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Para analisar estruturas de proteinas e sua relagdo com
a funcéo, bidlogos moleculares utilizam diversos tipos
de descritores ou parametros sobre a estrutura da
proteina em estudo. Geralmente, para ter acesso a
essas informacdes, é preciso acessar diversos web sites
e utilizar programas que calculam os parametros.
Ainda assim, a interpretacdo simultanea desses
parametros é dificil, pois os resultados obtidos sao
apresentados de forma textual e ndo estao integrados.

Java Protein Dossier (JPD) é um programa integrado
asuite de programas Sting Millennium Suite (SMS)
(Structural Bioinformatics Group, 2002), desenvolvido
pelo Nucleo de Bioinformatica Estrutural (NBI) da
Embrapa Informatica Agropecuaria, e disponibilizado
a partir da versao 3.0, que visa exatamente atender a
esta demanda de apresentacgao grafica e integrada de
uma grande quantidade de parametros estruturais e
funcionais.

O JPD é um Java Applet (Sun Microsystems, 2002) que
apresenta uma série de parametros de proteinas, cuja
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estrutura tenha sido resolvida experimentalmente ou
modelada utilizando-se programas de modelagem
molecular. Estes pardmetros sdo apresentados
graficamente e podem ser mapeados na estrutura
tridimensional da proteina, que é apresentada
utilizando-se o Chime plugin® (MDL Information
Systems, 2002). Para utiliza-lo, é preciso fornecer um
arquivo que descreva a estrutura tridimensional da
proteina em formato Protein Data Bank (PDB) (Berman
et al., 2000). Pode-se fazer isso especificando-se o
cédigo correspondente a uma estrutura depositada no
banco de dados PDB - PDB-ID, ou especificando um
arquivo proprio, por exemplo, o arquivo resultante de
um processo de modelagem molecular.

A apresentacdao dos parametros é organizada por
residuo e a apresentacgao grafica é construida de forma
a fornecer uma informacao qualitativa sobre o valor
de cada parametro, através de um cdédigo de cores.
Além disso, posicionando-se o mouse sobre um
determinado parametro para um determinado residuo,
o valor numérico do parametro é apresentado.
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O JPD funciona de maneira interativa de modo que,
utilizando-se o mouse, os outros moédulos do SMS
podem ser acessados para verificar a posicao do
residuo na estrutura tridimensional, como se comporta
uma propriedade na vizinhanca de um residuo e listar
todos os residuos que possivelmente fazem contatos
com um determinado residuo, entre outras
funcionalidades. O JPD permite ainda selecionar sitios
especificos e comparar a proteina sob estudo com outra
representada em um segundo arquivo PDB. Também é
possivel verificar como interagem duas cadeias de um
mesmo complexo de proteinas, representados em um
arquivo PDB.

O objetivo deste trabalho é apresentar como o JPD pode
ser usado para analisar estruturas de proteinas. Na
secao seguinte serdo descritos os parametros protéicos
apresentados pelo JPD. Em seguida, sera apresentado
um conjunto de funcionalidades do JPD utilizadas para
andlise mais detalhada dos parametros apresentados,
como a selecao de residuos baseados em propriedades
e a integragcdo com os outros modulos do SMS.
Finalmente, sdo apresentadas as consideragoes finais
sobre o trabalho desenvolvido.

Parametros apresentados pelo JPD

O JPD apresenta, através de uma representacgao grafica,
um leque variado de informacgoes sobre a proteina. As
informacodes sdo organizadas por residuo, tal que cada
residuo possui um valor para cada pardmetro e os
parémetros sao apresentados por linhas. A Fig. 1 ilustra
a aparéncia basica da representagao grafica do JPD.

§%_Siride
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Fig. 1. Organizacao dos parametros no JPD
Ex.: cadeia T, PDB ID 1ldt.

e Seqiiéncia de Residuos

Na linha ResBoxes a seqliéncia de residuos relatada
no arquivo PDB é apresentada utilizando-se o cédigo

de uma letra para residuos — one letter code (Branden
& Tooze, 1999). Cabe observar que os residuos para os
quais a densidade eletrénica no experimento de
difracdo por raios X ndo permitiu sua visualizagado sao
apresentados como gaps ou indeterminados.

e Contatos

Residuos pertencentes a uma proteina podem interagir
com outros, pertencentes a mesma proteina ou nao,
através de diversos tipos de interacbes quimicas fracas
ou nao covalentes.

