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RESUMO

As interagdes ndo covalentes envolvendo anéis aromaticos, sistemas 7, possuem
um papel importante em uma ampla gama de complexos. A sua compreensao é essencial
para o desenho de drogas ja que a maioria das estruturas cristalinas de complexos de
proteinas com moléculas pequenas revela a existéncia destas interacGes envolvendo as
cadeias laterais de aminoacidos aromaticos no receptor e/ou anéis aromaticos e hetero-

aromaticos dos ligantes atuando como receptores ou doadores.

A andlise dos parametros estruturais envolvidos nas interacées T comeca com a
determinacdo e mapeamento dos centros geométricos (centroides) dos grupos
aromaticos e segue com o calculo de distancias, angulos e angulos diedros a &tomos e/ou
outros sistemas T dentro de determinados limites pré-estabelecidos. Isto é combinado
com uma analise em tela grafica dos resultados. Desta forma é possivel determinar as
varidveis necessdrias a criagdo de um modelo matemadatico para o mapeamento das
interagbes T e criar uma ferramenta para localiza-las e assim auxiliar na identificagcdo de
possiveis sitios de ligagdo a farmacos ou outros ligantes, bem como criar “graph sets”

para comparar duas macromoléculas distintas, porém funcionalmente semelhantes.

Consequentemente sera possivel ter um software que automatizara o trabalho de

identificacdo das interagbes m, reduzindo o tempo da pesquisa e proporcionando ao

pesquisador um aumento da sua produtividade.

Palavras-chave: mapeamento vetorial, interagcdes T, interagdes eletrostaticas,
prospeccdo e analise de interagdes Tt.
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ABSTRACT

Non-covalent interactions involving aromatic rings 7, systems play an important
role in a wide range of complexes. Their understanding is essential for drug design since
most of the crystal structures of complexes of proteins with small molecules reveal the
existence of these interactions involving the side chains of aromatic amino acids in the
receptor and / or aromatic rings and hetero-aromatic ligands acting as acceptors or
donors.

The analysis of the structural parameters involved in T interactions begins with
the determination and mapping of the geometrical centers (centroid) of the aromatic
groups followed by the calculation of distances, angles and dihedral angles to atoms and /
or other Tt systems, within pre-established limits. This is combined with a visual analysis
of the results in graphical displays. In this way it is possible to determine the variables
needed to create a mathematical model for mapping the possible m-interactions and to
create a tool to locate them. This will assist in identifying possible binding sites of the
drugs or other ligands and to create "graph sets" to compare two functionally similar but
different macromolecules.

As a result, we have a software that will automate the job of identifying -

interactions, reducing search time and providing the researcher to increase their

productivity.

Keywords: vector mapping, T interaction, electrostatic interactions, exploration and

analysis of Tt interactions.
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O objetivo deste capitulo é proporcionar uma visdo multidisciplinar coerente
com a pesquisa desenvolvida. Ha uma abordagem sobre os conceitos inerentes as
interacbes T, mostrando a sua relevancia para os sistemas bioldgicos, sua tipologia e
caracteristicas especificas, bem como os parametros geométricos que sdo essenciais para
sua descricdo. Discorre-se brevemente sobre os ensaios cristalograficos, os quais segundo
a pesquisa efetuada mostraram ser a principal fonte de obtencdo das estruturas
depositadas e disponibilizadas em bancos de dados. Por fim, uma retrospectiva histdrica
para que pudesse ser observada a evolucdo da Ciéncia da Computacdo associada aos
estudos envolvendo macromoléculas, finalizando com softwares especificos para a

visualizacdo “in silico” de estruturas bioldgicas que estdo disponiveis em bancos de dados.

1.1 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A quimica supramolecular é definida como a quimica dos arranjos moleculares
e das ligacOes intermoleculares e esta interessada em entidades de grande complexidade
que resultam da associacdo de duas ou mais espécies quimicas unidas por forgas nao-
covalentes intermoleculares, Lehn (1995). Estes tipos de intera¢des tém sido estudadas
em pequenas moléculas desde 1995 por Zukerman-Schpector e colaboradores no
Laboratdrio de Cristalografia, Estereodinamica e Modelagem Molecular (LaCrEMM) no

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (LaCrEMM, UFSCar) .

Entre as interagdes ndo-covalentes de grande importancia estdo as que

envolvem sistemas delocalizados 7, conhecidas simplesmente como interagdes T, que
tém merecido destaque, principalmente por seu papel na engenharia de cristais como
apresentado no trabalho de Zukerman-Schpector e Haiduc (2002). A sua analise e
entendimento tem sido essenciais para descrever também o enovelamento de proteinas
(Figura 1.1) e intera¢Ges de empilhamento do DNA (Figura 1.2), ver por exemplo Seng e
colaboradores (2010); Ermondi e Caron (2006); Mignon et al. (2005); Tewari e Dubey
(2008).
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Figura 1.1 Representagao grafica de parte do enovelamento de uma glutationa redutase com identificagdo

PDB 1GRA, onde podem ser observadas as interagdes O T entre a PHE248 e a HIS219 e a N Tt entre a
HIS219 e a ARG224. Essas interagdes contribuem para a conformacgdo do folding da proteina. Estrutura
gerada a partir de dados cristalograficos, Karplus e Schulz (1989), utilizando-se o software Discovery Studio
Client3.1™.

Figura 1.2 Representacdo grafica de parte de uma molécula de DNA identificada no PDB como 1BNA, com
as interagles T existentes entre as bases. Estrutura gerada a partir de dados cristalograficos por Drew et al.
(1981) e utilizando-se o software Discovery Studio Client 3.1™.

As intera¢cdes T tém sido descritas em trabalhos de pesquisa realizados no

Grupo de Fisica Tedrica de Materiais e Biomoléculas (BioMat) no Departamento de Fisica
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da Universidade Federal de S3ao Carlos e tem mostrado serem fundamentais para
entender as interacdes receptor-farmaco, tanto no caso de proteinas (Caracelli, |.;
Zukerman-Schpector, J.; Maganhi, S. H.; Stefani, H. A.; Guadagnin, R.; Tiekink, E. R. T.,
2010; Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.; Tiekink, E. R. T, 2012; Vega-Teijido, M.;
Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J., 2006) como de DNA (Caracelli, Zukerman-Schpector,
Tiekink, 2012; Seng, H.-L.; Von, S.-T.; Tan, K.-W.; Maah, M.; Ng, S.-W.; R., Raja; Caracelli, |.;
Ng, C.-H.; 2010).

A configuragao tipica de uma interagdo 7 pode ser visualizada na Figura 1.3,
onde sdo apresentados os parametros que foram utilizados na caracterizacdo de uma

interacdo T. Eles sdo:

Cg: centroide do anel;

X: atomo ou centroide envolvido na interacdo T ;

V;i: vetor normal ao plano do anel, com origem no centroide;

V2:  vetor que vai do centroide ao 4tomo sujeito a interacdo T ou um outro
centroide;

d: modulo de V; ou a distancia do centroide ao atomo sujeito a interagao T ou

um outro centroide;

a: angulo entre V; e o vetor normal (V3).

Figura 1.3 Representacdo esquematica dos pardametros geométricos envolvidos em uma interacdo
1, adaptado de Caracelli, Zukerman-Schpector e Tiekink, 2012.
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Basicamente uma interacdo Tt existe em funcdo de anéis aromaticos e/ou
heteroaromadticos do ligante interagindo com as cadeias laterais de aminodacidos ou seus

anéis; Meyer et al. (2003); Tiekink e Zukerman-Schpector (2010).

E possivel evidenciar a relevancia desse tipo de interacdes pelo fato de que as
interacbes T e as T arila estdo presentes em 20% dos farmacos. Nos sistemas
biolégicos, as interagcdes T de maior relevancia sdo as 70T, O-H"T, N-H"'TT e cation" T,
Tewari (Tewari e Dubey, 2008). Também podem ser incluidas nessa modalidade as
interacbes O me N'T, conforme Imai e colaboradores (2009), sendo que as
caracteristicas dessas interacdes sdo dependentes tanto das propriedades dos ligantes

guanto dos sistemas 7, Ermondi (Ermondi e Caron, 2006).

A ocorréncia dessas interacbes, em proteinas da-se pela presenca dos
aminoacidos: Fenilalanina (Phe), Histidina (His), Triptofano (Trp) e Tyrosina (Tyr), das bases
do DNA: Adenina (DA), Citosina (DC), Glutamina (DG) e Timina (DT) e ainda quando ha

ligantes que possuam anéis aromaticos, McGaughey et al. (1998).

Enguanto que nas ligagdes covalentes as distancias envolvidas sdao da ordem
de 2,0 A ou menos, interagBes T possuem uma variagdo maior de comprimento em

funcao dos elementos envolvidos (Kiviniemi, 2001; Babu, 2003), sendo que o angulo o
existente entre V; e V, considera-se em linhas gerais, menor ou igual a 30° (Babu, 2003;
Caracelli, Zukerman-Schpector e Tiekink, 2012). Estas interagdes por possuirem a origem

no centroide do plano do anel também s3do caracterizadas por sua direcionalidade.

1.2 AS INTERACOES Tt

1.2.1 FORCAS ELETROSTATICAS

Sao definidas por Interagdes T as interagdes nao covalentes envolvendo anéis
aromaticos, sendo essenciais para a estabilizacao das proteinas, DNA, moléculas organicas

e nanomateriais, Smith et al. (2008). Essas interacdes estdo presentes em moléculas que
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possuem em sua conformacdo anéis aromaticos, possuindo estes uma distribuicdo de
cargas eletrostaticas, onde a nuvem eletronica existente forma um dipolo em cada lado do

anel (Figura 1.4), dando origem a uma interacao eletrostatica (Kiviniemi, 2001).

B o+
F. @ F H H
F F& H H
& I3 &+ H &+
& o+

-
—_—
-

Figura 1.4 Representacdo da distribuicdo de cargas do hexafluoreno e benzeno. Essas estruturas
moleculares apresentam dois dipolos opostos. Adaptado de Hunter et al. (2001).

A forga das interagcdes T é determinada pela combinagdo entre forgas de
atracado (dispersivas, eletrostdtica e indutiva) e de repulsdo (repulsdo de troca), Singh et al.
(2009). Considerando-se o balanco de energia em interagGes intermoleculares nao
covalentes descritas por Hunter e Sanders (1990), pode-se relacionar a energia total

envolvida na interagao entre duas moléculas pela Equagdo 1.1:

E total = Eeletrostdtica + Eindug&o + Edispersc"vo + Erepu/sc"lo (1.1)

De acordo com Ermondi e Caron (2006), para compreensao da Equacdo (1.1),

faz-se necessdria uma andlise das forcas que a compdem. Iniciando-se pelas forgas
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eletrostaticas que dependem da presenca de cargas e/ou dipolos, é necessario conhecer
os conceitos referentes ao momento de dipolo (p), polarizabilidade (o) e dipolo induzido

(Pind)-

O momento de dipolo p entre duas cargas iguais de sinais diferentes e
separadas por uma distancia 7 € um produto vetorial entre o valor da carga q e a distancia

7.
p =qXT7T (1.2)

Ja a polarizabilidade (o) é a facilidade com que a nuvem eletronica de uma
molécula sofre deformacdo quando exposta a um campo eletrostatico e € mensurada pela
razdo entre o dipolo induzido (Pi,g) € 0 campo elétrico (E') que o induz. Com relagdo ao

campo elétrico, assume-se como a média dos campos elétricos resultante das dire¢es x,

yez

P.
a= —= (1.3)

As forcas eletrostaticas subdividem-se em forgas eletrostaticas simples e

forcas eletrostaticas combinadas.

As forgas eletrostaticas simples sdo resultantes das propriedades da particula

e também de fatores geométricos envolvendo a posicdo das particulas no sistema.

As forgas eletrostaticas combinadas envolvem as forgas eletrostaticas simples

e fendmenos quanticos. Exemplos deste tipo de interacao sao as ligacdes de Hidrogénio e

nos sistemas 7 (Tabela 1.1).

Os sistemas 7, além da posigao relativa dos anéis na interagao, sofrem
influéncia dos 4tomos ou heteroatomos préximos (Ermondi e Caron, 2006), uma vez que a
atracdo eletrostatica exercida por atomos carregados positiva ou negativamente ou o

alinhamento de dipolos, polarizam a nuvem eletrénica do anel formando um dipolo
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induzido, o que pode ser observado na Figura 1.5; (Hunter e Sanders, 1990; Hunter,

Lawson et al., 2001).

Tabela 1.1 Forgas eletrostaticas simples, adaptado de Ermondi e Caron (2006)

. Representagao Equacdo da energia Energia aproximada
Categoria (o . . ~
esquematica potencial por interagdo
lon—lon 25 kJ.mol™*
0 ’ (4meg) r
lon — Dipol gp’ 1
on —bipolo ° - - 50 a 200 kJ.mol ™
permanente (47-[80) kTr

Dipolo permanente

Dipolo permanente

3 (4me,)’ KTr

6

50 a 500 kJ.mol™

Dipolo permanente pZOCp 1 N ;
- - T 2 6 < .mo
2 6
Dipolo induzido (47‘580) r
Dipolo induzido-Dipolo empre preser.1 es
induzido Possuem a sua origem na X
(Forcas de dispersdo de mecanica quantica, sdo <5 kJ.mol
’ LondoFr’]) atrativas e variam na

proporcdo e 1/r°.

Forgas de repulsdo

Sempre presentes e possuem a sua origem na mecanica quantica. A repulsdo é

consequéncia da sobreposi¢cdo das nuvens eletronicas.

Notas: q = carga do ion; T = momento do dipolo; Ol, = polarizabilidade; r = distancia entre as particulas;

€0 = permissividade no vacuo = 8,85x10-12C/N.m2 ; k = constante de Boltzmann; T = temperatura.

Figura 1.5 Representagdo esquematica de uma tirosina e sua interagdo m, com o dipolo da nuvem
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eletrénica sendo induzido em fun¢do de uma carga, elaborado pelo autor utilizando visualizador grafico
Discovery Studio Client 3.1™

As forcas eletrostaticas combinadas, conforme o seu tipo e caracteristicas

possuem diferentes niveis de energia por interagao (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 Forgas eletrostaticas combinadas, adaptado de Ermondi e
Caron (2006)

Categoria Classificagdo e energia aproximada por interagao
Face a face 1
5a 80 kJ.mol
Paralela — deslocada
Envolvendo
sistemas 7T

Em forma de “T” ) 1
L até 50 ki.mol
Cation " 1T

1.2.2 INTERACOES TT...TT

A literatura refere-se a trés tipos de interacdes T (Figura 1.6) que ocorrem nos
anéis aromdticos cujos dtomos estdo com hibridizago sp’ (Discovery Studio Client 3.1™
2012), as interagdes Tt face a face, interagdes T paralelas-deslocadas, as interagdes T em

forma de “T”, Meyer, Castelano et al. (2003).

il
%%wm

Face o face Paralelo-destocada Em forma de "T"

Figura 1.6 Representag¢des graficas dos tipos de interagdo 7t 7: (a) face a face, (b) paralela-deslocada, (c)
forma de “T”. Adaptado de Singh et al. (2009) e Sherril et al. (2009).

Conforme Burley e Petsko (1985), em média 60% dos aminoacidos aromaticos

presentes nas cadeias laterais de proteinas estdao envolvidos em interagdes T, e as do
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tipo T-shaped sdo maioria. J& McGaughey e colaboradores (Mcgaughey et al., 1998), em
um estudo mais amplo, sugere a geometria paralelo-deslocada como a configuracdo mais
comum. Meyer e colaboradores (Meyer, Castellano e Diederich, 2003), em seu review,
observa que outros estudos em estruturas do PDB concluem que as geometrias T-shaped
e paralelo-deslocada sdo as predominantes, ndo sendo encontrados estudos sobre o
empilhamento face a face (Janiak, 2000). Sdo determinantes na sua ocorréncia a posicao

do anel aromatico na proteina, os tipos de anéis envolvidos e suas distancias.

As intera¢Oes T T sdo caracterizadas pela combinacdo de forcas de atracdo
entre a estrutura G de um anel com a componente T e a repulsdo das nuvens eletronicas
dos anéis que compdem o sistema; sendo que a forca Gt possui maior intensidade que
a repulsdo T (Hunter e Sanders, 1990; Hunter et al., 2001). Conforme Ermondi e Caron
(2006), por se tratarem de forcas combinadas, existem também interacbes entre os

dipolos. Janiak (2000) relaciona os tipos de interacbes envolvidos nos sistemas 7T,

sendo elas: eletrostaticas, de repulsao e transferéncia de carga (Figura 1.7).

InteragOes eletrostaticas

X = substituinte (C-R) ou heteroatomo
> TY o> TR >
+

L — - + —=- = dipolo permanente
—————> =dipolo induzido

X - B
- <> <= - dipolo instantaneo

o+ el — + o - + -
(a) (b) (c)
dipolo - dipolo dipolo - dipolo induzido -
dipolo induzido dipolo induzido

- NYP
repulsdo -7 = = =
) =iy =2
PHRNS

transferéncia de carga

A xToo> A
¢ XS

atragdom - G (
¥

(d)

Repulsdo de Pauli

@ = polar sclvent
(e)

Efeito solvofdobico
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Figura 1.7 Interagdes 7" 1. (a) interagGes dipolo-dipolo: interagdes entre as distribuicGes de carga permanentes e
estaticas; (b) interagbes dipolo-dipolo induzido: interagGes entre a carga estdtica do grupo A e carga induzida pela
proximidade no grupo B; (c) interagGes dipolo induzido-dipolo induzido: o momento de dipolo instantdneo de
uma nuvem de elétrons polariza uma molécula vizinha e induz nele também um dipolo instantaneo; (d) Forga de
Repulsdo de Pauli: a curtas distancias as nuvens eletronicas geram uma for¢a de repulsdo " que torna-se
superior a forca de atragdo m'c; (e) Efeitos solvofébicos: em solventes polares, efeitos solvofébicos que
conduzem a dessolvatagdo podem estabilizar uma agregacdo de superficies moleculares lipofilicas; (f)
transferéncia de carga: o efeito de transferéncia de carga ou elétron doador-aceptor entre o grupo A" e o B criam
uma forga de atragdo. Adaptado de Janiak (2000).

Assim sendo, a geometria das interacbes 7TTT esta relacionada com a possivel
combinacdo de duas ou mais forcas decorrentes das intera¢cdes das nuvens eletronicas

entre si e com a estrutura ¢ dos anéis ou campos elétricos proximos a estes (Burley e

Petsko, 1985). A relacdo entre as forcas de atracdo TG e repulsdo 7T em um arranjo

espacial é alterada em funcdo do posicionamento entre os anéis, justificando assim as

configuracOes paralelo-deslocada e em forma de “T” como interacdes possiveis, sendo a

interacdo 7Tt face a face um modelo tedrico, Meyer et al. (2003) e Janiak (2000). O

esquema das cargas para as trés configuragées encontra-se na Figura 1.8.

8y - H

S

, atragio T - & ( - H
) repulsdo Tt - T

atragiow- G ( )
+ +

atracdo -G

(a) (b) (c)
face a face paralelo-deslocado T-shaped

Figura 1.8 Interagdes m"'wt, esquema de distribui¢cdo de cargas. (a) face a face, (b) paralela-desclocada, (c) em forma
de “T”. Adaptado de Janiak (Janiak, 2000).

Dessa forma, para estudo de uma interagdo T face a face e face-deslocada,

sdo levados em consideracdo os parametros geométricos em que se encontram os anéis

aromaticos (Figura 1.9), (Meyer et al., 2003); Janiak, 2000; Tomi¢ et al., 2006).
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Figura 1.9 Parametros geométricos para as interagdes " n. (Adaptado de Tomic et al., 2006).

Os parametros geométricos sdo:

d..: distdncia entre os centroides dos anéis aromaticos A e B;
Y : anguloentre ovetor normal ao plano do anel A e dc;

B : angulo entre o vetor normal ao plano do anel B e dc.;

A bibliografia pesquisada versa diferentes valores para os parametros
geométricos para as interagbes Tt face a face e face-deslocada, todavia, estes situam-se

dentro de faixas especificas em fungao da natureza das moléculas envolvidas nos estudos.

A distancia dc. esta situada entre 3,0 e 4,6 A, segundo Janiak (2000), sendo
gue em trabalhos de outros autores (Meyer et al., 2003; Tomi¢ et al., 2006; Khavasi e
Azizpoor Fard, 2010; Marsili et al., 2008; Seng et al., 2010), os valores especificados para a
distancia dc.. estdo contidos dentro dessa faixa. Com relagao aos angulos 3 e ¥, ha um
consenso entre diversos autores de que o angulo entre o vetor normal ao plano do anel
aromatico e o vetor d.. seja menor ou igual a 30° (Caracelli, Zukerman-Schpector e
Tiekink, 2012; McGaughey et al., 1998; Babu, 2003; Tomié et al., 2006; Marsili et al., 2008;

Zukerman- et al., 2011). Deve-se ainda considerar que para que efetivamente ocorra uma
interagdo 7T, os angulos 3 e Y devem ambos atenderem ao requisito de serem iguais ou
menores do que 30°. Para que seja caracterizada interagdo 707t face a face, os angulos 3 e

'Y devem obrigatoriamente serem iguais.
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Um exemplo de uma intera¢do 7t7T em meio bioldgico é observado entre as

bases de um DNA estudado nesse trabalho(Figura 1.10).

_ oT19

Figura 1.10 Representacdo grafica de uma interagao 7T entre as bases DA 18 e DT 19 de uma molécula de DNA
com identificagdo PDB 1BNA. Estrutura gerada a partir de dados cristalograficos por Drew et al. (1981) com a
utilizagdo do software Discovery Studio Client 3.1™.

1.2.3 INTERAGOES TT EM FORMA DE “T”

Embora a literatura aborde a configuragdo da interagdo 7 em forma de “T”
conjuntamente com as interagdes T face a face e paralelo-deslocadas por esta envolver

dois anéis aromaticos, trata-se efetivamente de uma interagdo 7G, onde apenas um dos
centroides dos dois anéis aromaticos estd interagindo com um d4tomo ligado
covalentemente ao anel (Janiak, 2000). Este atomo em meios biolégicos geralmente é o
hidrogénio e sua fungdo é a indugdo de um dipolo na nuvem eletrénica do anel aromatico
no qual esta o centroide. Nessa interagdo, semelhantemente a uma ligagcdo de hidrogénio
(HB), a nuvem eletrénica do anel aromatico (aceptor) interage com um 3atomo de
hidrogénio ligado covalentemente a um segundo dtomo eletronegativo pertencente ao
segundo anel aromatico (doador), sendo que essa interagdo é potencializada em funcao
das dimensdes do atomo de hidrogénio que permite a proximidade da interacao entre

dipolos e cargas mostrada na Figura 1.11 (Ermondi e Caron, 2006; Nishio, 2011; Shanthi et
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al., 2010). Ha ainda uma similaridade entre intera¢cdo 7T em forma de “T” e a intera¢do C-

H*7t (Cunha et al., 2006; Birchall et al., 2011), porém no caso desta ultima, o carbono

ligado ao hidrogénio ndo pertence a um anel (Meyer et al., 2003).
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Figura 1.11 Representacdo esquematica de uma interagdo ©" G, considerando como doador o atomo de
um centroide ligado ao hidrogénio e aceptor a nuvem eletronica do segundo anel aromatico. (Adaptado de
Ermondi e Caron, 2006).

