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RESUMO

O foco principal deste trabalho foi o de estudar dois tipos de intera¢des nao
covalentes: as interagdes 1 e as ligagcdes de hidrogénio. Este tipo de estudo é necessario
guando se quer analisar, por exemplo, complexos enzima-ligante ou DNA-ligante. Com o
auxilio dos programas de visualizacdo gréfica o pesquisador termina analisando, em geral,
apenas uma parte da molécula bioldgica em questdo. Um estudo mais completo torna-se
mais dificil dada a quantidade de atomos e interacGes existentes em moléculas bioldgicas.
Assim, foi desenvolvido um algoritmo que permite avaliar todas as interagdes nao
covalentes m e ligacdes de hidrogénio existentes sejam intra ou intermoleculares,
obtendo todas as distancias, angulos e atomos envolvidos, utilizando parametros pré-
definidos ou parametros definidos pelo pesquisador. As interacdes assim obtidas podem
ser visualizadas com um programa grafico externo. Assim, foi desenvolvida a ferramenta
computacional denominada WIM (Weak Interaction Mapping) que transformou o
mapeamento vetorial em ferramenta de pesquisa. A automatizacdo do processo por meio
do software WIM para a pesquisa das intera¢gdes ndao-covalentes permitiu estudar uma
série de estruturas de DNA com e sem ligantes e verificar a existéncia de determinados
padrdes gerados por este tipo de interagdes, bem como estudar detalhadamente as
deformacdes introduzidas pelos ligantes em diferentes estruturas de DNA. O software
WIM recebeu parecer favordvel no processo de prote¢cdo ao programa, Processo Aln PC

2017/004 —UFSCar, em 28/06/17.

Palavras-chave: mapeamento vetorial, intera¢des m, interacOes eletrostaticas, ligacGes de
hidrogénio.
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ABSTRACT

The main focus of this work was to study two types of non-covalent
interactions: i interactions and hydrogen bonds. This type of study is necessary when one
wants to analyze, for example, enzyme-ligand or DNA-ligand complexes. With the help of
graphic visualization programs the researcher ends up analyzing, in general, only part of
the studied biological molecule. A more complete study becomes more difficult given the
amount of atoms and interactions in biological molecules. Thus, an algorithm was
developed to evaluate all non-covalent it interactions and hydrogen bonds present, being
intra or intermolecular, thus obtaining all the distances, angles and atoms involved, using
predefined parameters or parameters defined by the researcher. The interactions so
obtained can be viewed with an external graphic program. Thus, the computational tool
called WIM (Weak Interaction Mapping) was developed, transforming the vector mapping
into a research tool. The automation of the process using WIM software to investigate the
non-covalent interactions made possible to study a series of DNA structures with and
without ligands, and to verify the existence of certain patterns generated by this type of
interactions, as well as to study in detail the introduced deformations by the ligands in
different DNA structures. The WIM software received a favorable opinion in the process

of protection of the program, Process Aln PC 2017/004 -UFSCar, on 06/27/2017.

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

analysis of T interactions.
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O objetivo deste capitulo é proporcionar uma visdo geral sobre a pesquisa

desenvolvida. Efetuou-se uma revisao bibliografica a respeito dos conceitos inerentes a

duas interagdes ndao covalentes especificas: as interagdes 7T, mostrando sua tipologia e
caracteristicas especificas e as ligacdes de hidrogénio. Para ambos os casos, além da

exposicao das suas relevancias para os sistemas biolégicos, sdo mostrados os parametros

geomeétricos para que tanto as interagées 7t quanto as ligagdes de hidrogénio possam existir.
Uma vez conhecendo estas duas interagdes ndo covalentes e seus respectivos parametros,
serd explanado o conceito do mapeamento vetorial criado pelo autor durante a sua

pesquisa de mestrado.

1 INTERAGCOES NAO COVALENTES

Segundo Lehn (1995), a quimica supramolecular consiste no estudo dos
arranjos moleculares e ligacbes intermoleculares que geram moléculas de grande
complexidade, resultantes da associacdo de duas ou mais espécies quimicas unidas por
forcas ndo-covalentes intermoleculares. Dentro deste contexto, desde 1995, o Laboratério
de Cristalografia, Estereodinamica e Modelagem Molecular (Zukerman-Schpector, J.;
Caracelli, I.; Haiduc, I., 2012) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo
Carlos e o BioMat - Grupo de Fisica Tedrica de Materiais e Biomoléculas (Caracelli,
Zukerman-Schpector e Araujo-Moreira, 2012) do Departamento de Fisica da Universidade
Federal de S3o Carlos estudam estas interacdes em biomoléculas e interacdes receptor-
farmaco, com trabalhos envolvendo proteinas ( Cunha, R. L. O. R. et al., 2006; Vega-Teijido,
M.; Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J., 2006; Caracelli, I. et al, 2010; Caracelli, Zukerman-
Schpector e Tiekink, 2012) e também com estruturas de DNA (Seng et al., 2008; Seng et al.,
2010; Sacco, 2013; Caracelli, I. et al., 2014; Caracelli, I. et al., 2015; Sacco, A. C. S. et al.,
2016).
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1.1 FORGAS ELETROSTATICAS

As interacOes ndo covalentes sdo de natureza eletrostatica e 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 posi¢do das particulas no sistema (Ermondi e Caron, 2006; Sacco, 2013). Ja as
forgas eletrostaticas combinadas envolvem as forgas eletrostaticas simples e fen6menos

guanticos, sdo exemplos destes tipos de interacoes as ligacdes de Hidrogénio e os sistemas

T (Tabela 1.1).

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

Categoria Classificacdo e energia aproximada por interagdo

Entre o Hidrogénio e &tomos com baixa

L ) L eletronegatividade
LigagGes de Hidrogénio - — - 4 a 60 kl.mol?
Entre o Hidrogénio e &tomos com alta

eletronegatividade

Face a face

1
Paralela — deslocada 5a 80 kJ.mol

Envolvendo sistemas T Em forma de “T”

" até 50 kJ.mol?
Cation ~ 1T

1.1.1 INTERACOES T

A existéncia de uma interacdo T estd relacionada a presenca de anéis
aromaticos e/ou heteroaromaticos do ligante que interagem com as cadeias laterais de
aminodcidos ou seus anéis e também (Meyer et al., 2003; Tiekink e Zukerman-Schpector,
2011) na manutencdo da estrutura do DNA, tanto pela interagcdo entre as suas bases como
também com eventuais ligantes (Mignon et al., 2005; Ermondi e Caron, 2006; Seng et al.,

2008; Tewari e Dubey, 2008). Diferentemente das ligacGes covalentes cujas distancias

envolvidas n3o ultrapassam os 2,0A, as interagdes T apresentam requisitos geométricos

mais complexos (Kiviniemi, 2001; Babu, 2003) que além de possuirem distancias maiores,
incluem o angulo entre a interacdo e o plano do anel (Babu, 2003; Caracelli, Zukerman-

Schpector e Tiekink, 2012), angulo esse ndo superior a 30°. Ainda conforme Sacco (2013),
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estas interacdes, por possuirem a origem no centroide do plano do anel, também sao

caracterizadas por sua direcionalidade. A configuracdo tipica de uma interacdo 7t pode ser

visualizada na Figura 1.1, onde sdo apresentados os parametros que foram utilizados na

caracterizagao de uma interagao Tt.

Cg:
X:
Vi:

Va:

centroide do anel;
atomo ou centroide envolvido na interacdo T ;
vetor normal ao plano do anel, com origem no centroide;

vetor que vai do centroide ao dtomo sujeito a interagdo T ou um outro
centroide;

modulo de V2 ou a distancia do centroide ao dtomo sujeito a interagao 7T ou
um outro centroide;

angulo entre V, e o vetor normal (V1).

X
A
A
V, !
Cg

Figura 1.1 Representacdo esquematica dos parametros geométricos envolvidos em uma interagdo
7, adaptado de Caracelli, Zukerman-Schpector e Tiekink, 2012.

Segundo Sacco, Caracelli e Zukerman-Schpector (2010) e outros autores (Meyer

et al., 2003; Ermondi e Caron, 2006; Shaikh e Jayaram, 2012), a compreensdo das interagdes

T é fundamental para a pesquisa e desenvolvimento de farmacos pela compreensdo das

interacdes entre proteina-ligante e DNA-ligante e também a sua fun¢do como estabilizadora

das estruturas de biomoléculas (Mcgaughey et al., 1998; Wintjens et al., 2000; Sherrill et

al., 2009; Shanthi et al., 2010).
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1.1.2 TIPOS DE INTERAGOES 7T

Conforme exposto anteriormente, os sistemas 7, além da posi¢do relativa dos
anéis na interacgdo, sofrem influéncia dos &tomos ou heterodtomos préximos (Meyer et al.,
2003; Ermondi e Caron, 2006). A atracdo eletrostatica exercida por atomos carregados
positiva ou negativamente ou o alinhamento de dipolos que estejam localizados em
posicdes espaciais especificas polarizam a nuvem eletrénica do anel aromatico, formando
um dipolo induzido, este fendmeno pode ser observado na Figura 1.2 (Hunter e Sanders,

1990; Hunter et al., 2001; Sacco, 2013).

Figura 1.2 Representacdo esquemadtica de uma tirosina e sua interacdo m, com o dipolo da nuvem
eletrénica sendo induzido em funcdo de uma carga, elaborado pelo autor utilizando visualizador grafico
Discovery Studio 3.1™ (Sacco, 2013).

Dentro deste contexto, segundo Tewari e Dubey (2008), as interacbes mais
comuns nos sistemas bioldgicos sdo as 77, O-H-1, N-HTT e cationT, sendo que incluem-

se nesse grupo, conforme Imai (Imai et al., 2009), as interagées O-7t e N-Tt. A seguir, de
forma sucinta, serdo mostradas as caracteristicas dessas interacées. Considerando-se que
para sua existéncia as interacbes T sejam dependentes de anéis aromadticos, em
biomoléculas estdo associados aos aminodacidos Fenilalanina (Phe), Histidina (His),
Triptofano (Trp) e Tyrosina (Tyr), e ainda as bases do DNA: Adenina (DA), Citosina (DC),
Glutamina (DG) e Timina (DT). Podem ainda estar presentes em ligantes que possuam anéis

aromaticos, (Mcgaughey et al., 1998).
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1.1.3 INTERAGOES O-H--*Tt, N-H-**TC e C-H-**TC

E possivel tratar a interagdes X-H+**TT como sendo interagdes onde a nuvem
eletronica do anel aromatico (aceptor) interage com um atomo de hidrogénio de um grupo
doador X-H (sendo X = 0O, N, S), de forma andloga ao que ocorre nas ligacdes de hidrogénio
(Tsuzuki et al., 2000; Sherrill et al., 2009; Mohan et al., 2010; Nishio, 2011; Nishio et al.,
2012). Todavia, conforme observado por Nishio (2011), as interagdes N-H-7T e O-H~T sdo
mais fracas do que as ligacOes de hidrogénio e ainda de acordo com Mohan e colaboradores
(2010), essas interacles, juntamente com as interacbes C-H-7, sdo responsdveis pela
estabilizacdo das proteinas e para efetuar o reconhecimento bioldgico. Exemplos destas

interagdes sao ilustrados nas Figuras 1.3, 1.4 e 1.5.

Figura 1.3 Representagao gréfica de uma interagdo N-H-TT entre duas bases de uma molécula de DNA
imagem gerada a partir de dados cristalograficos por (Malinina et al., 2002), utilizando o software
Discovery Studio 3.1™, extraido de Sacco (2013).
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SER119

TYR115

Figura 1.4 Representacdo grafica de uma interagdo O-H~TT em uma cyclooxygenase-2, imagem gerada a
partir de dados cristalograficos (Kurumbail et al., 1996) com a utilizagcdo do software Discovery Studio
3.1™, extraido de Sacco (2013).

Figura 1.5 Interagdo C-H~TT entre duas bases de uma molécula de DNA, imagem gerada a partir de dados
cristalogréaficos (Drew et al., 1981), com a utilizacdo do software Discovery Studio 3.1™, extraido de Sacco
(2013).
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1.1.4 INTERAGOES CATION--*TT, O--*TC e N--*7TT em ANEIS AROMATICOS

Conforme exposto por Pinheiro e coautores (Pinheiro et al., 2017), interacbes
nado covalentes do tipo CationT ocorrem entre os anéis aromaticos (sistema T) e cations

ou grupos positivamente carregados em sua adjacéncia. Segundo a literatura (Ma e
Dougherty, 1997; Gallivan e Dougherty, 1999; Dougherty, 2007; Du, Long, et al., 2012; Du,
Meng, et al.,, 2012), em meios bioldgicos estas interacdes 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), além de todos os cations metdlicos, como por exemplo do
Potéssio (K*), Sddio (Na*) e Calcio (Ca%*). Além dos cétions citados, em trabalhos de grande
repercussdo, Zukerman-Schpector (Zukerman-Schpector e Haiduc, 2002; Tiekink e
Zukerman-Schpector, 2009a; b) identificou esse tipo de interacdo em estruturas que
contém os elementos Arsénio (As), Teltrio (Te), Chumbo (Pd) e Ouro (Au) e também da
mesma forma, Caracelli (Caracelli, Zukerman-Schpector e Tiekink, 2012) identificou o

Selénio (Se).

Responsdveis pela estrutura secunddria das proteinas e também pela sua
interacdo com ligantes e farmacos, estando atuando também na estabilizacdo do DNA, o
fenbmeno que dd origem a essas interacOes baseia-se na nuvem eletronica do anel
aromatico (Figura 1.6) atuando como doador de elétrons e assim, interagindo com a carga
positiva do cation (Ma e Dougherty, 1997; Gallivan e Dougherty, 1999; Wintjens et al., 2000;
Michael Gromiha et al., 2004; Dougherty, 2007; Du, Meng, et al., 2012; Pinheiro et al.,
2017).

Figura 1.6 Nuvem eletrbénica de um anel aromatico que atua como doadora de elétrons para uma interagdo
cation—m, sendo a regido eletronegativa de coloragdao vermelha. Extraido de Dougherty (2007).
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A representa¢do esquematica de uma interagdo cation—7 é mostrada na Figura

1.7.

Figura 1.7 Esquema de uma interagdo cationm, representando-se um cation genérico posicionado sobre
a face de um anel de benzeno (Pinheiro et al., 2017).

Segundo Zhang (Zhang et al., 2011) e colaboradores as interagdes N7t (Figura

1.8) e O~ (Figura 1.9) também sdo consideradas como interagdes CationT, pois nesses

casos, o nitrogénio e oxigénio sao elétron deficientes.

Figura 1.8 Representacdo grafica de uma interagdo N7t entre as bases G 12 e G 14 de uma molécula de
DNA, imagem gerada a partir de dados cristalograficos (Drew et al., 1981) e com a utiliza¢gdo do software
Discovery Studio 3.1™, extraido de Sacco (2013).
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HIS219

Figura 1.9 Representagdo grafica de uma interagdo O~T entre a HIS219 e a PHE248 de glutationa
reductase, imagem gerada a partir de dados cristalograficos (Karplus e Schulz, 1989) e visualizada com a
utilizacdo do software Discovery Studio 3.1™, extraido de Sacco (2013).

1.1.5 INTERACOES TT--*TCT

Embora a literatura (Meyer et al., 2003) refira-se a trés tipos de interacbes T,
sendo estas as interacdes T face a face, interacdes T paralelas-deslocadas e as interacdes
7T em forma de “T”, conforme ilustrado na Figura 1.10, podendo-se considerar que as

interagdes 7T em forma de “T” sdo na realidade uma interagdo C-H-Tt (Levitt e Perutz, 1988;
Cunha et al., 2006; Birchall et al., 2011), sendo que no caso desta ultima, o carbono ligado

ao hidrogénio ndo pertence a um anel, Meyer et al. (2003).

il
%%%

(a)

Face a face Paralelo-deslocada Em forma de “T”

Figura 1.10 Representagdes gréficas dos tipos de interagdo 7 T: (a) face a face, (b) paralela-deslocada, (c)
forma de “T”. Adaptado de Singh (Singh et al., 2009) e Sherril (Smith et al., 2008; Sherrill et al., 2009) .
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Conhecendo essas informacgdes, devem ser consideradas que para o estudo das

interacbes T face a face e face-deslocada, sdo utilizados os parametros geométricos

esquematizados na Figura 1.11 (Janiak, 2000; Meyer et al., 2003; Tomic et al., 2006).

dec: Distancia existente entre os centroides dos anéis aromaticos A e B;
Y angulo existente entre o vetor normal ao plano do anel A e dc;
B : angulo existente entre o vetor normal ao plano do anel B e dc-c.

: )
>

Figura 1.11 Parametros geométricos para as interagdes 1. Adaptado de Tomic et al. (2006).

A Figura 1.12 mostra um exemplo de uma interagdo T...7T em meio bioldgico,

segundo pesquisa efetuada pelo autor para a sua dissertacao de mestrado (Sacco, 2013).

DT19

Figura 1.12 Representagdo grafica de uma interagdo 707 entre as bases DA 18 e DT 19 de uma molécula com a
imagem gerada a partir de dados cristalograficos (Drew et al., 1981) e com a utilizacdo do software Discovery Studio
3.1™, extraido de Sacco (2013)
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1.1.6 PARAMETROS GEOMETRICOS DAS INTERAGOES TC

Como resultado da sua pesquisa, Sacco (2013) obteve em trabalhos de diversos

pesquisadores os parametros geométricos tedricos para as principais interagdes

T abordadas nos itens 1.1.2, 1.1.3, 1.1.4 e 1.1.5, os quais sao agrupados na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 Parametros geométricos tedricos para as interagdes T, por tipo,

segundo Sacco (2013)
Tioo de Interacio Médulo do vetor Angulo entre o vetor normal e
P ¢ distancia (A) o vetor distancia (°)

T 3,0<d<45 oeP<30

C-HTT 2,5<d<338 o <30

N-H"TC 2,5<d<3,8 a<30

O-H"TT 2,55d<3,8 0. <30
N“TT 3,2<d<4,5 o <30
0Tt 3,2<d<4,5 a <30

Dessa forma, para que uma interagcdo 7T possa ocorrer, a localizacdo dos dtomos
ou centroides com relacdo ao plano do anel de onde tem origem essa interacdo nao

covalente, deve necessariamente atender aos parametros estipulados na tabela acima.

1.2. LIGACOES DE HIDROGENIO

A ligacdo de hidrogénio é uma interagdao fundamental para a conformacao da
estrutura do DNA e as estruturas secundarias e tercidrias de proteinas (Figura 1.13),
contribuindo para que estas sejam estabilizadas (Pauling et al., 1951; Kollman e Allen, 1972;

Steiner e Koellner, 2001).
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b) Hydrophobic
interactions
Polypeptide
backbone
o\
I Hydrogen

HO _‘[: bond

CH, —S—S—CH,
Disulfide bridge

~ »A _c—'\ =

lonic bond

——

“0

ET

B Pleated sheel>

Figura 1.13 Representac¢do esquemadtica das ligagGes de hidrogénio nas estruturas secundaria (a) e terciaria
(b) das proteinas, extraido de BIT 603 (Caracelli e Zukerman-Schpector, 2010).

E importante ressaltar que estas interacdes ndo covalentes tornaram-se
notdrias apods a publicacdo do trabalho Molecular structure of nucleic acids (Watson e Crick,
1953) onde pela primeira vez foi descrito o seu papel funcional nas estruturas de DNA e

devido a isso, conforme denominado por Kool (Kool, 2001), sdo conhecidas como Watson-

Crick hydrogen bonding e representadas na Figura 1.14.

Thymine
Adenine i E : :
Hydrogen
bonds
Guanine / Cytosine

Figura 1.14 Representa¢do esquematica das Watson-Crick hydrogen bonding nas ligagdes entre fitas do
DNA efetuada pelos pares de bases G-C e A-T, (Lindberg et al., 2017).



CAPITULO 1. Introdugdo 31

Segundo Ermondi e Caron (2006), estas interacdes ocorrem quando um atomo
(aceptor) interage com um atomo de hidrogénio ligado covalentemente a um segundo
atomo eletronegativo (doador), sendo essa interacdo potencializada em funcdo das
dimensdes do dtomo de hidrogénio que permite a proximidade da interagdo entre dipolos
e cargas. Segundo Steiner (Steiner, 2002), considerando a configuracao X-H A, o par X-H é

o aceptor de elétron e A o doador, a Tabela 1.3 mostra ambos os grupos.

