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Comunicado

O Java Protein Dossier - JPD (Neshich et al., 2004a) é um
modulo do pacote desenvolvido e mantido na Embrapa
Informatica Agropecuéaria denominado STING (Neshich et
al., 2003; Higa et al. 2003; Neshich et al., 2004b). O
objetivo do STING é oferecer uma plataforma para anélise e
visualizacao de estruturas proteicas. O JPD foi desenvolvido
dentro dessa filosofia, e sua principal caracteristica é
possibilitar a visualizacdo simultanea de varios parametros
estruturais através de uma interface grafica amigavel. Um
desses parametros é denominado Rotamers, palavra inglesa
cuja traducao é Rotameros. Este parametro esta relacionado
as cadeias laterais dos aminoacidos de uma proteina e foi
introduzido no JPD (Falcdo et al., 2002) para auxiliar a
andlise estrutural das proteinas.

Como se sabe, existem 20 aminoacidos mais freqlientes na
natureza (Alberts et al., 2002). Cada aminoacido é
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composto por um conjunto de 4tomos comum a todos os
aminoécidos (N,C,,C,0), que forma a cadeia principal, e um
outro conjunto, denominado cadeia lateral, que ¢é
responsavel pela distincao entre eles (Fig.1).

Quando a proteina estd adequadamente enovelada, ou seja,
na sua conformacédo tridimensional correta, as cadeias
laterais de cada aminoacido buscam uma conformacéao de
energia minima. Essa busca nao é arbitraria, pois ha diversas
restricoes a serem obedecidas. E, embora essas restricoes
diminuam bastante o espectro de possibilidades, ainda assim
mais de uma possivel conformacao é possivel. Assim, para
um dado aminoéacido sua cadeia lateral pode assumir mais de
uma conformacdo tridimensional. Cada uma dessas
possiveis conformacdes é um rotamero.

A identificacao de rotameros raros é importante porque por
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um lado pode indicar erros na determinacdo da estrutura
tridimensional; e por outro lado, regides importantes na

estrutura proteica.
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Fig. 1. Cadeias Laterais dos 19 aminoéacidos mais freqlientes

na natureza. A Cadeia

Lateral da GLY é um atomo de Hidrogénio, e nao esta representada nesta Figura.

O objetivo deste trabalho é apresentar a metodologia usada
para incorporar ao JPD a informacédo sobre os rotdameros
raros presentes em cada estrutura proteica.

Rotameros

As conformacdes tridimensionais das cadeias laterais sédo
caracterizadas nado pelas posicées individuais de cada
atomo, mas por angulos diedrais a exemplo do que ocorre
com a cadeia principal das proteinas que é, muitas vezes,
descrita através do par de angulos diedrais (¢,3) (Branden &
Tooze, 1999).

Angulos diedrais sdo angulos entre planos (Fig. 2).

Fig. 2. 6 representa o angulo entre os dois planos.

Matematicamente, o célculo de 6 depende das equacoes
gerais dos planos envolvidos. Sejam T, eT, dois planos
quaisquer. Sejam suas equacdes gerais dadas por
a,x+b y+cz=d, e a,x+b,y+c,z=d,,
respectivamente. O angulo entre os planos T, e, é
0 mesmo que o angulo entre seus respectivos vetores
normais

r_l>l = (al,bl,cl) e r_l>2 = (az,bz,cz), e pode ser
obtido usando a definicdo de produto interno, denotado por
entre(.), vetores:

(. 0y)

_ a,xa, +b xb, +c, xc,
_H;l’ x ,7|-|_ 2 2 2 2 2 2
> a, +b; +c¢; xJa, +b; +¢;

E importante enfatizar que o vetor normal a um plano, cuja a
equacdo geral é conhecida, é simplesmente o vetor formado
pelos coeficientes das varidveis da equacao geral. Veja o
exemplo acima. O plano n, tem equacdo geral
a,x+b y+e,z=d,. O vetor normal é dado por 7, =(a,.b.c,). onde
é o coeficiente da variavel x,»  da varidvel y e,
finalmente, ¢, da variavel z. Dessa forma, calcular o angulo
diedral entre dois planos se reduz ao célculo do angulo entre
os vetores normais, e estes sdo facilmente obtidos a partir
das equacoes gerais dos planos.

a

Em se tratando de macromoléculas, em particular, proteinas,
os planos sdo definidos pelos centros de quatro atomos
consecutivos (Fig. 3). O que significa que para se obter a
equacdo geral, alguns procedimentos adicionais séo
necessarios. Nomeando-se os 4tomos seqliencialmente, o
primeiro plano é definido pelos 4&tomos A, B e C; o segundo
plano, pelos &tomos B, C e D. Seja T o plano definido pelos
centros dos trés primeiros atomos(x,,y,,z, ), \X,,),,2, ) e



(x3:J73 »Z3 ), respectivamente. Para se obter aequacao
geral do planoT ¢é necessario calcular o determinante a
seguir e iguald-lo a zero, ou seja,

X=X Y= z—Z
Xy V2 z, [=0
X3 V3 Z3
Uma vez obtida a equacao geral do plano, o vetor normal é
facilmente identificado. Um procedimento analogo deve ser

realizado para se determinar a equacéo geral do segundo
plano, e seu respectivo vetor normal.

angulo diedral

N

Fig. 3. Angulo diedral formado por dois planos
definidos por quatro 4tomos consecutivos.

