste
sistema apenas 56 aminodcidos correspondestes as zonas com conformagdes em hélice-a

e folhas-£.

2.1.2 Equacgdes do potencial BLN

Como referido na introdugdo, o modelo BLN é descrito por quatro expressdes e apresenta
residuos de trés tipos, os quais sdo 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 equacédo seguinte:

N-1 N—2 N-3
Vern = 1/2K, Z (Riit1) — Re)® +1/2Ky Z (0; — 0c)* + € Z [Ai(1 + cosg;)+

i=1 % %

Bi(1 — cosg;) + Ci(1 + cos3¢i) + Di(1 + cosp; + w/4)]+ (2.1)
2

N-2 N
> [S12(0/ Rij)"? + Se(0/ Rij)°]
=1 j=it2

Onde Ry € a separagdo entre os residuos i e j e as unidades de distancia e energia sdo
dadas por o e ¢, respetivamente. O primeiro termo representa a energia das ligacdes
entre os residuos BLN na cadeia da proteina, sendo o valor de K,=231.2 e 2 e R,=10. O
segundo termo refere-se a soma das energias de dobragem segundo os angulos de ligacao
0, definidos por grupos de 4&tomos em posicoes R; a Ry,,; e valores de K,=20 erad 2 e 6=
1.8326 rad. O terceiro termo é a soma das energias de tor¢do segundo os dngulos diedros,
¢;, definidos por quartetos de residuos em posi¢des R; a R, 3. O tltimo termo representa
as interagdes que ndo sdo resultantes de ligacdes, ou seja, representa as interagdes que
resultam da proximidade entre os diversos pares de residuos ndo ligados entre si por

ligagdes peptidicas.

Os valores dos parametros apresentados para a expressdo do potencial dos angulos
diedros (valores de A, B, C e D) e os valores dos parametros apresentados para a ex-
pressdo do potencial que representa os pares de residuos ndo ligados por ligagdes peptidi-
cas (51, e Sg) podem ser manipulados e apresentam efeito directo sobre as conformagoes
adotadas pela estrutura secundéria da proteina. Algumas comparacdes entre esses para-
metros relativamente a estudos feitos por varios autores sdo apresentadas na subseccdo

2.1.3.
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2.1.3 Estrutura secundaria: Implicacdes dos varios parametros na estrutura da
proteina. Diferencas entre E, H e T. Modifica¢des nos parametros do

potencial BLN

A estrutura secunddria apresenta os motivos estruturais mais bdsicos de uma proteina,
ou seja, representa a dobragem da sequéncia de aminodacidos (estrutura primadria) para
formar conformagdes em hélices-a, folhas-/3, dobras, etc; na figura 2.3 é apresentada uma
estrutura secunddria hélices-a, na qual se verifica a sequencia de aminodacidos interliga-
dos na cadeia peptidica e a formagdo das hélices-a pelas ligagdes de hidrogénio entre os
atomos de hidrogénio dos grupos amino (representados pelas pequenas esferas brancas)
e 0s atomos de oxigénio ligados aos carbonos carbonilos (C’) (representados pelas esferas

vermelhas).

FIGURA 2.3: Estrutura secunddria hélice-a. O aminoddo do C,1 (marcado
a vermelho) liga-se por ligagdo peptidica ao aminoécido do C,2 (marcado
a verde), por sua vez o aminoacido do C,5 (marcado a azul) é atraido por
ligagdo de hidrogénio pelo aminodcido do C,, 1 para formar parte da hélice-
« (a esfera azul corresponde ao grupo amino e C” ao carbono cabonilo. a
Figura adaptada da referéncia (Branden and Tooze, 1999).

De acordo com Anderson e Rost (Anderson and Rost, 2009) as estruturas secundarias
sdo basicamente classificadas em trés classes: classe de estruturas que envolvem con-
formacoes em hélices (hélices-a, helices-3/10, etc.), classe de estruturas que envolvem
conformacgoes em "folhas" (folhas-3 e pontes-/3) e classe das estruturas que envolvem con-
formagoes em dobras ou estruturas ndo atribuidas. No potencial BLN, estas classes de
estruturas secundarias sdo descritas com a utilizagdo a pardmetros dos angulos diedros,
descritos pelas letras H, E e T, em que H descreve as conformagdes em hélice, E descreve

as conformacdes estendidas e T descreve as conformag¢des em dobra (Brown, Fawzi, and
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Head-Gordon, 2003) (estas conformacoes sdo referenciadas nas tabelas 2.3, 2.5 e 2.7).

Outros parametros diretamente relacionados com o colapso das estruturas primdrias para
formar estruturas secundérias sdo os parametros associados as interacdes entre aos pares
de residuos ndo interligados por ligacdes peptidicas, descritos pela quarta expressao da
eq.(2.1). As interagdes entre os residuos sdo atrativas entre residuos BB e repulsivas no
caso das interagoes entre LL, LB, NN, NB ou NL. No potencial BLN estas interag¢des atrati-
vas e repulsivas sdo classificadas em trés tipos (ver as tabelas 2.4, 2.6 e 2.8), sendo a inten-
sidade das interagdes repulsivas dependente dos tipos de residuos envolvidos (Brown,

Fawzi, and Head-Gordon, 2003).

As tabelas 2.3-2.8 apresentam alguns exemplos de parametros para potenciais de angu-
los diedros e potenciais de intera¢des entre pares de residuos néo interligados por liga-
¢Oes peptidicas. Segundo vdrios autores, manipula¢des nesses parametros do modelo
BLN permitem caracterizar energética e estruturalmente diversos sistemas de proteinas,
podendo deste modo, serem identificados motivos estruturais compostos por hélices-a,

folhas-3, dobras, etc.

TABELA 2.3: Parametros para o potencial de tor¢do envolvendo angulos
diedros utilizados em dobragens de folhas-g.

Tipo de conformacaio A B C D

H 1.2 00 12 0.0
E 1.2 00 12 00
T 00 00 02 0.0

TABELA 2.4: Parametros para o potencial de interagGes entre pares de resi-
duos sem ligacoes peptidicas utilizados em dobragens de folhas-/.

Tipo de interacdo  Parametros folhas-(

LL ou LB S;,=3  S¢=3
NN, NB ou NL 812:1 8620




Capitulo 2. Técnicas Computacionais

18

TABELA 2.5: Parametros para o potencial de tor¢do envolvendo angulos
diedros utilizados em dobragens de hélices-c.

Tipo de conformacaio A B C D

H 00 16 16 16
E 00 16 16 16
T 00 00 02 0.0

TABELA 2.6: Parametros para o potencial das interagdes entre pares de
residuos nao ligados por ligacdes peptidicas utilizados em dobragens de
hélices-a.

Tipo de interacdo  Parametros hélices-o

LLouLB Sp=17  S,=0
NN,NBouNL S,,=1.7 S,=0

TABELA 2.7: Pardmetros para o potencial de tor¢do dos dngulos diedros
utilizados em dobragens mistas.

Tipo de conformacaio A B C D

H 00 12 12 12
E 09 00 12 00
T 00 00 02 00

TABELA 2.8: Pardmetros para o potencial das intera¢des entre pares de
residuos ndo ligados por liga¢oes peptidicas utilizados em dobragens mis-
tas.

Tipo de interagio = Parametros dobragens mistas

LLoulLB Sp=1  Se=%
NN,NBouNL S;,=1 S,=0
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TABELA 2.9: Resumo dos parametros do potencial de tor¢do de angulos
diedros e de interagdes entres residuos ndo interligados por ligagdes pep-
tidicas utilizados por varios autores em estudos de dobragens de varios
sistemas de proteinas com diferentes conformagdes secundarias.

Dobragem Parametros’ Autores Sistemas estudados

hélices-a Tabela 2.5e2.6 (Guo and Thirumalai, 1996) Proteina com 4 hélices

Folhas-$ Tabela2.3e2.4 (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 €2.8 (Guo and Thirumalai, 1995) Proteina L
(Wales, 2016a) Proteina G
(Brown, Fawzi, and Head-Gordon, 2003)
(Sorenson and Head-Gordon, 2002b) Ubitiquina
(Sorenson and Head-Gordon, 2002a) Proteina L

Proteina G

“Parametros do potencial de tor¢do de angulos diedros e de interagdes entres residuos ndo interligados
por ligacdes peptidicas apresentados nas tabelas 2.3-2.8.

Os dados apresentados nas tabelas anteriormente referidas, representam parametros do
potencial de tor¢do de angulos diedros e de interagdes entres residuos ndo interligados
por ligagdes peptidicas referenciados por diferentes autores em estudos de caracterizacdo
de diversos sistemas de proteinas. A tabela 2.9 apresenta um resumo de parametros
utilizados nos estudos de caraterizagdo de alguns sistemas de proteinas em funcdo dos

seus tipos de dobragens” estudados por alguns autores.

Para caracterizacdo de dobragens a estruturas nativas nos modelos de proteina BLN46
e BLN69 (modelos de proteinas caracterizados por folhas-3), tém sido utilizados tipica-
mente os pardmetros presentes nas tabelas 2.3 e 2.4. Observa-se que foram utilizados os
potenciais de tor¢do de angulos diedros e de interagdes entre particulas néo ligadas por
ligacdes peptidicas das tabelas 2.5 e 2.6 para caracterizagdo de dobragens a estruturas
nativas em conformagdes com hélices-o. No caso de sistemas de proteinas com dobra-
gens mistas (dobragens que envolvem diferentes tipos de conformagdes, por exemplo,

hélices-a e folhas-(3), pode-se verificar a utilizagdo dos pardmetros presentes nas tabelas

2Dobragens a conformacgdes hélices-«, folhas-5 ou mistas.
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TABELA 2.10: Sequéncia de residuos BLN e estruturas secundarias dos
modelos de proteina BLN46, BLN69, proteina 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 primadria Estrutura secunddria

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

2.7e28.

Nos estudos da proteina Ubitiquina, L e G apresentados na tabela 2.9, foram utilizados
C=1.2 como parametro do potencial de tor¢do de angulos diedros que envolvem confor-
magdes em dobras (T) (Sorenson and Head-Gordon, 2002a; Sorenson and Head-Gordon,

2002b).

FIGURA 2.4: Modelos de estruturas tercidrias dos sistemas BLN46, BLN69,
Proteina G e L: a) modelo de proteina BLN46 (Oakley and Roy L. Johnston,
2012); b) modelo de proteina BLN69 (Oakley, Wales, and Johnston, 2011);
¢) modelo de proteina G (Wales and Head-Gordon, 2012); d) modelo de
proteina L (Wales and Head-Gordon, 2012). A proteina BLN46 dobra-se
num motivo estrutural com 4 folhas-8 e a BLN69 em um com 6 folhas-/.
Por outro lado a proteina G e a L apresentam dobragens mistas compostas
por duas estruturas secundérias "3-hairpin” interligadas por uma hélice-a.

A tabela 2.10 mostra a sequéncia de residuos BLN e a estrutura secundaria dos modelos

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

observadas na figura 2.4.

2.2 Estratégias adotadas para parametrizacao das estruturas se-

cundarias

Para caracterizagdo das estruturas secunddrias foram adotados como padrao os parame-
tros dos potenciais de tor¢do de dngulos diedros e de residuos nado ligados por ligacdes
peptidicas apresentados em estudos anteriores (pardmetros referidos na tabela 2.9, na
seccdo 2.1). No processo de caracterizagdo das estruturas secunddrias dos sistemas es-
tudados, foram tidas em conta duas fases: i) construgdo ou mapeamento das estruturas
secunddrias partindo da sequéncia de aminodcidos ou estruturas primadrias; iia) melhoria
das conformagdes adotadas pelas estruturas secunddrias apds a sua constru¢do, por ma-
nipulagdo dos parametros A, B, C e D associados a cada uma das estruturas secunddrias
do modelo BLN (hélices (H), estruturas estendidas (E) e dobras (T)); e/ou iib) melho-
ramento das conformacdes adotadas pelas estruturas secundérias apds a sua construgao,
por manipulacdes dos parametros que controlam o colapso hidrofébico (BB) ou repulsdes
(BL, LL, NB, NL ou NN) entre os pares de residuos que ndo apresentam ligagdes peptidi-
cas — parametros S, e S¢. Deste modo, para parametrizagdo das estruturas secunddrias
dos vérios sistemas estudados no presente trabalho foram adotadas diversas estratégias

que descrevemos a seguir.

2.21 Utilizacao de ferramentas de mapeamento de estruturas primarias a es-

truturas secundarias

Existem diversas ferramentas auxiliares disponiveis online que nos permitem fazer o ma-
peamento de estruturas secunddrias adotadas por uma proteina partindo da sua sequén-
cia de aminoacidos. No presente trabalho foram utilizadas a ferramenta de predicao
de estruturas secunddrias CFSSP (servidor de predicdo de estruturas secunddrias de
Chou e Fasman)(Chou and Fasman, 1974a; Chou and Fasman, 1974b) disponivel em

http://cho-fas.sourceforge.net/ e as ferramentas de predigdo de estruturas
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secunddrias de Porter referida por Hoffmann e colaboradores (Hoffmann et al., 2014)
disponivel em http://distillf.ucd.ie/porterpaleale/. Com estas ferramen-
tas foi possivel prever de forma rdpida as estruturas secundérias adotadas pelos sistemas
estudados, porém, foi necessario logo depois mapear estas para o modelo de residuos
BLN (para tal foram adotados alguns critérios apresentados na subsecgdo 2.2.2). Para
a caracterizagdo da estrutura secunddrias com a utilizagdo destas ferramentas auxiliares
normalmente é necessario um ficheiro do tipo FASTA® (este ficheiro pode ser baixado

diretamente do PDB), ou simplesmente a sequéncia de aminoacidos em formato FASTA.

