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Educar e educar-se, na pratica da liberdade,
ndo é estender algo desde a “sede do saber”,
até a “sede da ignorancia” para “salvar”,

com este saber, os que habitam nesta.

Ao contrario,

educar e educar-se na pratica da liberdade,

é tarefa daqueles que sabem que pouco sabem

— por isso sabem algo e podem assim chegar a saber mais —
em didlogo com aqueles que, quase sempre,

pensam que nada sabem, para estes,

transformando seu pensar que nada sabem

em saber que pouco sabem,

possam igualmente saber mais.

(FREIRE, Paulo. Extensio ou comunicacio?. Coautoria de Rosisca Darcy de Oliveira.

12. ed. Rio de Janeiro, RJ: Paz e Terra, c2002. 93p. (O mundo hoje, v.24).
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Resumo

O problema da modelagem biomolecular computacional é um dos grandes temas da
bioinformatica no século XXI. Nesse interim, as modelagens ab initio baseadas em conhecimento,
particularmente, sao as metodologias de escolha para o estudo de problemas de fronteira, como
proteinas que apresentam pouca homologia nas bases de dados de estruturas conhecidas. Uma
das maneiras de se contrapor a algumas mazelas desse tipo de modelagem é auxilid-la por meio
da provisdo de dados instrumentais sobre a estrutura proteica em solucao, e um dos experimentos
que pode ser utilizado para esse fim é denominado Espectrometria de Massas de cross-linking, uma
técnica que avalia restricGes topoldgicas superficiais de distancia. Essa técnica pode gerar uma
grande quantidade de dados, dos quais apenas uma pequena porcao representa efetivamente as
restricGes nativas, dando origem ao desafio aqui explorado de selecao e recuperacdo das restricoes
adequadas para fornecer como entrada aos algoritmos computacionais.

No presente trabalho, introduzimos um qualificador de restricoes baseado num
indicador de qualidade classico da psicometria, denominado coeficiente de correlacdo
ponto-bisserial. Mostramos, para sistemas diferentes, que em quase todos os casos o coeficiente
bisserial, adequadamente aplicado, permite a recuperacdo de restricbes mais discriminantes e
informativas em relacdo a um determinado modelo de referéncia. Recuperacdes sucessivas, ao
longo de um processo iterativo, introduzem vieses incrementais nos conjuntos modelados a ponto
de deslocar o espaco conformacional amostrado para regides mais préximas do que se acredita ser
a conformacao correta, fornecendo um aumento genérico na qualidade das modelagens.

Mostramos que, dado um nimero adequado de restricGes recuperadas e uma boa
ferramenta de selecdo de modelos, as restricGes recuperadas por meio do BISCORE permitem um
aumento significativo de bons modelos gerados. Por meio de um protocolo sugerido que empregue
essa metodologia, implementada num pacote de software desenvolvido nesse projeto, foi possivel,
em alguns casos, aumentar a quantidade de modelos bem-sucedidos por um fator de até 50 vezes,
quando se compara a modelagem de partida sem as restricoes.



Abstract

The problem of computational biomolecular modeling is one of the major themes of
bioinformatics in the 21st century, and knowledge-based ab initio modeling, in particular, is the
methodology of choice for the study of bleeding-edge problems, such as proteins that present little
homology in the databases of known structures. An interesting way to counteract some drawbacks
on this type of modeling is to assist it by providing instrumental data on the protein structure in
solution, and one of the experiments that can be drawn for this purpose is called Cross-Linking Mass
Spectrometry, a technique that evaluates surface topological distance constraints. This technique
can generate a large amount of data, of which only a small portion effectively represents the native
constraints, giving rise to the challenge hence explored of selecting and recovering the appropriate
constraints to provide as input to computational algorithms.

In the present work, we introduce a constraint score based on a classic psychometric
quality indicator, called point-biserial correlation coefficient. We show, for different systems, that in
almost all cases, properly applied biserial coefficient allows for the retrieval of more discriminating
and informative constraints in relation to a given reference model. Successive constraint retrivals,
over an iterative process, introduces incremental biases in the modeled sets to the point of shifting
the sampled conformational space towards regions closer to what is believed to be the correct
conformation, providing a general increase in modeling quality.

We show that, given an adequate number of recovered constraints and a good model
selection tool, the constraints retrieved through BISCORE allow for significant increase in the
amount of satisfactory models. Through a protocol that employs this methodology, implemented
in a software package developed in this project, it was possible in some cases to increase the
number of successful models by a 50-fold, when compared to preliminary unconstrained modeling.
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Capitulo 1

Modelar é preciso!

A palavra proteina gera, na maioria dos cientistas naturais, sensacdoes mistas de
familiaridade e estranhamento. Conforme é de conhecimento geral, estao presentes na conducdo
de praticamente todos os processos bioldgicos, ndo sé no interior das células dos organismos como
também na prépria composicdo dessas células [1]. No entanto, o estranhamento deriva de um
comportamento extremamente curioso dessas moléculas: elas s6 sao capazes de exercer sua funcdo
se estiverem em uma conformacao especifica — denominada conformacdo nativa —, que é (nica

para cada sequéncia de aminoécidos [2].

Esse fenomeno forja uma relacao bilateral entre forma e funcdo das proteinas, de maneira
que a elucidacdo de modelos estruturais de proteinas figura entre os problemas multidisciplinares
de maior relevancia global, abarcando esforcos combinados de diferentes dreas do conhecimento
num esforco constante de aprimorar a eficacia e eficiéncia das diferentes técnicas utilizadas na
aproximacdo desse problema. Sua importancia é potencializada a medida que se constata que, ao
longo das Ultimas décadas, a proporcao que as técnicas de sequenciamento genomico e protedmico
foram se desenvolvendo, ampliou-se a capacidade dos cientistas em geral de descobrir e sequenciar
novas proteinas, gerando um hiato significativo entre a descoberta e a efetiva caracterizacdo (ou

seja, a descricdo funcional, e, portanto, estrutural do estado nativo) dessas moléculas [3].

1.1 O Problema da Modelagem Molecular

Tomando como ponto de partida uma proteina qualquer para a qual é conhecida a

sequéncia primaria, pode-se enunciar resumidamente que o problema de modelagem computacional
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consiste em, por meio de um conjunto de informacSes - de diferentes naturezas, seja
instrumentais, tedricas ou orientadas por dados - e pressupostos - estes, predominantemente
fisico-quimicos-, através de softwares e algoritmos, propor a estrutura tridimensional (ou uma

pequena colecdo de estruturas tridimensionais) que reflita a estrutura real da proteina [4].

E importante desde ja entender que a modelagem biomolecular computacional (por
vezes também denominada “in silico” (“em silicio”), fazendo referéncia ao principal elemento
componente dos microprocessadores, em paralelo aos termos “in vitro” e “in vivo” comuns nas
ciéncias naturais) ndo necessariamente substitui as técnicas de afericdo instrumental da estrutura
proteica. Na realidade, atua mais de forma a auxiliar ou complementar essas técnicas, advindo
como uma possivel solucdo as suas limitacGes. Desse ponto de vista, cabe a computacdo e a
ciéncia de dados a ardua tarefa de preencher as lacunas e propor uma estrutura onde a qualidade

dos dados experimentais em si ja é impeditiva de fazé-lo por conta prépria.

Por exemplo, no caso da cristalografia por DRX, existe o problema da dificuldade de se
cristalizar uma proteina, principalmente aquelas que estao localizadas em ambientes quimicos
complexos de se reproduzir (como proteinas transmembrana ou intranucleares). Muitas delas
requerem o uso de agentes de nucleacao especificos e geralmente geram difratogramas que
permitem conclusdes apenas parciais sobre a estrutura ou, ainda, em que a estrutura cristalizada
foi fixada em uma conformacdo biologicamente e funcionalmente irrelevante [5]. As técnicas de
SAXS e Cryo-EM tém como premissa se contrapdr a esses problemas da cristalografia
convencional, permitindo a andlise de proteinas em solucdao, mas com o custo de uma reducdo
drastica de resolucdo. Portanto, combinando limitacoes tedricas e instrumentais, essas técnicas
nao produzem ainda dados capazes de, por conta propria, propér modelos completamente
atomisticos de proteinas [6]. No caso da investigacdo por RMN, o problema é mais de ordem
técnica: uma vez que a resolucao diminui com o aumento do tamanho da proteina, sistemas com
mais de 100kDa requerem equipamentos de altissima frequénca (acima de 600MHz) e protocolos

multidimensionais com longos tempos experimentais para gerar dados minimamente utilizaveis [7].

Ao mesmo tempo em que é importante reduzir o esforco no sentido de estreitar a
lacuna entre sequéncia e estrutura, percebe-se que a despeito de muitos progressos ao longo de
mais de 40 anos dessa linha de pesquisa, ainda n3o foi fundamentada uma metodologia que seja

universal e transferivel, ou seja, de eficacia reprodutivel para diferentes sistemas. Isso porque,



CAPITULO 1. MODELAR E PRECISO! 23

embora o enunciado do problema seja simples, ele estd permeado de decisdes estratégicas que
tanto restringem quanto refletem o tipo de sistema proteico, a qualidade das informacdes a serem
utilizadas, o investimento computacional envolvido e principalmente o tipo de resultado que se deseja

obter. Algumas dessas decisoes sdo, por exemplo:
= Qual o nivel de escala que sera empregado no modelo tridimensional?
= Como serd criada ou sugerida a conformacio inicial (ou de partida) para a modelagem?
= A presenca do solvente é importante? Se for, como ele sera descrito?

» Existe uma estrutura cristalografica, ainda que de baixa resolucdo e com lacunas? Ha

homoélogos conhecidos?

» Quais sdo os valores numéricos que definem a progressao de uma modelagem? Qual é o

critério de parada de uma modelagem?

Entretanto, se for possivel selecionar a pergunta mais decisiva que se deve responder,
provavelmente ela pode ser sintetizada em: qual é a estratégia geral de modelagem? A
resposta dessa pergunta, uma vez estabelecida a hipossuficiéncia dos dados apenas instrumentais
para a determinacao estrutural, apresenta-se no tipo de sistema, e na possibilidade de aplicacdo de

todas as informacdes coletadas sobre ele.

1.2 Estratégias de Modelagem e o Paradoxo de Levinthal

Quando as primeiras estratégias computacionais de investigacdo de proteinas surgiram,
na década de 1970, alguns importantes trabalhos ja haviam sido realizados para tentar
compreender o comportamento da naturacdo e denaturacdo proteica em diferentes meios.
Atribui-se a Cyrrus Levinthal, entre os anos de 1968-69, uma série de experimentos nesse interim
que levou ao estabelecimento do que posteriormente ficou conhecido como “Paradoxo de

Levinthal”, que pode ser enunciado da seguinte forma:

Em contraste com o fato de que a maioria das proteinas, por conta do seu tamanho,
tem acesso a um espaco conformacional exorbitantemente grande (por exemplo, uma
proteina de 150 aminoacidos, onde cada um possui trés conformacdes possiveis,

apresenta 3'° graus de liberdade!), a transicdo entre os estados denaturado e
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enovelado de wuma proteina ocorre naturalmente em escalas de tempo

surpreendentemente pequenas, da ordem de minutos [8, 9].

A época, o proprio Levinthal propds que isso era uma consequéncia da maneira como
a propria proteina, por diferentes razdes, amostrava seletivamente apenas pequenas porcdes desse

espaco conformacional [9].

Muitas hipoteses foram tracadas contemporaneamente para tentar explicar esse
fendmeno. Uma dessas hipdteses, creditada a Christian Anfinsen e conhecida como Hipdtese
Termodindmica [10], dizia que a conformacdo - ou conjunto de conformacBes - que existe em
solucdo e nas condicdes funcionais da proteina (que pode ser chamado de estado nativo), na
verdade, equivale a um minimo de energia livre num “funil configuracional” [11]. A projecdo da
superficie do “funil” representaria um conjunto de conformacdes e a profundidade do “funil”
representaria a energia livre da configuracdo. Essa figura do “funil” de energia livre é até hoje

empregada em obras didaticas de bioquimica a nivel de graduacdo [1, 2, 12].

1.2.1 Esforcos iniciais

A proporcdo que a hipdtese termodinamica ganhava forca nos anos 70 e 80, métodos
fisico-quimicos de calculo de Energia Livre foram desenvolvidos com embasamento fisico, e campos
de forca classicos foram criados e otimizados para o estudo de proteinas em simulacdes de Dindmica
Molecular. A linha de pesquisa é considerada oficialmente inaugurada quando, em, 1975, Levitt
simula um movimento de renaturac3o parcial do inibidor da tripsina pancreatica bovina [13]. Em
menos de quinze anos, seriam lancados trés campos de forca que figuram, até hoje, entre os mais
populares do mundo, a saber: o campo GROMOS (“GROningen MOlecular Simulation”), lancado
em 1978 e documentado oficialmente em sua segunda versdo, GROMOS87, em 1987 [14]; o campo
CHARMM (“Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics”), lancado oficialmente em 1983
[15]; e o campo OPLS, (“Optimized Potentials for Liquid Simulations”) em 1988 [16].

Embora os paradigmas e premissas da Dinamica Molecular ndo pertencam ao escopo
desse projeto, é importante fornecer uma pequena introducdo sobre os mesmos. Esse tipo de
simulacdo se baseia em observar a evolucao dinamica de um certo sistema de particulas ao longo

de um determinado tempo, e, para alguns tipos de sistemas, utilizar essa evolucdo para calcular
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propriedades macroscopicas. Para computar as trajetérias dos atomos nos sistemas, a cada passo
de tempo, o potencial é calculado em diferentes pontos do sistema por meio do campo de forcas
escolhido e dentro das condicdes de contorno da simulacdo. Os campos de forcas classicos sado
extensas funcdes potencial, que recebem distancias, angulos e diedros entre dtomos e retornam
valores de Energia. Posteriormente, as particulas sao perturbadas por meio da solucdo das equacdes
de Newton, onde estima-se numericamente o gradiente desse potencial, as novas posicdes sdo

computadas e o ciclo se reinicia para o préximo passo de tempo.

No caso de proteinas, na pratica, experimentos de modelagem envolveriam partir de
diversas configuracoes iniciais aleatoriamente desenoveladas e tentar atingir uma configuracao
enovelada dentro de um tempo de simulacdo razoavel. Os campos de forca mais primitivos, como
aqueles que estavam em voga nos anos 70, ja obtinham resultados excelentes no refino de
estruturas, mas, conforme notado pelo préprio Levinthal [9], essas técnicas, a época, eram
meramente capazes de trazer uma estrutura proteica ao minimo local mais préximo, sendo
incapazes de alcancar um estado enovelado a partir de uma estrutura estendida. As mazelas desse

processo, além dos percalcos matematicos, se resumem a quatro principais pontos [17]:

» a escala de tempo para o enovelamento de proteinas, da ordem de alguns minutos, é muito
maior que a escala de tempo de simulacdes de MD atomisticas (que utilizam passos de tempo
da ordem de 1 fs e se estendem no méximo a alguns microssegundos), sendo essa limitacdo

de ordem computacional e tornando incrementos de escala impossiveis;

» a maioria dos campos de forca, mesmo aqueles mais modernos, nao tem a precisdo necessaria

para lidar com as nuances do enovelamento proteico;

= muitas vezes o enovelamento envolve a formacdo e rompimento de ligacGes quimicas,
fendomenos impossiveis de descrever com simulacGes de DM puramente classicas; embora ja
existam métodos multiescala tais quais QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular
Mechanics), que permitem a simulacdo de fenémenos eletronicos, a introducdo de uma

regiao quantica na simulacdo agrava ainda mais o problema da escala de tempo;

» conforme a protedmica estrutural foi evoluindo, descobriu-se que apenas uma pequena parcela

das proteinas se enovela por completo de forma espontanea em solucao;

Por isso, para a modelagem de novo de proteinas, as estratégias de DM nunca
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chegaram a ser efetivamente cogitadas como uma solucdo singular ou definitiva, uma situacdo que
apenas na ultima década comecou a ser modificada com o avanco tecnolégico da capacidade
computacional e estratégias de paralelizacdo massiva [18]. Isso abriu margem ao desenvolvimento
de outras estratégias, que ao invés de tentar acompanhar a dinamica de enovelamento, utilizam
estratégias mais agressivas de amostragem combinadas a caracteristicas de estruturas proteicas ja
conhecidas, com campos de forca baseados em informacdes de outras proteinas. A esse tipo de

modelagem, da-se o nome de modelagem baseada em conhecimento.

1.2.2 Modelagem baseada em conhecimento

Existem duas categorias principais de modelagem baseada em conhecimento, a
modelagem por homologia e a modelagem ab initio. No primeiro caso, a modelagem é baseada
principalmente em zonas conservadas de proteinas homélogas, as quais uma sequéncia de
aminoacidos é encaixada e posteriormente refinada. Didaticamente, é possivel pensar que, na
modelagem por homologia, a sequéncia primaria é costurada (em inglés, “threaded”) num
conjunto de pontos que vém de proteinas similares, como se a primeira fosse uma linha e o
segundo uma trama de tecido. Uma vez que as configuracoes amostradas, as perturbacoes
sugeridas e energias calculadas s3o muito dependentes dos homélogos, a qualidade geral da
modelagem também o é. Portanto, essa técnica s6 fornecerd bons resultados quando houver
muitos homdlogos de boa qualidade - com grandes zonas bem conservadas - nas bases de dados
proteicas. Ja na modelagem ab initio, o uso da informacdo é mais sutil e indireto. Quando é
impossivel contar com grandes zonas conservadas, utilizam-se fragmentos polipeptidicos ou
oligopeptidicos, métodos de amostragem mais combinatérios e parametros dos campos de forcas

mais baseados em estatistica descritiva das bases de conhecimento.

Independentemente da estratégia, é importante entender que o produto final da
modelagem é uma estrutura, ou um pequeno conjunto de estruturas, que procura representar o
estado nativo ou quase nativo. Numa modelagem baseada em conhecimento, e este projeto nao é
excecdo, geralmente sao gerados alguns milhares de modelos, dentre os quais os candidatos a
solucdo s3o selecionados. Justamente por isso existe um interesse genuino em ampliar a qualidade
da modelagem para que forneca uma propor¢do maior de modelos com alta confiabilidade (medida

que serd explorada mais a frente): primeiro porque aumenta a probabilidade de que um
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subconjunto dos modelos gerados reflita o estado real; segundo, porque permite diminuir o
dispéndio computacional, gerando menos modelos e permitindo, por exemplo, explorar o potencial

iterativo das modelagens.

