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SILVA, P. M. da. Aplicacdes da teoria de nés no estudo da estrutura de
proteinas. 2013. 129 f. Tese (Doutora em Ciéncia e Tecnologia de Materiais) -
UNESP, Faculdade de Ciéncias, Bauru, 2013.

RESUMO

Este estudo consiste em entender a forma tridimensional de proteinas,
investigando padrbes de comportamento na area do N0 matematico em relagéo
a proteina real. A abordagem adotada envolveu a aplicagdo de uma teoria
matematica sobre os Nés (Knots) para o entendimento da geometria adotada
pelas proteinas. No laboratério de simulacdo computacional da UNESP,
campus de Bauru, foi utilizado um microcomputador Pentium com 1GB de
RAM. Os softwares utilizados foram: Origin 7.0, pacote da Microsoft Office,
CodeBlocks - que é um ambiente de desenvolvimento integrado (IDE) para
plataformas Linux -, MAC OS e Windows, que permite escrever aplicativos para
ambiente gréficos ou aplicativos de console em linguagem C ou C++, com
suporte a multiplos compiladores como GCC/MinGW, SDCC, Intel C++, GNU
ARM. Além destes, o software RasMol foi utilizado para visualizacdo das
proteinas e o software KnotPlot, para investigacdo dos NO6s matematicos. O
método apresenta o levantamento, tratamento e integracao dos dados. Através
do software, ndo foram reconhecidos padrdes em proteinas que possuem 0S
Nés. Apresentou-se uma nova abordagem para visualizar alfa hélice, fitas
betas e turns. No que diz respeito as distancias internas, foi possivel analisar o
comportamento das proteinas e, na topologia matematica a 3; detectou-se
similaridade em relacao as quantidades de concavidades e picos. Concluiu-se
gue o programa necessita de parametros estabelecidos na literatura para

realizar todas as leituras dos resultados apresentado pelo software.

Palavras-chave: Simulagdo Computacional; Teoria dos NOs; Geometria da
Proteina.



SILVA, P. M. da. Applications of the Knot theory in the study of proteins
structure. 2013. 129 f. - Thesis (Doctor in Science and Technology of
Materials) - UNESP, Faculdade de Ciéncias, Bauru, 2013.

ABSTRACT

The present study is aimed at understanding the three-dimensional form of
proteins, thus investigating behavioral patterns of the mathematical Knot in
relation to the actual protein. It was adopted the approach of applying a Math
theory about Knots for the comprehension of the proteins geometry proteins. In
the computer simulation laboratory at UNESP, Bauru campus, it was used a
1GB RAM PC Pentium, and the software Origin 7.0; Microsoft Office package;
CodeBlocks, an integrated development environment for Linux platform; MAC
OS and Windows, which allow to write applications for graphic environments or
console applications in C or C++ language with support to multiple compilers
such as GCC/MinGW, SDCC, Intel C++, and GNU ARM. Besides, the software
RasMol was also used for the visualization of the proteins, and KnotPlot for the
investigation of mathematical Knots. The method presents data gathering,
processing and integration. By using the software there were no recognized
patterns in proteins with Knots, and it was presented a new approach in order to
visualize alpha-helix, beta-strands, and turns. In what concerns internal
distances, it was possible to analyze the behavior of proteins and, in 3;. Math
topology, it was detected some similarity in relation to the amount of peaks and
troughs. Thus, it was concluded that the program requires parameters
established in the literature in order to perform all reading of the results

presented by the software.

Keywords: Computer Simulation, Knot Theory, Protein Geometry
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1 INTRODUCAO

O interesse cientifico inicial sobre Nos (knots) foi motivado pelos
estudos do Quimico Willian Thomson (Lord Kelvin) que, em 1868, apresentou a
hiptese de que os atomos poderiam ser representados por estas entidades
mateméaticas no seio do éter, de modo que diferentes nds corresponderiam a
elementos quimicos especificos (THOMSON, 1868).

Na Figura 1, apresentam-se trés tipos de Nos diferentes como uma
possivel representacdo dos elementos quimicos Sédio (Na), Argdnio (Ar) e

Cobalto (Co) (ADAMS, 2004).

Na Ar Co

Figura 1 - Possivel representacao dos atomos como vortices. Fonte: ADAMS, 2004.

No ano de 1887, com a confirmacgéo experimental da nédo existéncia
do éter, por Michelson e Morley, a hiptese atbmica de Thomson foi
abandonada pela comunidade cientifica.

Na Matematica, o estudo dos NOs obteve um significativo avango
com os estudos de Carl Friedrich Gauss que desenvolveu o conceito de

namero de ligacdo (linking number) como uma invariante numérica na
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descricdo da ligacdo de duas curvas fechadas no espaco tridimensional. Este
namero representa o numero de vezes que cada curva entrelaca a outra e

sempre um numero inteiro, podendo ser positivo ou negativo a depender da
orientacdo das duas curvas. Na Figura 2, apresentam-se duas curvas com o0

namero de ligacdes igual a quatro (BAR-NATAN, 2013).

Figura 2 - N6 com nuimero de ligag8es igual a quatro. Fonte: ADAMS, 2004.

Na Figura 3 ilustra o N6 3; no espaco cartesiano (X, Yy, 2).

Figura 3 - N6 3; no espacgo cartesiano (X, Y, z). Fonte: Laboratério Simulacdo Molecular.
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Uma caracteristica interessante do N6 3; € a sua simetria, que pode
ser visualizada a partir do calculo das distancias internas dos pontos que
representam os Nés. Na Figura 4, apresentam-se o N6 3; e 0s parametros
utilizados para o calculo das distancias. Nesta figura, adota-se o ponto B como

referéncia. As distancias foram calculadas em relacdo a este ponto.

Figura 4 - Distancias internas no N6 3;. Fonte: Laboratdrio Simulacéo Molecular.

1.1 Proteinas

O termo proteina deriva do grego proteios que significa “primeiro” ou
“a mais importante”. As proteinas sdo consideradas macromoléculas muito
importantes das células e, para muitos organismos, constituem quase 50% de
suas massas (CAMPBELL, 2001). Funcionam como catalisadores, transportam
e armazenam outras moléculas, como o oxigénio, fornecem apoio mecanico e

protecdo imunitaria, geram movimento, transmitem impulsos nervosos e
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controlam o crescimento e a diferenciacdo celular (BERG, STRYER E
TYMOCZKO, 2008). As proteinas sao hetero polimeros cujas unidades

constituintes fundamentais sdo os aminoacidos naturais.

1.2 Aminoacidos

Os aminoacidos, por sua vez, sao moléculas organicas que
possuem ligados a um de seus atomos de carbono (denominado de carbono a)
um atomo de hidrogénio, um grupo amino, um grupo carboxilico e uma cadeia
lateral “R” especifica para cada aminoécido. A cadeia lateral € o que difere os
aminoacidos em sua estrutura, tamanho, cargas elétricas e solubilidade em
agua. Aléem de conferirem propriedades fisico-quimicas diferentes a cada
aminoacido, as cadeias laterais sdo também responsaveis por forcas
estabilizadoras, advindas de interacfes fracas, que mantém as estruturas
conformacionais enoveladas das proteinas.

Os aminoacidos presentes nas moléculas de proteinas séo ligados
covalentemente uns aos outros por uma ligacdo denominada peptidica. Essa
ligacdo é formada por uma reacdo de condensacdo entre o grupo carboxilico

de um aminoacido e um grupo amina de outro aminodcido.
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1.3 Estrutura Primaria

As proteinas podem ser descritas em relacdo a diferentes
conformacdes estruturais. A sequéncia de aminoacidos de uma proteina €
designada como estrutura primaria e € dada pelas ligacdes peptidicas do
esqueleto covalente da molécula (CHAMPE, HARVEY E FERRIER, 2008).
Consiste no nivel estrutural mais simples e importante de uma proteina, pois

Ihe confere a sua identidade (ID) (MARZOCCO; TORRES, 2007).

1.4 Estrutura Secundéria

O arranjo espacial entre aminoécidos adjacentes e proximos ao
longo da cadeia é determinado pela estrutura secundaria. Dois dos principais
elementos de estruturas secundarias séo hélice e folha, descritas abaixo:

e A hélice a é o tipo mais comum de estrutura secundaria. Caracteriza-
se por uma estrutura helicoidal, estabilizada por ligacbes de
hidrogénio estabelecidas entre os grupos C=0 e NH de aminoacidos
gue distam quatro residuos entre si.

o A folha B corresponde a estrutura estendida constituida por uma
associacao lateral de segmentos peptidicos em orientacdo paralela

ou antiparalela, mantida por ligacbes de hidrogénio (HORTON,

1992).
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1.5 Estrutura Terciaria

A estrutura terciaria esta relacionada ao enovelamento da cadeia
proteica sobre ela mesma. Esta estrutura descreve o arranjo espacial global
dos aminoacidos em uma proteina, podendo ocorrer contatos entre
aminoacidos bastante separados ao longo da cadeia linear (HORTON, 1992;

DAVID; COX, 2013).