2.2.2 Utilizacao da estrutura secunddria proveniente do PDB

O modelo de potencial BLN é um modelo bastante simples, contemplando, como ja
referido, apenas trés tipos de conformacgées secundarias. Do PDB ¢é possivel obter a se-
quéncia de aminoacidos e estruturas secunddrias resultantes de estudos experimentais
de um determinado sistema, podendo estes dados serem utilizados para a construcao
da estrutura primdria e estrutura secundaria do modelo de proteina BLN. Portanto, a
estrutura secunddria proveniente do PDB apresenta a atribuicao DSSP (atribuicdo do Di-
ciondrio de Estruturas Secundérias das Proteinas), a qual comporta varios tipos de con-
formagdes secunddrias, por exemplo as hélices podem ser classificadas em trés "estados"
diferentes, correspondentes a trés tipos de hélices diferentes, as quais sdo representadas
pelas letras G (hélice-3/10), H (hélices-a) e I (hélices-), as estruturas estendidas sdo clas-
sificadas em dois "estados" diferentes representadas pelas letras E (no caso de folhas-f3) e
B (no caso de pontes-3) e as demais conformagdes sdo representadas pelas letras T ou S
(no caso de dobras) ou “espago em branco” no caso de ser uma estrutura secunddria sem
atribuicdo (Anderson and Rost, 2009). Estes aspetos podem criar algumas complicagdes
ao fazer-se o mapeamento da estrutura secundéria do PDB para a estrutura secundaria
do modelo BLN. Nesse sentido para mapear as estruturas secunddrias provenientes do

PDB para o modelo BLN foram adotados alguns critérios como?: i) correspondéncia entre

*Ficheiro com uma pequena descrigio e a sequéncia de aminodcidos de um determinado sistema de
proteina, onde cada aminoécido é representado pela sua letra correspondente como apresentado na figura
2.1, por exemplo para o caso do aminoécido alanina é representado pela letra A.

*Estes critérios podem ser utilizados em qualquer uma das estratégias de mapeamento da estrutura se-
cundéria adotadas.
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as estruturas secunddrias representadas pelas letras H, E e T provenientes do PDB com
as estruturas secunddrias representadas pelas letras H, E e T do modelo BLN, respetiva-
mente; ii) atribuicdo de qualquer uma das conformagdes do modelo BLN representadas
pelas H, E e T as conformagdes do PDB representadas pelas letras S ou por “espagos
brancos” em fungdo das geometrias tridimensionais observadas; iii) caso necessdrio, al-
teragdo de qualquer estrutura secundéria proveniente do PDB (H, “espago em branco”,
S, etc.) para qualquer uma das estruturas secunddrias representadas pelas letras H, E e
T do modelo BLN, por exemplo para alguns casos a conformacédo hélice-3/10 (G) é me-
lhor representada pelas conformagdes T do que H no modelo BLN. Estes critérios ndo
sdo absolutos, foram apenas adotados para servirem de diretrizes para caracterizar as

estruturas secunddrias dos sistemas estudados.

2.2.3 Método EHTIX]

Nos casos em que a estrutura secunddaria de uma proteina modelada com o modelo BLN
seja caracterizada apenas por dois tipos estruturas secunddrias, ou seja, caso a proteina
seja caracterizada apenas por He T, He 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 conformagdes das estruturas secunddrias, onde X é tido como o terceiro tipo
de estrutura secunddria e corresponde a uma conformacdo em hélice (H), estendida (E)
ou dobra (T). Por alteragdo dos parametros de tor¢do dos angulos diedros para o nosso
X - pardmetros A, B, C e D da eq. 2.1 — pode-se manipular isoladamente um ou mais

conjuntos de quartetos de residuos que apresentem a estrutura secundéria X.

2.24 Mapeamento manual das estruturas secundarias

Por anélise da geometria das conformacdes dada no formato PDB de um determinado
sistema é possivel fazer um mapeamento manual da respetiva estrutura secundaria
partindo da sua sequéncia de aminodcidos. Embora pareca ser uma estratégia exaus-

tiva, é bastante pratica no caso de proteinas pequenas (Hoffmann et al., 2014) e apresenta
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bons resultados. O mapeamento manual ou seja, caracterizagdo feita por andlise da es-
trutura tercidria disponibilizada pelo PDB pode ser facilmente combinado com as outras

estratégias adotadas.

As estratégias utilizadas para o mapeamento das estruturas secunddrias dos sistemas es-
tudados foram melhoradas por manipulagdo dos valores dos parametros do potencial
de torcado de angulos diedros e dos pares de residuos que ndo apresentam ligagdes pep-
tidicas. As manipula¢des dos valores do primeiro conjunto de pardmetros (parametros
do potencial de tor¢do dos angulos diedros) foram feitas com base na construgdo gréficos
que relacionam a energia e os angulos diedros formados, em fun¢do dos pardmetros A, B,
C e D utilizados nas conformagdes H, E, T ou X, os quais foram bastante tteis para mode-
lar as estruturas secundérias dos sistemas estudados (alguns gréficos "Energia/Angulos

diedros formados" sao apresentados mais adiante no capitulo 3).

2.3 Optimizacao global e graficos de conectividade

Para caracterizagdo dos modelos de proteinas, foram utilizados os seguintes progra-
mas computacionais disponiveis na pagina 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 otimizagdes globais e em
estudos de propriedades termodindmicas por utilizagdo do método "Basin-Hopping"
(BH) (Wales, 2016a). O método "Basin-Hopping" é um método que utiliza minimizagdes
de Monte Carlo para fazer otimizagdes globais, deste modo sdo consideradas variagdes
na superficie de energia potencial em que sdo geradas vdrias bacias de atracdo com todos
minimos locais (Wales and Doye, 1997). Foram ainda utilizados os programas utilitarios
rancoords e gminconv?2 para auxiliar o GMIN no estudo dos MFETs. O MFET é o tempo
necessario para localizar o minimo global partindo de configuragdes aleatérias iniciais;
b) OPTIM, programa utilizado para otimizagdes geométricas dos sistemas de proteinas
estudados e cdlculos dos caminhos que interligam os vérios isémeros gerados (Wales,

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


http://www-wales.ch.cam.ac.uk/
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permite criar e expandir bases de dados de minimos de energia e seus respetivos esta-
dos de transi¢do. O PATHSAMPLE utiliza amostras de caminhos que ligam os diferentes
minimos geradas pelo OPTIM (Wales, 2016c); d)DisconnectionDPS: Programa utilizado
para construcdo e andlise de gréficos de conectividade, para tal, 1é ficheiros de "output"

gerados pelo PATHSAMPLE.

Na figura 2.5 é ilustrado o diagrama de fluxo utilizado na obtencdo dos gréficos de conec-
tividade: 1) otimizacdo global; 2) conexdo entre dois minimos de energia; 3) criacdo da
base de dados de pontos estaciondrios do PATHSAMPLE; 4) construcdo dos graficos de

conectividade para os sistemas estudados.

GMIN
Otimizagao Global » MFETs.

OPTIM

Criag@o do caminho de conectividade entre dois
minimos.

PATHSAMPLE

Criacdo e expansao da base de dados de pontos
estacionarios (minimos e pontos sela).

disconnectionDPS

Construgdo e analise de gréficos de
conectividade (“disconnectivity graphs”).

FIGURA 2.5: Processos de otimizacao global, conexdo entre dois minimos
de energia, criagdo da base de dados de pontos estaciondrios do PATH-
SAMPLE e construgdo dos gréficos de conectividade utilizados nos estu-
dos de caracterizacdo 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 proteinas
BLN46 e BLN69, foram feitas otimizagdes globais com o programa GMIN utilizando o
método "basin-hopping" (Wales, 2014). Através da construcdo de graficos de conectivi-

dade foi observada uma grande frustracdo geométrica para estes sistemas.

A figura 2.6 mostra os gréficos de conectividade apresentados para o modelo de proteina

BLNG69 (proteina com bastantes frustragdes geométricas) ((Oakley, Wales, and Johnston,
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FIGURA 2.6: Gréficos de conectividade para a proteina BLN69: a) modelo
de rede elastica; b) modelo de Go - figura adaptada (Oakley, Wales, and
Johnston, 2011).

2011). A esquerda (fig. 2.6a)) é apresentado o grafico de conectividade para o modelo
de rede eldstica. Neste modelo mantém-se todas interacdes nativas e, portanto apresenta
mais frustracdes geométricas, as quais podem ser claramente observadas pela disposicao
dos vérios minimos com energias muito proximas; e a direita (fig. 2.6b)) é apresentado o
gréafico de conectividade para o modelo de Go da proteina BLN69. A remogdo de todas
interacdes entre todos pares de residuos hidrofébicos que ndo apresentam interacdo no
estado nativo (residuos separados por distancias superiores a 1.167 o) (Miller and Wales,
1999; Jr., 2014) leva a um coldpso mais rapido a estrutura nativa (Wales and Dewsbury,
2004) ou seja, a um grafico de conectividade com muito menos frustragdes geométricas
(Jr., 2014), em que o minimo global em estudo se evidencia claramente relativamente aos

demais minimos.

Informagdes relativas a instalagdo e utilizagdo dos programas OPTIM, PATHSAMPLE,

disconnetionDPS e GMIN estdo disponibilizadas no apéndice A.
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Capitulo 3

Discussao e analise de resultados

Como referido nos capitulos anteriores, no presente trabalho foram estudados diversos
sistemas de proteinas, com diferentes dominios estruturais, a destacar: a) proteina com
o cédigo PDB 1L2Y, com dominio estrutural “trp-cage”; b) proteina com o cédigo PDB
1WY3, com dominio estrutural vilina; c) proteina com o c6digo PDB 2MWE, com dominio
estrutural “ww-domain”; d) modelo de proteina constituido por quatro hélices-o, estu-
dado por Guo e Thrirumalai (Guo and Thirumalai, 1996). As caracterizagdes destes sis-
temas foram feitas com base no diagrama de fluxo apresentado na figura 2.5 no capitulo

2, pagina 25.

No processo de construcgdo das estruturas secundérias dos sistemas de proteinas estuda-
dos foram combinadas as vérias estratégias apresentadas na sec¢do 2.2 do capitulo 2, com

énfase ao mapeamento manual, de Porter e a utilizacdo do método HET[X].

Os processos de otimizagdo das proteinas 1L2Y, 2MWE e 1WY3 (sistemas modelados
com base em informagdes experimentais provenientes do PDB) foram significativamente
melhorados por utilizagdo das coordenadas disponibilizadas pelo PDB como ponto de
partida. No caso da proteina com quatro hélices-c, estudada por Guo e Thrirumalai,
ndo houve qualquer dificuldade em determinar o minimo global por ser disponibilizada
a sua sequéncia secunddria, responsavel pelo seu colapso a estrutura nativa (Guo and

Thirumalai, 1996).

Para as proteinas estudadas com base nas coordenadas cartesianas provenientes do PDB
(proteinas 1L2Y, 2MWE e 1WY3), foi ainda necessario fazer um escalamento, uma vez

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

utilizada no modelo BLN' (Wales, 2016a; Miller and Wales, 1999; Brown, Fawzi, and
Head-Gordon, 2003). Apés o escalamento das coordenadas destes sistemas, foi feita uma
otimizagio local com o GMIN de modo a convergir para a estrutura correspondente ao mi-
nimo local mais préximo. Manipulagdes de parametros associados aos angulos diedros
por exemplo, como referido anteriormente no capitulo 2, ajudaram a diminuir a diferenga
entre a estrutura do minimo local e a estrutura original do PDB. Em estudos semelhantes,
Sorenson e Head-gordon (Sorenson and Head-Gordon, 2000) apresentaram semelhancas
entre a estrutura da proteina L caracterizada com o modelo BLN e a determinada exper-
imentalmente por ressonancia magnética nuclear (RMN); a figura 3.1 mostra o modelo
BLN (fig. 3.1a)) e a estrutura da proteina L obtida em estudos experimentais com RMN

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

Feita a modelacao dos sistemas baseados nas estruturas escaladas procurou-se interligé-
los com estas (com a utilizacdo do OPTIM), para tal foram utilizadas as coordenadas
escaladas no ficheiro "finish" e as dos minimos 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 referéncia (energias uti-
lizadas como pardmetro na chaves "TARGET" no ficheiro "data", ficheiro de entrada do

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

'A diferenca de escalas foi observada por comparagao das distancias entre os residuos interligados nas
geometrias provenientes do PDB e dos residuos interligados no modelo BLN. Os residuos interligados no
modelo BLN se separam por uma distdncia de 1 o.
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encontrados os minimos pretendidos.

3.1 Proteina 1L2Y

A proteina 1L2Y foi o menor sistema estudado, contendo uma sequéncia de 20 residuos
que se enrolam para formar um dos dominios estruturais mais simples - dominio "trp-
cage" (Neidigh, Fesinmeyer, and Andersen, 2002). O dominio “trp-cage” pode ser ob-
servado em proteinas simples como a 2JOF (fig. 3.2a) e ciclos “trp-cage” (por exemplo o
ciclo “trp-cage” 2LL5 - fig. 3.2b)). Este dominio pode ser também observado em sistemas
globulares. Por exemplo, os ciclos “trp-cage” podem ser observados em cristais monocli-

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

agregam-se para forma o cristal.

| k
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¥

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

3.1.1 Parametrizacio do modelo BLN para a proteina 1L.2Y

O sistema com o dominio estrutural “trp-cage” foi modelado com base nos dados das
estruturas primdrias e secunddrias apresentados na tabela 3.1. Nesta tabela sdo apre-
sentadas as estruturas primdrias e secunddarias provenientes do PDB e as resultantes do
nosso mapeamento ao modelo de residuos BLN. O mapeamento dos aminodacidos para
o modelo de residuos BLN do sistema 1L2Y e para os outros sistemas estudados foi feito

com base nos dados apresentados na tabela 2.1 no capitulo 2, pagina 14. A sequéncia
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TABELA 3.1: Estrutura primédria e secundéria do PDB e resultantes do ma-
peamento para o modelo de residuos BLN da proteina 1L2Y.