Contudo, no caso da interacdo 7T em forma de “T” considera-se que a distancia

d, possui como referéncia para sua mensura¢do a posicao dos centroides dos dois anéis

aromaticos. Para que seja possivel obter o valor real do comprimento da interagao da

interacdo T em forma de “T”, deve-se subtrair a soma da distancia do centroide do anel
até o atomo ao qual estd ligado covalentemente o hidrogénio e o comprimento da ligagao
de hidrogénio a este 4tomo. O total dessa soma no anel de 06 dtomos de carbono em
uma molécula de triptofano é de 2,5 A. Assim, quando Tsuzuki e colaboradores (Tsuzuki et
al., 2001) especifica que a distancia entre os centroides na configuracao T-shaped é de 5,0
A, ao subtrair a distancia total do centroide ao hidrogénio (2,5 A), obtém-se a distancia

minima de 2,5 A para o comprimento desta interacdo. Por outro lado, para Babu (2003), o
comprimento de uma interagdo C-H"T é igual ou menor a 3,8 A. Dessa forma é possivel

definir a faixa do comprimento dessas interacdes entre 2,5 e 3,8 A. Esses valores sdo

corroborados pelas imagens abaixo (Figura 1.12).
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Figura 1.12 (a) Representagdo grafica de uma interagdo C-H"Tt T-shaped, de Cunha et al. (2006); (b)

Interagdo  C-H™T entre duas bases de uma molécula de DNA com identificagdo PDB 1BNA. Estrutura
gerada a partir de dados cristalograficos por Drew e colaboradores (1981) com a utilizagdo do software
Discovery Studio Client 3.1™.

Permanece o consenso de que o angulo entre o vetor normal ao plano do anel
aromatico e o vetor d, deve ser inferior ou igual a 30° (Caracelli, Zukerman-Schpector e
Tiekink, 2012; Mcgaughey, Gagné, Rappé, 1998; Babu, 2003; Tomi¢ et al., 2006; Marsili
et al., 2008; Zukerman-Schpector et al., 2011).

1.2.4 INTERACOES TT COM HIDROGENIO — X-HTT

Para que as interagbes X-H"TT ocorram, s3o necessarios 0s mMesmos

parametros das interagdes C-H"Tt, ou seja, a nuvem eletrénica do anel aromdtico
(aceptor) interage com um atomo de hidrogénio de um grupo doador X-H (sendo X =0, N,
S), (Sherrill et al., 2009; Mohan et al., 2010; Nishio, 2011; Tsuzuki et al., 2000). No grupo
X-H o hidrogénio apresenta papel semelhante ao que ocorre nas ligacdes de hidrogénio,

todavia, de acordo com Nishio (2011), esses tipos de interagdo sdo mais fracos que as
ligagdes de hidrogénio. Juntamente com as interagdes C-H"'T, as interagdes N-H"TT e O-

H1t sdo responsaveis para estabilizar as proteinas e reconhecimento biolégico (Mohan et

al., 2010). Exemplos destas intera¢des sdo ilustrados nas Figuras 1.13 e 1.14.
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Figura 1.13 Representac¢do grafica de uma interagdo N-H"Tt entre duas bases de uma molécula de DNA
com identificagdo PDB 1G3X. Estrutura gerada a partir de dados cristalograficos por Malinina et al. (2002)
utilizando o software Discovery Studio Client 3.1™.

Os parametros geométricos das interacdes X-H 7t segundo Babu (2003), sdo

similares as interagdes C-H"'T, sendo o seu comprimento igual ou menor a 3,8 A. Em seu
estudo, Mohan e colaboradores (2010) apresenta valores entre 2,2 A e 2,5 A para
interacdes e O-H T e 2,1 A e 3,0 A para as interagdes N-H"T, estando estes valores

compreendidos no limite estabelecido por Babu (2003).

TYR11S

Figura 1.14 Representacdo grafica de uma interagdo O-H 7T em uma cyclooxygenase-2 com identificagdo
PDB 1CX2. Estrutura gerada a partir de dados cristalograficos por Kurumbail e colaboradores (2002) com a
utilizacdo do software Discovery Studio Client 3.1™.
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Ainda em seu estudo, Babu (2003) estipula que o angulo entre o vetor normal
ao plano do anel aromatico e o vetor distdncia da interacdo deve ser menor ou igual a
30°, parametro este também adotado por outros pesquisadores (Caracelli, Zukerman-
Schpector e Tiekink, 2012; Mcgaughey, Gagné, Rappé, 1998; Babu, 2003; Tomic et al.,
2006; Marsili et al., 2008; Zukerman-Schpector, et al., 2011).

1.2.5 INTERAGOES CATION - T

As interagbes nao covalentes do tipo Cation"Tt ocorrem entre os anéis

aromaticos (sistema Tt) e cdtions em sua adjacéncia, podendo estes cations serem de
origem inorganica ou organica. Em meios bioldgicos, estas interagdes envolvem como
sistema T a Tirosina (Tyr), o Triptofano (Trp), a Fenilalanina (Phe) e a Histidina (His) e
como cations organicos os aminoacidos Fenilalanina (Phe),Tirosina (Tyr), Triptofano (Trp),
Arginina (Arg), Lisina (Lys) e Histidina (His) e todos os cations metdlicos, a exemplo do
Potéssio (K'), Sédio (Na*) e Calcio (Ca®'), (Du et al., 2012; Dougherty (Ma e Dougherty,
1997; Dougherty, 2007).

Em seus artigos, Zukerman-Schpector (Zukerman-Schpector e Haiduc, 2002;
Tiekink e Zukerman-Schpector, 2009; Tiekink e Zukerman-Schpector, 2010; Zukerman-
Schpector, J.; Otero-de-la-Roza, A.; Luana, V.; Tiekink, E., 2011), identificou esse tipo de
interagcdo em estruturas que contem os elementos Arsénio (As), Telurio (Te), Chumbo (Pd)
e Ouro (Au) e Caracelli (Caracelli, Zukerman-Schpector e Tiekink, 2012) identificou o

Selénio (Se).

Essas interacdes sdo responsdveis pela estrutura secundaria das proteinas e
também na sua interacdo com ligantes e farmacos, estando atuando também na
estabilizagdo do DNA. Para que as interagdes Cation™7t ocorram, a nuvem eletrénica do
anel aromdtico (Figura 1.15) atua como doadora de elétrons interagindo com a carga
positiva do cation (Du et al., 2012; Ma e Dougherty, 1997; Dougherty, 2007; Gromiha et
al., 2004; Wintjens et al., 2000).
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Figura 1.15 Nuvem eletrénica de um anel aroméatico que atua como doadora de elétrons para uma
interagdo cationn, sendo a regido vermelha eletronegativa. (Extraido de Dougherty, 2007).

Ainda conforme Dougherty (2007), a geometria caracteristica dessa interacdo

€ que o cation deve estar posicionado sobre a face do anel aromético (Figura 1.16).

Figura 1.16 Esquema de uma interagdo cationw, representando-se um cation genérico posicionado sobre
a face de um anel de benzeno. Extraido de Ma e Dougherty (1997).
Caracterizam-se como interagdes Cation'7 as interagdes N7 (Figura 1.17) e

O (Figura 1.18), onde o nitrogénio e oxigénio sao elétron deficientes, segundo Zhang e

colaboradores (2011).
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’ DG14

Figura 1.17 Representacdo grafica de uma interacdo N7t entre as bases G 12 e G 14 de uma molécula de
DNA com identificagdo PDB 1BNA. Estrutura gerada a partir de dados cristalograficos por Drew et al. (1981)
com a utilizagdo do software Discovery Studio Client 3.1™.

HIS219

Figura 1.18 Representacdo grafica de uma interacdo O"T entre a HIS219 e a PHE248 de glutationa
reductase identificagdo PDB 1GRA. Estrutura gerada a partir de dados cristalograficos obtidos por (Karplus
e Schulz (1989) visualizada com a utilizagio do software Discovery Studio Client 3.1™.
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Segundo a bibliografia pesquisada, os parametros geométricos para as
interacbes CationTT ndo possuem uma uniformidade com relacdo ao comprimento das

interacbes e sdo escassas no tocante ao angulo entre o vetor normal ao plano do anel

aromatico e o vetor distancia da interagao.

Com relacdo ao comprimento destas interacdes, Minoux e Chipot (1999)
consideram que estas devem ser menores do que 5,0 A para as interagdes entre
fenilalanina e lisina, tirosina e lisina, triptofano e lisina e ndo fazem mencdo ao angulo
dessa interacdo com o vetor normal ao plano. J& Zhang e colaboradores (Zhang et al.,
2011), estabelece uma faixa entre 3,6 A e 3,8 A para as interacBes nas estruturas por ele
estudadas e um angulo maximo de 5°. S6rme e colaboradores (2005) identificaram na

estrutura de seu trabalho um comprimento de 4,3 A, também n3o especificando o angulo.
Em seu artigo, Wouters (1998) especifica uma faixa de distancia para a interacao Cation Tt

entre 2,8 A e 4,9 A para cations metalicos, sem também especificar os angulos dessa

interacdo com o vetor normal ao plano.

Zukerman-Schpector e colaboradores (Zukerman-Schpector e Haiduc, 2002;
Tiekink e Zukerman-Schpector, 2009; Tiekink e Zukerman-Schpector, 2010; Zukerman-
Schpector et al.,, 2011), adota que o comprimento das interagdes das estruturas por ele
estudadas devem ser inferiores a 4,0 A e o dngulo da interacdo com o vetor normal ao
plano menor do que 20° e Caracelli (Caracelli, Zukerman-Schpector e Tiekink, 2012)
também adota o valor de 4,0 A, porém assumindo um angulo méaximo de 30° relativo

entre o vetor distancia e o normal ao plano.
1.3 CRISTALOGRAFIA E QUIMICA SUPRAMOLECULAR

Segundo Drenth (2007), as macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, e
hidratos de carbono) sdo os principais componentes ndo aquosos de células vivas, sendo
gue as proteinas proporcionalmente apresentam-se em maior quantidade (Tabela 1.3).
Para que possam ser estudados os processos biolégicos, o conhecimento da estrutura
tridimensional das macromoléculas é de suma importancia, conforme preconizado por

Kendrew e colaboradores (1958).
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Tabela 1.3 Distribuicdo das estruturas de macromoléculas por tipo depositadas no PDB,
adaptado de RSCB PDB

Tipos de Macromoléculas Entradas em 09/09/2012 Proporgao
Proteinas 78.110 92.6%
Acidos Nucleicos 2.424 2.9%
Complexos ProFeinas/Acidos 3.823 4.5%
Nucleicos
Outros 24 0.0%
Total 84.831 100.0%

A difracdo de raios X é a técnica mais utilizada para a obtencdo de estruturas
tridimensionais em alta resolucdo e também para macromoléculas de menor peso

atomico (Tabela 1.4).

Tabela 1.4 Métodos utilizados para a obtengdo das estruturas de macromoléculas depositadas no PDB,
adaptado de RSCB PDB

Método utilizado Entradas em 09/09/2012 Proporcao
Difracao de raios X 74.131 87,9%
Ressonacia Magnetica Nuclear 9.583 11,4%
Microscopia eletrénica 453 0,5%
Hibrido 51 0,1%
Outros 163 0,2%
Total 84.831 100,0%

Essa técnica baseia-se na incidéncia de um feixe de raios X através de um
cristal isolado de uma macromolécula (proteinas, acidos nucleicos e hidratos de carbono)
e a simetria dos atomos agrupados nesse cristal efetuara a dispersdao em varias dire¢des
da radiagdo eletromagnética e por difracdo, tem-se um padrdao (Figura 1.19) o qual
resultara em um mapa de densidade eletronica que submetido a softwares especificos
fornece a estrutura tridimensional da macromolécula mostrado na Figura 1.20 (Drenth,
2007; Sun, 2004). Esta técnica possui uma alta complexidade na obtencdo de um cristal
livre de impurezas e na repetibilidade do processo (Caracelli e Zukerman-Schpector, 2009;

Drenth, 2007).
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Figura 1.19 Representagdo esquematica do padrdo de difracdo de um cristal de lisozima, extraido de
Drenth (2007).
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Figura 1.20 Representacdao do processo de cristalografia por difracdo de raios X, extraido de Wikipedia
(Contributors, 2012b).

Os resultados obtidos pela Cristalografia sdo depositados em centrais de
coordenadas de estruturas cristalograficas de moléculas bioldgicas, constituindo
importante fonte de pesquisa para a Quimica Supramolecular; Caracelli (Caracelli e

Zukerman-Schpector, 2010).

1.4 BANCOS DE DADOS

Uma vez reconhecida que a estrutura tridimensional de uma macromolécula é
fundamental para o seu estudo (Kendrew et al., 1958) e que esta estrutura obtida
principalmente pela cristalografia deve ser de facil acesso aos usudrios que necessitam

destes dados para suas pesquisas, no inicio dos anos 70, Edgar Meyer, Gerson Cohen e
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Helen Berman idealizaram a criacdo de uma central de coordenadas de estruturas
cristalograficas de moléculas bioldgicas, Caracelli (Caracelli e Zukerman-Schpector, 2010).
Dessa forma, em 1971 foi criado o Protein Data Bank (PDB) no Brookhaven National
Laboratories com a funcdo de banco de dados de estruturas de moléculas bioldgicas
(Bernstein et al., 1977; Berman et al., 2000; Sussman et al., 1999; Sussman et al., 2012).
Segundo Meyer (1997), que foi um dos idealizadores do PDB, o objetivo deste repositério
de estruturas obtidas cristalograficamente é permitir que estas estruturas sejam
processadas “in silico” e assim analisadas graficamente. Como todo banco de dados
(Tenenbaum et al., 1995), o assim criado PDB apresentava uma estrutura, que veio a
disponibilizar de forma uniforme os dados nele depositados, tais como coordenadas
atomicas, citacdes, primarias e informacdo sobre a estrutura secundaria, dados de
estrutura experimentais, bem como hyperlinks para outros bancos de dados (Bernstein et

al., 1977; Sussman et al., 2012).

A partir do final da década de 80, a expansdo dos recursos de informatica
mostrou ser necessaria a criacdo de um banco de dados mais estruturado para facilitar a
publicacdo eletronica e a partir de 1990, com a participacdo da Unido Internacional de
Cristalografia (IUCr) iniciou-se um trabalho para desenvolver extensdes macromoleculares
para a representacdo de dados utilizado para a descri¢gao das estruturas de pequenas
moléculas e a determinagdo da estrutura cristalografica, chamado Arquivo de Informacgdes
Cristalograficas (CIF) e passou a incluir definicbes detalhadas descrevendo a estrutura

macromolecular e o experimento cristalografico (Figura 1.21).

Em 1998 o Research Collaboratory for Structure Bioinformatics (RSCB) adotou
o padrao criado como base do seu processamento de dados e infra-estrutura para a sua
gestdo. Alem do RSCB, outras instituicdes ao redor do mundo adotaram o padrao CIF de
forma a que a estrutura de dados viesse a tornar-se um padrao Unico. Essas instituicdes
foram o European Bioinformatics Institute (Embl-Ebi, 1995) com o seu o Banco de Dados
de Estruturas Macromoleculares (MDB) e o PDBj na Universidade de Osaka, formando

estas o PDB (World Wide PDB — wwPDB), (Berman et al., 2007; Westbrook et al., 2005).
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(a) Structured PDB records

CRYST1 63.150 83.590 53.800 90.00 99.34 090.00 P 21

ORIGX1 . 963457 .136613 .230424 16.61000
ORIGX2 -.158977 .983924 .081383 13.72000
ORIGX3 =-.215598 =~.115048 .969683 37.65000
SCALEl .015462 .002192 .003658 .26656
SCALE2 -.001902 .011771 .000974 -16413
SCALE3 -.001062 =-.001721 .018728 . 75059
ATOM i N VAL A 1 6.130 16.559 4.905 7.00 41.29
ATOM 2 CA VAL A 1 6.870 17.784 4.702 6.00 41.33
ATOM 3 C VAL A 1 8.377 17.548 4.913 6.00 31.64
ATOM 4 © VAL A 1 8.820 16.980 5.922 8.00 38.31
ATOM 5 CB VAL A 1 6.345 18.763 5.731 6.00 52.26
ATOM 6 CGl1 VAL A 1 6.745 20.188 5.356 6.00 52.75
ATOM 7 CG2 VAL A 1 4,826 18.612 5.847 6.00 58.75

{(b) Unstructured PDB records

REMARK 3 REFINEMENT. BY THE METHOD OF JACK AND LEVITT. THE SCALE
REMARK 3 FACTOR BETWEEN ENERGY AND X-RAY FORMS WAS VARIED BETWEEN
REMARK 3 .00025 AND .0005 TO MAINTAIN THE RMS VARIATION OF THE C-C
REMARK 3 SINGLE BONDS BETWEEN 0.02 AND 0.03 ANGSTROMS. THE IRON
REMARK 3 ATOMS WERE UNRESTRAINED IN ORDER TO AVOID ANY POSSIBLE

3

BIAS IN THEIR POSITIONS. THE FINAL R VALUE IS 0.16.

(c) Semi-structured PDB records

REMARK 3 FIT TO DATA USED IN REFINEMENT.

REMARK 3 CROSS-VALIDATION METHOD : THROUGHOUT
REMARK 3 FREE R VALUE TEST SET SELECTION : RANDOM
REMARK 3 R VALUE (WORKING SET) : 0.213
REMARK 3 FREE R VALUE : 0.257
REMARK 3 FREE R VALUE TEST SET SIZE (%) : 7.500
REMARK 3 FREE R VALUE TEST SET COUNT : 2532
REMARK 3 ESTIMATED ERROR OF FREE R VALUE : 0.005

Figura 1.21 Partes de registros de um arquivo de dados PDB. (a) registros estruturados do PDB
descrevendo as constantes de uma cela cristalografica (CRYST1), matrizes de transformacdo entre as
coordenadas ortogonais e fracionada (ORIGX e escala) e as coordenadas atémicas (ATOM). (b) registros
ndo-estruturados do PDB descrevendo os detalhes de refinamento cristalografico usado em arquivos de
dados do PDB antes de 1996. (c) registros semi-estruturados do PDB descrevendo o refinamento
cristalogréfico utilizado nos dados do PDB em arquivos apds 1996. Extraido de Westbrook (Westbrook et
al., 2005).

A forma de trabalho colaborativa contribuiu para que a quantidade de
estruturas depositadas crescesse geometricamente. As estatisticas do PDB (Figura 1.22)
demonstram o resultado do trabalho colaborativo nas quantidades de estruturas
depositadas anualmente e o total acumulado de 83.768 estruturas depositadas desde a

criacdao do RSCB PDB.
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Figura 1.22 Estatistica referente as estruturas depositadas no PDB até a data de 04/09/2012, adaptado de
RSCB PDB.

1.5 CIENCIA DA COMPUTAGAO E QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A estrutura tridimensional obtida por Kendrew e colaboradores (1958) pode
ser considerada como um marco da quimica supramolecular, quando este concluiu que as
propriedades fisicas e quimicas de uma proteina pudessem ser compreendidas, além das
estruturas primarias e secundarias, as suas estruturas tercidrias deveriam ser conhecidas
uma vez que representam a macromolécula como um objeto tridimensional em uma

posicdo no espaco (Figura 1.23).
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Figura 1.23 Representacdo esquemdtica das estruturas primarias, secunddrias e tercidarias de uma
proteina, adaptado de BIT 603 (Caracelli e Zukerman-Schpector, 2009).

Kendrew et al. (1958) utilizaram a série de Fourier para tratar
matematicamente as reflexdes dos raios X do ensaio cristalografico que mapeiam as
densidades de elétrons. Como uma reflexdo retorna apenas dados bidimensionais, foram
efetuadas 400 incidéncias de raios X em espacamentos de 6 A. Nos locais em que estdo
localizados atomos, ha um pico de densidade de elétrons formando ilhas de densidade. A
série de Fourier interpreta a fung¢dao periddica pela sobreposicdio de harmonicas,
resultante da reflexdao dos raios X nesses pontos e assim permitindo o mapeamento das
densidades de elétrons e estratificando-as por camadas e com isso obtendo os pontos do
eixo y perpendiculares ao plano x e z, gerando a superficie da estrutura tridimensional

(Figura 1.24).

(&) (b) =

Figura 1.24 (a) Seccdo tridimensional da Série de Fourier para a mioglobina tipo A. (b) paralelo a se¢do em
x = 0, mostrando cadeia polipeptidica A. Extraido de Kendrew (1958) .
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O processamento matemadtico da Série de Fourier foi efetuado pelo
computador Electronic Delay Storage Automatic Calculator - EDSAC (Contributors, W.,
2012a) mostrada na Figura 1.25 da Universidade de Cambridge. Esse computador que
operava com uma taxa de reldgio de 500 kHz, incorporou em seu projeto a maquina de
von Neumann e foi o primeiro computador de memdria armazenada de uso pratico (9,2
kb) e que continha 87 sub-rotinas para calculos matematicos (Ricarte, 1999). Com esta
configuracdo, o EDSAC demorou 70 minutos para efetuar todos os cdlculos necessarios
para que a estrutura tridimensional da mioglobina fosse obtida (Kendrew et al.; 1958).
Apesar do tempo de processamento envolvido ser extremamente longo para os padrées
atuais, essa foi uma experiéncia inovadora na utilizacdo de processamento eletrénico
para a determinacdo de estruturas moleculares complexas que possibilitou que a
tecnologia emergente da ciéncia da computagao interagisse sinergicamente com a fisica

e bioquimica .
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Figura 1.25 Fotografia com vista parcial do EDSAC (Contributors, 2009).

Ainda sob a premissa de que a funcdo bioldégica de uma proteina esta
relacionada com a sua conformacdo estrutural, onde estdo envolvidas as ligacbes
guimicas e as distancias e angulos envolvidos, Levinthal (Levinthal, 1966) considerou a
importancia da estrutura tridimensional da proteina e relacionou esta estrutura como

resultado da sequéncia dos aminoacidos integrantes da sua cadeia polipeptidica
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arranjados espacialmente para obter o menor nivel de energia livre de Gibbs, Lehninger
(Nelson e Cox, 2002). Dessa forma, macromoléculas com a mesma sequéncia de

aminodcidos deveriam possuir a mesma conformacgao.

Considerando que os atomos presentes em uma macromolécula possuem
ligacOes especificas com suas respectivas distdncias e os angulos destas ligacbes
conhecidos e com minimas variacGes, observou-se a oportunidade de construcdo de um
algoritmo que serviria de base para a criacdo de um programa de computador que

calcularia a estrutura tridimensional da molécula.

O programa idealizado segue a sequéncia dos atomos em sua posicdo no
aminoacido ao qual pertence, sendo que a cada atomo é atribuida uma coordenada
espacial. Os dados de entrada do programa sdo os angulos (dngulos @ (phi) e W (psi))

formados entre ligacGes peptidicas (Figura 1.26).

Figura 1.26 Angulos @ (phi) e W (psi) entre ligagdes peptidicas, extraida de BIT 603 (Caracelli e Zukerman-
Schpector, 2010).