Os seguintes tipos de contatos sdo apresentados pelo
JPD:

1. Hidrofobicos;

2. Eletrostatica atrativas;
3. Eletrostatica repulsivas;
4

Pontes de hidrogénio cadeia principal — ca-
deia principal;

5. Pontes de hidrogénio cadeia principal — agua
— cadeia principal;

6. Pontes de hidrogénio cadeia principal — agua
— dgua — cadeia principal;

7. Pontes de hidrogénio cadeia principal — ca-
deia lateral;

8. Pontes de hidrogénio cadeia principal — dgua
— cadeia lateral;

9. Pontes de hidrogénio cadeia principal — dgua
—dgua - cadeia lateral;

10. Pontes de hidrogénio cadeia lateral — cadeia
lateral;

11. Pontes de hidrogénio cadeia lateral — dgua -
cadeia lateral;

12. Pontes de hidrogénio cadeia lateral — agua —
dgua — cadeia lateral;

13. Interacdo aromatica;
14. Pontes de sulfeto.

O JPD apresenta, para cada residuo, a quantidade de
contatos potenciais em que ele estad envolvido, para
cada um dos tipos citados. Os contatos para cada
residuo sdo apresentados em forma de um grafico de
barras onde a altura corresponde a quantidade de
contatos e um codigo de cores é utilizado para distinguir
entre os diversos tipos de contatos apresentados.

= Contatos Internos: contatos intramoleculares
ou internos sao aqueles entre residuos de uma
mesma cadeia protéica e sdo apresentados pelo
JPD na linha ITC.
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= Contatos na Interface: nos casos em que o
arquivo PDB possui mais de uma cadeia protéica,
formando um complexo molecular, o JPD apre-
senta uma linha referente a contatos
intermoleculares; na linha IFC sdo apresentados,
para cada residuos de cada cadeia, a quantida-
de de contatos intermoleculares em que o resi-
duo esta envolvido.

e Interface

Em um complexo de proteinas, a regido de interacao
entre duas cadeias é denominada Interface e os
residuos que dela participam sdao denominados
residuos de Interface. Estes residuos sao definidos
como aqueles para os quais a area acessivel por
solvente (Richards, 1977) calculada para as cadeias
inseridas no complexo é menor que aquela calculada
para as cadeias isoladas. Esta perda de area indica que
o residuo se encontra muito proximo da outra cadeia.

O JPD identifica nesta linha os residuos que estao na
Interface grifando-os em vermelho. Ele ainda define a
Extended Interface, identificada pelos residuos grifados
em azul. A Extended Interface é formada por residuos
que nao perderam area acessivel por solvente quando
em complexo, mas possivelmente fazem contatos com
residuos que se encontram na outra cadeia.

e Prosite

O Prosite (Hofmann,1999) é um banco de dados que
identifica padrdoes de sitios que possuem fungodes
importantes em proteinas conhecidas. Nesta linha, o
JPD identifica se o residuo pertence a algum padrao
descrito no Prosite.

e Estrutura Secundaria

A estrutura secundaria de proteinas refere-se a
estruturas tridimensionais locais que ocorrem ao longo
da sequUéncia protéica. Essas estruturas locais se
repetem em todas as estruturas protéicas, sendo que
os principais tipos sao: alfa-hélices (alpha-helix), folha-
beta (beta-sheet) e alga (turns). As estruturas
secundarias sao caracterizadas por padroes de pontes
de hidrogénio (hydrogen bond) entre o oxigénio do
grupo CO de um residuo com o nitrogénio do grupo
NH de um segundo residuo. Por exemplo, uma alfa
hélice é caracterizada por um padréao de ligagdes por
pontes de hidrogénio entre o grupo CO do residuo n
com o grupo NH do residuo n+4. A importancia dessas
estruturas esta no fato de que proteinas podem ser
classificadas baseando-se no padrao de estruturas

secundarias apresentadas. Para proteinas sem estrutura
tridimensional determinada, a predicao da estrutura
secundaria pode ser um primeiro passo para predizer
a sua estrutura tridimensional. O JPD apresenta trés
diferentes fontes de determinacao de estruturas
secundarias:

= PDB: na linha SS_PDB séao exibidas as estrutu-
ras secundarias relatadas pelo autor no arquivo
PDB.