Tipo de estrutura Sequéncia
Estrutura priméria do PDB NLYIQWLKDG GPSSGRPPPS
Estrutura secundéria do PDB HHHHHHHTT GGGGT

Estrutura primdria no modelo BLN LBBBLBBLLNNNNNNLNNNN
Estrutura secundéria no modelo BLN THHHHHHHX'TTTTTTTT

*A conformacdo X corresponde ao E do nosso método HET[X] (para o qual os valores dos parametros de
tor¢do dos angulos diedros foram alterados.

da estrutura secunddria (sequéncia composta pelas conformagdes em hélices (H), em do-
bras (T) e estendidas (E)) do sistema 1L2Y foi montada com base na estrutura secundéria
fornecida pelo PDB e melhorada com a utilizacdo do mapeamento manual e por utiliza-

¢do do método HET[X].

Foram tidos como padréo os pardmetros do potencial de tor¢do de angulos diedros e de
pares de residuos néo ligados por ligacdes peptidicas utilizados para dobragens mistas

tratados no capitulo 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 secunddria hélice-o (em cor rosa),
uma hélice-3/10 (em cor roxa) e conformacdes nio atribuidas (em cor
branca) (Anderson and Rost, 2009).

Como referido, a caracterizagdo 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 proteina 1L2Y visualizada a partir do PDB.
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TABELA 3.2: Pardmetros para o potencial de tor¢do dos angulos diedros
utilizados para modelagdo da proteina 1L2Y. Os valores dos parametros A,
B, C e D utilizados para a conformagao E (X) tém um efeito sobre o quarteto
de residuos 9-12 (no modelo da proteina 1L.2Y).

Tipo de conformacado A B C D

H 00 12 12 12
X 00 12 00 0.0
T 00 00 02 0.0

Na tabela 3.2 sdo apresentados os parametros de tor¢do de angulos dietros utilizados.
Alteragdes dos parametros das conformagdes estendidas, aqui referidas como X, foram

efetuadas recorrendo a andlise dos perfis de energia potencial apresentados na figura 3.4.
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FIGURA 3.4: Angulos diedros formados para cada conjunto de quatro resi-
duos na protefna 1L2Y: manipula¢des dos valores dos parametros A, B, C
e D das conformagdes H (a)), E (b)) e T (c)) (graficos criados com base na
expressdo do potencial BLN para a parte que controla os dngulos diedros).

Os gréficos apresentados na figura 3.4 mostram o efeito dos valores dos parametros A,
B, CeD, daeq. (2.1) sobre as conformacgdes H, E (X) e T adotadas para cada quarteto de

residuos no sistema 1L2Y. Para a conformacdo em hélice hd uma tendéncia de formagao
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de angulos diedros de 60°, 180° ou 300° (fig. 3.4a)). Os angulos diedros que podem ser
adotados pela conformagdo em hélice apresentam varios minimos, sendo o de 60° o mais
estdvel. A figura 3.4b) mostra uma tendéncia de formagdo de dngulos diedros de 0° ou
de 360° para a conformagdo estendida (E (X)). Nota-se que, neste caso, X corresponde a
uma conformagdo, a qual tem um efeito direto sobre o quarteto de residuos 9-12. Por
outro lado as conformagdes em dobra apresentam as mesmas tendéncias de formagéao de
angulos diedros apresentadas para as hélices, porém, com minimos com energias iguais

e mais baixas (fig. 3.4¢)).

O minimo modelado obtido para a proteina 1L2Y ¢é apresentado na figura 3.5a) (minimo
com a energia 12.912648). Utilizando do método HET, original, obteve-se a estrutura
apresentada na figura 3.5b) com energia igual a 18.424453%. Nesta tltima pode-se visu-
alizar um claro afastamento da parte neutra correspondente aos residuos 17-20 por efeitos
de repulsdo com a parte hidrofébica da hélice-a. O método HET[X] permitiu assim en-
contrar uma melhor aproximacao a estrutura escalada proveniente do PDB. Porém, com

a utilizagdo deste método houve alguma distor¢do na hélice-c.

FIGURA 3.5: Modelos BLN obtidos para a proteina 1L2Y: a) usando o
método HET[X]; b) com o método HET. Os residuos (9-12) do angulo
diedro afetado pelo X do método HET[X] estdo numerados em ordem cres-
cente em amarelo na fig. (b). Os residuos neutros 17-20 (numerado em
vermelho) sdo repelidos pelos residuos hidrofébicos presentes na hélice-c.

?As estruturas apresentados na figura 3.5 foram obtidas por otimizagao local.
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3.1.2 Resultados referentes a paisagem energética da proteina 1L2Y

Uma vez estabelecido o modelo para a proteina 1L2Y, gerou-se o gréfico de conectividade
apresentado na figura 3.6, onde o minimo modelado (minimo 2) foi conectado ao minimo
correspondente a energia 12.484355 (minimo 1) na otimizagdo com o PATHSAMPLE. Por
sua vez estes minimos ligam-se ao 3 com valor de energia 12.674485. Comparando os va-
lores das energias destes trés minimos locais gerados, se verificam poucas diferencas en-
tre eles relativamente aos demais sistemas estudados, o que é refletido no desvio padrao
0.214595 (desvio padrdo obtido para os trés minimos de energia referidos). Este gra-
fico de conectividade mostra alguma facilidade de transi¢do do minimo modelado para
o minimo 1, uma vez que hd uma barreira energética baixa (TS, com valor de energia
12.928326) que os separa. Esta tendéncia pode ser também observada caso o sentido da
isomerizagdo seja para o minimo 3, pelo facto da barreira que o separa dos demais tam-

bém nado ser muito alta.

le

N
e

FIGURA 3.6: Grafico de conectividade obtido para o minimo modelado da
proteina 1L2Y: minimo modelado (2); minimo a ele com o PATHSAMPLE
(1); minimo resultante da conectividade entre 0 2 e 0 1 (3). As estruturas
apresentadas para cada um dos minimos foram reproduzidas com o VMD.
O espagamento de energia utilizado foi de 0.2e.
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Poucas diferencas de energia foram também observadas para o grafico de conectivi-
dade expandido com 50 ciclos (grafico apresentado na figura 3.7), porém, neste se veri-
fica maiores frustragdes estruturais (minimos de pouca energia separados por barreiras
energéticas altas). Neste grafico de conectividade podem ser observadas essencialmente
duas bacias de atragdo, numa das quais se encontram os minimos observados no gréfico
de conectividade anterior mais 0 minimo com energia 12.677977 (minimo 236) e, outra
onde observam-se os minimos de valores de energias 12.434109, 12.240553, 12.079013,
11.892286, 11.957609 e 11.730815 representados pelos nimeros 279, 346, 294, 295, 237 e
278, respetivamente. O desvio padrao 0.390088 obtido para os minimos apresentados no
gréfico 3.7 comprova que estes apresentam poucas diferencas de energias. Neste grafico
notam-se duas barreiras energéticas altas que passam pelos estados de transi¢do TS1 e
TS2, 0s quais pressupdem algumas dificuldades de relaxagdo nas transigdes em que é

necessario passar por estes pontos.
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FIGURA 3.7: Gréfico de conectividade expandindo com 50 ciclos. O es-
pacamento de energia utilizado foi de 0.2e.

As tendéncias acima referidas (minimos com poucas diferengas de energias e surgimento
de barreiras energéticas altas) sdo observadas na maioria dos minimos no grafico de
conectividade expandido e melhorado com 500 ciclos (figura 3.9), no qual visualizam-
se alguns minimos com energias bem mais profundas, no caso, o0 minimo global com

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

Segundo Wales e colaboradores (Miller and Wales, 1999; Wales, 2004) o padrao exibido
pela bacia de atracdo em que se encontra o0 minimo modelado apresenta relaxa¢des ndao
muito eficientes para o minimo global, a qual denominou de “banyan tree” pelo facto da
diferenca de energia entre os minimos ser inferior a barreira energética que os separa. No
gréfico apresentado na figura 3.9 observa-se claramente o padrdo de "banyan tree” asso-
ciado a zona em que se encontra o minimo modelado (zona marcada com um contorno
esverdeado) o que nos dd uma ideia clara da frustracdo estrutural que pode ser apresen-
tada pelo sistema 1L2Y. A zona em que se encontra o minimo modelado é enfatizada na

figura 3.9.
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FIGURA 3.8: Gréfico de conectividade expandindo com 500 ciclos: minimo
1 e 2 estdo marcados por um contorno esverdeado; O minimo modelado
(minimo 2) se encontra num conjunto de minimos com energias muito
proximas, os quais ddo uma ideia da frustracdo estrutural que pode ser
apresentada pelo sistema 1L2Y; para este sistema ndo se verificou muitas
semelhancas estruturais entre o minimo global encontrado (minimo 4810)
e o modelado. Neste grafico foram conectados um total de 434 minimos e
3609 estados de transicdo. Foi utilizado um espagamento de 0.2¢.
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De forma geral o gréfico expandido para 500 ciclos mostra que apesar das barreiras baixas
observadas nos graficos anteriores, existem grandes frustragdes geométricas associadas
a transicdo dos vérios isémeros ao minimo global. Estes aspetos nos ddo 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 minimo global, tendo em
conta os vdrios perfis energéticos dos minimos conectados (mais adiante no fim deste

capitulo sdo apresentados os tempos médios obtidos (MFETs) para encontrar o minimo

global deste e dos demais sistemas estudados para varias otimizagdes com o GMIN).
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FIGURA 3.9: Grafico de conectividade expandindo com 500 ciclos com én-
fase a zona em que se encontra o minimo modelado e o minimo 1 (zona
marcada com contorno verde na bacia de atragdo B1). Para além do mi-
nimo modelado notam-se varios minimos com o padrdo "banyan tree", a
maior parte deles presentes na bacia de atracdo B2.
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3.2 Proteina 2MWE

A proteina 2MWE apresenta um dominio estrutural do tipo "ww-domain", o qual contém
basicamente trés folhas-/ dispostas antiparalelamente (Serpell, 2000; Brown, Fawzi, and
Head-Gordon, 2003). O motivo “ww-domain” é observado em vérias proteinas simples,
tais como a 5AHT (fig. 3.10a) e a 2N8S(fig. 3.10b), e em proteinas mais complexas como
a 2LTY (fig. 3.10c) e a 1TK7 (fig. 3.10d).

a)

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

3.2.1 Parametriza¢do do modelo BLN para a proteina 2MWE

Como referido anteriormente, no processo de caracterizacdo do sistema 2MWE partiu-se
de igual modo de informagdes provenientes do PDB (sequéncia de aminodcidos, estru-

tura secundéria e coordenadas escaladas).
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TABELA 3.3: Estrutura primédria e secundéria do PDB e resultantes do ma-
peamento para o modelo de residuos BLN da a proteina 2MWE.

Tipo de estrutura

Sequéncia

Estrutura priméria do PDB

Estrutura secundéria do PDB
Estrutura primdria no modelo BLN
Estrutura secundéaria no modelo BLN"

Estrutura secundéria no modelo BLN?

SEWTERKTAD GKTYYYNNRT AESTWEKP
SEEEEETT TEEEEEETTT TEEE S
NLBLLLLLBLNLLBBBLLLLBLNLBLLN
TTTEEEEHHHTTEEEEEETTHTEEE
TTTEEEETTTTTEEEEETTTTTEEE

“Mapeamento manual.
"Mapeamento utilizando o método de Porter.

Na tabela 3.3 sdo apresentadas as estruturas primadria e secundéria provenientes do PDB

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

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

o mapeamento da estrutura secunddria utilizando o método de Porter e 0 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 proteina 2MWE visualizada

no PDB.

FIGURA 3.11: Proteina 2MWE: Estrutura visualizada no PDB (as trés
folhas-3 sdo apresentadas em amarelo).

Na figura 3.12 sdo apresentadas as conformagdes adotadas pelos angulos diedros, em

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

truturas H, E e T na proteina 2MWE. Para este sistema foram necessarias altera¢cdes dos
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FIGURA 3.12: Angulos diedros formados para cada conjunto de quatro
residuos na proteina 2MWE por manipulac¢des dos valores dos pardmetros
A, B, C e D das conformacdes E (a)) e T (B)).

TABELA 3.4: Pardmetros para o potencial de tor¢do dos angulos diedros
utilizados para modelacido da proteina 2MWE.

Tipo de conformacdo A B C D

H 00 12 12 12
E 09 00 12 0.0
T 00 00 03 0.0

parametros A (das conformacgdes estendidas) e C (das conformag¢des em dobra). Para as
estruturas secundarias em hélices, foram utilizados os valores dos parametros utilizados
no exemplo anterior, para os quais hd maior tendéncia de formacdo de angulos diedros
de 60°. No caso das conformagdes estendidas e em dobras, predominaram os angulos
diedros de 180° (minimo de menor energia na fig. 3.12a)) e, 60°, 180° e 300° (correspon-
dentes aos trés minimos na fig. 3.12b)), respetivamente. As tendéncias conformacionais
em dobra (com facilidade de dobrar para os dngulos diedros de 60°, 180° e 300°) do
sistema 2MWE, em fung¢do do valor do parametro C=0.3 adotado, tendem a apresentar
maior rigidez em rela¢do as dos demais sistemas, o que é patente nos minimos de energia

mais profundos observados na figura 3.12b).

Para os pares de residuos nao ligados por ligagdes peptidicas foram usados os valores

dos parametros utilizados em dobragens mistas apresentados no capitulo anterior.

Na figura 3.13 sdo apresentados os modelos finais obtidos para a proteina 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 possivel notar algumas semelhancas relativamente a estrutura

escalada proveniente do PDB (ver a figura 3.11).

f
s

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

3.2.2 Resultados referentes a paisagem energética da proteina 2MWE

As diferencas de energia apresentadas pelos minimos da proteina 2MWE foram maiores,
relativamente ao sistema 1L2Y, como pode ser observado no grafico de conectividade

obtido para este sistema (ver a figura 3.14).