Conforme os 4tomos sao adicionados o programa calcula as coordenadas dos
atomos em funcdo das ligacdes, distancias e angulos envolvidos e ao final, com base nas
coordenadas calculadas, é possivel a construcdo de um modelo tridimensional de uma
proteina. Todavia, observou-se que o maior problema foi a inser¢do dos angulos @ (phi) e
W (psi) das ligagcdes entre aminodcidos, cujos valores sdo varidveis e que a somatdria das
combinagdes possiveis totalizava uma quantidade extremamente elevada de saidas do
programa, a maioria sem significado bioldgico, pois a questdo de minima energia livre de

Gibbs, Lehninger (Nelson e Cox, 2002) do sistema ndo esta contemplada no algoritmo.
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Para solucionar esse problema, foi idealizada a iteracdo homem-maquina na
gual o cientista poderia a cada passo especifico do programa inserir o valor da variavel
desejada, ou seja, os angulos @ (phi) e W (psi) das ligacbes entre aminodacidos que seriam
obtidas pelo cdlculo em programas auxiliares. Todavia, para que ocorresse de forma
eficiente, essa iteragao deveria ser facil de ser observada e assim foi criada a primeira

interface homem maquina (IHM).

Foi adaptado ao computador um osciloscopio que traduzia em imagem a saida
do processamento, permitindo que além de se calcular o estado de energia livre pelo
programa auxiliar, também fosse visualizada e analisada de forma rdpida a estrutura

resultante apds a inclusao das varidveis.

Com isso, estruturas de macromoléculas puderam pela primeira vez serem

construidas e modeladas por computador (Figura 1.27).

Figura 1.27 Estrutura de DNA sendo modelada pelo computador. (a) Insercdo do nucleotideo inicial,
(b) Insercdo do segundo nucleotideo, (c) Adicdo de mais nucleotideos formando uma fita de DNA, (d)
sobreposicdo de duas fitas, formando uma estrutura completa de DNA, (e) e (f) Rotacdo da estrutura de
DNA visualizando sua conformacao tridimensional. Adaptado de Levinthal (1966).

O avanco da tecnologia dos computadores e softwares aplicativos trouxeram
progressos na cristalografia, resultando na cristalografia computacional (Cranswick, 2008).

Essa relacdo multidisciplinar entre areas do conhecimento propiciou em um primeiro
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momento a obtencdo pela andlise da difracdo de raios X nas coordenadas espaciais x, y e z
dos atomos de uma proteina. Isso representou um novo marco no estudo de
macromoléculas, pois as coordenadas espaciais dos atomos permitem obter informacdes
sobre a sua conformacdo real, que de certa forma serviram para validar os conceitos de

modelagem computacional de Levinthal (1966).

Utilizando conceitos vetoriais (Steinbruch, 1987; Leithold, 1994) a partir das
coordenadas espaciais x, y e z dos dtomos de uma proteina, Tometsko (1970) idealizou um
programa na linguagem FORTRAN (IBM, 1954) que pudesse mensurar as distancias
interatdbmicas e com isso avaliar as posicOes relativas de seus dtomos e por meio desse

artificio analisar as interacdes entre estes.

O programa efetua a leitura das coordenadas x, y e z dos atomos e suas
respectivas propriedades, sendo que no caso de proteinas a sequéncia de leitura partiria
da extremidade N-terminal para C-terminal, seguindo a ordem N, CA, CB...(cadeia lateral),

C, O (Figura 1.28).

IDENTIFICAGAO X Y 4 ATOMO AMINOACIDO
N 331.050 508.930 300.610 N.4 VAL1
CA 345.100 508.470 304.820 C.3 VAL1
C 349.580 494.280 308.210 C.2 VAL1
(0] 346.350 488.490 318.600 O.2 VAL1
CB 349.260 518.310 315.860 C.3 VAL1
CG1 364.480 519.030 316.820 C.3 VAL1
CG2 343.600 532.320 313.520 C.3 VAL1
H1 325.190 505.470 308.060 H VAL1
H2 328.490 518.450 298.470 H VAL1
H3 329.810 503.190 292.410 H VAL1
HA 350.390 511.940 296.030 H VAL1
HB 345.160 514.590 325.170 H VAL1
HG11 368.540 522.390 307.360 H VAL1
HG12 367.280 525.990 324.630 H VAL1
HG13 368.420 509.220 319.150 H VAL1
HG21 332.780 531.860 313.320 H VAL1
HG22 346.790 538.880 321.520 H VAL1
HG23 347.220 536.140 304.060 H VAL1

Figura 1.28 Formato de banco de dados de parte de uma proteina obtido por cristalografia, neste caso a
Valina VAL1 que é o primeiro aminoacido da cadeia polipeptidica, adaptado de Karplus e Schulz (1989).
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O raciocinio utilizado para determinar as interacdes por meio das distancias
interatdbmicas baseia-se no posicionamento do primeiro &tomo num cubo de arestas nas
dimensdes a, b e ¢, sendo a = b =c = GM (Figura 1.29) e GM é a varidvel do sistema a ser

inserida pelo usudrio e neste caso configurada para 3,5 A.

Figura 1.29 Representagdo esquemadtica do volume de controle criado pelo cubo de arestas a, b e ¢, sendo
a = b =c = GM que é expresso em angstroms ( A). As esferas representam os atomos da proteina. A
distancia r é calculada entre o 4tomo central e os 4tomos contidos no cubo. Adaptado de Tometsko (1970).

No cdlculo, caso exista algum datomo posicionado dentro do volume do cubo
hipotético, é calculada a sua distancia r com relagdo ao atomo central, sendo desprezados
os atomos fora do volume de controle. O programa armazena os atomos que apresentam
interacOes e suas respectivas distancias em formato de banco de dados e entdo o
programa passa para o dtomo seguinte na sequéncia convencionada na molécula e assim
sucessivamente aminodcido por aminodcido da cadeia polipeptidica. Uma caracteristica
do método utilizado é que pelo algoritmo utilizado, para cada atomo posicionado no

centro do cubo estdo envolvidas 10° operagdes matematicas.

O objeto de estudo de seu trabalho foi uma molécula de mioglobina e as

saidas do processamento podem ser vistas na Figura 1.30:



CAPITULO 1. Introdugdo 52

INUM? BMIN® BATOM®  DIsTANCE®  caTom® cmIN® INuUM®
6 GLU CD 4,02 N SER 3
6 GLU CD 4,50 CA SER 3
6 GLU CD 4,24 CB SER 3
6 GLU CD 3,43 oG SER 3
6 GLU CD 3,30 NZ LYS 133
INUM BMIN BATOM DISTANCE CATOM CMIN INUM
6 GLU OE1 4,04 C LEU 2
6 GLU OE1 3,85 CA LEU 2
6 GLU OE1 3,29 N SER 3
6 GLU OE1 4,09 CA SER 3
6 GLU OE1 3,51 CD LYS 133
6 GLU OE1 3,69 Nz LYS 133
INUM BMIN BATOM DISTANCE CATOM CMIN INUM
e 6 GLU OE2 3,80 CD LYS 133
6 GLU OE2 3,55 NZ LYS 133
INUM BMIN BATOM DISTANCE CATOM CMIN INUM
7 TRY (0] 4,47 (0] LEU 9
7 TRY (0] 3,58 C LEU 9
7 TRY (0] 3,08 N LEU 9
7 TRY C 3,47 C VAL 10
7 TRY C 2,91 N VAL 10
7 TRY (0] 3,37 CA VAL 10
‘ 7 TRY C 2,64 N LEU 11

Figura 1.30 Output do programa do computador pela analise sequencial dos atomos de uma molécula de
mioglobina, extraido de Tometsko (1970).

a—INUM e JNUM indicam a posi¢cdo do aminoacido na cadeia polipeptidica.

b — BMIN e CMIM indicam os aminoacidos que respectivamente ocupam as posicées INUM e JNUM.

c — BATOM e CATOM sdo as denominagbes dos atomos dos aminoacidos, sendo que BATOM especifica os
atomos posicionados no centro do volume de controle.

d — Expressa as distancias calculadas entre o atomo central ao cubo e outro posicionado internamente ao
volume de controle (INUM e JNUM).

As setas indicam as menores distdncias calculadas para os dtomos centrais.

Os calculos efetuados permitem a identificacdo das interagbes entre os
atomos de diferentes aminodcidos pertencentes a cadeia polipeptidica e assim identificar
as regides onde ocorrem os enovelamentos. A localizagdo é possivel pela depuracdo dos
dados obtidos na Figura 1.30 de forma a gerar um relatério analitico com as intera¢des
consideradas vdlidas. Com base nos atomos envolvidos e suas respectivas distancias

torna-se possivel a constru¢ao de um modelo tridimensional.



CAPITULO 1. Introdugdo 53

A evolucdo desse método com relacdo ao proposto por Kendrew deve-se ao
fato da localizacdo dos dtomos em coordenadas espaciais x, y e z resultantes dos ensaios
cristalograficos passarem a ser disponibilizados de forma padronizada com o auxilio de

sistemas computacionais.

Importante ressaltar que a quantidade de operacdes matematicas
envolvidas nesse método é diretamente proporcional ao valor de GM (aresta do cubo). Ao
incrementar o seu valor de 3,5 A para 4,0 A, o volume de dados aumentou de 23.000
linhas para 41.000 linhas. Assim, como estabelecer o parametro ideal para GM torna-se
dependente de analises independentes em funcdo da proteina estudada, uma vez que
proteinas diferentes apresentam enovelamentos especificos e as distancias envolvidas nas

interacdes entre as cadeias laterais ndo seguem a um padrao especifico.

Ao final da década de 1960 e inicio da de 1970, houve o advento dos discos
rigidos e o processamento de dados tornou-se mais dindmico em fung¢do da possibilidade
de acesso rapido aos dados armazenados em qualquer posicdo do disco rigido, o que nao
ocorria com as fitas magnéticas, onde o acesso aos dados era efetuado de forma
sequéncial ao seu comprimento. Assim, com os discos tornou-se possivel a estruturagao
hierarquica de bancos de dados em listas e drvores binarias (Silberschatz et al., 2006a) e

permitindo que estes pudessem ser manipulados com facilidade.

Uma das formas de bancos de dados sdao os “arrays” ou vetores
unidimensionais, que permitem a ordenacdo dos dados e a execu¢ao das operagdes de
extracdo e armazenamento de dados em fungdo de um indice associado ao vetor
(Lipschutz e Lipson, 2004; Tenenbaum et al., 1995). A Figura 1.31 ilustra um “array” ou

vetor unidimensional genérico.

indice Dados
1
2
n
Figura 1.31 Representacdo de um banco de dados unidimensional, adaptado de Lipschutz e Lipson

(2004).
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A tecnologia disponivel permitiu que Katz e Levinthal (1972) utilizassem esses
recursos para modelar macromoléculas com programas e visualizassem o resultado dessa

modelagem por meio de interacdes graficas em computadores.

Para a modelagem da estrutura molecular faz-se necessdrio o calculo das
coordenadas espaciais dos dtomos na molécula considerando suas possiveis interacdes.
Assumiu-se que os dtomos estdo ligados aos seus vizinhos por meio de ligacGes quimicas e
essas ligacbes com distancias fixas e o resultado desse arranjo apresentando o menor
nivel de energia livre de Gibbs (Nelson e Cox, 2002) e podendo ser posteriormente o
modelo comparado a estruturas obtidas experimentalmente pelo uso de difracdo de raios
X ou outros meios. O conceito de modelagem molecular por computador com base nas
ligacdes quimicas entre os atomos e seus vizinhos foi anteriormente explorado por
Levinthal e Tometsko ( Levinthal, 1966; Tometsko, 1970), sendo que neste trabalho Katz e
Levinthal (1972) utilizaram conceitos de bancos de dados (Lipschutz e Lipson, 2004;
Silberschatz et al., 2006a; Tenenbaum et al., 1995) e matematica discreta (Lipschutz e
Lipson, 2004) para obter o CHEMGRAPH na linguagem FORTRAN (IBM, 1954), que é

composto de varias sub-rotinas, sendo que as 11 principais estdo listadas a seguir:

1. CMGRF Programa principal que interpreta os comandos e aciona as sub-rotinas.

2. MOLE Aciona a funcdo de construgdo molecular, conectividade, calculos de
coordenadas e estrutura da arvore (Lipschutz e Lipson, 2004).

3. JIGGLE Manipulagdo interna da molécula para translagdes e rotagdes.

4, FILING Rotinas de gerenciamento de arquivos.

5. SOLVE Calculo para adequacdo de minima energia e mapa de energia.

6. WIRE Formacdo da imagem e output para visualizagdo.

7. LINKIO Software de alta velocidade para o visualizador ADAGE AGT/50.

8. PDSPL Interpretador de comandos e sistema de imagem.

9. CUBE Posicionamento dos atomos na estrutura de acordo com sua localizacdo
espacial.

10. CHMAN Rotina para manuseio de caracteres e parametros.

11 WISWR Processador para a notagdo quimica linear Wiswesser (Fritts e Schwind,
1982).

O programa foi modelado para trabalhar com bancos de dados estruturados
em “arrays” unidimensionais (Lipschutz e Lipson, 2004; Tenenbaum et al., 1995) que
contém as informacdes sobre as moléculas, os datomos que as formam ou fragmentos
moleculares. Durante o processamento, ao serem formadas moléculas ou fragmentos

destas, os resultados sdo armazenados em um banco de dados de forma que o programa
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possa utilizd-los na composicdo de estruturas complexas. A estruturacdo desse primeiro

banco de dados pode ser vista na Figura 1.32.

1. TYPE  The type number of the atoms. This type number is the index of the
atom type in the ATYPES arrays.

2. VIRT If VIRT(D)=0, I 15 a real atom. If VIRTU) =J>0, /s aring dosure vir-
tual atom, Its type and coordinates should be equal to that of atom J.
If VIRT(/)= K<0, ! is & vanishing virtual representing the -Kth unsatis-
fied bond in the molecule.

3. REF The absolute value of REFR(/) indicates which subunit atam [ is in.
REF(/) indexes the array of subunits, UNITNM., If REF(/) is negative,
the atom is a reference atom.

4 FROM  FROM() is the atom fram which atom I comes. The constraint that cach
atom follows no more than one other implies a tree structure on the
graph of the molecule. Where rings are wanted, ring closure virtuals must

‘ be employed. If FROM(/) - 0, atom 7 begins a new disjoint segment.
¥

) 4] X, N, Z(I) are the coordimates in angstroms for atom /.

V4

THETA The rotation angle of the bond between atom [ and atom FROM(/).

BOND  BOND(/)is the valence of the bond between/ and FROM(I). If BONIX/)
is negative, the bond is considered nonrotawble (locked againstrotation).
Bonds of valence 2 or greater are normally locked. Moleculsr confor mu-
tion & changed by rotation about unlocked bonds.

10. LEVEL A level indicator. Fach atom in the main chain has level 1. Side chains
tranching directly off the main chain have level 2 and so on, Note that
if LEVEL(S) is equal to LEVEL (FROM(), then /7 is the highest num-
bered atom coming from FROM(/).

11. ANGLO ANGLO(!) s the highest numberad unlocked bond whose rotation affects
the position of atom /. Note that if two atoms have equal ANGLOS, the
distance between them is fixed. ANGLO must be recomputed each time
the BOND array is altered.

12. QBACK QBACK(/) is the number of the atam back down the chain such that
closer interactions will not contribute to the conformation enerpy on a
pair-wise basis. This variable will be used only for macromolecules.

ERP X9

Figura 1.32 Estrutura de banco de dados para moléculas, extraido de Katz e Levinthal (1972).

Para que o programa pudesse manipular o banco de dados da figura acima, foi
necessario que este fosse estruturado para trabalhar com outros bancos de dados, que
possuem a funcdo auxiliar de armazenando informacgdes referentes aos dtomos
constituintes das moléculas e suas caracteristicas com relacdo a valéncia das ligagdes e

seus angulos, reproduzidas nas figuras abaixo (Figuras 1.33 e 1.34).
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Chemical Bond

Number  Symbol Description representaton  chss
1 Vv Single-boaded vanishing virwal —W 1
2 Dvy Double-bonded vanishing virtual =DVV 1
k) TVV Triplebonded vanishing virtual =TVV 1
B H Hydrogen —H 1
5 CcL Chlorine —CL 1
6 C Carbon, tetrahedral —L’— 4

|
7 RC Carbon, resonant (as in benzene) (l.' 3
N
7/
8 DcC Carbon, double-bonded =C\ 3
9 TC Carbon, triple-bonded =C— 5
10 o Oxygen, two single bonds /0\ 2
1" DO Oxygen, double-bonded -0 1
/
12 N Nitrogen, three single boods —N\ 3
13 DN Nitrogen, double-bonded =N\ 2
14 ™ Nitrogen, triple-bonded =N 1
|
15 P Phosphorus, tetrahedral —II'- 4
16 S Sulfur, analagous to ‘O* S 2
7\
17 F Fluornine —F 1
18 BR Bromine —BR 1
19 1 Todine o | 1

Figura 1.33 Banco de dados com os atomos padrdo para a construgdao de moléculas e suas respectivas
classificagdes de ligagdes, extraido de Katz e Levinthal (1972).

Characteristic Angular difference

Bond class bonding angles (3) between bonds (a8)

1. Univalent dements and i

additions A -
2. 0, S, and bivalent additians 105"

Double-bonded C(DC) and l

heteracyclic carbon ;
4. C, P, and tetrahedral additions | 19 .5 1300
5. Triple-bonded C (as in CC and

CN)and tripie bonded N

Figura 1.34 Banco de dados com os angulos das ligagdes para os dtomos, extraido de Katz e Levinthal
(1972).
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Durante a modelagem, o programa necessita a inser¢do da férmula quimica da
molécula. Para grupos comuns, hd um banco de dados pré-definido com a equivaléncia da

notacdo quimica e a notacao utilizada pelo CHEMGRAPH (Figura 1.35).

Group Chemical Equivalet CHEMGRAF
name noElon oot et xon®
H
|
CH3 —c—H CiH, H, H)
H
H
cH2 bl— CH, H)
H
[
CH —1’: H b
PO J-I—cl b
I
H
NHZ \I/ MN(H, H)
™
H
~
NH H-N NiH)
.,
CN C=N QT
cC —C=C TC-TC
oo —C=0 DODo)
H
~
DCH2 —C DOH, H)
.
H
H
DCH —c< DO(H)
OH O—H O(H)
o

Figura 1.35 Banco de dados de grupos pré-definidos para a modelagem molecular, extraido de Katz e
Levinthal (1972).

Uma vez que os parametros referentes aos dtomos, suas valéncias e angulos
de ligagbes sao armazenados nos diversos bancos de dados, o programa permite a

construcdo de moléculas pela digitacdo da sequéncia de dtomos e grupos pré-definidos

(Figura 1.36).

HHOH H
L 1.8 L 7
H—C—C—C—C=C
! N\

H

Figura 1.36 Representacdo quimica da sequéncia CH3.CH2.CO.CH.C.H2* onde o asterisco indica ao
programa o fim da cadeia, extraido de Katz e Levinthal (1972).
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O conceito de grupos pré-definidos em banco de dados é entendido para
moléculas peptidicas, permitindo a modelagem de uma proteina ou parte desta. Em todos
0s casos, a valéncia do atomo responsavel pela ligacdo devera ser igual ao seu

correspondente virtual na estrutura.

Todas as sub-rotinas do programa assumem que as liga¢cdes quimicas possuem
comprimentos fixos e que os angulos entre as diferentes ligacbes ao mesmo dtomo sao
também fixas. Excecdo a esta regra sdo os anéis os quais ndo sdo calculados em funcdo de
distancias e angulos envolvidos e suas estruturas depositadas em uma biblioteca

especifica.

Quando uma sequéncia de atomos é formada para a modelagem de uma
molécula, a quantidade de ligacdes, suas respectivas distancias e angulos determinam a
sua estrutura espacial. Quando algum atomo é alterado, hd a possibilidade de que a
estrutura espacial da molécula modelada seja alterada. O programa utilizou o recurso de
banco de dados disposto em arvores binarias (Lipschutz e Lipson, 2004, Silberschatz et al.,
2006b; Tenenbaum et al., 1995) para representacdo da molécula (Figura 1.37), com o
objetivo de que qualquer alteracdo efetuada em um ponto especifico durante a
modelagem possa corrigir a estrutura seguinte dependente das ligagdes e angulos do

atomo alterado.

Atomo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11|12 | 13 | 14
Atomos 2 34| e | | 2] ||| | |
Dependentes 8 5 7 10 14 | 13

Figura 1.37 Representacdo de uma molécula no formato de arvore binaria (Lipschutz e Lipson, 2004;
Silberschatz et al., 2006b; Tenenbaum et al., 1995), adaptado de Katz e Levinthal (1972).
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Este trabalho de Katz e Levinthal (1972) utilizou conceitos de matemadtica
discreta aplicada a busca em bancos de dados. Por outro lado, o sistema criado para a
modelagem tem como output modelos rigidos em funcdo dos bancos de dados referentes

as ligacGes quimicas trabalharem distancias e angulos fixos.
1.6 VIZUALIZADORES GRAFICOS

Desde que Kendrew (1958) teorizou que para a melhor compreensdo de um
sistema biolégico é necessdrio a visualizacdo da sua estrutura, diversos autores
desenvolveram suas pesquisas no intuito de obter meios de utilizar os recursos
computacionais que além do avanco técnico tornaram-se mais acessiveis (Howard e
Kollman, 1988) para poder processar modelos tedricos e analisar em tela grafica ndo
apenas a imagem das estruturas biomoleculares, mas também os tipos de interacdo entre
seus atomos, potenciais de carga eletrostatica e regides onde estdo localizados os sitios

ativos (Ferrin et al., 1988), dentre outras.

Atualmente a utilizagcdo de softwares para visualizacdo de macromoléculas em
computadores pessoais é bastante comum (Herrdez, 2006), haja vista a popularizacdo
deste equipamento com relagdo aos custos de aquisicdo e a constante capacidade de
processamento (Howard e Kollman, 1988). A visualizagdo grafica permite uma melhor
visualizagdo de imagens de propriedades que anteriormente sé eram analisadas
numericamente. Segundo Voet e Hammons (2005), a utilizagdo de interfaces graficas é

vital para o estudo das proteinas e suas estruturas.

Algumas vantagens dos softwares para visualizacdo gréfica de

macromoléculas, de acordo com Herraez (2006) sdo:

a- Permitem a utilizacdo de diversas representacdes de uma molécula, como wireframe,
sticks, ball and sticks, CPK (preenchimento de espaco) e para as proteinas e DNA a

representacao esquematica renderizada.

b- A percepcao tridimensional da estrutura, obtida por sua rotacdo em qualquer dos seus

eixos, bem como a nogao de perspectiva e profundidade.
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c- A interacdo com o usuario, onde este pode escolher as acbes que devem ser
executadas, tais como rotacdo, selecdo e configuracdo do tipo de representacdo de
parte da estrutura, medicOes diversas envolvendo as propriedades geométricas da

estrutura, suas moléculas e interacdes destas e dos seus dtomos.

O primeiro desses softwares desenvolvido e que se tornou popular foi o
RasMol (Massachusetts, 1995; Martz e Francoeur, 1997; Herrdez, 2006) que é a juncdo de
Raster (a matriz de pixels em uma tela de computador) com Molecule (Figura 1.38). O
programa gera uma imagem de computador de uma molécula com base nos dados das
coordenadas existentes nos arquivos PDB (RSCB; EMBL-EBI, 1995; Sussman et al., 1999;
Berman et al., 2000; Voet e Hammons, 2005; Berman et al., 2007; Sussman et al., 2012)

gue sdo processados para obter uma combinacdo de profundidade e sombreamento que

permite que a imagem na tela assuma propriedades tridimensionais.