= DSSP: nalinha SS_DSSP sao exibidas as estru-
turas secundarias extraidas do banco de dados
Homology-Derived Secondary Structure of
Proteins (HSSP) (Sander & Schneider, 1991;
Schneider et al., 1997) e calculadas de acordo
com o método Dictionary of Secondary Structure
of Proteins (DSSP) (Kabsch & Sander, 1983).

= Stride: na linha SS_Stride sao exibidas as es-
truturas secundarias calculadas de acordo com
o método secondary STRucture IDEntification
(STRIDE) (Frishman & Argos, 1995).

e Dupla Ocupéancia

Uma das etapas do processo de determinacao da
estrutura tridimensional de uma proteina por difragao
por raios X é a interpretacao da densidade eletronica,
obtida através do experimento de difragéo por raios X.
Nesta etapa, o cristalografo interpreta o mapa de
densidade eletronica, tentando identificar os residuos
que deram origem aquele mapa. No final, sdo relatadas
as coordenadas atomicas de cada atomo de cada
residuo identificado. Algumas vezes, o cristalégrafo
depara-se com a situagdo em que os atomos de um
residuo parecem ocupar diferentes posi¢des no espago
para as diferentes moléculas de proteina no cristal. Diz-
se nestes casos que o residuo apresenta conformacgao
dupla e todas as coordenadas atOmicas sao relatadas.
Na linha Double Occupancy sao identificados os
residuos em que esse fendmeno acontece, conforme
relatado no arquivo PDB.

e Fator de Temperatura

O Fator de Temperatura indica o grau de mobilidade
dos atomos no cristal utilizado no experimento de
difracdo por raios X. Este dado é extraido do arquivo
PDB. Na linha Temp. Factor, apresentada pelo JPD,
utiliza-se o valor médio do residuo para determinacéao
da cor. No entanto, posicionando-se o mouse sobre esta
linha para um determinado residuo, serdo apresentados
os valores de fator de temperatura médio, maximo e
do Carbono Alfa para o residuo escolhido.
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e Entropia Relativa

A Entropia Relativa € uma medida do grau de
conservacao em uma determinada posicao da
seqliéncia protéica. Se a entropia relativa é baixa, ha
uma indicacao de que o residuo tende a permanecer o
mesmo durante a evolugado. Se e entropia relativa é
alta, naquela posicao a natureza promoveu diversas
mudancas que nao alteraram nem a estabilidade e nem
a funcdo da proteina. Este parametro é extraido do
HSSP (Sander & Schneider, 1991; Schneider et al.,
1997).

e Confiabilidade

Confiabilidade é um indicador de confianca para a
entropia relativa, definido para cada posicao da
sequéncia. Este parametro é extraido do HSSP e é
definido como a razdo entre o numero de seqliéncias
que participam do alinhamento utilizado para célculo
da entropia relativa e o numero total de seqliéncias
utilizadas no alinhamento. Se o valor de reliability é
baixo, isto indica que a informacéo de entropia relativa
para aquela posicdo é pouco confidvel; se o valor de
confiabilidade é alto, pode-se dizer que a informacao
sobre a entropia relativa para aquela posicdo é mais
relevante.

e Acessibilidade de Residuos

Este parametro indica a quantidade de area acessivel
por solvente. Os valores sdo calculados através do
programa Surfv (Sridharan et al., 1992), que utiliza o
algoritmo de Shrake & Rupley (1973):

= Acessibilidade de residuos para cadeias em
complexo: este valor refere-se a drea acessivel
por solvente para a situacdo em que a cadeia a
que o residuo pertence participa de um comple-
xo de moléculas.