FIGURA 3.14: Grafico de conectividade obtido para o minimo modelado
da proteina 2MWE: a estrutura do minimo modelado (2) e estrutura do
minimo a ele conectado com o PATHSAMPLE (1) estdo marcadas por um
contorno verde. As demais estruturas geradas entdo representadas pelos
nameros 3, 4, 6 e 7, das quais a 6 apresenta maior barreira energética ao
ligar-se ao minimo mais baixo. Foi utilizado o espacamento de energia de
0.2¢.
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Neste grafico o minimo modelado, com o valor de energia 20.194729 (minimo 2, marcado
com contorno esverdeado) e, o a ele conectado com o PATHSAMPLE, com valor de ener-
gia 18.262078 (minimo 1, também marcado com contorno esverdeado), apresentam uma
diferenca de energia claramente superior em relacdo a apresentada pelo sistema 1L2Y
visto no ponto anterior (secgdo 3.1, fig. 3.6) e barreiras energéticas relativamente baixas.
Apesar da “armadilha” energética (barreira energética alta) apresentada pelo minimo de
energia 19.183436 (minimo 6), nota-se uma tendéncia de relaxacdo mais ou menos efi-

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

Calculando o desvio padrao de todas energias salientadas a vermelho presentes na bacia
de atracdo dos minimos conectados com o PATHSAMPLE (minimo 2 e 1), obteve-se o
valor 0.96817 que, nos da uma ideia da separagdo energética entre elas e enfatiza relaxa-
¢Oes eficientes para o minimo mais baixo (os minimos representados pelos niimeros 4 e

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

No gréfico de conectividade expandido para 500 ciclos, ilustrado na figura 3.15, observa-
se melhor o padrdo dos minimos gerados relativamente a um novo minimo mais baixo
encontrado, sendo este ainda mais profundo que o obtido no gréfico de conectividade
anterior. Deste modo hd uma maior diferenca de energia deste minimo em relacdo ao
minimo modelado e barreiras ndo muito altas que pode implicar maior facilidade de
relaxacdo. Porém, apesar do minimo modelado ndo apresentar uma barreira energética
muito alta ao relaxar para o mais baixo (minimo global, com o valor de energia 12.073546 -
minimo correspondente ao ntiimero 3369 no grafico de conetividade expandido) (padrao
que Wales denominou por “folha de palmeira” (Wales, 2004), no qual ha uma relaxacao
mais eficiente para o minimo global ), existem muitos minimos com energias ndo muito
distantes deste e, com barreiras altas, o que Wales chamou de “folhas de salgueiros” (Wales,

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

Apesar das "frustragdes” estruturais observadas, o gréfico de conectividade expandido
com 500 ciclos obtido para o referente sistema, apresenta padrdes que sugerem maior
eficiéncia de relaxacdo do minimo modelado para o minimo global do que no sistema

1L2Y.
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FIGURA 3.15: Graéfico de conectividade da proteina 2MWE expandindo
com 500 ciclos. Apesar da diferenga energética entre 0 minimo modelado
(2) e o0 global (3369) as suas estruturas sdo muito parecidas contrariamente
ao verificado no sistema 1L2Y. Para este sistema foram conectados um total
de 551 minimos e 6016 estados de transigdo. Foi utilizado o espagamento
de energia de 0.2¢.

3.3 Proteina TWY3

O motivo vilina faz parte das microvilosidades do citoesqueleto em eucariotas superiores
e inferiores, o qual estd envolvido em vérias fung¢des associadas a mobilidade e contracdo
(Friederich et al., 1999). Este motivo pode ser encontrado nas proteinas simples como a
3MYC (fig. 3.16a)), a 2RJX (fig. 3.16b)) e a 2K6N (fig. 3.16¢)) ou nos sistemas globulares
5110 (fig. 3.16d)) e 5115 (fig. 3.16€)).
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FIGURA 3.16: Estruturas das proteinas 3MYC (a), 2RJX (b), 2K6N (c), 5110
(d) e 51I1S (e).

3.3.1 Parametriza¢do do modelo BLN para a proteina TWY3

TABELA 3.5: Estrutura primadria e secundéria do PDB e resultantes do ma-
peamento para o modelo de residuos BLN da proteina 1IWY3

Tipo de estrutura Sequéncia

Est. primédria do PDB LSDEDFKAVF GMTRSAFANL PLWLQOQHLKK EKGLF
Est. secundéria do PDB HHHHHHHH SSHHHHHHS HHHHHHHHH HHT
Est. primaria (modelo BLN) BNLLLBLBBBNBLLNBBBLBNBBBLLLBLLLLNBB

Est. sec. (mod. BLN/mét. HET[X]) TTHHHHHHHHHHX'"HHHHHHHHHHTTHHHHHHH

A conformacdo X corresponde ao E do método HET[X], o qual torce o angulo diedro dos residuos 13-16.

A sequéncia primadria e a secunddria do PDB que serviram de base para modelacdo da
proteina 1IWY3 e as mapeadas para o sistemas de residuos BLN sdo apresentadas na
tabela 3.5. Para a construcdo da estrutura secundéria foram utilizadas, de forma combi-
nada, as diferentes estratégias anteriormente referidas, de forma analoga ao estudo feito
para o sistema 1L2Y, com énfase a0 mapeamento manual. Para este sistema também foi
utilizado o método HET[X]. Uma vez que ndo ha estruturas estendidas neste sistema,
a conformagdo E correspondeu ao nosso X. Altera¢des dos valores dos parametros do
nosso X foram feitas de modo a torcer o nosso sistema, procurando proporcionar o afas-
tamento duma das hélices-o para a frente do plano, procedimento semelhante ao feito

para o sistema 1L2Y.

Tal como nos dois sistemas referidos nos pontos anteriores (sec¢des 3.1 e 3.2), para este
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FIGURA 3.17: Proteina 1WY3: Estrutura visualizada no PDB. As 3 hélices-
a do motivo vilina estdo marcadas em tom rosa e em branco as partes nédo
atribuidas.

sistema partiu-se das coordenadas escaladas de modo a minimizar os calculos para
obten¢do do minimo modelado; na figura 3.17 é apresentada a estrutura da proteina

1WY3 visualizada pelo PDB.

TABELA 3.6: Pardmetros para o potencial de tor¢do dos angulos diedros
utilizados para modelacédo da proteina IWY3.

Tipo de conformacdgo A B C D

H 00 12 12 12
E 08 00 01 0.0
T 00 00 02 00

TABELA 3.7: Parametros para o potencial das interagdes entre pares de
residuos ndo ligados por liga¢des peptidicas utilizados na modelacdo da
proteina TWY3.

Tipo de interacdo = Parametros utilizados

BB 512:0.3 86:_0'3
LL ou LB 5,,=0.93333333333333  S,=1
NN,NBouNL S,,=1 S,=0

O sistema 1WY3 foi dificil de modelar devido (em grande parte) ao colapso hidrofébico
apresentado pelos residuos 12, 16, 17 e 18. Para suavizar este efeito foram utilizados
valores mais pequenos para o parametro de contacto hidrofébico (BB) e aumentou-se a
repulsdo entre os residuos hidrofilicos (repulsdo apresentada pelas interagdes LL e LB) de
modo a ter-se maior afastamento entre os residuos 13 e 19 presentes na zona de colapso
referida. Nao foram possiveis maiores afastamentos pelo facto destes parametros nao

estarem associados apenas a alguns residuos especificos, mas a todos de um determinado
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FIGURA 3.18: Angulo diedro formado para o conjunto de quatro residuos
afetados pelo X do método HET[X] na proteina 1IWY3.

tipo, o que levaria a destrui¢do das outras estruturas secundarias obtidas; nas tabelas 3.6
e 3.7 sdo apresentados os valores dos parametros do potencial de tor¢do dos angulos
diedros e pares de residuos ndo ligados por ligacdes peptidicas (para os quais aumentou-
se o valor de S;, para os residuos LL ou LB e diminuiu-se os valores de S;, e S; para os

residuos BB) utilizados na modelagao da proteina IWY3.

FIGURA 3.19: Estruturas modeladas para a proteina 1WY3: estrutura
obtida tendo como pardmetros padrdo os utilizados em dobragens mis-
tas (a)) (apresentados no capitulo 2) e a gerada por alteragdo destes, de
modo a aumentar a repulsdo do residuos 13 e 19 e, diminuir a atracdo do
12,16, 17 e 18, (b)) (a zona apontada pela seta vermelha na estrutura (a))
ndo corresponde a uma liga¢do e sim a aproximagdo no espago entre 13 e
19, causada pelo colapso hidrofébico).

Os valores dos parametros do X (E) do método HET[X] representam uma tendéncia de
torcao de 180° para o angulo diedro formado pelos residuos 13-16 (residuos do angulo

diedro afetados pelo X do método HET[X]) de acordo com o grafico apresentado na figura
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3.18. As tendéncias de formacdo de angulos diedros das conformacoes H e T para este

sistema foram as mesmas apresentadas pelo 1L2Y.

Na figura 3.19 é apresentada a estrutura obtida com a utilizacdo dos valores dos para-
metros S;, e Sy padrdo (fig. 3.19a), na qual observa-se maior atragdo entre os residuos
hidrofébicos 12, 16, 17 e 18 (estrutura correspondente ao valor de energia 40.573150) e, a
melhorada por alteragdo destes (fig. 3.19b) (estrutura correspondente ao valor de energia
53.703798)°. A estrutura apresentada na figura 3.19b assemelha-se mais a0 modelo ex-
perimental descrito no PDB para a proteina 1IWY3, por haver espacamento ligeiramente
maior entre os residuos 12, 16, 17 e 18 (pela diminui¢do da atra¢do dos residuos hidrofébi-

cos) e entre os residuos 13 e 19 (por aumento da repulsdo entre os residuos hidrofilicos).

3.3.2 Resultados referentes a paisagem energética para proteina IWY3

O gréfico de conectividade obtido para a conexdo do minimo obtido por otimizagéo lo-
cal a partir da estrutura PDB escalada reflete uma relaxacéo eficiente deste aos minimos
mais baixos, pela clara diferenca energética e baixa barreira que passa por TS observada

(padrao "folha de palmeira").

Na figura 3.20 é apresentado o gréafico de conectividade obtido para o sistema 1WY3,
onde o sistema modelado corresponde ao minimo 2, o qual foi conectado com o PATH-
SAMPLE ao minimo com energia 51.465087 (minimo 1). Ambos 0s minimos (minimo 2 e

1) estdo marcados por um contorno verde.

Analisando os caminhos de conectividade apresentados na figura 3.20, é um pouco difi-
cil saber qual o padrdo predominante, se "folha de palmeira", "folha de salgueiro" ou
"banyan tree". Por exemplo, apesar do minimo modelado apresentar uma baixa bar-
reira e grande diferencga energética face a estrutura de menor energia (padrao "folha de
palmeira"), este e o minimo de energia 53.953518 (minimo 4) apresentam pouca diferenga
de energia e a barreira que os separa reflete o padrdo "banyan tree"; por outro lado, o
minimo 1 e o de energia 51.148624190256157 (minimo 3) apresentam uma ligeira dife-

renca de energia e uma barreira energética que pressupde o padrado "folha de salgueiro".

SEstrutura final utilizada.
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FIGURA 3.20: Grafico de conectividade obtido para o minimo modelado
para a proteina 1IWY3: As estruturas correspondentes ao minimo mode-
lado (2) e 0 minimo a ele conectado (1) com o PATHSAMPLE estdo marca-
dos por um contorno esverdeado. O minimo modelado liga-se aos demais
passando por um TS ndo muito alto. O espagamento de energia utilizado
foi de 0.2e.

Pelo desvio padrao 1.308379 associado as energias apresentadas, d4 para ter uma ideia
das diferengas entre elas em relagdo aos sistemas apresentados nas secgdes anteriores

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

Porém a eficiéncia de relaxacdo do sistema modelado para os minimos mais baixos é
mais facilmente visualizada por andlise dos graficos de conectividade expandidos com o

PATHSAMPLE.

O minimo modelado e os demais observados no grafico de conectividade anterior estao
conectados a minimos ainda mais profundos como se pode observar no gréfico de conec-
tividade expandido para 500 ciclos na figura 3.21, dos quais estdo separados por barreiras
energéticas bem mais altas. Os padrdes observados nestas novas conexdes assemelham-
se de forma geral a "salgueiros", ou seja, minimos préximos ao mais baixo separados por
barreiras relativamente altas. Estes aspetos enfatizam uma relaxagdo menos eficaz do sis-
tema modelado ao minimo mais baixo (minimo de energia 46.673145, correspondente ao
nimero 7108 no gréfico de conectividade expandido), uma vez que as barreiras de ener-

gia altas podem constituir "armadilhas" energéticas que podem dificultar a isomerizacdo
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FIGURA 3.21: Grafico de conectividade da proteina 1WY3 expandindo
com 500 ciclos. Para este sistema ndo se verificou muitas semelhangas
entre a estrutura e energética do minimo modelado (2) em relagdo a dos
minimos de energia mais baixa (minimo 7108, 10424, etc.). Neste grafico
foram conectados um total de 248 minimos e 6777 estados de transi¢do. O
espagamento de energia utilizado foi de 0.2¢.

(por exemplo as barreiras associadas aos minimos 4925, 10424 e 6772). Porém nota-se
a existéncia de alguns minimos com energias bem mais altas que a do minimo global

(padrao "folha de palmeira"), para os quais esperam-se relaxa¢des mais eficientes.

Relacionando os dois graficos de conectividade obtidos para a proteina 1IWY3 pode-se
verificar que existe alguma facilidade de relaxagdo do sistema modelado para o minimo
a ele conectado com o PATHSAMPLE, porém a complexidade do mecanismo de isomer-

izacdo aumenta a medida que nos deslocamos para estruturas com energias mais baixas.
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3.4 Proteina com quatro hélices-a

Segundo Guo e Thrirumalai (Guo and Thirumalai, 1996) o dominio estrutural apresen-
tado pela proteina com quatro hélices-a é bastante abundante na dobragem de vérias
proteinas®. Este dominio estrutural é observado nas protefnas simples 3U3B (fig, 3.22a)),
2LSE (fig, 3.22b)) (compostas por uma unidade funcional), 3TOL (fig, 3.22c)) e 5F]D (fig,
3.22d)) (compostas por duas unidades funcionais), como também em proteinas globu-
lares bem mais complexas (compostas por agregados de vdrias proteinas com quatro

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

FIGURA 3.22: Estruturas das proteinas 3U3B (a), 2LSE (b), 3TOL (c), 5FJD
(d), 4Z1W (e) e 4ZKH (f).