&3 RasMol Yersion 2.6 =] k3

File Edit Digplay Colours Options Export Help

4

RazMol Command Line

Atom:= 02 1115 Hetero:- HEH 142 Chain: A :l
RaszMol> restrict hetero and 142

45 atoms selected?

RasMol>

Atom: FE 1871 Hetero: HEM 142 Chain: A
RazMol> -

Figura 1.38 Imagem capturada de uma tela com o programa RasMol em uso, extraido de Martz (1996).
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Logo apds, em 1996 foi criado por Bryan van Vliet e Tim Maffett o Chime
(CHemical mIME) (Martz, 1996; 2004; Herraez, 2006; Martz, 2012a; b) que é um
aprimoramento do RasMol (Massachusetts, 1995; Martz, 1996; Martz e Francoeur, 1997;
Herrdez, 2006), sendo que enquanto o RasMol é processado no préprio computador e
utiliza as coordenadas atomicas das estruturas depositadas no PDB (RSCB; EMBL-EBI,
1995; Sussman et al., 1999; Berman et al., 2000; Voet e Hammons, 2005; Berman et al.,
2000; 2007; Bioinformatics, 2012; Sussman et al., 2012), o Chime (Figura 1.39) é um
visualizador grafico que opera como um aplicativo dentro do navegador da Internet e seu
uso somente é possivel se o autor de uma estrutura molecular a deposita em uma pagina
gue possa ser acessada. Atualmente este programa estd sendo descontinuado devido ao
fato de que os seus criadores recusaram-se a abrir o seu cédigo-fonte, impedindo uma

maior participacdo da comunidade cientifica no seu desenvolvimento.

Figura 1.39 Imagens da lisozima 1HEL capturada de uma tela com o programa Chime em uso, extraido de
Martz (2012b).

Em 2004 surgiu o Jmol (Herrdez, 2006; Contributors, 2012; Jmol, 2012) como
sucessor do Chime (Martz, 1996; 2004; Herraez, 2006; Martz, 2012a; b), sendo este um
projeto open source que aproveitou em grande parte as linguagens de comando do
Chime/Rasmol. Este software possui como caracteristica operacional a plataforma Java e
ndao necessita de instalacdo, podendo ser processado em navegadores dos sistemas
operacionais como o Mac OSX (Safari) ou Linux (Firefox) como faz no MS Windows

(Internet Explorer 7).

A versatilidade deste software pode ser observada na quantidade de formatos
arquivos de bancos de dados de proteinas que consegue processar (48 formatos no total)

e estando os mais conhecidos relacionados abaixo (Tabela 1.5):
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Tabela 1.5 Formatos de arquivos processados pelo Jmol, adaptado de Jmol (2012)

MOL Estrutura MDL / Elsevier / Symyx (vers3o classica V2000)
PDB Protein Data Bank - Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
XYZ  arquivo XYZ format, XMol - Minnesota Supercomputer Institute

MOL2 Sybyl, Tripos
GAMESS General ATomi¢ and Molecular Electronic Structure System output (tanto para as variantes USA e
Reino Unido) - Gordon Research Group, lowa State University

SMOL Spartan data - Wavefunction, Inc.
PQR Formato PDB modificado, incluindo carga e raios atdmicos.
Amber The Amber, suite de programas de simulagao de modelagem molecular.

XSD  Accelrys Materials Studio
AMPAC AMPAC output - Semichem, Inc.

Este software para visualizacdo grafica estd incorporado nas paginas do
PDBsum e do PDB-RSCB (Embl-Ebi, 1995; RSCB), permitindo que por meio da internet o

usudrio possa analisar por meios graficos a estrutura tridimensional de uma proteina

(Figura 1.40).

Figura 1.40 Visualizacdo on-line da estrutura tridimensional da proteina glutationa reductase 1GRE
utilizando o Jmol, extraido de PDB (RSCB).
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Apds esse longo caminho evolutivo no qual tem-se perseguido a meta da
interacdo entre o pesquisador e a macromolécula por meio de interfaces gréficas, onde o
ambiente virtual permite uma andlise das propriedades de cada estrutura em particular,
ndo tardou que os softwares de visualizacdo saissem dos centros de pesquisa das

universidades para a iniciativa privada.

Existe em uso pelo LaCrEMM e BioMat a versao freeware do software
desenvolvido pela empresa Accelrys Software Inc.. Trata-se do Discovery Studio Client
3.1™ (Accelrys, 2011) que além de processar modelos tedricos e analisar em tela gréfica
ndo apenas a imagem das estruturas biomoleculares analisa também os tipos de
interacdo entre seus atomos, potenciais de carga eletrostatica, regides dos sitios ativos e

ligacdes de hidrogénio e inovou nesta versdo com a disponibilizacdo do cdlculo de

interacdes Tr.

O algoritmo utilizado permite a identificacdo das interacdes T, cation T e

sigma'T, e consequentemente a construcdo das suas representagbes graficas em tela
(Figura 1.41) de forma a permitir uma analise com maior detalhamento das interacoes

existentes nas macromoléculas.

File Ede  View Chemistry Seq Chart Scrgts  Took  Window  Hel
WS SPS LY b |

< Animation »

S EE e e iy 2 AMM AN BY Deod

| Surface . Torsion
| & heiovertaped B
- Isosurface ‘ Centrowd
A HOESL 4 gohunt Accemib
F1 ¢ HOHS2 ity HBonds
1 A¢ HOKS3 Query Festures... Itenmolecutar HBonds
T A HOHSE Bumps
A HOHS? Show by Radie..
~ HOH_E Update Coodinates Nesahbars
71 A HOMED eghbars
T N HOMEL | &f  Clean Geometry Irtermolecidar Nesghbor
/¥ HOHE3 : Dreithing Enersgy
A HOHES Supersmpose . Piinte
71 j¢ HOHES S0 < " ons
A MOHTL Dipole t
71 A HOHT2 Crystal Cell »
AV HOHT3 Show ID Structure |
A HOHTS 1 Chirality Addhs I nler action montors, Hegares &
| molecude 0 3 ‘Window
71 A¢ HOMED Velence | -
1 A HOHD \o ok v S help
T A HOHBL B

A HOHS2 J
. A HOMM
T As HNMGS

Ttermoleriar Bumps

Hiopl pi Interacton Mowitoes

Figura 1.41 Visualizagcdo da estrutura tridimensional do DNA 1BNA com as interagdes 7T, utilizando o
software Discovery Studio Client 3.1™ (Accelrys, 2011).
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Para o cdlculo dos tipos de interacdo 7t o algoritmo localiza todos os anéis
onde estas ocorrem. Os acidos aminados fenilalanina, histidina, tirosina e triptofano sao
localizados pela sua estrutura. Para outros residuos e pequenas moléculas, um anel que
pode realizar uma interag3o 7 é definido como sendo um anel plano com hibridizacdo sp°.

Isto inclui anéis aromaticos, mas também ndo aromaticos a exemplo das bases do DNA.

Embora o software possua atributos pré-definidos para calcular a ocorréncia
de interacdes T, é possivel a alteracdo desses parametros por meio de uma caixa de

didlogo especifica.

Os parametros envolvidos nos calculos e que podem ser alterados pelo
usudrio em funcdo da especificidade da sua pesquisa estdo contidos em uma caixa de

didlogo conforme a Figura 1.42 a seguir:

PiPiMonitor Attributes

Attribute
Name

D

Visible
|Visibility Locked
Color

Parent
Interactions
Show Distances
Center Distance
Clasest Atom Distance
Lambda Angle
Theta Angle

|

Figura 1.42 Caixa de didlogo para alteragdo dos atributos envolvidos no cdlculo das interacdes 1T,
extraido de Discovery Studio Client 3.1™ (Accelrys, 2011).

Para o calculo das interagbes 77T a Accelrys Software Inc. adotou a

metodologia de McGaughey (Mcgaughey et al., 1998), mostrado na Figura 1.43.
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Figura 1.43 Empilhamento de dois anéis envolvidos em uma interagdo 77T, onde R, é a distancia entre os
dois centroides; R, € a menor distdncia existente entre os 4tomos dos dois anéis, 6 o angulo entre o vetor
normal ao plano do anel e o vetor distancia entre os centroides e por fim y o angulo formado pelos vetores
normais aos planos de cada anel, extraido de McGaughey (Mcgaughey et al., 1998).

Embora os parametros da caixa de didlogo para o cdlculo das interagGes Tt do
Discovery Studio Client 3.1 possam ser alterados, em fun¢do da metodologia definida por
McGaughey e colaboradores McGaughey (Mcgaughey et al., 1998), o software considera

em seus calculos os seguintes padrodes:

— Distancia Reen: 8,0 A maximos
— Distancia Ryo: 4,5 A maximos
~ Angulo9: entre 0° e 60°
— Anguloy: entre 0° e 30°

Para as interagdes cation"T, o software efetua uma busca para encontrar

cations que com relagdo ao centroide atendam aos parametros abaixo:
— Distancia R;: 6,0 A maximos
Angulo 0 : <45°

Sendo R, a distancia entre o centroide e o cation e 6 o angulo formado entre o

vetor normal ao plano do anel e o vetor distancia da interagdo cation-m.
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Para as interagbes sigma“T, o software efetua uma busca para encontrar
atomos de carbono que estejam ligados a &tomos de hidrogénio de forma explicita ou ndo

explicita e que com relagao ao centroide atendam aos parametros abaixo:
— Distancia Ry : 4,0 A méaximos

Angulo CH-centroide : <20°

Angulo vetor CH e o plano do anel: < 45°

Considera-se na busca dos atomos de hidrogénio que estdo envolvidos nas
interacBes sigma-T, aqueles que satisfacam as condi¢cOes acima e que estejam a uma

distancia 0,5 A menor que a distancia R., sendo R, a distancia relativa ao centroide.
1.7 CONCLUSOES DO CAPITULO 1

Neste capitulo, além da caracterizacdo dos parametros geométricos para os

diversos tipos de intera¢Oes T, foi efetuada uma retrospectiva histdrica dos avancos da
guimica supramolecular e bioquimica onde a ciéncia da computacdo contribuiu
sinergicamente para os resultados obtidos. A criagdao do PDB, com seu banco de dados
padronizado para as estruturas tridimensionais, favoreceu a construcao de visualizadores
graficos que permitem o estudo das biomoléculas e algumas de suas propriedades em
telas de computadores. Todavia, a identificagdo das interagdes 7t ndo é efetuada de forma
exata nos softwares existentes, o que é um problema a ser solucionado. Como solugao
para este problema, idealizou-se que uma vez conhecidos os parametros geométricos
para as interagdes T é possivel identificd-las em qualquer estrutura de biomoléculas

depositada no PDB utilizando calculos de dalgebra linear processados em um computador.

Esse conceito é abordado no capitulo a seguir.



Capitulo 2

MATERIAIS E METODOS
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O objetivo deste capitulo é apresentar os métodos utilizados nos quais os
conceitos matematicos da algebra vetorial sdo associados as coordenadas das estruturas
moleculares obtidas por ensaios cristalograficos depositadas no PDB. Um ponto central
do trabalho é o uso dos calculos vetoriais processados em computador para a
determinacdo das coordenadas de centroides, obtencdo do vetor normal ao plano do
anel aromatico, o vetor distancia e seu modulo entre o centroide e demais 4tomos ou
outros centroides da estrutura e o angulo resultante entre estes e o vetor normal ao
plano do anel aromatico. Os procedimentos descritos neste capitulo sdo a solugdo em
resposta ao problema da falta de uma ferramenta que determine com exatiddao as
interacOes T, o que vem a constituir uma inovacdo para o estudo dessas interacbes em
biomoléculas. Para ilustrar as aplicacdOes destes conceitos foram construidas figuras dos
aminoacidos Fenilalanina (Phe), Histidina (His), Triptofano (Trp) e Tyrosina (Tyr), com as
bases do DNA® Adenina (A), Citosina (C), Glutamina (G) e Timina (T). Ao final do capitulo
ha uma descricdo de como utilizar planilhas eletrénicas para a realizacdo dos calculos
envolvidos, selecionar os resultados em fun¢do dos parametros considerados
(comprimento e angulo para cada tipo de interagdo T e como exportar o arquivo

resultante desse processo em um formato que possa ser utilizado por um visualizador

grafico.

2.1 ALGEBRA VETORIAL E QUIMICA SUPRAMOLECULAR

Segundo Menon (2009), o conceito vetorial possui relevante importancia nas
ciéncias exatas e esta associado a grandezas que necessitam de mdodulo, dire¢ado e sentido
para serem completamente especificadas. A algebra linear, empregando os conceitos
vetoriais permite equacionar problemas trigonométricos associados a essas grandezas, e

no caso do estudo das macromoléculas pode ser utilizado como base para um fluxograma

para mapear as interagdes T em fungdo de varidveis de contorno ou caracteristicas

! As siglas das bases do DNA no PDB apresentam o prefixo “D”. Este prefixo serve para indicar que

esta base pertence a uma molécula de DNA e ndo de RNA. Em funcdo dessa convencdo nas estruturas
estudadas é adotada a seguinte terminologia: Adenina (DA), Citosina (DC), Glutamina (DG) e Timina (DT).
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espaciais relacionadas ao comprimento das interacdes e o seu angulo relativo ao vetor
normal ao plano conforme especificados na Figura 1.9, (Zukerman-Schpector e Haiduc,
2002; Tiekink e Zukerman-Schpector, 2009; Tiekink e Zukerman-Schpector, 2010;
Zukerman-Schpector et al., 2011; Caracelli, et al., 2010; Caracelli, Zukerman-Schpector,

Tiekink, 2012; Tomi¢ et al., 2006; Babu, 2003). Dada a pequena quantidade de moléculas

com anéis arométicos e com hibridizacdo sp® que podem realizar uma interacdo T, dentre
eles os aminodacidos fenilalanina, histidina, tirosina e triptofano, as bases do DNA e
ligantes que satisfacam essas condi¢cdes (Seng et al., 2010; Ermondi e Caron, 2006;
Mignon et al., 2005; Tewari e Dubey, 2008; McGaughey et al., 1998), um método
matematico baseado em calculo vetorial viria a permitir a identificacdo de forma
automatica dessas interagdes, principalmente em moléculas de proteinas como a da

Figura 2.1, que possui em torno de 14.500 atomos e que contem apenas 110 anéis entre

aminoacidos e ligantes onde podem ocorrer interagdes Tt.

Figura 2.1 Representagao grafica de uma glutationa redutase cédigo PDB 1GRA com seus atomos. Estrutura
gerada a partir de dados cristalograficos (Karplus e Schulz 1989), visualizada com a utilizacdo do software
Discovery Studio 3.1™.

Considerando 4,5 A como sendo o comprimento maximo de uma interagdo T,

verifica-se que os atomos estdo localizados a esta distancia maxima de um centroide em



CAPITULO 2. Materiais e Métodos 70

uma proteina, ha a dificuldade de identificar visualmente dentre todos os atomos,
aqueles que possuem os parametros geométricos para caracterizacdo de uma interagao
7. Cada um desses vetores constitui uma possivel interacdo T e deve ser analisado
individualmente com o objetivo de constatar se o comprimento desse vetor e o seu

angulo com o vetor normal ao plano do anel caracterizam uma interacdo valida (Figura

2.2). O mapeamento vetorial substitui este trabalho manual com exatiddo matematica.

Figura 2.2 Representacdo grafica dos vetores com origem no centroide de um anel com destino em atomos
localizados a uma distancia maxima de 4,5 A. Vis3o parcial da estrutura de uma glutationa redutase cédigo
PDB 1GRA com seus atomos. Estrutura gerada a partir de dados cristalograficos (Karplus e Schulz 1989),
visualizada com a utiliza¢do do software Discovery Studio 3.1™.

Mesmo com a utilizacdo de softwares para visualizacdo grafica, face a alta
densidade atémica representada pela imagem, a identificacdo destas intera¢des, além de
ser trabalhosa face a necessidade de manualmente serem determinados os centroides e a
sua distancia ao objeto de destino, ndo é exata no tocante ao angulo existente entre o
vetor normal ao plano do anel e ao vetor distancia da interacdo. Exemplo desse

procedimento é apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3 Sequéncia de poses de software de visualizacdo gréfica onde pode ser visto o trabalho de busca
de uma possivel interagdo T entre o centroide do residuo de aminodacido TYR 23 do mondmero A de uma
glutationa redutase com os dtomos adjacentes: (a) localizagdo da molécula dotada de anel plano, (b)

determinagdo manual do centroide e (c) processo intuitivo para a localizagdo de possiveis interagdes Tt.
Estrutura cristalografica cédigo PDB 1GRA (Karplus e Schulz, 1989) visualizada utilizando o Discovery Studio
3.1™.
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2.1.1 O CONCEITO VETORIAL APLICADO AS ESTRUTURAS CRISTALOGRAFICAS

As coordenadas da proteina de cédigo PDB 1GRA foram obtidas do PDB. Uma

vez que estas coordenadas fornecem a posi¢do x, y e z de cada atomo (Tabela 2.1), é

possivel obter vetorialmente as posicdes dos centroides dos anéis aromdticos com

. T ~ 2 . s
hibridizagao sp®, os vetores normais aos planos formados por estes anéis, calcular o vetor

distancia e seu modulo entre o centroide determinado matematicamente e todos os

atomos contidos, por fim o angulo formado pelo vetor normal e todos os vetores distancia

na estrutura.

Tabela 2.1 Coordenadas em formato de mol2 do residuo de aminodcido Tyr 23 da estrutura
cristalografica de uma glutationa redutase cédigo PDB 1GRA utilizada na Figura 2.2 (Karplus e Schulz,

1989)
Pa'(ijf;:: Atomo Coordxenada CoordYenada Coordzenada Tipologia aprﬁisaféoc;l?) Aminoacido
estrutura na estrutura
74 N 46,0470 44,7800 33,5440 N.am 6 TYR23
75 CA 47,2170 45,4710 33,0010 C3 6 TYR23
76 C 46,8840 45,8860 31,6060 Cc.2 6 TYR23
77 46,4910 45,0560 30,8030 0.2 6 TYR23
78 CB 48,3240 44,4240 32,9080 C3 6 TYR23
79 CG 49,7220 44,9920 32,8250 C.ar 6 TYR23
80 CD1 50,0640 46,1810 33,4690 C.ar 6 TYR23
81 CD2 50,7180 44,2830 32,1690 C.ar 6 TYR23
82 CE1 51,3700 46,6650 33,4530 C.ar 6 TYR23
83 CE2 52,0300 44,7410 32,1490 C.ar 6 TYR23
84 Ccz 52,3390 45,9480 32,7660 C.ar 6 TYR23
85 OH 53,6390 46,4000 32,7500 0.3 6 TYR23
86 HD2 50,4690 43,3577 31,6644 H 6 TYR23
87 HE1 51,6243 47,5837 33,9671 H 6 TYR23
88 HE2 52,8036 44,1637 31,6579 H 6 TYR23
89 HH 53,9814 46,4455 33,6703 H 6 TYR23
90 HA 47,5048 46,3226 33,6050 H 6 TYR23
91 HB1 48,1494 43,8256 32,0224 H 6 TYR23
92 HB2 48,2672 43,7935 33,7867 H 6 TYR23
93 HD1 49,2980 46,7396 33,9925 H 6 TYR23
94 H 45,4369 44,2711 32,9220 H 6 TYR23
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Uma vez efetuados os calculos, é possivel selecionar dentre os resultados

obtidos aqueles que venham a atender aos parametros de distancia e angulos para as
interacdes T convencionados nas sec¢des 1.2.2,1.2.3,1.2.4 e 1.2.5, os quais sdo agrupados

na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 Parametros geométricos para as interagdes Tt, por tipo

Tipo de Interagio Mé(lzlulﬂo d.o V?tOI‘ Angulo entre 9 v?tor. noormal e
distancia (A) o vetor distancia (°)

T 30<d<4,5 oef<30

C-H'T 25<d<38 a.<30

N-H"T 25<d<38 a.<30

O-H"T 2,5<d<3;8 o <30
N7 3,2<d<4,5 o <30
O'T 3,2<d<4,5 o <30

2.1.2 CALCULO DA COORDENADA DO CENTROIDE

O cdlculo da coordenada do centroide é fundamental para que o
mapeamento vetorial das intera¢des Tt seja efetuado, pois é a partir dessa coordenada
gue todos os outros cdlculos sdo efetuados. Para que seja possivel obter a coordenada de
um centroide, é necessdria a identificacdo dos &tomos que compdem os anéis aromaticos
da estrutura cristalografica. Apds isso, calcula-se a média para os valores de X, y e Z das
coordenadas destes atomos. Na Figura 2.4 é apresentada a localizacdo destes atomos e
suas identificagdes em um residuo de aminodcido, ja com os centroides calculados
conforme a Equagao 2.1, onde C é centroide cuja coordenada é dada por x; y: e z,
resultante da média das coordenadas x,, y, e z,, podendo os valores de n variarem de 1 a

5oude 1 a6, dependendo da quantidade de dtomos que compdem o anel.

C(Xc; Ye; 2o ) =[ Pi(x1y1;21) + PoX2Y2:25) + P3(X3;y3,23) + ...t PofXnYnizn) ] /n (2.1)

onde: Xc= (X1+Xa+X3+...4Xn)/N; Y= (Y1+Y2+Ys+...4yn)/n € 2= (21+25+23+...+2,)/n
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C5 = Média (CG; CD2; CE2; NE1; CD1)

C6 = Média (CD2; CE3; C23; CH2; C22; CE2)

Figura 2.4 Localizacdo dos dtomos envolvidos no cadlculo dos centroides de um residuo de aminodcido
triptofano. Imagem obtida a partir da estrutura cristalografica cédigo PDB 1GRA (Karplus e Schulz, 1989)
visualizada utilizando o Discovery Studio 3.1™.

Uma vez calculadas as coordenadas dos centroides de todos os anéis
aromaticos, estas sdo organizadas conforme mostra a Tabela 2.1, sendo que na coluna
“Atomo” s3o identificados como “CT”. Apds essa operacdo sdo armazenadas no formato
padrdo de arquivo utilizado pelos visualizadores graficos e também em planilha
eletrénica. A utilidade de exportar em um formato de arquivo compativel com os
visualizadores graficos consiste na possibilidade de sobrepor graficamente os centroides
no grafico da macromolécula de origem, poupando o tempo envolvido na sua

determinagdao manualmente.

2.1.3 CALCULO DO VETOR DISTANCIA E SEU MODULO

Um vetor no espaco é um segmento orientado que possui uma origem e uma

extremidade definidas®. Assim sendo, um vetor ¥ = ﬁ, possui a sua origem no ponto 4

(x1; y1; Z1) e extremidade no ponto B (xz; yz z2) e pode ser expresso pela Equagdo 2.2.

v(x;y;2) = AB = (X2, Y25 22) — (X1;¥Y1;21)
o 1_7) = A_B) = (xz —X15Y2 —Y1,Z — Zl) (2.2)

2

Leithold (1994).