1.3 Modelagem Computacional Assistida

Efetivamente, os pressupostos ja mencionados de Levinthal e Anfinsen foram a forca
motriz de diversos trabalhos motivados por procurar conectar o espaco configuracional das proteinas
a uma interpretacdo cinética e termodindmica do processo de enovelamento. Entretanto, outro
aspecto importantissimo é que esses pressupostos s3ao responsaveis pela principal mencao aquele
que ainda é o grande obstaculo, ou gargalo, da predicdo estrutural de novo de proteinas, que é a

amostragem conformacional [19].

1.3.1 Campos de forca e sua contribuicao

Para contornar dificuldades de amostragem, os protocolos de modelagem de proteinas
foram se desenvolvendo para que a contribuicdo das energias estimadas - calculadas por meio dos
campos de forcas classicos - fossem se tornando cada vez mais precisas, abrangentes e
personalizaveis, pois delas dependeria limitar o espaco conformacional e tornar a modelagem de
proteinas mais factivel. De fato, se os campos de forca efetivamente introduzirem um viés
adequado - pendente a conformacdo real - a busca conformacional, os tempos necessarios para

alcancar o enovelamento se tornam mais praticos.

Enquanto isso é verdade, uma série de estudos ja mostrou que, quando se trata de
proteinas grandes (com mais de 100 aminoacidos em um sé dominio), os pequenos erros dos
campos de forca - que geralmente sdo parametrizados por célculos tedricos - sdo propagados [20]
até um ponto em que os erros sistematicos e aleatérios sdo impeditivos de alcancar uma
modelagem adequada [21]. A proporc3o que alguns pesquisadores se dedicam a ampliar a precisdo
dos campos de forca (com novas parametrizacdes ou otimizacdes post hoc), muitas vezes, mesmo
com refinamentos, alcancar o estado nativo com um campo de forcas genérico permanece um

desafio. Felizmente, existe outra maneira de se contrapor a esse obstaculo amostral: uma parcela
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da comunidade cientifica se preocupa em personalizar esses campos de forca genéricos,

introduzindo novos termos que fogem a descricdo lugar-comum dos campos de forcas classicos.

Essa personalizacao pode ocorrer, por exemplo, utilizando dados sistema-especificos,
experimentais, de investigacdo instrumental da proteina em solucdo. A esse tipo de abordagem do
problema da-se o nome de modelagem assistida ou integrativa [22, 23]. A ideia é que agregando aos
termos comuns dos campos de forca classicos outros termos, derivados de aferices experimentais, e
atribuindo pesos competitivos a esses novos termos, é possivel introduzir mais informac3o enviesante
do espaco conformacional na modelagem. Esses dados costumam ser obtidos a partir das técnicas

instrumentais mais comuns na protedmica, como espectroscopias e microscopias.

1.4 Espectrometria de Massas de Cross-Linking

Uma dessas técnicas, ainda relativamente jovem, é a chamada Espectrometria de
Massas de Cross-Linking (XL-MS), a mais proeminente técnica de protedmica estrutural por
Espectrometia de Massas [24]. Nela, sdo empregados reagentes denominados cross-linkers, que s3o
capazes de se conjugar quimicamente a uma proteina por meio de ligacdes covalentes. A maioria
dessas moléculas possui em sua estrutura grupos funcionais de reatividade seletiva, que
caracterizam sua utilidade, espacados por uma cadeia alifatica comprida, que caracteriza seu
comprimento. Existem também casos onde os cross-linkers apenas promovem a conexdo covalente

(formacdo de aduto) entre residuos, sem introduzir uma cadeia espagadora.

A ideia por tras dos cross-links entre proteinas é razoavelmente antiga na comunidade
cientifica de bioquimica estrutural. Essa técnica foi, durante anos, utilizada para identificar
complexos proteicos em experimentos de eletroforese em gel. No primeiro trabalho em que se da
conta de seu emprego de maneira similar ao protocolo moderno, publicado em 1974, cross-links

permitiram identificar as proteinas vizinhas aos ribossomos de E. coli [25].

Quase trés décadas decorreram até o primeiro trabalho que apresenta o acoplamento
dessa técnica com a Espectrometria de Massas, contexto em que foram utilizadas para determinar a
topologia de um poro nuclear em levedura [26]. Esse trabalho é um grande marco no uso de XL-MS
para protedmica estrutural, pois a partir desse estudo, anos depois, foi possivel propor uma estrutura

para outra porcdo do mesmo poro nuclear [27], do qual s6 existia uma microscopia eletronica de
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baixa resolucdo com quase uma década de idade [28]. A partir dai, ambas as técnicas comecam a ser
desenvolvidas e empregadas em conjunto [29], bases de dados e metodologias de anélise s3o criadas,
e trabalhos sido publicados empregando XL-MS na interpretacdo e complementacdo de dados de

outras técnicas instrumentais [30, 31, 32].

Em 2010, publica-se finalmente o que é considerado o primeiro artigo de modelagem
computacional assistida por XL-MS, um refinamento da estrutura para o complexo proteico Polll-
TFIIF [33]. No final do resumo desse trabalho, os autores escrevem “This work establishes cross-

linking/MS as an integrated structure analysis tool for large multi-protein complexes”.

1.4.1 Tipos de cross-links empregados nesse projeto

Existem diversas categorias de cross-links que podem ser investigados por meio da técnica
de XL-MS. Nesse trabalho, toda a parte experimental foi realizada por nossos colaboradores no grupo
de pesquisa do Prof. Dr. Fabio Gozzo (Dalton MS Lab, Instituto de quimica, Unicamp), e detalhes
do protocolo utilizado e das reacdes orgéanicas envolvidas podem ser obtidos em [34]. No entanto,

cabe aqui um breve sumario dos tipos de conexdo observados.

1. Conex3o entre dois residuos basicos (DSS cross-link)

Pares observaveis: Lys-Lys, Lys-Ser, Ser-Ser, Met(N terminal)-Lys

Nesse protocolo, é utilizada uma molécula denominada DSS (suberato de succinimidila) ou,
no caso do seu produto de sulfonacdo, mais solivel em &gua, BS3 (suberato de
bissulfosuccinimidila). Sua estrutura pode ser observada na Figura 1.1. Essa molécula possui
duas carbonilas ativadas para substituicio nucleofilica, devido ao fato da
N-hidroxi-succinimida ser um excelente grupo abandonador. Portanto, essas carbonilas
sofrem reacoes de amidacdo por meio do ataque nucleofilico das aminas nas cadeias laterais

de Lisinas e Serinas;

2. Conexdo entre dois resisuos acidos (Diamine cross-link)

Pares observaveis: Glu-Glu, Asp-Asp, Glu-Asp

Nesse protocolo, os carboxilatos nas cadeias laterais de Acidos Glutamicos e Acidos Asparticos

sao inicialmente ativados para amidacdo por meio do emprego de uma carbodiimida seguida
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de hidroxibenzenotriazol. Ao final desse tratamento, os carboxilatos sdo convertidos a ésteres
de benzenotriazol, que é um excelente grupo abandonador e, portanto, torna as carbonilas
dos Acidos Glutamicos e Acidos Asparticos ativadas para substituicao nucleofilica. A adicdo

de uma diamina de cadeia média pode, entdo, conectar essas carbonilas de residuos ativados.

3. Conexdo entre um residuo acido e um residuo basico (Zero-Length cross-link)

Pares observaveis: Asp-Lys, Asp-Ser, Glu-Lys, Glu-Ser

Essa conexdo, que é um subprocesso da conexdo do tipo Diamine, ocorre quando existe um
residuo basico muito préximo de um residuo basico na superficie da proteina. Nesse caso,
assim que as carbonilas de residuos acidos sao ativadas, elas prontamente sofrem amidacao

com residuos basicos vicinais.

Figura 1.1: Estrutura do suberato de bissulfosuccinimidila, um cross-linker utilizado na conexdo
de grupos que possuam um radical amino labil. Nota-se, na estrutura, a porcao caracteristica do
comprimento, o suberato, e também, em ambas as extremidades, as porcdes responsaveis pela
reatividade, no caso, os ésteres.

1.4.2 Obtendo, interpretando e usando dados de XL-MS

A modelagem utilizando dados de XL-MS é uma abordagem relativamente nova na
modelagem biomolecular [35] , mas vem ganhando muita notoriedade e, no ano de 2017, junto com
a modelagem com dados de SAXS, ganhou uma categoria a parte na competicdo internacional de

protedmica estrutural CASP [22].

Dentre os desafios a viabilidade da técnica de XL-MS para predicdo de estruturas
proteicas estd o tratamento e selecdo dos dados obtidos [36]. J& existem softwares capazes de
processar os multiplos espectros resultantes dessa andlise, atribuindo sinais e assinalando links [37,
38, 39], mas a selecdo e o input de restricdes na modelagem ainda obedece a um protocolo
artesanal e, muitas vezes, arbitrario, onde é dificil descrever conceitualmente o que é um

falso-positivo ou um verdadeiro-positivo. Trabalhos da area reconhecem e lamentam que ndo
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exista ainda um workflow automatizado de tratamento e selecdo de dados experimentais.

1.5 Propostas desse trabalho

Levando em consideracdo tudo o que foi exposto nessa breve introducao a situacao
vigente, desde a exposicao do problema da modelagem biomolecular, o problema da amostragem
conformacional, a necessidade de confiar nos campos de forcas para limitar a busca configuracional, a
possibilidade de personalizar os campos de forcas para introduzir informacao experimental, o advento
da técnica de XL-MS e os desafios da modelagem assistida por XLs em fase embrionéria, e o vislumbre
do problema da selecdo dos dados de XLs para injecdo no protocolo de modelagem, delimita-se
a proposta desse projeto: desenvolver indicadores, métodos, modelos e protocolos baseados em
aprendizagem estatistica para classificar, qualificar e selecionar dados de XL-MS, que serdo usados

para auxiliar a simulacdo de modelos de proteinas.

1.56.1 Detalhamento dos objetivos

Sugerir, desenvolver, aplicar e qualificar indicadores estatisticos baseados em medidas
como variancia, correlacdo, diferenciabilidade, uniformidade, aleatoriedade ou outros tipos de
medidas, de maneira automatizada. Utilizar os indicadores e modelos desenvolvidos para a selecao
automatizada de restricbes topoldgicas. Gerar sistematicamente conjuntos de modelos que
reproduzam os objetivos gerais para diferentes proteinas ja conhecidas, avaliando a robustez dos
métodos. Publicar um pacote de software para disponibilizar os métodos desenvolvidos a sociedade

cientifica.

1.6 Apresentacao dos sistemas proteicos estudados

1.6.1 SALBIII, a proteina epéxido hidrolase/ciclase de sintese da

salinomicina

O primeiro sistema que serd investigado por modelagem assistida é uma proteina

denominada SALBIII, uma enzima da classe das hidrolases que ganhou notoriedade no inicio dos
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anos 2010 por seu protagonismo na biossintese do farmaco Salinomicina [40], que esteve em alta
na pesquisa oncolégica a época. Sua estrutura cristalografica foi aferida e publicada (com
resolucido inferior a 2 A) no final do ano 2015 por um grupo de colaboradores que inclufa
pesquisadores do Instituto de Quimica da UNICAMP [41]. A estrutura cristalografica da proteina
SALBIII é um homodimero, de forma que apenas uma das cadeias, com uma sequéncia primaria de

134 aminoacidos, foi modelada.

Os motivos para selecdo dessa proteina incluem n3o sé a experiéncia anterior de alguns
pesquisadores do Instituto com esse sistema, mas também o fato de que sua sequéncia nao possui
homélogos suficientes (em niimero e conservacdo) nas bases de dados de proteinas para permitir
uma modelagem por homologia; o fato de que os dados experimentais ja haviam sido coletados
para essa proteina e que ja havia estudos [42, 43| de sua modelagem, inclusive com cross-links;
a possibilidade de se utilizar uma biblioteca de fragmentos obtida num momento imediatamente
anterior a publicacdo de sua estrutura cristalografica e, ao mesmo tempo, contar com a estrutura

cristalografica para avaliar os resultados de cada modelagem.

1.6.2 HSA, a Albumina do Soro Humano

A Albumina do soro humano, codificada como HSA, é uma proteina globular de 585
aminoacidos que responde por mais da metade do teor proteico do soro sanguineo humano [44]. Essa
proteina é composta por trés dominios proteicos estruturalmente muito similares [45], denominados
HSA-D1, HSA-D2 e HSA-D3. Sua estrutura cristalografica, com resolucdo de 2,5 A, foi depositada

no PDB em 1999 [46], resolvida na forma de um dimero.

Diferentemente da SALBIIl, a HSA é uma proteina conhecida hd muito tempo,
vastamente documentada e disponivel comercialmente em alta pureza para analises de XL-MS.
Isso faz com que ela seja uma complementacdao prontamente acessivel para os testes da
metodologia desenvolvida. Os dados de XL-MS da HSA foram, novamente, fornecidos pelo grupo

do Prof. Dr. Fabio Gozzo, em colaborac3o.

Para os experimentos de modelagem, cada dominio da HSA foi tratado como uma
problema de modelagem distinto. Essa escolha pratica quase sempre é feita, ja que a estrutura

terciaria de dominios globulares costuma ser pouco dependente do estado de oligomerizacao, sendo
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este o caso da albumina. Dados para suporte dessa propriedade podem ser encontrados em [47, 48,

49, 50].

A escolha da HSA se deu porque, a despeito das sequéncias priméarias dos trés dominios
serem diferentes, os trés possuem estruturas terciarias praticamente iguais. Em termos praticos,
isso significa que embora os trés dominios da Albumina humana sejam estruturalmente similares, os
dados obtidos do experimento de XL-MS n3o necessariamente tém a mesma qualidade para os trés,
porque se esta tratando de trés estruturas primarias com reatividade e acessibilidade ao solvente

diferentes.

1.7 Estratégia de modelagem selecionada para o Projeto

Para o presente trabalho, tomando por base as experiéncias anteriores do nosso grupo
de pesquisa, o sucesso e notoriedade de cada software em avaliacdes de escala global e a literatura
especializada, bem como as caracteristicas dos sistemas estudados, decidiu-se empregar uma
modelagem ab initio utilizando o software Rosetta, mantido e desenvolvido pelo grupo do Dr.
David Baker na Universidade de Washington, Seattle. As rotinas desse software serdo adaptadas
para modelagem assistida utilizando restricdes de distdncia derivadas de XL-MS por meio de

personalizacdo do campo de forcas REF (Rosetta Energy Function), interno do software.
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Capitulo 2

Abordagem e

Pontos-Chave

A decisao de empregar o software Rosetta define praticamente todos os critérios
estratégicos do projeto, e, por isso, é importante entender a maneira como esse software funciona
e de que maneira os dados e algoritmos obtidos e desenvolvidos podem intervir nesse

funcionamento e modifica-lo.

2.1 Entendendo o funcionamento do software Rosetta

O software Rosetta é um conjunto modular de aplicacGes que pode ser compilado e
utilizado de diferentes maneiras para mdltiplas finalidades. Ele foi inicialmente desenvolvido em 1997
[51] com uma proposta a época inovadora de realizar a modelagem de proteinas usando fragmentos
com sequéncias locais similares a proteina modelada, e em 1999 essa perspectiva do problema de
modelagem ja obteve resultados significativos no CASP3 [52]. A compilacdo da versdo 3.7 do
Rosetta (utilizada nesse trabalho) fornece mais de 150 executéveis a disposicdo do usudrio, mas o
mais importante para esse projeto é, sem divida, aquele chamado “abinitiorelax”. Esse programa
contém tudo o que é necessario para executar, do inicio até o final, uma modelagem multiescala

baseada em conhecimento.

2.1.1 Combinando niveis de escala na modelagem

Uma das grandes ideias por trds do Rosetta é combinar diferentes niveis de escala na
modelagem. O protocolo ab initio utiliza uma representacdo do tipo grao grosso que se baseia em

reduzir a representacdo de cada aminoacido a apenas sete atomos, a saber:
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= O atomo de Oxigénio da Carbonila, O;
» O 4tomo de Carbono da Carbonila, que participa da ligacdo peptidica Cep;
= O atomo de Carbono alfa a carbonila, C,;

= O 4tomo de Carbono beta a carbonila, que faz parte da cadeia lateral, a excecao da Glicina,

Cg;

= Um atomo especial chamado centroid, cuja funcao é contabilizar o volume e a carga de todo
o resto da cadeia lateral;

= O atomo de Nitrogénio, que participa da ligacao peptidica IV;

» O 4tomo de Hidrogénio ligado ao Nitrogénio da Amida, H;

A Figura 2.1 mostra a comparacao entre um modelo atomistico e de grao grosso para
a proteina Top7 (PDB 1QYS), uma proteina a3 pequena. Os dtomos em verde s3o os dtomos de
carbono do backbone proteico, enquanto os atomos em ciano s3o, na figura a esquerda, atomos de
carbono das cadeias laterais (que serdo reduzidos junto com os demais), e, a direita, &tomos do tipo

centroid.

Figura 2.1: Comparacdo dos modelos tridimensionais atomistico e de grdo grosso utilizando a
representacdo centroide do Rosetta para a proteina PDB 1QYS [53]. Reproducdo do original do
RosettaCommons em [54]
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2.1.2 Resumo do protocolo abinitiorelax

O protocolo de modelagem ab initio do Rosetta realiza sua busca conformacional de
forma estocastica por meio de amostragens do tipo Metropolis-Monte Carlo, seguindo

aproximadamente o seguinte conjunto de passos para cada modelo que serd gerado:

Dada uma sequéncia primaria P, uma biblioteca de fragmentos triméricos B3 e outra

biblioteca, de fragmentos nonaméricos B9:

Preparacao do Modelo

1. Construir uma conformacao inicial estendida M para o modelo, de grao grosso, considerando

apenas o backbone proteico;

2. Substituir aleatoriamente trechos nonaméricos de M por fragmentos da biblioteca B9 até que

todos os atomos tenham sido substituidos pelo menos uma vez;

3. Calcular a energia inicial S (por meio da funcdo “score” do préprio software) da conformacdo
estendida, empregando a Funcao Energia do Rosetta, que serd discutida posteriormente

na subsecdo 2.2.

A partir desse momento, o software realizard a modelagem propriamente dita, em duas
etapas, sendo a etapa inicial uma busca grosseira (ab initio) de conformacdes e a segunda etapa um

refinamento (relax) do resultado da primeira etapa.