3.4.1 Parametrizacao do modelo BLN para a Proteina com quatro hélices-a

O sistema da proteina com quatro hélices-a foi relativamente mais simples de mode-
lar em relagdo aos anteriores, sendo o mapeamento da sequéncia de aminodcidos e a
construgdo da estrutura secundéria feitos com base em dados prévios apresentados por
Guo e Thrirumalai (Guo and Thirumalai, 1996); na tabela 3.8 é apresentada a estrutura

primadria e secunddria utilizadas na modelagdo da proteina com quatro hélices-a.

*As quatro hélices-a desta proteina se apresentam empacotadas na sua estrutura nativa.
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TABELA 3.8: Estrutura primédria e secundéria do PDB e resultantes do ma-
peamento para o modelo de residuos BLN da proteina de quatro hélices-c.

Tipo de estrutura Sequéncia

Est. primaria (modelo BLN) LLBLLBBLLBLLBBLLNNNLLBLLBBLLBLLBBLLNN
NLLBLLBBLLBLLBBLLNNNLLBLLBBLLBLLBBLL

Est. secundéria (modelo BLN) HHHHHHHHHHHHHHTTTTTTTHHHHHHHHHHHHT
TTTTTTHHHHHHHHHHHHTTTITITTHHHHHHHHHHH

Para modelagdo do sistema da proteina com quatro hélices-a foram utilizados os para-
metros das tabelas 2.7 e 2.8 propostos por Guo e Thrirumalai, apresentados no capitulo

2.

Energia

—— Hidiedro) E(diedro)

0 50 100 180 200 280 300 380 400

Angulo diedro (graus)

FIGURA 3.23: Minimos de energia dos angulos diedros das conformacdes
H e E na proteina com quatro hélices-a.

As influéncias do potencial de tor¢do dos angulos diedros em funcdo dos valores dos
parametros A, B, Ce D (A = 0; B=C=D=1.6) sobre as conformacdes H e E sdo apresentas na
figura 3.23, para as quais o minimo mais estdvel corresponde a um angulo diedro de 60°.
Para as conformagdes em dobra utilizou-se os pardmetros usados para os sistemas 1L2Y
e IWY3. A tendéncia de formacdo de angulos diedros com 60° para as conformacdes H
e E da proteina com quatro hélices-a é mais estdvel que a correspondente nos sistemas
anteriormente analisados, pelo valor de energia mais profundo apresentado pelo minimo

mais baixo (ver a figura 3.23).
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O processo de otimizagdo global deste sistema foi feito partindo de coordenadas
aleatérias’, para o qual se obteve um minimo com o valor de energia 31.602812; na figura
3.24 sdo apresentadas a estrutura do minimo obtido por otimizagdo global feita com o
GMIN (3.24a)) e a estrutura correspondente ao estado nativo do sistema da proteina de
quatro hélices-o proposta por Guo e Thrirumalai (3.24b)), para as quais se observam bas-

tantes semelhancas.

FIGURA 3.24: Estrutura modelada para a protefna com quatro hélices-a
(a)) e sistema proposto por Guo e Thrirumalai (b)).

3.4.2 Resultados referentes a paisagem energética para Proteina com quatro

hélices-«

Para o minimo modelado da proteina com quatro hélices-a verificaram-se diversos
padrdes (energias proximas separadas por barreiras pequenas, diferencas de energias
grandes separadas por barreiras pequenas, diferencas de energias relativamente peque-
nas e grandes barreiras, etc.). Porém por analise do grafico de conectividade obtido para
este sistema (grafico apresentado na figura 3.25) observa-se que o minimo modelado
(minimo com o valor de energia 31.602812, correspondente ao ntiimero 21 no grafico)
pode apresentar uma relaxagdo ndo muito eficiente para o minimo a ele conectado com o
PATHSAMPLE (minimo com o valor de energia 31.654112, correspondente ao nimero 17
no grafico), devido a barreira energética alta que os separa, apesar da pequena diferenga

de energia entre eles.

®No processo de otimizagio global deste sistema ndo partiu-se de coordenadas escaladas do PDB.
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FIGURA 3.25: Gréfico de conectividade obtido para o minimo modelado
para a proteina com quatro hélices-a: o minimo modelado (21) e 0 mi-
nimo a ele conectado com o PATHSAMPLE (17) estdo marcados por um
contorno em tom verde. O espagamento de energia utilizado foi de 0.2¢.

O valor 0.306726 para o desvio padrdo das energias observadas no grafico de conectivi-
dade apresentado na figura 3.25 (excluindo os minimos de energias 36.376142 e 32.459288
representados pelos nimeros 3 e 4), comprova que pode haver alguma dificuldade de
transi¢do do minimo modelado para o isémero pretendido (por exemplo para o minimo
17) face as barreiras energéticas altas. Os minimos com os ntmeros 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 proteina de quatro
hélices-a ndo haver grandes variagdes estruturais entre os minimos interligados quando

comparado com os sistemas analisados nas sec¢des anteriores.

O padrédo predominante adotado pelos minimos da proteina com quatro hélices-o re-

lativamente ao minimo global (padrdo que combina "folhas de palmeira" e "folhas de
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salgueiro) pode ser logo observado no grafico de conectividade expandido para 50 ciclos
apresentado na figura 3.26. Embora se possam ver um ntimero relativamente grande de
bacias do tipo “palmeira”, o minimo modelado, o minimo a ele conectado na otimizagao
com o PATHSAMPLE, e alguns outros, as suas bacias de atragdo assemelham-se a “folhas

de salgueiro”.

le

A =

Y
Ay

FIGURA 3.26: Gréfico de conectividade da proteina com quatro hélices-«
expandindo com 50 ciclos. O espacamento de energia utilizado foi de 0.2¢.

Outro aspeto que pode ser observado é o facto de para este sistema o minimo modelado
nao se distanciar muito em termos energéticos e estruturais do minimo global encontrado
(minimo com valor de energia 31.336770, representado pelo ntimero 6), o que, em fungdo
da barreira energética que os separa, enfatiza a sua estabilidade quando comparado com

o0s demais sistemas estudados.

O padrao “folhas de palmeira” é enfatizado no grafico de conetividade expandido para
500 ciclos, apresentado na figura 3.27, onde se pode visualizar o minimo global eviden-
ciado em relagdo aos outros minimos, o que pressupde relaxamentos mais eficazes para
a estrutura nativa. Porém, de forma andloga ao sistema visto no ponto anterior (sistema
1WY3, cujo padrao do grafico de conectividade expandido apresenta "folhas de palmeira”

bem como "folhas de salgueiro"), é necessario ndo esquecer que existem também véarios
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minimos com barreiras altas que podem constituir “armadilhas” energéticas e levar a
tempos de relaxacdo mais longos. Para além destes aspetos, para este sistema espera-se
haver grande frustracdo estrutural pelo nimero muito elevado de minimos conectados

(710 minimos) relativamente aos restantes analisados.

le
—

T

FIGURA 3.27: Gréfico de conectividade da proteina com quatro hélices-«
expandindo com 500 ciclos. Foram conectados no total 710 minimos e 1791
estados de transigdo. O espacamento de energia utilizado foi de 0.2¢.
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3.5 Tempos médios para encontrar os minimos globais (MFET)

Na figura 3.28 é apresentado o grafico com as distribui¢ées de todos os minimos gerados
na base de dados do PATHSAMPLE® para cada um dos sistemas estudados, no qual,
podemos analisar as zonas em que se encontram os minimos conectados nos graficos de

conectividade apresentados nas sec¢des anteriores.

Zonas de distribui¢gdo dos minimos conectados nas proteinas
estudadas
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FIGURA 3.28: Grafico com a distribuigdo de todos os minimos gerados na
base de dados de pontos estaciondrios de PATHSAMPLE para cada um
dos sistemas estudados.

Por exemplo, podemos verificar nesse grafico que para a proteina com quatro hélices-«
ha uma zona relativamente pequena (caso dividirmos imaginariamente a 4rea de dis-
tribuicdo em duas, uma paralela ao eixo x e outra ao y) onde se encontram o minimo mo-
delado, o global e outros com baixas energias (minimos com valor de energia por volta de
30.0 € - nesta zona se encontram os varios minimos com energia préxima do global e que
apresentam tendéncias a formar o padrao "folhas de salgueiro) e, outra relativamente
maior, que reflete a existéncia de minimos com diferencas de energia bem mais altas,
o que enfatiza o padrdo “folhas de palmeira” anteriormente referido para este sistema
(na seccdo anterior). Este tltimo sugere um relaxamento mais eficaz ao minimo global.
Porém para este sistema obteve-se um MFET muito grande para um total de 43 otimiza-

¢oes com o GMIN se compararmos com os demais sistemas estudados, como pode se

®No total foram gerados 6160 minimos para a proteina 1L.2Y, 11119 para a 2MWE, 2348 para a proteina
com quatro hélices-o e 13074 para a IWY3.
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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 frustragdes estruturais (varios mi-
nimos de baixa energia separados por barreiras altas). A proteina com quatro hélices-o
apresenta o dominio estrutural mais complexo (quatro hélices-a empacotadas), constitu-

ido por um total de 73 residuos.

TABELA 3.9: Tempos médios para encontrar o minimo global dos sistemas
estudados para vérias otimizagdes com o GMIN.

Sistema MFET (s) Desv. padrdo (s) Otim. ¢/ o GMIN # de residuos
Prot. 1L2Y 0.33 0.23 100 20
Prot. 1IWY3 2.90 1.16 100 35
Prot. 2MWE 0.19 0.13 100 28
Prot. ¢/ 4 hélices-ac  31874.33  21802.17 43 73

Os restantes sistemas (proteina 1L2Y, IWY3 e 2MWE) apresentam padrdes relativos a dis-
tribuicdo energética dos seus minimos semelhantes, como pode ser observado na figura

3.28.

Para a protefna 1L2Y, no gréfico apresentado na figura 3.28, com excec¢do da energia cor-
respondente ao valor 124.58158 e (minimo ndo conectado nos gréaficos deste sistema apre-
sentados na sec¢do 3.1), nota-se uma distribui¢do energética com uma area praticamente
paralela ao eixo X, 0 que pressupde diferengas de energias ndo muito grandes e enfatiza
o padrdo “banyan tree” como referido na sec¢do 3.1, para o qual se espera uma relaxa-
¢do 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 relaxagdo menos eficiente.

As zonas de distribui¢do energética dos sistemas 2MWE e do 1WY3 apresentadas na
figura 3.28 sdo muito parecidas, apesar de se encontram em &reas de energia diferentes.
Por andlise dos graficos de conectividade expandidos para 500 ciclos (apresentados nas
seccdes anteriores) destes dois sistemas, apesar dos padrdes ligeiramente semelhantes

(varias barreiras energéticas altas), se verifica uma barreira energética para a transigdo

"Sistema com zona de distribui¢do dos minimos mais semelhante a do sistema 1L2Y (ver a fig. 3.28; por
outro lado o sistema 2MWE apresenta ntimero de residuos mais préximo ao da proteina 1L2Y.
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"non

"minimo modelado"-"minimo global" maior para a proteina 1IWY3. Sugere-se que estes
padrdes estdo diretamente relacionados com as diferentes complexidades estruturais e
nimeros de residuos destes sistemas e, tém influéncia sobre os MFETs gerados. O sis-
tema 1WY3 apresenta maior namero de residuos (ver a tabela 3.9) e um dominio estru-
tural mais complexo (dominio vilina, com trés hélices-c) em relagdo ao 2MWE (sistema
com dominio estrutural "ww-domain" composto praticamente por "folhas" estendidas).
Para a proteina 1IWY3 obteve-se um MFET superior ao da proteina 2MWE, como se pode

visualizar na tabela 3.9.

DENDOGRAMA A1

distancaEudidiana
hekst (7, “average”)

DENDOGRAMA B1

dstancaEuchidana
hekst (°, “average’)

PCA A2

FIGURA 3.29: Dendogramas e graficos PCA feitos para as conexdes
"minimo-TS-minimo": 1)"minimo modelado - estado de transigdo - minimo
conectado ao minimo modelado com o PATHSAMPLE" (dendograma Al
e grafico PCA A2); 2) "minimo modelado - estado de transi¢do - minimo
global"(dendograma Bl e grafico PCA B2). Os ntimeros 1, 2, 3 e 4, corre-
spondem aos perfis energéticos (em fungdo dos critérios apresentados nas
tabelas 3.10 e 3.11) dos sistemas 1L2Y, 2MWE, 1WY3 e proteina com quatro
hélices-«, respetivamente.
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Andlises estatisticas das componentes principais (PCA) e utilizagdo do método hi-
erdrquico de agrupamento de dados de ligagdo média permitiram comparar cada um
destes sistemas em fungdo dos critérios apresentados nas tabelas 3.10 e 3.11, de modo
a se perceber melhor a relagdo entre seus MFETs e frustragdes geométricas. Foram ana-
lisadas as conexdes "minimo-TS-minimo" seguintes: 1) "minimo modelado - estado de
transicao - minimo conectado ao minimo modelado com o0 PATHSAMPLE" e; 2) "minimo

modelado - estado de transi¢do - minimo global".

TABELA 3.10: Valores dos minimos e estados de transicdo utilizados para
construgdo do dendograma e grafico PCA da conexdo "minimo modelado
- estado de transi¢do - minimo conectado ao minimo modelado com o

PATHSAMPLE".
Sistema Minimo modelado TS Min. conect. PATH.
Prot. 1L2Y 12.91264763 12.92832566 12.48435444
Prot. 2MWE 20.1947293 20.8127517  18.26207781
Prot. IWY3 53.70379826 54.09610048 51.46508738
Prot. ¢/ 4 hélices-ae  31.60281206 34.75003792 31.65411212

TABELA 3.11: Valores dos minimos e estados de transicdo utilizados para
construgdo do dendograma e grafico PCA da conexdo "minimo modelado
- estado de transic¢do - minimo global".