Tabela 1.3 Aceptores e doadores de elétrons em ligagdes de hidrogénio,
(Aakeroy e Seddon, 1993)

Aceptor de elétron X-H Doador de elétron A
C-H C=C,C=C(, arenes
N-H N
P-H P
O-H o
S-H F
F-H S
Cl-H cl
Br-H Br
I-H |

1.2.1 PARAMETROS GEOMETRICOS DAS LIGACOES DE HIDROGENIO

Tal qual as interagdes T, essas interagdes ndo covalentes sao dependentes de

parametros geométricos especificos (Figura 1.15).

d,

O

i

Pl ¢
A

Figura 1.15 Representacdo esquematica de uma ligacdo de hidrogénio, considerando como doador o
atomo ligado ao hidrogénio e aceptor um segundo dtomo ou centroide. Extraido de Ermondi e Caron
(2006).
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Tabela 1.4 Parametros geométricos das ligagdes de hidrogénio representados
na Figura 1.13, adaptado de Ermondi e Caron (2006)

Parametro Valor
ds 2,58 <d3<3,2A
¢ 130° < ¢ <180°

Os valores dos demais parametros, sdao funcdes de valores relacionados ao
comprimento da ligacdo covalente (d1) e (d2) de distancia préximo a soma dos raios de van
der Waals, (Kollman e Allen, 1972). O entendimento destes parametros geométricos serd

util para a compreensdo dos conceitos envolvidos no Mapeamento Vetorial.

1.3 O MAPEAMENTO VETORIAL

O conceito do Mapeamento Vetorial é decorrente de uma demanda
identificada na resolucdo de um exercicio da disciplina BIT 603 (Caracelli e Zukerman-

Schpector, 2009), onde, utilizando o visualizador grafico Discovery Studio 3.1™ ( Accelrys,

2012), deveriam ser identificadas em tela grafica as interagbes 7T existentes em uma
estrutura cristalografica e obter para estas, as informagdes dos parametros identificados
anteriormente nas Figuras 1.1 e 1.11. Embora a biomolécula selecionada possuisse poucos
atomos, a sua visualizacdo na tela de um monitor exibiu uma imagem saturada (Figura
1.16), fazendo com que o processo de busca fosse trabalhoso e sujeito a erro humano. A
necessidade de melhoria desse processo mostrou ser um fato instigante e algumas semanas
depois, a perspectiva da utilizacdo de conceitos de Algebra Linear, especificamente
operagles com vetores, passaram a ser consideradas promissoras. Com o conhecimento de
gue as estruturas cristalograficas depositadas em bancos de dados (Embl-Ebi, 1995; Berman
etal., 2000; Berman et al., 2001; Berman et al., 2007; Jersey, 2012) possuem a caracteristica

de apresentar a posi¢do de seus atomos por meio de coordenadas espaciais onde a posicao
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de um dtomo € P(x,; ¥,; Zp), facilitou a utilizagdo do calculo vetorial para o processamento

dos parametros geométricos dessas interagées ndo covalentes.

Figura 1.16 Representacgdo grafica uma enzima, cuja imagem foi gerada a partir de dados cristalograficos (Scolnick
et al., 1997), utilizando o software Discovery Studio 3.1™.

Um exemplo de um arquivo disponivel no PDB, porem com o formato do seu

arquivo alterado para mol2?, onde sdo disponibilizadas as coordenadas x, y e z de cada

1 Os arquivos disponiveis no PDB possuem a extens3o ”.pdb”, em func¢do da conveniéncia do
usuario e com a utilizagdo de visualizadores graficos, podem ser alterados para outros formatos (mol2, dsv,
tif, jpg, dentre outros).
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atomo pode ser observada na Tabela 1.5, esse tipo de padrdo possibilitou a evolugdo do
conceito do Mapeamento Vetorial para a determinagao de interagdes ndao covalentes e

dependentes de parametros geométricos (Sacco, 2013).

Tabela 1.5 Coordenadas espaciais da Tyr 23 existente na estrutura cristalografica de uma glutationa
redutase (Karplus e Schulz, 1989), adaptado de Sacco (2013)

F;(;f:fc?:: Atomo Coord;nada Coord;nada Coordzenada Tipologia aPr:?:wf:ci(:clj(()) Aminoécido
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 C.2 6 TYR23
77 0} 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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1.3.1 OPERAGOES COM VETORES

Os vetores sdo muito utilizados na resolucdo de cdlculos nas Ciéncias Exatas,
pois estdo associados a grandezas que necessitam de médulo, dire¢do e sentido para serem
completamente especificadas (Menon, 2009). Dessa forma, as opera¢des com vetores sdo
utilizadas pela Algebra Linear para equacionar problemas trigonométricos associados a
essas grandezas. No caso do estudo das biomoléculas pode ser utilizado como base de um
algoritmo para localizar e identificar tanto as interagdes 7 ou as ligagdes de hidrogénio em

funcdo de varidveis de contorno ou caracteristicas espaciais, conforme exposto nas Tabelas

12e1l4.

1.3.2 O CALCULO VETORIAL APLICADO AS BIOMOLECULAS

Nos préximos dois itens, serdo mostrados de forma abreviada como utilizar o
calculo vetorial para localizar e identificar as interacdes ndao covalentes abordadas nessa

pesquisa.

1.3.2.1INTERACOES Tt

Considerando que uma interacdo T tem origem no centroide de anéis
aromaticos, conforme abordado nos itens 1.1.1 a 1.1.6, este centroide deve ser conhecido
e a sua coordenada C(x.; ¥.; Z.), calculada. Como ja é de conhecimento que os dtomos de
uma estrutura cristalografica sdao representados por coordenadas, essa tarefa pode ser

executada da forma a seguir:

Clx; e ; 2c ) =[ Pi(X1;y1;21) + Pa(X2;y222) + P3(X3;y3;23) + ...+ Pa(Xn;ynizn) ] /n (1.1)

Onde: Xc&= (X1+Xa+X3+...#Xn)/N; Yc= (Y1+Y2+Ys+...+Yn)/n € 2= (z1+22+23+...420) /N
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Conforme a Equacgao 1.1, C é a coordenada do centroide resultante da média
aritmética das coordenadas xn, yn € z,, podendo os valores de n variarem de 5 ou mais

atomos, conforme exemplificado na Figura 1.15.

C5 = Média (CG; CD2; CE2; NE1; CD1)

C6 = Média (CD2; CE3; CZ3; CH2; CZ2; CE2)

Figura 1.17 Localizagdo dos dtomos envolvidos no cdlculo dos centroides de um triptofano. Imagem obtida
a partir de estrutura cristalografica (Karplus e Schulz, 1989) visualizada utilizando o Discovery Studio 3.1™,
Extraido de Sacco (2013).

Uma vez conhecida a coordenada do centroide, utiliza-se esta coordenada
como sendo um ponto fixo e utiliza-se a Equac¢ado 1.2 para calcular as distancias do centroide

a todos os demais atomos e centroides da biomolécula.

v(xy;2) = AB = (X2; Y25 22) — (X1, Y15 21)

—

~ V=AB = (x3 — X1;¥2 — Y1, Z2 — Z1) (2.2)
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Assim sendo, um vetor? ¥ = AB, possui a sua origem no centroide e

extremidade em um dtomo ou centroide da estrutura
V(x;y;2) = AB = (X2;¥2;22) — (X1;¥1;Z1)

.~ V=A4B = (X2 —X1;Y2 — Y1, 22 — Z1) (1.2)

Caso fosse possivel visualizar esses vetores com origem no centroide, aimagem

seria semelhante a Figura 1.18.

~ \ \ 4

o
“!’/

L3

Yo(

>

L

Figura 1.18 Representac¢do 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
gerada a partir de dados cristalograficos (Karplus e Schulz 1989), e visualizada com a utilizacdo do software

Discovery Studio 3.1™.

2 Definicdes detalhadas sobre vetores encontradas em livros de algebra linear. Por exemplo,
veja Steinbruch (1987) e Leithold (1994).
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Todos os vetores obtidos para devem ser armazenados para que possam ser

calculadas o comprimento das interacdes 7. Conforme a Tabela 1.2, em atencdo aos

parametros geométricos para as interagdes T, interessam-nos distancias entre o centroide

de origem e demais coordenadas que atendam a 2.5A < d < 4,5A. Para que essa distancia

—

seja obtida, utiliza-se a equacdo 1.3 a qual determina o médulo do vetor v = AB .

IVl = ||Z§|| = (x2 —x1)% + (¥2 — ¥1)? + (25 — 21)? (1.3)

Os médulos dos vetores que atendem a 2.5A < d < 4,5A, s3o preservados para
calculos posteriores e os demais descartados. Em continuidade, sabendo-se que para que
ocorra uma interacdo entre um centroide e um dtomo ou outro centroide, além destes
) \ e A . o o — =
Ultimos estarem a uma distancia 2.5A <d <4,5A, o vetor v = AB deve formar com o vetor
normal ao plano do anel um angulo a < 30°. Considerando-se que trés pontos quaisquer
formam um plano, ao serem selecionadas as coordenadas de trés dtomos pertencentes ao

anel aromatico, é possivel representar vetorialmente o plano desse anel (Figura 1.19).

N (vetor normal)

—

v=A

—

u=A4

Figura 1.19 Determinacdo do vetor normal ao plano do anel aromatico de residuo de aminoacido tirosina.
Imagem obtida a partir da estrutura cristalografica (Karplus e Schulz, 1989) e visualizada utilizando o
Discovery Studio 3.1™, extraido de Sacco (2013).

Conhecidas as coordenadas referentes aos pontos A, B e C, sdo obtidos os

—

vetores V= AB = (x1;y1;21) e U = AC = (x9; ¥2; Z5) pertencentes ao plano do anel
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7. . 7’ —> Ve .
aromatico, o que permite o calculo do vetor normal ao plano (n), o qual é o determinante

de uma matriz quadrada de 3 colunas por 3 linhas, calculado pela Equagdo 1.4.

= [(y122) — 2 2T+ [(21 %5) — (22 2)]j + (1 72) — (%5 ¥k (1.4)

Considerando que cada centroide estd situado no plano do anel aromdtico e

perpendicular a este plano estd o vetor 7, calculado pela Equac3o 1.4, como consequéncia,
é obtido o0 dngulo ol (Figura 1.20) existente entre os vetores 7 e ¥, o qual é fornecido pela

Equacdo 1.5 (Steinbruch, 1987).

Figura 1.20 Determinac3o do dngulo ¢ entre o vetor normal 7 ao plano 7t formado pelo anel aromatico e
o vetor distancia ¥ com base na estrutura de uma tirosina. Imagem adaptada de Steinbruch (1987) sobre
estrutura cristalografica (Karplus e Schulz, 1989) e visualizada utilizando o Discovery Studio 3.1™, extraido

de Sacco (2013).

|_) |

vA
[B].I7

. . . 1 |vm
sina = ,assim sendo, a = sin~! lﬁ—ﬁ[ (1.5)
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Uma vez reconhecida a importancia dos calculos referentes a determinacao das
coordenados dos centroides, do médulo do vetor distancia v, do vetor normal ao plano 1
e do angulo a entre estes vetores, fica evidente a necessidade de utilizacdo de recursos
computacionais para efetuar as todas as operagdes matematicas necessarias, uma vez que
a quantidade de combinacdes centroide-dtomo e centroide-centroide afetam
geometricamente o volume dos cdlculos envolvidos, os quais em proteinas podem
ultrapassar 14 mil &tomos. Em sua pesquisa, Sacco (2013) utilizou com sucesso a planilha
eletronica Microsoft Excel (Microsoft.Com, 2012) para realizar de forma semiautomatica os

calculos acima descritos, conforme o fluxograma da Figura 1.21.

£
{ LOCALIZACAO DE
INTERAGOES Pi

OUTROS LOCAIS = l A
{ BUSCAR
(Computador, HD INTERNET PDB \ ARQUIVO
externo)

- L
. ARQUIVO / %
CONVERTIDO | CORERSAD,
A para MOL2
MOL2 z

~

/ 1]
/! ROTINAPARA

Locauzacio BD ANEIS
\_ DOS ANEIS

(’ cALCULO
| LocALizagAo BD CENTROIDES
' CENTROIDES

ARQUIVO / cAlcuo
CONVERTIDO ' LOCALIZACAO
MOL2 '\ INTERAGOES

__'BDTIPOE
LOCALIZAGAO
INTERAGAO Pi

|

=

ARQUIVO: TIPOE
LOCALIZAGAO
INTERAGAO Pi

Figura 1.21 Fluxograma das operagGes envolvidas no mapeamento vetorial para as interagGes T, processo
modelado com a utilizagdo do software ARIS (ARIS Express, 2009), extraido de Sacco (2013).
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1.3.2.2 LIGACOES DE HIDROGENIO

Considerando o pressuposto dos itens 1.2.1 e 1.2.2, também pode-se utilizar o
mapeamento vetorial para localizar as ligagdes de hidrogénio, sendo este procedimento
mais simples do que os cdlculos envolvidos nas interagdes 7t. Para melhor compreensao, foi

criada a Figura 1.22, onde é possivel visualizar os vetores envolvidos nessa ligacdo nao

covalente.

Figura 1.22 Representag3o dos vetores e o angulo ¢ entre estes, utilizados para a localizagdo de ligagdes
de hidrogénio utilizando o Mapeamento Vetorial. Imagem gerada a partir de estrutura cristalografica (Teng
et al., 1988) e visualizada utilizando o Discovery Studio 3.1™, autoria prépria.

Consonante a representacdo da Figura 1.15, a ilustracdo acima mostra os
vetores HD gue representa a ligacdo covalente existente entre o hidrogénio e atomo
doador, o vetor HA a ligacdo de hidrogénio existente entre o aceptor e o dtomo de
hidrogénio, e o vetor DA como sendo o parametro ds da Tabela 1.4. Por analogia, sabe-

se que HD e HA s3o os vetores que determinam o angulo ¢, que é o segundo pardmetro
da referida tabela. Assim, com base nas informacdes acima e utilizando a Equacdo 1.2, o

resultado obtido é:
HD = (Xp —Xyg;¥p — Yu; Zp — Zg)
HA = (X4 —Xg;Ya— Yu;Za — Zg)

ds=DA = (X4 — Xp; Y4 — Yp; Za — Zp)
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Possuindo as informag&es acima, o angulo ¢ é calculado utilizando-se a Equagio

1.5:
., |pAHA| . . _q1 |pAHA|
sin¢ = DAl Al ’ assim sendo, ¢ = sin Al HA]

Dessa forma, a partir da localizacdo dos atomos de hidrogénio e com o auxilio
de ferramentas computacionais, é possivel construir de forma analoga as interagdes T, um
banco de dados com os valores ds e (|) validos para as ligacdes de hidrogénio. A Figura 1.21

mostra, de forma resumida, o macroprocesso idealizado para o Mapeamento Vetorial das

ligacOes de hidrogénio.

Figura 1.23 Fluxograma resumido das operag¢des envolvidas no mapeamento vetorial para a localizagao
das ligacGes de hidrogénio, macroprocesso modelado com a utilizagdo do software ARIS (ARIS Express,
2009), elaboragédo propria.
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O objetivo deste capitulo é apresentar os métodos utilizados em que os
conceitos matematicos da dlgebra vetorial sdo associados as coordenadas das estruturas
moleculares obtidas por experimentos cristalograficos depositadas no PDB. Serdo
abordados os primeiros experimentos efetuados pelo autor utilizando planilha eletronica
e os seus resultados. Em funcdo desses resultados obtidos, desenvolveu-se um software
especifico, automatizando o processamento do mapeamento vetorial. Os aspectos do
desenvolvimento do software serdo abordados nesse capitulo e também novos
experimentos efetuados com relacdo as caracteristicas das interagdes © e ligacdes de
hidrogénio, obtendo uma nova visdo sobre a conformacdo em um grupo especifico de

estruturas de DNA.

2 AAPLICAGAO DO MAPEAMENTO VETORIAL - O INiCIO

A oportunidade de inovacdo identificada por meio do exercicio da disciplina
BIT 603 (Caracelli e Zukerman-Schpector, 2009), evoluiu como pesquisa de uma
dissertacdo de mestrado intitulada “Mapeamento vetorial de interacdes eletrostaticas

para biomoléculas” (Sacco, 2013), cujo propodsito é a localizagdo e identificacdo de

interagdes T, aplicando os conceitos expostos nos itens 1.3.1 e 1.3.2 do Capitulo 1. Dessa
forma, criou-se em um planilha eletrénica do Excel (Microsoft.Com, 2012a; b) uma rotina
utilizando programagdao com macro comandos para automatizar algumas rotinas, tais
como o calculo para a determinacdo simultanea das coordenadas dos centroides e vetor

normal para os anéis aromaticos selecionados (Figura 2.1), essa primeira etapa do

mapeamento, servia como base para o cdlculo das interagdes 7 validas. Importante
salientar que a planilha eletrénica tem como principal funcdo a execucdo dos calculos
vetoriais, sendo que a selecdo dos anéis aromaticos é feita manualmente. Todavia,
embora parcialmente automatizado, esse procedimento mostrou ser mais rapido e

confidvel do que os procedimentos anteriormente adotados.
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/:‘:'.‘;) d9-c 1bnaH-overlayed - MOL2 - H PROTEINAS ATOMOS-CENTROIDES - V6 [Modo de Compatibilidade] - Microsoft Excel - x
= Inicio | lnseir  LsyowtdaPigina  Fémmules  Dados  Revisio Bbigho @ - 5 x

2 K o el S0 - A [ ) | 2 quebrarTedo Automtcamente | Gera ] B tomal2 Nomal Bom . e | ::I::: " 47 &
v (N 2 8|0 -|[3- A [FE B | 5 vesctor e Convtinn - G- % o5 g Formatack maty  Incorreto Neutra Cilculo L | nsenr Exchic Fomatr
A2 - Q 5 I}
A B D E F G [ L N [o) P Q | R s |
1 _Posigdo |[ATOMO Y z | o Base Vetor normal o X Y z s
2 1[|_cT [ 17.6785] 28.6892] 24.0688] [ 1]c1 [ 04722] 0.0247 -2.0936 -4.456 Ponto1 | 18.8070] 20.3710] 23.7540| %
3 105 20568 34643 2369303 1C1 -0.1834 Ponto 2 | 16.4490 29.2000| 23.7790| o & (5]
4 2C5 19.804 33.450 23.890 C.3 1C1 0.1903 Ponto 3 | 17.7580| 27.4450| 24.6530| S §
5 3c4 20742 32266 23.784C3 1¢1 0.1722 Vetor normal Centréide 1 | 3 £
6 4040 20104 31123 2438503 1¢1 -0.3495 i i k E
7 5C3° 21109  31.859 22,366 C.3 0.0247 | -2.0936 | -4.4565 | ©
8 6 03 22.485 31.507 22297 03
9 72 20203  30.600 22,078 C3
10 8 C1" 20.065  30.051 23.448C.3
1" 9| 9 N1 18.807  29.371 23754
12 10 C2 18.897  28.103 24354 C.2
13 11 02 20.033  27.854 24.571 0.2 6
14 9| 12 N3 17.758  27.445 24.@,&.2/'
15 13 C4 16.568 _ 28.002 24383 C.2 1C1 0.1302
16 14 N4 15.473  27.302  24.702 N.oi3 1¢1 -0.068
17 9| 15C5 164490 20200 23779CZ 1¢1 0.0646
18 16 C8 17.592  29.924  23.490 C.2 1C1 0.0972
19 17 H8* 19980 35.386 23.760H 1¢1 0
20 18 H5*1 18936  33.375 23194 H 101 0
21 19 H5°2 19.403  33.472 24930 H 1¢1 0
22 20 H4" 21677 32495 24.347TH 1c1 0
23 21 H3* 20.892 32604  21.660 H 1C1 0
24 22 H2M 20557 30.006 21272 H 1c1 0 —
25 23 H2°2 19.206  31.090 21.780H 1C1 0 iy
26 24 H1* 20921 29.360 23.630 H 1¢1 0
27 25 H41 14.568 27.726 24497 H 1C1 0
28 26 H42 15541  26.380 25134 H 1c1 0
29 27 H5 15466 29740 23.562 H 161 0
30 28 HB 17.548  30.923 23.025H 1C1 0

W b W Coordenadas dos Centroides , CAlculo das Centroides _ Atomas - Centriides  Calculo de Disténcies _ Centroide WIS Centroids PHE _ Centroide TRP  Centroide TYR  Centroides FAD ~ CentroidesNDP _ EMS0L 558701  DHA-A | DNA-C ona-G  oWRIL__u [N
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Figura 2.1 Imagem da tela da planilha eletrénica construida para o calculo da coordenada do centroide e
determinacgdo do vetor normal ao plano do anel de uma base Citosina, adaptado de Sacco (2013), onde:

1- Posigdo da base na estrutura do DNA;

Os atomos cujas coordenadas estdo envolvidas no célculo do centroide;

As células “C2”, “D2” e “E2” da planilha contém a Equagdo 1.1 e expressam o resultado do célculo
das coordenadas x, y e zdo centroide;

Versores i, j e k do vetor normal ao plano do anel;
Células “07”, “P7” e “Q7” da planilha sdo utilizadas para o célculo da Equagdo 1.4 processando os

2-

valores das coordenadas x, y e z dos trés pontos selecionados no anel aromatico e expressam os
valores dos versores I, je k;

eletronica do Microsoft Excel.