DefinicGes encontradas em livros de algebra linear. Por exemplo, veja Steinbruch (1987) e
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Ao considerar-se que o centroide possui suas coordenadas espaciais e da
mesma forma os dtomos e outros centroides da estrutura molecular também o possuem,
estdo entdo caracterizados os pontos de sua origem A (X1 y1 Z1) e extremidade B (xz;

Yz Z2) que dardo origem a um vetor. A distancia entre estes dois pontos é determinada

pelo médulo do vetor ¥ = AB e pode ser calculada utilizando-se a Equagao 2.3.

vl = ||ﬁ|| = \/(xz —x1)* + (y2 —y1)?* + (22 — 21)? (2.3)

Utilizando-se de meios computacionais é possivel aplicar a Equacdo 2.3 para
calcular as distancias entre os centroides e demais dtomos e centroides da molécula. Com
os parametros definidos na Tabela 2.2 é possivel a elaboracdo de um primeiro filtro que

permitira selecionar as distancias de provaveis interacdes que possam ocorrer.

2.1.4 CALCULO DO VETOR NORMAL AO PLANO DO ANEL AROMATICO

Considerando trés atomos quaisquer de um anel aromatico que formam um
plano, é possivel determinar os vetores U e ¥, conforme mostra a Figura 2.5 e o vetor

— — —
normal 1 ao plano formado por u e v.

n (vetor normal)

Figura 2.5 Determinacdo do vetor normal ao plano do anel aromatico de residuo de aminoacido tirosina.
Imagem obtida a partir da estrutura cristalografica de cédigo PDB 1GRA (Karplus e Schulz, 1989) e
visualizada utilizando o Discovery Studio 3.1™.

Uma vez construidos os vetores ¥ =AB = (x1;y1;21) e uU=AC=

(x2;¥2;25) pertencentes ao plano do anel aromatico é possivel determinar o vetor
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normal ao plano (1) representado pelo determinante de uma matriz quadrada de 3

colunas por 3 linhas. O seu determinante é dado pela Equagao 2.4.

g —
n=ix; y1 z
X2 Y2 Zp

n=[(y122) — W2 2)]i+ (21 x2) — (Za 2T+ (1 72) — (%2 y1)Ik  (2.4)

2.1.5 CALCULO DO ANGULO ENTRE O VETOR NORMAL E O VETOR DISTANCIA

Havendo um vetor distancia ¥ com origem nos centroides determinados pela
Equacdo 2.1 e tendo como destino os atomos e outros centroides da estrutura molecular,
existirdo tantos vetores distdncia ¥ quantas combinac¢des centroide-atomo e centroide-
centroide existirem, sendo estes vetores ¥ calculados pela Equacdo 2.2. Tendo como

premissa que cada centroide esta situado no plano do anel aromatico e perpendicular a
este plano esta o vetor 7, consequentemente existirdo entre os vetores 71 e ¥ o angulo CL.
Este angulo, que é o angulo entre o vetor normal ao plano e o vetor distancia do
centroide, segundo a Tabela 2.2, é um dos parametros geométricos determinante para
gue uma interagao T ocorra.

Steinbruch utiliza a Equagdo 2.5 para calcular o angulo &, que é o angulo entre

o vetor normal ao plano 7 e o vetor distancia V.

| |

v.n
[7].I7

. . 4 |pdE
 assimsendo a = sin~1 27 (2.5)

sina = e
[D].I7i|
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A Figura 2.6 ilustra a aplicacdo dos conceitos da Equacdo 2.5 sobre o anel
aromatico de uma tirosina, utilizando o vetor 7 calculado e anteriormente apresentado

na Figura 2.5.

Figura 2.6 Determinagdo do angulo ¢ entre o vetor normal 1 ao plano Tt formado pelo anel aromatico e o
vetor distancia ¥ com base na estrutura de uma tirosina. Imagem adaptada de Steinbruch sobre estrutura
cristalografica de codigo PDB 1GRA (Karplus e Schulz, 1989) e visualizada utilizando o Discovery Studio
3.1™.

A relagdo de angulos @ obtidos conforme relatado acima permite a criagdo de

um segundo filtro, selecionando os angulos vdlidos a existéncia de uma interagao

T, segundo a Tabela 2.2.

2.2 UTILIZAGAO DE PLANILHA ELETRONICA PARA CALCULO VETORIAL

Estabelecida a importancia dos cdlculos referentes a determinag¢dao das
coordenados dos centroides, do médulo do vetor distancia ¥, do vetor normal ao plano 1@
e do angulo a entre estes vetores, fica evidente a necessidade de utilizagdo de recursos
computacionais para efetuar as operagbes matemadticas necessarias, uma vez que a
guantidade de combina¢bes centroide-dtomo e centroide-centroide afetam
geometricamente o volume dos calculos envolvidos.

Utilizou-se a planilha eletronica Excel da suite Microsoft Office desenvolvida
pela Microsoft (Microsoft.Com, 2012), para a realizacdo de todos os calculos necessarios.

A adocdo deste software baseou-se além da capacidade de calculos matematicos,
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também na possibilidade de importar os dados contidos nos arquivos do PDB e apds o
processamento, exportar os resultados em formatos de arquivos compativeis com os
utilizados pelos visualizadores graficos. Assim sendo, criou-se uma planilha padrao com
diversas pastas nas quais cada uma das Equacdes adotadas possui sua fdrmula aplicada
nas células pertinentes. Como resultado, obteve-se uma ferramenta capaz de processar o
mapeamento de interagdes 7T em proteinas e DNA.

Embora esse experimento tenha sido efetuado tanto em proteinas quanto em
DNA, optou-se pela utilizacdo do DNA como base para este trabalho por possuir uma
estrutura molecular menor. Foram selecionadas trés estruturas cristalograficas de DNA,
possuindo estas a mesma quantidade de pares de bases e estas apresentando a mesma
sequéncia, de forma que comparacdes geométricas possam ser efetuadas entre elas. As
estruturas escolhidas apresentam como Unico diferencial a presenca ou ndo de ligantes e
0 seu posicionamento, caso presentes. Assim ha uma estrutura de DNA sem ligante na
estrutura obtida do PDB de cddigo 1BNA (Drew et al.,, 1981) convencionada neste
trabalho como DNA — SL, um DNA com ligante no sulco da estrutura obtida do PDB de
codigo do 1VZK (Mallena et al., 2004) e aqui denominado DNA — LS e a terceira com
ligante intercalado a estrutura obtida do PDB de cédigo do 1G3X (Malinina et al., 2002)
que é o DNA — LI

Como diversos calculos sdo necessarios e o relacionamento entre estes ocorre
de forma sistémica, onde segundo Turban (Turban, Mclean, Wetherbe, 2004) um sistema
coleta, processa, armazena analisa e dissemina informagdes com um determinado
objetivo dentro de um contexto e que conforme Batista (2004) para cada processo de um
sistema, ha a entrada de dados, seu processamento e como output informac¢des que
alimentardo o processo seguinte. De acordo com Sacco e colaboradores (Sacco et al.,
2012), a modelagem de processos constitui importante ferramenta para a analise do fluxo

de informacao pelos processos que formardo um sistema e para obter-se esse fluxo no

mapeamento vetorial para as interagdes T, efetuou-se a modelagem do fluxo das

operacGes matematicas utilizando-se o software ARIS (ARIS Express, 2009), o qual

permite identificar todas as fases do processamento e também a forma de
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relacionamento e interdependéncia entre estas, incluindo testes légicos e condicionais,

obtendo-se uma visdo do processamento dos calculos envolvidos (Figura 2.7).

Figura 2.7 Fluxograma das operag¢des envolvidas no mapeamento vetorial para as interagdes Tt, processo
modelado com a utilizagdo do software ARIS (ARIS Express, 2009).
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2.3 CALCULOS UTILIZANDO PLANILHA ELETRONICA

Uma vez que as estruturas cristalograficas depositadas no PDB possuem a
padronizacdo da sequéncia dos atomos disposta em funcdo da sua posicdo na cadeia
polipeptidica, conforme mencionado na Secdo 2.1.1, é possivel a insercdo de Equacdes
em uma planilha eletrénica onde os parametros dos calculos sdo obtidos em posicdes
especificas e utilizados pelas células onde as Equacgdes sdo transcritas. Assim, para cada
aminoacido, base de DNA ou ligante que possui um anel aromatico, é possivel a
construgao de uma planilha na qual uma vez inserida a sequéncia de atomos da estrutura
com anel aromatico, automaticamente pode-se obter as coordenadas x, ¥ e z dos
centroides e o vetor normal ao plano do anel aromatico. Na Figura 2.8 pode ser vista a
planilha para o cdlculo e a localizacdo dos campos relacionados a coordenada do

centroide e o vetor normal ao plano do anel.
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Figura 2.8 Imagem da planilha eletronica construida para o calculo da coordenada do centroide da base
Citosina, onde: 1- Posicdo da base na estrutura do DNA; 2- Os atomos cujas coordenadas estdo envolvidas
no cdlculo do centroide; 3- As células “C2”, “D2” e “E2” da planilha contém a Equacdo 2.1 e expressam o
resultado do célculo das coordenadas x, ¥ e zdo centroide; 4- Versores i, j e kK do vetor normal ao plano do
anel; 5- Células “07”, “P7” e “Q7” da planilha sdo utilizadas para o calculo da Equagdo 2.4 processando os
valores das coordenadas x; y e zdos trés pontos selecionados no anel aromatico e expressam os valores dos
versores J, j e k; 6- Esquema da base identificando os pontos cujas coordenadas sdo utilizadas nos célculos.
Planilha eletronica do Microsoft Excel.
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A planilha da Figura 2.8 foi utilizada para o calculo das coordenadas de todos
os centroides das bases citosina e outras semelhantes foram elaboradas para as demais
bases (adenina, timina e guanina), bem como para os ligantes existentes nas estruturas
de DNA selecionadas.

Os célculos sdo efetuados individualmente, base por base e os resultados
obtidos das coordenadas dos centroides e vetores normais sao relacionados em uma
planilha especifica (Figura 2.9), que agrupa as informacgdes relativas a todos os centroides
da estrutura estudada e utilizados para o cdlculo do mddulo dos vetores distancia e
angulos entre os vetores normais e vetores distancia envolvendo todos os centroides
determinados e demais atomos da molécula. Esta planilha é um banco de dados
unidimensional, sendo que cada linha possui as informacdes referentes a um unico

centroide e a coluna “A” representa a identificagao do array.

Arws il Tizshereecs . Fante . Adrre—mets . Smen

B4 - Je | Poziglo

A B C D E F G H | J K L M
1 o | ATOMO X Y z Base Vetor normal
2 1 1 cT 16.9860| 28.9525| 24.7440/ N.,am 1/DC1 0.0000| 0.
3 2 2] CT 19.0686| 26.6630| 21.8522| N.am 2/DG2 0.0000, 0.31 R
4 3 2 CT 18.2408| 24.90478| 22.6538| N.am 2|DG2 0.0000, 0.4479] 1.8701] 44195
5 4 3] CT 19.2200]{ 23.7627| 19.2010/ N.am 3/DC3 0.0000, -0 2. 42748
6 5 4 CT 18.9680| 20.3726| 16.5868| N.am 4 DG4 0.0000 0! 1
7 8 4 CT 17.0217| 20.5253| 17.2317| N.am 4/DG4 0.0000, 1 1.
8 7 5 CT 16.8670] 17.8856| 14.3842| N.am 5|DAS 0.0000. -0 z
9 8 §] CT 15.3767| 19.3273| 14.3915| N.am 5/ DAS 0.0000/ 1. - -
10 a 6] CT 13.9228] 16.9726| 11.6410/ Nam 6/DAS 0.0000/ -0. -0. -2.
1" 10 6] CT 13.6612] 18.9813| 11.2667| N.am 6/ DAG 0.0000] -1 -1. -4.6668
12 1" 7] CT 12.3068| 17.6300| 8.2173] N.am 7\077 0.0000) -1 -0.5626| -4.6095
13 12 8 CT 10.8322| 18.9690| 4.6475| N.am 3|DT8 0.0000, -0, -0 -4.7910
14 13 9 CT 10.8145| 20.7042| 1.0197] N.am )| DCH 0.0000, -0. 0. 4.
15 \L] 10/ CT 10.5042| 21.6452| -2.9004] N.am 10/DG10 0.0000 g . 2.
16 15 10, CT 12,1765 20.4530| -2.8832| N.am 10/DG10 0.0000, 0.7283] 1.0072]
17 16 1" CcT 13.6883| 22.1867| -6.7460| N.am 11|DC11 0.0000] 0. 0
18 17 12| CT 15.3144| 21.2526| -10.2524| N.am 12|DG12 0.0000, 0. 0 2
19 18 12/ CT 14.7003] 19.3220| -9.8345| N.am 12|DG12 0.0000, 0. 4
20 19 13| CT 10.2607| 15.7842| -9.1385| N.am 13|DC13 0.0000. -0. 0.6288 4.
21 20 14/ CT 13,1766 149480 -5.4686| N.am 14/DG14 0.0000, -0, 7
22 21 14 CT 14.0548| 16.7860| -5.8425| N.am 14/DG14 0.0000 0.
23 22 16! CT 14.8450] 15.7928| -2.1177 N.am 16/DC15 0.0000, 1. 1.4775]  4.4091
24 23 16! CT 17.5184] 17.7452| 0.8080| N.am 16/DG16 0.0000, -0D.2423] .1.1447] -2.6166
25 24 18] CT 15,9770/ 19.0583| 0.4088| N.am 16|DG16 00000, 0. 1. -4.4493
26 25 17/ CT 17.7346] 21.0458| 3.1830] N.am 17|DAYT 0.0000, 0O.% ¥: 2.7328
27 2 171 CT 15.6648| 21.1295| 3.2950| N.am 17| DAY 0.0000
28 27 18| CT 16.5374| 23.3292| 6.1030| N.am 18/DA1S 0.0000 2.
29 28 18] CT 14.8087| 22.1570| 6.5803| N.am 18| DA1S 0.0000, 0. 14 46810
30 29 19/ CT 147055 24.1038| 9.4935| N.am 19/0T19 0.0000 .0.1742' 1.525 45938
3 30 200 CT 13.0163| 24.0010| 13.2120] N.am 20|DT20 0.0000, 0. 11504 46932
32 N 21 CcT 12.4320] 23.2698| 17.0342| N.am 21|DC21 0.0000 1.
i3 32 22, CT 12.1062| 23.2692| 20.9988) N.am 12|DG22 0.0000; -0, 1A
34 33 22 CT 14.0750 22.7160| 20.7303| N.am 12| 0DG22 0.0000, - -1
35 34 23] CT 14.0063| 22.2200| 24.7978| N.am 23/DC23 0.0000 : 1
30 35 24 CT 16.2776| 22.4276| 28.0540| N.,am 24|DG24 0.0000) -0.7. e B -2.4950
37 36 24| CT 17.0698| 24.0698| 27.0993| N.am 24|DG24 0.0000] -1.01 -1 _-4.289

Figura 2.9 Planilha com a relagdo das coordenadas dos centroides e vetores normais ao plano de cada anel
aromadtico calculados para o DNA — SL. Utilizada planilha eletrénica do Microsoft Excel.
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A relacdo de centroides obtida e suas respectivas coordenadas é exportada
em formato de arquivo compativel aos visualizadores graficos. O arquivo pode ser
utilizado por um visualizador grafico (Figura 2.10) onde pode ser observada a
conformacdo geométrica do conjunto de centroides na estrutura do DNA.

W Discovery Studio 3.1 Visualizer
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Figura 2.10 Visualizacdo dos centroides da estrutura DNA — SL obtidos por calculo vetorial utilizando
planilha eletronica do Microsoft Excel. Visualizagio efetuada com a utilizagdo do Discovery Studio 3.1™.

A visualizacdo dos resultados por um software grafico possibilita a sua
insercao de forma sobreposta na visualizacdo da molécula em analise, mostrando de
forma precisa e sem intervencdao manual, a localizacdo de todos os centroides da

estrutura (Figura 2.11).
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Figura 2.11 Visualizacdo dos centroides calculados sobrepostos a estrutura DNA — SL obtidos por calculo
vetorial utilizando planilha eletronica do Microsoft Excel. Visualizacdo efetuada com a utilizacdo do
Discovery Studio 3.1™.

Ap0ds o cdlculo das coordenadas dos centroides e vetores normais aos planos
de cada anel aromadtico, os dados obtidos sdo inseridos na planilha para o célculo do
madulo do vetor distancia e os angulos entre o vetor distancia e o vetor normal para cada
relagao centroide-atomo e centroide-centroide da estrutura em estudo. A identificagao

do array, fornecida pela coluna “A” do banco de dados dos centroides (Figura 2.8) é o
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principal input nessa fase do processo, pois ela retorna aos campos pertinentes os
parametros a serem utilizados para os calculos que envolvem as Equacdes 2.3 e 2.5. O
raciocinio adotado foi o de que com os recursos disponiveis na planilha eletrénica torna-
se mais pratico efetuar todos os calculos simultaneamente e depois ordenar os resultados

em ordem crescente dos valores do médulo do vetor distdncia, constituindo este o

primeiro filtro utilizado para a selecdo e avaliacdo das interacdes 7. A Figura 2.12

reproduz parte desta planilha, identificando suas principais células e fungoes.
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Figura 2.12 Imagem da planilha eletronica construida para o cdlculo do mdédulo do vetor distancia e os
angulos entre o vetor distancia e o vetor normal para cada relagdo centroide-atomo e centroide-centroide
da estrutura em estudo: 1- Identificacdo do array do centroide no banco de dados de coordenadas e
vetores normais; 2- Dados importados do banco de dados em fungdo da identificagcdo do array; 3- Estrutura
determinada cristalograficamente com a identificacdo dos atomos e os centroides calculados ja inseridos,
com as coordenadas x, Y e z de cada elemento; 4- Mddulo do vetor distancia relativo as coordenadas do
centroide selecionado, obtido conforme a Equacgdo 2.3, estando os resultados ja ordenados do menor para
o maior valor; 5- Angulo entre o vetor normal ao plano e o vetor distancia da coordenada do elemento
relativa a coordenada do centroide, utilizada a Equacdo 2.5; 6- Mddulo do angulo entre o vetor normal ao
plano e o vetor distancia. Planilha eletrénica Microsoft Excel.

O processo é repetido sucessivamente para cada centroide do banco de
dados, tendo como resultado um segundo banco de dados no qual constam os valores
dos médulos do vetores distancia e o angulo formado com o vetor normal. Excluem-se
dessa relacdo os valores referentes aos atomos de carbono e demais atomos ou

centroides pertencentes a mesma base na qual o centroide esta localizado (Figura 2.13).
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Como resultado, ha uma relacdo de valores aceitos para o mdédulo do vetor distancia

compreendidos entre 2,5 e 4,5 A, valores estes que s3o os extremos inferior e superior

para as interacdes T (Tabela 2.2).
O passo seguinte é a selecdo dos resultados validos do médulo do vetor

distancia em funcdo dos angulos relativos ao vetor normal e dessa forma sdo obtidas as
possiveis interagdes T que atendam aos parametros de distancias entre 2,5 e 4,5 A e

angulos < 30°.
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Figura 2.13 Imagem da planilha eletrénica com os resultados validos do mdédulo do vetor distancia, onde
sdo excluidos os resultados envolvendo atomos e centroides da mesma base, bem como atomos de
carbono. Planilha eletronica do Microsoft Excel.

Ao serem analisados os resultados para angulos < 30°, pode-se concluir que
dentre todos os calculos efetuados para o centroide da Citosinal, apenas o N7 que ocupa
a posicdao 42 na estrutura apresenta resultados que atendam aos requisitos de uma
interagdo 7. Neste caso, hd uma interacdo N7 com um comprimento de 3,65 A e um

angulo de 19,07°, atendendo ao especificado na Tabela 2.2 (Figura 2.14).
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Figura 2.14 Imagem da planilha eletréonica com os resultados validos para o angulo relativo ao vetor normal.
Planilha eletronica do Microsoft Excel.

A andlise dos angulos validos é efetuada sucessivamente para todas as
relacdes de comprimentos de interacdes centroide-atomo e centroide-centroide validas.
O resultado desse ultimo filtro € uma planilha estruturada na qual figuram as informacdes
sobre o centroide e os elementos com os quais ele possui uma interagao 7. Para que
possa ser exportado para um formato de arquivo reconhecivel por um visualizador
grafico, a planilha deve conter um cabecalho padrdao, que pode ser editado com
informagdes que atendam a necessidade do usudrio e salva em formato de texto
separado por tabulagdes. Esse procedimento pode ser observado na Figura 2.15, onde

estdo identificados:

1

Campo com os dados do centroide;

2- Atomo envolvido na interagdo T com o centroide;

3- Cabecalho do texto utilizado pelo visualizador grafico como identificacao
de arquivo de formato compativel;
4- Dados de origem do arquivo. No visualizador grafico é inserido

automaticamente.
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Figura 2.15 Imagem da planilha eletrdnica utilizada para exportar os resultados validos de uma interagdo T,
em arquivo compativel para visualizagdo em software grafico. Planilha eletrénica do Microsoft Excel.

A visualizagdo em software grafico da interagdo N7 obtida por meio de
calculo vetorial pode ser observada na Figura 2.16, onde foram adicionadas as legendas e
linha da interagdao com o auxilio do Discovery Studio 3.1. A sobreposicao dessa interagao

ao arquivo do DNA sem ligante pode ser visualizada na Figura 2.17.
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Figura 2.16 Visualizagdo da imagem da interagdo N7t obtida por meio de cdlculo vetorial na estrutura DNA
— SL DNA. Utilizado o software Discovery Studio 3.1™.
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Figura 2.17 Visualizagdo da intera¢do N...TT obtida por meio de calculo vetorial na estrutura DNA — SL DNA.
Utilizado o software Discovery Studio 3.1™.

O procedimento de identificacdo das interacdes validas cria tantos arquivos
guanto forem os centroides existentes na estrutura analisada e podem ser estudados
individualmente ou em conjunto de forma a todas as interagdes ficarem sobrepostas a
macromolécula, substituindo o trabalho manual por uma rotina computacional

caracterizada por sua exatidao.

2.4 CONCLUSOES DO CAPITULO 2

Utilizando a dlgebra linear, foram construidas férmulas no Microsoft Excel
para o processamento das coordenadas de biomoléculas disponiveis de forma
padronizada no PDB. Os exemplos citados acima mostram a exatidao dos calculos obtidos
pela ferramenta computacional desenvolvida para o mapeamento vetorial, atingindo o
objetivo proposto por este trabalho. No capitulo seguinte, a escolha de trés estruturas de
DNA com a mesma sequéncia de nucleotideos permitiu identificar outras aplicacdes

imediatas e inovadoras do mapeamento vetorial, aplicaveis também em proteinas.