Os angulos diedrais das cadeias laterais sdo chamados X > ou
simplesmente, CH/. Ha quatro angulos CHI principais: chi7,
chi2, chi3 e chi4. O nimero de angulos diedrais depende das
cadeias laterais de cada aminoacido. O aminoéacido GLY, por
exemplo, ndo possui nenhum angulo CHI, pois apenas o
atomo de hidrogénio forma a sua cadeia lateral. J4 os dois
aminoacidos com cadeias longas ARG e LYS possuem os
quatro angulos CHI. Resumindo, trés aminoacidos néao
possuem angulos diedrais para as cadeias laterais: GLY,
ALA e PRO. Outros quatro possuem apenas chil: CYS, SER,
THR e VAL (Tabela 1). A maioria possui chil e chi2: ASN,
ASP, HIS, ILE, LEU, PHE, TYR e TRP (Tabela 2). Os
aminoacidos GLU, GLN e MET possuem chil, chi2 e chi3
(Tabela 3), e, somente, ARG e LYS (Tabela 4) possuem os
quatro angulos chi1, chi2, chi3 e chi4.

Nas Tabelas de 1 a 4, encontram-se as informacoes sobre os
atomos de cada aminoacido usados para o célculo de cada
angulo CHI. Tanto a nomenclatura dos aminoacidos quanto
a dos atomos segue o padrao sugerido pelo Protein Data
Bank - PDB (Berman et al., 2000).

Tabela 1. Aminoéacidos que possuem
apenas chil, e os respectivos &tomos
para o célculo do angulo diedral.

Aminoacido CcYs

Angulo Diedral CHI1 N CA CB SG

Aminoacido SER

Angulo Diedral CHI1 N CA CB 0G

Aminoacido THR

Angulo Diedral CHI1 N CA CB 0G1
Aminoacido VAL

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG1
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Tabela 2. Aminoéacidos que possuem chil e
chi2, e os respectivos dtomos para o calculo
dos angulos diedrais.

Aminoacido ASN

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG OoD1
Aminoacido ASP

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG OD1
Aminoécido HIS

Angulo Diedral CHIM N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG ND1
Aminoacido ILE

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG1
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG1 CD1
Aminoacido LEU

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG CD1
Aminoacido PHE

Angulo Diedral CHIM N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG CDI1
Aminoacido TYR

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG CD1
Aminoacido TRP

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG CD1

Tabela 3. Aminoéacidos que possuem chi1,chi2
e chi3, e os respectivos 4tomos para o célculo
dos angulos diedrais.

Aminoacido GLU

Angulo Diedral CHIN N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG CD
Angulo Diedral CHI3 CB CG CD OE1
Aminoacido GLN

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG CD
Angulo Diedral CHI3 CB CG CD OF1
Aminoacido MET

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG SD
Angulo Diedral CHI3 CB CG SD CE

Tabela 4. Aminoacidos que possuem chil, chi2
chi3 e chi4, e os respectivos atomos para o
célculo de angulos diedrais.

Aminoacido ARG

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG CD
Angulo Diedral CHI3 CB CG CD NE
Angulo Diedral CHI4 CG CD NE Cz
Aminoacido LYS

Angulo Diedral CHI1 N CA CB CG
Angulo Diedral CHI2 CA CB CG CD
Angulo Diedral CHI3 CB CG CD CE
Angulo Diedral CHI4 CG CD CE NZ
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Bibliotecas de Rotameros

De posse das estruturas tridimensionais das proteinas, é
possivel criar bibliotecas de rotdameros. Como j& foi
mencionado, um rotamero é uma das possiveis
conformacoes tridimensionais que a cadeia lateral de um
aminoacido pode assumir. Essas conformagcbes nao sao
estatisticamente equiprovaveis. Umas ocorrem com mais
freqiéncia que outras, sendo que algumas sao
extremamente raras. Por isso, é necessario um tratamento
estatistico rigoroso para a criacdo de bibliotecas de
rotameros.