Sistema Minimo modelado TS Minimo 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. ¢/ 4 hélices-oc  31.60281206 34.75003792  31.33676974

Para as conexdes "minimo modelado - estado de transi¢do - minimo conectado ao minimo
modelado com o PATHSAMPLE" foram gerados o dendograma Al e o grafico PCA A2
(ver a figura 3.29). Analisando o dendograma Al e o grafico PCA A2, em fungdo dos

critérios apresentados na tabela 3.10, se observam os seguintes aspetos:
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e A protefna com quatro hélices (4)® apresenta a barreira energética e MFET mais
altos. A barreira energética nesta conexdo "minimo-TS-minimo" da proteina com
quatro hélices-a tem o valor de energia 3.147226. O MFET obtido para 43 otimiza-
¢oes com o GMIN é de 31874.33 s para um desvio padrdo 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 minimo global e, portanto maior
frustragdo estrutural. Analisando o dendograma Al, se verifica que, em fungdo
dos critérios estudados, esta proteina corresponde a um grupo isolado, mais proé-
ximo dos sistemas 1L2Y e 2MWE. O isolamento do perfil de energia da proteina
com quatro hélices-o é também verificado no grafico PCA A2 para as componentes
principais PC1 e PC2 (primeira e segunda componentes principais), no qual é pos-
sivel visualizar também uma maior proximidade deste aos sistemas 2MWE e 1L2y

(correspondentes aos ntimeros 2 e 1, respetivamente).

e A proteina 1IWY3 (3) apresenta a segunda barreira energética mais alta (com o valor
0.392302) e o segundo MFET mais alto (2.90 s). O dendograma Al mostra também
que este sistema se encontra isolado dos restantes (em fun¢do da anélise multicri-
terial feita com método hierdrquico). A andlise das componentes principais PC1 e
PC2 (visualizadas no grafico PCA A2) enfatizam essa separagdo do sistema 1WY3
(tendo em conta os critérios de energia analisados) em relagao aos restantes, porém,

mostram uma maior proximidade deste ao sistema 2MWE.

e A proteina 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 gréfico da andlise das componentes principais A2 mostram maior proximidade
do perfil de energia desta proteina ao do sistema 2MWE como verificado anterior-
mente na analise da figura 3.28. No grafico PCA A2, verifica-se ainda, que o sistema
1L2Y apresenta um perfil de energia que se distancia muito da proteina com quatro
hélices-a devido ao baixo valor da varidvel TS nesta conexdo "minimo-TS-minimo"

(para a conexdo "minimo modelado - estado de transi¢do - minimo global" deste

80s ntimeros 1,2,3 e 4 apresentados na figura 3.29 representam os perfis energéticos das proteinas 1L2Y,
2MWE, 1WY2 e proteina com quatro hélices-o, respetivamente, em fungao dos critérios de energia "minimo-
TS-minimo" analisados.
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sistema TS é bem maior e, se verifica uma aproximagdo maior - ver o grafico PCA

B2 na figura 3.29).

e A proteina 2MWE também apresenta uma barreira energética baixa (0.618022) e o

MFET mais baixo (ver a tabela 3.9).

Para a conexdo "minimo modelado - estado de transi¢do - minimo global", feita com base
nos critérios apresentados na tabela 3.11, obteve-se padrdes semelhantes para o dendo-
grama (B1) e para o grafico PCA (B2) (ver a figura 3.29), para os quais enfatizam-se os

seguintes aspetos:

e Na conexdo "minimo modelado - minimo global" da a proteina com quatro hélices-
a TS mantém-se constante e apesar do minimo global ser ligeiramente mais baixo
ndo ha muita altera¢do na posigdo do perfil de energia desta apresentado no grafico

PCA B2 comparando com o do PCA A2.

¢ No sistema 1WY3, verifica-se uma barreira energética maior na conexdo "minimo
modelado - minimo global" (com o valor de energia 1.697788) em relagdo a "mi-
nimo modelado - minimo conectado ao minimo modelado com o PATHSAMPLE"
e, portanto maior aproximagao do perfil de energia deste ao da proteina com quatro
hélices-a (ver o grafico PCA B na figura 3.29), apesar do minimo global encontrado

ser mais baixo.

e No caso do sistema 1L2Y, a barreira energética que liga o minimo modelado ao
minimo global é bem maior que a verificada na conexdo anterior, a qual apresenta
o valor de energia 2.085269, o que o aproximou mais o seu perfil energético ao
da proteina com quatro hélices-o (proteina com MFET mais alto), como pode-se
verificar no grafico da andlise das componentes principais B2. Este aspeto justifica

o facto do MFET deste sistema ser maior que o apresentado pelo 2MWE.

e O perfil de energia da proteina 2MWE apresentado no grafico PCA B2 mostra
mostra um maior afastamento deste em relagdo ao da proteina de quatro hélices,
aspeto verificado pelo facto de TS se manter constante e a diferenca de energia entre
os minimos conectados ser maior que a observada na conexdo "minimo modelado

- minimo conectado na primeira otimizagdo com o PATHSAMPLE"; nesta conexdo
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se verificou uma diferenca de energia entre os minimos 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 separacdo dos perfis de energia dos sis-
temas IWY3 e proteina com quatro hélices-« (3 e 4) em relagdo 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
proximos e mais baixos. Assim se verificam trés grupos de perfis, como apresentado
nos dendogramas Al e Bl, um do sistema da proteina com quatro hélices-c, outro do
1WY3 e o dos sistemas 1L2Y e 2MWE. Por analise dos gréficos das componentes princi-
pais (A2 e B2) se verificou aproximacdes dos perfis de energia dos demais sistemas ao da
proteina com quatro hélices-ov a medida que TS aumenta e distanciamento quando este
diminui ou quanto mais baixos foram os minimos globais. Obviamente mais andlises de
conexdes ("minimo-TS-minimo") seriam necessdrias para compreender melhor a relacdo
entre os tempos de otimizagdo obtidos para encontrar o minimo global com a frustracdo

estrutural apresentada por cada sistema.

Os desvios padrdao e os MFETs das proteinas 2MWE, 1L2Y e 1WY3 (desvios padrdo e
MFETs ndo muito altos - apresentados na tabela 3.9), sugerem menores frustragdes estru-
turais e pouca variacdo dos caminhos que ligam o minimo modelado ao minimo global
nestes sistemas. Para a proteina com quatro hélices-c, como referido anteriormente, os
valores altos do desvio padrdo e do MFET sugerem maiores frustragdes estruturais e
consequentemente maiores variagdes dos caminhos que ligam o minimo modelado ao

minimo global.
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Capitulo 4

Conclusoes

Apesar dos métodos de modelagdo dos sistemas estudados (modelagdo “coarse-grained”
com o modelo BLN) corresponderem a uma escala de baixa resolucédo estrutural, foi pos-
sivel modelar a estrutura secundaria de algumas proteinas simples; as estratégias ado-
tadas para modelar os sistemas analisados permitiram ter boas aproximagdes estruturais
caso compararmos com as semelhangas verificadas na estrutura da proteina 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-
teinas descritas no PDB apresentaram alguma dificuldade na construcao das suas estru-
turas secundarias, em especifico o IWY3, 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 niimero de parametros
que descrevem os angulos diedros, para além de H, T e E; ter por exemplo, a hélice G
(hélice-3/10), a dobra S (para dobras ligeiras) e pardmetros para as conformagdes nao
atribuidas. Por outro lado, outro estudo que pode ser feito para melhorar a caracteriza-
¢do dos sistemas modelados é a utilizacdo do modelo BVLN descrito por Head-Gordon e
colaboradores (Yap, Fawzi, and Head-Gordon, 2008), para o qual tem-se mais um tipo de
residuo (residuo V, utilizado para descrever as atragdes hidrofébicas fracas entre pares de
residuos que ndo apresentam liga¢des peptidicas). Contudo a parametrizagdo utilizada

na modelagdo dos sistemas analisados pode servir como referéncia em estudos futuros.

Segundo Wales (Wales, 2004) os caminhos de conectividade sdo importantes na determi-
nagdo da dinamica de relaxacdo de um determinado sistema, tal aspeto foi observado nos

graficos de conectividade encontrados para os sistemas de proteinas estudados, onde foi
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possivel analisar transi¢des energéticas dos sistemas modelados relativamente a véarios
outros minimos com os quais se conectam e ter informagdes sobre a frustragdo estrutural

associada a dobragem destes ao estado nativo.

Em fungdo dos padrdes apresentados pelos minimos nos gréficos de conectividade obti-
dos (padrdes em “folha de palmeira”, “folha de salgueiro”, “banyan tree” e algumas
combinagdes destes), foi possivel ter uma ideia geral da eficiéncia de relaxagdo destes ao

minimo global.

Os graficos de conectividade gerados mostraram que os sistemas estudados apresen-
tam diferentes frustra¢des estruturais, por exemplo, o sistema da proteina com quatro
hélices-a, para além de apresentar a barreira mais alta que conecta 0 minimo modelado
ao minimo global, apresenta varios minimos préximos a este com barreiras energéticas
altas. Aspetos semelhantes foram observados para a proteina IWY3. Por outro lado
a proteina 1L2Y também apresenta barreira energética alta na conexdo entre o minimo
modelado e o minimo global. Este sistema apresenta maior predominancia do padrao
"banyan tree" e, portanto, maior frustragdo estrutural que o sistema com ntimero de resi-
duos mais préoximo a ele (sistema 2MWE). No caso da proteina 2MWE, constataram-se

amy

menores barreiras energéticas na conexao “minimo modelado”-“minimo global”, ape-
sar de haver vdrios outros minimos baixos com barreiras altas, para este sistema houve

menos frustracdo estrutural, o que é comprovado pelo valor mais baixo do MFET obtido.

Para a proteina com quatro hélices-o e a 2MWE (modelo com dominio "ww-domain") se
verificaram menos varia¢des das geometrias dos isémeros gerados em relagdo aos demais
sistemas analisados. Este aspeto sugere haver padroes de contacto entre os pares de resi-
duos destes, proximos aos dos seus estados nativos e pode levar a concluir que para estes
sistemas pode haver menores variacdes nas suas atividades funcionais. Para a proteina
com quatro hélices-a se verificou que o minimo modelado se encontra conectado a vérios
minimos de baixa energia separados por barreiras energéticas altas, o que mostra tam-
bém a maior estabilidade deste em relagdo aos dos demais sistemas. Por outro lado, para
a proteina 2MWE notou-se grande diferenga energética entre o0 minimo modelado e os
minimos 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 responsaveis por doengas como o Alzheimer e cons-

tituido por dominios "ww-domain") serem sistemas bastante insoltveis.

Os padrdes apresentados nos gréficos de conetividade gerados, estdo diretamente rela-
cionados com os tempos médios obtidos para se encontrar o minimo global em cada sis-
tema estudado (sendo o MFET maior quanto maior a frustracdo estrutural apresentada),
estes aspetos foram comprovados por andlises estatisticas com o método hierdrquico de
andlise de dados por ligacdo média e por andlises PCA. Estes métodos mostraram (tendo
como critérios a energia dos minimos conectados e a dos TS” que os ligam) separa¢des
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
proteina 1L2Y e da 2MWE (anélise dos dendogramas obtidos e dos graficos de andlise
das componentes principais); ii) proximidade do sistema 2MWE ao 1WY3 (anélise dos
graficos PCA); iii) perfis de energia da proteina com quatro hélice-a e a IWY3 mais iso-
lados dos demais (andlise dos graficos PCA); iv) tendéncia de aproximagdo dos perfis
dos restantes sistemas ao da proteina com quatro hélices-a a medida que a barreira de

energia aumenta e, afastamento quando esta diminui.

Os aspetos acima apresentados e os MFETs obtidos mostraram que a frustracdo energé-
tica dos sistemas estudados foi maior para os que possuem maior desvio padrdo ger-
ado para os tempos de obtencdo do minimo global. Deste modo a proteina com quatro
hélices-a apresenta maior frustragdo estrutural, seguida da 1IWY3, da 1L2Y e da 2MWE.
Por outro lado notou-se uma relagdo entre o tipo de dominio estrutural de cada modelo
de proteina analisado com sua frustragdo estrutural, sendo os sistemas de maior MFET

os de geometrias mais complexas.

Porém, para uma melhor caracterizacdo da relagdo entre os MFETs gerados e as frus-
tragdes estruturais apresentadas pelos sistemas estudados, sugere-se que sejam feitas
andlises PCA para mais conexdes “minimo-TS-minimo”, em especifico para o sistema
com maior frustra¢do estrutural, para o qual ha maior possibilidade do minimo mode-

lado passar por diferentes caminhos de conectividade para chegar ao minimo global.
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Apéndice A

GMIN, OPTIM, PATHSAMPLE, DisconnectionDPS e outros utilitarios:

Compilacdo e nocdes basicas de utilizacao

A1 compilacdo dos programas utilizados

Para instalagio do GMIN, OPTIM, PATHSAMPLE e do disconnectionDPS utilizou-se o
pacote “source”, versao de 2015, disponivel em http://www-wales.ch.cam.ac.uk/
software.html. O pacote “source” contém varios aplicativos disponibilizados pelo

grupo de David Wales.

Mais informagdes podem ser encontradas na pagina de exemplos disponibilizada pelo

grupo de David Wales, https://github.com/wales—group/examples.

Por questao de organizacdo, a compilacdo destes aplicativos foi feita dentro das directo-
rias "GMIN", "OPTIM", "PATHSAMPLE" e "DISCONNECT", disponibilizadas no pacote

“source”.

Foi utilizado como sistema operativo para a instalacdo dos programas acima referidos o

Linux Fedora.

A.11 compilacio do GMIN com o compilador gfortran e utilitdrios rancoords

e gminconv2

Para compilar o GMIN com o compilador FORTRAN, seguiu-se 0s passos seguintes:
Primeiro passo: Criacdo da directoria “build” e subdirectoria “gfortran” na directoria
“GMIN". Para tal, na directoria “GMIN” j4 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

Apéndice A. GMIN, OPTIM, PATHSAMPLE, DisconnectionDPS e outros -
utilitdrios: Compilagdo e nogdes bdsicas de utilizagdo

mkdir —p build/gfortran

Segundo passo: utilizagdo do comando que permitird a compilagdo do “makefile”
(ficheiro existente na subdirectoria “source” da directoria “GMIN”) na directoria “gfor-

tran” com utilizacdo do “cmake” (pacote disponibilizado na “raiz” do pacote “source”):
FC=gfortran cmake ../../source

Nota: O pacote “source” e a directoria “source” sdo descrigdes diferentes. Um é o pacote
todo do software, com os varios programas e, a directoria “source” é uma subdirectorias
da directoria “GMIN”. Dentro da directoria "GMIN" ha a directoria “bin”, a qual ndo
foi utilizada. Estes aspetos foram considerados de forma andloga para a instalagdo do

OPTIM e do PATHSAMPLE.