1.6 Estrutura Quaternaria

Certas proteinas sao constituidas por mais de uma cadeia proteica.
A estrutura quaternéria € o resultado da disposicdo espacial relativa de
subunidades proteicas em proteinas complexas, formadas por duas ou mais
cadeias polipeptidicas (CAMPBELL, 2001; VOET; VOET, 2006; MARZOCCO,;
TORRES, 2007; CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2008; BERG,; STRYER,

TYMOCZKO, 2008.).
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1.7 Estudos sobre N6s (Knots) em Proteinas

Um dos grandes desafios da ciéncia € entender o mecanismo pelo
qual uma proteina obtém e mantém a sua estrutura nativa tridimensional.
(KRAFFT, 1931; HORTON, 1992; OUELLETTE E BAXEVANIS, 1998; HONIG,
1999; ANDRAE, 2006; VOET E VOET, 2006; QIAN et al., 2007; KANG E KINI,
2009; MALLAM, 2009; DAVID E COX, 2013).

Apoés o descobrimento dos No6s (knots) em proteinas, o estudo de
enovelamento proteico foi algado a outros niveis de analise devidos, em grande
parte, a necessaria revisao de alguns modelos tidos como paradigmas na éarea,
como o conceito de ordem de contato. De acordo com este conceito,
representa-se o nimero médio de aminoacidos existentes ao longo da cadeia
entre 0s pares de aminoacidos em contato topoldgico, normalizado pelo
namero total de contatos e pelo nimero de aminoacidos da cadeia. Contatos
topologicos sao definidos por pares de aminoacidos que se encontram no
espaco de uma distancia pequena (5-7 A).

A maioria dos Nés presentes nas proteinas apresenta topologia 3;
(trevo), 41 e 5,. Estas topologias sdo apresentadas na Figura 5 (FORGAN;

SAUVAGE; STODDART, 2011; SULKOWSKA et al., 2013).

31 4, o2

Figura 5 - Topologias associadas a N6s. Fonte: ADAMS, 2004.
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Conceitos de NOs apresentam importancia significativa para a area
biologica. Por exemplo, a doenca de Parkinson esta associada a Hidrolase de
Ubiquitina (UCH-L1) ou o seu homologo estrutural UCH-L3, uma proteina que
contém os NoOs 5, (Knots), considerados, segundo o atual conhecimento, como
0s mais complicados, e que estdo relacionados a enzima na degradacdo da
proteina (KONIARIS E MUTHUKUMAR, 1991; SACKHEIM E LEHMAN, 2001,
MALLAM E JACKSON, 2005; MALLAM et aL., 2008; DZUBIELLA, 2009; DAY E
THOMPSON, 2010; KING et al.,, 2010; FORGAN, SAUVAGE E STODDART,
2011; GRACY E CHICHE, 2011; SULKOWSKA et al., 2012; HSIEH et al., 2013;
RAWDON et al., 2013; SULKOWSKA et al., 2013).

O desafio inclui a compreensdo do enovelamento de proteinas,
mecanismo que ainda permanece um mistério (HONIG, 1999; MALLAM E
JACKSON, 2005; KANG E KINI, 2009; VIRNAU, MALLAM E JACKSON, 2011;
SKRBIC, MICHELETTI E FACCIOLI, 2012; SULKOWSKA et al., 2012;
SULKOWSKA et al., 2013). A Figura 6 apresenta as topologias matematicas
existentes dos NOs, sendo a sua representacdo lida da seguinte forma: 3;
possuem trés cruzamentos e uma configuragéo, isto €, formas as quais podem

se apresentar.
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Figura 6 - Topologia dos Nos Matematicos. Fonte: ADAMS, 2004.

1.8 Motivacéo e hipoteses de Pesquisa

A motivagao originou-se no ano de 2007 ao realizar o estudo de um
modelo simplificado de proteina em uma rede quadrada e cubica, tratado por
meio de simulacdes em Modelo Hidrofébico Polar conhecido como HP,
conforme Figura 7.

Ao estudar a expansdo da rede cubica para 3 x 3 X 4 encontrou-se,

na simulacao, a visualizacdo do N6 em estruturas de proteinas (Figura 7c).



24
FUNDAMENTACAO TEORICA

Dessa forma, instigada pelo questionamento do que seriam estes

Nés em proteinas, a pesquisa iniciou-se.

. Nl . 0,‘.' 1 cubics
(a) Malha quadritica (b) Malha cabica (c)- Malha 3x3x4

Figura 7 - Exemplo de conformacdes em malha quadratica (a) e malha cubica (b) em Modelo
HP. Esferas cinza ilustram os aminoacidos Hidrofébicos e as brancas, os Polares. A malha
3x3x4 é apontada na (c). Fonte: The Self-Avoiding Walk, 2007.

1.9 Objetivos

O presente estudo tem como objetivo investigar padrbes de
comportamento em proteina real que possuam NOs matematicos.
Como objetivos especificos, sdo apresentados os seguintes:
e Confirmar se as proteinas possuam NOs.
e Automatizar processo de célculo de distancia.
e Automatizar processo de célculo de diedros.

e Verificar a hidrofobicidade nesta regiao.
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2 TEORIA DOS NOS

A Teoria dos NOs apresenta-se como uma area da Matematica que,
inserida no campo da Topologia Algébrica, estuda as curvas no espaco,
fechadas e sem autointerse¢des. De acordo com Adam (1994), pode-se dizer
gue as curvas sdo imagens de uma circulo fechado no espaco tridimensional.
O NO da Matemética € uma curva no espaco, sem autointersecdes e fechada
em um circulo no espaco tridimensional.

Um N6 ndo é uma curva particular, mas todo o conjunto de posi¢cdes
gue ela pode assumir se for deformada de acordo com determinados critérios,
como projecdoes e movimentos reidemeister (ELIAHOU; KAUFFMAN;
THISTLETHWAITE, 2003).

O polinbmio de Alexander foi um dos primeiros utilizados para
calculos de Nos. O polindémio de Jones é calculado sobre uma projecao do NO,
isto é, 3D para 2D, sendo a projecdo da sua imagem achatada no plano, o que
se verifica pelos diagramas dos Noés. Sendo assim, duas projecfes quaisquer
do mesmo NO terdo o mesmo polinbmio de Jones, que se define como uma
invariante isotopica (KAUFFMAN, 1990; ADAM, 1994; AUDOLY; CLAUVELIN;
NEUKIRCH, 2007).

A invariante isotépica € utilizada para identificar projecdes que sao
iguais. Se o resultado da invariante for diferente, entdo uma nédo podera ser
convertida na outra e, nesse caso, duas projecées com polinbmios iguais nao

representardo o mesmo NO. Contudo, diz-se que o polinbmio de Jones nao é
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uma invariante completa, pois ele ndo responde sobre a equivaléncia de duas
projecdes (KAUFFMAN, 1990).

Até os dias atuais ndo existe um polindmio invariante finito para o
célculo em um numero finito de passos que seja completo (ADAM, 1994;
DASBACH; LIN, 2006).

O NG trivial, conforme Figura 8, é a classe de curvas que pode se
deformar até se tornarem  circulos  (ELIAHOU; KAUFFMAN;

THISTLETHWAITE, 2003).

Figura 8 - Representacao Grafica do N6 Trivial. Fonte: ADAMS, 2004.

2.1 Projecoes

Projecdes constituem a forma necessaria de se representar um N6
por meio de um desenho no plano. E possivel colocar o N6 sob um feixe de luz

e observar a sombra que se projeta em um plano. Entretanto, desse modo,
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pode-se causar uma falsa ilusdo do N6, pois ndo se distingue que pedacos do
N6 passam por cima ou por baixo de um cruzamento (ADAM, 1994; ELIAHOU,
KAUFFMAN; THISTLETHWAITE, 2003; DASBACH,; LIN, 2006).

Na Figura 9, observa-se que existe uma interrupcdo no desenho da
curva pouco antes do cruzamento. Este NO é conhecido como Trifdlio. Nota-se
que as projecOes séo regulares e cada cruzamento ocorre num soO ponto. Para
cada cruzamento verificam-se apenas dois segmentos de curva que se cruzam
transversalmente e formam um X, resultando em um numero de cruzamentos
finito (ALEXANDER, 1928; ADAM, 1994; DASBACH E LIN, 2006; AUDOLY,

CLAUVELIN E NEUKIRCH, 2007).

Figura 9 - Representacao Gréfica do Trifélio. Fonte: ADAMS, 2004.
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Na Figura 9, verifica-se que a invariante isotopica pode desfazer
cruzamentos ou mudar sua disposi¢cao, porém, ndo pode inverter a posicao de
dois segmentos em um cruzamento. Se assim fosse, qualquer NO poderia
alterar a posicédo do segmento possibilitando a curva tornar-se um circulo.

Deste modo, consideram-se duas projecdes equivalentes se uma
invariante isotopica transforma-se em outra (ALEXANDER, 1928; ADAM, 1994,
KATRITCH et al., 1997; MELUZZI, SMITH E ARYA, 2010; SULKOWSKA et al.,
2013).

Um N6 é representado, portanto, por uma classe de projecdes
(regulares) possiveis, todas equivalentes entre si (ADAMS, 1994; MALLAM,

2009).

2.2 Movimentos de Reidemeister

Ha varios tipos de invariantes e nem todas sao calculadas sobre
projecOes. Kurt Reidemeister afirmou que toda isotopia entre duas projecdes
regulares pode ser efetuada com apenas trés tipos de transicbes (ADAM,
1994). A estas transicdes denominou de Movimentos de Reidemeister.
Portanto, precisam-se testar apenas trés tipos de movimentos para saber se
um polindmio se altera ou ndo entre as isotopias (ALEXANDER, 1928).

