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Caracterizacdo estrutural de proteinas por métricas de alta e baixa resolucéo
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RESUMO

A funcdo biolégica de uma proteina esta intrinsecamente associada a forma
tridimensional assumida por este tipo de macromolécula bioldgica. Motivados pelo
interesse  em conhecer as fungbes desempenhadas por tais moléculas,
pesquisadores da é&rea de biofisica e bioinforméatica tém investido no
desenvolvimento de técnicas para a predicao estrutural de proteinas.

Diante deste contexto, realizamos um estudo comparativo com resultados obtidos
através de simulacfes da técnica experimental de espalhamento de raios X a baixos
angulos, conhecida como SAXS, e com resultados obtidos pelo software TM-score,
no qual a métrica é feita pela comparacao direta proteina-proteina.

O trabalho foi desenvolvido a partir de um viés computacional, com algoritmos que

guantificam a qualidade da combinacao entre estruturas.

Palavras-chave: Bioinformatica, proteinas, SAXS, modelagem computacional.

INTRODUCAO

“Proteinas sdo macromoléculas biolégicas que desempenham funcdes vitais
em um organismo” (LEHNINGER, 2008), desde a respiracao celular ao combate de
doencas. Estudos de biofisica molecular vém confirmando a ideia de a atividade
estar intrinsicamente relacionada com a conformacao tridimensional assumida por
uma proteina. Portanto, o estudo da estrutura tridimensional de uma proteina é
essencial para se conhecer os possiveis mecanismos de acdo que viabilizam a
especificidade da fungao proteica.

Um grupo seleto de proteinas exibe caracteristicas estruturais conhecidas

como estado aberto e fechado (Figura 1), esses termos sao usados para descrever
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o estado relaxado e contraido de uma proteina. As rea¢des quimicas que promovem
esses estados ndo sdo objetos de estudo nesse trabalho. A andlise se dara
exclusivamente do ponto de vista estrutural. “Movimentos de grande amplitude
podem estar relacionados as transi¢ées conformacionais do tipo estado aberto <

estado fechado, sabidamente relacionadas a funcdo proteica”. (TAMA, 2001, p.1)

Figura 1: (A) Proteina Calmodulina (PDB ID: 1cll) no estado aberto; (B) Proteina Calmodulina (PDB
ID: 1ctr) no estado fechado.

Existem diversos métodos ja sendo utilizados, e outros em desenvolvimento,
para predicdo de estruturas, cada um com sua especificidade técnica, tanto no que
diz respeito a mao de obra especializada, quanto aos recursos computacionais. A
técnica de SAXS permite conhecer formas oligoméricas e distinguir arranjos
tridimensionais. E uma técnica experimental, na qual, uma proteina em solucdo é
submetida aos raios X. Os elétrons dos atomos interagem com a radiagao incidente
espalhando-a. Disso decorre um perfil relacionado a intensidade do espalhamento
em funcdo do angulo permitindo uma analise das caracteristicas geométricas globais
da estrutura proteica. Contudo, € possivel simular os dados de SAXS (funcédo 1(q))
permitindo aferir suas potencialidades e limitagdes com a vantagem de utilizacdo de
recursos minimos de pesquisa.

Uma técnica computacional também utilizada para quantificar similaridades
estruturais € o TM-score (ZHANG; SKOLNICK, 2004). O algoritmo relacionado a
métrica trabalha com informacdo mais precisa caracterizando-a como uma técnica
de alta resolucdo. As proteinas sdo alinhadas de uma maneira 6tima, e entao €

calculada a distancia entre os pares de residuos correspondentes.



Nosso objetivo € verificar o grau de correlagdo entre as métricas obtidas pelas
duas técnicas. Em geral, ndo se conhece a estrutura de uma proteina no inicio de
um estudo inédito, no qual apenas é possivel se obter o valor conhecido como X
“CHI”, que representa uma comparacdo quantitativa entre as curvas de intensidade
I(q) de um modelo proteico e a curva de intensidade experimental (Equacéo 2).
Portanto faz-se necessério compreender até que ponto o resultado gerado pelo
métrica baseada em SAXS se correlaciona com uma métrica mais acurada como o

TM-score.

MATERIAL E METODOS
O uso de software livre foi largamente empregado para que nao seja
necessaria a aquisicao de licencas. Podem ser destacados alguns programas mais
utilizados neste trabalho, como por exemplo: o sistema operacional LINUX (Ubuntu),

visualizador de estruturas tridimensionais PyMOL (http://www.pymol.org/), editor de

graficos GNUPLOT (http://www.gnuplot.info/), programa que simula os dados de
SAXS (modulo SAXSSCORE do pipeline SAXSTER (REIS; APARICIO; ZHANG,
2011) e a meétrica estrutural TM-score (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-

score/) .