H& mais de uma biblioteca de rotameros disponivel na
literatura cientifica (Lovell et al., 2000; Dunbrack Junior &
Cohen, 1997; De Maeyer et al., 1995; Kono & Doi, 1993), e
elas diferem entre si seja na metodologia estatistica, seja na
nomenclatura, seja na base de dados utilizada para a criagao
da biblioteca.

A biblioteca de rotameros descrita em Lovell et al. (2000) foi
a escolhida para ser integrada ao JPD. Dois motivos
justificam essa escolha: primeiro por usar uma base de
dados mais curada (eliminaram todas as cadeias laterais
com baixa qualidade estereo-quimica) e, em segundo lugar,
por utilizar uma analise estatistica nao paramétrica, ou seja,
evitou-se o uso de uma distribuicao paramétrica que pode
introduzir viés, como, por exemplo, a distribuicdo normal.
Esta biblioteca estd disponivel em
http://kinemage.biochem.duke.edu/databases/
stereo_chem_duke.odb.

A biblioteca contém para cada aminodacido a lista dos
rotameros mais freqlientes. Apenas a titulo de exemplo, a
Tabela 5 refere-se aos rotameros da glutamina. Observa-se
gue o rotamero mt-30 é o mais freqiente (35%), e que a
soma total das freqiiéncias dos rotameros é 89%. Os 11%
restantes estao divididos entre os rotdmeros cuja freqiiéncia
é estatisticamente insignificante, ou seja, rotdmeros raros.

Tabela 5. Rotdameros mais freqlientes da glutamina. A
primeira coluna refere-se a nomemclatura dos rotadmeros.
A segunda coluna, freqiiéncia, e as demais, os angulos
CHI em graus. Observe que a soma total da coluna de
freqiiéncia é 89%, o restante é formado por rotdmeros
cuja freqiiéncia é estatisticamente insignificante, ou seja,
rotdmeros raros.

Rotamero Freqiiéncia Chi1  Chi2 Chi3
pt20 4% 62° 180° 20°
pmO 2% 70° -75° 0°
tp-100 2% -177° 65° -100°
tt60 9% -177° 65° 60°
tt0 16% -177° 180° 0°
mpO 3% -65° 85° 0°
mt-30 35% -67° 180° -25°
mm-40 15% -65°  -65° -40°
mm100 3% -65° -65° 100°

Rotameros Raros

Uma vez definida a biblioteca, serdo considerados rotameros
raros aqueles que nao estiverem catalogados na biblioteca,
mas que ocorram em alguma estrutura protéica do PDB. De
forma analoga ao caso dos rotameros da glutamina, em
todos os outros aminoacidos que possuem angulos CHI a

soma total das freqiéncias dos rotdmeros catalogados é
menor que 100%, ou seja, existem rotdmeros raros.

Embora a definicdo dada seja simples, ela carece de rigor
matematico. Isso porque os angulos CHI sdo aproximacoes
dos valores reais. Assim, no rotdmero mt-30 da glutamina, o
angulo chi1 tem valor 67°+ 6 onde 0 é um nimero positivo
dado em graus. O nimero 0 é a tolerancia permitida para a
variacdo do angulo CHI. No caso da biblioteca de Lovell et al.
(2000) 0 ndo é constante, mas, em média, é igual a 10°.
Num primeiro momento, pode-se acreditar que 10° é um
valor alto para a tolerancia, mas, na verdade, é um valor
considerado baixo, e s6 foi admitido devido a alta qualidade
das estruturas usadas para gerar a biblioteca. Um outro
trabalho que usou estruturas com qualidade inferior reportou
ouso de 0>20° para alguns angulos CHI, especialmente,
para os aminodacidos com longas cadeias (Schrauber et al.,
1993). Dessa forma, d depende da qualidade das estruturas
usadas. Quanto maior a qualidade da estrutura, menor a
tolerancia permitida para os angulos CHI.

A definicdo matemética de rotdmeros raros depende da
escolha de um ¢ apropriado. Tanto Lovell et al. (2000)
quanto Schrauber et al. (1993) usaram estruturas com alta
resolucao, isto é, igual ou menor que 2.0 angstrons.
Segundo Fileto et al. 2006, no PDBMetrics ha 16.283
estruturas cuja resolucéo é maior que 2.0 e menor ou igual a
3.0 angstrons num universo de 35.343 estruturas'®, ou seja,
46% de toda a base tem resolucdo de média a baixa. Ha
estruturas no PDB cuja resolucao é maior ou igual a 3.5
angstrons (1a6c.pdb, por exemplo), e sdo estruturas pouco
confiaveis.