Movimentos tipo | sdo mostrados na Figura 10, onde se observa um
laco simples com a presenca de duas variantes, sendo uma imagem especular

da outra (ADAMS, 1994).
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t 1
> S

Figura 10 - Movimento Reidemeister 01. Fonte: ADAMS, 2004.

Movimentos tipo Il necessitam de dois segmentos e possuem duas
variantes. Na transicdo, existem dois segmentos que se tangenciam, como

mostra a Figura 11 (ADAMS, 1994).

_..fn\..__ —N

Figura 11 - Movimento Reidemeister 02. Fonte: ADAMS, 2004.

Movimentos tipo Il envolvem trés segmentos. A transicdo € um
cruzamento onde estes segmentos concorrem (Figura 12). Considera-se como

horizontal o segmento que esteja por cima dos outros dois (ADAMS, 1994).

N ~
| |

e R

Figura 12 - Movimento Reidemeister 03. Fonte: ADAMS, 2004.
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Uma das questdes em teoria dos No6s é saber quando dois deles
representam um mesmo NO. Para saber se dois NOs sao diferentes, calcula-se
seus invariantes, isto é, expressdes algébricas ou numéricas a eles associadas

gue nédo variam quando o N6 é deformado.

2.3 Invariante Determinante

Para definir um NGO, € necessério calcular o Determinante D. Para
isso, associa-se a cada arco da Figura 13 uma variavel e a cada cruzamento,
uma equacgao da forma.

X+y-2z =0 Equagéo 1

Figura 13 - Representacao gréafica dos cruzamentos. Fonte: ADAMS, 2004.
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A seguir, coloca-se uma variavel qualquer igual a zero e descarta-se
uma equacdo também qualquer, isto é, determina-se um sistema de n-1
equacles e n-1 variaveis, onde n € o numero de cruzamentos. Calcula-se,
entdo, o valor absoluto do Determinante da Matriz formada pelos coeficientes

das equacdes do sistema linear, como se observa na Figura 14.

Equacoes:
x+z-2y=0; Equagéo 2
X+y-2z=0; Equacdo 3
z+y-2x=0; Equacdo 4

Figura 14 - Equacdes do sistema linear. Fonte: ADAMS, 2004.

Coloca-se a variavel x=0 e, eliminando a primeira equac¢éo, temos o

sistema;

{y— 2z=10
y+z=20 Equacédo 5

Em seguida, calcula-se o Determinante:
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‘1 —2
1

=3 Equacdo 6
1‘ quag

Assim, temos que D =|3| =3 Equagéo 7

2.4 Invariante Polindmio Alexander

Baseados na literatura ao longo do século, foram criados varios
processos que permitiram classificar alguns Nés. O Polindmio de Alexander é
um invariante de NOs descoberto, em 1923, por James Waddell Alexander
(KAUFFMAN, 1990; ADAM, 1994).

Neste processo, associa-se a cada NO um polindmio, de modo que,
se um NO puder se transformar em outro, 0s seus respectivos polindmios serao
iguais. Entretanto, deve-se ressaltar que tal polinbmio ndo permite realizar a
total distingdo entre os Nés, uma vez que dois destes podem estar associados
ao mesmo polindmio e ndo serem ambientes isotopicos (ALEXANDER, 1928;
ADAM, 1994; KATRITCH ET AL., 1997; ANDRAE, 2006; BRASHER,
SCHAREIN E VAZQUEZ, 2013; RAWDON et al., 2013).

Durante anos, o Polindmio de Alexander foi o Unico a descrever 0s
enlaces orientados. Este polinbmio esta baseado no céalculo do determinante
de uma matriz associada a um diagrama de um enlace (ADAM, 1994). Para a
sua determinacdo, € necessario identificar os varios cruzamentos e arcos do
diagrama K que o representa (ADAM, 1994). Os cruzamentos sao identificados

por numeros naturais e 0 arcos por letras minusculas. Assim, define-se uma
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matriz n X n, onde n € o numero de cruzamentos do diagrama K (ALEXANDER,
1928; ADAM, 1994). A cada linha da matriz associa-se um cruzamento e a
cada coluna, um arco, definindo-se a matriz de acordo com 0 processo

representado na Figura 15.

/

Figura 15 - Orientacdo do diagrama K. Fonte: ADAMS, 2004.

Para cada cruzamento escreve-se uma equacdo, conforme se
observa na Figura 15, em que z deve ser identificado como a variavel que
passa superiormente na regiao do cruzamento. Na Figura 15, para a escolha
de x e y na equacdo, usa-se a orientacdo do trecho superior do N6 no
cruzamento. Assim, a variavel x identifica-se com a variavel associada a direita
de z e 0y, com a variavel a esquerda de z (ADAMS, 1994).

Seja um polindmio A(t) da forma: X t"+x n.1 t "1+ +xot... +x.nt™, onde
os coeficientes x; sdo inteiros e a variavel t satisfaz t°t% = t**9

A equacéo 8 é representada abaixo:

y-tx-(1-t)z=0; Equagcéo 8
Para encontrar as equacoes do No trifdlio definimos a sua orientacéo

conforme a Figura 16.
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Figura 16 - Orientacéo definida. Fonte: ADAMS, 2004.

As equacdes definidas de acordo com a orientacdo da Figura 16

sao:
X-tz-(1-t)y=0 Equacdo 9
y-tx-(1-t)z=0 Equagéo 10
z-ty-(1-t)x=0 Equagéo 11

Inicia-se com x=0 e elimina-se a primeira equacao, obtendo-se o

sistema descrito abaixo:

{y —(1—-¢t)=0
—ty+z=0
Equagédo 12
Assim, tem-se que:
1 -1+t
5(t)=| =1-t +1t2
M=, —, F1-t+t
Equacdo 13

Por fim, para que A(t) = A(t?) e A(1) = +1, multiplica-se §(t) por t™,
obtendo-se:

t18(t) = t-1+t1=A(t) Equacdo 14
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2.5 Distancia Interna

O termo distancia estd presente em todos 0s conceitos da
Geometria Analitica, pois, nesta area da matematica, tem-se a relacdo entre
elementos geométricos e algébricos e como elemento bésico o ponto (LUA E
GROSBERG, 2006; JIANG et al.,, 2013; SOUZA et al., 2013). Este recebe
coordenadas no plano cartesiano e, por meio destas, pode-se encontrar o valor
da distancia entre dois pontos no espaco.

As coordenadas internas, apresentadas nos arquivos PDB, permitem
a determinacéo direta de diversos parametros estruturais, tais como distancias,
angulos e angulos de tor¢do. Para o calculo da distancia entre dois carbonos q,
I e J, de coordenadas X, Y e Z, usa-se a seguinte equacao:

1/2

D=((X2-X1)*+(y2-y1)*+(22-21)°) Equacdo 15

Onde:

D — distancia interna

X1 Vi Z1
P -t [P - \V4 \V4
Bwrom IR - e A 1. e 22.02 2.93 3.8 . «
a1 0M 1 w1 A 1 AN 2% " 1 J '
A
/I\ /|\ /|\

Figura 17 - Coordenadas cartesianas para o calculo de distancia.
Fonte: Laboratério Simulacdo Molecular.
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A relacdo utilizada para calcular as distancias internas dos
aminoacidos carbono a no espaco tridimensional é dada pela Equacéo 15.

Calcula-se o valor D na Equacao 15 substituindo as coordenadas X,
Y e Z dos aminoacidos carbono a de dois pontos diferentes, ou seja, ATOM 13
e ATOM 2, vistos na Figura 17.

Usando-se as coordenadas cartesianas de um arquivo PDB para um
par de atomos, tem-se a distancia em A. Podem-se analisar os carbonos a da
proteina 2efv na Figura 18, onde se representa como é feito o rastreio do

calculo de distancia para a primeira posi¢cao do carbono a que se inicia CaZ2.

Cx, (NH,)

Cxn (COOH)

Figura 18 - Carbonos alfa da proteina 2efv e suas distancias internas em angstrém (A).
Fonte: Laboratério Simulagéo Molecular.
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2.6 Diedros

Um angulo diedro de uma proteina € o angulo interno do esqueleto
polipeptidico onde dois planos adjacentes se encontram. A formag&o dos
planos, na Figura 19, ilustra o primeiro plano formado pelos carbonos a 1, 2 e
3. O segundo plano, por sua vez, é formado pelos carbonos a 2, 3, 4. Apés a

formacao dos planos, determina-se a Equacédo 16 para cada um deles.

Ax+Byy+Ciz+D;=0 plano1Cal, Ca2, Ca3 Equagdo 16

Ax +Byy+ C,z+D,=0 plano 2 Ca2, Ca3, Cad

Conhecendo-se a equacao dos dois planos, calcula-se o angulo

diedral. Observe a Equacéo 17:

AyAy + BBy + C,C,
A} + B} + C2\/A} + B} + C3

cos o = Equacéo 17

Figura 19 - Angulo entre dois planos. Fonte: Laboratério Simulacdo Molecular.