A partir do banco de dados PDB (http://www.rcsb.org/), 36 proteinas - 18

pares de estado aberto e 18 fechado - com estruturas cristalograficas abertas e
fechadas foram coletadas a partir da referéncia disponivel na literatura TAMA e
SANEJOUAND (2001, p. 2).

A utilizac&o dos algoritmos: TM-score (Equacgao 1), e SAXSSCORE, que gera
o valor X conhecido por “CHI” (Equacdo 2) foi empregada tendo em vista as
seguintes métricas:
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O resultado do TM-score esta compreendido entre [0,1] onde:
» 1 representa a sobreposicéo perfeita;

» Valores > 0.5 representam uma sobreposicao satisfatoria;
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» Valores < 0.17 significam que as proteinas comparadas ndo pertencem a

mesma familia.
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Em seguida os resultados foram correlacionados utilizando o coeficiente de

correlacdo de Pearson, dado pela equacéo:
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs utilizar as técnicas citadas acima para quantificar a sobreposicdo das
proteinas no estado aberto e fechado, concluimos que o TM-score e 0 SAXSCORE
apresentam uma razoavel correlacdo, embora outliers sempre existam, pois, o TM-
score analisa e pontua sobre dominios enquanto o SAXSCORE faz uma analise
global da estrutura, resultado da baixa resolucdo da informacdo obtida pelo
experimento de SAXS. O resultado obtido através do coeficiente de correlacdo de
Pearson foi de -0.71.

Diante essas caracteristicas separamos o0s resultados em trés grupos como

mostra a Figura 2:
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Figura 2: Grafico que relaciona os resultados obtidos pelo SAXSCORE (eixo x), e pelo TM-
score (eixo y). Os 18 resultados foram agrupados em 3 categorias: (VP) Verdadeiro positivo, para o0s
resultados igualmente positivos; (VN) Verdadeiro negativo, para os resultados igualmente negativos;

Outliers s&o os pontos que se afastam da correlacdo desejada para a relacdo de TM-score e X.

Das 18 proteinas analisadas, 15 pertencem ao grupo verdadeiro positivo VP,
no qual o TM-score proximo a unidade indica que os dominios comparados entre 0
estado aberto e fechado possuem uma grande similaridade, enquanto o X préximo a
zero representa que o perfil gerado por SAXS encontrou uma grande similaridade na
visdo global da proteina. Estruturas otimamente sobrepostas e com estruturas muito
similares elevam o coeficiente de relacdo das duas medidas.

Para o caso de verdadeiro negativo VN, o TM-score apresenta valores mais
proximos de zero, sendo assim, as estruturas comparadas possuem significativa
diferenca em sua estrutura, pois TM-score trabalha com informacdes precisas de
alta resolucdo. Analisando o resultado de X, quanto mais distante de zero o valor
estd4, mais diferencas existem entre as estruturas, porém ainda ndo existe uma
quantificacdo que relacione exatamente o valor com o grau de diferenca das
estruturas resultantes de SAXS. Nesse caso 0 verdadeiro negativo foi confirmado
devido a comparacao entre as duas respostas TM-score e SAXSSCORE.

Nos dois casos de outliers, é importante observar que ambos estéo fora dos
valores esperados para a comparacdo. O desejavel seria existir uma correlacéo
entre TM-score e SAXSSCORE, isto €, quando TM-score ~ 1, o segundo tendera a
valores proximos a zero, e quando o TM-score estiver prOxXimo a zero, O
SAXSSCORE fique cada vez mais alto. Esses pontos de outliers acarretam a

diminuicao do resultado do coeficiente de correlagéo de Pearson.

CONCLUSOES
O uso do espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) para predicdo de
estruturas de proteinas apresenta resultados satisfatorios para uma analise global
de uma molécula de proteina. Isto foi evidenciado através do coeficiente de Pearson
da ordem de -0.71 entre as métricas TM-score e X. Entretanto, devido as
caracteristicas inerentes ao SAXS, a curva que € utilizada para a analise € uma

informacgéo de baixa resolugcdo, o que pode ocasionar falhas no reconhecimento de



um modelo de proteina, o que explica a ocorréncia de outliers. Este resultado reforca
a idéia do continuo desenvolvimento de técnicas computacionais que combinem
dados experimentais com dados de alta resolucdo para uma melhor acuracia do

método preditivo.
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