Modelagem ab initio (grao grosso)

A modelagem ab initio do Rosetta é uma simulacdo do tipo Monte Carlo com uma
representacdo reduzida (de grdo grosso) da proteina. Essa simula¢do ocorrerd ao longo do que o
software denomina “estagios de modelagem”, que sao conjuntos de milhares de passos MC. O que
diferencia cada estagio sdo os coeficientes (pesos) de cada parcela funcional na Func3o Energia do

Rosetta, a agressividade da substituicao de fragmentos e o niimero de passos MC envolvidos.

Cada singular passo MC envolve a seguinte sequéncia de eventos:
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1. Selecionar um fragmento candidato a substituicdo, a depender do estagio de modelagem.
Esse fragmento sera selecionado da biblioteca B9 em estagios mais agressivos, ou de B3 em

estagios mais brandos;
2. Substituir o fragmento selecionado no modelo M gerando um novo modelo M’;

3. Calcular a nova energia S’ de energia do modelo M’ aplicando novamente a Funcdo Energia

do Rosetta;

4. Aceitar a mudanca conformacional utilizando para a decisdo o critério de Metropolis;

O critério de Metropolis

Define-se o critério de Metropolis aquele para o qual a transicao entre duas conformacdes

numa simulacao Monte Carlo é aceita com probabilidade 0 < p < 1, onde

s (1o (-5 9))

Onde S e S' sdo as energias antes e depois da substituicdo do fragmento, e T é a temperatura.
E importante notar que esse valor de Temperatura é meramente utilizado para ajustar a
tolerancia da modelagem a mudancas conformacionais ao longo dos ciclos iterativos, onde
um valor arbitratriamente alto é empregado no inicio e sucessivamente diminuido conforme

progride a modelagem.

Esse critério basicamente se traduz da seguinte forma: sempre que a energia do modelo
diminuir na substituicdo, a mudanca é aceita. Do contrario, existe uma probabilidade de
(8'=5)

aceitacdo dada por exp (_T)

5. Caso a mudanca seja aceita, o Modelo M’ substituird o Modelo M e uma nova iteracdo
principiara;
6. Caso a mudanca n3o seja aceita, o modelo M’ é descartado e o modelo M sofrerd uma nova

tentativa de substituicdo de fragmentos, no préximo passo MC (2.1.2).

Na configuracao padrdo, existem quatro grandes estagios de modelagem ab initio,

denominados Estagios I, Il, Il e IV. Nos estagios | e Il, sdo realizados 2.000 passos MC com



CAPITULO 2. ABORDAGEM E PONTOS-CHAVE 38

amostragem agressiva. No estagio Ill s3o realizados 20.000 passos MC e no estagio IV, 12.000
passos MC com amostragem branda sao realizados. Portanto, uma modelagem ab initio padrdo do
rosetta é uma simulacdo com 36.000 passos MC. Esse nliimero pode ser ajustado, a exemplo das
modelagens realizadas nesse trabalho, onde o nimero de passos foi multiplicado por cinco,

resultando em simulacdes com 180.000 passos.

Refinamento relax (atomistico)

Ap6s a conclusdo da etapa de modelagem grosseira, tem inicio o refinamento da
modelagem. Os atomos centréides do modelo M s3o substituidos por cadeias laterais atomisticas
dos aminoacidos e uma base de dados de rotameros é utilizada para refinamento das estruturas.
Essa base de dados é computada a partir de todas as conformacbes de um mesmo aminoacido ao

longo de todo o PDB, e é atualizada pelo menos uma vez ao ano.

A premissa central do protocolo relax n3o é fazer movimentos bruscos no backbone
proteico, mas sim explorar finamente o espaco conformacional ao redor do modelo M, para encontrar
um minimo que combine um entrelacamento harmonioso das cadeias laterais e uma relaxacdo dos

angulos torsionais do backbone.

Para isso, sera empregado um protocolo muito similar ao descrito para a modelagem ab
initio, exceto que ao invés da substituicdo de fragmentos, serao substituidos rotameros das cadeias
laterais, e a Funcdo Energia do Rosetta sera substituida de seus termos centroides para seus termos
atomisticos. Nessa substituicdo, conforme sera explicado na secdo 2.2, ganham importancia os
termos relacionados a ligacoes hidrogénio, ¢ introduzido um termo relacionado a probabilidade post

hoc de um determinado rotamero no PDB e os termos repulsivos sao melhor descritos.

O protocolo relax também é uma simulacdo MC, porém, diferentemente da modelagem
ab initio, em que existem quatro grandes estagios de modelagem, no protocolo de relaxacao uma
estratégia de recozimento € utilizada, onde os coeficientes na Funcdo Energia do Rosetta vao variando
lentamente seus valores a cada passo MC. Finalmente, apds o refinamento da estrutura, sera entdo

gerado um arquivo contendo as coordenadas dos atomos do modelo.



CAPITULO 2. ABORDAGEM E PONTOS-CHAVE 39

2.2 A Funcao Energia do Rosetta e os ciclos de modelagem

Todos as energias calculadas em cada iteracdo da modelagem s3o fruto da aplicacao
da chamada Funcdo Energia do Rosetta (em inglés, REF, “Rosetta Energy Function”) [55].
Entender esse passo de pontuacdo dos modelos e o funcionamento dessa funcdo é crucial tanto
para compreender o funcionamento do software em si quanto para entender como serd possivel
customizar a energia de cada modelo para levar em consideracdo os dados de XL-MS que vao
assistir a modelagem. A REF é um campo de forcas do ponto de vista de que utiliza uma série de
funcOes, parametros e variaveis de posicdo relativa para estimar numericamente um valor de

energia potencial para uma molécula.

Nesse projeto, foi empregada uma versio da REF denominada Talaris2014 [56].
Diferentemente dos campos de forca classicos, que possuem apenas alguns poucos tipos de
parcelas (ou formatos funcionais) para calcular cada componente do potencial, a Funcdo Energia
do Rosetta possui, por padrdo, um grande conjunto de termos (mais de 70 deles se aplicam s6 a
modelagem de proteinas) e pardmetros diferentes. A tabela 2.1 lista os termos mais importantes

para a modelagem mostrada na secao 2.1.2:

2.3 Agregacao dos dados de XL-MS

Depois de compreender como funciona e qual é a composicdo basica da Funcao Energia
do Rosetta, fica simples entender como é possivel utilizar os dados instrumentais para assistir a

modelagem. uma vez que:

1. Existe uma forma funcional (um termo, ou parcela) diferente para cada pequena componente

relevante da energia de uma molécula,

2. A energia calculada é uma combinacao linear de todos os termos ponderados pelos seus

coeficientes, e
3. A energia calculada é o critério de aceitacdo de uma nova conformacao na simulacado MMC,

Basta acrescentar a essa vasta colecdo de termos pré-programados no Rosetta (e,
portanto, agregar também a combinacdo linear que gera a estimativa numérica da energia) um

termo novo que leve em consideracdo os dados de XL-MS [59, 60].
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Tabela 2.1: Parcelas da Funcdo Energia do Rosetta, de baixa e alta resolucao, tomando por referéncia
a versdo Talaris2014 da REF [57, 58].

Termos de baixa resolucdo (grao grosso, utilizados na fase ab initio)
Parcela Significado
env Potencial relativo a hidrofobicidade do residuo
pair Potencial relativo a pontes dissulfeto e interacdes ionicas
vdw “Van der Waals", parcela energética que contabiliza a repulsao estérica entre residuos
rg “Raio de Giracdo”, uma parcela que favorece estruturas compactas (enoveladas) em
detrimento de estruturas volumosas (desenoveladas)
cbeta Potencial que se contrapde a rg compensando o volume de exclusdo decorrente da
aproximacao de grao grosso das fases iniciais da modelagem
hs_ pair Potencial relativa ao empacotamento entre a-hélices e B-folhas
Ss__pair Potencial relativo ao empacotamento entre diferentes segmentos de B-folhas
hb__bb “Hydrogen Bond - Backbone”, potencial relativo as ligacdes hidrogénio do backbone
proteico
Termos de alta resolucdo (atomisticos, utilizados na fase relax)
fa_atr Potencial atrativo entre as cadeias laterais de diferentes residuos
fa_rep Potencial repulsivo entre as cadeias laterais de diferentes residuos
fa_sol Potencial de interacao atomistica com o solvente (solvatacdo) baseada nas equacdes
de Lazaridis Karplus (solvente implicito)
fa_pair Potencial de interacdo eletrostatica entre pares de aminoacidos
hbond Colecao de potenciais relacionados a ligacoes de hidrogénio em diferentes contextos
(backbone - backbone de curto e longo alcance, backbone - cadeia lateral e cadeia
lateral - cadeia lateral)
rama Potencial relacionado aos angulos diédricos (¢, ¢) do Grafico Ramachandram
fa_dun Potencial probabilistico, relacionado a recorréncia de um determinado rotamero da
cadeia lateral na base de dados de rotameros

Esse termo modificaria a energia de cada modelo, penalizando os modelos que
desobedecem as restricGes fornecidas. A consequéncia direta disso é o aumento da
probabilidade do resultado final da modelagem ser uma estrutura tridimensional que

obedece as restricoes inputadas.

2.3.1 A informacao por tras dos cross-links

A fim de prop6r um termo adequado para uso dos dados de XL-MS, é crucial entender o
tipo de informac3o que esses dados podem oferecer. Partindo do pressuposto que o linker reage (inica
e exclusivamente com a porc3o superficial da proteina, quando um cross-link efetivo (funcionalizado

em ambas as extremidades) é observado, a interpretacdo deve ser que a distancia topoldgica entre
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os dois aminoacidos conectados deve ser menor ou igual ao comprimento do linker.

E crucial compreender desse enunciado que os dados de XL-MS podem apenas fornecer
uma distancia maxima que separa dois aminoacidos, e essa distancia dependera apenas da natureza

dos aminoacidos conectados e do linker em questao.

Portanto, a forma funcional proposta para o termo de energia associado aos cross-
links deve ser de tal natureza que ndo penalize os modelos até que essa distancia maxima seja
superada. No entanto, uma vez atingido o limite do comprimento do cross-link, os modelos devem

ser progressivamente penalizados.

2.3.2 Propondo e introduzindo uma funcao

Existe uma discussao - atualmente em curso - em relacdo ao melhor tipo de potencial a
ser aplicado a partir desse ponto. Alguns autores defendem que a penalizacdo linear com a distancia
basta, pois ndo hd dados que justifiquem qualquer outra parametrizacdo. Outros sugerem que o
potencial deve ser harmonico para agravar a penalizacdo conforme se afasta da distancia méaxima.
Outros, ainda, procuram estabelecer formas funcionais que facam mais sentido, utilizando dinamica
molecular dos linkers em solucao e na superficie da proteina, ou abordagens estatisticas. Para esse
trabalho, foi selecionada uma forma funcional linear, por acreditar-se ser suficientemente simples
para infligir penalizacdo sem tracar hipéteses demais sobre a dindmica dos cross-links. O potencial

harménico foi evitado porque poderia se tornar contraproducente em casos extremos.

A funcao, portanto, deve ser da seguinte forma, denominada comumente FLAT-LINEAR:

Vo para0 <z < L
V(x, Vo, L,a) = (2.3.1)

Vo+a(zr—L) parax>1L

Onde x é variavel que representa a distancia entre os residuos no modelo em quest3o,
Vo € um potencial-base aplicado a todos os pares de residuos, L é o comprimento maximo do linker
em questdo e a é o coeficiente angular da reta que representa o potencial acima de L. Essa funcdo
foi implementada no Rosetta com quatro parametros, a saber: Vg, 2o [ e a, onde 2o +1 = L.

Para customizar a Funcdo Energia do Rosetta, declara-se cada parcela (relativa a cada cross-link
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observado) num arquivo separado de input a aplicagdo abinitiorelax, conforme o cddigo 2.3.2 a

seguir

Cédigo 2.1: Exemplo de declaracdo de restricGes no protocolo abinitiorelax

AtomPair CB 1 CB 8 LINEAR_PENALTY 9 0 9 1

AtomPair CB CB LINEAR_PENALTY 5.15 0 5.15 1

4 8
AtomPair CB 4 CB 9 LINEAR PENALTY 8.35 0 8.35 1
AtomPair CB 6 8

CB LINEAR_PENALTY 10.9 0 10.9 1

No exemplo mostrado, sdo declaradas quatro parcelas diferentes de mesma forma
funcional, cada uma com seus parametros, para cinco restricoes diferentes. A exemplo da primeira
linha, a porcao AtomPair CB 8 CB 1 indica que essa parcela levard em consideracao a distancia
entre o carbono [ do residuo 1 e o carbono 3 do residuo 8, e a porcdo LINEAR_PENALTY 9 0 9 1
indica que a forma funcional é do tipo FLAT-LINEAR com 2o =9 A Vy=0,1=9A ea=1

Como assim, “restricao”?

Cabe aqui uma pequena observacdo: no sentido cru da palavra, aplicar uma restricdo,
do ponto de vista fisico-quimico, seria equivalente a fixar uma determinada conformacdo para um
determinado grau de liberdade, reduzindo o nimero de graus de liberdade a serem amostrados. O
que estd sendo proposto é diferente: ao personalizar a Funcao Energia do Rosetta, sem contudo
reduzir o nimero de graus de liberdae, introduz-se um viés para determinadas conformacdes que

obedecam as restricoes, sem impedir a exploracao do espaco conformacional.

2.4 Selecionando os dados de XL-MS

2.4.1 Modelagem de Partida

O propésito central da modelagem assistida é obter um conjunto de modelos com
qualidade superior a modelagem nao-assistida. No escopo desse projeto, deu-se o nome de
modelagem de partida a modelagem inicial, sem restricdes, realizada para cada sistema

investigado. Essa modelagem de partida serve, aqui, a dois propoésitos: primeiro, ela atua como
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referencial em qualquer comparacdo de incremento de desempenho fornecido pela modelagem
assistida e pela selecdo de restricoes; segundo, viabiliza uma abordagem bayesiana do problema de
selecao de restricGes, do ponto de vista que gera dados iniciais para a aplicacao de qualquer
indicador de selecdo de restricoes que leve em consideracdo a qualidade dos modelos num passo

anterior de modelagem.

2.4.2 Restricoes Triviais e seu impacto na modelagem

Um dos pontos centrais desse projeto é que nem todas as restricoes dentro do conjunto
obtido experimentalmente introduzem a mesma informac3o (ou o mesmo grau de viés) a modelagem

assistida.

Algumas restricOes, ainda que sejam consistentes com a estrutura cristalografica ou
com qualquer estrutura que seja considerada de referéncia para o problema de modelagem, podem
ser irrelevantes para o incremento genérico da qualidade da modelagem. Em todos os sistemas
estudados, existe um subconjunto de restricoes que compartilham entre si determinadas

caracteristicas, a saber:

= Ocorrem em alta frequéncia em qualquer modelagem (arbitrariamente mais de 80% dos
modelos exibem essas restricdes), independentemente de terem sido introduzidas

explicitamente na modelagem;

» Geralmente s3o muito pouco espacadas do ponto de vista da sequéncia primaria, restringindo
aminoacidos que j& s3o razoavelmente vicinais (separados por no méaximo 10 residuos e

geralmente pertencentes ao mesmo segmento de a-hélice ou S-folha;

= Em alguns casos sdo muito correlacionadas com outras restricGes (geralmente com as mesmas

caracteristicas), ou seja, fornecem em alguns casos informac3o estrutural repetida;

A essas restricdes, no escopo desse trabalho, demos o nome de restricdes triviais. Nos
testes preliminares realizados com a proteina SALBIII foram experimentalmente aferidas 156
restricoes das quais apenas 29 s3o consistentes com a estrutura cristalografica. No entanto, um
exame mais minucioso aponta que 9 dentre as 29 restricbes cristalograficas (aproximadamente

30%) exibem as caracteristicas das restricdes triviais. A figura 2.2 permite visualizar
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estruturalmente a diferenca entre as restricoes triviais e ndo-triviais. Na estrutura a esquerda,
foram destacadas, em purpura, todas as 29 restricdes validadas contra a estrutura PDB-5CXO, e a
direita, em azul, apenas o subconjunto de restricOes triviais. E visualmente perceptivel a localidade

estrutural e alta redundancia dessas restricoes.

Figura 2.2: Representacdo das restrices experimentais totais (em plrpura) e triviais (em azul) para
a SALBIII, validadas pela estrutura cristalografica (representada em laranja). As restricdes estdo
representadas como colares de contas que emulam a conformac3o do linker ligado a proteina.

As 9 restricOes assinaladas em azul na figura 2.2 s3o as seguintes: 4CB-8CB, 4CB-9CB,
6CB-8CB, 6CB-9CB, 8CB-9CB, 13CB-17CB, 111CB-113CB, 111CB-115CB, 113CB-116CB. Todas

elas obedecem aos critérios de trivialidade apresentados.

Experimentando com as restricoes triviais

Para tentar investigar o impacto das restricGes triviais na modelagem, em um dos
muitos testes realizados ao longo do trabalho foi obtido um determinado conjunto de 37 restricdes
(denominado “BIS") que n3o continha nenhuma restricdo trivial, e uma modelagem foi realizada
usando esse conjunto. Em seguida, todas as 9 restricdes triviais foram adicionadas ao conjunto,
gerando um novo conjunto denominado “BIS+TRIVIAL", e uma nova modelagem foi realizada. A
figura 2.3 mostra uma sobreposicao das distribuicdes de qualidade dos modelos apés ambas as

modelagens.
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TM-score em relagédo a PDB-5CXO

Conjunto de restrigbes da Modelagem . BIS . BIS+TRIVIAL

Figura 2.3: Distribuicao de qualidade dos modelos obtidos em modelagem comparativa dos conjuntos
BIS e BIS+TRIVIAL

O eixo das abscissas dessa distribuicdo, referente a qualidade de cada modelo, serd
melhor explicado na secdo 2.5.1, mas é importante denotar, por hora, que considera-se um modelo

de topologia adequada aquele que alcanca um valor superior a 0.5 nessa escala.

A Figura 2.4 a seguir permite comparar ainda melhor as distribuicdes.
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Figura 2.4: Boxplot dos modelos gerados em cada uma das modelagens comparadas (BIS e
BIS+TRIVIAL). Foi aplicada uma perturbacdo vertical nos pontos outliers para fins unicamente
visuais.

Visualmente existe uma grande similaridade ndo s6 no formato e na area de ambos os
graficos acima de 0.5 no eixo horizontal, mas também entre as duas distribuicdes de qualidade

dos modelos. Contudo, a fim de confirmar essa hipétese, existem dois experimentos adicionais que
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podem ser realizados: um teste de hipdteses e um projecao de similaridade estrutural.