Terceiro passo: instalacdo do programa GMIN com utilizacdo do comando make -jx no
“teminal”, onde “x” tem a ver com a capacidade de processamento da CPU (mais infor-

magodes consultar https://github.com/wales—group/examples):
make —j4

Para a instalagdo dos utilitarios rancoords e gminconv2 foram utilizados os ficheiros ran-
coords.f e gminconv2.f disponiveis na pagina de exemplos do grupo de David Wales
(https://github.com/wales-group/examples), e compilaram-se os seguintes co-

mandos no "terminal":

a) Compilacao 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 compilagado dos utilitarios rancoords e do gminconv2 é necessdrio ter em conta
o tipo de compilador FORTRAN existente. Por exemplo caso o compilador FORTRAN
for o g77 os codigos ("scripts") presentes nos ficheiros rancoords.f e gminconv2.f devem
rigorosamente comecar na coluna 7 ou superior (como estd nos ficheiros disponibiliza-

dos), caso contrario os utilitdrios ndo sdo 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 cédigo representada abaixo (presente no ficheiro rancoords.f) d4 erro de compi-
lagdo caso o asterisco estiver numa posicdo igual ou superior a da coluna 7, nesse caso
deve-se ter o asterisco na coluna 6 para compilar o utilitario:

*NTB=32, ... (Na corrente instalagdo esta linha de cédigo corresponde a 42 do ficheiro ranco-

ords.f).

Para o ficheiro gminconv2.f (ficheiro utilizado na instalagdo do utilitdrio gminconv2)
deve-se evitar ter os nimeros que referem-se a continuacdo das linhas de c6digo na co-

luna 7 ou posigdo superior, caso contrario o compilador ndo compilara o utilitario.

A.1.2 Instalacio do OPTIM com o compilador gfortran

Para instalagdo do programa OPTIM teve-se em conta os passos seguintes:

Primeiro passo: Criacdo da directoria “build” e subdirectoria “gfortran” na directoria
“OPTIM” de forma andloga ao referido na instalagdo anterior. Para tal, é utilizado dentro

da directoria “OPTIM” o seguinte comando:
“mkdir —p build/gfortran”

Segundo passo: compilacdo do ficheiro "makefile”" existente na subdirectoria "source”
(sudirectoria da directoria "OPTIM") na directoria "gfortran" com a utiliza¢do do co-

mando:
FC=gfortran cmake ../../source
Terceiro passo: compilagdo compilacdo do programa OPTIM com o comando:

make —j4

A.1.3 Instalagio do PATHSAMPLE com o compilador gfortran

Na instalacdo do PATHSAMPLE, de forma analoga aso programas anteriores, seguiu-se

0s passos seguintes:
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Primeiro passo: Criacdo 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: utilizagdo do comando para a compilagdo do “makefile” (ficheiro pre-
sente na subdirectoria “source” da directoria “PATHSAMPLE”) na directoria “gfortran”

com utiliza¢do do pacote "cmake":
FC=gfortran cmake ../../source
Terceiro passo: compilagdo do software:

make —j4

A.1.4 Instalacao do disconnectionDPS

Para a instalagdo 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 Nogoes basicas de utilizacao dos programas GMIN, OPTIM,
PATHSAMPLE e disconnectionDPS

A.2.1 Utiliza¢ao dos programas GMIN, OPTIM, PATHSAMPLE e disconnec-
tionDPS em Modelos BLN

Para correr o GMIN utilizando a abordagem "coarse-grained" (modelo BLN), foram
necessarios os seguintes ficheiros de "input" (ficheiros de entrada) (Wales, 2016a): a)

"BLNSequence" (ficheiro que contém a sequéncia de residuos BLN, a estrutura secundéria
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e 0s parametros para o potencial de tor¢do dos angulos diedros e de interagdes entre pares
de residuos ndo ligados por liga¢des peptidicas); b) "coords" (ficheiro com as coordenadas
iniciais do sistema a estudar); c) data (ficheiro com vérias chaves utilizadas pelo pro-
grama GMIN); d) "Contactmap"” (Ficheiro com os pares de residuos que entram em con-
tacto nas ligag¢des nativas; s6 é utilizado para o modelo de Go); e) o executdvel do GMIN
(executado no terminal com o comando “./GMIN”). No caso de célculos longos é sug-
erivel correr o GMIN ou os outros executdveis anteriormente referidos em "background".
Para correr o GMIN em "background" basta utilizar o comando "nohup ./GMIN&" no ter-
minal. Para os outros executaveis (OPTIM, PATHSAMPLE), utiliza-se de forma andloga
o comando "nohup ./EXECUTAVEL&". Para anular um processo que esteja a correr em
"background" basta aceder aos processos em "background" com o comando "top", veri-
ficar o namero do processo (PID), sair dos processos em "background" com o comando

"n_n

q" e executar o comando "kill -9 PID” no terminal, onde PID é o ntimero do processo.

Para executar o OPTIM ¢é necessério apenas o ficheiro “odata” e o executdvel OPTIM
(Wales, 2016b), porem em certos casos pode-se utilizar outros ficheiros em fungao do que
se pretende calcular. Por exemplo em situagdes em que se pretende estudar os caminhos
de conectividade entre dois minimos, é necessério definir as coordenadas destes (minimo
inicial (reagente) e minimo final (produto)). Nesses casos, para além do ficheiro “odata”
pode ser utilizado o ficheiro "finish" que terd as coordenadas do produto. As coordenadas
do reagente sdo inseridas diretamente no ficheiro “odata” logo ap6s a chave "POINTS" -
para mais detalhes consultar a documenta¢do do OPTIM (Wales, 2016b). As coordenadas
do reagente e produtos! colocadas nos ficheiros "odata" e "finish" respectivamente podem
ser calculadas em otimizagoes feitas com o GMIN, sendo geradas no ficheiro “lowest”,
ficheiro de "output". O ficheiro “odata” é um ficheiro que utiliza varias chaves utilizadas
pelo programa OPTIM, as quais podem ser manipuladas em funcdo dos estudos a serem

realizados. Este ficheiro é semelhante ao ficheiro “data” utilizado pelo GMIN.

No caso de estudos de otimizagdo com o programa OPTIM com a utilizagdo da abor-
dagem "coarse-graned", tal como no programa GMIN, é necessario o ficheiro "BLNse-

quence" como ficheiro auxiliar. Tanto no ficheiro "data" (ficheiro de "input" do programa

!Coordenadas do minimo inicial e do final no caso do nosso estudo, por terem sido analisadas isomeriza-
¢Oes e ndo propriamente reagoes.
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GMIN) como no "odata" é inserida a chave “BLN rkr rkt”, onde rkr e rkt, sdo parametros
referentes as constantes de restri¢des de ligagdo entre dois residuos ligados por ligacdo
peptidica e angulos de ligagdo para cada grupo de trés residuos, respetivamente (Wales,
2016b). No caso de estudos de modelos de Go, utiliza-se a chave "BLNGO k, k, A" (nos
ficheiros “data” e "odata"), onde k, refere-se a constante de restri¢des de ligagdo, k, a con-
stante de restri¢des dos angulos de ligagdo, e A é um parametro opcional utilizado para
manipular a forca das interagdes ndo nativas (Wales, 2016b; Oakley and Roy L. John-
ston, 2012). No estudo de "Go-models" é ainda necessério o ficehiro "contactmap" como
ficheiro auxiliar, tal como nas otimizagdes feitas com o GMIN (Wales, 2016a). O “con-
tactmap” é um ficheiro que contém pares de residuos em contacto no estado nativo da

proteina (Wales, 2016a; Wales, 2016b; Jr., 2014).

O PATHSAMPLE é nada mais que um utilitdirio do OPTIM, ou seja, precisa do OP-
TIM a correr em "background" para poder funcionar. Alguns dos ficheiros necessarios
para correr o PATHSAMPLE sdo (Wales, 2016c): a) “pathdata”: ficheiro semelhante ao
ficheiro "data" e "odata", com varias chaves (parametros) para manipular as amostras
de pontos estaciondrios. b) Ficheiros “odata.*”: o PATHSAMPLE utiliza vérios ficheiros
“odata” que "correm" com o OPTIM em "background". Os ficheiros “odata” podem ser
utilizados com diferentes extensdes em fungdo dos célculos que se pretendem efetuar
(“odata.connect”, ficheiro utilizado para estudar caminhos de conectividade entre mini-
mos, ou seja, pode ser utilizado para encontrar estados de transicdo ligados a dois mi-
nimos; odata.path, ficheiro utilizado para estudar caminhos de conectividade entre dois
minimos partindo de um estado de transi¢do; odata.tssearsh, realiza pesquisas partindo
de um minimo para determinar o estado de transi¢do a ele ligado). c) "min.A", "min.B" e o
"min.data": Apresentam os minimos correspondentes aos reagentes (minimos presentes
no ficheiro "min.A"), os minimos correspondentes aos produtos (minimos presentes no
ficheiro min.B) e o conjunto de todos os minimos gerados no processo de conectividade
entre os reagentes e o produtos (minimos presentes no ficheiro min.data) 2. min.A corres-
ponde aos minimos dos reagentes se a chave “DIRECTION” no ficheiro “pathdata” es-

tiver definida para a dire¢do AB, caso contrario corresponderd aos minimos dos produtos.

2No ficheiro min.data sdo gerados os minimos presentes nos ficheiros "min.A" e "min.B" e todos os mini-
mos gerados na conexdo destes.



Apéndice A. GMIN, OPTIM, PATHSAMPLE, DisconnectionDPS e outros -
utilitdrios: Compilagdo e nogdes bdsicas de utilizagdo

Os ficheiros "min.A" e "min.B" apresentam informacoes referentes ao nimero de minimos
existentes nos reagentes ou produtos, ou seja, o nimero de minimos a serem conecta-
dos e, o nimero da linha ou linhas em que esses se encontram no ficheiro min.data. E
necessario que os minimos (ou minimo) 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
transicdo que conectam os minimos gerados no ficheiro "min.data". Cada energia de
estado de transi¢do é apresentada em uma linha, o que também é verificado de forma
analoga no ficheiro "min.data" (numerando as linhas de cima para baixo seguindo a or-
dem dos ntimeros naturais). e) "points.min": ficheiro onde sdo geradas as coordenadas
cartesianas dos minimos presentes no ficheiro "min.data". f) points.ts: ficheiro onde
sdo geradas as coordenadas cartesianas dos estados de transi¢do presentes no ficheiro
"ts.data". Os ficheiros min.data e ts.data sdo ficheiros de "output" do PATHSAMPLE
utilizados pelo programa disconnectionDPS para criar os graficos 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 estaciondrios do
PATHSAMPLE?) podem ser calculados pelo PATHSAMPLE com a utilizagdo do ficheiro
“path.info”. O ficheiro “path.info” é um ficheiro de "output" gerado no processo de
otimizag¢do com o OPTIM, o qual contém informagao de conexdo dos minimos que se pre-
tende conectar (conexdes minimo-TS-minimo). No processo de otimizacdo com o PATH-
SAMPLE pode-se adicionar ao ficheiro “path.info” a extensdo “.startup” e referenciar-
se o ficheiro "path.info" com a nova extensdo (por exemplo: "path.info.startup") como
parametro para a chave STARTFROMPATH no ficheiro “pathdata”, podendo as linhas
que especificam a posi¢do dos minimos conectados no ficheiro min.data serem referenci-
adas como niimeros aleatérios (exemplo 1 e 2) logo a seguir na mesma chave. As posi¢des
das linhas que contém os minimos conectados nos ficheiros min.A e min.B podem depois
ser editadas em fungdo das posi¢des dos minimos no ficheiro min.data gerado no pro-
cesso de otimizacdo com a chaves STARTFROMPATH. Pode ser utilizado o ficheiro de
"output” "optim.out" gerado pelo OPTIM para editar os nimeros das linhas dos minimos

conectados para as posi¢des corretas nos ficheiros "min.A" e "min.B".

3Convém fazer um backup da base de dados de pontos estaciondrios do PATHSAMPLE, uma vez que ela
pode se atualizar em funcéo dos calculos feitos.
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Os “outputs” do PATHSAMPLE podem variar em func¢do dos calculos que se pretende
fazer, tal como é o caso dos outputs do GMIN e do OPTIM, nesse sentido sdo feitas ma-
nipulagdes dos ficheiros que funcionam com vérias chaves (ficheiro "data", "odata", e
ficheiro "pathdada"). E necessério ter em atengdo que para os calculos de otimizagao uti-
lizando o PATHSAMPLE é necessério ter em conta dois ficheiros controlados por chaves,
ticheiros pathdata e o ficheiro odata.*, os quais sdo importantes para definir o tipo de

cdlculo 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 estaciondrios 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
funcdo dos "outputs" que se esperam para os gréficos de conectividade. Uma vez exe-
cutado o disconnectionDPS geram-se ficheiros de "outputs" como o ficheiro tree.ps, que
contém o grafico de disconectividade e o ficheiro "disconnection", ficheiro com os mini-

mos que ndo estabelecem conexao.