38
FUNDAMENTACAO TEORICA

2.7 Distancia Ponta — Ponta

A Distancia Ponta-Ponta de uma proteina é definida como a
distancia entre os dois aminoacidos Ca das extremidades da cadeia, a qual
pode variar de uma proteina para outra (MOGLICH, JODER E KIEFHABER,
2006; ZHANG et al., 2012).

Utilizando-se de vetor para representar a proteina, conforme
apresentado na Figura 20, observa-se em pontilhado o vetor R que especifica a

distancia entre o inicio e o fim da cadeia.

—_———-
-

Figura 20 - Distancia final-final. Fonte: Laboratério Simulacéo Molecular.
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2.8 Banco de Dados

O Protein Data Bank (PDB) foi criado em 1971 como um site para
manter arquivos de estruturas cristalinas de macromoléculas biolégicas. Na
década de 1990, o numero de estruturas depositadas comecou a aumentar
drasticamente em decorréncia do aperfeicoamento da tecnologia em todos os
aspectos do processo de cristalografia e da adicdo de estruturas determinadas
por métodos de ressonancia magnética nuclear (RMN) (KOLESOV et al.,
2007).

A utilizagcéao inicial do PDB era limitada a um pequeno grupo de
especialistas envolvidos na investigagao estrutural. Hoje, depositantes para o
PDB tém diferentes conhecimentos nas técnicas de raios-X, RMN e

microscopia eletrénica (PDB, 2013). Observe a Figura 21:

N . ... .2ppB
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Figura 21 - Banco de Dados. Fonte: PDB, 2013.
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Bancos de dados desempenham papel essencial nos estudos das
estruturas de proteinas, pois constituem a fonte basica de informacdes para a
predicdo, a analise e o estudo das estruturas.

Essa base de dados tem crescido consideravelmente, o que se pode
notar a partir da analise dos dados relativos aos ultimos 22 anos, conforme
apresentando na Figura 22. Em 1991, o PDB continha apenas 695 estruturas;
em 2001, j4 eram 16.430 estruturas, o que denota um crescimento de 2.364%
em relagéo a 1991. Em 2013, segundo dados acessados no més de novembro
do corrente ano, ja sdo mais de 90.000 estruturas. Esse crescimento
exponencial do volume total de dados esta representado pela cor vermelha na

Figura 22.
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Figura 22 - Crescimento anual do nimero total de estruturas 3D de proteinas no PDB. Dados
acessados em novembro de 2013. O azul ilustra a quantidade de estruturas determinadas
anualmente e o vermelho, o total. Fonte: PDB, 2013.
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3 MATERIAL E METODOS

Para melhor compreender o sistema desenvolvido e ter uma visédo
geral do problema, € pertinente apresentar uma descricdo dos materiais, dos
procedimentos e da metodologia empregados para a obtencéo dos resultados.

O material utilizado envolveu 40 estruturas das proteinas que
possuem No6s cadastradas no PDB. Porém, para apresentacao dos resultados
nesta tese, foram selecionadas seis estruturas cujos cédigos sao: 1ns5, 1ztu,
2efv, 2etl, 3bjx e 2lyz esta ultima ndo possui No6.

No laboratério de simulacdo computacional da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus de Bauru - SP, foi utilizado um
microcomputador Pentium com 1GB de RAM. Os softwares empregados foram:

e Oringin 7.0 (Originlab, 2013).

e Pacote da Microsoft Office (Microsoft, 2013).

e CodeBlocks que é um ambiente de desenvolvimento integrado (IDE)
para plataformas Linux, MAC OS e Windows, que permite escrever
aplicativos para ambiente graficos ou aplicativos de console em
linguagem C ou C++, com suporte a multiplos compiladores como
GCC/MIinGW, SDCC, Intel C++, GNU ARM, entre outros (Kernighan
e Ritchie, 1988; Code::Blocks, 2013; Kohl, 2013; Summit, 2013).

¢ RasMol para visualizacédo das proteinas (RasMol and OpenRasMol,
2013).

¢ KnotPlot para investigacdo dos N6és matematicos (The KnotPlot Site,

2013).
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A seguir, € apresenta a descricdo dos métodos dividida em trés

etapas: levantamento, tratamento e integracédo dos dados.

3.1 Levantamentos de Dados

Apo6s uma pesquisa bibliografica, o procedimento para a obtencédo
das proteinas consiste de uma varredura exaustiva no Banco de Dados em
busca de proteinas com uma caracteristica peculiar que sdo os N6s em sua
conformacao tridimensional.

Esta varredura foi feita manualmente. A partir dela, levantaram-se
todas as proteinas com NOs encontradas até o momento, perfazendo um total
de 40 proteinas. Contudo, foram selecionadas apenas seis classificacfes
distintas para detalhamento na tese (KOLESOV ET AL., 2007; VIRNAU,
MALLAM E JACKSON, 2011; BRASHER, SCHAREIN E VAZQUEZ, 2013,
RAWDON et al., 2013; SZYMCZAK, 2013; VIRNAU, 2013).

Depois de realizar o download dos arquivos do PDB de cada
proteina selecionada, confirmaram-se os NOs pelo servidor de web disponivel

gratuitamente: http://knots.mit.edu/ (VIRNAU, 2013). Verificou-se, também, a

topologia dos NGés, o tamanho e o intervalo de sua formacao.

O servidor web gratuito € um site disponivel utilizado para detectar e
confirmar os NOs em estrutura de proteinas. A implementacao atual do servidor
possui a modelagem matematica baseada no Polindmio de Alexander.
Conforme demonstrado na Figura 23, o programa permite gerar uma

visualizacao grafica estatica, além de uma interatividade em 3D.
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O Banco de dados do servidor oferece uma lista de NO6s encontrados

nas diversas classificacdes de proteinas que estdo em constante atualizacao.

A Knots found in the luam structure:

Knot residues [Chain start-stop

Knot type |

Knol

31
86-130A -1-250A (trefoil knot) §

Imol viszatization

S

Download results and rasmol scripts as zip package |

B Residues 86-130A

Knot in the Tuam structure

Simplified representation of the knot

Hide/Show unknotted structure | Spin the structures |

Hint: hold Ctri-Alt to move the structure, Shift to zoom, Rx?ht click tu get console,
Knotted region 1s defined as 'Wnot', typing ‘select knot' wi

Enter one-line RasMol/Chime script commands here:

L select corresponding residues

Figura 23 - Tela final do servidor. N6s por H. influenzae (PDB ID 1uam).l

' (A) Tabela de resumo. (B) Jmol visualizacéo interativa. A estrutura luam é exibida na janela &

esquerda com um N6 destacado em cores do arco-iris e restante da proteina. Neste caso, o N6

de trevo abrange uma regido relativamente pequena da proteina e pode ser facilmente visto em

sua estrutura. Em muitos casos, porém, a visualizacdo € dificil. O painel direito apresenta a

representacdo simplificada (reduzida) do NO. Essas visualizacbes também podem ser

ocultadas usando scripts RasMol previstos no pacote para download.
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3.2 Tratamento dos Dados

Apoés a checagem das informacdes anteriores, utilizou-se o arquivo
da estrutura da proteina para gerar uma listagem dos Ca (carbono alfa). Para
tanto, empregou-se o software CodeBlocks, um ambiente de desenvolvimento
integrado, criado no Laboratério de Simulagdo Molecular da UNESP de Bauru.
Para o desenvolvimento desse software, escolheu-se a linguagem C.

Realizou-se a implementacdo do software para a automacao dos
calculos das distancias internas e dos diedros, bem como o arquivo de rastreio
dos Ca de cada estrutura.

A apresentacdo do software, mostrada na Figura 24, esta ho modo
usuario para gerar os resultados que serdo discutidos no préximo capitulo.

O intuito do software é rastrear exaustivamente o arquivo depositado
no PDB para selecionar todos os carbonos alfa da proteina, com o objetivo de
obter arquivos externos com extensao .txt's com o0s respectivos resultados de
otimizac&o dos célculos das distancias internas e dos diedros.

A simulagdo sera realizada com a estrutura 1nbs. O software é
executado no ambiente que emula o prompt do comando do DOS pelo nome
aminoacidos.exe. Apdés a execucdo do comando, apresenta-se a Figura 24,

esperando que seja digitada a identificacdo da estrutura.
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Ic [Aminoacidos] - Code:Blocks 10.05 , e
ct Build Debug wxSmith Tools Plugins Settings Heip
™~ hd l::\[]l-z&-l‘

Search Project
® ° "E\Doutorado Resultados\Software\bin\Debug\Aminoacidos.exe"

it Vies
e,

milo»

Digite o nome do arguivo de origem:

Figura 24 - Tela inicial do software executado. Fonte: Laboratério Simula¢&o Molecular.

A Figura 25 identifica a estrutura 1nbs que devera estar em arquivo

na pasta onde o sistema aminoacidos.exe foi executado.

# ° "E\Doutorado Resultados\Software\bin\Debug\Aminoacidos.exe"
inhs.pdbh_

Digite o nome do arguivo de origem:

Figura 25 - Tela inicial identificando a estrutura a ser executada. Fonte: Laboratério Simulagao
Molecular.
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Assim, 0s arquivos sdo gerados com sucesso como mostra a Figura

26.

i "E\Doutorado Resultados\Software\bin\Debug\Aminoacidos.exe" |ﬂ&

B3 S s s s S s e e s
e 05 RARQUIVOS BASE FORAM CRIADOS COM SUCESSQ e
B T T T S e S S S S e e e s e S s e

Tecle algo para continuar...g

Figura 26 - Resultado executado corretamente. Fonte: Laboratério Simulacéo
Molecular.