Teste de Hipoteses (Teste U de Mann-Whitney)

Sendo os dados n3o-paramétricos, sugere-se a aplicacdo de um teste U de Mann-Whitney,
um teste de hipotese ndo-paramétrico que parte das seguintes prerrogativas: primeiro, que as duas
amostras comparadas s3o indepententes entre si e que os pontos de cada amostra sdo, também,
independentes. Segundo, que as respostas sdo ordinais. Dentro dessas condicGes, a hipdtese nula do
teste de Mann-Whitney é que as distribuicoes de ambas as populacdes sao iguais. O resultado

do teste U de Mann-Whitney estd expresso na tabela 2.2.

Tabela 2.2: Parametros e resultados do teste U de Mann-Whitney

Parametro Valor
Uy 1,23 x 107
U, 1,26 x 107
W 1,23 x 107
1%, 1,25 x 107
oy 1,44 x 10°
yA +1,17 (bicaudal)
valor p 0,242

Uma vez computado o valor p, ele deve ser comparado a um valor critico dado pelo
nivel de significancia do teste de hipoteses, que, por sua vez, é complementar ao nivel de confianca.
Rejeita-se a a hipdtese nula se a probabilidade dela, calculada no teste (valor p), for inferior ao nivel
de significancia proposto. Uma maneira simples de entender o nivel de significancia é a seguinte:

qual é a probabilidade aceita de rejeitar erroneamente a hipétese nula quando ela for verdade?

O valor mais comum empregado em testes bioestatisticos é um nivel de confianca de 95%,
o que fornece um nivel de significancia (valor critico) &« = 0.05. Uma vez que 0.242 > 0.05, pode-se
dizer que, a partir do resultado do teste U de Mann-Whitney para comparar ambas as populacées
de modelos geradas, a um nivel de confianca de 95%, é impossivel descartar a hipétese nula, ou

seja, existe uma probabilidade relevante de que as populacdes pertencam a mesma distribuicao.

Dessa observacao, é coroldrio que a adicao das 9 restricOes triviais a um conjunto de
37 restricdes (representando um incremento de 25% no tamanho do conjunto) n3o foi suficiente

para alterar significativamente (a um nivel de confianca de 95%) a distribuicdo de qualidade dos
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modelos, ou seja, ndo introduziu viés suficiente para alterar o formato da distribuicdo de qualidade

da modelagem.

Projecao de Similaridades

Depois de confirmar, por meio de um teste de hipéteses, que a adicdo das restrices
triviais nao foi suficiente para alterar significativamente a distribuicio de qualidade dos modelos,
resta ainda avaliar o possivel viés estrutural que elas podem imprimir a modelagem. Para fazer
essa avaliacdo, foram manualmente selecionados os modelos de topologia adequada de ambas as
modelagens (BIS e BIS+TRIVIAL), que estdo representados na forma de pontos na Figura 2.4.
Esses modelos foram misturados e estruturalmente alinhados entre si, produzindo uma matriz de
similaridades. Em seguida, por meio de uma técnica de reducdo de dimensionalidade que sera melhor
explorada na subsecdo 2.6.3, foi criada uma projecao bidimensional das dissimilaridades entre os

modelos, que pode ser observada na Figura 2.5.

Se houvesse uma segregacdo estrutural significativa impressa a modelagem por meio da
introducdo de restricoes triviais, seriam observadas na Figura 2.5 duas regides distintas concentrando,
cada uma, pontos de uma das modelagens; no entanto, o que se observa é uma mistura de pontos
ao longo de toda a projecdo, distribuidos aleatoriamente e sem uma clara preferéncia espacial de
uma ou outra modelagem. Portanto, confirma-se aqui, novamente, que as restrices triviais ndo

introduzem nenhum viés - seja ele significativo ou estrutural - a modelagem.

2.4.3 Lidando com as restricoes triviais

Portanto, a partir desse ponto foram tracados os principios de norteamento do trabalho

baseados nessa hipdtese, que podem ser sintetizados da seguinte forma:

Deve ser possivel propor um indicador de qualidade para cada restricao que leve em
consideracao alguma medida de qualidade relacionada a cada modelagem e que possa
ser empregado num protocolo de recuperacdo de restricdes que se mostre superior a uma
selecdo baseada apenas em estatistica descritiva. Se for incorporado nesse indicador

algum mecanismo capaz de evitar as restricdes triviais, o uso do conjunto de restricdoes
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Figura 2.5: Projecao bidimensional das dissimilaridades enrtre os modelos gerados em cada uma
das modelagens comparadas (BIS e BIS+TRIVIAL). A disténcia euclideana entre os pontos é
inversamente proporcional a sua similaridade estrutural.

recuperadas pode ser otimizado, tanto do ponto de vista de introduzir restricoes que
sejam realmente informativas quanto de ampliar a abrangéncia das restricGes para regides

da moléculas que as restricoes triviais ndo cubram.

2.4.4 Coeficiente de correlacao ponto-bisserial

Nesse interim foi, portanto, proposta a implementacdo do coeficiente de correlacao
ponto-bisserial, poderosa ferramenta de avaliacao discriminante aplicada originalmente em algumas
areas de estudo da Bioinformatica e Psicometria [61] . O coeficiente bisserial é uma medida da
correlagdo entre uma variavel fatorial, bindria ou dicotomizada (natural ou artificialmente) e uma

variavel continua.
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Trata-se do caso dicotémico do coeficiente de Pearson, em que uma das variaveis é
classificatéria ou discriminatéria em relacdo a outra. No contexto da anélise linear de discriminantes,
o seu significado se torna o de identificar o quao bem uma variavel binéria - no caso a obediéncia ou
ndo a cada restricdo individualmente — diferencia os modelos segundo um dado critério de qualidade

individual.

Seu embasamento matematico prevé que, dado um determinado score continuo S para
cada um dos n modelos gerados, e para cada restricdo k, cuja frequéncia pertence ao intervalo
0 > f > 1, e para a qual cada modelo é classificado como 0 (viola a restricdo) ou 1 (obedece a

restricdo), a correlagdo bisserial r é dada por

gl - go ning

Tk (2.4.1)

S n?

Onde S, é o score médio para os n; modelos que obedeceram a restrico, Sy € o score
médio dos ny modelos que violaram a restricao e s, é a estimativa do desvio-padrao do score para

todos os modelos, dado por

n
Sp = > (z; — )2 (2.4.2)
A proposicao desse indicador é um dos principais pontos de inovacdo deste projeto,
sendo extremamente interessante para esse fim porque é capaz de contabilizar a consisténcia entre
cada restricdo e a distribuicdo de qualidade dos modelos, permitindo, por exemplo, identificar as
restricGes mais correlacionadas com determinada regiao dessa distribuicdo e enviesar o proximo passo

da modelagem em favor de popular ainda mais essa regido de referéncia.

H4 também outros aspectos interessantes, como por exemplo o controle da escala
numérica desse valor (que pertencera sempre ao intervalo —1 > r,, > 1), que possui pelo menos

um corte n3o-arbitrario no valor zero [62)].

) . . e . n1Ng
Além disso, e justificando sua escolha, o termo normalizador \/ —— garante uma
n
penalizacdo algébrica as restricdes triviais, para as quais, devido a sua alta frequéncia, n; > ng ou
vice-versa, que, no entanto, ndo inviabiliza a recuperacdo de restricoes que sejam frequentes

apenas em modelos de alta qualidade.



CAPITULO 2. ABORDAGEM E PONTOS-CHAVE 50

2.4.5 Prés e contras dos critérios de selecao

O critério de selecdo mais natural, e que foi experimentado anteriormente no grupo
[43], é baseado na frequéncia (recorréncia) de uma determinada restricdo no conjunto obtido em
modelagens preliminares ou anteriores. Esse critério, doravante denominado “frequentista”,
justifica-se por ser uma medida de proporcdo - e, portanto, probabilidade - de uma restricdo, o que
pode levar, indiretamente, a uma interpretacao termodinamica da energia livre de cada restricdo.
Uma das desvantagens dessa medida, no entanto, é que justamente por sua natureza, ele
invariavelmente recuperard primeiro todo o conjunto de restricdes triviais para uma determinada
modelagem, ocupando lacunas do conjunto recuperado com muitas restricGes redundantes e pouco
informativas. Baseado nisso, conforme ja exposto, o coeficiente de correlacdo ponto-bisserial é
muito interessante, ndo s6 por ser uma medida indireta da importancia de cada restricio na
distincao entre modelos, ou no caso, do viés introduzido por cada restricio na modelagem, mas

também pela penalizacdo algébrica das restricoes triviais.

Comparando desempenhos e tipos de restricoes

Para tentar ilustrar essa propriedade do coeficiente bisserial, apresenta-se, na figura
2.6, um grafico de dispersao mostrando, em um dos testes preliminares realizados, o coeficiente
bisserial e a frequéncia de cada restricio da SALBIII. Nesse grafico, os pontos foram coloridos da
seguinte forma: em vermelho, restricbes experimentais incompativeis com a estrutura
cristalografica; em azul, restricbes experimentais validadas pela estrutura cristalografica mas
consideradas triviais; em verde, restricdes cristalograficas e nao-triviais. Elipses de confianca foram
tracadas utilizando uma distribuicdo ¢t com indice de confianca de 0.95. Nessa figura, fica
perceptivel que a recuperacao frequentista recupera primeiro as restricdes triviais, enquanto que a
recuperacdo por meio do coeficiente bisserial, nesse caso, recuperou apenas uma restricdo trivial

entre as primeiras 20 restricoes recuperadas.

Uma andlise hierdrquica de agrupamentos foi também realizada para auxiliar a
interpretacdo desse grafico. Nela, foi utilizado o método da variancia minima de Ward para

cdmputo dos clusters. O resultado dessa analise produziu um dendrograma que esta na Figura 2.7.

Nessa figura, estdo assinalados alguns grupos para auxiliar a discussdo. O cluster C1 é
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Figura 2.6: Ranking autoescalado das 156 restricdes para a SALBIII levando em consideracdo o
coeficiente bisserial (eixo vertical) e a frequéncia da restricdo (eixo horizontal)

[€4]

Classificagao Cristalografica |Z| Nao cristalogréfica Cristalografica

da Restrigao e nao-trivial e trivial

Figura 2.7: Dendrograma para Andlise Hierdrquica de Agrupamentos realizada nos dados da Figura
2.6
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o grupo que, usando qualquer um dos dois critérios (tanto frequentista ou bisserial) nunca é
recuperado. Existe apenas um falso negativo nesse grupo, muito infrequente e pouco diferenciador
da qualidade dos modelos, o que impede sua recuperacao. Em seguida, o cluster C2 indica oito
restricdes (todas elas cristalograficas) que foram agrupadas por terem alta frequéncia. Essas 8
restricoes sdo consideradas triviais, e s3o as 8 primeiras recuperadas pelo critério frequentista. O
cluster C4 apresenta as 11 restricoes com maior coeficiente bisserial, das quais 8 sdo verdadeiros
positivos, e todas ndo-triviais. Ja& no cluster C3 estdo as restricoes que apresentam valores

intermediarios para frequéncia e coeficiente bisserial, sendo recuperadas em qualquer um dos casos.

Se uma andlise frequentista recuperar prioritariamente restricdes dos clusters C2 e C3 e
uma analise por coeficiente bisserial recuperar prioritariamente restricoes dos clusters C3 e C4, é
claro que a recuperacao frequentista estard recuperando restricbes com mais sensibilidade em
relacdo a estrutura cristalografica. Contudo, 9 das restricdes cristalograficas recuperadas na analise
frequentista seriam triviais, contra apenas uma restricdo trivial na andlise por coeficiente bisserial.
Se forem considerados verdadeiros positivos apenas as restricGes cristalograficas ndo-triviais, a
sensibilidade da recuperacdao por meio do coeficiente bisserial superaria, portanto, aquela da

recuperacao frequentista.

O calcanhar de aquiles do coeficiente bisserial

Apesar de todas as vantagens enumeradas sobre o coeficiente bisserial, seu emprego
introduz uma complexidade inédita na recuperacdo de restricoes. A equacdo 2.4.1 requer,
claramente, a atribuicdo de uma determinada pontuacao para cada modelagem, simbolizada pelas
varidveis S| e Sy. Logo, foi natural nesse momento sugerir um critério de qualidade preliminar que

permitisse qualificar cada modelo gerado individualmente.

2.5 Avaliando a qualidade de uma modelagem

Antes de reportar testes preliminares, é importante entender como se mede o grau de
sucesso de uma modelagem nos moldes que foram descritos nesse projeto. Retomando o que foi
exposto nas secdes introdutdrias, a estratégia de modelagem aqui empregada consiste em gerar um

grande nimero de modelos e, desses modelos, selecionar algumas para produzir um ensemble de
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estruturas. Embora ndo pertenca ao escopo deste trabalho sugerir a melhor maneira de realizar essa
microsselecdo, é evidente que, independente de como ela for ocorrer, o sucesso de uma modelagem
depende da proporcao de modelos gerados com topologia adequada. Quanto maior essa proporcao,
maior a populacdo relativa de modelos corretos e mais provavel a selecdo de um modelo adequado.
Portanto, fica aqui estabelecido que a qualidade de uma modelagem é uma funcdo da qualidade de

cada modelo.

As estratégias de avaliacdo da topologia de um modelo dependem da quantidade e
qualidade de informacGes sobre o sistema modelado. No caso em que existe uma estrutura de
referéncia disponivel, como os casos aqui tratados, os indicadores de qualidade mais adequados s3ao
aqueles baseados no alinhamento estrutural entre um modelo gerado e a estrutura de referéncia,
que em todos os casos é a estrutura cristalografica depositada da proteina em questdo. Diferentes
medidas de alinhamento estrutural sdo empregadas em protedmica hd muito tempo, e existem
muitas maneiras de calculd-las. Os métodos mais famosos sdo o RMSD (raiz da média quadratica
dos desvios, uma medida de dispresdo comum na bioinformética), GDT (que computa a propor¢cdo
de distancias atémicas dentro de um determinado intervalo predefinido) e o método aqui empregado,

denominado Template-Model score.

2.5.1 O Template-Model score do alinhamento estrutural

O Template-Model score, ou “TM-score” apresenta uma série de vantagens em relacdo
ao RMSD para o computo de alinhamentos estruturais, mas as principais sdo [63]: seu valor sempre
estara entre 0 e 1, independente do comprimento das sequéncias primarias das proteinas comparadas;
além disso, nao penaliza modelos de topologia correta, mas que discordam entre si apenas em porcdes
especificamente flexiveis (como as por¢des N e C terminais, que sdo naturalmente mais livres na

estrutura proteica).

Outro aspecto importante é que o TM-score tem uma identidade probabilistica, ou
seja, pode ser mapeado para um valor p de teste de hipdtese para mesma topologia entre modelos.
Um estudo [64] realizado pelos mesmos propositores dessa medida mostra que duas proteinas que
apresentam TM-score entre si superior a 0.5 apresentam valores p extremamente baixos para a

hipétese de que as topologias comparadas sao aleatoriamente diferentes, permitindo portanto dizer
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que qualquer modelo com TM-score acima de 0.5 em relacdo a estrutura cristalografica
provavelmente alcancou a mesma topologia dessa estrutura e, portanto, é um modelo

bem-sucedido.

Por isso, durante todo esse projeto, a principal medida de qualidade de estruturas
modeladas, e, portanto, de modelagens, empregada é o TM-score do alinhamento de cada modelo
em relacdo a estrutura cristalografica (PDB-5CXO [41] no caso da SALBIII e PDB-1A06 [46] no
caso da HSA).

2.5.2 Uma breve retratacao sobre estruturas cristalograficas

O Protein Data Bank é o maior repositério mundial de estruturas macromoleculares, e
continha até o final de 2018 150 mil estruturas depositadas, sendo mais de 10 mil s6 nesse ano
[65]. O avanco da protedmica estrutural é, portanto, muito notavel, e uma das grandes técnicas
responsaveis por resolver e depositar estruturas tridimensionais é a cristalografia de proteinas, que
responde por praticamente 90% da base de dados. A primeira estrutura cristalografica, da mioglobina
de esperma de baleia com resoluc3o de 6 A [66], foi determinada em 1958; desde ent3o, dentre todas
as técnicas instrumentais ja mencionadas para afericao estrutural, a cristalografia é disparadamente
a mais predominante, mais antiga e aquela que, até hoje, alcanca as melhores resolucées. Nao
é coincidéncia que nada menos que 15 prémios Nobel de quimica e medicina foram agraciados a

cristalégrafos de proteinas [67].

No entanto, é importante retomar brevemente o enunciado aqui proposto (Secdo 1.1)
para o problema da Modelagem Molecular. A ideia é sempre propdr uma estrutura ou um ensemble
de estruturas que represente o estado nativo de uma proteina. A estrutura cristalografica, quando
é obtida, geralmente o é a partir de muito esforco e por meio de técnicas avancadas de nucleacao
e crescimento de cristais. Monocristais ainda sdo a via de regra, e muita proteinas sdo cristalizadas
com algum tipo de ligante ou cofator em sua estrutura. A prépria SALBIII, sistema principal desse
trabalho, foi cristalizada na forma de um homodimero com algumas moléculas de hexaetilenoglicol -
uma molécula artificial - na sua estrutura [41]. Portanto, acreditar que uma estrutura cristalografica
reflete absolutamente uma conformacao nativa em solucao fisiolégica é ignorar todos esses percalcos,

e certamente é uma afirmacdo delicada a se fazer [68].
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Contudo, mesmo com todas essas ressalvas, a estrutura cristalografica ainda é - quando
disponivel - provavelmente a melhor aproximacao do estado nativo ou pelo menos uma conformacao
provavelmente importante no estado nativo. E, nesse ambito, é importante concordar com Poincaré,
em traduc3o livre: “E melhor supdr, ainda que admitindo certo grau de incerteza, do que n3o sup6r

de forma alguma” [69].

2.6 Explorando critérios de qualidade no coeficiente bisserial

O primeiro critério de qualidade testado com o coeficiente bisserial foi o nimero total
de restricoes obedecido por cada modelo. A hipdtese era simples: levando em consideracdo o
conjunto total de restricoes experimentais, os modelos que obedecessem mais restricoes seriam os
de melhor qualidade. A fim de testar essa hipotese, por meio desse critério de qualidade, as restricoes
experimentais foram examinadas e um conjunto das 37 restricoes melhor qualificadas dessa forma
foi recuperado. Essas 37 restricGes foram escolhidas porque eram aquelas para as quais o valor do
coeficiente bisserial era positivo, mas nesse momento ainda ndo havia uma definicio do tamanho
do conjunto de restricdes. Com esse conjunto, alguns testes foram realizados e a figura 2.8 a seguir

mostra o resultado da primeira modelagem realizada utilizando esse novo conceito.
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Figura 2.8: Distribuicdes de qualidade para a modelagem de partida e a primeira modelagem
utilizando restricGes recuperadas por meio do coeficiente bisserial.