A.2.2 Exemplos de ficheiros de "input" utilizados e "output™' obtidos no pro-

cesso de caracterizacao dos sistemas de proteinas estudados

Neste ponto é tomada como exemplo a proteina de quatro hélices—« para apresentar
alguns ficheiros de "input" utilizados e "output" gerados nos processos de caracterizacao

deste sistema, os quais podem ser observados nas figuras A.1-A.10.

| B BLNsequence |

comment : $S_{12}>0% and $S_6<0% for B-B, L-L and L-B, N-L and N-B and N-N
1.700 -1.7D0

1.7D0 0.06D0O

1.7D0 0.0D0O

comment: coefficients A, B, C, D

comment: for Helical, Extended and Turn residues in order, four per line
0.0D0 1.6DG 1.6DO 1.6D0

0.0D0 1.6DG 1.6DO 1.6D0

0.0D0 0,000 0.2D0 O.0DO
LLBLLBBLLELLBBLLNNNLLBLLEBLLBLLBELLNNNLLBLLBBLLBLLBBLLNNNLLBLLBBLLELLBBLL
HHHHHHHHHHHHHEHT TTTT T THHHHHHHHHAHAT TTTT T THHHHHHHHHHAHT T TT TT THHHHHHHHHHH

FIGURA A.1: Ficheiro BLNsequence utilizando na modelagdo da proteina
de quatro hélices—ca.
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f [5) data ® |

comment SAVE (10)
BLN 231.2 20.0D0
TIGHTCONV 0.0000001
UPDATES 50

DGUESS 10.0
RADIUS 100.0

SAVE 10

CENTRE

EDIFF 0.0801

STEPS 2000000 1.0
MAXBFGS 0.3

MAXIT 10000 10000
TEMPERATURE 2.3
NEWRESTART 3500
AVOID 11.5 20 F
STEP 0.65
SLOPPYCONV 0.0075
RANSEED 525

FIGURA A.2: Ficheiro data utilizando na modelagdo da proteina de quatro
hélices—av.

Zl lowest X \

73
Energy of minimum 1= 31.60281206 first found at step 1506928 after 248405194 function calls
LL 2.6914125295 -1.8457868447 3.2800019537
LL 1.9826861455 -1.1869203602 3.0248481981
BL 2.2994206476 -0.7731129496 2.1687405418
LL 2.3719483623 -1.5301220716 1.5236450503
LL 1.4477355497 -1.8929458725 1.4570515487
BL ©.8735071910 -1.0812556287 1.3275398053
BL 1.29006876191 -0.5135368812 0.5381383319
LL 1.3351607380 -1.2571240764 -0.0410389689
LL 0.3722886758 -1.4934128445 -0.1341360875
BL 0.0393300498 -0.5846249584 -0.3966011855
LL ©.5403875145 -0.5784386725 -1.2769084250
LL ©.1101334153 -1.2791612693 -1.8419131984
BL -0.8608701586 -1.0859201961 -1.85853117064
BL -0.9478873862 -0.0855039348 -2.2278244589
LL -0.5370025647 -0.1258233001 -3.1414828016
LL -1.0880278157 -0.7783680211 -3.66819520850
NL -2.0026461502 -0.3736870879 -3.7184472234
NL -2.5841085169 -1.1130427636 -4.0571104253
NL -2.8850131488 -1.6188432386 -3.2457925640
LL -2.1778355818 -1.5098528581 -2.5437038602
LL -2.2187796241 -0.5451034139 -2.26889077641
BL -1.7349894357 -0.4780861988 -1.3828372059
LL -2.2346541079 -1.2154762230 -0.9047081321
LL -1.5089352018 -1.8707532211 -0.8270381132
BL -0.8141393231 -1.1521607483 -0.7852829585
BL -1.1024331723 -0.4592603035 -0.1579836525
LL -1.2313157743 -0.9233578995 0.7347048680
LL -0.2991246243 -1.2893757826 0.8711047123
BL 0.1848703257 -0.3240072259 0.7651101202
LL -0.0594184564 0.1685008201 1.6142009813
1 A AG7G7ERATR - 21A117ARRG 2 9742470840

FIGURA A.3: Parte do ficheiro lowest gerado na otimizagdo global da pro-
tefna de quatro hélices—a.
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() odata x | [ [) odata.connect 3

! See OPTIM documentation or odata_annotated for keyword information ! See OPTIM documentation or odata_annotated fo
comment connecting the first and second lowest comment connecting the first and second lowest
BLN 231.2 20.6D0 BLN 231.2 20.0D0
NEWCONNECT 1060 1 20.0 26.6 306 0.0 6.1D-05 NEWCONNECT 4 1 20.0 20.6 5 5.0 0.1D-05
NEWNEB 50 500 0.1D-05 NEWNEB 56 500 0.1D-05
NEBK 60.6 NEBK 66.6
DIJKSTRA 1 DIJKSTRA 1
PERMDIST ©.6100 PERMDIST ©.0100
RANROT 5 RANROT 5
EDIFFTOL 1.GD-6 EDIFFTOL 1.0D-7
GEOMDIFFTOL ©.2 GEOMDIFFTOL ©.2
BFGSMIN 1.6D-6 BFGSMIN 1.6D-6
UPDATES 50 50 UPDATES 50 50
PUSHOFF ©.02 PUSHOFF ©.02
REQOPTIMISEENDPOINTS REOPTIMISEENDPOINTS
BFGSSTEPS 5000 BFGSSTEPS 5000
MAXBFGS 0.3 0.3 MAXBFGS 6.3 0.3

STEPS 200 STEPS 200

BFGSTS 50 3 25 0.0001 BFGSTS 56 3 25 0.0001
MAXSTEP 0.1 MAXSTEP 6.1

MAXMAX 0.2 MAXMAX 0.2

TRAD 6.0 TRAD 6.0

NOHESS NOHESS

DUMPALLPATHS DUMPALLPATHS

PATH 10600 0.0 PATH 3 0.0

comment PATRCOLOUR 106 comment PATRCOLOUR 106
RADIUS 160.6 RADIUS 160.0

POINTS POINTS

pL 2.6914125295 -1.8457868447 3.2806019537

PL 1.9826861455 -1.1869203002 3.0248481981

PL 2.2994206476 -0.7731129496 2.1687405418

PL 2.3719483623 -1.5301220716 1.5236450503

PL 1.4477355497 -1.8929458725 1.4576515487

PL 0.8735071910 -1.6812556287 1.3275398053

PL 1.2900076191 -0.5136368812 0.6381383319

PL 1.3351607380 -1.2671240764 -0.0410389689

FIGURA A .4: Ficheiro odata (a esquerda, figura com parte das coordenadas
do minimo modelado) e odata.connect (a direita) utilizados nas otimiza-
¢des da proteina de quatro hélices—« feitas com o OPTIM e PATHSAM-
PLE, respetivamente. No ficheiro odata.connect as coordenadas por baixo
dos vérios pardmetros sdo retiradas.

< MastersWork Instalation_software_eRun ~ Olwales  03N_calculos_.BM  4helixTest 1.0* OPTIM* 3* PATHSAMPLE > §e
Data_base Expanding-_the_ ordering testView_min6 BLNsequence dinfo disconnected

stationaryPoints_
database

&
E

-

disconnectionDPS EnerPath.png Epath min.A min.A fastest min.B min.B.fastest
min.data min.data.fastest odata.connect output.initial path.info path.info.initial pathdata
PATHSAMPLE pathsample_djikstra. pathsample_ points.min points.min.fastest points.ts points.ts.fastest
out startfrompath.out

& A

redopoints tree.ps ts.data ts.data.fastest

FIGURA A.5: "Output” gerado pelo PATHSAMPLE no processo de criacdo
da base de dados de pontos estaciondrios. Os ficheiros guardados na base
de dados (na directoria do canto superior esquerdo) estio marcados em
tom cinza (ficheiro min.data, ts.data, points.min e points.ts).
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[ min.data ¢ |
37.819986620643164 980.900860654121061 1 147.5089756132 547.3697176577 570.0402344488
37.037321143976143 984 .5974345556754934 1 143.7323484016 551.6973198650 571.8767011045
36.376142364404586 980.094566384240920 1 155.5370211949 510.9287373429 539.5640300095
32.459287605582816 980.714618051806838 1 148.6362559662 552.3925681389 567.3701236204
32.184564255230853 978.185785665961134 1 149.7696716923 568.2813297897 579.5990477205
31.336769740802966 980.0844738591484208 1 152.2547317402 555.6524145277 562.3030101578
31.346194423666574 981.881275690842121 1 153.8989977877 551.4763910053 558.0418180453
35.271716153578723 979.344771194138502 1 160.8370420731 554.1174699251 555.7253553342
35.087270188424611 982.945842020877876 1 144.6919572695 548.7443791788 569.4114162477
48.164829324570263 990.153695232035261 1 140.5422718332 562.34658705397 586.3956928676
35.554286723591431 979.114354311138413 1 163.2654597082 559.3880799755 561.5809670477
35.371971690035778 980.244647838840137 1 160.3832951584 550.05846663396 554.5635715229
35.102178527154166 983.820453745802070 1 156.1682106929 546.9653919487 555.3220105557
36.967641649256265 981.723756185700484 1 161.58754439658 519.6028915881 547.5181410111
35.708943276170956 978.969608542468109 1 161.8737928969 568.8189835180 569.0988853052
32.099924641553542 989.200657825074927 1 143.5931627387 542.4853483349 569.0059824817
31.654112123928428 988.270235565988731 1 140,1583887953 556.9607915989 584.6003109163
32.376228633078327 984 .578398675867323 1 144.1464456907 553.1140065385 582.6007688351
32.203472610632730 978.177106585871798 1 151.5119093977 560.1025878226 569.6710085781
32.280293514715529 979.863125342376861 1 146.7404195401 560.6892654062 577.6996406180
31.602812058314882 980.771830827026633 1 150.9510663919 556.0078355693 564.9883656441
FIGURA A.6: Ficheiro min.data gerado na modelagdo da proteina de qua-
tro hélices—a.
[ ) min.data % [ [ ts.data X |
37.870968218516381 980.588526560178252 1 146.4416133807 549.3113873986 571.7714851872
37.322606354552164 974.611030379315025 1 152.5956515817 520.7038013752 544.3219903811
36.873344199814312 978.743892418427435 1 153.2728683235 515.38130873418 545.64593000409
31.365948346043993 979.792359818885984 1 153.1065705054 553.8565739529 560.3921809320
38.881411967081576 975.202633585801103 1 166.2889567861 535.7417888849 545.3916197684
97.091362540013236 991.841670692551361 1 139.3721433097 560.5872707452 589.5311473675
35.846565842631819 975.972841389178482 1 165.2673831187 549.8946694442 555.8250148452
39.543469219340295 979.155954019869228 1 154.0581859380 536.0979613313 548.4446126678
106.386702276521135 982.601959534846287 1 154.8065432062 569.3233758677 575.4454631591
33.272503648911936 986.565319421795152 1 140.5081793680 553.1053247404 583.0413941388
33.727501419421202 984.464703076347860 1 143.3710928026 554.9703443028 579.7043186141
34 .750037923250716 977 .345403643953887 1 150.3813029820 523.8696615167 564 .6680739346
33.506143318921190 976.512872370554078 1 154.8954247838 553.4356832742 563.3418508641
33.573640225562201 974.070248782053227 1 153.4915224216 556.2114581734 569.1429663462
32.320237968682207 975.736542146389074 1 149.7762318425 559.3631427363 574.3987993921
977.652682471810749 1 149.8839593926 558.0883102888 573.9172600263

FIGURA A.7: Ficheiro ts.data gerado na modelagdo da proteina de qua-
tro hélices—a. A energia do estado de transi¢do que conecta o minimo
20 ao modelado (minimo 21) estd marcada a vermelho na tltima linha da
primeira coluna.
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I dinfo 3¢ |

! disconnectionDPS input to generate
! For further details see dinfo_annot
! REQUIRED KEYWORDS
DELTA 0.2

FIRST 40.0

LEVELS 908

MINIMA min.data

TS ts.data

! OPTIONAL KEYWORDS
MAXTSENERGY 40.0
NCONNMIN @
CENTREGMIN
CONNECTMIN 21

IDMIN 21

IDMIN 17

IDMIN 6

IDMIN 5

IDMIN 4

IDMIN 3

IDMIN 19

IDMIN 20

IDMIN 18

IDMIN 16

! IDENTIFY

! LABELSIZE 5

FIGURA A.8: Ficheiro dinfo utilizado para gerar o grafico de conectividade

da proteina de quatro hélices—a.

[E] pathdata X |

! PATHSAMPLE input to create an initial database from OPTIM path.info
! For further details, see the PATHSAMPLE documentaticn

comment using PERMDIST 0.001

EXEC /home/wasina/Documents/MastersWork/Nesded/0PTIM

CPUS 1

SYSTEM PL
NATOMS 73

SEED 1
DIRECTION AB
CONNECTIONS 1
TEMPERATURE 2.3
PERMDIST 0.01D0

[ | ] pathdata ® \

CPUS 1

SYSTEM PL
NATOMS 73

SEED 1
DIRECTION AB
CONNECTIONS 1
TEMPERATURE 2.3
PERMDIST 0.01D0

RANROT 5 RANROT 5

ETOL 1.0D-5 ETOL 1.0D-7
GEOMDIFFTOL ©.2 GEOMDIFFTOL 0.2
ITOL ©.1D0 ITOL ©.1D8

! STEP 1: creating the initial database from OPTIM path.info file UNTRAP 4.0 3.0
!STARTFROMPATH path.info.initial 1 2 CYCLES 50

!CYCLES ©

! STEP 2: run a Dijkstra analysis to identify the 'fastest path'

DIJKSTRA ©
CYCLES @

FIGURA A.9: Ficheiros pathdata utilizados na criagdo e expansdo da base
de dados de pontos estaciondrios do PATHSAMPLE. Para a expansdo da
base de dados foi utilizada a chaves UNTRAP.

! PATHSAMPLE input to create an initial database from OPT
! For further details, see the PATHSAMPLE documentation
comment using PERMDIST 0.801

EXEC /home/wasina/Documents/MastersWork/Needed/0PTIM
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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 != Sexpected_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"

../$exec output >& extra_out.S$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-
z1//g' -e 's/la-zA-2]//g' -e 's/\.//' -e 's/>//""
\

‘grep time= output | tail -1 | sed 's/.*time=//""
>> hits

# back up initial coordinates and output

mv coords coords.S$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 utilitdrio do GMIN utilizado para calcular o MFET

da proteina com quatro hélices—o.
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