= Acessibilidde de residuos para cadeia iso-
lada: este valor refere-se a area acessivel por
solvente para a situacdo em que a cadeia a que
o residuo pertence estéa isolada.

= Acessibilidade relativa de residuos: este
valor é a razado entre o valor de area acessivel
por solvente para a situacdo em que a cadeia a
que o residuo pertence esta isolada e o valor
maximo possivel para o residuo. Isto indica o

percentual da drea do residuo exposta ao
solvente.

e Angulos de torsdo

A coloracao da linha Dihedral Angles indica a regiao
em que o residuo se encontra no Ramachandran Plot
- grafico Phi X Psi (Branden & Tooze, 1999).
Posicionando-se o mouse sobre esta linha, os valores
dos angulos de torséo calculados para o residuo sao
apresentados.

e Potencial Eletrostatico

O Potencial eletrostatico na superficie da proteina é
calculado utilizando-se o programa Grasp (Nicholls et
al., 1991). Ele demonstra a afinidade de determinadas
regides da superficie da proteina por determinados
tipos de carga — positiva ou negativa, o que é importante
para a compreensao dos mecanismos de interacao
intermolecular.

e Curvatura na Superficie

A superficie de uma proteina nao é plana, ela possui
regides concavas e convexas. Esta caracteristica é
mapeada no JPD através do parametro curvatura.

O célculo da curvatura é feito utilizando-se o programa
SurfRace (Tsodikov et al., 2002) e considerando-se os
LHAs (Last Heavy Atoms) de cada aminoacido. Esta
propriedade pode ser utilizada para determinacéao de
regides com cavidades ou saliéncias na superficie
protéica, e que sdo um primeiro indicativo de que estas
regides constituem-se em sitios importantes para
interacdo com outras moléculas.

e Hidrofobicidade

A hidrofobicidade indica o grau de repulsao a dgua que
um residuo possui. Os residuos hidrofébicos, por ndao
terem afinidade com a agua, tendem a se agrupar no
interior da molécula protéica, assim como os residuos
hidrofilicos, que tém afinidade com agua, tendem a ficar
na parte exterior. Os valores de hidrofobicidade para
cada aminoacido, de acordo com a escala de
hidrofobicidade, determinada experimentalmente por
Radzicka & Wolfenden (1988), sao apresentados pelo
JPD segundo uma escala de cores, oferecendo uma
visédo geral de como esta propriedade se comporta ao
longo da sequiéncia.
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Analisando com Maior Detalhes os
Parametros Apresentados

O JPD oferece uma visao global e qualitativa de um
conjunto de parametros protéicos, apresentados
através de um grafico, mas também oferece
funcionalidades que permitem a analise mais detalhada
desses parametros.

Posicionando o mouse na linha correspondente a
propriedade de interesse e apertando o botao direito,
um pop-up menu apresenta as opg¢des de invocagao
de médulos do SMS para analise especifica do
paréametro (Fig. 2).

ResBoxas -—-d c Java Contacts Table
E::;;:m Map Contacts on Sequence
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Fig. 2. Pop-up Menu da linha ITC —InternalContacts.

Além disso, posicionando-se o mouse sobre a linha
correspondente ao parédmetro, o valor exato
correspondente a propriedade é apresentado (Fig. 3).
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Fig. 3. Hint informando o valor de entropia relativa
para a Tirosina numero 11 da cadeia .

Dentre as principais funcionalidades oferecidas pelo
JPD, pode-se citar:

e Funcao “Sting It”

Esta fungdo permite o mapeamento e a visualizacao
de residuos ou parametros apresentados na estrutura

tridimensional da proteina. Isso permite, por exemplo,
a identificagdo na estrutura das areas mais conservadas
na proteina (Fig. 4).