Nessa modelagem, foi observado um incremento de qualidade na recuperacdo por

coeficiente bisserial (em vermelho) em relacdo a modelagem inicial de referéncia (em cinza). Além
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disso, todas as restricoes recuperadas eram do tipo nao-trivial, conforme era esperado. O passo
seguinte foi, portanto, testar o potencial iterativo desse critério de recuperacdo de restricoes.
Foram realizadas 5 iteracdes, com geracdo de 5000 modelos em cada uma e recuperacdo de 40

restricGes ao final de cada passo do protocolo. Os resultados estdo na Figura 2.9.
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Figura 2.9: Distribuicdo de qualidade das modelagens (TM-score em relagdo a PDB-5CX0) em testes
preliminares iterativos do coeficiente bisserial em relacdo ao nimero total de restricGes obedecidas
por modelo.

Nesse experimento, o coeficiente bisserial ndo obteve éxito na recuperacdo de restricoes
ou no progresso da modelagem na direcdo da estrutura nativa. Curiosamente, embora a primeira
modelagem seja boa, as iteracSes causam retrocesso (e ndo incremento) na qualidade do conjunto
modelado. Esse fato, conforme descoberto posteriormente em resultados obtidos paralelamente no
grupo de pesquisa, se deve ao fato de que o nimero total de restricoes obedecidas pelos modelos
ndo constitui um bom indicador de sua qualidade. A Figura 2.10 a seguir permite observar que,
entre os modelos que obedecem a um alto nimero de restricdes para uma modelagem paralela da
SALBIII, existe uma grande dispersdo na similaridade em relacdo a estrutura nativa, invalidando,

portanto, o niimero total de restricoes obedecidas como critério de classificacao de modelos.

Entretanto, o acompanhamento dos indicadores de desempenho das iteracdes permite
observar que o coeficiente bisserial permaneceu eficaz ao evitar a recuperacao de restricoes triviais.
Em quatro das cinco modelagens realizadas em sequéncia, ndo houve nenhuma restricdo trivial no
conjunto recuperado. Conclui-se que o coeficiente de corelacdo ponto-bisserial obteve sucesso na

penalizacdo das restricdes triviais, mas o niimero total de restricdes obedecidas por modelo n3o foi
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Figura 2.10: Numero total de restricdes experimentais obedecidas em funcdo da qualidade dos
modelos (TM-score em relagdo a PDB-5CX0) para um dos testes preliminares

uma varidvel continua eficaz.

2.6.1 Uma agulha no palheiro: como encontrar um bom modelo?

Assim que se decide empregar o TM-score em relacdo a uma estrutura de referéncia
como variavel continua, surge imediatemante o questionamento: num caso real, como é que se

seleciona uma estrutura de referéncia?

E importante dizer que propdr uma soluc3o para esse problema foge do escopo desse
projeto. Existem muitas maneiras diferentes de fazé-lo, e inclusive na competicdo CASP existe uma
categoria separada sé para avaliadores de modelos. No entanto, foi importante, ao longo do projeto,
testar e implementar no protocolo desenvolvido pelo menos um tipo de classificador de estruturas

proteicas ja vigente na comunidade cientifica.

Casos ideais

Neste trabalho, os quatro diferentes sistemas estudados (SALBIII, HSA-D1, HSA-D2 e
HSA-D3) ja tinham estruturas cristalograficas depositadas no PDB. E evidente que, para os casos em

que isso é verdade, considera-se como caso mais ideal possivel aquele em que o mdelo de referéncia é



CAPITULO 2. ABORDAGEM E PONTOS-CHAVE 58

sempre a estrutura cristalografica. Esse caso pode ajudar a estabelecer um tipo de limite superior ao
desempenho da técnica, uma vez que se a estrutura cristalografica é o padrao que mede a qualidade
de cada modelagem, provavelmente os melhores resultados serdao coletados se ela for justamente a

estrutura sempre utilizada como referéncia.

Além disso, uma pequena flexibilizacdo do caso ideal pode ser também proposta:
supondo que exista um classificador de modelos ideal, que sempre seja capaz de encontrar, numa
modelagem, a estrutura mais similar a estrutura cristalografica, com o maximo TM-score em
relacdo a ela - ou seja, o melhor modelo gerado. Propde-se também aqui, num experimento
separado, utilizar como referéncia esse melhor modelo, artificialmente selecionado. Essa pode ser
também uma forma de testar se as modelagens seriam capazes de consistentemente alimentar o
seu proprio progresso, independentemente do erro introduzido por um classificador de modelos

qualquer.

Casos Reais e classificadores de modelos existentes

Quando se pensa na expansao dos protocolos para casos reais, fica clara a necessidade
de se implementar algum método de classificacdo de modelos no protocolo desenvolvido. Existem
duas grandes categorias de classificadores de modelos que podem ser empregados nesse tipo de
analise. A primeira é denominada “classificadores por consenso”, que recebem esse nome porque
se baseiam num conjunto de medidas estatisticas que levam em consideracao todos os modelos

disponiveis numa modelagem.

Um dos classificadores por consenso mais bem-sucedidos nos altimos anos, denominado
“Davis Consensus” em referéncia a Universidade da California em Davis, onde foi desenvolvido, é
calculado da seguinte forma: alinham-se todos os modelos um contra o outro, gerando, para n

1

modelos, uma matriz n x n triangular, contendo ”(% escores de similaridade. Para cada modelo

é, entdo, calculada a média dos alinhamentos, que constitui o escore individual de cada um.

Essa medida é baseada no fato de que modelos mais centrais no funil de energia livre
que representa as diferentes conformacdes da proteina tém uma densidade de vizinhos — ou seja,
estruturas similares a ele — maior, aumentando esse escore. Durante alguns anos, essa medida foi

vencedora nas categoria de classificacdo de modelos da competicdo internacional CASP (Critical
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Assessment of Protein Structure prediction), e ficou muito bem colocada no CASP12 [70], de modo

que ele foi um dos classificadores de modelos aqui testados.

A outra grande categoria se refere aos “classificadores de modelo tnico”. Nesse tipo de
classificacdo, um valor numérico representando a qualidade é atribuido a cada modelo individual.
Para esse fim podem ser empregados, por exemplo, modelos estatisticos previamente calibrados
pelos desenvolvedores, que recebem um conjunto de varidveis que geralmente combina escores de
energia livre dos modelos e escores obtidos pelo processamento de bases de dados de proteinas (estes

altimos combinando informacdes como estrutura secundaria e superficie acessivel ao solvente).

Essas varidveis produzem uma resposta que é computada para cada modelo
individualmente. Nesse projeto, foi utilizado um classificador de modelo tnico chamado ProQ3D,
que foi o vencedor da categoria de estimadores de qualidade de modelo tinico no CASP12 (2017)
[71]. Além disso, esse software utiliza alguns bindrios do préprio Rosetta para realizar sua
estimativa, de maneira que a integracao com o protocolo de modelagem desde trabalho ndo
demandou a instalacdo de muitos softwares adicionais. A iniciativa ProQ, que comecou ha 15 anos
[72, 73, 74], j& estd na sua quarta revisdo, na qual deep learning foi implementado [75] para

melhorar as classificacOes.

Se um desses indicadores for capaz de apontar um modelo suficientemente bom, seja ele
o melhor ou algum modelo muito parecido com o melhor, e, dessa forma, produzir efeitos similares
no progresso da modelagem quando comparados a recuperacao de restricoes baseada na estrutura
cristalografica ou no melhor modelo artificialmente selecionado, teremos obtido sucesso em aplicar

uma metodologia independente da estrutura cristalografica.

2.6.2 Testes Preliminares dos classificadores de modelos

Alguns testes preliminares foram realizados com ambos os classificadores de modelos
selecionados, o Davis Consensus para classificacao por consenso e o ProQ3D no modo de estimativa
do TM-score para classificacao de modelo tnico. Na figura 2.11, foram realizadas cinco iteracoes
de modelagem, com 5000 modelos em cada uma e recuperacao de 40 restricoes a cada passo, onde
os critérios de recuperacdo de restricdes foram (A) o coeficiente bisserial utilizando como variavel

continua o TM-score de cada modelo em relacdo a um determinado modelo escolhido por meio do
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Davis Consensus e (B) o coeficiente bisserial utilizando como varidvel continua o TM-score de cada

modelo em relacdo a um determinado modelo escolhido por meio do ProQ3D-tmscore.
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Figura 2.11: Distribuicdo de qualidade das modelagens (TM-score em relacdo a PDB-5CX0) em
testes preliminares iterativos do coeficiente bisserial usando como variavel continua (A) o TM-score
em relacdo ao melhor modelo selecionado por consenso e (B) o TM-score em relacdo ao melhor
modelo selecionado por ProQ3D-tmscore

Conforme é possivel observar na figura 2.11, em (A), o Davis Consensus n3o foi capaz
de recuperar um modelo suficientemente bom a ponto de gerar um viés significativo nas modelagens
em direcdo a estrutura cristalografica. Um efeito diferente é observado em (B), onde as modelagens

sao consistentemente melhoradas ao longo das iteracGes.

Para explorar esse efeito, os modelos selecionados por cada classificador foram
comparados individualmente a estrutura cristalografica. Nesse experimento, percebeu-se que a

correlacdo entre a similaridade de cada modelo com a estrutura cristalografica e a similaridade com
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o modelo selecionado é determinante para o progresso das modelagens, o que é esperado.
Percebeu-se também que, no caso dos modelos selecionados por consenso, essa correlacdo nunca
alcancava coeficientes de Pearson superiores a 0.7, enquanto os modelos selecionados por meio do
ProQ3D apresentavam comportamento oposto. A Figura 2.12 mostra um exemplo de cada caso.
Percebe-se que, em 2.12a, além da pouca correlacdo linear (r = 0,4) parece inclusive existir uma
distribuicdo polimodal dos dados, enquanto que, em 2.12b, a correlacdo linear é muito superior
(r = 0,8). Percebeu-se também que existe uma forte correlacdo entre o coeficiente de Pearson

nesse grafico e a similaridade do modelo selecionado em relacao a estrutura cristalografica.
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Figura 2.12: Correlacdo entre as similaridades em relacdo ao modelo selecionado e a estrutura
cristalogréfica, para modelos selecionados por consenso (A) e por classificador independente (B).
Para efeitos de visualizacdo, foi tracado, em azul, o resultado de uma regressao linear dos dados.

2.6.3 Visualizando o espaco conformacional

Numa tentativa de explorar melhor o espaco conformacional resultante da modelagem,
realizou-se um experimento de visualizacao das conformacdes relativas entre os modelos gerados.
Nesse experimento, foi empregada uma técnica de reducdo de dimensionalidade desenvolvida por
pesquisadores brasileiros denominada Force-Scheme [76], que foi escolhida por ja ter sido
anteriormente mencionada em trabalhos da drea de metodologias em modelagem e também por
ter sido concebida justamente para preservar, na projecdo, as relacdes de vizinhanca entre os

pontos. [77]
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Para a sua execucdo, é necessario computar uma matriz de dissimilaridades (distancias)
entre os modelos. Para tal, sugeriu-se calcular esse valor como o inverso do TM-score do alinhamento
Sl) de maneira que, sendo A™*™ a matriz de similaridades computada no passo
4 do protocolo de r;i)delagem, cuja diagonal é 1, define-se a matriz de dissimilaridades B™*™, cuja

entre eles (d; ; =

diagonal também ¢é 1, tal que

B 1 B 1
_CLZ'J_SZ'J'

Vi, j € [1,m] (2.6.1)
A partir dessa matriz B, é calculada a projecdo dos pontos pelo seguinte algoritmo:
» Para cada ponto x’ da projecio:

— Para cada ponto ¢’ # 2’ da projegdo, computar a direcdo e o sentido de um vetor U,/

— Perturbar cada ponto na direcdo e sentido da resultante dos vetores sobre o mesmo, cada

um de médulo 8, dado por:

5 = d(l”v(J) B dmm . Sx_ql - Sn_zgn
B dmaz - dmm B S_l - S_l

max min

(2.6.2)

O protocolo é repetido iterativamente, até que alcance um determinado critério de
convergéncia (dado por uma perturbacdo global minima na projecdo) ou alcance um ndmero limite
de passos de simulacdo. O resultado é uma coletanea de pontos cuja distancia euclidiana no plano

projetado ¢, de forma geral, proporcional a distancia na matriz de dissimilaridades original.

Oliveira et al. [77] sugerem que essa figura, computada a partir de dissimilaridades
estruturais dos modelos, pode ser interpretada como uma projecdo azimutal (planificacdo
transversal) do funil de energia livre de uma proteina. Dessa maneira, espera-se que os modelos de
melhor qualidade ocupem posicdes aproximadamente centrais, e que os pontos sejam distribuidos
circularmente, decrescendo de qualidade conforme aumenta a distancia entre cada modelo e o

centromero.

A figura 2.13 exibe o resultado dessa projecdo para a modelagem inicial nao-restringida.
Analisando a projec3o (B), Percebe-se a disposicao circular dos modelos e uma tendéncia de aumento

de TM-score em relacdo a estrutura cristalografica em regides mais centrais. A mesma projecao
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foi colorida, em (C), utilizando a densidade de pontos na vizinhanca de cada modelo, computada

a partir do gradeamento do espaco do grafico. Essa figura revela a possivel causa do fracasso

do classificador baseado em consenso: esse tipo de medida tende a selecionar modelos com alta

densidade de vizinhos similares. No entanto, a densidade da projecao estd altamente dispersa,

consequéncia principalmente da liberdade conformacional conferida a modelagem pela auséncia de
vieses introduzidos por restricoes. Trata-se de uma modelagem nao-convergida, onde nao se observa
de forma alguma a formacdo de um maximo de densidade central, mas sim de multiplos maximos

em regioes diferentes, que significam conformacdes diferentes.
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Figura 2.13: Projecdo ForceScheme das conformacdes relativas entre os modelos realizada para os
5000 modelos da modelagem de partida sem restricoes da proteina SALBIII

O circulo laranja, que denota a posicdo aproximada do centrdmero de densidades dos
modelos, ocupa uma regido incéntrica entre trés zonas de alta densidade altamente dissimilares.
Dessa maneira, a selecido por consenso, ao ndo encontrar uma regido de convergéncia para a
recuperacdo de modelos, e submetida a uma modelagem em que 99% dos modelos tem TM-score

menor que 0.5, acaba por selecionar um modelo de referéncia distante demais da estrutura

cristalografica para permitir o avanco iterativo.

Em contraste, ao se observar a figura 2.14, percebe-se uma situacao de convergéncia, a
medida que se observa um tnico cluster de alta densidade (C), que concentra também os melhores
modelos (B). Nesse tipo de modelagem, que foi obtida a partir de cinco iteracdes do recuperador

bisserial utilizando o modelo selcionado pelo ProQ3D, ja é possivel aplicar medidas de consenso e
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outras estatisticas descritivas de tendéncia.
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Figura 2.14: Projecdo ForceScheme das conformacdes relativas entre os modelos realizada para 5000

modelos de uma modelagem convergida da SALBIII
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Capitulo 3

Metodologia Desenvolvida

3.1 Concepcao

Conforme ja mencionado, esse projeto se presta a propor métodos e indicadores
estatisticos que, por meio da combinacao entre os dados experimentais obtidos e analise estatistica
de modelagens sucessivas, permitam recuperar analiticamente um conjunto de restricoes de
confiabilidade competitiva, colaborando para a eliminacdo de arbitrariedades e, portanto, para o
robustecimento e enriquecimento da combinacido entre a técnica de XL-MS e as modelagens
computacionais. Além disso, se propde também a propdr um procedimento padrdao de modelagem
que empregue o software Rosetta e os diversos softwares desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa, além dos softwares de terceiros elencados no capitulo de abordagem, de maneira

integrada.

A metodologia proposta é dividida em duas partes principais. Na primeira delas, é
realizada uma Unica vez para cada sistema de interesse, e se refere a coleta de informacdes sobre o
sistema e geracao dos arquivos de entrada sempre necessarios aos softwares utilizados. A segunda
fase, se refere ao processo iterativo de modelagem, selecdo e aplicacao de critérios de recuperacdo

de restricoes.

3.2 Coleta de dados e preparacao da modelagem

1. Obtencdo da sequéncia primaria do sistema de interesse no formato FASTA.

A sequéncia primaria é o identificador da proteina, e corresponde a sequéncia de aminoacidos
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na sua estrutura. O formato FASTA foi desenvolvido por bidlogos computacionais para
simplificar a codificacdo dessa informac3o: ele consiste de um vetor de caracteres onde cada

letra corresponde a um aminoacido.

2. Obtencdo da estrutura cristalografica da proteina, quando existente, por meio de busca no

RSC PDB (Protein Data Bank) [65].

A estrutura cristalografica é utilizada como referéncia para avaliar a qualidade dos modelos

obtidos a cada iteracao.

3. Busca sequencial de fragmentos proteicos em bases de dados de estruturas de proteinas por

meio do software Robetta, para construcdo da biblioteca de fragmentos (B3 e B9).

Conforme ja mencionado, o software de modelagem Rosetta, empregado neste projeto, requer
para seu funcionamento a disponibilizacdo de uma biblioteca de fragmentos para estimar as
estruturas secundarias, construir os modelos e permitir a exploracdo do espaco conformacional.
O software Robetta, disponivel em servidor piblico, permite buscar automaticamente esses

fragmentos e os exporta ja no formato adequado para leitura pelo Rosetta.
4. Obtencdo da lista de restricoes identificadas experimentalmente por meio de XL-MS.

Os dados de XL-MS foram cedidos, em colaboracdo, pelo grupo Dalton MS Group, sob

coordenacdo do Prof. Dr. Fabio Gozzo. Detalhes pode ser encontrados em [34].

5. Geracao do arquivo de input do software TOPOLINK a partir da descricdo dos experimentos

de XL-MS.

O software TOPOLINK [78] é um pacote de fun¢des desenvolvido para computar distancias
topolégicas entre atomos na superficie de proteinas e validar modelos estruturais com base
em dados de XL-MS. No arquivo de input de cada analise, é importante declarar os tipos de
cross-links possiveis e suas distancias maximas consideradas e também os links observados.