Capitulo 3

RESULTADOS E DISCUSSOES
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Inicialmente os conceitos descritos no Capitulo 2 (Materiais e Métodos) foram
aplicados no mapeamento de uma proteina cddigo PDB 1GRA (Anexo 3.1) e em uma
estrutura de DNA com 12 pares de base cddigo PDB 1BNA. Ao comparar os resultados,
observou-se que embora a quantidade de interacdes para a proteina seja em maior que
as identificadas no DNA, esta apresenta uma menor relagao de interagdes por atomos
(268 interacbes em 14500 atomos) do que a estrutura de DNA (164 interacdes em 996

atomos). Outra premissa para a utilizacdo das estruturas de DNA é que na proteina (PDB

ID 1GRA) a distribuicdo das interacdes Tt ocorre de forma dispersa em sua estrutura

(Figura 3.1).
Tabela 3.1 Comparativo de interagGes Tt por tipo: proteina e DNA
Tipo de Interagdo Proteina DNA
PDB 1GRA PDB 1BNA
N7T 22 8,2% 88 53,6%
o't 38 14,2% 25 15,2%
ST 4 1,5% - -
T - - 32 19,2%
C-HT 192 71,6% 5 3,0%
N-H"TT 12 4,5% 14 8,5%
Totais de interagdes por estrutura 268 100% 164 100%

Em funcgdo disso, foram selecionadas trés estruturas de DNA para que as
aplicacbes do mapeamento vetorial fossem conhecidas com uma maior abrangéncia. As
estruturas tridimensionais de DNA utilizadas neste trabalho apresentam mesma

sequéncia de nucleotideos e foram denominadas da seguinte maneira:

DNA-SL=>» DNA sem ligante na estrutura obtida do PDB de cddigo 1BNA (Drew et
al., 1981).

DNA-LS = DNA com ligante no sulco da estrutura obtida do PDB de cddigo do
1VZK (Mallena et al., 2004).

DNA-LI => DNA com ligante intercalado a estrutura obtida do PDB de cddigo do
1G3X (Malinina et al., 2002).
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Figura 3.1 Representacdo grafica das interagbes T mapeadas vetorialmente para a proteina cédigo PDB
1GRA sobrepostas a sua estrutura. Estrutura gerada a partir de dados cristalogéficos (Karplus e Schulz
1989), visualizada com a utilizagdo do software Discovery Studio 3.1™.

S3o apresentadas neste capitulo aplicagdes imediatas e inovadoras do
mapeamento vetorial para as analises qualitativas e quantitativas das possiveis interagdes
T existentes em trés estruturas cristalograficas de DNA com mesma sequéncia de
nucleotideos e que apresentam como Unico diferencial a presenca ou ndo de ligantes e o
seu posicionamento, estando estes presentes um de forma intercalada ortogonalmente

ao eixo da hélice e o outro alinhado ao sulco menor. Inicialmente, apés o mapeamento

das interagdes T, sao obtidos para cada estrutura mapeada os tipos de interagdes
presentes e sua quantidade, possibilitando uma avaliagdo se a presenca de ligantes
interfere qualitativamente ou quantitativamente nos tipos de interagdes existentes.
Possuindo estas informacdes e com os resultados do mapeamento vetorial das trés

estruturas de DNA exportados em arquivo digital compativel com os visualizadores
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graficos, serd mostrado em imagens como o caminho eletrostatico das interacdes T é
afetado pela presenca dos ligantes. Outro ponto em destaque estd nas imagens da
distorcdo causada pelos ligantes sobrepondo as estruturas com e sem ligantes, e pela
primeira vez mensuradas as distorcOes existentes base por base e analisando
estatisticamente o grau de deformacao resultante em funcdo da presenca de ligantes. Por
fim, é efetuada uma andlise por tipo de interacdo 7, considerando as varidveis médulo do
vetor distancia das intera¢Ges e vetor normal ao plano do anel aromatico e angulos entre
o vetor distancia e o vetor normal ao plano do anel aromadtico. Todas as analises
comparativas efetuadas possuem como padrdo de referéncia o DNA que ndo possui

ligante em sua estrutura cristalografica.

3.1 ANALISES QUALITATIVAS E QUANTITATIVAS DE INTERAGOES T

Segundo Janiak (2000) e Wheeler e colaboradores (2010), as interagbes T sao
responsaveis pela conformacdo do DNA, e de acordo com Nechipurenko e colaboradores

(2008), a presenca de ligantes altera as propriedades fisico-quimicas dos acidos

desoxirribonucléicos, o que vem a alterar as interagdes T qualitativa e quantitativamente.

3.1.1 VARIAGAO DAS INTERAGOES 7T EM FUNGAO DA PRESENGCA DE LIGANTES

Com base na metodologia desenvolvida para o mapeamento vetorial de

macromoléculas, por meio de calculo vetorial foram identificadas as interagdes T
presentes nas estruturas de DNA sem ligante na estrutura obtida do PDB de cédigo 1BNA
(Drew et al., 1981), na estrutura com ligante no sulco da estrutura obtida do PDB de
codigo do 1VZK (Mallena et al., 2004) e por fim na estrutura com ligante intercalado a
estrutura obtida do PDB de cddigo do 1G3X (Malinina et al., 2002).

Os calculos efetuados para o DNA sem ligante (DNA — SL), nos quais foram
determinadas as possiveis interagdes T encontram-se no Anexo 3.2 e a analise dos

angulos no Anexo 3.3. Para o DNA com o ligante no sulco (DNA — LS), as possiveis



CAPITULO 3. Resultados e Discussdes 93

interagbes T encontram-se no Anexo 3.4 e a analise dos angulos no Anexo 3.5.
Finalizando, os calculos para o DNA com o ligante intercalado (DNA — LI) encontram-se no
Anexo 3.6 e a respectiva analise pelos dngulos validos no Anexo 3.7. Sendo conhecidas as
interacOes validas para as trés estruturas de DNA obtidas pelo filtro final dos angulos
efetuado respectivamente pelas andlises compreendidas nos Anexos 3.3, 3.5 e 3.7, foram
comparadas as interacdes T identificadas por meio de analises qualitativas e quantitativas
do Anexo 3.8.

O resultado dessas andlises foi efetuado considerando-se os tipos de
interacOes existentes em valores absolutos, incluindo as existentes entre as bases e os

ligantes (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Interagdes T identificadas por estrutura de DNA, incluidas as intera¢des presentes nos
ligantes. Valores absolutos das quantidades por tipo de interagao

_ _ . 1BNA 1G3X 1VZK
Tipo de interagéo 7 DNA —SL DNA-—LI DNA —LS

N“TC 88 83 82

0Tt 25 23 32

T 32 33 31

C-H'TT 5 9 17

N-H"T 14 13 13

Totais de interagdes por
estrutura 164 161 175

As intera¢Oes quantificadas na Tabela 3.2 podem ser visualizadas na Figura 3.2

e 0s arquivos para uso em visualizadores graficos encontram-se no Anexo 3.9.
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Figura 3.2 Imagens das estruturas de DNA com as interagdes T identificadas por mapeamento vetorial.

Os resultados expressos na Tabela 3.2 podem ser expressos em valores

relativos por tipo de interagao, permitindo observar a participagdao proporcional de cada

tipo de interagdo presente nas estruturas.

Tabela 3.3 Interagdes T identificadas por estrutura de DNA, incluidas as intera¢des presentes nos
ligantes. Valores relativos das quantidades por tipo de interagao

. ) . 1BNA 1G3X 1VZK
Tipo de interagdo 7T DNA —SL DNA - LI DNA -LS

N“TC 54% 52% 47%

o1 15% 14% 18%

T 20% 20% 18%

C-HT 3% 6% 10%

N - HTC 9% 8% 7%
Totais de interagdes por 100% 100% 100%

estrutura

Em funcdo dos valores relativos da Tabela 3.3, pode-se observar que tomando

como padrao os valores relativos ao DNA sem ligante e comparando-os com o que possui

ligante intercalado, ndo existe uma variacao expressiva nos diversos tipos de intera¢des
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identificadas. Por outro lado, uma comparacao do DNA que possui o ligante no sulco com

o DNA sem ligante, ha uma variacdo nas proporcdes das interacdes N"7t, 07T e C-H"TT.
Repetindo o procedimento anterior, porém excluindo da anadlise as interagdes

T entre as bases e os ligantes e mantendo as interagdes Tt existentes somente entre as

bases, foi construida a Tabela 3.4. Nesta tabela é notada a reducdo das interagdes totais

remanescentes entre as bases para as estruturas que possuem ligante.

Tabela 3.4 Interagdes T identificadas por estrutura de DNA, ndo computadas as interagdes presentes nos
ligantes. Valores absolutos das quantidades por tipo de interagao

) ) . 1BNA 1G3X 1VZK
Tipo de interagéo 7 DNA - SL DNA — L DNA-LS

N™TT 88 /> 81

o' 25 23 24

T 32 25 31

C-H"Tt 5 5 5

N-H"TT 14 9 13

Totais de interagdes por

estrutura 164 137 154

As interagOes da Tabela 3.4 identificadas nas estruturas estudadas podem ser
visualizadas com software grafico e os arquivos digitais referentes a estas estao contidos
no Anexo 3.10. Com base nestes arquivos, foram criadas poses referentes as estruturas
de DNA estudados com as interagGes Tt identificadas, porém, sem a presencga dos ligantes.
Pode-se observar que para o DNA com o ligante intercalado é criada uma lacuna na regido
do ligante interrompendo a cadeia de interagdes T, o que ndao ocorre com o DNA com o

ligante no sulco (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Imagens das estruturas de DNA com as interagGes T identificadas por mapeamento vetorial,
excluidas as interagdes entre o ligante e a base.

Embora existam variagdbes em termos absolutos nas quantidades de
interagcbes ao excluirem-se as existentes entre as bases e os ligantes conforme
demonstrado na Tabela 3.4 e visualizado na Figura 3.3, em valores relativos por tipo de

interacdo, é observada que a proporcionalidade entre os tipos de interagdes T nas bases

€ mantida (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 Interagdes Tt identificadas por estrutura de DNA, ndo computadas as interagdes presentes nos
ligantes. Valores relativos das quantidades por tipo de interacao

. . ) 1BNA 1G3X 1VZK
Tipo de interagdo 7T DNA —SL DNA - LI DNA - LS

N“TC 54% 55% 53%

o1 15% 17% 16%

T 20% 18% 20%

C-HT 3% 4% 3%

N - HTC 9% 7% 8%

Totais de interagdes por 100% 100% 100%

estrutura
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Comparando os valores absolutos da Tabela 3.2 com os da Tabela 3.4 é

possivel quantificar as interagbes T exclusivas entre bases e ligante (Tabela 3.6).

Tabela 3.6 Interagdes Tt identificadas por estrutura de DNA existentes entre as bases e ligantes. Valores
absolutos das quantidades por tipo de interagdo, tomando como referéncia a estrutura de DNA sem

ligante
_ _ 3 1BNA 1G3X 1VZK
Tipo de interagdo T DNA — SL DNA — LI DNA -LS
N“TT 0 8
0T 0 0
T 0 8
C-HT 0 4 13
N-HT 0 4 0
Totais de interagdes por 0 24 22
estrutura

3.1.2 MAPEAMENTO DAS VARIAGOES DAS INTERAGOES 7T

Embora a quantidade total de interagdes ndo possua uma variacao expressiva,
o tipo de posicionamento do ligante apresenta uma significativa alteracdao no tipo de
interagdo existente entre base e ligante.

Utilizando os dados obtidos e tabulados no Anexo 3.8 e com os recursos da

tabela dinamica existentes na planilha eletronica Excel, é possivel identificar os totais de

interagdes 7T mapeadas para as trés estruturas cristalograficas e identificar o tipo de

interacdo por meio dos atomos ou centroides relacionados por base e também a sua

posi¢cdao nesta, o que pode ser observado nas Tabelas de 3.7 a 3.42.

Tabela 3.7 Interagdes 1T com origem na base C1 com os dtomos e centroides relacionados por bases com
o respectivo comprimento d da interagdo e angulo a

Centroide de origem da interagdo: C1

] Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio QDNA -l PNA -LS i DNA —SL
d (A) a (%) d(A) a (%) d(A) a (%)
CT6 T T 4,15 28,46
62 N7 N 7T 3,66 14,99 3,66 19,07
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Analisando as informacdes da Tabela 3.7, é possivel verificar que o centroide

da citosina C1 possui uma interacdo 7t " 7T com o centroide do anel aromdtico com seis
atomos da guanina G2 no comprimento de 4,15 A para o DNA com ligante no sulco. Para
as outras duas estruturas de DNA, essa interacdo ndo existe. Para as estruturas com
ligante no sulco e sem ligante, o mesmo centroide da base C1 possui uma interacdo N 7T
com o nitrogénio N7 da mesma guanina G2 e em ambos 0s casos, embora
coincidentemente o comprimento das interacdes seja de 3,66 A e o angulo o apresenta
uma variacao de 4,08°. O mesmo raciocinio aplica-se as tabelas subsequentes até a
Tabela 3.42, onde pode ser constatado por meio dos valores do comprimento da
interacdo e angulo o que a presenca do ligante e a forma como este se posiciona na

estrutura, afeta as propriedades fisico-quimicas destas (Nechipurenko et al., 2008).

Tabela 3.8 Interagdes T com origem na base G2, anel aromatico com 6 atomos, com os &tomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo

Centroide de origem da interagdo: G2-A

) Tipo de 1G3X 1VzZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA -l PNA -LS i DNA —SL
d(A) a(’) d(A) a(’) d(A) a ()
Cc1 02 o"m 3,71 7,06 3,63 1,84
N1 N 7T 4,02 28,66
c3 N3 N 7T 4,01 28,78
N4 N 7T 4,12 19,87 3,97 16,03 3,89 21,98
CT6 T"T 3,86 26,66 3,94 27,45
G24 N2 N 7T 3,55 28,04

A Tabela 3.8 apresenta uma interacdo N7t entre o centroide do anel
aromatico com seis atomos da guanina G2 com o nitrogénio N4 da citosina C3 comum as
trés estruturas de DNA, todavia, em funcdo da presenca dos ligantes altera o
comprimento desta interacdo e o valor do angulo existente entre o vetor normal ao plano

do centroide e o vetor distancia centroide-atomo.
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Tabela 3.9 Interagdes 7T com origem na base G2, anel aromatico com 5 dtomos, com os dtomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o
Centroide de origem da interagdo: G2-B
. 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo ir;r'clz:)agéeo DNA - LI DNA-LS DNA -SL
d(A) a (%) d(A) a (%) d(A) a (%)
C1 02 o"m 4,03 24,00 4,15 28,62
c3 N3 N7 3,51 19,73 3,52 3,86 3,50 2,54
N4 N T 4,01 14,10
CT6 T"T 4,12 25,08 3,81 25,02 3,78 20,69
N1 N T 4,17 29,88
G24 N3 N T 4,03 28,51
N2 N7 3,14 8,10 3,65 26,11 3,60 18,49
H21 T 3,52 14,27
G22 H1 - 3,71 27,12 3,80 28,72

Tabela 3.10 InteragGes 7T com origem na base C3, com os dtomos e centroides relacionados por bases

com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: C3

, Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA —L PNA —-LS i DNA -SL
d (A) a(°) d (A) a(°) d(A) a(°)
CT6 nom 3,86 18,79 3,94 22,59
G2 CT5 Tm 3,81 23,63 3,78 22,14
N3 N7 3,75 24,70 3,59 21,96 3,63 16,83
N9 N7 3,75 18,45 3,88 21,70
H2'2 C-H"T 2,88 26,29
a N7 N T 3,95 25,77 3,86 12,35 3,92 12,74
CT6 T 4,48 27,35 4,32 24,53 4,28 25,77
06 o™ 3,39 23,07
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Tabela 3.11 InteragGes 7T com origem na base G4, anel aromatico com 6 atomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G4-A

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA -l PNA -LS i DNA —-SL

d (A) a (%) d(A) a (%) d(A) a (%)
- 02 0" 4,32 18,45 4,05 21,88 3,97 23,78
N1 N T 4,15 25,44 4,06 19,17
AS CT6 T 3,56 19,53 3,92 29,57 3,93 28,18
N7 N7 3,23 10,13 3,61 14,56 3,53 15,83
H62 N-H"T 3,72 29,01

Tabela 3.12 InteragBes T com origem na base G4, anel aromdtico com 5 dtomos, com os dtomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interacdo: G4-B

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio cDNA — L PNA - LS i DNA - SL
dA [ o) | d(A) | a() [ d(A) a ()
C3 02 oO"T 4,28 17,21 3,80 8,84 3,70 9,07
A5 N1 N7 3,55 24,57 3,65 26,81 3,73 24,41
CT6 T 3,82 28,64 3,83 27,00 3,89 27,22
CT5 T T 3,34 5,75 3,39 14,04 3,49 10,33
N3 N™"T 3,87 25,14 4,02 29,46
G22 H22 i 3,11 14,22 3,55 20,75
H21 - 3,52 19,43

Tabela 3.13 InteragGes 7T com origem na base A5, anel aromatico com 6 4tomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da intera¢do e angulo o

Centroide de origem da interagcdo: A5-A

] Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio ODNA - L PNA -LS i DNA —-SL
d(A) a (%) d(A) a (%) d(A) (%)
9ACT00 H6 C-H"m 3,50 24,24
H5 C-H"m 3,52 19,90
CT T 3,78 26,73
A6 CT6 T 3,93 23,19 4,13 28,89
N7 N"T 3,58 5,68 3,72 12,78
CT5 T 3,83 29,28 3,89 27,58
G4 CT6 T 3,56 27,98 3,92 26,87
N3 N"T 3,68 21,06 3,52 18,88 3,58 13,61
N9 N"T 3,46 19,90 3,76 20,75 3,75 25,56
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Tabela 3.14 InteragGes 7T com origem na base A5, anel aromatico com 5 atomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o
Centroide de origem da interagdo: A5-B
. 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo ir;r'clz:)agéeo DNA - LI DNA-LS DNA -SL
d(A) a (%) d(A) a (%) d(A) a (%)
9AC700 CT5 T T 3,82 21,17
CcT T T 3,54 18,61
N10 N7 3,88 24,42
CT5 T 3,56 16,61 3,64 16,80
Ab CT6 nom 3,77 | 16,75 3,90 21,94
N3 N T 4,02 28,66
N7 N7 3,97 26,29 4,02 25,50
N9 N7 4,20 27,10
CT5 T"T 3,34 11,31 3,39 9,80 3,49 12,11
G4 N3 N7 3,62 17,77 3,58 21,58 3,73 21,42
N1 N1 3,50 21,41 3,43 18,53 3,55 16,27
N2 N T 4,09 29,47 4,00 29,68
Tabela 3.15 InteragGes 7T com origem na base A6, anel aromatico com 6 atomos, com os a&tomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interacdo e angulo
Centroide de origem da interacdo: A6-A
. 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo i;;::’agéeo DNA - LI DNA - LS DNA —SL
d (A) a(’) d (A) a(’) d (A) a (%)
9AC700 CT T 3,60 22,33
H7 3,39 21,23
H6 C- T 3,59 28,27
CT5 T 3,77 23,56 3,90 24,18
AS CTe6 T 3,93 26,34 4,13 28,77
N3 N7 3,75 13,66 3,67 11,16
N9 N7 3,99 22,82 4,06 25,16
17 CTe T 3,74 22,42 3,84 25,82
H73 C-H"T 2,90 28,23
04 (019 4,29 27,70
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Tabela 3.16 InteragGes 7T com origem na base A6, anel aromatico com 5 dtomos, com os dtomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: A6-B

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA -l PNA -LS i DNA —-SL

d(A) a(°) d(A) a(°) d(A) a(°)
9AC700 CT6 T 3,98 28,11
CT6 I 3,48 16,72

CT6 T 3,56 13,35 3,64 14,87

AS N3 N T 4,00 24,34 3,88 21,21

N1 N T 3,43 12,91 3,57 16,89

H2 C-H"T 3,93 25,48 3,79 22,68

CT6 T 3,53 17,16 3,60 16,11 3,55 11,48

T7 N3 N~ T 3,55 1472 | 337 5,80 3,45 11,29
04 O"m 4,12 23,30

N1 N T 4,05 29,35 3,85 26,12

H3 N-H"T 3,71 26,93

Tabela 3.17 InteragGes 7T com origem na base T7, com os atomos e centroides relacionados por bases
com o respectivo comprimento d da intera¢do e angulo o

Centroide de origem da interagdo: T7

, Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio ODNA - PNA —-LS i DNA -SL
d(A) a () d (A) a () d (A) a ()
CT6 W 4,09 27,25 3,74 22,41 3,84 18,67
A6 N3 N T 3,40 15,39 3,64 17,86 3,68 21,48
N1 N T 3,97 28,70
CT5 TT 3,53 10,22 3,60 20,68 3,55 16,67
N9 N T 3,85 22,66 4,06 23,65
T8 CT6 T 4,00 26,67 4,09 26,44
H72 C-H"T 2,94 24,17 3,45 29,29
04 o"m 3,61 29,08 3,78 27,52 3,77 24,92
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Tabela 3.18 InteragGes 7T com origem na base T8, com os atomos e centroides relacionados por bases

com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo a

Centroide de origem da interagdo: T8

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA -l PNA -LS i DNA —-SL
d (A) a (%) d(A) a (%) d(A) a (%)
CT6 T 3,96 15,37
© N3 N7 431 24,06
N4 N T 3,99 23,87 3,69 18,96 3,72 21,91
H5 C-H"T1 3,64 24,04
CT6 T 4,05 29,58 4,00 27,59 4,09 25,78
™ N3 N T 3,81 26,43 3,95 27,33
N1 N7 4,07 18,26 4,03 23,00 4,06 19,54
02 (O 3,51 16,71 3,69 12,56 3,71 14,18

Tabela 3.19 Interagbes T com origem na base C9, com os atomos e centroides relacionados por bases

com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: C9

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio cDNA - PNA -LS i DNA - SL

d(A) a(’) d (A) a(’) d(A) a ()

610 N7 N7 3,82 13,55 3,90 12,93 3,86 13,75

CT6 TT 4,06 24,07 4,08 18,97 4,04 15,49

CT5 T T 4,15 26,32

CT6 T"T 3,96 23,33 4,02 28,17

T8 N3 N7 3,95 14,66 3,88 25,93 3,85 25,34

02 (O 4,19 17,73 3,47 9,28 3,50 11,67

N1 N7 4,07 27,45 3,96 25,87

Tabela 3.20 InteragGes 7T com origem na base G10, anel aromatico com 6 atomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da intera¢do e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G10-A

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA -l PNA -LS i DNA —SL

d(A) a (%) d(A) a (%) d(A) a (%)

9 N1 N1 3,85 12,42 3,92 11,30 3,93 10,86

CT6 T'T 4,08 28,05 4,04 26,16

02 oO"T 3,92 23,67 4,19 25,37 4,26 22,24

Cc11 N4 N7 3,96 22,46 3,67 19,32 4,21 21,20
H41 N-H"T 3,78 8,37
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Tabela 3.21 InteragGes 7T com origem na base G10, anel aromatico com 5 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G10-B

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA -l PNA -LS i DNA —-SL
d (A) a (%) d(A) a (%) d(A) a (%)
9 CT6 T 4,12 29,18 4,15 29,23
02 o"m 3,74 16,80 3,92 14,81 4,12 16,79
N3 N T 3,58 21,64 3,68 19,87 3,77 17,68
c11 N4 N T 3,76 12,97 3,70 20,56 4,05 14,04
H42 N-H"TT 3,56 7,22
G14 06 0T 3,49 29,16 3,63 27,97
H1 N-H"T 3,58 29,94
616 H1 N-H"T 3,74 29,76
H22 N-H"T 3,48 28,53
H21 N-H"T 3,35 24,45

Tabela 3.22 InteragGes 7T com origem na base C11, com os dtomos e centroides relacionados por bases

com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: C11

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA - PNA -LS i DNA —SL

d(A) a(’) d(A) a(’) d(A) a ()