A Figura 27 identifica os arquivos gerados na mesma pasta.
Apresenta-se um arquivo rastreado com todos aqueles que estao depurados da

seguinte forma:

e base.txt - arquivo gerado da linha inteira de todos os atomos de

carbono.

e coordenadas.txt - somente as coordenadas de todos os atomos de

carbono.

o atomos_CA.txt - identificacdo dos atomos de carbono alfa e suas

coordenadas.
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|| atomos_CA 5/06/201317:42  Arquive TXT 5KB
_ hase B06/2013171:42  Arquivo TXT 14 KB
|| coordenadas 5/06/201317:42  Arquive TXT 14KB

Figura 27 - Arquivos que serdo utilizados para calculos. Fonte: Laboratério Simulacdo

Molecular.

Apdés gerar 0s arquivos acima, utiliza-se o mesmo para os calculos.

A Figura 28 representa o Menu que é acionado para a escolha das op¢des:

Opcao 01: realiza os célculos das distancias automaticamente, isto €, se
0 arquivo com extensdo .txt foi gerado com sucesso para a proteina
1nbs.pdb, teremos 153 atomos de carbono. Portanto, a obtencdo dos
resultados deste calculo serdo 153 arquivos com extensao .txt gerados
automaticamente com os resultados das distancias internas de cada
uma das proteinas. O software foi desenvolvido para rastrear as

distancias internas de todas as posicoes dos carbonos alfa.

Opcdo 02: realiza os calculos das distancias manualmente,
especificando a posicdo em que se encontra o atomo de carbono alfa.
Nesta opcdo, podemos gerar os calculos das distancias internas

somente para a posicao que desejarmos.

Opcéao 03: calcula os angulos entre os carbonos alfa.

Opcéo 04: calcula os diedros entre os planos dos carbonos alfa pela

Regra de Crammer.



MATERIAL E METODOS 48

e Opcao 0: sair — encerra as atividades do software.

#  "E\Doutorado Resultados\Software\bin\Debug\Aminoacidos.exe"

[NV
ok it wooe MENU so0e BREE socx

1 -> Distancias Relativas - Gerar Automaticamente
-> Distancias Relativas — Gerar Manualmente
-> Gerar Angulos

4 -> Gerar fAngulos por Crammer

B -> Sair

Digite a Opcao (1, 2, 3, 4, @) -

Figura 28 - Menu Inicial. Fonte: Laboratoério Simulagao Molecular.

A Figura 29 detalha a tela apdés a escolha de qualguer uma das

opc¢Oes acima.
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# * "E\Doutorado Resultados\Software\bin\Debug\Aminoacidos.exe"

fAguarde a Crial2Hio dos arquivos...

Figura 29 - Criacdo dos arquivos de qualquer opcao

Ao final de qualquer uma das opcdes anteriores, para 0 usuario
saber se os arquivos foram gerados corretamente, é apresentada uma

mensagem como mostra a Figura 30.

i "E\Doutorado Resultados\Software\bin\Debug\Aminoacidos.exe"

Airquivos criados com Sucesso.
or Favor Tecle Algo Para Retornar ao Menu...

Figura 30 - Tela identificadora dos arquivos gerados corretamente. Fonte: Laboratério
Simulagéo Molecular.
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Apés a execucdo de qualquer uma das opcbes, a tela inicial &

mostrada para a escolha da préxima opcéao, conforme Figura 31.

# ° "E\Doutorado Resultados\Software\bin\Debug\Aminoacidos.exe"

I IR

berexe fitHl soee MENU s00e HiHHE soee
faXatatekototorakotototokototatokokototokokotototokokakal

1 —> Distancias Relativas — Gerar Automaticamente
2 —> Distancias Relativas - Gerar Manualmente

3 —> Gerar Angulos

4 —> Gerar Angulos por Crammer

A —-> Sair

2, 3
Tecle Algo para Continuar . . .

Figura 31 - Tela inicial apos qualquer opcéo ter sido gerada.

Molecular.

3.3 Integracéo dos Dados

E=npeE =

nmi»

Fonte: Laboratério Simulagéo

Ao realizar os calculos da distancia automatica, que se encontra na

opcéo 01, apresentam-se as distancias de todos os carbonos alfa. Na Figura

32, estao listados alguns dos resultados da mesma estrutura, ou seja, tem-se o

namero de residuos dos carbonos alfa dos quais serdo calculadas as

distancias internas. Todos os arquivos sdo abertos no software Origin que

facilita a integrac@o dos dados para uma posterior andlise.

Nesta etapa os dados sao representados graficamente para serem

analisados na proxima etapa.
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Nome

i dist 10
) dist 19
) dist 27
i3] dist 36
25 dist_44
4 dist 51
) dist_56
54 dist 63
i dist 67
) dist 74
&) dist 91
i3] dist 98
25 dist_106
) dist 120
) dist 127
i34 dist 136
i dist 143
) dist_147

Figura 32 - Resultado do célculo da Distancia automéatica. Fonte: Laboratorio Simulagéo

Data de modificag...

25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/201317:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/2013 17:45
25/06/201317:45

Molecular.

Tipo

Arquivo de Valore.,,
Arquivo de Valore..,
Arquivo de Valore.,.
Arquivo de Valore.,,
Arguivo de Valore,..
Arquivo de Valore..,
Arquivo de Valore...
Arquivo de Valore..,
Arquivo de Valore.,,
Arquivo de Valore..,
Arquivo de Valore.,.
Arquivo de Valore.,,
Arquivo de Valore,..
Arquive de Valore..,
Arquivo de Valore...
Arquivo de Valore..,

Arquivo de Valore.,,

Arquivo de Valore..,

Tamanho



RESULTADOS E DISCUSSOES 52

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados: Distancia Interna

Nos resultados obtidos com o desenvolvimento do software, foram
analisados os graficos gerados por meio de implementagdo computacional, com o
objetivo de confrontad-los com os dados da literatura e apontar alternativas para
compreender a estrutura geométrica da proteina, em particular, nas regiées de Nos.

Foram selecionadas e investigadas 40 proteinas; porém, seréo
determinadas as distancias internas de apenas seis delas, selecionadas
aleatoriamente: 1ns5 (BENACH, J., SHEN, J., ROST, B., XIAO, R., ACTON,
T., MONTELIONE, G., 2011) 2efv (KUMAREVEL, T.S., KARTHE, P., KURAMITSU,
S., YOKOYAMA, S, 2011) , 1ztu (WAGNER, J.R., BRUNZELLE, J.S., FOREST,
K.T., VIERSTRA, R.D, 2011), Z2etl (DAS, C., HOANG, Q.Q., KREINBRING,
C.A., LUCHANSKY, S.J., MERAY, R.K., RAY, S.S., LANSBURY, P.T., RINGE,
D., PETSKO, G.A, 2011), 3bjx (SCHMIDBERGER, JW., WILCE,
J.A., WEIGHTMAN, A.J., WHISSTOCK, J.C., WILCE, M.C.J. 2011) e 2lyz

(DIAMOND, R, 2011).
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Tabela 1 - Informacdes das Proteinas utilizadas para analisar as distancias internas

Cédigo PDB Classe | Topologia  Cadeia Regido N6

alfa + beta
2etl 5

alfa+ beta

2lyz - - -

Fonte: Laboratério de Simulagdo Molecular (UNESP)

Os resultados aqui mostrados servem apenas para ilustrar alguns
célculos feitos com as estruturas das proteinas apontadas na Tabela 1.

Para efeito de comparagdo, sera apresentado o resultado do calculo de
uma proteina que ndo possui No (2lyz).

A Opcéo 01 do software implementado, como foi ressaltado no item
Material e Métodos, rastreia exaustivamente as distancias internas de todas as
posi¢cdes da cadeia, buscando os aminoacidos carbono alfa para a realizacdo dos

calculos. As medidas geradas para as distancias internas estdo em A.
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Conforme se observa na Figura 33, notou-se que houve pouco
deslocamento em relacdo as distancias internas calculadas a partir do primeiro,

segundo e terceiro numeros de residuo do Ca.

Distancia A

T T L2 T T T 1

T T T T T
300 400 500 600 700

Numero do Residuo Carbono Alfa

o— T
-100 0 100 200

Figura 33 - Distancia interna entre Ca da proteina 2efv. A cor preta representa a primeira posicao do
aminodcido carbono alfa. O azul indica o calculo de distancias a partir da segunda posic¢édo do
aminoécido carbono alfa e o vermelho é a terceira posi¢éo do carbono. Fonte: Laboratério Simulagao
Molecular.
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A Figura 34 ilustra uma maior deformacdo em relacdo as distancias
internas de toda a proteina 2efv, o que se tornou possivel devido ao fato de o célculo
iniciar na posi¢do do meio da cadeia, ou seja, no quadragésimo terceiro aminoacido

carbono alfa.

Distancia A

I 2 1 L I Al 1

. — ———
-100 0 100 200 300 400 500 600 700
Numero do Residuo Carbono Alfa

Figura 34 - Distancia interna da proteina 2efv referente ao primeiro nimero do residuo (em preto) e
distancia interna no plano do quadragésimo terceiro residuo carbono alfa (em vermelho). Fonte:
Laboratério Simulagcéo Molecular.