Um exemplo da sintaxe utilizada nesse passo estd no cédigo 3.1
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Cédigo 3.1: Exemplo de declaracdo de restricdes possiveis e observadas no arquivo de input

do TOPOLINK

experiment XL

linktype GLU all all CB GLU all all CB 16.7
linktype GLU all all CB ASP all all CB 15.4
linktype ASP all all CB ASP all all CB 14.1
linktype ASP all all CB LYS all all CB 9.6
linktype GLU all all CB LYS all all CB 10.3
linktype GLU all all CB SER all all CB 7.1
linktype ASP all all CB SER all all CB 6.2
linktype LYS all all CB LYS all all CB 21.8
linktype LYS all all CB SER all all CB 18.0

linktype SER all all CB SER all all CB 14.1

observed ASP A 35 ASP A 54
observed ASP A 35 ASP A 57
observed ASP A 35 ASP A 67
observed ASP A 35 LYS A 41
observed ASP A 35 SER A 127
observed ASP A 47 GLU A 119
observed ASP A 47 LYS A 149
observed ASP A 53 ASP A 54
observed ASP A 53 ASP A 57
observed ASP A 54 ASP A 64
observed ASP A 57 ASP A 64

end experiment XL

No exemplo mostrado no cédigo 3.1, a linha 1 inicia o bloco em que serdo declarados os pardmetros
experimentais; nas linhas 3 a 12, s3o declarados todos os tipos de linker, levando em consideracdo
o tipo de aminoacido de cada extremidade, o atomo de referéncia e, principalmente, o tamanho

considerado do linker. Para esse trabalho, as distancias consideradas estdo na tabela 4.2. Em
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seguida, nas linhas 14 a 28, sdo declarados os links observados. Na linha 14, por exemplo, declara-se
que foi observado um link entre o a Aspartato de posicdo 35 na Cadeia A e o Aspartato na posicdo

47 também na Cadeia A.
6. Determinacdo das condicdes de modelagem num arquivo de op¢des do software Rosetta

As condicSes de modelagem s3o pequenas decisbes que precisam ser tomadas em relacdo ao

funcionamento do rosetta, como, por exemplo:
(a) Ndmero de ciclos dos protocolos ab initio e relax;
(b) Nimero de modelos gerados por iteracdo (n);
(c) Formato de gravacdo dos modelos gerados;
(d) Termos personalizados na REF;
(e) Pesos e coeficientes da parte personalizada da REF.
7. Modelagem de partida

Uma modelagem inicial, sem nenhuma restricdo, é realizada para cada sequéncia primaria. Nessa
modelagem, geralmente é gerado um nimero de modelos superior aquele de cada passo do protocolo

iterativo.
8. Computo opcional de quaisquer varidveis necessarias ao classificador de modelos escolhid.

Neste trabalho, empregou-se o software ProQ3D para estimar uma qualidade demoninada ProQ3D-
tmscore para cada modelo avaliado. Esse score é uma previsdo realizda por um modelo calibrado
pelos desenvolvedores do ProQ3D, que recebe como input dois conjuntos de varidveis: um conjunto
denominado perfil, que é sempre o mesmo para a mesma sequéncia primaria, e outro conjunto de
energias calculadas para cada modelo. Portanto, é importante, ao preparar a modelagem de qualquer

proteina, estabelecer esse perfil para uso do ProQ3D. Nele, esto incluidos [74]:

(a) Estrutura secundaria estimada da proteina, por meio da execu¢do do software BLAST [79] na
base de dados UNIREF90 [80], com consequente processamento dos dados obtidos por meio

do software PSIPRED [81];
(b) Superficie acessivel ao solvente estimada da proteina, por meio do software SSPRO4 [82];

(c) Informacdo de Conservacdo de sequéncia, por meio da execucdo do software BLAST na base

de dados UNIREF90;
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3.2.1 Iteracoes das modelagens

1. Execucao do protocolo de modelagem do Rosetta usando como base as opcoes definidas no

arquivo de condicdes de modelagem

A modelagem do rosetta é trivialmente paralelizavel, e se o software for compilado com a
opcao de utilizar uma biblioteca MPI, a modelagem inteira pode ser executada com um tnico

comando.
2. Extracao de arquivos .pdb individuais para cada modelo gerado no protocolo de modelagem

Para diminuir o tamanho dos arquivos criados durante a modelagem, os modelos de proteinas
sao gravados em disco no formato silent; no entanto, o formato padrao para arquivos de
estruturas tridimensionais é o formato .pdb, de modo que é necessario extrair os arquivos no

formato adequado.

3. Execucdo paralelizada do software TOPOLINK em todos os modelos gerados, a partir dos

arquivos de input produzidos na preparacao da modelagem

O software TOPOLINK [78] ira validar as restricGes experimentais em cada uma das estruturas
geradas, produzindo um log que dird, para cada modelo, se cada restricao foi obedecida ou

nao.

4. Execucao paralelizada do software LOVOALIGN para alinhamento de todas as n estruturas

geradas, produzindo um total de (n — 1) arquivos de alinhamento com um total de

-1 -2
(n )2(n ) alinhamentos realizados

O software LOVOALIGN [83] é um pacote de fun¢des de alinhamento estrutura de proteinas
que usa otimizacdo do menor valor ordenado (LOVO) para buscar a condicdo de maximo

alinhamento e computar os escores correspondentes.

(n—1)(n—2)
2

5. Compactacdo dos arquivos de alinhamento obtidos

6. Execucdo do software G-SCORE para computo dos scores individuais de centralidade de cada

modelo, com cortes que variam desde 0.40 a 0.85 para cada modelo.

O software G-SCORE [84] é um pacote de funcdes desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa,

que gera escores de consenso para os modelos. Esses escores sdo baseados na contagem de
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modelos numa determinada anéalise de agrupamento realizada por meio do TM-Score intra-
modelagem. Foi elaborado para ter uma traducao termodinamica da energia livre de um
determinado modelo com base no nimero de vizinhos. O G-SCORE foi implementado e

calculado nesse protocolo para uso futuro e potencial desenvolvimento de sua aplicac3o.

7. Execucdo Unica do software LOVOALIGN para alinhamento dos n modelos em relacdo a

estrutura cristalogréfica (Quando disponivel)

8. Analise e tratamento automatizados dos dados e arquivos de output por meio das rotinas
do software ZedXL desenvolvido durante esse projeto, com recuperacao de um conjunto de
restricbes para um determinado critério e posterior criacdo ou Modificacao do arquivo para

customizar a Funcao Energia do Rosetta

9. Substituicao do arquivo de customizacao da Funcao Energia do Rosetta e inicio de uma nova

iteracao.

3.3 O software ZedXL

O software ZedXL é o principal produto desse projeto. Ele foi desenvolvido como uma
biblioteca para a linguagem livre R [85], e serd, ao final do projeto, documentado e disponibilizado

em codigo aberto a toda a comunidade.

O pacote combina quatro grandes categorias de funcdes: rotinas para ler, escrever e
processar os diferentes tipos de arquivo gerados ao longo desse protocolo; algoritmos numéricos
para célculo de diferentes figuras estatisticas de cada restricdo, com destaque para o coeficiente
de correlacdo ponto-bisserial; agrupamentos de funcdes para anélise de restricdes baseados nas
figuras estatisticas, incluindo estatistica descritiva basica, analise exploratéria de dados, analises de

agrupamentos e métodos de reducdo de dimensionalidade; rotinas de geracao de graficos e figuras.

A funcdo do ZedXL é simples. Ele receberd como principal entrada um conjunto de
arquivos de log do TOPOLINK validando cada restricao experimental em cada modelo. Além disso,
receberd um conjunto de arquivos de alinhamento e classificacdo para cada modelo, como os arquivos
de saida do ProQ3D e G-SCORE, os logs do LOVOALIGN para alinhamento intramodelagem e,

quando houver uma estrutura cristalografica disponivel, o log do LOVOALIGN para os alinhamentos
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com a mesma. O pacote de software processara entao esses dados, a partir dos diferentes critérios de
recuperacdo de restricao ja implementados, fornecendo como principal saida um arquivo no mesmo

formato daquele mostrado no cédigo 2.3.2 para customizaciao da Funcdo Energia do Rosetta.

Uma pequena sequéncia dos passos seguidos pela principal funcdo do pacote, preparada

para execucao automatizada em scripts bash:

—

. Leitura e processamento de todos os n arquivos de log do TOPOLINK;

1)(n—2)

2. Leitura e processamento dos = arquivos de alinhamento intra-modelagem:;
2

3. Opcionalmente, leitura e processamento de todos os arquivos de output do G-SCORE e

ProQ3D:;

4. Quando disponivel, leitura e processamento do arquivo de alinhamento contra a estrutura

cristalografica;
5. Computo da matriz binaria de restricoes para a modelagem;
6. Computo da matriz de escores de modelo e calculo de escores complementares;
7. Calculo dos escores das restricoes;
8. Ordenamento das restricoes segundo o critério de recuperacdo escolhido;

9. Geracao e gravacdo do arquivo de entrada do Rosetta, criado automaticamente nos padroes

do item 2.3.2.
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Capitulo 4

Testes da Metodologia

4.1 Dados da modelagem

4.1.1 Dados experimentais de XL-MS

72

Como parte do preparo das modelagens, foram recebidos os dados de XL-MS de nossos

colaboradores no Dalton MS Group, do Instituto de Quimica, UNICAMP. A tabela 4.1 apresenta,

de maneira resumida, alguns nimeros sobre os dados tedricos e experimentais de XL-MS dos quatro

sistemas estudados, enquanto a tabela 4.2 apresenta brevemente as distancias consideradas para

cada cross-link.

Tabela 4.1: Sumario dos dados tedricos e experimentais obtidos pada cada proteina modelada

Proteina Modelada SalBlII HSA-D1 HSA-D2 HSA-D3
Comprimento da Sequéncia Primaéria 134 201 189 193
Aminoacidos acessiveis ao solvente 132 198 189 193
Nimero total de pares de aminoacidos 8911 20100 17766 18528
Pares de residuos reativos na estrutura 630 2080 2145 1380
primaria
Pares reativos / Pares totais 0,071 0,010 0,012 0,074
Numero de restrices cristalograficas tedricas* 74 167 181 119
Restricdes experimentais obtidas 156 163 195 98
RestricOes experimentais consistentes com a 29 46 55 34
estrutura cristalografica
Restricdes triviais 9 11 11 13
Restrices cristalograficas e ndo-triviais (VP) 20 35 44 21
Restricdes por residuo 0,149 0,174 0,233 0,109
TVP (Sensibilidade) versus total experimental 0,128 0,215 0,226 0,214
TVP (Sensibilidade) versus total teérico 0,270 0,210 0,243 0,176

* - Computada utilizando a estrutura cristalografica e as distancias da tabela 4.2
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Tabela 4.2: Distancias consideradas para cada tipo de cross-link

Tipo de cross-link Distancia utilizada
GLU(C3)—GLU(Cp) 16,7 A
GLU(C5)—ASP(Cp) 15,4 A
ASP(C3)—ASP(Cj) 14,1 A
ASP(Cj3)—LYS(Cp) 9,6 A
GLU(C5)—LYS(Cp) 10,3 A
GLU(C5)—SER(Cj) 71A
ASP(Cj5)—SER(Cj) 6,2 A
MET(Cs)— LYS(Cﬁ) 18,0 A
LYS(Cj5)—LYS(Cp) 21,8 A
LYS(Cj )—SER(CB) 18,0 A
SER(C3)—SER(C}5) 14,1 A

Observa-se que existe certa heterogeneidade entre o nimero de cross-links possiveis, a
quantidade de dados experimentais obtidos e o nimero de restricbes compativeis com a estrutura
cristalografica para cada uma da quatro proteinas. A partir da observacdo da tabela 4.1, é razoavel
supdr que cada dominio apresentara uma dificuldade diferente para a modelagem, sendo que espera-
se, a priori, baseando-se na informacdo por residuo e nas sensibilidades, que a modelagem do
dominio HSA-D2 apresente os melhores resultados, logo em seguida as modelagens da SALBIII e
HSA-D1 apresentem resultados igualmente intermedidrios (porque embora os dados da HSA-D1
sejam levemente melhores, a sequéncia da SALBIII é mais curta) e o dominio HSA-D3 seja o mais

dificil de modelar com boa qualidade.

4.1.2 Quantas restricoes recuperar?

N3o existe, até o momento, uma estratégia bem definida e robusta para a selecdo de
dados para modelagem assitida por XL-MS que permitam auxiliar nessa escolha. No entanto, existem
trabalhos que abordam a robustez da modelagem estrutural assistida por restricoes de distancia de
forma geral. Estes estudos procuram estabelecer qual é o nimero minimo de contatos entre residuos
que é necessario para a definicdo da topologia da estrutura. Os contatos s3o calculados a partir
das estruturas cristalograficas, portanto sao distancias ideais do ponto de vista da modelagem, e
sao distancias precisas. A qualidade e a tolerancia da informacao contida em dados de contato é
diferente daquela prevista pelos dados de XL-MS, sendo que os dados de contato sdo muito mais

precisos e restritivos.
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Uma publicacdo do préprio David Baker (autor do Rosetta), datada de 2014, diz que, se
a informac3o de estrutura secundaria for perfeita, basta 1 restricdo a cada 12 residuos da sequéncia
priméria [86] para modelagem precisa e robusta da topologia proteica. Mais recentemente, em 2018,
Mandalaparthy e colaboradores [87] resgatam essa informacdo e vdo além, dizendo que o nimero
de restricdes necessarias para realizar uma modelagem é alguma proporcdo entre 5 e 10% do mapa
de contatos nativo de uma proteina. Uma vez que, no presente trabalho, a informac3o de estrutura
secundaria n3o é perfeita, e que os dados de XL-MS s3o muito menos informativos, esses valores

foram entendidos como limites inferiores para a quantidade de dados a serem recuperados.

De fato, nesse trabalho foi proposta a recuperacdo de um determinado nimero M de
restricoes, cuja relacdo com o tamanho N da sequéncia primaria é M = 0,3 x N, onde M é truncado
para o inteiro mais préximo. De acordo com essa proposicdo, serdo recuperadas 40, 60, 57 e 58

restricoes, respectivamente, nos sistemas SALBIII, HSA-D1, HSA-D2 e HSA-D3.

4.1.3 Parametros de execucao do Rosetta

Para todos os 4 sistemas estudados, as opcdes de execucdo do rosetta foram as seguintes:
= Protocolo abinitio com as op¢des ~fastrelax -increase_cycles 5 -rg_reweight 0.25
= 5000 modelos gerados no caso da modelagem preliminar e 500 modelos a cada iteracdo

» Gravacao dos modelos atomisticos no formato silent com as opcdoes -file -fullatom -

silent folding_silent.out

» Introducdo do arquivo de personalizacdo x1 com as opcdes —constraints -cst_file $x1

-cst_weight 1 -cst_fa_file $x1 -cst_fa_weight 1

4.2 Modelagens da SALBIII

4.2.1 Recuperacao frequentista

A recuperacao frequentista, apés dez iteracoes sucessivas do protocolo de modelagem,

resultou num conjunto em que nenhum modelo atingiu TM-score acima de 0,5 em relacdo a estrutura
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cristalografica. Um maximo é atingido na quarta iteracdo, contudo nao representa incremento
expressivo na qualidade. A figura 4.1 apresenta as distribuicoes de qualidade para todos os modelos
gerados. Nela, a regido sombreada em azul, correspondente a TM-score acima de 0,5 em relacdo a
estrutura cristalografica, representa a zona em que os modelos sdo considerados bem-sucedidos em
termos de topologia compativel com PDB-5CXO; as cores mais claras representam iteracGes iniciais

e as cores mais escuras representam iteracdes finais.
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TM-score em relagdo a PDB-5CXO

Figura 4.1: Distribuicoes de qualidade dos modelos para as 10 iteracdes do protocolo de modelagem
aplicadas a proteina SALBIII com recuperacdo de restricdes pelo critério frequentista.

Conforme ja afirmado, esse critério foi inicialmente proposto - além da comparacao com
a literatura [43] - por um conjunto de razdes que o tornam préatico, ja que ndo depende do codmputo
de qualquer outro escore, podendo ser determinado simples e unicamente a partir de uma matriz

binaria que computa a obediéncia de cada modelo a cada restricdo.

Contudo, a qualidade genérica das modelagens, que mal alcancam 1% dos modelos com
qualidade aceitavel, contrasta com a constatacdo de que mais de 50% das 40 restricbes recuperadas
estdo factualmente presentes na estrutura cristalografica. Chama-se atencdo aqui novamente para
o conceito de restricdes triviais, incluido na secao 2.4.2, uma vez que confirma-se a recuperacio
constante de todas as 9 restricdes cristalograficas e triviais do sistema SALBIII como as primeiras
colocadas em todas as modelagens. De fato, a consisténcia do conjunto de 40 restricGes ao longo das
iteracOes foi surpreendentemente alta, levando a recuperacdo sistematica de um conjunto imutavel

de mais de 30 das 40 restricdes.
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4.2.2 Recuperacao baseada no coeficiente bisserial empregando como

variavel continua a similaridade a estrutura cristalografica

A recuperacao baseada no coeficiente bisserial e usando como referéncia a estrutura
cristalografica, apds dez iteracGes sucessivas do protocolo de modelagem, resultou num conjunto de
em que 23% dos modelos atingiram TM-score acima de 0,5 em relacdo a estrutura nativa. A figura
4.2 apresenta as distribuicoes de qualidade para todos os modelos gerados. Nela, a regido sombreada
em azul, correspondente a TM-score acima de 0,5 em relacdo a estrutura cristalografica, representa
a zona em que os modelos s3o considerados bem-sucedidos em termos de topologia compativel com
PDB-5CXO; as cores mais claras representam iteracdes iniciais € as cores mais escuras representam

iteracOes finais.
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Figura 4.2: Distribuicoes de qualidade dos modelos para as 10 iteracdes do protocolo de modelagem
aplicadas a proteina SALBIII com recuperacao baseada no coeficiente bisserial empregando como
variavel continua a similaridade a estrutura cristalografica

Esse critério foi proposto como um caso ideal, ou benchmark do coeficiente de correlacao
ponto-bisserial. Se a qualidade de cada modelagem esta sendo medida por meio da similaridade com
a estrutura cristalografica, entao parece légico que os melhores resultados sejam alcancados quando
todos os modelos s3o artificialmente comparados a ela. Certamente essa ndo é uma reproducdo de
um caso real do problema de modelagem, mas permite aferir um limite superior ao desempenho do

indicador de qualidade.