610 N3 N7 3,33 9,82 3,28 23,28 3,58 14,04

CT5 T 4,13 28,28 4,45 29,23

N9 N7 4,49 28,50

G12 CT6 T 3,96 22,63 4,30 23,58 4,02 19,58

N7 N7 3,72 16,08 3,93 14,29 3,73 3,37

Tabela 3.23 Interagbes 7T com origem na base G12, anel aromatico com 6 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G12-A

Interage com | Atomo Tipo d~e 1G3X 1VZK 1BNA
interagao DNA —LI DNA -LS DNA —-SL
dA) | o) | dA [ a() | dA) ()
c11 CTé moT 4,02 26,52
02 (O 3,83 14,72 4,09 14,44 3,99 15,49
N1 N T 3,84 19,93 4,11 21,67 4,06 16,51
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Tabela 3.24 InteragGes 7T com origem na base G12, anel aromatico com 5 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G12-B

Interage com | Atomo .Tipo dNe 1G3X 1vzK 1BNA
interacao DNA - LI DNA -LS DNA —-SL
d (A) a (%) d (A) a (%) d (A) a (%)
C11 02 (O 4,06 24,18 4,13 16,12 4,16 22,47
N3 N7 3,42 15,58 3,97 25,40 3,68 22,84
G1l4 H21 N-H"T 3,67 24,68 3,54 19,87 3,70 23,02

Tabela 3.25 InteragGes 7T com origem na base C13, com os dtomos e centroides relacionados por bases

com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: C13

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio cDNA - PNA -LS i DNA —SL
d(A) a(’) d (A) a(’) d(A) a(’)
G14 N7 N7 3,48 16,19
06 (O 4,15 23,99

Tabela 3.26 InteragGes 7T com origem na base G14, anel aromatico com 6 atomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interacdo e angulo

Centroide de origem da interagdo: G14-A

Interage com | Atomo .Tipo d? 1G3X LVzK LBNA
interacao DNA — LI DNA - LS DNA -SL
d(A) a(®) d(A) a(®) d(A) a(®)
c13 02 (O 3,87 20,67 3,44 11,02 3,49 9,36
N1 N T 3,81 27,07 4,37 25,89
H1' C-H"T 3,72 14,80
c1s N3 N T 3,65 25,46 3,91 26,02 3,93 25,24
CTe T 3,59 13,96 3,77 19,79 3,84 16,57
N4 N T 3,95 26,01 4,12 22,03 4,17 25,52
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Tabela 3.27 InteragGes 7T com origem na base G14, anel aromatico com 5 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G14-B

Interage com | Atomo .Tipo dNe 1G3X 1VZK 1BNA
interagao DNA - LI DNA - LS DNA -SL

d (A) a(’) d(A) a(’) d(A) a ()

C13 02 O 3,74 13,90 3,68 23,33 3,78 24,65

C1s 02 0T 3,68 29,10 3,73 28,19

N3 N T 3,33 9,28 3,54 7,68 3,59 7,50

CT6 TT 3,86 25,61 3,83 22,15 3,94 21,15

G10 H1 N-H"T 3,53 28,61 3,62 29,95 3,73 29,89

G12 N2 N T 3,98 29,71 3,76 28,37
H21 N-H"T 3,39 20,92

Tabela 3.28 InteragGes T com origem na base C15, com os atomos e centroides relacionados por bases

com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: C15

, Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio cDNA - PNA -LS i DNA - SL
d (A) a(°) d (A) a(°) d (A) a(°)
N7 N7 4,03 27,34 | 4,29 28,02 4,29 27,27
Gl4 CT6 T 3,59 11,42 3,77 12,88 3,84 11,74
N9 N T 3,63 7,76 3,77 13,99 3,88 11,04
N3 N7 3,78 27,81 3,92 29,07
cT5 nom 3,83 26,84 3,94 28,94
16 N7 N7 4,15 24,01 4,20 17,81 4,18 18,32
06 o™ 3,55 23,50 3,83 27,53
CT6 nom 4,42 28,73

Tabela 3.29 Interagbes 7T com origem na base G16, anel aromatico com 6 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G16-A

Interage com | Atomo 'Tipo dNe 1G3X LvzK LBNA
interacao DNA — LI DNA - LS DNA —-SL
d (A) a®) | dA) | a() | d(A a ()
c15 02 o"m 3,99 18,99 4,05 28,52 4,00 28,68
N1 N"T 4,21 21,48 4,07 17,13
A17 N7 N"T 3,59 24,70 341 20,56 3,62 15,81
H62 N-H"T 3,56 23,23 3,69 26,51
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Tabela 3.30 InteragGes 7T com origem na base G16, anel aromatico com 5 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G16-B

Interage com | Atomo .Tipo dNe 1G3X LvzK LBNA
interagao DNA - LI DNA - LS DNA —-SL
d(A) a(°) d(A) a(°) d(A) a ()
c1s 02 0"m 3,86 12,05 3,56 2,17 3,58 8,41
N1 N7 4,40 29,51
N3 N7 3,82 27,27
N7 N7 3,94 27,94
Al7 N1 N T 3,68 26,33 3,75 26,53 3,82 28,60
CT5 TT 3,55 22,11 3,42 15,08 3,57 17,71
CT6 Tm 3,65 28,42 3,85 25,74
N6 N T 3,62 24,91
610 H22 N-H"T 3,54 25,11 3,58 24,96
H21 N-H"T 3,56 23,73

Tabela 3.31 InteragGes 7T com origem na base A17, anel aromatico com 6 atomos, com os dtomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interacdo e angulo

Centroide de origem da interacdo: A17-A

Interage com | Atomo .Tipo d? 1G3X LVzK LBNA
interagao DNA — LI DNA - LS DNA -SL

d(A) a(®) d(A) a(®) d(A) a(®)

Al8 CT6 T 3,73 25,12 3,92 29,33 3,89 27,25

N7 N T 3,41 8,36 3,59 12,08 3,51 9,79

616 CT5 T 3,65 26,04 3,85 27,01

N3 N T 3,38 13,62 3,27 9,52 3,52 10,48

N9 N7 3,95 28,11
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Tabela 3.32 InteragGes 7T com origem na base Al17, anel aromatico com 5 dtomos, com os dtomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: A17-B

Interage com | Atomo | _1P° de 1G3X 1VZK 1BNA
interagao DNA - LI DNA - LS DNA -SL

d (A) a () d(A) a () d(A) a ()

CT5 T 3,47 12,06 3,43 18,53 3,54 16,40

A18 CT6 TUm 3,68 23,07 3,67 21,15 3,67 19,83
N3 N7 3,88 28,50

N7 N T 3,86 26,39
N1 N T 3,87 28,73

TS T 3,55 21,97 3,42 16,28 3,57 17,08

G16 N3 N7 3,53 21,33 3,64 | 27,74 3,76 23,04

N1 N7 3,58 23,02 3,41 12,33 3,51 16,24

N2 N7 3,56 21,87 3,78 | 29,53 3,73 26,76

H1 N-H"T 3,73 25,38 3,79 27,91

Tabela 3.33 InteragGes 7T com origem na base A18, anel aromatico com 6 atomos, com os dtomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interacdo e angulo

Centroide de origem da interacdo: A18-A

Interage com | Atomo .Tipo d~e 1G3X LvzK LBNA
interagao DNA - LI DNA - LS DNA -SL
d (A) o) | dA) | a() | d(A a ()
CT5 T"T 3,68 22,47 3,67 24,44 3,67 21,46
Al7 CTé T 3,73 24,73 3,92 25,69 3,89 27,54
N3 N1 3,53 16,49 3,48 15,42 3,53 12,17
N9 N"T 3,66 23,35 3,88 22,86 3,88 26,01
T19 CT6 T'T 3,94 26,87 3,80 27,56
H72 C-H"m 3,10 29,13 3,10 25,51
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Tabela 3.34 InteragGes 7T com origem na base A18, anel aromatico com 5 dtomos, com os dtomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: A18-B

Interage com | Atomo | Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
interagao DNA - LI DNA - LS DNA -SL
d(A) a(°) d(A) a () d(A) a ()
CT5 TT 3,47 12,56 3,43 13,05 3,54 15,30
AL N3 N7 3,82 27,26 3,74 26,45 3,91 28,02
N1 N T 3,46 11,17 3,31 12,99 3,43 9,60
H2 C-H"T 3,62 29,42
CT6 TW 3,61 12,87 3,52 16,71 3,49 15,64
T19 N3 N T 3,39 9,69 3,36 7,38 3,40 11,70
N1 N T 4,10 28,91
H3 N-H"T 3,58 22,79 3,66 26,06
04 0"m 3,92 28,25

Tabela 3.35 InteragGes 7T com origem na base T19, com os dtomos e centroides relacionados por bases
com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interacdo: T19

] Tipo de 1G3X 1VzZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA - PNA -LS i DNA —-SL
d(A) a(’) d(A) a(’) d(A) a(’)
9AC700 CT6 TT 3,79 21,68

CT6 T 3,94 24,34 3,80 26,77 3,93 26,25
Al8 CT5 TT 3,61 19,99 3,52 18,36 3,49 15,59
N3 N 3,62 14,26 3,46 13,75 3,41 14,05
N9 N7 4,07 23,59 3,87 27,94 4,00 28,63
CT6 T 3,90 28,53 4,09 29,52
120 H72 C-H"T 3,08 26,07
04 (O 3,78 28,75 3,88 28,15

H73 C-H"T 3,24 29,48
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Tabela 3.36 InteragGes 7T com origem na base T20, com os atomos e centroides relacionados por bases
com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo a

Centroide de origem da interagdo: T20

) Tipo de 1G3X 1VZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA -l PNA -LS i DNA —-SL
d (A) a (%) d(A) a (%) d(A) a (%)
9AC700 CT6 T 3,55 16,27
H2 C-H"T 3,63 29,36
H3 N-H"T 3,68 25,87
o1 CT6 T 3,98 25,46 3,94 26,21
N4 N7 3,42 22,90 3,76 26,57 3,66 26,93
H5 C-H"Tm 3,71 18,56 3,77 17,60
CT6 T 3,90 26,20 4,09 28,90
19 N3 N T 3,67 24,67 3,82 24,67
02 o"m 3,55 15,08 3,60 11,01
N1 N T 3,95 23,17 4,14 27,05

Tabela 3.37 InteragGes 7T com origem na base C21, com os dtomos e centroides relacionados por bases
com o respectivo comprimento d da intera¢do e angulo o

Centroide de origem da interagdo: C21

) Tipo de 1G3X 1VzZK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA -l PNA -LS i DNA —SL
d(A) a(’) d(A) a(’) d(A) a ()
N7 N7 4,10 23,32 3,79 13,16 3,73 15,15
G22 06 0T 3,99 29,95
CT6 T T 4,14 21,39 4,02 14,95 3,98 17,14
CT5 TT 3,97 19,37 4,15 27,79 4,08 26,70
N1 N7 4,16 29,39
CT6 TT 3,98 29,42 3,94 28,32
T20 N1 N7 4,00 24,33 4,01 26,69 3,99 25,04
02 oO"m 3,47 17,50 3,74 10,68 3,72 11,51
N3 N7 3,83 25,30 3,76 25,80
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Tabela 3.38 InteragGes 7T com origem na base G22, anel aromatico com 6 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G22-A

Interage com | Atomo .Tipo dNe 1G3X 1VZK 1BNA
interagao DNA - LI DNA - LS DNA -SL
d (A) a(’) d(A) a(’) d(A) a ()
o1 02 (O 4,43 27,41 4,33 22,24 4,28 23,19
N1 N T 3,86 6,66 3,93 12,77 3,82 12,80
CT6 TT 4,14 27,84 4,02 28,75 3,98 29,85
23 CT6 TT 3,61 20,89
N3 N T 3,58 29,28
N4 N T 3,46 21,44 3,76 11,17 3,78 13,02

Tabela 3.39 InteragGes 7T com origem na base G22, anel aromdatico com 6 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo

Centroide de origem da interagdo: G22-B

Interage com | Atomo .Tipo d~e 1G3X LvzK 1BNA
interacao DNA — LI DNA - LS DNA - SL
d (A) a() | d(A) () d (A) a ()
02 o"m 4,20 20,46 4,11 12,89 4,02 12,39
cal N1 N"T 4,33 28,00
CT6 T"T 3,97 22,60
N3 N"T 3,77 11,87 3,74 22,09 3,72 22,61
23 CT6 T"T 3,72 24,67
N3 N"T 3,13 5,63 3,65 22,73 3,67 20,10
N4 N1 3,92 20,03 3,91 19,91
G2 H1 N-H"T 3,71 24,30 3,64 26,69
ca H1 N-H"T 3,55 29,74
H22 N-H"T 3,60 28,72
H21 N-H"T 3,53 25,76
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Tabela 3.40 InteragGes 7T com origem na base C23, com os atomos e centroides relacionados por bases

com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo a

Centroide de origem da interagdo: C23

) Tipo de 1G3X 1vzK 1BNA
Interage com | Atomo interacio BDNA - PNA —LS i DNA -SL
d(A) a(’) d(A) a(’) d(A) a ()
CT6 T"T 3,61 23,88
G22 CT5 T"T 3,95 24,85
N3 N T 3,62 28,96 3,27 6,52 3,54 14,36
N9 N T 3,56 11,18 4,05 26,85
G24 N7 N7 3,49 15,37 3,76 14,67 3,71 10,99
CT6 T 3,75 4,49 3,98 22,32

Tabela 3.41 InteragBes T com origem na base G24, anel aromdatico com 6 dtomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo o

Centroide de origem da interagdo: G24-A

Interage com | Atomo .Tipo d? 1G3X LVzK 1BNA
interacao DNA — LI DNA - LS DNA —SL
d(A) a(®) d(A) a(®) d(A) a (%)
02 (O 4,50 13,92 3,64 9,32 3,83 15,09
€23 N1 N™T 3,98 19,55 4,14 23,64 3,89 18,28
CT6 T 3,75 24,19 4,17 29,91 3,98 27,26
N3 N T 3,94 22,31

Tabela 3.42 InteragGes 7T com origem na base G24, anel aromdtico com 6 atomos, com os atomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo

Centroide de origem da interacdo: G24-B

Interage com | Atomo .Tipo d? 1G3X LVzK 1BNA
interacao DNA — LI DNA - LS DNA —SL
d(A) a () d(A) a(®) d(A) a(®)
23 02 0"m 405 | 27,62
N3 N T 3,84 18,61 3,85 27,77 3,68 20,80
G2 N1 N ™71 3,66 25,87 3,89 26,04 4,07 29,80
H21 N-H"TT 3,45 23,90

Em funcdo dos resultados do mapeamento vetorial efetuado nas estruturas

de DNA analisadas, constata-se que as interagdes T sofrem influéncia direta tanto em

funcdo da presenca de um ligante, bem como a posicdo em que estes se encontram. Esta

afirmacado é evidenciada nas Tabelas 3.7 a 3.42.
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3.1.3 INTERAGOES TT ESPECIFICAS NOS LIGANTES

As informacdes contidas nas Tabelas 3.7 a 3.42 permitem evidenciar que as
sete interacBes T " T existentes entre o DNA e o ligante intercalado ocorrem devido ao

fato deste posicionar-se na estrutura de forma semelhante a um par de nucleotideos,

aumentando o comprimento da dupla hélice. Assim sendo, existe para esta estrutura uma

reciprocidade entre as interacdes T que possuem origem tanto nos centroides do DNA

guanto nos centroides do ligante (Figura 3.4).

Figura 3.4 Representacdo grafica das interagdes T entre as bases e o ligante de uma estrutura de DNA — LI,
codigo PDB 1G3X. Estrutura gerada visualizada com o software Discovery Studio 3.1™.

Para a estrutura de DNA com o ligante no sulco, as interagdes T existentes
entre o ligante e o DNA possuem origem exclusivamente nos centroides do ligante,
conforme constatado nos resultados dos calculos efetuados e dispostos nas Tabelas 3.7 a

3.42 e que pode ser visualizado na Figura 3.5.
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Figura 3.5 Representacdo grafica das interagdes Tt entre o ligante e as bases de uma estrutura de DNA — LS,
codigo PDB 1VZK. Estrutura gerada visualizada com o software Discovery Studio 3.1™.

As interagBes T existentes entre as estruturas de DNA e os ligantes, em
fungao das analises efetuadas, evidenciam o modo como a presenca e a localizagdo de um

ligante altera a conformacgdo espacial e consequentemente as propriedades da molécula.

3.2 DEFORMAGAO DO DNA EM FUNGAO DA PRESENCA DE LIGANTES

Uma vez constatado que a presenca de ligantes altera a geometria espacial do
DNA, faz-se necessario quantificar essa alteracdo para que seja entendido o quanto a
posicdo que o ligante ocupa na estrutura afeta a sua conformagdo. Com base nas
coordenadas dos centroides para as trés estruturas obtidas pelo mapeamento vetorial
(Anexos 3; 5 e 7) e utilizando como referéncia a estrutura de DNA sem ligante, é possivel
o cdlculo da deformacdo que o ligante gera para cada posicdo ocupada. Com base nesse
raciocinio, a deformacdo é mensurada em funcdo da distancia que o centroide de um
mesmo anel é deslocado quando existe a presenca de um ligante. Os calculos efetuados

encontram-se no Anexo 3.13.
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A Tabela 3.43 possui os valores dos deslocamentos dos centroides das bases
da estrutura de DNA com o ligante no sulco, tendo como referéncia a estrutura sem

ligante.

Tabela 3.43 Valor do deslocamento dos centroides da estrutura DNA — LS, tendo
como referéncia a posigdo do mesmo centroide na estrutura DNA — SL. O valor do
deslocamento d é dado em A

CcT Base d CcT Base d
1 DC1 1,00 19 DC13 1,26
2 DG2 0,90 20 DG14 0,61
3 DG2 0,82 21 DG14 0,51
4 DC3 0,85 22 DC15 0,66
5 DG4 0,73 23 DG16 0,58
6 DG4 0,63 24 DG16 0,57
7 DA5S 0,48 25 DA17 0,50
8 DA5S 0,43 26 DA17 0,54
9 DA6 0,51 27 DA18 0,41
10 DA6 0,53 28 DA18 0,50
11 D17 0,24 29 DT19 0,51
12 DT8 0,48 30 DT20 0,69
13 DC9 0,52 31 DC21 0,62
14 DG10 0,58 32 DG22 0,61
15 DG10 0,55 33 DG22 0,59
16 DC11 0,33 34 DC23 0,82
17 DG12 0,57 35 DG24 1,22
18 DG12 0,59 36 DG24 1,25
Média de d para a fita A 0,57 Média de d para a fita B 0,58
Desvio padrao parad na fitaA | 0,14 | Desvio padrdo para d na fita B 0,07
Valor médio de d para toda a estrutura 0,58
Desvio padrao de d para toda a estrutura 0,11

Os valores obtidos na Tabela 3.43 s3do utilizados para gerar um grafico que ao
ser colocado ao lado da imagem obtida em software grafico dos centroides de ambas as
estruturas de DNA, permitem a visualizacdo da deformacdo que foi matematicamente
mensurada (Figura 3.6). E evidenciado que a deformagdo imposta pelo ligante no sulco
nao apresenta algum tipo de simetria, o que é observado ndao apenas pelos valores do

deslocamento, mas também pelas curvas do grafico.
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Figura 3.6 Visualizagdo gréfica da deformacdo calculada em fungdo da presenca de ligante no sulco da
estrutura DNA — LS, tendo como base para comparagao a estrutura DNA —SL.

Para um melhor entendimento, os centroides calculados de ambas as
estruturas e também o ligante foram sobrepostos a visualizacao grafica do DNA sem
ligante (Figura 3.7). Dessa forma é possivel a compreensdo da deformagdo que o ligante

exerce sobre o DNA, que é constatado pelos centroides em novas posicoes.

® 1BNA DNA-SL

N
\3 ® 1VZK DNA-LS
) V=

Figura 3.7 Visualizagdo gréafica do deslocamento dos centroides em fungdo da presenca de ligante no sulco
da estrutura DNA — LS, tendo como base para comparagdo a estrutura DNA — SL, utilizando-se o software
Discovery Studio 3.1™ para visualizagdo. Em destaque ao lado da estrutura é visto o ligante.
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Seguindo o raciocinio anterior, na Tabela 3.44 s3o dispostos os valores dos
deslocamentos dos centroides das bases da estrutura de DNA com o ligante intercalado,

tendo como referéncia a estrutura sem ligante.

Tabela 3.44 Valor do deslocamento dos centroides da estrutura DNA — LI, tendo
como referéncia a posigdo do mesmo centroide na estrutura DNA — SL. O valor do
deslocamento d é dado em A

CcT Base d CcT Base d
1 DC1 8,67 19 DC13 1,06
2 DG2 3,69 20 DG14 0,94
3 DG2 3,44 21 DG14 1,16
4 DC3 3,12 22 DC15 1,03
5 DG4 3,45 23 DG16 1,52
6 DG4 3,27 24 DG16 1,72
7 DA5S 2,95 25 DA17 2,36
8 DA5S 2,97 26 DA17 2,21
9 DA6 0,84 27 DA18 2,53
10 DA6 1,35 28 DA18 2,26
11 D17 1,40 29 DT19 2,38
12 DT8 1,87 30 DT20 3,17
13 DC9 2,46 31 DC21 3,26
14 DG10 2,37 32 DG22 3,39
15 DG10 1,80 33 DG22 3,23
16 DC11 2,19 34 DC23 3,36
17 DG12 1,78 35 DG24 3,76
18 DG12 1,66 36 DG24 3,71
Média de d para a fita A 2,78 Média de d para afitaB 2,30
Desvio padrao parad na fitaA | 0,74 | Desvio padrdo para d na fita B 0,70
Valor médio de d para toda a estrutura 2,39
Desvio padrao de d para toda a estrutura 0,72

Comparando os valores da tabela acima com os da Tabela 3.43, evidencia-se
gue os valores dos deslocamentos d da Tabela 3.44 além de serem maiores, apresentam
uma média majorada em 4,9 vezes e o desvio padrao dos deslocamentos indica uma nao
uniformidade na deformacgao 5,2 vezes maior. A interpretacao grafica dos resultados da

Tabela 3.44 é representada na Figura 3.8.
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Figura 3.8 Visualizagdo grafica da deformacdo calculada em func¢do da presenga de ligante intercalado
estrutura DNA — LI, tendo como base para comparagdo a estrutura DNA — SL.

A deformagdo acentuada da estrutura do DNA na regido do ligante
intercalado pode ser observada na Figura 3.9, onde o ligante e parte da estrutura do DNA
foram sobrepostas a estrutura sem ligante, utilizada como padrdao. Essa pose permite a
compreensdo de que o maior grau de deformacdo é justificado pelo fato do ligante ao
assumir a posicao intercalada na estrutura de DNA ocupa a posi¢ao original das bases do

DNA sem ligante.

® 1BNA DNA - SL

® 163X DNA-LI

-
=/

Figura 3.9 Visualizagdo grafica do deslocamento dos centroides em fungdo da presenga de ligante
intercalado na estrutura DNA — LI, tendo como base para comparagdo a estrutura DNA — SL, utilizando-se o
software Discovery Studio 3.1™ para visualizacdo. Em destaque ao lado da estrutura é visto o ligante.
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Observa-se na Figura 3.8 que o DNA que possui o ligante intercalado
apresenta uma deformacdo das duas fitas de sua estrutura com uma assimetria mais

acentuada do que aquele que possui o ligante no sulco.