Dessa forma, identificar os rotdmeros raros em toda a base
de arquivos do PDB exige o uso de um 6 maior, justamente
pela presenca de estruturas cuja qualidade é baixa, o que
aumenta a tolerancia admitida dos angulos CHI. Tendo em
vista o exposto, de forma a filtrar apenas os rotameros
realmente raros, a tolerdncia adotada foi de 35°.
Considerando a tolerancia com um tipo de desvio padréao,
optou-se por escolher um valor entre 1,5 e 2,0 vezes o valor
de 20° usado em Schrauber et al. (1993), isto §é,
35°=1,75x20°.

Para os aminoacidos com um Unico angulo CHI, o teste para
identificar os rotdmeros raros |chil—angl|>35, onde chil é o
angulo do rotadmero da biblioteca e ang1 é o angulo do
rotdmero a ser classificado. Um cuidado especial deve ser
tomado ao se realizar a diferenca entre angulos, pois | 180-
(-180)| =1180+180| +360, mas, na verdade, essa
diferenca é igual a zero.

Para os aminoacidos com dois, trés e quatro angulos CHI, o
teste é dado pelas formulas a seguir, respectivamente.

\/(chil —angl} + (chi2 —ang2) > 50
\/(chil —angl} + (chi2 —ang2) + (chi3 —ang3) > 61
\/(chil —angl} +(chi2 —ang2) + (chi3 —ang3) + (chi4 - ang4f >70,

onde chi1,chi2,chi3 e chi4 sao os angulos diedrais do
rotdmero da biblioteca e ang1, ang2, ang3 e ang4 sao os
angulos do rotamero a ser classificado.

10
Dados obtidos usando o PDBMetrics em 07.03.2006.
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H4& uma base de dados gerada com o calculo de todos os
angulos diedrais, isto é, phi, psi, chi1, chi2, chi3 e chi4, para
cada estrutura proteica do PDB (Falcao et al., 2002). Essa
base de dados estéa integrada ao STING_DB e é usada pelo
JPD para classificar os rotdmeros de cada aminoacido
conforme a biblioteca de Lovell et al. (2000). Usando-se a
definicdo de rotamero raro citada e a base de angulos
diedrais, todos os rotameros raros de cada proteina foram
identificados e destacados no JPD (Fig. 4).

JPD - Java Protein Dossier - 1cse
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Fig. 4. Janela do JPD para a proteina 1cse.pdb. Destacada
no retangulo vermelho, a linha correspondente aos rotameros
da proteina.

Na Fig. 4, sdo mostradas as informacdes sobre o rotdmero
do aminoacido THR ndmero 3. Este aminoacido tem um
rotdmero raro. Isso é indicado pela mensagem “No entry in
Rotamer Library”. Este rotamero raro é destacado na
seqléncia de aminoacidos por um retangulo vermelho na
sua respectiva coluna. De forma andloga, na figura, é
possivel identificar os rotameros raros ILE nimero 8, entre
outros.

Usando-se o JPD é féacil consultar diretamente a biblioteca
de rotameros usada (Fig. b) para cada aminoécido.
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Fig. 5. O JPD fornece a tabela de rotameros da biblioteca
utilizada. O residuo THR possui apenas o angulo diedral
chil. H& trés possiveis rotameros: p, t e m. As
freqliéncias sédo 49, 7 e 43%, respectivamente.
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O JPD também possibilita visualizar a posicao dos rotdmeros
raros diretamente na estrutura tridimensional da proteina
(Fig. 6), além disso, é possivel visualizar em tons de azul a
distribuicdo de todos os rotameros na estrutura
tridimensional das proteinas (Fig. 7).

Fig. 6. Estrutura 3D da proteina 1cse.pdb.

Em vermelho, os rotameros raros. Em amarelo,
os aminoacidos que ndo possuem rotameros, €,
em preto, todos os demais aminoacidos

Fig. 7. Estrutura 3D da proteina 1cse.pdb.
FreqUéncia dos rotadmeros. Em azul mais
claro estao representados aqueles
rotdmeros mais freqlientes; em azul mais
escuro, rotameros menos freqlientes.

Conclusoes

O JPD ja possui uma linha relativa aos rotameros de uma
proteina. Este trabalho descreveu a metodologia usada para
identificar aqueles rotdmeros cujas freqiéncias relativas a
uma biblioteca previamente escolhida sdo baixas. Estes
rotdmeros sdo denominados rotameros raros. A
incorporacéo dessa informacéao torna possivel estudos mais
avancados, como por exemplo, buscar uma explicagao para
a presenca de rotameros raros em determinadas localizacoes
na estrutura protéica. Além disso, os rotameros raros podem
ser simplesmente o resultado de uma estrutura mal
resolvida, mas também é possivel que a presenca deles
indigue regides particularmente importantes para a
estrutura, e, conseqlientemente, funcdo das proteinas;
distinguir um caso do outro se torna viavel a partir deste
trabalho.
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