A substituicdo do critério frequentista permitiu um sensivel incremento na qualidade dos
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modelos gerados e no nimero de restricdes cristalograficas nao-triviais recuperadas a cada passo
da iteracdo. Esse resultado endossa a hipotese levantada na secao 2.4.2, segundo a qual ndo basta
recuperar boa proporcao de restricGes cristalograficas, mas é também importante que essas restricoes

sejam nao-triviais.

Comparando, por exemplo, a quarta iteracdo de cada um dos resultados apresentados,
enquanto no caso da recuperacao frequentista ha 22 restricGes nativas recuperadas num conjunto
que gera 1% de modelos de boa qualidade, o caso ideal do coeficiente bisserial proposto permitiu a
recuperacdo de 20 restricdes cristalograficas (que seria considerado um conjunto pior), produzindo,
no entanto, 18,2% de modelos de boa qualidade (uma modelagem muito melhor). A aparente
discrepancia é resolvida ao comparar a proporcdo de restricOes triviais e nao-triviais que foram
utilizadas em cada modelagem. Enquanto, na selecdo baseada na frequéncia, 9 das 22 restricoes sdo
triviais, na nova selecdo realizada foram recuperadas apenas 5 restricdes triviais, de modo que as 15
restricGes nativas nao-triviais restantes performam muito superiormente as 13 de outrora. Ressalta-
se que esse fendmeno é consequéncia ndo sé do aumento da proporcado de restricdes cristalograficas,

mas também porque essas restricGes sdo mais diferenciadoras de modelos de melhor qualidade.

Esse resultado foi importante para confirmar o quanto é promissor o coeficiente de
correlacdo ponto-bisserial combinado a uma escala que efetivamente contabiliza a qualidade de

cada modelo.

4.2.3 Recuperacao baseada no coeficiente bisserial empregando como

variavel continua a similaridade ao melhor modelo

A recuperacdo baseada no coeficiente bisserial e usando como referéncia o melhor modelo
gerado a cada passo, apds dez iteracOes sucessivas do protocolo de modelagem, resultou num
conjunto de em que 21% dos modelos atingiram TM-score acima de 0,5 em relacdo a estrutura
nativa. Um maximo ¢ atingido na sexta iteracdo, contudo procede uma queda de qualidade, que
serd melhor analisada na secao 4.2.5. A figura 4.3 apresenta as distribuicdes de qualidade para todos

os modelos gerados.

Esse critério é uma flexibilizacao do caso ideal proposto na aplicacdo anterior

benchmark do coeficiente de correlacdo ponto-bisserial. Na eventualidade de ndo existir uma
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Figura 4.3: Distribuicoes de qualidade dos modelos para as 10 iteracoes do protocolo de
modelagem aplicadas a proteina SALB3 com recuperacido de restricoes baseada no coeficiente
bisserial empregando como variavel continua a similaridade ao melhor modelo.

estrutura cristalografica para guiar a modelagem, propde-se escolher sempre como referéncia o
melhor modelo obtido no passo anterior. A hipotese era que, dada uma ferramenta ideal de selecao
de modelos, a estrutura de referéncia poderia partir da prépria modelagem, e, se fosse esse um
modelo de alta qualidade — ou seja, de alta similaridade em relacdo a estrutura cristalografica -,
poderia substitui-la no protocolo sem perda de correspondéncia. Evidentemente isso faz o
protocolo depender de ser sempre gerado pelo menos um modelo de topologia adequada a cada

passo (mas principalmente na modelagem inicial) para permitir o progresso genérico.

Da mesma forma como foi feito para a subsecao 4.2.2, pode ser novamente feita uma
comparacao entre a quarta iteracao de cada um dos resultados apresentados: novamente o critério
frequentista recupera 22 restricdes cristalograficas, sendo 13 n3o-triviais, e alcanca 1% de modelos
de boa qualidade; ja o critério aqui empregado - recuperacdo baseada no melhor modelo - recupera

20 restricdes cristalograficas, sendo 15 n3o-triviais, alcancando 17% de modelos de boa qualidade.
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4.2.4 Recuperacao baseada no coeficiente bisserial empregando como
variavel continua a similaridade ao modelo de maior

ProQ3D-tmscore

A recuperacdo baseada no coeficiente bisserial e usando como referéncia um modelo
selecionado pelo ProQ3D, um classificador independente de modelos, apds dez iteracoes sucessivas
do protocolo de modelagem, resultou num conjunto de em que 10% dos modelos atingiram TM-
score acima de 0,5 em relacdo a estrutura cristalografica. Um méaximo é atingido na oitava iteracao,
contudo procede uma queda de qualidade, que serd melhor analisada na secdo 4.2.5. A figura 4.4

apresenta as distribuicdes de qualidade para todos os modelos gerados.
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Figura 4.4: Distribuicoes de qualidade dos modelos para as 10 iteracdes do protocolo de modelagem
aplicadas a proteina SALB3 com recuperacdo de restrices pelo critério bisserial empregando como
variavel continua a similaridade ao modelo de maior ProQ3D-tmscore

O melhor modelo selecionado pelo ProQ3D mostrou-se consistentemente capaz de
alavancar a qualidade das modelagens, e, conforme esperado, tem um desempenho levemente
inferior a selecdo artificial do melhor modelo (uma vez que nem sempre o modelo de maior
ProQ3D-tmscore - calculado por meio de uma regressao - é, de fato, o mais similar a estrutura
cristalogréafica). A décima e dltima iteracdo realizada alcancou 10% de modelos com TM-score
acima de 0.5 em relacdo a estrutura cristalografica, gerando modelos com similaridade de até
0,746 com a nativa. Para a dltima iteracdo, foram recuperadas 20 restricoes cristalograficas, das

quais 15 eram nao-triviais, ressaltando mais uma vez o mérito do coeficiente ponto-bisserial em
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filtrar as restricdes triviais.

Nesse protocolo, portanto, que representa um caso real (em que nao se pode contar com
a existéncia de uma estrutura cristalografica para selecionar o modelo mais similar) que combinou as
caracteristicas da correlacdo bisserial a boa selecdo de modelos realizada pelo ProQ3D, foi alcancado
um incremento de mais de 30 vezes no nimero de modelos de boa qualidade, em relacdo a modelagem
de partida que continha apenas 0,32% de bons modelos. paralelamente a recuperacdo de 40% mais

restricoes n3o-triviais no final do protocolo em relacdo a recuperacao frequentista.

4.2.5 Resumo e Discussoes das modelagens para a SALBIII
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Figura 4.5: Acompanhamento da qualidade das modelagens ao longo das dez iteracdes de
modelagem da proteina SALB3 realizadas, para cada um dos critérios de selecdo das restricoes.

A Figura 4.5 apresenta um gréfico de linhas que permite acompanhar o progresso das
modelagens para cada critério de recuperacdo. A proteina SALBIII apresentou, em linhas gerais, os
resultados esperados da metodologia, ou seja, a recuperacdo frequentista com baixo desempenho,
em detrimento da recuperacao com coeficiente bisserial baseada tanto na estrutura cristalografica
quanto no melhor modelo de cada passo (ou seja, o mais similar a cristalografica), que
apresentaram desempenho genericamente crescente ao longo das iteracdes, culminando em mais
de 20% de modelos bem-sucedidos. J4 a modelagem que simula o caso real onde a estrutura
cristalografica ndo pode ser utilizada como referéncia para selecdo dos modelos atinge um

desempenho intermediario, mas ainda assim muito superior a recuperacdo frequentista, gerando



CAPITULO 4. TESTES DA METODOLOGIA 81

10% de bons modelos ao final de 10 iteracdes.

No caso das iteracSes onde se observa uma pequena queda de qualidade em relacdo
ao passo anterior, algumas hipéteses foram tracadas do porque isso ocorre. A primeira delas foi
que havia instabilidade na qualidade do melhor modelo selecionado a cada iteracao, e que essa

instabilidade se refletiria na qualidade geral da modelagem.

Essa instabilidade é esperada, e advém do fato de que muitas vezes a producdo um unico
modelo de boa qualidade depende muito mais dos aspectos probabilisticos da modelagem como, por
exemplo, a selecdo dos fragmentos adequados e o progresso da simulacdo estocastica, do que do
conjunto de restricdes fornecido 3 modelagem. E por isso, por exemplo, que se modela um grande

conjunto de modelos a cada iterac3o.

Um exemplo claro disso é a comparacao das iteracées 06, 07 e 08 do critério baseado
no coeficiente bisserial empregando como varidvel continua a similaridade ao melhor modelo: a
iteracdo 06 produz 22,2% de modelos bem-sucedidos, onde o melhor modelo tem TM-score em
relacdo a estrutura cristalografica de 0,6913; ja a iteracdo seguinte - 07 - produz 15,6% de modelos
bem-sucedidos (uma queda de desempenho, enquanto o melhor modelo gerado é melhor que o da
modelagem anterior, apresentando TM-score de 0,7075; nesse caso, seria esperado um incremento
de qualidade no passo posterior, mas a iteracdo 08 produz como melhor modelo um de TM-score

0,6877 e uma porcentagem de modelos bem-sucedidos de 15,2%.

Isso mostrou que nao necessariamente existe uma grande correlacdo entre a qualidade da
modelagem e a qualidade do melhor modelo. Essa constatacdo fica ainda mais evidente quando se
percebe que existem quedas de desempenho também nas modelagens que utilizam como referéncia a
restricao cristalografica. Se os tnicos critérios relevantes fossem a qualidade do modelo de referéncia
e a qualidade da modelagem anterior, esse protocolo deveria apresentar um crescimento monotonico
de qualidade até atingir um platd, mas ndo é isso que acontece. Isso levou a uma das conclusGes
parciais desse projeto, que é que a qualidade do modelo selecionado como referéncia é um dos

principais fatores do sucesso da modelagem, mas n3o é o unico.

Logo, outra hipétese foi tracada, que foi a que o tamanho do conjunto de restrices
recuperado, em especial o viés introduzido pelos falsos-positivos recuperados, tem tanta importancia

quanto a qualidade do modelo de referéncia. De fato, é importante ndo somente a taxa de falsos
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positivos observada a cada iteracao, mas também a cooperacdo entre esses falsos positivos: se todos
eles apontarem para conformacdes diferentes, as restricGes cristalograficas irdo ponderar, mas do
contrario, havendo cooperacao entre eles no sentido de amostrar outra conformacao, eles podem

levar a diminuicdo do viés em relacao a estrutura cristalografica.

Para exemplificar esse fenémeno, ainda no interim dos resultados obtidos para o critério
BISCORE-BEST, construiu-se a projecdo do espaco conformacional para as iteracdes 05 a 10,
que pode ser visualizada na figura 4.6. Nessa figura, os pontos estdo coloridos por densidade de
modelos na projecdo, e um circulo em cinza foi adicionado para mostrar a vizinhanca da estrutura

cristalografica.

De fato, a partir das iteracdes 05 e 06, comecam a aparecer claramente duas
conformacgdes distintas: uma delas, mais similar & estrutura cristalografica, assinalada em verde;

outra, mais distante, assinalada em vermelho.

Hipotetizou-se que, nesses casos, alguns falsos-positivos estariam colaborando entre si
para amostragem de duas conformacdes, sendo uma delas de topologia mais adequada do que a
outra. De fato, a distribuicao dos modelos entre essas duas conformacde é a principal responsavel
para que, a partir da iteracao 07, observe-se uma queda na qualidade geral da modelagem, que pode
ser conferida na figura 4.6. Esse fendmeno de distribuicdo entre os dois estados sé é revertido para

a conformacdo principal na décima iteracdo.

Para tentar entender melhor o que estava acontecendo, produziu-se a Figura 4.7,
representando o alinhamento tridimensional entre a estrutura cristalografica e duas estruturas
representativas de cada uma das conformacdes observadas. Nessa figura, observa-se em laranja a
estrutura cristalografica, em verde a estrutura representativa da conformacdo mais similar e, em
vermelho, a estrutura mais representativa da conformacdo menos similar, conforme as cores

assinaladas na Figura 4.6.

Existem principalmente duas zonas de discordancia entre as estruturas. A primeira zona
é o posicionamento relativo das a-hélices a1, ay e a3. Na conformacao em vermelho, parece
ocorrer um distanciamento da hélice a3 em relacdo ao restante da proteina, penalizando o TM-score
da estrutura vermelha. A segunda zona é o loop existente entre as seces de folha-8 (5 e (.

Ambas as conformacoes amostradas na modelagem parecem divergir da estrutura cristalografica,
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Figura 4.6: Evolucdo das projecdes do espaco conformacional, computado mediante algoritmo
ForceScheme, para as iteracdes 05 a 10 da modelagem da proteina SALBIII com recuperacdo de
restricoes baseada no coeficiente bisserial empregando como variavel continua a similaridade ao
melhor modelo.

mas na conformacdo em vermelho parece haver uma perda mais sensivel na informacdo de estrutura

secunddria. Esses fendmenos infelizmente ndo podem relacionados a selecdo de restricoes, visto que,
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Figura 4.7: Alinhamento entre a estrutura cristalografica (PDB-5CXO, em azul) e as estruturas
representativas de ambas as conformacdes amostradas conforme a Figura 4.6.

quando se observa novamente a Figura 2.2, nota-se que nao foi possivel aferir experimentalmente

nenhuma restricao capaz de cobrir essas porcoes da proteina.

Alguns tipos de instabilidade na qualidade da modelagem podem ser atenuados pela
diminuicdo do nimero de restricoes recuperadas a cada passo iterativo, uma vez que a taxa de
falsos positivos (e, portanto, a probabilidade desse fendmeno ocorrer) aumenta genericamente com
o aumento do numero de restricGes recuperadas. Esse fendmeno serd determinante para alguns
resultados observados no caso da HSA-D3, mais adiante. No entanto, no caso da modelagem da
SALBIII aqui discutida, fica clara principalmente a colaboracdo negativa da qualidade dos dados

experimentais.

Isso nao invalida a principal conclusao parcial dessa etapa do trabalho: para a proteina
SALBIII, a selecdo aplicando coeficiente bisserial produziu, em todos os trés casos em que foi
aplicada e num protocolo iterativo, uma modelagem de qualidade superior aquela que utiliza
restricoes recuperadas apenas pela frequéncia. A qualidade de cada modelagem é funcado

principalmente de trés fatores, a saber: a similaridade do modelo selecionado como referéncia no
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coeficiente bisserial em relacdo a estrutura objetivada na modelagem; a qualidade dos dados
experimentais e a informacao estrutural que eles provém; o tamanho do conjunto de restricGes
recuperado e a capacidade das restricGes recuperadas de - sendo elas consistentes com a estrutura

objetivada ou ndo - de diferenciarem entre modelos de maior ou melhor qualidade.

4.3 Resultados obtidos para os trés dominios da HSA

4.3.1 Recuperacao frequentista

A recuperacdo frequentista, apés dez iteracdes sucessivas do protocolo de modelagem
para cada dominio, produziu resultados similares para cada proteina. No caso da HSA-D1, em
nenhuma iteracdo é produzida quantidade sensivel de modelos com TM-score acima de 0,5 em
relacdo a PDB-1A06-D1. De fato, o maximo, alcancado na iteracdo 02, corresponde a apenas 1%
de modelos bem-sucedidos. Para a HSA-D2 e HSA-D3, a situacdo é ainda pior, onde nenhuma
iteracdo foi capaz de produzir sequer um modelo com TM-score acima de 0,5 em relacdo a PDB-

1A06-D2 e PDB-1A06-D3, respectivamente.

De fato, a andlise da Figura 4.8 mostra que, em todos os trés casos, mesmo apds
10 iteracoes, além de n3o ser observado incremento expressivo nas qualidades das modelagens, o
formato da distribuicdo de qualidade das modelagens permaneceu essencialmente igual. Isso ocorre
principalmente porque, de forma similar ao que aconteceu com a SALBIII, o conjunto de restricdes
recuperadas, que contém sempre uma combinacdo de muitas restricdes triviais e outras restricoes
que ndo sdo particularmente discriminantes entre os modelos gerados (uma vez que nenhum tipo
de medida de diferenciacdo é aqui aplicada), é incapaz de enviesar a modelagem em direcdo as

estruturas cristalograficas de cada dominio.

4.3.2 Recuperacao baseada no coeficiente bisserial empregando como

variavel continua a similaridade a estrutura cristalografica

Também foi realizado, para a HSA, o mesmo teste que foi feito na SALBIII, que consiste

em aplicar o caso ideal do coeficiente bisserial, onde os escores de cada modelo s3o a prépria
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Figura 4.8: Distribuicoes de qualidade dos modelos para as 10 iteracdes do protocolo de modelagem
aplicadas as proteinas HSA-D1 (A), HSA-D2 (B) e HSA-D3 (C) com recuperacdo de restricdes pelo

critério frequentista.
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similaridade a estrutura cristalografica. As distribuicdes resultantes estao na Figura 4.9.

Nesse caso, os resultados foram ligeiramente diferentes daqueles observados para a
SALBIII. Para o dominio HSA-D1, observou-se muita instabilidade, com a maioria das iteracdes
fornecendo menos de 5% de bons modelos, chegando em alguns casos a apenas 1%, mas se

recuperando nas iteracdes 9 e 10 até alcancar um maximo de 10% de modelos bem-sucedidos.

No dominio HSA-D2, o comportamento foi aproximadamente ideal, apresentando
majoritariamente um crescimento monotdnico nas 8 primeiras iteracdes, sofrendo uma leve queda
nas duas dltimas, mas mesmo assim atingindo a surpreendente proporcdo 36,6% de modelos com
TM-score acima de 0.5 em relacdo a estrutura cristalografica. Se for comparada com a modelagem
de partida, onde apenas 0,7% dos modelos alcancam essa marca, o incremento de qualidade foi

superior a 50 vezes.

Entretanto, para o dominio HSA-D3, mesmo esse caso considerado ideal n3o foi capaz
de produzir nenhum acréscimo consideravel na qualidade das modelagens. Conforme ja discutido
e em observancia com o que foi proposto na subsecdo 4.1.1, mesmo com uma selecdo perfeita de
modelo de referéncia, a baixa qualidade dos dados e a grande proporcdo de falsos positivos nos

conjuntos recuperados impede o progresso da modelagem.