3.3 CAMINHOS ELETROSTATICOS DAS INTERACOES Tt

Segundo alguns pesquisadores (Wintjens, et al., 2000; Cauét et al., 2005;
Hunter e Sanders, 1990), as interacdes Tt contribuem para a conformacao e estabilidade

das proteinas, o que ocorre por meio da relacdo doacdo e recepcdo de cargas

eletrostdticas (Kiviniemi, 2001; Hunter, et al.,, 2001). Com base no resultado do

mapeamento vetorial para cada estrutura analisada, quando as interacbes T sao

identificadas, é possivel elaborar um modelo no qual pode-se visualizar as relacbes de
transferéncia de cargas eletrostaticas em todos os sistemas 7. A Figura 3.10 demonstra

como a presenga de ligantes interfere nos sistemas T, alterando a configuracdo dos

mesmos. As interacdes entre os ligantes e estruturas de DNA foram suprimidas.
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Figura 3.10 Diagrama de transferéncia de cargas eletrostdticas nos sistemas 7T nas estruturas de
DNA. a) DNA — SL; b) DNA — LS e ¢) DNA — LI. Utilizando o software Discovery Studio 3.1™ para
visualizacdo.
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Os deslocamentos dos centroides apontados nas Tabelas 3.42 e 3.43 indicam

as interagcdes TT que ocorrem nas estruturas em funcdo da presenca dos ligantes e podem
permanecer com alteracdo de posicdo espacial ou ainda dar origem a novas interacdes,
conforme disposto nas Tabelas 3.2 e 3.4. A visualizacdo dessas varia¢cOes por tipo de
interacdo, excluidas as dos ligantes, conforme relacionadas nas Tabelas 3.6 a 3.42 sdo
objeto das Figuras 3.11 a 3.20.

Para comparacdo das variacdes das interacdes T por tipo, as existentes para

os dois tipos de ligantes foram sobrepostas as interacdes existentes no DNA sem ligante.
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Figura 3.11 Diagrama de transferéncia de cargas eletrostaticas nas interagdes N7t nas estruturas de DNA. A
presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a referéncia posicional destes. a) DNA —SL; b) DNA—LS e
c) DNA — LI. Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizag3o.

A Tabela 3.45 apresenta o total de interagdes N7t presentes nas trés

estruturas estudadas, ndo sendo computadas as intera¢des envolvendo os ligantes. Estas

interagdes estdo representadas nas Figuras 3.11 e 3.12.
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Tabela 3.45 Comparativo das interagdes N7t identificadas por estrutura de DNA, ndo computadas as
interagOes presentes nos ligantes

_ _ . 1BNA 1G3X 1vzK
Tipo de interagdo T DNA —SL DNA — LI DNA -LS

N7t 88 75 81

a) b)

M 1BNA DNA-SL M 1VZIK DNA-LS M 1G3X DNA-U

Figura 3.12 Sobreposicdo das interagdes NTT das estruturas de DNA com ligantes sobrepostas a estrutura
DNA — SL. A presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a sua posicdo. a) DNA — LS. e b) DNA — LI
Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizaco.
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Estdo contidas na Tabela 3.46 o total de interacdes O "7t presentes nas trés

estruturas estudadas. Estas interacoes estdo representadas nas Figuras 3.13 e 3.14.

Tabela 3.46 Comparativo das interagdes OT identificadas por estrutura de DNA, ndo computadas as
interagOes presentes nos ligantes.

_ ) . 1BNA 1G3X 1vzZK
Tipo de interagdo 7T DNA — SL DNA — LI DNA -LS
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Figura 3.13 Diagrama de transferéncia de cargas eletrostaticas nas interagdes O T nas estruturas de DNA. A

presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a referéncia posicional destes. a) DNA —SL; b) DNA—-LS e
c) DNA — LI. Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizag3o.
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Pode-se visualizar na Figura 3.13 que a distribuicdo uniforme das interacdes

O~Tt ao longo da estrutura do DNA sem ligante é alterada nas demais estruturas nas

regioes adjacentes aos ligantes.
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Figura 3.14 Sobreposicdo das interagdes O Tt das estruturas de DNA com ligantes sobrepostas a estrutura
DNA — SL. A presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a sua posicdo. a) DNA — LS. e b) DNA — LI
Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizaco.
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Na Tabela 3.47 estdo relacionadas o total de interacdes 7T T presentes nas

trés estruturas estudadas. Estas interacGes estdo representadas nas Figuras 3.15 e 3.16.

Tabela 3.47 Comparativo das interagdes 7T identificadas por estrutura de DNA, ndo computadas as
interagOes presentes nos ligantes.
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Figura 3.15 Diagrama de transferéncia de cargas eletrostaticas nas interagdes 7T"'T nas estruturas de DNA. A
presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a referéncia posicional destes. a) DNA —SL; b) DNA - LS e
c) DNA — LI. Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizag3o.
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Embora exista uma auséncia de interacdes Tt na regido dos ligantes, a

forma geométrica das interacGes ao longo das trés estruturas apresenta linhas comuns

(Figura 3.15).
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Figura 3.16 Sobreposicdo das interagdes 7Tt das estruturas de DNA com ligantes sobrepostas a estrutura

DNA — SL. A presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a sua posicdo. a) DNA — LS. e b) DNA — LI

Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizaco.
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Relacionam-se na Tabela 3.48 o total de interacdes C-H Tt presentes nas trés

estruturas estudadas. Estas interacoes estdo representadas nas Figuras 3.17 e 3.18.

Tabela 3.48 Comparativo das interagdes C-H T identificadas por estrutura de DNA, ndo computadas as
interagOes presentes nos ligantes.

_ _ . 1BNA 1G3X 1VZK
Tipo de interagdo 7T DNA = SL DNA — LI DNA - LS
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Figura 3.17 Diagrama de transferéncia de cargas eletrostaticas nas interagdes C-H Tt nas estruturas de DNA.
A presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a referéncia posicional destes. a) DNA — SL; b) DNA — LS
e ¢) DNA — LI. Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizacgo.
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Pode-se constatar na Tabela 3.48 que existe quantitativamente a reducao de

uma interacdo C-H1 para o DNA com o ligante no sulco, a disposicdo dessas interagdes

nao apresenta um padrao de localizagdo comum as trés estruturas (Figura 3.17).

a) b)

M 1BNA DNA-SL M 1VZK DNA-LS M 1G3X DNA-L

Figura 3.18 Sobreposi¢do das interagdes C-H Tt das estruturas de DNA com ligantes sobrepostas a estrutura
DNA — SL. A presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a sua posicdo. a) DNA — LS. e b) DNA — LI
Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizaco.
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Na Tabela 3.49 estdo as intera¢cdes N-H'TT presentes nas trés estruturas de

DNA. Estas interacOes estdo representadas nas Figuras 3.19 e 3.20.

Tabela 3.49 Comparativo das interagdes N-H Tt identificadas por estrutura de DNA, ndo computadas as
interagdes presentes nos ligantes.

_ _ . 1BNA 1G3X 1vzZK
Tipo de interagdo T DNA — SL DNA — LI DNA -LS
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Figura 3.19 Diagrama de transferéncia de cargas eletrostaticas nas interagdes N-H 7T nas estruturas de
DNA. A presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a referéncia posicional destes. a) DNA — SL; b) DNA
— LS e c) DNA— LI. Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizag3o.

A deformacdo causada pela presenca do ligante intercalado na estrutura do

DNA acarreta numa redugdo quantitativa das interagdes superior a 30% em relagdo as
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demais estruturas de DNA, enquanto que a sem ligante e a com ligante no sulco

apresentam padrdes geométricos semelhantes (Figuras 3.19 e 3.20).
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Figura 3.20 Sobreposi¢do das interagdes N-H T das estruturas de DNA com ligantes sobrepostas a estrutura

DNA — SL. A presenca dos ligantes tem como objetivo ilustrar a sua posicdo. a) DNA — LS. e b) DNA — LI
Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizaco.
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3.4 ESTATISTICA DOS PARAMETROS GEOMETRICOS DAS INTERAGOES TT

Ao utilizar o mapeamento vetorial para determinagdo das interagées 7T em
macromoléculas e DNA, além da identificacdo das interacdes vdlidas, os calculos
retornam os valores dos pardmetros geométricos das distancias e angulos dos vetores
distancias relativos aos vetores normais aos planos dos anéis. Estes pardametros servem
também como base para uma andlise estatistica que permite identificar caracteristicas

para cada tipo de interacdo. Esse tipo de andlise foi utilizado inicialmente por Shanthi et
al. (2010) no estudo das interacdes C-H"Tt existentes na cadeia lateral de uma

amostragem de 75 proteinas, onde tabulou o comprimento das interacdes entre os

atomos de hidrogénio e os centroides (Figura 3.21).
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distancias H 7T
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8 8 8 8

Interagdes C-H T (%)

8

Figura 3.21 Representacado grafica da tabulacdo das distancias entre os atomos de hidrogénio e centroides
nas interagdes C-H T da cadeia lateral de proteinas. Extraido de Shanthi et al. (2010).

No Anexo 3.8 foi efetuada a tabulagao dos dados referentes as interagdes T
calculadas para as trés estruturas de DNA estudadas, incluindo as que envolvem os
ligantes. Os resultados incluem a média dos parametros geométricos, o desvio padrao da
amostra e o intervalo na qual estdo concentradas a maioria das medidas obtidas (Figuras

3.22a3.31).
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Comprimento das Interages N ... T
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases

34 Média 3,78A
Desvio padrdo = 0,25A
89 % das interagdes entre 3,384 e 4,15A
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Figura 3.22 Representac¢do grafica da tabulagdo das distancias das interagdes N7 das estruturas 1BNA
(DNA —SL); 1VZK (DNA —LS) e 1G3X (DNA —LI).

Angulo a das Interagdes N ... TT
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases

32
Média=20,06°
Desvio padrdo = 6,09°

28
73,5 % dos angulos entre 14,57° e 29,88°

21

Figura 3.23 Representacgdo grafica da tabulacdo dos angulos entre o vetor distancia e o vetor normal ao

plano do anel aromatico das interagdes N1t das estruturas 1BNA (DNA — SL); 1VZK (DNA —LS) e 1G3X (DNA
— ).
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Comprimento das Interages O ... T
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases
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Desvio padrdo = 0,30A
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Figura 3.24 Representac¢do grafica da tabulagdo das distancias das interagdes O Tt das estruturas 1BNA
(DNA —SL); 1VZK (DNA —LS) e 1G3X (DNA —LI).

Angulo a das Intera¢des O ... TT
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases

Média=19,09°
Desvio padrao=7,20°
74 % dos angulos entre 11,27° e 29,95°
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Figura 3.25 Representagdo grafica da tabulagdo dos angulos entre o vetor distancia e o vetor normal ao

plano do anel aromdtico das interagdes O T das estruturas 1BNA (DNA — SL); 1VZK (DNA —LS) e 1G3X (DNA
—Ll).
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Comprimento das Interagdes Tt ... T
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases
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Figura 3.26 Representacdo grafica da tabulacdo das distancias das interagdes 77T das estruturas 1BNA
(DNA —SL); 1VZK (DNA —LS) e 1G3X (DNA —LI).

Angulo a das Intera¢Ses Tt ... T
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases

21
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Desvio padrdao=5,70°
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Figura 3.27 Representagdo grafica da tabulacdo dos angulos entre o vetor distancia e o vetor normal ao
plano do anel aromdtico das interagdes 7T"'T das estruturas 1BNA (DNA — SL); 1VZK (DNA —LS) e 1G3X (DNA

—L).
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Comprimento das InteragdesC-H... T
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases

Média=3,28R
9 Desvio padrio = 0,31A
75% das interacdes entre 2,90A e 3,68 A

Figura 3.28 Representagdo grafica da tabulagao das distancias das interagées C-H" 7t das estruturas 1BNA
(DNA —SL); 1VZK (DNA —LS) e 1G3X (DNA —LI).

Angulo a das InteragdesC- H ... TT
DNA - 12 PB - Mesma sequéncia de bases

11
Média = 25,20°
Desvio padrdo=4,03°
74 % dos angulos entre 22,75° e 26,55°
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Figura 3.29 Representagdo grafica da tabulagdo dos angulos entre o vetor distancia e o vetor normal ao

plano do anel aromético das interagdes C-HTT das estruturas 1BNA (DNA — SL); 1VZK (DNA — LS) e 1G3X
(DNA —LI).
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Comprimento das InteragdesN -H ... T
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases
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Figura 3.30 Representacdo grafica da tabulagdo das distancias das interagdes N-H Tt das estruturas 1BNA
(DNA —SL); 1VZK (DNA —LS) e 1G3X (DNA —LI).

Angulo a das InteragdesN - H... T
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases

19

Média = 23,85°
Desvio padrao = 5,54°
87,5 % dos angulos entre 18,00° e 29,95° 10
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Figura 3.31 Representagdo grafica da tabulagdo dos angulos entre o vetor distancia e o vetor normal ao

plano do anel aromdtico das interagSes N-H"7t das estruturas 1BNA (DNA — SL); 1VZK (DNA — LS) e 1G3X
(DNA —LI).
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Uma vez sendo conhecidos os valores calculados das distancias das interacdes

T e os angulos a existentes entre o vetor distancia e o vetor normal ao plano do anel, é
possivel efetuar uma comparacdo entre os valores tedricos e os obtidos pelo
mapeamento vetorial para os parametros geométricos estudados. A Tabela 3.50

apresenta os dados comparativos.

Tabela 3.50 Comparativo entre os valores tedricos e os obtidos pelo mapeamento vetorial para os
pardmetros geométricos para as interagdes T, por tipo das estruturas de DNA estudadas

Parametros Tedricos (Tabela 2.2) Valores obtidos pelo mapeamento vetorial
Tipo de Médulo do vetor Angulo entre o vetor Médulo do vetor Angulo entre o vetor
~ A normal e o vetor A normal e o vetor
Interagcdao distancia oA distancia oA
distancia distancia
T 30<d<45A oeP<30° 334<d<4,48A | 449° <o ef<2991°
CH'T 25<d<38A o <30° 2,70<d<3,79A | 14,80° < oL < 29,55°
N-H"TC 25<d<3,8A o <30° 311<d<3,79A | 7,22°<0 <2878
O-H"T 25<d<3,8A o <30° - -
N"TC 32<d<4,5A o < 30° 3,12<d<4,48A | 254°<0<29,88°
0'n 32<d<45A o < 30° 333<d<4,50A | 184°<0<29,55°

3.5 CONCLUSOES DO CAPITULO 3

O mapeamento vetorial efetuado para as trés estruturas de DNA selecionadas
trouxe além dos objetivos previstos inicialmente, outras aplicacdes que geraram

informacgdes ndo disponiveis na literatura. Abaixo estdo relacionadas essas aplicagdes.

— Variagao das interagdes T em fungao da presenca de ligantes;

— Andlise das variagdes das interagdes T por nucleotideo para os DNA
mapeados vetorialmente;
— Identificagdo de interagdes T especificas nos ligantes;

— Mensuracgao da deformacdo do DNA em fungdo da presenca de ligantes;
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— Localizacdo dos caminhos eletrostaticos das interacbes 7T para cada
estrutura de DNA mapeada;
— Estatistica dos pardametros geométricos reais das interacdes T calculados

vetorialmente para as estruturas de DNA estudadas.



Capitulo 4

CONCLUSOES



CAPITULO 4. Conclusées 139

4. CONCLUSOES

Ao publicar seu trabalho sobre a estrutura da mioglobina, Kendrew iniciou
uma nova era para o estudo das macromoléculas, sendo preconizado por ele que a
estrutura tridimensional de uma macromolécula é de suma importancia para a
compreensao da sua funcdo biolégica. Com a evolugdo dos recursos computacionais e a
criacdo do PDB, cuja funcdo é ser um banco de dados colaborativo para depésito de
estruturas tridimensionais de macromoléculas, obtidas principalmente por meio de
experimentos cristalograficos, tornou-se possivel a visualizacdo em tela grafica da
conformacdo espacial destas estruturas. Essa relacdo interdisciplinar entre a biologia,
ciéncia da computacdo, cristalografia e matemdtica tem possibilitado a quimica
supramolecular atender aos seus objetivos quando esta necessita de ferramentas para o
estudo dos arranjos moleculares nos quais a identificacdo de intera¢des ndo covalentes é

um fator preponderante. No escopo destas interagcbes ndo covalentes, estdo as
interagGes T, uma das responsaveis pela conformacdo espacial de macromoléculas e em

particular da dupla hélice do DNA.

Todavia, mesmo com a evolugao dos softwares para a visualizagao grafica das
estruturas cristalinas de macromoléculas e o seu manuseio virtual em tela gréfica, a
identificacdo das intera¢Oes T até o momento deve ser feita de forma manual uma a uma
0 que exige atengao, andlise visual dos parametros envolvidos o que demanda bastante
tempo. Quando se pretende estudar os sistemas bioldgicos, com milhares de atomos,
qualguer processo que seja automatizado, neste caso para a identificacdo e andlise das
interagdes T, vai facilitar a extragdo e analise dos dados procurados.

Como resposta a esse problema, este trabalho apresenta a ideia e
implementacdao do uso de conceitos de algebra linear para efetuar o mapeamento
vetorial para identificar as interagdes T em biomoléculas. A ferramenta computacional

aqui apresentada permite solucionar os inconvenientes identificados acima, servindo
como ponto inicial a acdo do pesquisador e direcionando a sua acdo para as atividades

gue agregam valor a pesquisa. Dessa forma, o usuario pode converter o tempo
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despendido na busca e identificacdo manuais das intera¢cdes T na andlise da influéncia
das interacdes identificadas, de modo automadtico, nas func¢des bioldgicas da
macromolécula.

O fluxograma criado para o processamento matematico dos arquivos

referentes as estruturas cristalograficas depositadas no PDB para determinar as

coordenadas dos centroides dos anéis T (arila) mostrou que além da relacdo de

interacOes T existentes em estruturas de proteinas ou DNA, permite obter com exatiddo
outras informacdes relacionadas a estrutura, como por exemplo, a quantificacdo de uma
deformacdo. Este tipo de informacdo ndo esta disponivel na literatura em funcdo da
inexisténcia de uma ferramenta que pudesse ser utilizada para sua obtencdo. Estas
analises qualitativas e quantitativas relacionadas as intera¢cbGes T, e que podem estar

relacionadas com as propriedades dessas moléculas sdo detalhadas a seguir:

— A contabilidade das interagcGes T existentes em cada estrutura e as variacOes
absolutas e relativas existentes em funcao dos ligantes.

— Para cada interagdo identificada, foram determinados automaticamente o seu
comprimento e o angulo entre o vetor normal ao plano do anel e o vetor distancia ao
atomo envolvido na interagao ou a outro anel e cujo mdédulo é o comprimento dessa
interagao.

— A relagdo desses resultados aplicados a moléculas de DNA permitiu avaliar a
influéncia que os ligantes exercem na conformacao das fitas, pela mensuracdo da
quantidade de cada tipo de interagdao T existente, e quando estas ndao variam
quantitativamente em func¢do da presenca de ligantes, é possivel a constatacdo da
alteragao dos seus parametros geométricos, identificando alteragdes nos angulos o e
comprimentos das interagoes.

— A utilizacdo das coordenadas dos centroides calculados para cada anel aromatico
existente em cada base das estruturas estudadas como referéncia posicional permitiu
a mensuracao e visualizacdo em tela grafica do grau deformacdo que o ligante induz

na geometria da molécula.
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— Deve ser destacado que pela primeira vez essa deformacdo foi mensurada e foi,
entdo, possivel constatar que esta ndo é uniforme em ambas as estruturas de DNA
com ligante, ou seja, cada fita da estrutura apresenta um grau de deformacdo
diferente.

— Outro resultado obtido foi que, uma vez quantificadas as deformacdes existentes,
utilizando como referéncia as coordenadas dos centroides dos anéis aromaticos, foi
possivel efetuar uma andlise estatistica destas e assim concluir que para a estrutura
com o ligante intercalado o grau de deformacdo é maior do que o apurado para a

estrutura que possui o ligante no sulco.

— Uma vez obtida a relacdo de todas as intera¢Oes T determinadas pelo mapeamento
vetorial, foi possivel transforma-la em um conjunto de dados estatisticos no qual as
variaveis quantitativas utilizadas foram os elementos envolvidos na interacdo e os
angulos e comprimentos das interacOes para cada tipo de interacdo 7.

— Dessa forma, para cada tipo de interacdo foi possivel efetuar uma analise estatistica e
avaliar a distribuicdo das frequéncias de angulos e distancias. Em funcdo dos
histogramas obtidos e medidas de dispersdo foi possivel constatar que ndo existe um
padrdao comum tanto para os comprimentos das interagdes quanto para seus
angulos.

— Com base na amostra de dados referentes aos angulos e distancias das interagGes
identificadas foi possivel efetuar uma comparagao com os parametros geométricos
tedricos obtidos no trabalho de pesquisa, estando os resultados obtidos contidos nos

intervalos tedricos.

Assim, os resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho mostram a
utilidade do mapeamento vetorial para a pesquisa das intera¢des supramoleculares que
envolvem sistemas aromaticos e justificam a continuidade da pesquisa de forma a
transformar o fluxograma desenvolvido em um software que possa ser utilizado como

ferramenta de pesquisa. Esse software, além de automatizar o trabalho de identificacdo

das interagdes T com exatidao, reduzindo o tempo da pesquisa e proporcionando ao

pesquisador um aumento da sua produtividade, permitira o acesso a informac¢des que até
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o presente momento ndo eram disponiveis. Por fim, este trabalho vem a preencher uma
lacuna existente até este momento no campo da pesquisa de uma das interacdes

eletrostaticas importantes em macromoléculas.
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Anexo 3.1

Anexo 3.2

Anexo 3.3

Anexo 3.4

Anexo 3.5

Anexo 3.6

Anexo 3.7

Anexo 3.8

Anexo 3.9

Anexo 3.10

Anexo 3.11

Anexo 3.12

Anexo 3.13

Anexo 3.14

1GRA MOL2 - MAPEAMENTO DE INTERAGOES 7

DNA-SL 1BNA - MOL2 - H PROTEINAS ATOMOS-CENTROIDES
DNA-SL 1BNA - MOL2 - ATOMOS-CENTROIDES

DNA-LS 1VZK - MOL2 - H PROTEINAS ATOMOS-CENTROIDES
DNA-LS 1VZK - MOL2 - ATOMOS-CENTROIDES

DNA-LI 1G3X - MOL2 - H PROTEINAS ATOMOS-CENTROIDES
DNA-LI 1G3X - MOL2 - ATOMOS-CENTROIDES

Tabulagdo e Estatistica DNA

Estruturas de DNA com interagbes 7T

Estruturas de DNA com interagbes 7T sem as do ligante
Estruturas de DNA com interagdes 7T por tipo com ligantes

Estruturas de DNA com interag¢bes 7T por tipo sem ligantes
Deslocamento das coordenadas dos centroides - base DNA sem ligante

Estruturas de aminodcidos e bases do DNA com a identificagGo dos dtomos
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