Esquema da base identificando os pontos cujas coordenadas sdo utilizadas nos calculos. Planilha

A execucdo da rotina acima exposta para todos os anéis aromaticos da

biomolécula gera uma segunda planilha que inicialmente (Figura 2.2) possuia o propdsito

de ser a origem de uma possivel interagao T, sendo utilizadas para o calculo simultaneo

das distancias deste centroide de origem até os demais atomos e outros centroides

(calculo do médulo do vetor distancia) e calculo do angulo o (Figura 2.3). Os valores de d

e a que estiverem dentro dos parametros previstos na Tabela 1.2 caracterizam interagdes

Tt validas, porém, essas interagdes consideradas validas sao selecionadas manualmente e
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salvas como uma planilha Excel ou em formato mol2 para uso em visualizadores gréficos,

como por exemplo o Discovery Studio 3.1™ (Accelrys, 2012).

oo |d 9 - 2 1bnaH-overlayed - MOL2 - H PROTEINAS ATOMOS-CENTROIDES - V6 [Modo de Cc
= Inicio | Inserir  LayoutdaPégina  Férmulas  Dados  Revisio  Exibigdo
: Z::a' Arial ~10 - |A A | |= = =|®-| |5 Quebrar Texto Automaticamente ~ Geral - kg_ﬁ‘] _’4 Normal 2
Colar 4 Formatarpincel [N 2 8 -[|EB ~||& - A -| |E 2| B ||[iE £8|| & Mesclar e Centralizar - B~ % ||} 48| | Formataho | Formater ' incorreto
Area de Transferéncia & Fonte 7] Alinhamento F] Nimero 7l
L B1 v (> f| Posicdo
A B C D E F G H | J K L M N

1 Posicdo | ATOMO X Y Z Base Vetor normal

2 1 1 CcT 16.9860| 28.9525| 24.7440| N,am 1/DC1 0.0000{ 0.0454| -2.2596| -4.2639

3 2 2 CT 19.0686| 26.6630| 21.8522| N,am 2|DG2 0.0000 0.3194 1.0450 2.6454

4 3 2 CcT 18.2408| 24.9478| 22.6538| N,am 2|DG2 0.0000{ 0.4479| 1.8701| 4.4195

5 4 3 CT 19.2200| 23.7527| 19.2010| N,am 3|DC3 0.0000| -0.4910| -2.1352| -4.2748

6 5 4 cT 18.9680| 20.3726| 16.5868| N,am 4|DG4 0.0000{ 0.9462] 0.9396| 2.5163

7 6 4 CT 17.0217| 20.5253| 17.2317| N,am 4/DG4 0.0000 1.4840 1.5724 4.2720

8 7 5 CcT 16.8670| 17.8856| 14.3842| N,am 5|DAS 0.0000{ -0.8445| -0.9147| -2.6742

9 8 5 CT 16.3767| 19.3273| 14.3915| N,am 5|DAS 0.0000| -1.4510| -1.4682| -4.5489

10 9 6 CT 13.9228| 16.9726| 11.6410| N,am 6|DA6 0.0000{ -0.8573| -0.7542| -2.7267

11 10 6 CT 13.5612| 18.9813| 11.2567| N,am 6|DA6 0.0000| -1.3987| -1.0576| -4.6668

12 1 7 CT 12.3068| 17.6300| 8.2173| N,am 7|DT7 0.0000| -1.3687| -0.5625| -4.6095

13 12 8 CT 10.8322| 18.9690 4.6475| N,am 8|DT8 0.0000| -0.7888| -0.2725| -4.7910

14 13 9 CT 10.8145| 20.7042 1.0197| N,am 9|DC9 0.0000 -0.5985| -0.1539| -4.7985

15 14 10 CT 10.5042| 21.6452| -2.9004| N,am 10|DG10 0.0000 0.4260 0.6080 2.7439

16 15 10 CT 12.1765| 20.4530| -2.8932| N,am 10/DG10 0.0000 0.7283 1.0072 4.5993

17 16 1" CT 13.6883| 22.1867| -6.7460/ N,am 11|DC11 0.0000 0.7297| -0.3468| -4.7379

18 17 12 CT 16.3144| 21.2526| -10.2524| N,am 12|DG12 0.0000f 0.0478| 0.6095| 2.7860

19 18 12 CT 14.7003| 19.3220| -9.8345| N,am 12|DG12 0.0000 0.1866 0.8898 4.7287

20 19 13 cT 10.2607| 15.7842| -9.1385| N,am 13|DC13 0.0000f -0.3178| 0.6288| 4.7673

21 20 14 CT 13.1756| 14.9480| -5.4686| N,am 14|DG14 0.0000 -0.5288| -0.3379| -2.7817

22 21 14 CcT 14.0548| 16.7860| -5.8425| N,am 14|DG14 0.0000{ -0.7753| -0.5364| -4.7525

23 22 15 CT 14.8450| 15.7928| -2.1177| N,am 15|DC15 0.0000 1.1639 1.1775 4.4991

24 23 16 CcT 17.5184| 17.7462| 0.8080| N,am 16|DG16 0.0000 -0.2423| -1.1447| -2.6165

25 24 16 CT 16.9770| 19.0583 0.4088| N,am 16|DG16 0.0000| -0.4447| -1.7324| -4.4493

26 25 17 CcT 17.7346| 21.0458| 3.1930| N,am 17|DA17 0.0000{ 0.1938| 1.0724| 2.7326

27 26 17 CT 15.6648| 21.1295 3.2950) N,am 17|DA17 0.0000 0.3088 1.7837 4.6814

28 27 18 CT 16.5374| 23.3292 6.1030| N,am 18|DA18 0.0000 0.1348 0.9852 2.7812

29 28 18 CT 14.8987| 22.1570 6.5993| N,am 18|DA18 0.0000 0.2316 1.6529 4.6910

30 29 19 CT 14.7055| 24.1038 9.4935| N,am 19|DT19 0.0000 -0.1742 1.5251 4.5938

31 30 20 CT 13.0163| 24.0010| 13.2120| N,am 20|DT20 0.0000 0.0292 1.1504 4.6932

32 31 21 CT 12.4320| 23.2598| 17.0342| N,am 21|DC21 0.0000 0.5583 1.0761 4.6607

33 32 22 CT 12.1062| 23.2692| 20.9998| N,am 22|DG22 0.0000 -0.6646| -1.1290| -2.5361

34 33 22 CT 14.0750| 22.7160| 20.7303| N,am 22|DG22 0.0000| -1.0942| -1.8432| -4.2971

35 34 23 CT 14.0063| 22.2200| 24.7978| N,am 23|DC23 0.0000 1.3709 1.4190 4.4089

36 35 24 CT 16.2776| 22.4276| 28.0540| N,am 24|DG24 0.0000| -0.7453| -1.1467| -2.4950

37 36 24 CT 17.0698| 24.0698| 27.0993| N,am 24|DG24 0.0000 -1.0163| -1.8723| -4.2994

I;m4 > oM Coordenadas dos Centroides - Calculo das Centrdides Atomos - Centrdides Célculo de Distancias Centroide HIS Centroide PHE - Centroide TRP Centroide TYR

Figura 2.2 Planilha com a rela¢do das coordenadas dos centroides e vetores normais ao plano de cada anel
aromatico calculados para o DNA —SL. Utilizada planilha eletrénica do Microsoft Excel.

A Figura 2.4 mostra uma interagao valida, no caso uma interagdao N7 obtida

por meio de calculo vetorial e usando uma planilha como gabarito, os dados espaciais

obtidos sdo salvos, também manualmente, em um arquivo mol2.
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Figura 2.3 Imagem da planilha eletrénica elaborada para o calculo do mddulo do vetor distancia e os
angulos entre o vetor distdncia e o vetor normal para cada relagdo centroide-atomo e centroide-centroide
da estrutura em estudo (Sacco, 2013):
1- Identificagdo do array do centroide no banco de dados de coordenadas e vetores normais;
2- Dados importados do banco de dados em fung¢do da identificagdo do array;
3- Estrutura determinada cristalograficamente com a identificagdo dos atomos e os centroides
calculados ja inseridos, com as coordenadas x, Yy e zde cada elemento;
4- Moddulo do vetor distancia relativo as coordenadas do centroide selecionado, obtido conforme a
Equacdo 2.3, estando os resultados ja ordenados do menor para o maior valor;
5- Angulo entre o vetor normal ao plano e o vetor distiancia da coordenada do elemento relativa a
coordenada do centroide, utilizada a Equagao 2.5;
6- Moddulo do angulo entre o vetor normal ao plano e o vetor distancia. Planilha eletrénica Microsoft

Excel.
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Figura 2.4 Imagem da planilha eletrénica utilizada para exportar os resultados validos uma interagdo T, na
em arquivo compativel para visualizagdo em software grafico. Planilha eletronica do Microsoft Excel (Sacco,
2013).
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O arquivo mol2 da interagdao N7 obtida por meio de calculo vetorial pode ser
visualizado em software grafico (Figura 2.5) e utilizando o mesmo recurso computacional,
Discovery Studio 3.1 (Inc., 2012), pode-se sobrepor a interacdo mapeada vetorialmente

sobre o arquivo original, o qual foi utilizado para o mapeamento vetorial.
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Figura 2.5 Visualizagdo da imagem da interagdo N7 obtida por meio de calculo vetorial de estrutura de
DNA (Drew et al., 1981). Utilizado o software Discovery Studio 3.1™, (Sacco, 2013).
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Figura 2.6 Visualizagdo da interagdo N...Tt obtida por meio de calculo vetorial de estrutura de DNA (Drew et
al., 1981). Utilizado o software Discovery Studio 3.1™, (Sacco, 2013).
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A Figura 2.6 mostra a acuracidade das coordenadas das interagdes T obtidas
matematicamente pelo mapeamento vetorial. Tanto o centroide, como a distancia e
angulos sdo validados pela sobreposicdo dos arquivos em tela grafica, é possivel visualizar
a interacdo em seu local na estrutura cristalografica. As imagens constantes nessa segao
foram obtidas pelo processamento do arquivo de estrutura cristalografica de DNA (Drew
et al., 1981), sem ligantes, com 12 pares de bases e sequéncia de nucleotideos

(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G), a Figura 2.7 mostra esta estrutura com a

totalidade das suas interagdes T mapeadas.

S ,‘) : SN

e AP
“Hlex ¢ :
7 "j..' -l o [

A

Figura 2.7 Visualizagdo da estrutura de DNA (Drew et al., 1981) com todas as interagdes localizadas pelo
mapeamento vetorial, utilizado o software Discovery Studio 3.1™, elaboracdo prdpria.
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O procedimento de identificacdo das interacdes validas cria tantos arquivos
quanto forem os centroides existentes na estrutura analisada e podem ser estudados
individualmente ou em conjunto, de forma que todas as interacdes fiquem sobrepostas a
macromolécula e assim substituindo o trabalho manual por uma rotina computacional

caracterizada por sua exatidao.

2.1 PLANILHAS ELETRONICAS — OS PRIMEIROS RESULTADOS

Ao desenvolver a pesquisa Mapeamento vetorial de intera¢Oes eletrostaticas
para biomoléculas, Sacco (2013) possuia como objetivo a utilizacdo do calculo vetorial
como ferramenta para a localizacdo dos principais tipos de interacdes T, conforme
relacdo constante na Tabela 1.2. Assim sendo, optou-se pela sele¢ao de estruturas de
DNA, por estas apresentarem grande quantidade de anéis aromaticos. Em funcdo disso,
as estruturas tridimensionais utilizadas no trabalho de pesquisa apresentam a mesma
sequéncia de nucleotideos (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G) e para efeito

de estudo foram denominadas da seguinte maneira:

o DNA-SL: DNA sem ligante na estrutura (Drew et al., 1981).1
o DNA-LS: DNA com ligante no sulco da estrutura (Mallena et al., 2004).

o DNA-LI: DNA com ligante intercalado a estrutura (Malinina et al., 2002).

Todavia, ao serem analisados os primeiros resultados, vislumbraram-se

aplicacdes anteriormente ndo imaginadas e relacionadas a seguir:

o Andlises quantitativa e qualitativa de interacdes T em estruturas de DNA;

o Deformagao da estrutura do DNA causada pela presenca de ligantes;

2 para efeito didético, foi utilizado como referéncia padrio para o DNA.
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o Visualizagdao dos caminhos eletrénicos formados pelas interagdes T;
o Variacdo das interacdes 7T em fungdo da presenca e tipo de ligantes;

o Busca por padrdes de interacdes T em estruturas de DNA.

Ao analisar os dados obtidos e aplicados aos itens acima, os primeiros
resultados langaram uma nova perspectiva de estudo para a Quimica Supramolecular

(Lehn, 1995) e DNA, descrita a seguir.

2.1.1 ANALISES QUANTITATIVA E QUALITATIVA DE INTERAGOES Tt EM ESTRUTURAS DE

DNA

Segundo a literatura, as interages T sdo responsaveis pela conformagdo do
DNA (Janiak, 2000; Wheeler et al., 2010a; b) e a presenca de ligantes afeta as
propriedades fisico-quimicas dos acidos desoxirribonucleicos (Berman e Young, 1981;
Edwards et al., 1992; Clausen-Schaumann et al., 2000; Williams e Maher lii, 2000; Adams
et al., 2005; Fujii et al., 2007; Nechipurenko et al., 2008), assim sendo, conclui-se que os

ligantes possuem a capacidade de alterar qualitativa e quantitativamente as interacdes
TC existentes nas estruturas do DNA. Utilizando a metodologia desenvolvida, foram
identificadas as interagdes T presentes nas estruturas de DNA sem ligante (Drew et al.,
1981), na estrutura com ligante no sulco (Mallena et al., 2004) e por fim na estrutura com

ligante intercalado (Malinina et al., 2002). As interagOes T totais e validas, resultantes do

mapeamento vetorial foram organizadas na Tabela 2.1 e permitem comprovar que a

presenca de ligantes efetua alteragdes qualitativas e quantitativas nas interagdes T.
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Tabela 2.1 Interagbes T identificadas em cada estrutura de DNA mapeada, incluidas as interagbes
presentes nos ligantes. Valores absolutos das quantidades por tipo de interagdo, extraido de Sacco (2013)

Tipo de interagdo T DNA -SL DNA - LI DNA-LS
N-TT 88 83 82
O 25 23 32
T 32 33 31
C-H'T 5 9 17
N-H-TT 14 13 13
Totais de interagGes por estrutura 164 161 175

E possivel também expressar o resultado mostrado na Tabela 2.1 de forma
relativa, reportando a proporgdo de cada tipo de interacdao em relacdo ao total por

estrutura, conforme a Tabela 2.2.

Tabela 2.2 Interagbes T identificadas em cada estrutura de DNA mapeada, incluidas as interagbes
presentes nos ligantes. Valores absolutos das quantidades por tipo de interagdo, extraido de Sacco (2013)

Tipo de interacdo T DNA -SL DNA - LI DNA-LS
N-TT 54% 52% 47%
O-TC 15% 14% 18%
T-T 20% 20% 18%
C-H-T 3% 6% 10%
N - H-TT 9% 8% 7%
Totais de interagdes por estrutura 100% 100% 100%

Sobrepondo as interacgdes localizadas sobre as suas estruturas de origem, de
forma analoga a mostrada na Figura 2.7, com o auxilio de software grafico, constata-se
visualmente a deformacdo estrutural e as altera¢des qualitativas e quantitativas ocorridas

em funcdo da presenca dos ligantes nas estruturas do DNA, essa comparacao pode ser

vista na Figura 2.8.
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Figura 2.8 Imagens das estruturas de DNA com as intera¢des Tt identificadas por mapeamento vetorial,
extraido de Sacco (2013).

2.1.2 DEFORMAGAO DA ESTRUTURA DO DNA CAUSADA PELA PRESENCA DE LIGANTES

Conforme constatado no item 2.1.2 e visualizado na Figura 2.8, a presenca de

ligantes altera a geometria espacial do DNA, e consequentemente interfere nas

interacGes Tt. Todavia, é necessaria uma melhor compreensdao de onde e o quanto o
ligante altera a estrutura. A resposta a esta questdo surgiu ao transformar os dados de
processamento intermediario mostrados na Figura 2.2 em um arquivo mol2 utilizando o
procedimento da Figura 2.4. Como resultado, é obtido um arquivo compativel com os
softwares para visualizacdo em tela de computadores e que veio a tornar-se a chave para
a mensuracdo da deformacdo da estrutura do DNA causada pela presenca de ligantes.
Trata-se da Figura 2.9, que mostra a localizacdo espacial dos centroides de todas as bases
da estrutura adotada como referéncia, o DNA — SL. Ao repetir o mesmo procedimento
para o DNA — LI e o DNA — LS, analogamente, sdo obtidos outros dois arquivos com os

centroides das bases pertencentes a estas estruturas cristalograficas.
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Figura 2.9 Visualiza¢do dos centroides da estrutura DNA — SL (Drew et al., 1981) obtidos por calculo vetorial
utilizando planilha eletronica do Microsoft Excel. Visualizagdo efetuada com a utilizagdo do Discovery Studio
3.1™, extraido de Sacco (2013).

Tendo em vista que os arquivos no formato PDB ou similares sao estruturados
a partir das coordenadas x, Y e z a deformagdo é mensurada em fungao da distancia que
o centroide de um mesmo anel é deslocado quando existe a presenga de um ligante e

utilizando a Equacdo 1.3 para efetuar o calculo desse deslocamento:

deslocamento = |AB|| = /(x; — x1)? + (y2 — y1)? + (22 — 21)? (1.3)
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Como resultado foi construida a Tabela 2.3, a qual 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 (DNA — SL). Para melhor entendimento, a

estrutura helicoidal foi dividida em Fita A e Fita B.

Tabela 2.3 Valor do deslocamento dos centroides da estrutura DNA — LS, tendo como
referéncia a posicdo do mesmo centroide na estrutura DNA — SL. O valor do
deslocamento d é dado em A, extraido de Sacco (2013)

Centroide Base d Centroide 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 DAS5 0,48 25 DA17 0,50
8 DA5 0,43 26 DA17 0,54
9 DA6 0,51 27 DA18 0,41
10 DA6 0,53 28 DA18 0,50
11 DT7 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 padrdo para d na fita A 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

Ao serem transformados os valores obtidos dos deslocamentos dos
centroides em arquivos de texto e utiliza-los para a visualizacdo dos deslocamentos dos
centroides de ambas as estruturas de DNA em tela grafica, nota-se de forma evidente que
a deformacdo imposta pelo ligante no sulco ndo é simétrica a ambas as fitas, o que é
observado ndo apenas pelos valores do deslocamento, mas também pelas curvas do

grafico (Figura 2.10).
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Figura 2.10 Visualizacdo grafica da deformacao relativa calculada em func¢do da presenca de ligante no sulco
da estrutura DNA — LS, tendo como referéncia a estrutura DNA — SL, extraido de Sacco (2013).