4.3.3 Recuperacao baseada no coeficiente bisserial empregando como

variavel continua a similaridade ao melhor modelo

Conforme pode-se observar pela anélise da Figura 4.10, os resultados obtidos para esse
critério foram, novamente e em linhas gerais, similares aqueles obtidos para o critério que emprega
coeficiente bisserial e a similaridade a estrutura cristalografica, ou seja: para os sistemas HSA-
D1 e HSA-D2, essas modelagens superam muito o desempenho da modegalem com recuperacdo
frequentista de restricdes, atingindo respectivamente 13,2% (com um méximo de 16,2 na sétima
iteracdo) e 21,4% (com um maximo de 34,2% na nona iteracdo) de modelos com TM-score acima
de 0,5 em relacdo a estrutura cristalografica. No caso do dominio HSA-D3, observou-se novamente
que as modelagens n3o foram capazes de produzir nenhuma proporcao significativa de modelos de

boa qualidade.
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Figura 4.9: Distribuicoes de qualidade dos modelos para as 10 iteracdes do protocolo de modelagem
aplicadas as proteinas HSA-D1 (A), HSA-D2 (B) e HSA-D3 (C) com recuperacdo de restricdes
baseada no coeficiente bisserial empregando como varidvel continua a similaridade a estrutura

cristalografica.
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Figura 4.10: Distribuicoes de qualidade dos modelos para as 10 iteracoes do protocolo de modelagem
aplicadas as proteinas HSA-D1 (A), HSA-D2 (B) e HSA-D3 (C) com recuperacdo de restricOes
baseada no coeficiente bisserial empregando como variavel continua a similaridade ao melhor modelo.
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4.3.4 Recuperacao baseada no coeficiente bisserial empregando como
variavel continua a similaridade ao modelo de maior

ProQ3D-tmscore

No caso da recuperacao de restricoes empregando o coeficiente bisserial e um modelo
selecionado pelo ProQ3D-tmscore, os resultados foram muito semelhantes para todos os trés
dominios, em que praticamente nenhuma modelagem conseguiu gerar sequer mais de 1% de
modelos de boa qualidade, com excecdo da sétima iteracdo para a HSA-D1, que alcanca um
maximo de 2.5%. As distribuicdes obtidas para cada iteracdo realizada e para cada critério testado

podem ser observadas na Figura 4.11.

Nesse caso, um dos principais motivos para o fracasso é o préprio desempenho do
classificador ProQ3D. Para o primeiro passo da modelagem de cada um dos dominios, o TM-score
do modelo selecionado na modelagem de partida em relacdo a estrutura cristalografica é,
respectivamente para os trés dominios, 0,3679, 0,2818 e 0,3397. Esses modelos s3ao tdo
dissimilares a estrutura cristalografia que selecionar restricbes que enviesem o espaco
conformacional a vizinhanca desses modelos é, na verdade, contraproducente do ponto de vista de
produzir modelos similares a estrutura cristalografica. A efeito de comparacdo, no caso da proteina
SALBIII, onde as modelagens com o ProQ3D de fato avancam, o modelo selecionado como
referéncia na modelagem de partida tem um TM-score de 0,5900 em relacdo a estrutura

cristalografica.

4.3.5 Resumo e discussoes para HSA

Cabe aqui também, e com mais importancia, uma discussdo em relacdo ao tamanho
do conjunto de restricGes recuperado a cada passo de iteracdo. No caso da SALBIII, proteina
de 134 aminoacidos, onde estavam sendo recuperadas 40 restricdes, dentre as quais 20 a 25 eram
cristalograficas, sendo 15 a 20 n3o-triviais, a taxa de falsos positivos recuperados nunca ultrapassava

0.5, a excecao das iteracoes iniciais.

Um panorama diferente é observado com os dominios da HSA. Conforme pode ser

percebido pela leitura da tabela 4.1, de todas as restricGes experimentais, apenas 46 no caso da HSA-
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Figura 4.11: Distribuicoes de qualidade dos modelos para as 10 iteracoes do protocolo de modelagem

aplicadas a proteina HSA-D3 com recuperacdo de restricdes pelo critério BISCORE-PROQ3D.
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Figura 4.12: Acompanhamento da qualidade das modelagens ao longo das dez iteracdes de
modelagem das proteinas HSA-D1 (A), HSA-D2 (B) e HSA-D3 (C) realizadas para cada um dos

critérios de selecao das restricoes.
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D1, 55 no caso da HSA-D2 e 34 no caso da HSA-D3, s3o validas perante a estrutura cristalografica.
Isso quer dizer, por exemplo, que, no caso da HSA-D3, onde sdo sempre recuperadas 58 restricGes,
no melhor cendrio possivel (em que sdo recuperadas todas as 34 restricdes cristalograficas, sendo 21
ndo-triviais) a taxa de falsos positivos seria, no minimo, 0,41, isso sem desconsiderar as restricoes
triviais. A consequéncia disso, conforme pode ser observado na anélise do progresso das modelagens
para a HSA na figura 4.12C, é que, no caso da HSA-D3, n3o foi observado nenhum progresso
significativo no sentido de ampliar a taxa de modelos com topologia adequada nas iteracdes das

modelagens.

Reexecucao dos experimentos para HSA-D3

O que se observou ao longo de todas a iteracdes, para todos esses sistemas, foi valores em
média muito mais altos para a taxa de falsos positivos nos conjuntos de restricGes recuperados. Para
ilustrar a importancia novamente endossada desse fator, um experimento simples foi feito em que se
modelou novamente a proteina HSA-D3, com todos os critérios ja explorados, mas com recuperacdo
de apenas 34 restricbes em contraste com as 58 recuperadas outrora. Esse niimero foi sugerido por
ser o exato niimero de restricGes experimentais consistentes com a estrutura cristalografica, conforme
a Tabela 4.1. As distribuicGes de qualidade obtidas para esse experimento estdo nas Figuras 4.13 e

4.14, e o progresso geral de modelagem pode ser encontrado na Figura 4.15

Pode-se observar que, quando o conjunto de restricbes é diminuido em praticamente
40%, as modelagens benchmark utilizando como referéncia a estrutura cristalografica e o melhor
modelo conseguem, enfim, produzir conjuntos modelados onde observa-se uma proporcao
significativa de modelos de boa qualidade. Tomando por exemplo dois casos de modelagem,
coeficiente bisserial empregando a similaridade a estrutura cristalografica e coeficiente bisserial
empregando a similaridade ao melhor modelo, as taxas de falsos positivos que oscilavam
genericamente entre 50% e 60% na execucdo original agora foram diminuidas para um patamar
entre 35% e 50%. As figuras de mérito comparativas para essas duas modelagens, na execucdo
original e na reexecucdao do experimento, estdo nas Tabelas 4.3 e 4.4. Portanto, adjunta-se as
conclusdes parciais obtidas na SALBIII um dltimo fator determinante no progresso da modelagem
como um todo, que é o tamanho do conjunto de restricbes recuperado, que depende ndo sé da

sequéncia primaria de proteinas mas também da quantidade e qualidade dos dados experimentais
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Figura 4.13: Progresso da qualidade das modelagens, na reexecucdo do experimento no sistema
HSA-D3, com recuperacdo de 34 restricbes e ao longo de dez iteracdes, para os quatro critérios
ja experimentados: frequentista (A) e coeficiente bisserial empregando a similaridade a estrutura

cristalografica (B)

obtidos.
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Figura 4.14: Progresso da qualidade das modelagens, na reexecucdo do experimento no sistema
HSA-D3, com recuperacao de 34 restricdes e ao longo de dez iteracSes, para os quatro critérios ja
experimentados: coeficiente bisserial empregando a similaridade ao melhor modelo (A) e coeficiente
bisserial empregando a similaridade ao modelo de maior ProQ3D-tmscore (B)
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Figura 4.15: Progresso da qualidade das modelagens, na reexecucdo do experimento no sistema
HSA-D3, com recuperacdo de 34 restricGes, para os quatro critérios ja experimentados e ao longo

de dez iteracdes.

Tabela 4.3: Figuras de mérito para execucdo original e reexecucdo da modelagem usando como
critério de recuperacdo o coeficiente bisserial e o melhor modelo

Conjunto Recuperado

Figuras de Mérito

: . Tamanho do Restricoes Taxa de Taxa de
Experimento Iteracdo . . i’ .
conjunto cristalograficas | Verdadeiros Falsos
recuperado recuperadas Positivos* Positivos*
1 58 23 0,397 0,603
2 58 26 0,448 0,552
3 58 25 0,431 0,569
4 58 21 0,362 0,638
Original 5 58 23 0,397 0,603
6 58 20 0,345 0,655
7 58 23 0,397 0,603
8 58 25 0,431 0,569
9 58 21 0,362 0,638
10 58 24 0,414 0,586
1 34 20 0,588 0,412
2 34 19 0,559 0,441
3 34 22 0,647 0,353
4 34 15 0,441 0,559
Reexeclcio 5 34 18 0,529 0,471
’ 6 34 16 0,471 0,529
7 34 24 0,706 0,294
8 34 21 0,618 0,382
9 34 24 0,706 0,294
10 34 20 0,588 0,412

* _ considerou-se verdadeiro positivo qualquer restricdo cristalografica.
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Tabela 4.4: Figuras de mérito para execucao original e reexecucdo da modelagem usando como
critério de recuperacdo o coeficiente bisserial e a estrutura cristalografica

Conjunto Recuperado Figuras de Mérito
: . Tamanho do Restricoes Taxa de Taxa de
Experimento Iteracdo : . " .
7 conjunto cristalograficas | Verdadeiros Falsos
recuperado recuperadas Positivos* Positivos*
1 58 23 0,397 0,603
1 58 26 0,448 0,552
2 58 22 0,379 0,621
3 58 21 0,362 0,638
Original 4 58 20 0,345 0,655
5 58 23 0,397 0,603
6 58 25 0,431 0,569
7 58 25 0,431 0,569
8 58 22 0,379 0,621
9 58 24 0,414 0,586
10 58 26 0,448 0,552
1 58 23 0,397 0,603
1 34 17 0,500 0,500
2 34 19 0,559 0,441
3 34 21 0,618 0,382
Reexecucio 4 34 18 0,529 0,471
’ 5 34 17 0,500 0,500
6 34 19 0,559 0,441
7 34 22 0,647 0,353
8 34 20 0,588 0,412
9 34 21 0,618 0,382
10 34 22 0,647 0,353

* _ considerou-se verdadeiro positivo qualquer restricdo cristalografica.
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Capitulo 5

Consideracoes Finais

A modelagem biomolecular é uma area de muito interesse para diversas areas do
conhecimento cientifico a proporcdo que ela permite elucidar estruturas tridimensionais de maneira
complementar a técnicas experimentais de investigacdo da estrutura de proteinas. Modelar
proteinas para as quais existem poucos homoélogos de estrutura conhecida é o principal desafio
nessa area, e também aquele cuja urgéncia de desenvolvimento é a mais preponderante. No caso
da modelagem de novo de proteinas por meio de abordagens ab initio baseadas em conhecimento,
um dos principais problemas é lidar com a propagacao de erros dos campos de forca classicos, que
se torna muito impeditiva no caso de proteinas com mais de 100 aminoacidos na sua sequéncia.
Embora alguns cientistas tentem sobrepdr esse problema por meio de técnicas que aumentam a
precisdo dos campos de forca, outra maneira de superar esse empecilho é partir para estratégias de
modelagem assistida, na qual dados experimentais (principalmente espectroscépicos) sobre a
proteinas em solucao sao utilizados para customizar os campos de forca, agregando aos termos

comuns e abrangentes informacdes especificas do sistema.

Dentre as muitas estratégias utilizadas para gerar dados que auxilia modelagens, a
Espectrometria de Massas de Cross-Linking é uma técnica que surge em meados dos anos 2000,
resgatando protocolos de mais de 40 anos de conexdao de residuos em proteinas mas
revolucionando a obtencdo de dados com espectrometros de massas e ferramentas poderosas de
interpretacdo e anotacdo de espectros. Ainda assim, por conta de diversos fatores - entre eles a
liberdade conformacional da proteina em solucdo e os protocolos de tratamento de dados e
anotacdo espectral -, muitos dos cross-links observados sdo falsos positivos em relacdo as

estruturas cristalograficas de proteinas conhecidas submetidas a essas técnicas. Portanto, se faz
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necessario criar uma estratégia que contribua para a selecao desses dados, uma vez que a curadoria

artesanal é custosa do ponto de vista humano.

Em contraste com técnicas baseadas em frequéncia, sugeriu-se nesse trabalho o resgate
de uma técnica classica da psicometria, denominada coeficiente de correlacdo ponto-bisserial, que é
uma medida de discriminancia entre uma variavel discreta (ou binéria) e outra, continua. Sugeriu-se
que, empregando esse coeficiente aliado com uma variavel continua representativa, e um processo
iterativo onde, a cada passo, o conjunto de restricdes recuperado fosse reavaliado, essa abordagem

superaria em desempenho a recuperacdo frequentista.

Para tal, diversos testes preliminares foram feitos e, por fim, chegou-se a conclusdo de
que um possivel protocolo envolveria eleger um modelo de referéncia a cada modelagem e tentar
recuperar restricoes que melhro discriminassem modelos mais e menos similares a esse modelo eleito.
Essa abordagem foi testada de trés maneiras diferentes, a saber: utilizando sempre como referéncia a
estrutura cristalografica, utilizando como referéncia o modelo mais similar a estrutura cristalografica
e, por fim, utilizando como melhor modelo aquele selecionado por um classificador independente,

chamado PROQ3D, que tem obtido bons resultados na competicao CASP.

Quatro sistemas proteicos foram avaliados, sendo eles a proteina SALBIIl e os trés

dominios da proteina HSA.

Modelagens da proteina SALBIII

A proteina SALBIII comportou-se de maneira esperada, na qual a recuperacdo
frequentista, mesmo apés 10 iteracdes, ndo foi capaz de gerar incremente substancial na qualidade
da modelagem, gerando conjuntos em que menos de 1% das proteinas de fato alcancavam
TM-Score de 0,5 em relacdo a estrutura cristalgoraafica, em detrimento das estratégias baseadas
no coeficiente bisserial, onde aquelas empregando como referéncia a estrutura cristalografica e o
melhor modelo, a cada iteracdo, obtiveram os melhores desempenhos - respectivamente, 23% e
21% de bons modelos - e a estrutura eleita pelo PROQ3D obteve desempenho intermedidrio,

chegando a 10% de modelos adequados.

Nesses passos de modelagem, a inesperada instabilidade na tonicidade da qualidade geral

levou a conclusao de que os principais fatores que afetam a qualidade tanto de cada iteracao quanto
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do processo como um todo sdo o tamanho do conjunto de restricGes recuperado, a qualidade do
modelo selecionado em cada iteracdo e a concordancia do viés introduzido pelos verdadeiros positivos

em comparacdo aos falsos positivos do conjunto recuperado.

Modelagens da proteina HSA

A proteina HSA apresentou resultados diferentes para cada um dos trés modelos, o que ja
era esperado porque, a despeito de serem estruturalmente similares, a reatividade de cada sequéncia

e a qualidade dos dados disponiveis era diferente para cada um deles.

Em todos os casos, a recuperacio frequentista fracassa novamente, de maneira similar

a SALBIII.

No caso da HSA-D1 e HSA-D2, as estratégias que empregavam o coeficiente bisserial
em referéncia a estrutura cristalografica e a melhor estrutura obtiveram, sim, bom desempenho:
no caso da HSA-D1, alcancando respectivamente e, no caso da HSA-D2, chegando a 33% e 22%,
também respectivamente. Para esses sistemas, a selecdo baseada no PROQ3D infelizmente nio
obteve resultados superiores a selecao frequentista, o que mostra a importancia da selecdo de um

bom modelo como referéncia.

No caso da HSA-D3, nenhuma das estratégias foi capaz de gerar quantidade significativa
de bons modelos. Nesse caso, a causa do fracasso esta mais relacionada ao tamanho, taxa de falsos
positivos e discordancia geral do conjunto de restricGes, outro fator determinante para o avanco das

modelagens.

5.1 Perspectivas

A expansdo do protocolo desenvolvido para outros sistemas pode ser interessante do
ponto de vista de investigar o desempenho da recuperacdo de restricoes em mais sistemas proteicos
de caracteristicas diferentes. Seria muito interessante comparar, por exemplo, o desempenho entre
proteinas, «, 5 e também «f. Disso depende, no entanto, a coleta de dados instrumentais, que é

um custo e o principal gargalo do projeto.

Além disso, existem ainda algumas sugestoes de como melhorar esse protocolo, como,
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por exemplo, utilizar medidas de agrupamento para aferir a convergéncia da modelagem, descartando
um passo iterativo no caso de aumento da dispersao de modelos, ou realizando experimentos de
bootstrapping em modelagens paralelas de uma mesma iteracao com conjuntos diferentes, paras
selecionar aquele que serd considerado para recuperacao de restricoes. No entanto, a maioria das

sugestoes requer ou abordagens combinatérias ou experimentos com grande custo computacional.

Certamente um dos pontos principais que deve ser explorado é o tamanho do conjunto
de restrices a ser recuperado. De fato, é sensivel que ele foi, no caso dos quatro sistemas, a
principal fonte de falhas. No entanto, esse ponto é extremamente sensivel, porque depende nio sé
do tamanho da sequéncia primaria como foi sugerido aqui para testes preliminares, mas também
da quantidade e qualidade dos dados experimentais obtidos. Ha experimentos de XL-MS, inclusive
na competicdo CASP, para os quais foram obtidas apenas 10 restricdes para uma proteina de 200
aminoacidos. Esse certamente é o tipo de resposta que vird de uma interacao muito forte com os
expecialistas nos experimentos de espectrometria de massas e do melhoramento da prépria quimica

dos cross-linkers.

Em relacao & transferéncia de conhecimento, todo o protocolo de recuperacdo de
restricGes foi escrito e disponibilizado na versao alpha do pacote de softwares ZedXL, que ja conta
com uma versdo em linha de comando para execucdo automatizada do protocolo em clusters de
computacdo, em Linux e também em Windows e Macintosh. O pacote, de cédigo aberto, pode ser
acessado em https://github.com/Hugemiler/ZedXL, para uso de toda a comunidade cientifica.
Num futuro préximo, sera elaborada a documentacao completa do pacote dentro das diretrizes da
iniciativa global Bioconductor de pacotes estatisticos para bioinformatica, o que potencializa a
visibilidade dos softwares desenvolvidos e prepara todo o pacote para publicacdo da versdo

definitiva, que serd acompanhada da elaboracao de um artigo de metodologia.

Além disso, futuramente dentro do CCES, serd estabelecido um servidor com todo o fluxo
de trabalho automético e uma API padrao RESTful que disponibilizard a metodologia desenvolvida

a comunidade cientifica na forma de servico (PaaS — Platform as a Service).
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