EesBoxes

Interface
Prosiie

Relative Entropy X-Y Graphics

Acc Complex ConsSeq
Ace Isolation
Arc Relative Sea \iew

Sting it

Acc Complex
Acc Irolation
Acc Rels

Fig. 4. Pop-up menu para a linha Rel. Entropy com a
funcéo Sting it e o resultado apresentado no Chime.
As regides mais escuras indicam a predominéancia
de residuos mais preservados.

e Funcoes “Split On” e “Two PDBs"”

No seu modo de operagdo normal, o JPD exibe todas
as cadeias da proteina em um unico painel e uma barra
de rolagem vertical permite que os pardmetros para
todos os residuos de cada cadeia sejam visualizados.
Jéd o modo Split On, permite que um arquivo PDB que
descreva um complexo molecular (duas ou mais
moléculas interagindo) possam ser comparadas. Neste
modo, a tela é dividida em dois painéis, cada um
apresentando os parametros referentes a uma proteina.
Barras de rolagem horizontal permitem a visualizagdo
dos parametros para todos os residuos de cada cadeia.

O processo de modelagem da estrutura tridimensional
de uma proteina por homologia é realizado de forma
interativa, tal que a cada iteracdo o modelo é refinado.
Esse refinamento é realizado comparando-se o modelo
criado com a estrutura utilizada como template. Com a
funcdo Two PDBs, é possivel comparar a estrutura
modelada com a estrutura do template. A apresentacao
é a mesma do modo Split On, mas em um painel é
apresentado o modelo e no outro o template. Na Fig. 5
o JPD é apresentado em modo Split On.
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Fig.5. JPD em modo Split On.

e Funcao “Map Contacts on Sequence”

A estrutura tridimensional das proteinas é estabilizada
através de interacdes fracas ou nao covalentes, os
contatos. Essas forgcas também sao as responsaveis por
manter duas moléculas unidas num processo de
interacao intermolecular. Dai a importancia deste
parametro.

Afuncionalidade Map Contacts on Sequence permite que
se verifique rapidamente todos os potenciais contatos

para um determinado residuo. Quando ativada, esta
funcdo marca o residuo de interesse com a cor branca e
todos os residuos que potencialmente fazem contato com
ele com a cor azul. Além disso, nos graficos de barras
que indicam a quantidade de contatos, as barras
correspondentes sdo apresentadas de forma intermitente.
Pode-se entao ter umaidéia sobre os tipos e a quantidade
de contatos que cada residuo faz com o residuo de
interesse ( Fig. 6). Também é possivel mapear os contatos
de Interface entre duas cadeias de maneira similar.

Graphical Contacts
Jawva Contacts Table

Interface
Prosite

5 PDB

Fig. 6. Utilizacdo da funcao “Map Contacts on Sequence”.
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e Funcao “Select Residues”

Em geral, as proteinas contém alguns residuos que tem
uma importancia maior para a estabilidade de sua
estrutura ou a realizacdo de sua fungdo. Um dos
objetivos do JPD é exatamente apresentar um conjunto
de parametros capaz de fornecer subsidios para a
identificacdo destes residuos. Por exemplo, residuos
conservados (baixa entropia relativa) na superficie pode
ser indicativo de um sitio ativo.

A fungao Select Residues permite que residuos sejam
selecionados especificando um conjunto de restrigoes
baseadas nos parametros apresentados pelo JPD. Uma
vez realizado este processo de selecao, pode-se analisar
os parametros correspondentes e sua localizagdo na

 Socosdary Sirecheres  Disndrsl Angles |
|

[ Cairiianvtion

estrutura tridimensional da proteina. A Fig. 7 ilustra esta
funcionalidade.

* Integracdo com o Sting Millennium Suite

Sendo parte do SMS, o JPD permite que seus modulos
sejam invocados para andlise mais detalhada dos
parametros apresentados. Assim, por exemplo, para
analisar mais detalhadamente os contatos, pode-se
invocar o médulo Graphical Contacts; para avaliar a
qualidade da estrutura tridimensional, através da
analise dos Dihedral Angles, pode-se invocar o modulo
Ramachandran Plot (Fig. 8); e para analisar a entropia
relativa, pode-se invocar o médulo ConSSeq.

tencentes a Interface e com de baixa entropia relativa. O resul-
tado da operacao é apresentado do lado direito.

& Ramac handran Plot - 1cho.