Repetindo o raciocinio anterior, sdo calculados da mesma forma os
deslocamentos dos centroides das bases da estrutura de DNA com o ligante intercalado,
tendo como referéncia a mesma estrutura sem ligante, DNA — SL. Os resultados estdo na
Tabela 2.4 e a visualiza¢do na Figura 2.11. A possibilidade de mensurar a deformacao da
sua estrutura, permite entender a severidade com que cada ligante age na dupla hélice

do DNA.

Ao serem comparados os valores da Tabela 2.3 com os da Tabela 2.4,
evidencia-se que os valores dos deslocamentos d da Tabela 2.4 além de serem maiores,
apresentam uma média majorada em 4,9 vezes e o desvio padrdo dos deslocamentos

indica uma deformacao estrutural 5,2 vezes maior.
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Tabela 2.4 Valor do deslocamento dos centroides da estrutura DNA — LI, tendo
como referéncia a posi¢cdo do mesmo centroide na estrutura DNA — SL. O valor do
deslocamento d é dado em A, extraido de Sacco (2013)

Centroide Base d Centroide 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 DA5 2,95 25 DA17 2,36
8 DA5 2,97 26 DA17 2,21
9 DA6 0,84 27 DA18 2,53
10 DA6 1,35 28 DA18 2,26
11 DT7 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 a fita B 2,30
Desvio padrdo paradnafitaA | 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
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Figura 2.11 Visualizacdo grafica da deformacdo relativa calculada em funcdo da presenca de ligante
intercalado na estrutura DNA — LI, tendo como referéncia a estrutura DNA — SL, extraido de Sacco (2013).
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2.1.3 VISUALIZAGAO DOS CAMINHOS ELETRONICOS FORMADOS PELAS INTERAGOES T

Conforme mostradas anteriormente na Figura 2.7 todas as interagdes T

determinadas para o DNA — SL (Drew et al., 1981) sobrepostas a sua estrutura original
pode-se observar que o conjunto de todas as interagdes 1 (N7, O-1, C-H-7T, N-HTT, O-

H-7 e 7t-7t) forma uma rede de caminhos eletrostaticos. Sabendo-se que as interagbes T
contribuem para a conformacdo e estabilidade das proteinas (Wintjens et al., 2000; Cauét
et al., 2005) e ainda segundo alguns pesquisadores (Hunter e Sanders, 1990; Hunter et al.,
2001; Kiviniemi, 2001), esse fendmeno ocorre por meio da relacdo doacdo e acepcao de
cargas eletrostdticas. Com base nessas premissas surgiu a ideia de visualizar em tela
grafica todas as interacdes obtidas para as demais estruturas de DNA (DNA — LS e DNA —
LI), todavia para melhor observacdao destes caminhos, optou-se por ndo inserir nas

imagens as estruturas cristalograficas das trés estruturas. A Figura 2.12 mostra as

relagdes de transferéncia de cargas eletrostaticas em todos os sistemas 7T e demonstra
como a presenca de ligantes interfere nestes, alterando a sua configuragao. As interag¢des

entre os ligantes e estruturas de DNA foram suprimidas.

As imagens obtidas, vém de encontro ao trabalho de diversos pesquisadores
gue definem as interacdes eletrostaticas como meio de fixacdo dos ligantes as estruturas
do DNA. A literatura pesquisada definiu os ligantes ndao apenas como farmacos, mas
também toxinas e duas principais formas de ligacdo. Na primeira destas, alguns farmacos
fixam-se por intercalagdo na dupla hélice (Gao et al., 1991; Cerny e Hobza, 2007; Shaikh e
Jayaram, 2012) e também o fazem dessa forma algumas toxinas (Ferguson e Denny, 2007)
e a outra forma é a acomodacdo do ligante no sulco menor (Wellenzohn et al., 2001;
Nelson et al., 2007; Shaikh e Jayaram, 2012). As imagens a seguir, mostram a alteracdo
dos caminhos eletrostaticos em funcdo dos ligantes e consequentemente a
funcionalidade das estruturas estudadas, uma estrutura sem ligantes foi adicionada ao

guadro para servir como referéncia.
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Figura 2.12 Diagrama de transferéncia de cargas eletrostaticas nos sistemas T nas estruturas de DNA. a)
DNA —SL; b) DNA — LS e ¢) DNA — LI. Utilizado o software Discovery Studio 3.1™ para visualizac3o.

2.1.4 VARIAGAO DAS INTERAGOES 7T EM FUNGAO DA PRESENCA E TIPO DE LIGANTES

Ainda como resultado obtido em pesquisa anterior, os dados obtidos pelo
mapeamento vetorial foram disponibilizados em dois tipos de arquivos conforme dito
anteriormente, sdo arquivos compativeis com planilhas eletrénicas e arquivos para
utilizacdo em graph sets, (Sacco, 2013). Considerando-se que todos os arquivos que
geraram as figuras mostradas anteriormente e tabelas foram também disponibilizados na
extensdo .xIsx para o Microsoft Excel (Microsoft.Com, 2012a) e conhecendo-se as

ferramentas de analise de dados disponiveis nesse software, foi identificada uma nova
oportunidade de estudo das intera¢des © (N7, O, C-H~7, N-H-T, O-H~TT e TT-T).

Embora a quantidade total das interacdes por estrutura (DNA — SL, DNA — LS e DNA — LI)
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mostradas na Tabela 2.1 ndo possua uma varia¢do expressiva, o tipo de posicionamento
do ligante apresenta uma significativa alteragao no tipo de interagdo existente em fungao
da conformacdo do DNA em funcdo dos ligantes. Utilizando os dados obtidos e com os
recursos da tabela dinamica existentes na planilha eletronica Excel, foi possivel identificar
os totais de interagGes T mapeadas para as trés estruturas cristalograficas e identificar o
tipo de interagao por meio dos atomos ou centroides relacionados a cada base e também
a sua posicdo nesta, onde podem ser observadas as variagdes por meio dos valores do
comprimento da interacdo e angulo a. Dessa forma, pode-se quantificar o quanto a
presenca do ligante e a forma como este se posiciona na estrutura, afeta as propriedades
fisico-quimicas destas (Nechipurenko et al., 2008). Como a intencdo deste tépico é
demonstrar os primeiros resultados obtidos com o Mapeamento vetorial de interagdes
eletrostdticas para biomoléculas, serdo reproduzidas apenas duas tabelas extraidas do
trabalho em tela, Tabelas 2.5 e 2.6, pois foram consideradas apenas as intera¢des T com

origem nos centroides do DNA.

Tabela 2.5 InteragGes T com origem na base G2, anel aromatico com 6 atomos, com os dtomos e
centroides relacionados por bases com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo a, extraido de
Sacco (2013)

Centroide de origem da intera¢do: G2-A

. Tipo de DNA - LI DNA-LS DNA-SL
Interage com | Atomo . =
interagdo - o ~
d (A) a () d(A) a () d(A) a ()
c1 02 0~T 3,71 7,06 3,63 1,84
N1 N = TC 4,02 28,66
c3 N3 N - Tt 4,01 28,78
N4 N - Tt 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 - Tt 3,55 28,04

A tabela anterior apresenta uma interagao N7 entre o centroide do anel
aromatico com seis &tomos da guanina G2 com o nitrogénio N4 da citosina C3 comum as
trés estruturas de DNA, todavia, em funcdo da presenca dos ligantes ha alteracdo do

comprimento desta interacdo e do valor do angulo existente entre o vetor normal ao
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plano do centroide e o vetor distancia centroide-dtomo. A seguir, a Tabela 2.6, que

contém interagGes com o ligante intercalado.

Tabela 2.6 Interagdes 7T com origem na base T20, com os atomos e centroides relacionados por bases
com o respectivo comprimento d da interagdo e angulo a, extraido de Sacco (2013)

Centroide de origem da interagdo: T20

Interage com | Atomo Tipo d? DNA-L DNA - 15 _DNA-SL
interagdo d(A) a (%) d(A) a(®) d(A) a(®)
9AC700 CT6 T T 3,55 16,27
H2 C-H"T 3,63 29,36
H3 N-H~-T 3,68 25,87
o1 CT6 T T 3,98 25,46 3,94 26,21
N4 N~ T 3,42 22,90 3,76 26,57 3,66 26,93
H5 C-H"T 3,71 18,56 3,77 17,60
CT6 T T 3,90 26,20 4,09 28,90
T19 N3 N~ T 3,67 24,67 3,82 24,67
02 0T 3,55 15,08 3,60 11,01
N1 N~ T 3,95 23,17 4,14 27,05

Podem ser observadas na Tabela 2.6 as intera¢des da base T20 com o ligante
9AC700. Nao foram geradas tabelas semelhantes que contenham as interagdes 7T com

ligante no sulco, ndo existem interagdes Tt para este com origem no DNA, conforme pode

ser visto na Figura 2.10.

Figura 2.13 Representacdo grafica das interagdes T entre o ligante e as bases de uma estrutura de DNA — LS
(Mallena et al., 2004). Estrutura gerada e visualizada com o software Discovery Studio 3.1™, extraido de
Sacco (2013).
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2.1.5 BUSCA POR PADROES DE INTERAGOES TT EM ESTRUTURAS DE DNA

Durante a pesquisa relacionada a dissertacdo de mestrado, um artigo de

Shanthi e colaboradores (Shanthi et al., 2010) deu origem a uma nova aplicacdo para o
Mapeamento Vetorial para determinacdo das intera¢cdes T em macromoléculas e DNA.

Em seu trabalho, Shanthi efetuou uma analise estatistica sobre as interacdes C-H-Tt

existentes na cadeia lateral de uma amostragem de 75 proteinas e a partir dos dados
obtidos tabulou o comprimento das intera¢cdes entre os atomos de hidrogénio e os

centroides, Figura 2.14. O resultado por ele apresentado direcionou a aplicacdao dos dados

ja existentes e utilizados na andlise da variagdo das interagdes 7T em fung¢do da presencga e

tipo de ligantes (Item 2.1.4) na busca por padrdes de interagdes 7T em estruturas de DNA.

_- r I T I T I T I r I T I

2.25-250 251-275 276-3.00 3.01-3.25 3.26-3.50 3.51-3.75 3.76-4.00
distancias HTT

30.00

s @ B8 B
9 8 8

Interagdes C-H-TT (%)

8

8

Figura 2.14 Representacdo grafica da tabulagdo das distancias entre os atomos de hidrogénio e centroides
nas interagGes C-H-T da cadeia lateral de proteinas. Extraido de Shanthi e colaboradores (2010).

Como resultado, os célculos retornam os valores dos parametros geométricos

das distancias e angulos do vetor distancia relativos ao vetor normal ao plano do anel, os

quais quando submetidos a uma analise estatistica por tipo de interacdo 7 (N7, O, C-
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H-7t, N-H~Tt, O-HTC e Tt T), possibilita verificar se para as estruturas estudadas existe ou
ndao um padrdo para as distancias e angulos. Com os recursos disponiveis do Microsoft
Excel, para cada sequéncia de dados analisada foi possivel conhecer a média dos
parametros geométricos, o desvio padrdao da amostra e o intervalo na qual estdo
concentradas a maioria das medidas obtidas e assim observar graficamente se ha um
padrdo ou ndo para as interacles localizadas. Para ilustrar mais essa aplicacdo do
Mapeamento Vetorial, encontram-se exemplificados pelas Figuras 2.15 e 2.16, nas quais

estdo plotadas as curvas das frequéncias das distancias e angulos obtidos para as

interacGes N7 existentes nas trés estruturas de DNA (DNA — SL, DNA — LS e DNA — LI)

estudadas.
Comprimento das Interagdes N ... T
DNA - 12 PB - Mesma sequénciade bases
34 Média 3,784
Desvio padrdo = 0,25A
89 % das intera¢des entre 3,38A e 4,15A
27 27 28
21
19
12
9
6
4
2 3 3 2

N 14 4
4 ‘9\;\ ‘9\9\ «:’(Ps 7 N TN ‘oj),\ ‘)t,s «9\,\ o «9&\ ‘06‘\ e Ty 2 23 ‘70\
o e e 7 7/ / / / 7/ / / - . 7 B / / 2

Figura 2.15 Representacgdo grafica da tabulagdo das distancias das interagGes N+ das estruturas DNA — SL,
DNA — LS e DNA — LI, (Sacco, 2013).
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Angulo a das Interacdes 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°
24 24

21
19
18 18
17

15

10

Figura 2.16 Representacdo grafica da tabulacdo dos angulos entre o vetor distdncia e o vetor normal ao
plano do anel aromatico das interagGes N7t das estruturas DNA — SL, DNA — LS e DNA — LI, (Sacco, 2013).

E interessante observar que para as distancias vetorialmente determinadas

envolvidas nas interacdoes N-7, obtem-se uma curva normal e para os angulos dessas
mesmas interagdes nota-se uma curva trimodal. Em sua dissertacdo de mestrado, Sacco

(2013), efetuou a mesma analise estatistica para a busca de padrdes também nas demais

interagGes 7 (O, C-H7, N-HTT, O-HTT e TT-TT).

2.2 0 MAPEAMENTO VETORIAL NA PESQUISA E PRODUCAO ACADEMICAS

Além dos resultados obtidos com o Mapeamento Vetorial anteriormente
descrito neste capitulo, as planilhas eletronicas utilizadas vieram a constituir valiosa
contribuicdo para os colaboradores do LaCrEMM ( Zukerman-Schpector, J.; Caracelli, 1.;

Haiduc, I., 2012) e BioMat ( Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.; Araujo-Moreira, F. M.,
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2012) em pesquisas para dissertacdes de mestrado e tese de doutorado. Além disso,
juntamente com esses dois laboratérios, foi desenvolvida uma pesquisa de Iniciagao
Cientifica conjuntamente com a Faculdade de Tecnologia de Tatui. A Tabela 2.7 mostra
uma tabulagdo do Mapeamento Vetorial aplicado as pesquisas citadas e também os
trabalhos académicos relacionados a esta ferramenta e apresentados em eventos. A
relacao da pesquisa e produgdo académicas esta listada em ordem cronoldgica, e por tipo

nos itens a seguir (2.2.1,2.2.2 e 2 2.2.3).

Tabela 2.7 Trabalhos de pesquisa, produgdo académica e programa de
computador decorrentes do Mapeamento Vetorial, elaboragdo propria.

Teses de Doutorado
Dissertagdes de Mestrado
Iniciagdo Cientifica
Trabalhos apresentados em eventos

Rk |N|-

Programa de computador

2.2.1 PROIJETOS DE PESQUISA

Leves, Natalia. Nanoparticulas de grafite para carreamento de anti-inflamatdrios nao
esteroidais por estudos de docking molecular. 2013. Dissertagao (Mestrado em

Programa de Pés-graduacdo em Biotecnologia) — UFSCar, Sao Carlos, 2013.

Pereira, Fernanda. Mapeamento vetorial para interagdes 7T em macromoléculas: busca
por padrées em grupos especificos de proteinas. 2013. Iniciacdo Cientifica. (Graduando

em Gestdo da Tecnologia da Informacdo) - Faculdade de Tecnologia de Tatui, Tatui, 2013.

Baptistini, Natalia. Andlise in silico, in vitro e in vivo de compostos organocalcogénicos
como possiveis anti-inflamatérios. 2015. Tese (Doutorado em Programa de Pods-

graduacdo em Biotecnologia) — UFSCar, Sao Carlos, 2015.
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Silva, Rui Filipe Nogueira da. Analise das Caracteristicas Estruturais do FAD em
Oxidorredutases. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Programa de Pds-graduagao em

Biotecnologia) — UFSCar, Sdo Carlos, 2015.

2.2.2 TRABALHOS APRESENTADOS E PUBLICADOS

Sacco, A. C. S.; Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.: Mapeamento vetorial de interagdes
eletrostaticas para macromoléculas. 1.2 Encontro Nacional da Rede Nacional de
Nanobiotecnologia Aplicada a Medicina e a Defesa, 2010, Sdo Carlos. PPG Biotec -

UFSCar. p.7.

Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.; Sacco, A. C. S.; Pereira, F.: A informatica na pesquisa
em biomoléculas. In: (Ed.). Tatui: FATEC Tatui, 2013. p.55-57. (VIII Simpdsio de Ciéncia e

Tecnologia - Caderno de Resumos).

Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.; Sacco, A. C. S.; Pereira, F.: Mapeamento vetorial de
interagdes m em macromoléculas: busca por padrées em grupo especifico de DNA. In:
(Ed.). Tatui: FATEC Tatui, 2014. p.75-76. (IX Simpdsio de Ciéncia e Tecnologia - Caderno

de Resumos).

Sacco, A. C. S.; Souza, A. L.; Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.: M. Aplicagdo de técnicas
computacionais ao estudo de biomoléculas. In: (Ed.). Tatui: FATEC Tatui, 2014. p.9-10.

(IX Simpdsio de Ciéncia e Tecnologia - Caderno de Resumos).

Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.; Sacco, A. C. S.; Pereira, F.: Mapeamento vetorial de
interagdbes m em macromoléculas: busca por padroes em grupo especifico de DNA.

Revista Sapere. Tatui: FATEC Tatui. 6: 1-13 p. 2014.
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Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.; Sacco, A. C. S.; Souza, L. M.: Requisitos de um
projeto de software para o cdlculo de interagdes .
In: (Ed.). Tatui: FATEC Tatui, 2015. p.145-146. (X Simpdsio de Ciéncia e Tecnologia -

Caderno de Resumos).

Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.; Sacco, A. C. S.; Souza, L. M.: Desenvolvimento de

software para calculo de interagdes m. Revista Sapere. Tatui: FATEC Tatui. 8: 1-5 p. 2016.

Sacco, A. C. S.; Zuckerman-Schpector, J.; Caracelli, I.: Aplicagdo do mapeamento vetorial
em DNA. In: (Ed.). Sdo Carlos: UFSCar - PPG Biotec - UFSCar, 2016. p.5-6. (V Simpdsio de

Biotecnologia da Universidade Federal de Sdo Carlos - Caderno de Resumos).

2.2.3 PROGRAMA DE COMPUTADOR

Sacco, A. C. S.; Caracelli, I.; Zukerman-Schpector, J.; Souza, L. M.: WIM - Weak Interacion

Mapping. Tatui 2016.

2.3 DESENVOLVIMENTO DE UM SOFTWARE PARA O MAPEAMENTO VETORIAL

Ao relacionarem-se os resultados acima, onde o modelo matematico

concebido para o mapeamento das interagdes T utiliza calculo vetorial aplicado as
coordenadas cristalograficas dos atomos de proteinas e DNA (Sacco, Zuckerman-
Schpector, et al, 2016) e identificando nestes um evidente potencial para a
transformacdo do Mapeamento Vetorial em uma ferramenta, decidiu-se pela sua total
automacao, transformando o seu algoritmo experimental (Sacco, 2013) em um programa
de computador que além de mapear e caracterizar as interagées 7 (CH---7, NH---7t, 7T---TC
e outras), também fizesse 0 mesmo com as ligag6es de hidrogénio. O sistema batizado de
Weak Interaction Mapping (WIM), teve seu algoritmo aprimorado diversas vezes

buscando otimizar o seu tempo de processamento e tornar seu visual intuitivo (Caracelli,
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l. et al., 2015; Caracelli, I. et al., 2016; Sacco, A. C. S.; et al., 2016) e apds 18 meses em
desenvolvimento e testes, teve o pedido de propriedade intelectual para programa de
computador depositado na Agéncia de Inovacdo (FAI, 2017) da UFSCar sob o processo
namero PC 2017/004. A seguir, serdo comentadas resumidamente as etapas de

desenvolvimento do software.

2.3.1 REQUISITOS BASICOS DO SOFTWARE

A definigdo dos requisitos de um software ou sistema esta relacionada com a
identificacdo dos problemas existentes a serem resolvidos (Laudon e Laudon, 2004), neste
caso, o software deve ser capaz de selecionar uma estrutura cristalografica de uma
biomolécula (DNA ou proteina), e utilizando o mapeamento vetorial, determinar a
localizagdo e os tipos de interagdes m e/ou ligacdes de hidrogénio existentes e como
produto final retornar arquivos destas, compativeis com planilhas eletronicas e/ou

visualizadores graficos (Caracelli, I. et al., 2015; Caracelli, I. et al., 2016).