Para melhor visualizar o deslocamento, apontam-se, na Figura 35, 0s
célculos da primeira posicdo do aminoacido carbono alfa em relacéo aos calculos de

sua ultima posicéo, verificando-se uma maior deformacéo.
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Distancia A

-5 X | (T ) [ ) P A (T e, ! P S
-100 0 100 200 300 400 500 600 700

Numero do Residuo Carbono Alfa

Figura 35 - Distancia interna da proteina 2efv referente ao primeiro nimero do residuo (em preto) e
célculo do ultimo residuo Ca (em vermelho). Fonte: Laboratério Simulagéo Molecular.

Ao implementar essa abordagem para automacao do programa de célculo
de distancias, esperava-se reconhecer padrfes visuais de comportamento na
proteina através da observacdo dos gréficos de distancia interna de todos os
numeros dos residuos Ca referentes a posicao diferente da cadeia.

Ocorreu o rastreio de todos os residuos do Ca e calcularam-se as
distancias internas de seus numeros, a fim de analisar o comportamento dos
carbonos a no plano e entender a sua forma geométrica.

Constatou-se que, nos calculos de distancia dos primeiros residuos, ha
pouca deformac&o. Contudo, no meio da cadeia, observou-se um deslocamento

maior que possibilitou melhor visualizagdo dos aminoacidos Ca. Entretanto, ao
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compara-lo com os calculos de distancias do ultimo numero de residuo, verificou-se
uma maior deformacéo, a qual impossibilitou a leitura do grafico, isto €, da distancia
entre o Ca do primeiro residuo e o Ca do n-esimo residuo.

Diante disso, subentendeu-se que os célculos de distancia do n-esimo
residuo sdo mais abertos levando a perda de sua estrutura original.

Concluiu-se, portanto, que o resultado de distancia interna contribui para
analisar o comportamento, no plano, de todos os residuos Ca, em todas as posi¢cées
possiveis da cadeia, porém, ndo contempla o reconhecimento de padrbes em

proteinas, o que compreenderia a primeira abordagem.

4.1.1 Resultados: Distancia Interna Proteina 1ns5

bY

Os resultados na Figura 36 referem-se a estrutura da proteina codigo
PDB 1ns5, cuja topologia matematica € 3;. Esta proteina possui duas cadeias,
sendo que, para cada uma delas, se verificam as distintas regides dos Noés. Tal
Figura é gerada pelo servidor web para a confirmacdo dos NoOs e de sua regido de

formacao, resultando em uma representacao grafica simplificada da estrutura.
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Resultados das Distancias Internas da Proteina 1ns5

Knot residuesl Chain start—stopl Knot type “
69-1214 1-1534 '3'1 Tmol wisualizati
) ) (trefoil knot) e
69-116B 1-155B zl Tmol wisualizati
g . (trefoil knot) et
Rexldues 69 1214
L:nm e Lugd st mo Mm'md ;'!A"mmun drlhv bnet

\

Figura 36 - Proteina 1ns5. Fonte: http://knots.mit.edul/.

Apo6s a analise pelo servidor web, a Figura 37 apresenta os célculos de
distancias internas da cadeia A. A regidao em vermelho representa a demarcacgéao da
area do N6 matematico. O mesmo gréfico foi gerado para a regido da cadeia B e

obteve-se o0 mesmo resultado.
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50 -

|

30

20 -

Distancia A

10

" I ~ 1 , I % I ' I " I " 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Numero do Residuo Carbono Alfa

Figura 37 - Distancia interna da proteina 1ns5 cadeia A. Em vermelho,
a demarcacéao da regido do NO. Fonte: Laboratdrio Simulacdo Molecular.

Verificou-se uma deformacéo do N6 da proteina em relagcdo ao N6 da
matematica, pois a topologia 3; apresenta uma simetria que dificilmente sera
encontrada na regido do N6 de uma proteina real.

Identificaram-se as distancias internas do NO matemético 3; e

constatou-se a sua simetria, conforme Figura 38.
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1,28 4

1,26

1,24 4

1,22 4

Distancia

1,20 +

1,18

Posicao

Figura 38 - Distancia interna do N6 Matematico 31 unidades arbitrarias.
Fonte: Laboratério Simulacdo Molecular.

Devido ao grau de deformacdo visto na Figura 37, destacado em
vermelho, pode-se notar a quantidade de concavidades e picos que formam o N6
matematico e observar a similaridade existente. Todavia, sem a demarcacdo da
regido do N6, como visto na literatura, torna-se impossivel a deteccdo do mesmo

pelo grafico de distancia interna.
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4.1.2 Resultados: Distancia Interna Proteina 2efv

Por meio do servidor web, verificou-se a confirmagdo dos NGs, sua regido
de formacao e a simplificagéo grafica de sua estrutura. A proteina € pequena, possuli
uma cadeia e sua topologia matematica é o N6 3;.

Na Figura 39, apresentam-se as distancias internas da proteina. A

demarcacdo em vermelho identifica os carbonos alfa que compdem a regido do No.

Distancia A

1 ’ I " 1 L I Al 1

. — —
-100 0 100 200 300 400 500 600 700
Numero do Residuo Carbono Alfa

Figura 39 - Distancia interna da proteina 2efv. Em vermelho, a demarcacéo da regido do N6.
Fonte: Laboratdrio Simulacéo Molecular.
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Apoés verificar-se o comportamento dos Nés no plano, a mesma regiéo foi
projetada em 3D. Desse modo, observou-se que os residuos dos Ca nao realizam o

cruzamento referente ao N6 matematico, como mostra a Figura 40.

Figura 40 -Distancias internas dos carbonos alfa da regiao do NG, conforme literatura (VIRNAU, P.;
MIRNY, A. L.; KARDAR, M., 2006).

Sugeriu-se, entdo, que fossem ampliados os residuos que compdem o
No6. Assim, pode-se ter a confirmacdo visual dos movimentos que pertencem a
formacao do N6 matematico.

A proposta € que sejam eliminados do C-terminal e N-terminal apenas
cinco carbonos alfa de cada lado para que se possa oferecer uma descricdo mais

adequada as caracteristicas do N6 matematico, como foi feito na Figura 41.
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Figura 41 - Distancias internas retirando cinco carbonos alfas de cada lado.
Fonte: Laboratério Simula¢éo Molecular.

4.1.3 Resultados: Distancia Interna Proteina 1ztu

Como se pode verificar na Figura 42, gerada pelo servidor web para a
confirmacdo dos NOs e de sua regido de formacéo, bem como para a simplificacéo
grafica da sua estrutura, a proteina 1ztu possui um dominio. O NGO matematico

referente a essa proteina é a topologia 4;.



RESULTADOS E DISCUSSOES

Resultados das Distancias Internas da Proteina 1ztu

Residues 41-298A

Knot in the lztu structure

|

Simplified representation of the knot

Jmol

Figura 42 - Proteina 1ztu. Fonte: http://knots.mit.edu/.

Nota-se que o grau de complexidade aumenta com topologias acima de
trés cruzamentos. Na Figura 43, sdo apontadas as distancias internas da proteina

1ztu, sendo a regido demarcada em vermelho aquela referente a regido do NoO

matematico.

by
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30 +4 | I

Distancia(A)

20

| T B T

- T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Nimero do Residuo Carbono Alfa

Figura 43 - Distancia interna Proteina 1ztu. Demarcacao em vermelho referente a topologia do N6 4,
Fonte: Laboratério Simula¢éo Molecular.

Constatou-se, assim, a dificuldade de identificacdo do N6 matematico por
similaridade. A topologia matematica do NO 4, ilustra as suas respectivas distancias
internas.

Conclui-se, portanto, que, para o N6 mateméatico 4,;, ndo houve uma
visualizacdo adequada que possibilitasse a identificacdo da regido do N6 como
esperavamos. Mesmo embasados na literatura, foi impossivel detectar qualquer

similaridade, conforme a Figura 44.
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Figura 44 - Distancia interna do N6 matematico 4, Fonte: Laboratério Simulacdo Molecular.

4.1.4 Resultados: Distancia Interna Proteina 2etl

Na Figura 45, pode-se observar a proteina 2etl gerada pelo servidor web
para a confirmacdo dos NOs, de sua regido de formacao, para a simplificacao gréafica

de sua estrutura e a ilustracdo de duas cadeias.
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Resultados das Distancias Internas da Proteina 2etl

Knot residuesl Chain start—stop‘ Knot typel Knot ]
10-216A 1-2234 5 Imol visualization
10-165B 1-223B 5 Jmol visualization
Restdues 10-216A
Knot m the 2ed) stiicnme Sunglified reprosentation of the knot

Jmol Jmo

Figura 45 - Proteina 2etl. Fonte: http://knots.mit.edu/.

Percebe-se que o resultado apresentado para a topologia 5, nao difere da
topologia 4,, resultante de um grau de complexidade para andlise de graficos de
distancias internas com mais de trés cruzamentos. O N6 matematico 5, pode ser visto

na Figura 46.
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Distancia

0 20 40 &0 80
Posigao

Figura 46 - Distancia interna topologia mateméatica 52 unidades arbitrarias.
Fonte: Laboratdrio Simulacdo Molecular.