ResBoxes

Interface
Prosite

$5_PDB

Temp. Factor
Rel. Eniropy

Reliahility
Acc Complex
Acc Irolation.
Acc Relative
Dihedral Angles

Fig. 8. Invocacao do moédulo do SMSRamachandran Plot atra-

vés do JPD.
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Discussao e Trabalhos Futuros

Existem diversos programas, disponiveis através da
Web ou néao, que oferecem os tipos de dados
apresentado pelo JPD. Muitos deles sdo de dominio
publico, sendo que alguns sao utilizados pelo préprio
JPD para geracao dos dados apresentados.

O web site OCA (2002) oferece um servigco para
determinagao de contatos, via Web (Sobolev et al.,
1999). Eles séo classificados e calculados de forma
diferente que os contatos calculados pelo SMS, néao
havendo uma correspondéncia bi-univoca. Os tipos de
contatos calculados pela OCA sao: pontes de
hidrogénio, interagdo aromatico-aromatico, hidrofébico
e hidrofébico-hidrofilico (contato desestabilizador). As
maiores restricoes para utilizacao deste servico sédo o
fato da saida ser fornecida como texto e de ser
necessario solicitar o calculo dos contatos para um
numero maximo de dez residuos. Nao ha uma opcéo
para apresentacao de todos os contatos, como no caso
do JPD.

O Prosite (Hofmann et al., 1999), o HSSP (Sander &
Schneider, 1991; Schneider et al., 1997) e o DSSP
(Kabsch & Sander, 1983) e mesmo o PDB (Berman et
al., 2000) tém seus dados disponiveis através de web
sites. Novamente, a maior restricao relativo ao acesso
direto a estes web sites é que as informacodes estao
disponiveis como texto, cabendo aos seus usudrios
mapear as informagdes tanto na estrutura quanto na
sequéncia. O mesmo é valido para o STRIDE (Frishman
& Argos, 1995), um programa de dominio publico para
determinacgao de estruturas secundarias, que apresenta
seus resultados como um arquivo textual.

Para o calculo da area acessivel por solvente, existem
uma série de algoritmos e implementacgoes disponiveis
(Connolly, 2002). O JPD utiliza o programa proprietario
SURFV (Sridharan et al., 1992) que, como seus
similares, também apresenta seus resultados em
formato texto.

O programa grafico GRASP (Nicholls et al., 1992) é
utilizado para céalculo de propriedades como potencial
eletrostatico e hidrofobicidade na superficie da
proteina. Ele permite que essas propriedades,
mapeadas na superficie da proteina, sejam estudadas
de forma grafica e interativa. Entretanto, apenas uma
propriedade por vez pode ser mapeada na superficie
da proteina. Além disso, ele € um programa proprietario
e esta disponivel apenas para a plataforma SGI/IRIX.
Uma interface Web para algumas das funcionalidades
do GRASP esta disponivel através do GRASS (Honig
Lab at Columbia University, 2002).

O web site, cuja funcionalidade mais se aproxima da
que o JPD oferece é o PDBSum (Laskowski et al., 1997).
Ele apresenta um sumario de informacodes sobre as
estruturas depositadas no PDB. As estruturas
secundarias relatadas no PDB, sitios importantes e um

gréafico do tipo Ramachandran Plot (Branden & Tooze,
1999) sado disponibilizadas. Entretanto, a apresentacéo
é estatica, ndo havendo a possibilidade de se verificar
maiores detalhes sobre os parametros apresentados.

O mérito maior do JPD é o fato dele reunir uma grande
quantidade de informacdes para andlise de estruturas
protéicas e apresenta-las de forma gréfica e interativa.
Embora, essas informagdes possam ser obtidas de
outras fontes que nao o JPD, elas estdo dispersas e
ndo sdo apresentadas de forma integrada o que, muitas
vezes, é fundamental para a analise.

Para o futuro, pretende-se expandir o conjunto de
parametros apresentados, incluindo-se informagdes
sobre contatos entre proteina e DNA —
Desoxyribonucleic acid, marcacao de residuos que
participam de cavidades, identificacdo de familias
protéicas como definidas por alinhamento como Pfam
(Washington University in St. Louis, 2002) e Prodom
(Corpet et al., 2000) e inclusao de bibliotecas de
rotameros’.
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