2.3.2 DEFINICAO DA LINGUAGEM DE PROGRAMAGAO

Considerando a evolucdo dos recursos computacionais, tornou-se necessaria
uma alternativa que substituisse a programag¢ao em linguagem de maquina, e como
solucdo para esse problema surgiram as linguagens de programacdo, as quais tornam
possivel escrever programas utilizando instru¢gdes mais compreensiveis ao ser humano
(BROOKSHEAR, 2013). Para o desenvolvimento do WIM ( Caracelli, |.; Zukerman-
Schpector, J.; Souza, L. M.) foi utilizada a linguagem de programacdo C#, que é uma
linguagem de programacao para desenvolvimento em .NET Framework (Microsoft, 2010).
Embora essa LP (linguagem de programacdo) possua algumas caracteristicas tipicas de
linguagens de programacao imperativas, C# é uma linguagem de programacao orientada
a objeto, pois ela suporta heranca, polimorfismo e dados de tipo abstrato (Sebesta,
2012). Para o desenvolvimento de softwares existem diversos tipos de ambientes de

programacao, tais como sistemas de arquivo, editores de texto e compiladores (Sebesta,
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2012) e para tornar o desenvolvimento desse aplicativo mais produtivo, foi utilizado um
ambiente integrado de desenvolvimento (IDE). Para atender as especificagdes do projeto,
a IDE utilizada foi o Microsoft Visual Studio 2010 (Microsoft, 2010), pois essa IDE possui
uma estrutura robusta e proporciona praticidade ao desenvolvimento na linguagem de

programacdo C# (Sharp, 2010; Sebesta, 2012).

2.3.3 INTERFACE COM O USUARIO

O WIM é um sistema de uso altamente intuitivo e possui uma tela inicial

simples (Figura 2.17), onde como os inputs para o processamento s3o:

o Tipo de arquivo a processar (pdb ou mol2);

o Localizacdo do arquivo, no website do PDB (Rcsb, 2012) ou em unidade fisica de
armazenamento;

o Tipo de arquivo a processar (pdb ou mol2);

o Localizar as ligacdes de hidrogénio;

o Localizar as interagdes T;

o Localizar as ligagdes de hidrogénio e as interagdes .

[ LA

Mt P

Figura 2.17 Tela inicial do WIM (Caracelli, I. et al., 2016).
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Dessa forma, o software executara as necessidades especificas do usuario.
Embora os parametros geométricos considerados como default para os calculos
necessarios para o mapeamento das interacdes ndo covalentes sejam os valores das
Tabelas 1.2 e 1.4, ha a possibilidade de personalizagdo dos parametros para interagdes
especificas utilizando as opg¢des avancadas no painel de interagcdes, conforme

exemplificado pelas Figuras 2.18 e 2.19.

Settings

Advanced

lse the:

E‘Wil

Figura 2.18 Tela de criagdo de configuragdo para o calculo das interagdes 1, WIM (Caracelli, I. et al., 2016).

Settings

Advanced
Use the: [aﬂm}m v] Delete

Figura 2.19 Tela de configuragdo ajustada para os pardmetros personalizados, WIM (Caracelli, I. et al.,
2016).
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2.3.4 OUTPUT DO PROCESSAMENTO

Como output do processamento, ha uma tela de interface com o usuario que
permite além da exportacdao do resultado em arquivos mol2, em arquivo para planilha
eletrénica, ambas as op¢des anteriores ou simplesmente a visualizacdo das interacdes em
tela. A Figura 2.20 utiliza como exemplo as interagdes 7 identificadas em uma estrutura

do DNA.

n Interactions
Report ‘ ‘ Muol2

Position X Y -+
b [15 16.9860 789525 ||

a0 M7 18,2070 274550

2 ik 18.2408 24 9478

11 Q2 15,3600 280140

2 Ct6 18.2408 249478

R3 M3 17.9350 234470 -
4| 0 | 3

Figura 2.20 llustragdo da visualizagdo das interagGes Tt resultantes do processamento pelo WIM (Caracelli, I.
et al, 2016)

A criagdo do WIM, além de automatizar o trabalho de identificagdo das

interacGes Tt e Ligacdes de hidrogénio com precisdao, reduz o tempo despendido na
identificacdo destas interacdes e conforme exposto neste capitulo, permitird o acesso a
informacbes que até o presente momento ndo eram disponiveis e dessa forma,
constituindo uma ferramenta que vem a preencher uma lacuna existente até entdo no
campo da pesquisa de uma das interacdes eletrostaticas importantes em

macromoléculas.
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2.3.5 CONSIDERAGOES SOBRE O DESENVOLVIMENTO

Para a obtencdao do algoritmo final do WIM foram necessarias que algumas
guestdes-chave viessem a ser solucionadas, sendo que estas serdo abordadas conforme a

sequéncia légica do algoritmo.

2.3.5.1 CONVERSAO DE ARQUIVOS .PDB EM .MOL2

De acordo com o disposto no Item 2.3.3, o WIM aceita como input tanto
arquivos com extensdo .pdb como .mol2. Embora ambas as extensées sejam variacders de
arquivos de texto, o reconhecimento destes por arquivos de visualizacdo grafica é
efetuado pelo formato layout dos dados, possuindo a extendo .mol2 um formato mais
simples, semelhante a uma tabela com um cabecalho contidos em cada arquivo conforme
mostrado na Tabela 1.5 e Figura 2.4. Objetivando redugao do tempo de processamento
padrdo, optou-se que as rotinas internas processacem arquivos .mol2. Para tal, foi
necessario o desenvolvimento de um algoritmo responsavel pela conversdao de arquivos

no formato .pdb em .mol2.

Vencida essa etapa inicial, foram desenvolvidas as sub-rotinas para o célculo

das interagdes T e ligagdes de hidrogénio, as quais os conceitos serdao comentados

separadamente.

2.3.5.2 IDENTIFICACAO E LOCALIZACAO DOS ANEIS AROMATICOS

Nas definigdes das interagdes Tt descritas no Item 1.1.1, ha a necessidade da
localizacdo dos anéis aromaticos existentes na estrutura espacial da molécula. A solucao

para este problema foi obtida em uma sub-rotina que efetua vetorialmente o cédlculo das
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distancias das ligacbes covalentes entre os dtomos da estrutura. Em detalhes, o algoritmo

segue as etapas:

a)

b)

f)

g)

Selecionar o primeiro dtomo da estrutura;

Efetua-se o mapeamento vetorial para localizar todos os dtomos que estao ligados a
este covalentemente;

Os pares envolvidos em uma ligagdo covalente sdao armazernados em uma tabela
temporiaria;

Repete-se o procedimento “a” até o Ultimo dtomo da estrutura cristalografica;

Na tabela temporaria, é efetuada uma contagem com o objetivo de identificar os
atomos que estdo presentes em 4 ou mais ligacdes covalentes, pois estes sdo
integrantes de um anel;

Utilizando o conceito do Item 1.3.2.1, Figura 1.20; sdo selecionados 4 atomos que
sdo combinados para formarem 2 vetores, os quais serdo utilizados para o célculo de
2 vetores normais. Caso o angulo existente entre estes dois vetores normais seja 0°,
o anel é plano;

As coordenadas dos atomos integrantes do anel sdo armazenadas em um banco de
dados de anéis planos, conforme Figura 1.21.

Conhecendo-se as coordenadas x, y e z dos atomos integrantes de um anel,

procede-se ao calculo das coordenadas dos centroides, conforme descrito no Item 1.3.2.1.

2.3.5.3 LOCALIZACAO DAS LIGACOES DE HIDROGENIO

Utilizando o mesmo procedimento do Item 2.3.5.3, as ligacbGes covalentes

entre o Hidrogénio e demais atomos é utilizada para a identificacdo das LigacOes de

hidrogénio, conforme a sequéncia:

a)

Ordena os atomos da estrutura cristalografica em ordem alfabética;

b) Excluir da relagdo os atomos de Hidrogénio e cria-se uma tabela temporaria;
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c)

d)

e)

f)

g)

h)

Efetua-se o mapeamento vetorial para localizar todos os dtomos que estdo ligados a
este covalentemente;

Os pares envolvidos em uma ligacdo covalente sdo armazernados em uma tabela
temporaria;

Para cada atomo ligado covalentemente ao Hidrogénio, efetua-se novamente o
mapeamento vetorial para localizar os &tomos que estdo que atendam os parametros
especificados para a distancia d3 descrita no Item 1.2.1;

Caso existam atomos que atendam a este requisito, € completada a tabela de forma a
termos nela o 4&tomo de Hidrogénio, o seu par covalentemente ligado e um terceiro
atomo a uma distancia ds deste;

Por fim, conhecendo-se as coordenadas dos 3 dtomos do item “f”, procede-se ao
cdlculo do angulo ¢, conforme o Item 1.3.2.2 e o valor do resultado esteja em
conformidade ao especificado na Tabela 1.4, a ligacdo de hidrogénio é valida;

As coordenadas dos atomos integrantes desta ligacdo de hidrogénio e as suas
propriedades sdao armazenadas em um banco de dados especifico, conforme
mostrado na Figura 1.23.

2.3.5.4 FORMATOS NUMERICOS

Possuindo como objetivo usuarios de diversos paises, o input de dados aceita

tanto o padrdo numérico brasileiro, quanto o internacional. A diferenca entre estes

consiste na utilizacdo de virgulas para a separacao das casas decimais e pontos para a

separacdo de milhar no sistema brasileiro. No sistema internacional esses caracteres sdo

invertidos, ficando o ponto como separador decimal e a virgula para os milhares. Por

outro lado, como os visualizadores graficos utilizam o padrao internacional, os arquivos

.mol2 resultantes do processamente seguem o padrdo internacional (Caracelli, | et al.,

2016)
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2.3.5.5 TEMPO DE PROCESSAMENTO

Sabendo-se que o tempo de processamento esta relacionado a quantidade de
atomos existentes em cada molécula analisada, possuimos obrigatoriamente tempos
diferentes para cada tipo de molécula. Para avaliagdo do desempenho do WIM, foram
selecionadas quatro estruturas de DNA cujo download foi efetuado diretamente do

Protein Data Bank (PDB). Para cada uma das estruturas foi efetuado o mapeamento

vetorial para a busca por interagdes T, utilizando um notebook marca DELL, modelo

Inspiron 15R SE, conforme as especificacGes abaixo:

o Processador: Intel Core i5 3210M;
o Adaptador Grafico: AMD Radeon HD 7730M;
o Memoria RAM: 8 Gb.

Os resultados obtidos foram utilizados na construcao da Tabela 2.8.

Tabela 2.8 Tempo de processamento das estruturas cristalograficas de DNA em um notebook DELL modelo

Inspiron 15R SE, extraido de (Caracelli, I. et al; 2016)

Pares de Quantidade de Tempo de Processamento
PDB ID Possui ligante?
Bases atomos (sem H) (Segundos)
1BNA 12 566 Nao 7,0
2DYW 12 661 No sulco 6,5
1VZK 12 579 No sulco 6,0
1G3X 12 628 Intercalado 7,0

O tempo de processamento obtido para cada uma das estruturas da Tabela
2.8 mostrou ser a principal vantagem do WIM sobre os procedimentos em uso pelos
pesquisadores. Empiricamente, o mesmo trabalho quando efetuado manualmente em

tela grafica demandaria 40 horas de trabalho do pesquisador.
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2.3.5.6 0 WIM E A INOVAGAO

A proposta original para a criagdo do WIM surgiu como resultado da
dissertacdo de mestrado mestrado intitulada “Mapeamento vetorial de interacdes
eletrostaticas para biomoléculas” (Sacco, 2013) cujo objetivo era preencher uma lacuna
existente no mercado, uma vez que na época da sua concep¢ao, o software Discovery

Studio Client 3.1™ (Accelrys, 2011) e suas versdes posteriores efetuam o célculo das
interagbes 7. Todavia, com o uso do mapeamento vetorial foi possivel constatar que os
célculos efetuados tanto pelo Discovery Studio Client 3.1™ (Accelrys, 2011) como por
suas versdes posteriores ndao estdo corretos. Tal fato torna o WIM o Unico software a
efetuar de forma automatizada e precisa tanto a localizagdo de interagdes 7T como
também LigacOes de hidrogénio, associando a estas a geragdo de arquivos para uso

estatistico ou outros calculos matematicos, além de arquivos para a visualizagdo em graph

sets.
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No presente, capitulo utilizando o mapeamento vetorial processado pelo WIM,
serdo efetuadas andlises em uma familia de estruturas de DNA com quantidade de pares
de bases pré-definida e que apresentam a mesma sequéncia de nucleotideos
(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G), sendo que cada uma delas sera
classificada em funcdo da presenca ou ndo de ligantes e caso existam, também por tipo. O

mapeamento vetorial permitird uma melhor compreensdo da relagao existente entre
ligacdes de hidrogénio e interagGes Tt para cada estrutura, a influéncia dos ligantes na

relagao entre estas interagdes e por fim uma nova visao sobre o papel interagdes T na

conformacao espacial da dupla hélice do DNA.

3 WIM - RESULTADOS OBTIDOS EM ESTRUTURAS DE DNA

Conforme a literatura, quando Watson e Crick (Watson e Crick, 1953)
elucidaram a formacdo da dupla hélice do DNA e os pares formados pelas bases G-C e A-T
passaram a ser conhecidos como pares de bases de Watson e Crick (Quigley et al., 1986) e
também tidos como os responsaveis pela manutencao da dupla hélice mantendo as duas
fitas do DNA em posicdo via ligacdes de hidrogénio existentes entre as bases G-C e A-T,

conforme a Figura 3.1.

H6' ;m'
HS. _N N6—H6------04 /(‘H; HS. N7 ;)6-----"4—&'4 Hs
" es=cé \\ca—cs C\h /\CS—(ﬁ Ca—C§
Ho-N~c4 N1------H3—N 3/ \\c(,_H(, H9-N~ca /.\l—HI ------ N3 \/C()——H(»
m—cé/ \cz—m/ N3=C2 Fo oy
H2 0:{/ \HI N2—H2------ 02 Hi
H2

Adenine-Thymine
Guanine-Cytosine

Figura 3.1 Watson Crick, pares de bases, A-T e G-C (Fonseca Guerra et al., 2000).

Complementarmente ao acima exposto, diversos autores (Ma e Dougherty,
1997; Gallivan e Dougherty, 1999; Wintjens et al., 2000; Michael Gromiha et al., 2004;

Dougherty, 2007; Du et al., 2012; Pinheiro et al., 2017), argumentam que além das ligacdes



CAPITULO 3. Resultados e Discussées 79

de hidrogénio referentes aos pares de bases de Watson e Crick, atribuem as interagbes T
existentes entre os anéis paralelos das bases pertencentes a mesma fita como fatores
contribuintes para a conformacdo do DNA. O processamento utilizando o WIM permitiu

uma nova visdo sobre esse assunto, o qual serd melhor explorado a seguir.

3.1 DEFINIGAO DAS ESTRUTURAS

Considerando-se que o desenvolvimento do mapeamento vetorial (Sacco,
2013) utilizou trés estruturas de DNA, descritas no Item 2.1 com sequéncia de nucleotideos
(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G), optou-se por buscar no PDB (Rscbh),
PDMSum e NDB (Jersey, 2012) por outras estruturas que apresentassem esta mesma
sequéncia. Na data de 08 de maio de 2016 foram localizados nos trés bancos de dados
arquivos que possuem a sequéncia desejada. Em fun¢do da presenca ou ndo de ligantes e
caso existam, do seu tipo, essas 77 estruturas foram divididas em trés grupos e a

amostragem em fungao das suas caracteristicas é visualizada na Figura 3.2.

Sem ligante 24%

Tipo Quantidade
. Ligante intercalado 1%
Sem ligante 17
Ligante intercalado 1
Ligante no sulco 60

Figura 3.2 Distribuicdo relativa das estruturas de DNA em fungdo das suas caracteristicas. Elaborado pelo
autor.
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A discriminacdo das

estruturas com

sequéncia

80

de nucleotideos

(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G) integrantes da amostragem ilustrada na

Figura 4.1 encontra-se relacionada abaixo, conforme mostrado nas Tabelas 3.1 a 3.3.

Tabela 3.1 Estruturas de DNA sem ligantes, elaborada pelo autor

Cad. Autor Ligante Resolugdo
SL1 (Schweitzer et al., 1994) NMR
SL2 | (Drewetal., 1981) 1.90 A
SL3 (Tjandra et al., 2000) NMR
SL4 | (Chatake et al., 1999) 1.60 A
SL5 (Kuszewski et al., 2001) NMR
SL6 | (Howerton et al., 2001) 1.20A
SL7 (Wu et al., 2003) NMR
SL8 |(Drew etal., 1982) 2.70A
SL9 (Denisov et al., 1998) NMR
SL10 (Shui, Mcfail-Isom, et al., 1998) 1.40 A
SL11 |(Liuetal., 1998) 3.00 A
SL12 | (Liu e Subirana, 1999) 1.45A
SL13 | (Lercher et al., 2014) 1.32A
SL14 | (Holbrook et al., 1985) 1.90 A
SL15 | (Westhof, 1987) 1.90 A
SL16 | (Shatzky-Schwartz et al., 1997) 2.50 A
Tabela 3.2 Estrutura de DNA com ligante intercalado, elaborada pelo autor
Cad. Autor Ligante Resolugdo
L1 (Malinina et al., 2002) 9ACRIDINE-PEPTIDE DRUG 2.70 A

Conforme observado acima, para a sequéncia de nucleotideos escolhida, ha

apenas uma com o ligante intercalado (Tabela 3.2).

Tabela 3.3 Estrutura de DNA com ligantes no sulco, elaborada pelo autor

Cad. Autor Ligante Resolugdo
[3-(4-{2'-[4-(3-DIMETHYLAMINO-PROPOXY)-

LS1 (Mann et al., 2001) PHENYL]- 3H,3'H-[5,5'1BIBENZOIMIDAZOLYL-2-YL}- | 2.00 A
PHENOXY)- PROPYL]-DIMETHYL-AMINE

LS2 | (Nunn etal., 1993) 1,3-BIS(AMIDINOPHENOXY)PROPANE 2.10A
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Continuagdo da Tabela 3.3

2'-(3-10D0-4-METHOXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1-

153 | (Squire, C.J etal, 2000) PIPERAZINYL)-2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 1604

LS4 (Wei et al,, 2013) 2-(4 -(-:ar.baml-mldoylblphenyl-4-y|)-1H-|ndoIe- 6- 124 A
carboximidamide

. 2'-(4-HYDROXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1- )

LS5 |(Sriram etal., 1992a) PIPERAZINYL)- 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 2.004

. 2,5-BIS{[4-(N- )
156 |(Simpson, I etal.,, 2000) CYCLOBUTYLDIAMINOMETHYL)PHENYL]}JFURAN 2.004
. 2-{3'-[AMINO(IMINO)METHYL]BIPHENYL-4-YL}- 1H- .

157 | (Neidle e Lee, 2006) BENZIMIDAZOLE-5-CARBOXIMIDAMIDE 1.65A

LS8 | (Larsen etal., 1989) 6-AMIDINE-2-(4-AMIDINO-PHENYL)INDOLE 2.40 A
1,6-DIMETHYL-4-(4-(4-(1-METHYLPYRIDINIUM-  4-

LS9 | (Adams, A et al., 2005) YLAMINO)PHENYLCARBAMOYL)PHENYLAMINO)QUI | 1.80 A
NOLINIUM
2'-(4-ETHOXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1-

. PIPERAZINYL)- 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE .

LS10 | (Sriram et al., 1992a) HOECHST 33342 (Synonym) 2.25A
C27 H28 N6 O

. 2'-(4-HYDROXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1- )

1511 |(Quintana, LR etal, 1951) PIPERAZINYL)- 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 2.004

. 2'-(4-HYDROXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1- )

1512 | (Pjura etal,, 1987) PIPERAZINYL)- 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 1.90A
2'-(4-HYDROXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1-

LS13 | (Quintana, J.R et al., 1991) PIPERAZINYL)- 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE | 1.90 A
HOECHST 33258 (Synonym)

. 2-(5-{4-[AMINO(IMINO)METHYL]PHENYL}-2- )

1514 | (Lee e Neidle, 20063) FURYL)- 1H-BENZIMIDAZOLE-5-CARBOXIMIDAMIDE | 3%
4-[4-[2-AMINO-4-[4,6-(N-

LS15 | (Squire et al., 1997) METHYLQUINOLINIUM)AMINO]BENZAMIDOJANILIN | 2.60 A
O]- N-METHYLPYRIDINIUM MESYLATE
5-AMIDINO-2-[2-(4-AMIDINOPHENYL)-5- )

1516 | (Clark etal,, 1957) BENZIMIDAZOLYL]BENZIMIDAZOLE 2.20A
N',N"-{furan-2,5-diylbis[3-(piperidin-4-

LS17 |(Linetal., 2010) yloxy)benzene-4,1-diyl]}dipyridine-2- 1.90 A
carboximidamide DB1880

LS18 | (Edwards et al., 1992) 1,5-BIS(4-AMIDINOPHENOXY)PENTANE 2.10 A

LS19 | (Nunn etal., 1994) 1,5-DI(4-AMIDINOPHENOXY)-3-OXA-PENTANE 2.20A
1,6-DIMETHYL-4-(4-(4-(1-METHYLPYRIDINIUM-  4-

LS20 |(Adams, A et al., 2005) YLAMINO)PHENYLCARBAMOYL)PHENYLAMINO)QUI | 1.80 A
NOLINIUM

LS 21 (Squire, Christopher J et al., |2'-(3-IODOPHENYL)-5-(4-METHYL-1-PIPERAZINYL)- 1.60 A

2000)

2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE
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Continuagdo da Tabela 3.3

(Squire, Christopher J et al.,

2'-(3-IODOPHENYL)-5-(4-METHYL-1-PIPERAZINYL)-

1522 15000) 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 2.104
. 2'-(3-METHYL-4-DIMETHYLAMINOPHENYL)-5-(4- .
1523 | (Martin, RFetal., 2004) METHYL-1-PIPERAZINYL)-2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 2:504
: 2-(4'-AMIDINOBIPHENYL-4-YL)-1H-BENZIMIDAZOLE- .
LS24 | (Miao et al., 2005) e AMIDINE 1.64 A
2-(4'-CARBAMIMIDOYL-2'-HYDROXYBIPHENYL-4- )
1525 | (Munnuretal, 2012) YL)-1H-BENZIMIDAZOLE-5-CARBOXIMIDAMIDE 1.254
. 2'-(4-DIMETHYLAMINOPHENYL)-5-(4-METHYL-1- )
LS26 | (Martin, Roger F et al., 2004) PIPERAZINYL)-2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 2.50A
ls,; |(Sauire, Christopher J et al.,|2'-(4-DIMETHYLAMINOPHENYL)-5-(4-METHYL-1- 520 A
2000) PIPERAZINYL)-2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE '
. 2'-(4-HYDROXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1- )
LS28 |(Quintana, J.R etal., 1991) PIPERAZINYL)- 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 2.20A
. . 2'-(4-HYDROXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1- )
LS29 | (Quintana, JordiR etal., 1991) PIPERAZINYL)- 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 2.20A
2'-(4-HYDROXYPHENYL)-5-(4-METHYL-1- )
1530 | (Tengetal, 1988) PIPERAZINYL)- 2,5'-BI-BENZIMIDAZOLE 2.25A
2-(5-{4-JAMINO(IMINO)METHYL]PHENYL}-2-
LS31 | (Mallena et al., 2004) THIENYL)- 1H-BENZIMIDAZOLE-6- | 1.77 A
CARBOXIMIDAMIDE DIHYDROCHLORIDE
2,2'-benzene-1,4-diylbis[6-(1,4,5,6- o
1532 | (Zhuetal, 2015) tetrahydropyrimidin- 2-yl)-1H-indole] 1.24A
LS33 | (Laughton et al., 1996) 2,5-BIS(4-GUANYLPHENYL)FURAN 2.20A
2,5-BIS-[4-[CYCLOPENTA-1,3-DIEN-5-YLAMINO-  1- )
LS34 | (Mazur et al., 2000) AMINOMETHYL]-PHEN-1-YLJFURAN 2.40A
. 2,5-BIS{[4-(N- )
L Iietal, 2 2.00 A
535 | (Simpson, 1) et al,, 2000) CYCLOBUTYLDIAMINOMETHYL)PHENYL]}JFURAN 00
. 2,5-BIS{[4-(N- )
1536 | (Simpson, lan ] et al,, 2000) CYCLOHEXYLDIAMINOMETHYL)PHENYL]}FURAN 1.90A
. 2-{4'-[AMINO(IMINO)METHYL]BIPHENYL-3-YL}- 1H- .
1537 | (Lee e Neidle, 2006b) BENZIMIDAZOLE-6-CARBOXIMIDAMIDE 2.05A
3-[5-[5-(4-METHYL-PIPERAZIN-1-YL)-1H-
LS38 | (Clark et al., 1996) IMIDAZO[4,5-  B]PYRIDIN-2-YL]-BENZIMIDAZOL-2- | 2.20 A
YL]-PHENOL
3-[C-[N'-(3-CARBAMIMIDOYL-BENZYLIDENIUM)-
HYDRAZINO]-[[AMINOMETHYLIDENEJAMINIUM]- )
1539 | (Nguyen etal, 2002) IMINOMETHYL]- BENZAMIDINIUM | +78 A
CGP40215A
LS 40 (Wei et al,, 2013) 4'-(5-carbamimidoyl-1H-benzimidazol-2-yl)biphenyl- 125 A

4-carboxamide




CAPITULO 3. Resultados e Discussées 83

Continuagdo da Tabela 3.3

4-{[4-HYDROXY-PHENYL]-1H-BENZIMIDAZOLE-5-

LS41 (Neidle et al., 1999) YL}-BENZIMIDAZOLE-2-YL-[4-HYDROXY-BENZENE] 1.80 A
C26 H18 N4 02
5-(2-IMIDAZOLINYL)-2-[2-(4-HYDROXYPHENYL)-  5- .

1542 | (Woodetal, 1995) BENZIMIDAZOLYL]BENZIMIDAZOLE 2.004

. 6-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-yl)-2-[4'- (1,4,5,6- o

LS4 Wei et al,, 201 1.27 A

543 | (Weietal, 2013) tetrahydropyrimidin-2-yl)biphenyl- 4-yl]-1H-indole
6-(4,5-DIHYDRO-1H-IMIDAZOL-2-YL)-2-{5-[4-  (4,5-

LS 44 (Campbell et al., 2006) DIHYDRO-1H-IMIDAZOL-2-YL)PHENYL]THIEN- 2-YL}- 1.36 A
1H-BENZIMIDAZOLE
8-METHOXY-1-METHYL-4-(4-(4-(1-

METHYLPYRIDINIUM- 4- o

LS4 A Adri l., 2 1.60A

545 | (Adams, Adrienne etal., 2005) |\ 1 \1iNO)PHENYLCARBAMOYL)PHENYLAMINO)QUI 60
NOLINIUM
BERENIL DIMINAZINE ACETURATE; 1,3-TRIS- o
LS4 B I, 1 ! ! 2.50A
546 | (Brown etal, 1990) (4'AMIDINOPHENYL) >0
. BERENIL DIMINAZINE ACETURATE; 1,3-TRIS- o

LS 47 (Neidle et al., 2006) (4'AMIDINOPHENYL) 1.65A

LS48 | (Sines et al., 2000) MAGNESIUM ION in minor-groove 1.20A

149 | (Woods et al., 2000) MAGNESIUM ION in minor-groove, Mediated by a 182 A
Conserved Water Cluster

LS 50 (Wei et al., 2013) MAGNESIUM ION in minor-groove, Mediated by a 125 A
Conserved Water Cluster

LS 51 (Shui, Sines, et al., 1998) MAGNESIUM ION in minor-groove, Mediated by a 175 A
Conserved Water Cluster

LS 52 (Goodsell et al., 1995) MONOIMIDAZOLE LEXITROPSIN 2.25A

LS 53 (Goodsell et al., 1995) MONOIMIDAZOLE LEXITROPSIN 2.25A
N,N'-(1H-PYRROLE-2,5-DIYLDI-4,1- o

1S54 | (Mundeetal., 2007) PHENYLENE)DIBENZENECARBOXIMIDAMIDE 1.86A
N,N'-bis[3-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2- .

LS 55 Zhu et al., 2015 1.48 A

(Zhuetal, ) yl)phenyl]biphenyl-4,4'- dicarboxamide
LS56 | (zhu et al, 2015) N,N'-bis[3-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2- 1314
Y yl)phenyl]biphenyl- 4,4'-dicarboxamide '

LS 57 (Sriram et al., 1992b) NETROPSIN 2.20A
PLATINA - TRANS-BIS(HEXYLAMINE)-(DIAMMINE)
PLATINUM(II) COMPLEX; (6- .

LS 58 K da et al., 2006 1.13A

(Komeda et al., 2006) AMINOHEXYLAMINE)(TRIAMMINE)  PLATINUM(II)
COMPLEX spam the minor groove

LS 59 (Wing et al., 1984) PLATINUM TRIAMINE ION H9 N3 Pt into the major 260 A
groove

LS 60 (Tereshko et al., 1999) RUBIDIUM ION in minor-groove, Mediated by a 150 A
Conserved Water Cluster
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3.2 RESULTADOS OBTIDOS

Com o conhecimento obtido tanto no Mapeamento Vetorial para biomoléculas
(Sacco, 2013) e também nos trabalhos realizados por Caracelli e colaboradores ( Caracelli,
l. et al., 2013; Caracelli, I. et al, 2014), onde as operagdes vetoriais resultaram em novas
informacgdes relacionadas as interagdes ndo covalentes no DNA, uma vez desenvolvido o
WIM ( Sacco, A. C. S. et al, 2016), objetivou-se expandir as aplicacdes ja conhecidas para o
mapeamento vetorial, utilizando o software em novas andlises, tendo em questdo as
interagdes T e ligagdes de hidrogénio. A seguir, os resultados dessas experiéncias serdao

apresentados.

3.3 PAPEL DAS INTERAGOES 7T NA CONFORMAGAO DA ESTRUTURA DO DNA

A literatura utilizada nessa pesquisa apresenta dois pontos em comum, o
primeiro deles é que a estrutura da dupla hélice caracteristica do DNA é mantida pelas
ligacGes de hidrogénio ja anteriormente citadas (Watson e Crick, 1953; Quigley et al., 1986;
Kielkopf et al., 1998; Williams e Maher Ill, 2000; Bao, 2002), o outro ponto comum é que
interagdes T também atuam na conformacgdo estrutural do DNA conforme Guerra e
colaboradores (Fonseca Guerra et al., 2000) e demais outros autores (Mignon et al., 2005;
Ermondi e Caron, 2006; Tewari e Dubey, 2008; Seng et al., 2010; Takahashi et al., 2010).
Tewari e Dubey (2008) definiram que as interagdes T~ e C-H-7 sdo as principais
responsaveis pelo empilhamento das bases. Em suma, segundo a pesquisa efetuada,
conclui-se que cada fita tem o formato de hélice decorrente das intera¢des 7T e também
pelas ligacdes de hidrogénio, sendo que estas ultimas mantém as duas fitas unidas,
formando a dupla hélice. As Figuras 2.7, 2.8 e 2.9 do Capitulo 2 corroboram o papel das
interacGes T atuando entre as bases de uma mesma fita, porém, a Figura 3.3 revela a

existéncia de interacOes entre bases de fitas diferentes, possuindo estas interacdes origem

no centroide do anel de 6 atomos da Guanina 2 na Fita A e tendo como destinos um
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nitrogénio na Guanina 24 e um hidrogénio na Guanina 22, ambos os destinos na Fita B do

DNA analisado.

Figura 3.3 Representagdo grafica de parte de uma molécula de DNA (Drew et al., 1981) com as interagGes

T existentes entre as bases, determinadas vetorialmente. Utilizado o software Discovery Studio 3.1™,
extraido de Sacco (2013)

A informacdo contida na imagem acima, deu origem a uma primeira questdo:
existem interacOes Tt entre as bases de fitas diferentes de forma a contribuir para a
manutencdo da dupla hélice e, caso positivo, poderia haver um padrao especifico para
elas? Dessa forma, foi utilizado o WIM para localizar as interagbes Tt e as ligacdes de
hidrogénio para cada uma das 77 estruturas relacionadas nas Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3, a
Tabela 3.4 mostra a estrutura de dados para interacbes Tt obtidas como output desse

processamento, sendo esse arquivo compativel para a utilizacdo na planilha eletronica

Microsoft Excel (Microsoft.Com, 2012).
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Tabela 3.4 InteragBes T entre fitas mapeadas pelo WIM para estrutura de DNA sem ligante (Drew et al.,

1981), sendo Distance expressa em (A) e o angulo o em (°), tabela elaborada pelo autor.

Origin Destination Distance a
DG2 Ct6 DG22 H1 3,7788 27,712
DG2 Ct6 DG24 N2 3,6022 18,3243
DG2 Ct6 DG24 H22 3,4728 8,0744
DG4 Ct6 DG22 H22 3,4977 20,313
DG10 Ct6 DG14 06 3,6305 28,6492
DG10 Ct6 DG16 H1 3,7167 28,6692
DG10 Ct6 DG16 H22 3,4156 28,2835
DG12 Ct6 DG14 H22 3,693 23,8587
DG16 Ct6 DG10 H22 3,574 24,5559
DG22 Ct6 DG4 H1 3,5274 28,7619
DG22 Ct6 DG4 H22 3,5428 27,9633
DG24 Ct6 DG2 N1 4,0697 29,4

Como pode ser constatado na tabela acima, o WIM além de localizar as

interacGes T, fornece informacdes sobre cada uma delas, tais como a sua direcionalidade,
guantidade de atomos do anel aromatico de origem, &tomo ou centroide de destino e sua
localizacdo na estrutura e os parametros geométricos definidos pela literatura (Tabela 1.2).
A disposicdao dos dados obtidos para todas as estrutura no formato de tabela, permite que
sejam analisados utilizando ferramentas de planilha eletrénica, como por exemplo, o
Microsoft Excel (Microsoft.Com, 2012). A seguir, serdo mostrados os resultados dessa

analise para cada um dos grupos definidos nas Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3.

3.3.1 ESTRUTURAS DE DNA SEM LIGANTES

O WIM, ao processar as estruturas integrantes da Tabela 3.1, identificou um
total de 268 interacdes entre bases de fitas diferentes. Ao serem analisadas, sdo obtidas
informacgdes que servem como base para a avaliacdo de um padrao comum das interacoes
T para estas estruturas. As Tabela de 3.5 a 3.12 possibilitam uma visdo qualitativa e

guantitativas das interacdes entre fitas de estruturas sem ligantes.
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Tabela 3.5 Interagdes Tt entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem ligantes,
quantifica¢do e localizagdo das interagGes entre fitas, possuindo como destino dtomos da Guanina 2, tabela

elaborada pelo autor.

Destino >

DG2

Origem (localizagdo do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral

10

Tabela 3.6 Interacdes Tt entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem ligantes,
quantificagdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo

Guanina 4, tabela elaborada pelo autor.

como destino atomos e centroide da

Destino >

DG4

Origem (localizagdo do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

Ct6

N3

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral

Tabela 3.7 InteragBes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem ligantes,
guantificacdo e localizagdo das interagOes entre fitas, possuindo como destino atomos e centroide da

Guanina 10, tabela elaborada pelo autor.

Destino >

DG10

Origem (localiza¢do do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

Ct6

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral
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Tabela 3.8 Interagdes Tt entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem ligantes,
quantificagdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos e centroide da
Guanina 12, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG12

Origem (localizagdo do centroide: CT6) H1 H21 H22 N1 N2 Ct6

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14 6 4 5 4 5 1

DG16

DG22

DG24

Total Geral 6 4 5 4 5 1

Tabela 3.9 Interagdes Tt entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem ligantes,
quantificagdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos da Guanina 14,
tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG14

Origem (localizagdo do centroide: CT6) H1 H21 H22 N1 N2 06

DG2

DG4

DG10 >

DG12 3 4 4 3 4

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral 3 4 4 3 4 5

Tabela 3.10 InteracGes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem ligantes,
guantificacdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino atomos e centroide da
Guanina 16, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG16

Origem (localiza¢do do centroide: CT6) H1 H21 H22 N1 N2 Ct6 N3

DG2

DG4

DG10 5 5 4 3 6 2 1

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral 5 5 4 3 6 2 1
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Tabela 3.11 InteragGes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem ligantes,
quantificagdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos e centroide da

Guanina 22, tabela elaborada pelo autor.

Destino >

DG22

Origem (localizagdo do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

Ct6

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral

11

Tabela 3.12 InteragGes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem ligantes,
quantificagcdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino atomos e centroide da

Guanina 24, tabela elaborada pelo autor.

Destino >

DG24

Origem (localizagdo do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

Ct6

DG2

6

7

DG4

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral

Como pode ser visto nas Tabelas 3.5 a 3.12, para o grupo de estruturas sem

ligantes, as interacGes TT ocorrem especificamente entre centroides e atomos das guaninas

DG2, DG4, DG10, DG12, DG14, DG16, DG22 2 DG24. Para uma melhor compreensao, as

Tabelas 3.13 e 3.14 consolidam as interacdes mapeadas por guaninas.
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Tabela 3.13 Distribuicdo em valores absolutos das interagGes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as
estruturas de DNA sem ligantes, evidenciando as ligagGes existentes entre fitas diferentes, tabela elaborada

pelo autor.
Destino
Origem DG2 | DG4 | DG10 | DG12 | DG14 | DG16 | DG22 | DG2a |  TOtalPOr
origem

DG2 10 41 51
DG4 23 23
DG10 7 28 35
DG12 22 22
DG14 3 31 34
DG16 27 27
DG22 9 33 42
DG24 34 34
Total por destino 43 33 30 31 29 28 33 41 268

Tabela 3.14 Distribuicdo em valores relativos das intera¢des 7T entre fitas mapeadas pelo WIM para as
estruturas de DNA sem ligantes, evidenciando as ligagGes existentes entre fitas diferentes, tabela elaborada

pelo autor.
Destino

Origem DG2 | DG4 | DG10 | DG12 | DG14 | DG16 | DG22 | DG2a | 'Ot PO

origem
DG2 4% | 15% 19%
DG4 9% 9%
DG10 3% | 10% 13%
DG12 8% 8%
DG14 1% | 12% 13%
DG16 10% 10%
DG22 3% | 12% 16%
DG24 13% 13%
Total por destino 16% 12% 11% 12% 11% 10% 12% 15% 100%

Observando a Tabela 3.14, constata-se que hd uma distribuicdo equanime

destas interacdes entre guaninas especificas. Como o WIM também gerou arquivos para

uso em visualizadores graficos, as interagdes acima reportadas foram transformadas em

imagem e mostradas na Figura 3.4.
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Figura 3.4 InteragGes Tt existentes entre as bases de fitas diferentes mapeadas em estruturas sem ligantes,
elaborado pelo autor.

Pode-se constatar pela imagem acima, que ha uma concentracdo de interagdes

T entre fitas nos extremos da estrutura.
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3.3.2 ESTRUTURA DE DNA COM LIGANTE INTERCALADO

Para que fosse possivel repetir a mesma analise para o Unico DNA com a
sequéncia especifica de nucleotideos (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G) que
possui ligante intercalado (Malinina et al., 2002), foram seguidos os mesmos
procedimentos utilizados anteriormente com o grupo de estruturas sem ligantes, conforme

visto nas Tabelas de 3.15 a 3.22.