Notou-se a distancia entre os dois graficos apresentados referente as

distancias internas da proteina 5.

Distancia (A)

M\% W

T T T v 1

24 T
0 500 1000 1500 2000

Namero do Residuo Carbono Alfa

Figura 47 - Distancia interna da cadeia A. Em vermelho, a regido do N6 5,
Fonte: Laboratério Simulacdo Molecular.
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4.1.5 Resultados: Distancia Interna Proteina 3bjx

A estrutura da Proteina 3bjx, apresentada na Figura 48, possui quatro
cadeias. Esta figura foi gerada pelo servidor web para a confirmacdo dos Nos e de
sua regido de formacéao e para a simplificacéo gréfica de sua estrutura.

O ponto de interrogacédo gerado pelo servidor web significa que né&o foi
possivel detectar o N6 6;. A topologia do N6 pode ser afirmada mediante consulta a

literatura (VIRNAU, P.; MIRNY, A. L.; KARDAR, M., 2006).

Resultados das Distancias Internas da Proteina 3bjx

Kaot residues Chain start stap Koot pe Koot

T1.288A 14.296A J mal cugowen
.

64 J65R +-2968 ] ‘md oY
L]

65 J65( o a J ol v e

1.245D 394D J el raioos
L

Joevhilues 1 2080

v e e gy st Pragdtie doge v oot o of e biat

Figura 48 - Proteina 3bjx. Fonte: http://knots.mit.edu/.
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Em relacéo ao resultado da distancia interna para o N6 6; e a proteina
gue o apresenta, ndo houve concordancia. Ressalta-se, ainda, que a dificuldade de
observagcdo no plano se intensifica ha medida em que o numero de cruzamentos

aumenta.

Distancia

1,20 +

1,18 4

1,16 +

114

M T
0 20 40 60 20 100
Posicao

Figura 49 - Distancia interna da topologia mateméatica N6 6, Fonte: Laboratério Simulacao Molecular.

A partir da literatura, identificaram-se as regifes dos N6s na proteina 3bjx,

evidenciando o seu grau de complexidade para a analise.
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Figura 50 -Distancia interna proteina 3bjx. Em vermelho, regido do N6 6, Fonte: Laborat6rio
Simulagéo Molecular.

4.1.6 Resultados: Distancia Interna Proteina 2lyz

O resultado referente a simulacdo da proteina Lizozima 2lyz que né&o

possui N6 pode ser visualizado na Figura 51.



RESULTADOS E DISCUSSOES 72

35 -

| | /\
a I I/M\, ,j ! }(\L
| It FW

B |
I (j U\f
3]
8 / |
g 15 - / I,
a ,' \ [
i } \/
|
| \ \'
5 |
gl |
1 \d T v 1 A 1 v L v ] v L} ¥ 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Numero do Residuo Carbono Alfa

Figura 51 - Distancias internas da Lisozima 2lyz. Fonte: Laboratério Simulagdo Molecular.

Considera-se impossivel assegurar se a Figura 51 possui ou ndo N6
matematico, uma vez que os NOs ndo apresentaram padrdo de comportamento que
pudesse ser identificado pela andlise gréafica. E com base na literatura (VIRNAU, P.;
MIRNY, A. L.; KARDAR, M., 2006) e no servidor web que afirmo, portanto, que a
Lizozima ndo possui N6 matematico.

Sendo assim, uma maneira encontrada para visualizar as estruturas
secundarias foi através do calculo de distancias internas dos carbonos alfa. Todavia,
esta identificacdo somente se torna possivel com o diagrama do BPBSum, pois,
como se ressaltou anteriormente, apenas pela observacdo do grafico ndo se pode

fazer tal afirmacao.
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Na Figura 52, as regifes destacadas em vermelho representam a hélice
a. Ja as demarcacdes em azul indicam a folha B. Os turns, por sua vez, foram
assinalados em verde na Figura 51.

A Figura 52 traz o diagrama da proteina que esta localizado no PDBSum.
Nela, mostra-se a correlacdo com a Figura 51 apontando os aminoacidos que

possuem hélice a, folha 8 e turns.

Figura 52 - PDBSum
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4.2 Resultados: Diedros

Os resultados mostrados a seguir foram gerados utilizando-se do
programa desenvolvido no laboratério de simulagdo molecular.

A Figura 53 apresenta o angulo diedro da proteina 2efv. Na figura, o eixo
das abscissas representa a posicao para os calculos referentes ao angulo diedro
gerado entre os planos compostos pela posicdo dos aminoacidos. Ja o eixo das

ordenadas corresponde aos resultados dos diedros calculados.
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Figura 53 - Diedros de todos os carbonos alfa. Em vermelho, Diedro da regido do N6. Fonte:
Laboratdrio Simulagédo Molecular.
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Observou-se que os angulos diedros gerados no plano, como mostra a
Figura 53, foram baseados apenas nos planos compostos por carbono alfa. Para
melhor visualizacdo, a Tabela 2 traz 0 modo como foram gerados os planos para o
calculo de diedros. Elaborou-se esta tabela com a finalidade de averiguar como os
planos foram calculados no software desenvolvido no laboratorio de simulagéo. A
primeira coluna é a de ordenacdo; a segunda introduz os carbonos alfa para a

formacéo do plano e a terceira apresenta os resultados dos calculos gerados pelo

software.
TABELA 2 - Planos para calculos dos diedros

Posicdo  Numero dos Carbonos Alfas envolvidos nos calculos Diedros
1 Plano 1 - ATOM 2,13,21 / Plano 2 — ATOM 13,21,30 60,35
2 Plano 1 - ATOM 39,48,57 / Plano 2 — ATOM 48,57,68 -116,76
5 Plano 1 - ATOM 73,80,91 / Plano 2 — ATOM 80,91,103 -140,160
4 Plano 1 - ATOM 111,123,132/ Plano 2 — ATOM 123, 132,140 -122,20
5 Plano 1 - ATOM 148,156,160 / Plano 2 — ATOM 156,160,171 62,93
6 Plano 1 - ATOM 180,188,199 / Plano 2 — ATOM 188,199,211 55,31
7 Plano 1 - ATOM 219,227,237 / Plano 2 — ATOM 227, 237,246 62,02
8 Plano 1 - ATOM 254,263,271/ Plano 2 — ATOM 263,271,278 109,66
9 Plano 1 - ATOM 287,295,302 / Plano 2 — ATOM 295,302,310 -121,16
10 Plano 1 - ATOM 318,326,333 / Plano 2 — ATOM 326,333,341 51,63
11 Plano 1 - ATOM 352,363,368 / Plano 2 — ATOM 363,368,376 47,34
12 Plano 1 - ATOM 385,390,399 / Plano 2 — ATOM 390,399,408,417 -161,51
13 Plano 1 - ATOM 417,429,438 / Plano 2 — ATOM 429,438,449 173,73
14 Plano 1 - ATOM 455,463,470 / Plano 2 — ATOM 463,470,478 -124,14
15 Plano 1 - ATOM 485,494,503 / Plano 2 — ATOM 494,503,512 47,01
16 Plano 1 - ATOM 521,528,536 / Plano 2 — ATOM 528,536,544 47,23
17 Plano 1 - ATOM 553,564,572 / Plano 2 — ATOM 564,572,576 172,72
18 Plano 1 - ATOM 585,591,596 / Plano 2 — ATOM 591,596,604 48,73
19 Plano 1 - ATOM 612,620,628 / Plano 2 — ATOM 620,628,636 48,29
20 Plano 1 - ATOM 642,651,659 / Plano 2 — ATOM 651,659,666 49,55

Fonte: Laboratério de Simulacao Molecular (UNESP)
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A Figura 54 ilustra o que se denomina de posi¢ao dos diedros no gréfico.
Observa-se que dois planos geram um diedro, cujo resultado esta atrelado a uma
posi¢ao no plano cartesiano. A proteina 2efv possui 87 carbonos alfa e 20 posi¢des

gue identificam os respectivos diedros.

Figura 54 - Posicéo 1 Proteina 2efv. Fonte: Laboratério Simulagdo Molecular.

Na Figura 55, apresentam-se os diedros da Lisozima 2lyz. Especifica-se
gue esta proteina ndo possui N6. Os diedros sdo exibidos no plano com o objetivo
de visualizar a conformacdo de uma proteina, uma vez que o enovelamento desta

depende dos diedros.
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Figura 55 - Diedros da Lisozima. Fonte: Laboratério Simulacdo Molecular.

A Lisozima contém 32 angulos diedros entre os carbonos alfa, os quais

contribuem para estabilizar a conformacao de sua estrutura. Observe a Tabela 3:

TABELA 3 - Mostra os calculos dos diedros da proteina 2lyz

Posicéo Diedros
1 -146,02
2 54,74
& 46,52
4 57,8
5 7,18
6 131,75

7 62,99
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8 46,83
9 48,45
10 134,46
11 175,38

12 103,2
13 -150,75
14 -133,68
15 -148,91
16 41,67
17 -116,11
18 60,39
19 163,45
20 -107,1
21 63,43
22 76,98
23 49,6
24 56,96
25 48,05
26 61,68
27 78,05
28 50,74
29 29,77
30 -85,64
31 64,23
32 130,31

Fonte: Laboratério de Simulacao Molecular (UNESP)

A hipoétese inicial em relagdo aos calculos dos diedros versava sobre a

busca por padrées, de modo que se pudesse fazer alguma correlagcdo com a area do
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N6. No entanto, ndo houve esta constatacdo. Os resultados encontrados

contribuiram para a visualizacdo do comportamento no plano do enovelamento.