Tabela 3.15 InteragBes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligante
intercalado, quantificacdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos da
Guanina 2, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG2

Origem (localizagdo do centroide: CT6) H1 N1
DG2

DG4

DG10
DG12
DG24
Total Geral

Tabela 3.16 InteragGes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligante
intercalado, quantificacdo e localizagcdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos da
Guanina 14, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG14

Origem (localizag¢do do centroide: CT6) H1 H21
DG2
DG4
DG10 1
DG12 1
DG24

Total Geral

Tabela 3.17 InteracBes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligante
intercalado, quantifica¢do e localizagdo da interacdo entre fitas, possuindo como destino atomo da Guanina
16, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG16
Origem (localiza¢do do centroide: CT6) H21
DG2
DG4
DG10 1
DG12
DG24
Total Geral 1
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Tabela 3.18 InteragGes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligante
intercalado, quantificagdo e localizagdo da interagdo entre fitas, possuindo como destino atomo da Guanina
22, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG22
Origem (localizagdo do centroide: CT6) H22
DG2
DG4 1
DG10
DG12
DG24
Total Geral 1

Tabela 3.19 InteragGes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligante
intercalado, quantificacdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos da
Guanina 24, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG24

Origem (localizagdo do centroide: CT6) H21 H22 N3
DG2 1 1 1
DG4

DG10

DG12

DG24

Total Geral 1 1 1

Como pode ser visto nas Tabelas 3.15 a 3.19, a notavel reducgao das interacdes
entre fitas ja foi anteriormente abordada por outros pesquisadores (Berman e Young,
1981; Shaikh e Jayaram, 2012), os quais haviam concluido que o ligante intercalado

promove alteracdes fisicas no DNA. Observa-se que, embora as mesmas guaninas DG2,

DG4, DG10, DG12, DG14, DG16, DG22 2 DG24 estejam envolvidas em interacdes Tt entre
fitas, hd uma visivel alteracdo na relagdo origem-destino das interacbes, conforme

mostrado nas Tabelas 3.20 e 3.21.
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Tabela 3.20 Distribuicdo em valores absolutos das interagdes T entre fitas mapeadas pelo WIM para a
estrutura de DNA com ligante intercalado, evidenciando as ligagBes existentes entre fitas diferentes, tabela

elaborada pelo autor.

Destino
Origem DG2 DG14 DG16 DG22 DG24 Total por
origem
DG2 3 3
DG4 1 1
DG10 1 2
DG12 1
DG24 2
Total por destino 2 1 1 3 9

Tabela 3.21 Distribuicdo em valores relativos das interacGes T entre fitas mapeadas pelo WIM para a
estrutura de DNA com ligante intercalado, evidenciando as ligagGes existentes entre fitas diferentes, tabela

elaborada pelo autor.

Destino
Origem DG2 DG14 DG16 DG22 DG24 Ts:?gle‘::r
DG2 100% 33%
DG4 100% 11%
DG10 50% 100% 22%
DG12 50% 11%
DG24 100% 22%
Total por destino 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Utilizando os arquivos gerados pelo WIM, foram plotadas as interagdes entre

fitas do DNA mapeadas (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Interagdes TT existentes entre as bases de fitas diferentes mapeadas em estrutura com ligante
intercalado (Malinina et al., 2002), elaborado pelo autor.
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Complementando a analise das interagdes T entre as fitas do DNA, abaixo, as

Tabelas 3.22 a 3.29 mostram os resultados obtidos.

Tabela 3.22 Interagdes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligantes no sulco,
quantificagdo e localizagdo das interagGes entre fitas, possuindo como destino dtomos da Guanina 2, tabela

elaborada pelo autor.

Destino >

DG2

Origem (localizagdo do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

06

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

39

DG24

35

42

27

15

Total Geral

74

42

27

15

Tabela 3.23 Interagdes 1 entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligantes no sulco,
guantificacdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino atomos e centroide da

Guanina 4, tabela elaborada pelo autor.

Destino >

DG4

Origem (localizagdo do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

Ct6

N3

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

24

48

DG24

Total Geral

24

48
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Tabela 3.24 Interagdes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligantes no sulco,
quantificagdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos e centroide da
Guanina 10, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG10

Origem (localizagdo do centroide: CT6) H1 H21 H22 N1 N2 Ct6

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14 36 1

DG16 6 3 33 5 2 1

DG22

DG24

Total Geral 42 3 34 5 2 1

Tabela 3.25 Interagdes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligantes no sulco,
quantificagdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino atomos e centroide da
Guanina 12, tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG12

Origem (localizagdo do centroide: CT6) H1 H21 H22 N1 N2 Ct6

DG2

DG4

DG10

DG12

DG14 11 5 48 12 31 1

DG16

DG22

DG24

Total Geral 11 5 48 12 31 1

Tabela 3.26 Interagdes 1 entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligantes no sulco,
guantificacdo e localizagcdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos da Guanina 14,
tabela elaborada pelo autor.

Destino > DG14

Origem (localiza¢do do centroide: CT6) H1 H21 H22 N1 N2 06

DG2

DG4

DG10 11 3 38

DG12 4 4 31 6 6

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral 15 4 31 9 6 38
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Tabela 3.27 Interagdes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligantes no sulco,
quantificagdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino dtomos e centroide da

Guanina 16, tabela elaborada pelo autor.

Destino >

DG16

Origem (localizagdo do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

Ct6

DG2

DG4

DG10

18

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral

18

Tabela 3.28 Interagdes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligantes no sulco,
quantificagdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino atomos e centroide da

Guanina 22, tabela elaborada pelo autor.

Destino >

DG22

Origem (localizagdo do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

Ct6

DG2

42

DG4

48

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral

47

48

Tabela 3.29 Interagdes 1 entre fitas mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com ligantes no sulco,
guantificacdo e localizagdo das interagdes entre fitas, possuindo como destino atomos e centroide da

Guanina 24, tabela elaborada pelo autor.

Destino >

DG24

Origem (localiza¢do do centroide: CT6)

H1

H21

H22

N1

N2

Ct6

DG2

16

53

18

51

DG4

DG10

DG12

DG14

DG16

DG22

DG24

Total Geral

16

53

18

51




CAPITULO 3. Resultados e Discussées 99

As Tabelas 3.22 a 3.19, mostram que as 843 interagdes T mapeadas nas
estruturas com ligante no sulco apresentam um comportamento semelhante as das
estruturas sem ligante, onde estas ocorrem entre centroides e atomos das guaninas DG2,
DG4, DG10, DG12, DG14, DG16, DG22 2 DG24. As Tabelas 3.30 e 3.31 mostram essa

semelhanga.

Tabela 3.30 Distribuicdo em valores absolutos das interagdes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as
estruturas de DNA com ligantes no sulco, evidenciando as ligagGes existentes entre fitas diferentes, tabela
elaborada pelo autor.

Destino

Origem DG2 DG4 DG10 | DG12 | DG14 | DG16 | DG22 | DG24 Tz:?gleF;:r
DG2 42 145 187
DG4 65 65
DG10 52 41 93
DG12 51 51
DG14 37 108 145
DG16 50 50
DG22 40 89 129
DG24 123 123
Total por destino 163 89 87 108 103 41 107 145 843

Tabela 3.31 Distribuicdo em valores relativos das interagdes T entre fitas mapeadas pelo WIM para as
estruturas de DNA com ligantes no sulco, evidenciando as ligagGes existentes entre fitas diferentes, tabela
elaborada pelo autor.

Destino

Origem DG2 | DG4 | DG10 | DG12 | DG14 | DG16 | DG22 | DG24 Ts:fg'ef:r
DG2 5% 17% 22%
DG4 8% 8%
DG10 6% 5% 11%
DG12 6% 6%
DG14 4% 13% 17%
DG16 6% 6%
DG22 5% 11% 15%
DG24 15% 15%
Total por destino 19% | 11% 10% | 13% | 12% 5% 13% | 17% 100%
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Da mesma forma que as Figuras 3.4 e 3.5, a Figura 3.6 exemplifica uma

estrutura padrao com ligantes.

Figura 3.6 Interagdes Tt existentes entre as bases de fitas diferentes mapeadas em estruturas com ligantes
no sulco, elaborado pelo autor.
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3.3.4 VISAO GERAL DAS INTERACOES T

Consolidando os dados obtidos e mostrados nos Itens 3.3.1, 3.3.2 e 3.3.3,
podemos concluir que para as estruturas de DNA com a sequéncia de nucleotideos
(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G), existe um padrdao na ocorréncia de
interagOes Tt entre fitas, sendo que estas sempre possuem a sua origem no centroide de
do anel de 6 dtomos de uma guanina (Ct6) e tem como destinos especificos os dtomos
mapeadas H1, H21, H22, N1, N2 e 06, além do Ct6 das guaninas DG2, DG4, DG10, DG12,
DG14, DG16, DG22 2 DG24. A Figura 3.7 mostra um comparativo dessas interacdes entre

as estruturas analisadas e a relacdo entre as bases de diferentes fitas envolvidas em

interagdes T é mostrada nas Tabelas 3.32 e 3.33.

Figura 3.7 Imagens das estruturas de DNA com as interagdes Tt entre fitas identificadas por mapeamento
vetorial. Da esquerda para a direita: a) estrutura sem ligante, b) estrutura com ligante intercalado e c)
estrutura com ligante no sulco. Elaborado pelo autor.
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Tabela 3.32 Distribuicdo em valores absolutos das interagdes 1 entre fitas mapeadas pelo WIM para as
estruturas de DNA com sequéncia de nucleotideos (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G),
evidenciando as ligagdes existentes entre fitas diferentes, tabela elaborada pelo autor.

Destino

Origem DG2 | DG4 | DG10 | DG12 | DG14 | DG16 | DG22 | DG24 Tg:iz'e‘:sr
DG2 52 | 174 226
DG4 75 75
DG10 57 | 48 105
DG12 64 64
DG14 37 | 129 166
DG16 61 61
DG22 50 | 104 154
DG24 153 153
Total por destino | 203 104 98 129 121 48 127 174 1004

Tabela 3.33 Distribuicdo em valores relativos das interagdes 1 entre fitas mapeadas pelo WIM para as
estruturas de DNA com sequéncia de nucleotideos (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G),
evidenciando as ligagdes existentes entre fitas diferentes, tabela elaborada pelo autor.

Destino

Origem DG2 | DG4 | DG10 | DG12 | DG14 | DG16 | DG22 | DG24 Tg:fg'ef:r
DG2 5% 17% 23%
DG4 7% 7%
DG10 6% 5% 10%
DG12 6% 6%
DG14 4% 13% 17%
DG16 6% 6%
DG22 5% 10% 15%
DG24 15% 15%
Total por destino | 20% | 10% 10% | 13% | 12% 5% 13% | 17% 100%
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3.4 INTERAGOES ENTRE OS LIGANTES E AS ESTRUTURAS DO DNA

Continuando com a andlise dos dados fornecidos pelo WIM, surgiu um segundo
guestionamento: quais os tipos de interagdes que ocorrem entre o DNA e os seus ligantes?
Varias teorias abordam os mecanismos pelos quais os ligantes incorporam-se ao DNA,
todavia, como o WIM efetua o seu processamento com base em padrdes geométricos e
utilizando cdlculo vetorial em estruturas cristalogréficas, os resultados por ele obtidos
evidenciam o comportamento do ligante em relacdo a estrutura do DNA e vice-versa. Para

efeito de avaliacdao, foram consideradas que estas ligagGes entre os complexos e DNA sejam
intermediadas apenas pelas interagdes T e ligagdes de hidrogénio. Dessa forma, com os
arquivos resultantes do processamento do grupo de estruturas de DNA com ligante
intercalado e ligantes no sulco, efetuou-se um estudo comparativo entre as interacdes T e
ligagcdes de hidrogénio envolvidas na relagao DNA e ligantes e ainda onde esta a origem
desta ligacdo para cada estrutura. Com base nesse pressuposto, algumas estruturas
relacionadas na Tabela 3.3 foram tratadas a parte, pois os ligantes envolvidos ndo possuem
anéis aromaticos. A Tabela 3.34 mostra a relacdo existente entre as interacées T e ligacGes

de hidrogénio e as origens destas para a estrutura LI 1 (Malinina et al., 2002).

Tabela 3.34 Relagdo existente entre as interagdes © e ligagcdes de hidrogénio e as origens destas para a
estrutura com o ligante intercalado, tabela elaborada pelo autor.

Interacdes T Ligacdo de Hidrogénio Relagdo
. i i Interagdo T x
Cod. .| Origem Origem % no . | Origem Origem % no ) E
Totais no ) Totais no . Ligacdo de
noDNA | . ligante no DNA | . ligante . n
ligante ligante Hidrogénio
L1 31 15 16 51,61% 0 0 0 0,00% -
Total geral 31 15 16 51,61% 0 0 0 0,00% -

Vale ressaltar que o caso do ligante intercalado para o grupo de estruturas de
DNA com a sequéncia de nucleotideos (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G), é
Unico e também a direcionalidade existente nas interacdes T entre ligante e DNA, devendo
assim ser tratado como uma exce¢ao. Conforme dito anteriormente, algumas estruturas
relacionadas com ligante no sulco foram tratadas a parte, pois os seus ligante sdo ions

mantidos no sulco menor pela acdo de uma cadeia de moléculas de agua (Shui, Sines, et
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al., 1998; Tereshko et al., 1999; Sines et al., 2000; Woods et al., 2000; Wei et al., 2013).
Estas estruturas de DNA com ions sequestrados por moléculas de dgua no sulco menor

estao mostradas na Tabela 3.35.

Tabela 3.35 Estruturas de DNA com ions sequestrados por moléculas de agua no sulco menor, tabela
elaborada pelo autor.

Interacdes T Ligacdo de Hidrogénio Relagdo
. i i Interagdo T x
Cod. .| Origem Origem % no .| Origem Origem % no erag

Totais DNA no ligant Totais DNA no ligant Ligagdo de

ne ligante | S0 C ne ligante | 82" | Hidrogénio
LS 48 0 0 0 0,00% 0 0 0 0,00% 0,00%
LS 49 0 0 0 0,00% 0 0 0 0,00% 0,00%
LS 50 0 0 0 0,00% 0 0 0 0,00% 0,00%
LS 51 0 0 0 0,00% 0 0 0 0,00% 0,00%
LS 60 0 0 0 0,00% 0 0 0 0,00% 0,00%
Total geral 0 0 0 0,00% 0 0 0 0,00% 0,00%

Ainda dentro do rol das estruturas tratadas como excec¢ao, existem outras duas,
cujos compostos a base de platina envolvidos ndo possuem anéis aromaticos (Wing et al.,

1984; Komeda et al., 2006). A Tabela 3.36 exibe as ligacdes de hidrogénio mapeadas.

Tabela 3.36 Estruturas de DNA com compostos a base de platina, tabela elaborada pelo autor.

Interacdes T Ligacdo de Hidrogénio Relagdo
. i i Interagdo T x
Cod. .| Origem Origem % no . | Origem Origem % no ) E
Totais no _ Totais no . Ligacdo de
no DNA | . ligante no DNA | . ligante . .
ligante ligante Hidrogénio
LS 58 0 0 0 0,00% 2 0 2 100,00% 0,00%
LS 59 0 0 0 0,00% 1 0 1 100,00% 0,00%
Total geral 0 0 0 0,00% 3 0 3 100,00% 0,00%

Uma vez especificadas nas Tabelas 3.35 e 3.36 as exce¢des encontradas pelo
WIM nas estruturas selecionadas, foram relacionadas para analise as 53 estruturas cujos

ligantes no sulco possuem anéis aromaticos, conforme mostra a Tabela 3.37.
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Tabela 3.37 Estruturas de DNA com os ligantes dotados de anéis aromaticos localizados no sulco menor e
interag0es mapeadas, tabela elaborada pelo autor.

InteragGes T Ligacdo de Hidrogénio Relagdo

Cod. . | Origem Origem % no .| Origem Origem % no Int'eragnéo X

Totais no . Totais no ) Ligagdo de
noDNA | . ligante no DNA | . ligante . o
ligante ligante Hidrogénio

LS1 15 0 15 100,00% | 10 2 8 80,00% 60,00%
LS2 7 0 100,00% 1 0 1 100,00% 87,50%
LS3 0 100,00% 1 0 1 100,00% 83,33%
LS4 16 0 16 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS5 16 0 16 100,00% 2 0 2 100,00% 88,89%
LS6 4 0 4 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS7 10 0 10 100,00% 2 0 2 100,00% 83,33%
LS 8 11 0 11 100,00% 2 2 0 0,00% 84,62%
LS9 15 0 15 100,00% 1 0 1 100,00% 93,75%
LS 10 10 0 10 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS11 10 0 10 100,00% 2 1 1 50,00% 83,33%
LS 12 742 0 742 100,00% 2 0 2 100,00% 99,73%
LS 13 9 0 9 100,00% 2 0 2 100,00% 81,82%
LS 14 14 0 14 100,00% 1 0 1 100,00% 93,33%
LS 15 19 0 19 100,00% 1 0 1 100,00% 95,00%
LS 16 17 0 17 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 17 15 0 15 100,00% 1 0 1 100,00% 93,75%
LS 18 6 0 6 100,00% 4 1 3 75,00% 60,00%
LS 19 5 0 5 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 20 15 0 15 100,00% 1 0 1 100,00% 93,75%
LS 21 1 0 1 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 22 9 0 9 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 23 6 0 6 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 24 9 0 9 100,00% 2 0 2 100,00% 81,82%
LS 25 8 0 8 100,00% 2 0 2 100,00% 80,00%
LS 26 6 0 6 100,00% 1 1 0 0,00% 85,71%
LS 27 8 0 8 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 28 9 0 9 100,00% 3 0 3 100,00% 75,00%
LS 29 9 0 9 100,00% 1 0 1 100,00% 90,00%
LS 30 20 0 20 100,00% 4 2 2 50,00% 83,33%
LS31 9 0 9 100,00% 4 1 3 75,00% 69,23%
LS 32 17 0 17 100,00% 4 0 4 100,00% 80,95%
LS 33 6 0 6 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 34 6 0 6 100,00% 3 2 1 33,33% 66,67%
LS 35 4 0 4 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 36 12 0 12 100,00% 2 0 2 100,00% 85,71%
LS 37 10 0 10 100,00% 1 1 0 0,00% 90,91%
LS 38 17 0 17 100,00% 0 0 0 0,00% 100,00%
LS 39 132 0 132 100,00% 1 0 1 100,00% 99,25%
LS 40 15 0 15 100,00% 2 0 2 100,00% 88,24%
LS 41 20 0 20 100,00% 2 0 2 100,00% 90,91%
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Continuagdo da Tabela 3.37

LS 42 12 0 12 100,00% 1 0 1 100,00% 92,31%
LS 43 17 0 17 100,00% 1 0 1 100,00% 94,44%
LS 44 13 0 13 100,00% 2 0 2 100,00% 86,67%
LS 45 16 0 16 100,00% 2 0 2 100,00% 88,89%
LS 46 7 0 7 100,00% 1 0 1 100,00% 87,50%
LS 47 0 100,00% 1 0 1 100,00% 85,71%
LS 52 7 0 100,00% 6 2 4 66,67% 53,85%
LS 53 10 0 10 100,00% 2 0 2 100,00% 83,33%
LS 54 9 0 9 100,00% 2 0 2 100,00% 81,82%
LS 55 11 0 11 100,00% 2 1 1 50,00% 84,62%
LS 56 16 0 16 100,00% 1 0 1 100,00% 94,12%
LS 57 4 0 4 100,00% 2 0 2 100,00% 66,67%
Total geral 1422 0 1422 |100,00% | 88 16 72 81,82% 94,17%

Constata-se pelos dados da Tabela 3.37 que 100% das interagdes Tt existentes
entre o DNA e o ligante no sulco possuem origem nos centroides do ligante, enquanto que
a maioria das ligacOes de hidrogénio (81,82%) também apresentam a mesma origem. Pode-

se ainda afirmar que quase a totalidade das interacdes DNA — ligante é efetuada pelas
interagdes T, sendo dessa forma respondida a segunda questao, referente a forma como

os ligantes interagem com a estrutura do DNA. A Figura 3.8 exibe graficamente a proporcao

dessas ligacdes por tipo.

LigagOes de hidrogénio com

Interagdes T com origem no origemnoDNA  1,1%

Ligante 94,2%

‘

Ligacoes de hidrogénio com
origemno Ligante 4,8%

Figura 3.8 Distribuicdo dos tipos de ligagGes entre o DNA e os seus ligantes com anéis aromaticos no sulco,
grafico elaborado pelo autor.
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Os dados acima relacionados vém a trazer uma nova visdao sobre o papel das

interagdes 7T nos complexos ligante-DNA existentes no sulco menor, pois conforme
Mordavek e colegas (Moravek et al., 2002), até entdo estas ligacbes eram efetuadas
principalmente pelas ligagdes de hidrogénio e forgas de van der Waals, conceito este
também compartilhado por diversos outros autores (Pullman, 1985; Davis e Teague, 1999;

Brooijmans e Kuntz, 2003; Shaikh e Jayaram, 2012).

3.5 RELAGAO ENTRE INTERAGOES 7T E LIGAGOES DE HIDROGENIO NA ESTRUTURA DE DNA

De acordo com as abordagens anteriormente efetuadas, a estrutura do DNA é
resultado da atuacdo das classicas ligagGes de hidrogénio entre os seus pares de bases

(Watson e Crick, 1953; Crick e Watson, 1954; Quigley et al., 1986; Fonseca Guerra et al.,

2000) e também da atuagdo das interagdes T entre as bases de uma mesma fita,
promovendo o seu empilhamento (Mignon et al., 2005; Ermondi e Caron, 2006; Tewari e
Dubey, 2008; Seng et al., 2010). Todavia, apds o mapeamento vetorial efetuado pelo WIM
e tendo o conhecimento das interagdes existentes entre bases de fitas diferentes e
envolvendo as guaninas DG2, DG4, DG10, DG12, DG14, DG16, DG22 2 DG24, e sabendo

gue praticamente a totalidade dos ligantes aromaticos interagem com o sulco menor das
estruturas de DNA via interacdes T, surgiu uma terceira e ultima questdo: haveria uma

relagdo entre a quantidade de interagdes T entre fitas e a quantidade de ligagdes de
hidrogénio, também entre estas fitas? Para que seja obtida essa resposta, foram analisadas
as interagcdes ndo covalentes em grupos de estruturas cristalograficas de DNA organizados
pela presenca ou ndo de ligantes, bem como o seu tipo, caso existam. Os resultados sdo

mostrados nas tabelas 3.38 a 3.42.

Tabela 3.38 Relagdes das interagGes ndo covalentes mapeadas pelo WIM para a estrutura de DNA com o
ligante intercalado, tabela elaborada pelo autor

InteragOes © H Bond Relacdo
H Bond x
Cod. Na Ent % Na Entre | %entre | <
Totais mesma f;arse entre | Totais mesma f?tarse A:f?tr;sre interacoes 1
fita fitas fita (entre fitas)
L1 167 158 9 5,4% 28 1 27 96,4% 3,00
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Tabela 3.39 Rela¢des das interagbes ndo covalentes mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA sem
ligantes, tabela elaborada pelo autor

InteragOes © H Bond Relacdo
, Na % Na H Bond x
cod Totais | mesma Ef:l:: entre | Totais | mesma Ef;t;: %fir;Zre interag().es T
fita fitas fita (entre fitas)
SL1 145 118 27 18,6% 42 7 35 83,3% 1,30
SL2 194 182 12 6,2% 32 2 30 93,8% 2,50
SL3 128 99 29 22,7% 42 11 31 73,8% 1,07
SL4 198 182 16 8,1% 33 2 31 93,9% 1,94
SL5S 125 110 15 12,0% 34 2 32 94,1% 2,13
SL6 174 159 15 8,6% 31 0 31 100,0% 2,07
SL7 132 111 21 15,9% 33 3 30 90,9% 1,43
SL8 181 167 14 7,7% 32 2 30 93,8% 2,14
SL9 132 102 30 22,7% 32 0 32 100,0% 1,07
SL10 182 165 17 9,3% 32 0 32 100,0% 1,88
SL11 149 141 8 5,4% 38 8 30 78,9% 3,75
SL12 129 126 3 2,3% 26 0 26 100,0% 8,67
SL13 151 138 13 8,6% 32 0 32 100,0% 2,46
SL14 199 181 18 9,0% 32 1 31 96,9% 1,72
SL 15 152 134 18 11,8% 36 2 34 94,4% 1,89
SL16 115 99 16 13,9% 28 0 28 100,0% 1,75

Tabela 3.40 Relagdes das interagdes ndo covalentes mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA ions
aprisionados por cadeia de moléculas de H20 no sulco menor, tabela elaborada pelo autor

Interagbes 1 H Bond Relagdo
, Na % Na H Bond x
cod. Totais | mesma Ef:;rse entre | Totais | mesma Ef;tarse %fir;tsre interagées T
fita fitas fita (entre fitas)
LS 48 139 124 15 10,8% 34 7 27 79,4% 1,80
LS 49 177 161 16 9,0% 32 1 31 96,9% 1,94
LS 50 168 153 15 8,9% 34 1 33 97,1% 2,20
LS 51 178 163 15 8,4% 31 2 29 93,5% 1,93
LS 60 186 171 15 8,1% 36 2 34 94,4% 2,27

Tabela 3.41 RelagOes das interagGes ndo covalentes mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com os
ligantes sem anéis aromaticos no sulco menor, tabela elaborada pelo autor

Interagbes 1 H Bond Relagdo
H Bond x
Céd. Na % Na o ' \
Totais mesma Ef:l:: entre | Totais mesma i:ltar: A:fir;tsre interagoes 1
fita fitas fita (entre fitas)
LS 58 146 135 11 7,5% 38 7 31 81,6% 2,82
LS 59 142 131 11 7,7% 38 7 31 81,6% 2,82
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Tabela 3.42 Relagdes das interagdes ndo covalentes mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA com os
ligantes dotados de anéis aromaticos no sulco menor, tabela elaborada pelo autor.

Interagbes 1 H Bond Relagdo
, Na % Na H Bond x
cod. Totais mesma Ef:l;rf entre | Totais mesma Ef:ltarse %fir;tsre interagE).es T
fita fitas fita (entre fitas)
LS1 153 142 11 7,2% 37 5 32 86,5% 2,91
LS 2 144 129 15 10,4% 32 0 32 100,0% 2,13
LS3 165 156 9 5,5% 32 1 31 96,9% 3,44
LS4 169 157 12 7,1% 32 0 32 100,0% 2,67
LS5 158 146 12 7,6% 38 36 33 86,8% 2,75
LS6 180 167 13 7,2% 33 3 30 90,9% 2,31
LS7 163 149 14 8,6% 34 2 32 94,1% 2,29
LS 8 134 124 10 7,5% 36 1 35 97,2% 3,50
LS9 136 124 12 8,8% 32 0 32 100,0% 2,67
LS 10 136 122 14 10,3% 41 7 34 82,9% 2,43
LS 11 136 126 10 7,4% 29 3 26 89,7% 2,60
LS 12 180 171 9 5,0% 24 3 21 87,5% 2,33
LS 13 135 123 12 8,9% 31 4 27 87,1% 2,25
LS 14 185 171 14 7,6% 34 2 32 94,1% 2,29
LS 15 151 139 12 7,9% 34 4 30 88,2% 2,50
LS 16 179 166 13 7,3% 31 1 30 96,8% 2,31
LS 17 152 133 19 12,5% 29 0 29 100,0% 1,53
LS 18 149 135 14 9,4% 33 1 32 97,0% 2,29
LS 19 143 131 12 8,4% 32 0 32 100,0% 2,67
LS 20 136 124 12 8,8% 32 0 32 100,0% 2,67
LS 21 145 136 9 6,2% 37 5 32 86,5% 3,56
LS 22 181 167 14 7,7% 30 0 30 100,0% 2,14
LS 23 193 180 13 6,7% 33 4 29 87,9% 2,23
LS 24 186 172 14 7,5% 34 4 30 88,2% 2,14
LS 25 128 115 13 10,2% 33 1 32 97,0% 2,46
LS 26 191 182 9 4,7% 34 3 31 91,2% 3,44
LS 27 182 168 14 7,7% 33 4 29 87,9% 2,07
LS 28 135 124 11 8,1% 36 6 30 83,3% 2,73
LS 29 127 119 8 6,3% 36 4 32 88,9% 4,00
LS 30 136 125 11 8,1% 38 5 33 86,8% 3,00
LS 31 177 165 12 6,8% 31 1 30 96,8% 2,50
LS 32 176 164 12 6,8% 33 1 32 97,0% 2,67
LS 33 130 112 18 13,8% 31 1 30 96,8% 1,67
LS 34 189 174 15 7,9% 33 4 29 87,9% 1,93
LS 35 180 167 13 7,2% 33 3 30 90,9% 2,31
LS 36 171 155 16 9,4% 36 4 32 88,9% 2,00
LS 37 173 159 14 8,1% 31 0 31 100,0% 2,21
LS 38 95 91 4 4,2% 29 0 29 100,0% 7,25
LS 39 169 157 12 7,1% 35 2 33 94,3% 2,75
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Continuagdo da Tabela 3.42

LS 40 168 154 14 8,3% 31 0 31 100,0% 2,21
LS 41 166 152 14 8,4% 31 0 31 100,0% 2,21
LS 42 120 106 14 11,7% 34 0 34 100,0% 2,43
LS 43 169 155 14 8,3% 32 0 32 100,0% 2,29
LS 44 136 123 13 9,6% 33 1 32 97,0% 2,46
LS 45 171 162 9 5,3% 35 2 33 94,3% 3,67
LS 46 164 151 13 7,9% 32 0 32 100,0% 2,46
LS 47 181 166 15 8,3% 30 1 29 96,7% 1,93
LS 52 123 105 18 14,6% 38 0 38 100,0% 2,11
LS 53 106 96 10 9,4% 37 1 36 97,3% 3,60
LS 54 170 155 15 8,8% 33 1 32 97,0% 2,13
LS 55 181 165 16 8,8% 33 1 32 97,0% 2,00
LS 56 172 159 13 7,6% 32 0 32 100,0% 2,46
LS 57 146 132 14 9,6% 37 4 33 89,2% 2,36

As tabelas 3.38 a 3.42 permitem que sejam corroborados os conceitos relativos

a manutencao da dupla hélice pelas ligacdes de hidrogénio pelos pares de bases A-T e G-C,
ao papel das interagdes T no empilhamento das bases, formando a hélice. Como novos

conceitos, identificou-se a existéncia de uma relagao entre a quantidade de interagdes T
entre fitas e a quantidade de ligacdes de hidrogénio, também entre estas fitas. A Tabela
3.42 mostra uma analise do comportamento das estruturas do grupo de estruturas de DNA
com a sequéncia de nucleotideos (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G), em

funcdo das suas interagdes entre fitas.

Tabela 3.43 RelagGes das interagdes ndo covalentes mapeadas pelo WIM para as estruturas de DNA, tabela
elaborada pelo autor.

~ L Relagdo
Interacdes LigacBes de . .
o . - ] . P . H Bond x interagdes
Caracteristica da estrutura do | hidrogénio entre fitas | hidrogénio entre fitas (entre fitas)
DNA em fungdo dos ligantes Dosyi Dosvi Desvi
esvio esvio esvio
Médi Médi Médi
edia Padrdo edia Padrdo edia Padrdo
SL - Sem ligantes 17,0 2,6 30,9 2,0 2,4 1,7
LS - Lllga?ntes com anéis 12.7 6,9 312 25 26 0,8
aromaticos
LS - fons no sulco menor 15,2 0,4 30,8 2,6 2,0 0,2
LS - Lllga?ntes sem aneéis 11,0 0,0 310 0,0 28 0,0
aromaticos
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A tabela 3.43 nos fornece uma ideia de como a presenca de ligantes com anéis

aromaticos interfere na quantidade de interacdes T entre fitas, fato este que nao afeta
consideravelmente as ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases A-T e G-C. Outro fato
a ser constatado, é que indiferentemente da presenca de ligante, do seu tipo ou da
auséncia destes, a proporcdo existente entre as interacdes T entre fitas e as ligacdes de

hidrogénio entre os pares de bases A-T e G-C apresenta-se dentro de um padrao, excluindo-

se as estruturas com ions aprisionados no sulco menor.



Capitulo 4

CONCLUSOES
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4. MAPEAMENTO VETORIAL

O modelo matematico concebido inicialmente para o mapeamento das

interacdes m, utilizando o cdlculo vetorial aplicado as coordenadas cristalograficas dos
atomos de biomoléculas (proteinas e DNA) permitiu caracterizar as intera¢des 7 (CH:- T,

NH---7t, Tt---7T e outras), bem como obter uma nova visdo sobre a acdo desse tipo de
interacGes ndo covalentes na manutencdo da estrutura do DNA contribuindo para o
empilhamento de suas bases. Em funcdo dos resultados obtidos e considerando que as
ligacdes de hidrogénio também sdo regidas por parametros geométricos especificos e
também pela utilidade do conceito abordado para a quimica supramolecular, justificou-se
a transformacdo do algoritmo utilizado em uma ferramenta computacional a qual foi
denominada WIM (Weak Interaction Mapping), que transformou o mapeamento vetorial

em ferramenta de pesquisa.

Paralelamente a isso, em trabalhos anteriores constatou-se que além das
interacGes ndo-covalentes, tais como as interacGes de van der Waals e ligacGes de
hidrogénio, foram encontrados indicios de que as interacdes T também pudessem
contribuir para a existéncia do formato de dupla hélice do DNA, uma vez que foram
encontradas a existéncia destas entre bases pertencentes a fitas diferentes. Em funcao
disso, este trabalho efetuou um estudo comparativo entre as liga¢cdes de hidrogénio e
interagdes Tt obtidas por mapeamento vetorial em estruturas de DNA selecionadas em

funcdo da quantidade de pares de bases e a sequéncia das fitas (com e sem ligante).

Utilizando o WIM como ferramenta de pesquisa, foi possivel mapear todas as
interacBes T e ligagcGes de hidrogénio existentes em 77 estruturas de DNA com ou sem
ligantes e com a sequéncia de nucleotideos (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)
e obter para estas, arquivos compativeis para uso tanto em planilhas eletronicas quanto

visualizadores graficos. O output desse processamento forneceu dados suficientes para
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que fossem efetuadas analises sobre o comportamento destas estruturas em funcao das

interacdes mt e ligagdes de hidrogénio, bem como a presenca ou ndo de ligantes.

O primeiro dos resultados obtido foi a descoberta de que existe um padrdo na

ocorréncia de interagdes T entre fitas, sendo que estas sempre possuem a sua origem no
centroide de do anel de 6 atomos de uma guanina (Ct6) e tem como destinos especificos
os atomos mapeados H1, H21, H22, N1, N2 e 06, além do Ct6 das guaninas DG2, DG4,
DG10, DG12, DG14, DG16, DG22 2 DG24. Com excecdo de uma Unica estrutura de DNA que
possui o ligante intercalado induzindo uma deformacdo que reduziu o numero de
interacGes 1; nas demais estruturas espaciais com ligantes no sulco ou sem as quantidades
destas interagbes o comportamento se apresenta semelhante para todas elas. Tal padrao
é justificado pelo direcionamento das bases para o eixo da dupla hélice e isso faz com que
os centroides do anel de 06 atomos das guaninas especificadas e os atomos H1, H21, H22,

N1, N2 e 06, além do Ct6 possuam coordenadas espaciais propicias a ocorréncia das

interagdes T.

Outro resultado alcancado foi que dentre o grupo de estruturas selecionadas,
em analises efetuadas em um grupo de 53 estruturas que possuem no seu sulco menor

ligantes com anéis aromaticos, foi que as interagdes DNA — ligante sdao efetuadas

majoritariamente pelas interagdes T com origem nos ligantes e estas correspondem a
94,2% do total, as ligacdes de hidrogénio com origem nos ligantes 4,8% e por fim, as
ligagcdes de hidrogénio com origem no DNA com apenas 1,1%. Um outro fato constatado
foi que 100% das interagdes m existentes entre o DNA e o ligante no sulco possuem origem
nos centroides dos ligantes, enquanto que a maioria das ligagdes de hidrogénio (81,82%)
também apresentam a mesma origem. Os dados acima relacionados vém a trazer uma nova
visdo sobre o papel das interagdes 1t nos complexos ligante-DNA existentes no sulco menor,
pois até entdo, concebia-se que estas ligacGes eram efetuadas principalmente pelas
ligacGes de hidrogénio e forcas de van der Waals. Dessa forma, pode-se concluir que um
complexo ou farmaco deve possuir anéis aromaticos para uma melhor ligacdo mais

eficiente no sulco menor do DNA.
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De acordo a literatura pesquisada, a estrutura do DNA é o resultado da atuacao

das classicas ligagdes de hidrogénio entre os pares de bases A-T e G-C, e também pela

atuacdo das interagbes Tt entre as bases de uma mesma fita, promovendo o seu
empilhamento, fatos estes corroborados pelo mapeamento vetorial. Todavia, apds a
descoberta das interagGes existentes entre bases de fitas diferentes e envolvendo as
guaninas DG2, DG4, DG10, DG12, DG14, DG16, DG22 2 DG24, e sabendo que praticamente

a totalidade dos ligantes aromaticos interagem com o sulco menor das estruturas de DNA

via interagdes T, buscou-se a resposta a uma ultima questdo, a qual seria: se existe um
padrdo para a ocorréncia das interacoes entre fitas do DNA, na quantidade existente das
ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases A-T e G-C e ainda uma relagdo proporcional
entre estas duas interacdes ndo covalentes. Como consequéncia das andlises efetuadas,
identificamos a existéncia de uma relagdo entre a quantidade de interaces m entre fitas e
a quantidade de ligacGes de hidrogénio, também entre estas mesmas fitas. Obteve-se uma

nova ideia de como a presenca de ligantes com anéis aromaticos interfere na quantidade

de interagdes Tt entre fitas, fato este que ndo afeta consideravelmente as ligagcdes de
hidrogénio entre os pares de bases A-T e G-C. Outro fato constatado, é que

indiferentemente da presenga ou ndao de ligantes, a proporgdo existente entre as

interagdes Tt entre fitas e as ligagdes de hidrogénio entre os pares de bases A-T e G-C
apresenta-se dentro de um padrdo, excluindo-se as estruturas com ions aprisionados no

sulco menor.

Com os resultados obtidos nessa pesquisa, conclui-se que a automatizacao do
mapeamento vetorial obtida com a criacdo do software WIM para a pesquisa das
interacdes supramoleculares envolvendo anéis aromaticos e ligacdes de hidrogénio,
permitiu obter novos conhecimentos sobre aimportancia destas interacdes ndo covalentes
na estrutura espacial do DNA. S3o novas informacdes sobre como estas interagdes ocorrem
nos complexos ligante-DNA e também a constatacdo da existéncia de uma relacdo
proporcional entre a quantidades das interacGes 1 entre fitas e das ligacdes de hidrogénio
nos pares de bases A-T e G-C. Esse novo conhecimento vem a consolidar o WIM como

ferramenta auxiliar para o estudo de biomoléculas (proteinas e DNA) em conjunto com
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softwares para visualizacao grafica e dindmica e docking moleculares. Por fim, este trabalho
vem a preencher uma lacuna existente até este momento no campo da pesquisa de uma

das interagdes eletrostaticas importantes em macromoléculas.

Outro aspecto a ser considerado refere-se ao ganho de produtividade na
pesquisa obtido com o WIM. Sem os recursos disponibilizados pelo software, seriam
necessarios anos de trabalho e analise para que os mesmos resultados apresentados para

as 77 estruturas de DNA fossem alcang¢ados.

Considerando a funcionalidade do software, o WIM possui além de desafios a

serem vencidos, oportunidades a serem conquistadas, conforme relacionado a seguir.

Desafios:

o Elaborar um algoritmo para a inclusdo na estrutura os atomos de
hidrogénio para os arquivos baixados diretamente da nuvem (PDB-RSCB);
o Otimizar o tempo do processamento;

o Expandir a metodologia utilizada para outras sequéncias de DNA.

Oportunidades:

o Na Dinamica Molecular, explorar a possibilidade de quantificar as
interacGes em frames especificos e mensurar qualitativa e
guantitativamente as interagdes existentes;

o Para o Docking Molecular considerar a possibilidade de analise das
interacdes resultantes do docking;

o Aplicacdo em biossensores para andlise in silico de biossensores e suas
interagdes;

o Na pesquisa de farmacos, avaliar as interagdes do farmaco e complexos

resultantes.
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