4.3 Resultados Distancia ponta-ponta proteina inteira.

A distancia ponta-ponta consiste em um dos fatores importantes que

mantém a estrutura tridimensional. Esta distancia € representada em A.

TABELA 4 - Distancia Ponta-Ponta

Cédigo  Tamanho Distancia

PDB Ponta-Ponta
1ns5 153 37.657
2efv 87 35.946
1flj 259 49.964
1jd0 260 29.284
1kop 223 29.434
1rj6 259 43.067
1y7w 274 19.398
1znc 262 23.419
1hcb 258 41.367
1keq 238 19.976
1lug 259 37.635
1v9e 259 40.044
1293 263 52.186

Fonte: Laboratério de Simulagcao Molecular (UNESP)
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A Figura 56 ilustra a distancia ponta-ponta de uma proteina.

o )

Figura 56 - Proteina 2efv e seus respectivos carbonos alfa indicando, em sua cadeia, a distancia
ponta-ponta. Fonte: Laboratério Simulacao Molecular.
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4.4 Resultados Distancia ponta-ponta regido do N6

TABELA 5 - Distancia ponta-ponta — regido do N6

Cédigo  Tamanho Regido do Distancia
PDB NO Ponta-Ponta
1ns5 153 69-121 15.043
2efv 87 19-66 19.807
1flj 259 30-256 9.898
1jdo 260 28-257 20.780
1kop 223 36-223 10.323
1rj6 259 29-257 14.441
ly7w 274 37-270 12.810
1lznc 262 32-261 14.882
1lhcb 258 29-256 14.962
lkeq 238 7-234 14.401
llug 259 30-256 14.519
1v9e 259 32-256 10.237
1293 263 28-254 14.670

Fonte: Laboratério de Simulacdo Molecular (UNESP)

A Figura 57 ilustra a distancia ponta-ponta de uma proteina em sua regiao

do No.
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Figura 57 - Proteina 2efv e seus respectivos carbonos alfa indicando a distancia ponta-ponta em sua
configuracdo apenas da regido do No6. Fonte: Laboratério Simulagdo Molecular.

Em relacdo aos resultados de distancia ponta-ponta, percebe-se que, na
regido do N6, demarcada na Figura 56, ndo ha o N6 tridimensional. Em razédo disso,
os resultados apresentados fundamentam-se na literatura (VIRNAU, P.; MIRNY, A.
L.; KARDAR, M., 2006).

Observou-se, também, que a distancia ponta-ponta da regido do NO é
menor do que a distancia inteira da proteina, o que se acredita decorrer do fato de o

NO estar frequentemente no interior da cadeia e possuir maior estabilidade.
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4.5 Escala de Hidrofobicidade Regido do N6 (Knot)

Os aminoacidos com cadeias laterais polares sdo chamados de
hidrofilicos, ou seja, tém afinidade com a agua; jA& os aminoacidos com cadeias
laterais apolares sdo denominados hidrofébicos, isto é, repelem a agua.

A Tabela 6 apresenta a escala de hidrofobicidade utilizada neste trabalho
bem como a escala de Kyte-Doolitthe usada para delinear caracteristicas

hidrofébicas de uma proteina.

Tabela 6 - Escala Kyte-Doolitthe

Arg -4.5
Lys -3,9
Asp -3,5
Asp Acid -3,5
Glut -3,5
Glut Acid -3,5
Hist -3,2
Prol -1,6
Tyro -1,3
Trypt -0,9
Ser -0,8
Threo -0,7
Gly -0,4
Ala 1,8
Meth 1,9
Cyst 2,5
Pheny 2,8
Leu 3,8
Val 4,2
Iso 4,5

Fonte: J. Mol. Biol. 157:105-132(1982)
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A sequéncia da proteina 2efv comparece na Tabela 7. Na primeira coluna,

encontram-se 0s aminodcidos; na segunda, a sua posi¢cao; e, na terceira, a sua

hidrofobicidade.
Tabela 7 - Hidrofobicidade da regido do no proteina 2efv
Aminoacido Posicao Hidrofobicidade
Arginine 1 -4,5
Lysine 2 -3,9
Leucine 3 3,8
Arginine 4 -4,5
Tyrosine 5 -1,3
Leucine 6 3,8
Leucine 7 3,8
Histidine 8 -3,2
Lysine 9 -3,9
Leucine 10 3,8
GlutamicAcid 11 -3,5
Asparagine 12 -3,5
Valine 13 4,2
GlutamicAcid 14 -3,5
Asparagine 15 -3,5
Valine 16 4,2
AsparticAcid 17 -3,5
Isoleucine 18 4,5
AsparticAcid 19 -3,5
Threonine 20 -0,7
Leucine 21 3,8
Arginine 22 -4,5
Arginine 23 -4,5
Alanine 24 1,8
Isoleucine 25 45
GlutamicAcid 26 -3,5
Alanine 27 1,8
GlutamicAcid 28 -3,5
Lysine 29 -3,9
Lysine 30 -3,9
Tyrosine 31 -1,3
Lysine 32 -3,9
Arginine 33 -4,5
Serine 34 -0,8
Isoleucine 35 4,5
Threonine 36 -0,7
Leucine 37 3,8
Threonine 38 -0,7
GlutamicAcid 39 -3,5
GlutamicAcid 40 -3,5
GlutamicAcid 41 -3,5
GlutamicAcid 42 -3,5
Valine 43 4,2
Isoleucine 44 45
Isoleucine 45 45
Glutamine 46 -3,5
Arginine 47 -4,5
Leucine 48 3,8

Fonte: PDB, 2013
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Escala de Hidrofobicidade
o
1

Posicao

Figura 58 - Gréfico Hidrofobicidade em relacdo aos aminoacidos 2efv. Fonte: Laboratério Simulagéo
Molecular.

A Figura 58 representa graficamente a Tabela 7 onde se percebeu
aminoacidos com maior hidrofibicidade na regido do N6. Nao houve o resultado
esperado uma vez que a hipotese inicial era que se pudesse encontrar maior

hidrofobicidade na regiao do N6.
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4.6 Frequéncia de aminoé&cidos hidrofobicos

A Tabela 8 exibe as quantidades de ocorréncia dos mesmos aminoécidos

na regiao do NO.

Tabela 8 - Frequéncia de Aminoacidos da Proteina 2efv — Regido do N6 (Knots)

Aminoacido Numero de Hidrofobico/
Aminoacidos Hidrofilico
Arginine 6 Hidrofilico
Lysine 5 Hidrofilico
Leucine 7 Hidrofobico
Tyrosine 2 Hidrofébico
Histidine 1 Hidrofilico
GlutamicAcid 8 Hidrofilico
Asparagine 2 Hidrofilico
Valine 3 Hidrofébico
Isoleucine 5 Hidrofébico
AsparticAcid 2 Hidrofilico
Threonine 3 Hidrofilico
Alanine 2 Hidrofébico
Serine 1 Hidrofilico
Glutamine 1 Hidrofilico
Total 48

Fonte: Laboratdrio de Simulag&o Molecular (UNESP)

A representacdo grafica se encontra na Figura 59, apresentada a seguir.

Nela, para a regido do N6 na proteina 2efv, verificou-se a maior incidéncia de acido

glutamico existente na escala de hidrofobicidade Kyte-Doolitthe -3,5.
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Grafico de Frequéncia - Proteina 2efv
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Figura 59 - Frequéncia da Proteina 2efv regido do N6. Fonte: Laboratdrio Simulacdo Molecular.

bY

Nos resultados apresentados em relagcdo a escala de hidrofobicidade,
verificou-se maior incidéncia de hidrofilicos, refutando a hipétese inicial segundo a
qual haveria maior incidéncia de hidrofébicos na regido do NO, visto que o0 seu
posicionamento estava no interior da cadeia.

A Tabela 9 mostra o levantamento de incidéncias dos aminoacidos na
proteina inteira e a Figura 60, a sua representacdo grafica. A analise dos dados
indicou a incidéncia do aminoacido Leucina e Alanina, com maior frequéncia,

entretanto, de aminoacidos hidrofilicos
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Tabela 9 - Frequéncia de Aminoacidos da Proteina 1ns5

Aminoécidos Numero de | Hidrofobico/

Aminoécidos | Hidrofilico
SelenoMethionine | 4 Hidrofobico
Lysine 11 Hidrofilico
Leucine 19 Hidrofdbico
Glutamine 5 Hidrofilico
Valine 8 Hidrofdbico
Alanine 15 Hidrofobico
Glycine 11 Hidrofilico
Threonine 8 Hidrofilico
Proline 12 Hidrofilico
AsparticAcid 8 Hidrofilico
Tryptophan 5 Hidrofilico
Phenylalanine 3 Hidrofobico
GlutamicAcid 10 Hidrofilico
Tyrosine 3 Hidrofilico
Arginine 9 Hidrofilico
Isoleucine 8 Hidrofdbico
Asparagine 3 Hidrofilico
Histidine 3 Hidrofilico
Serine 7 Hidrofilico
Cysteine 1 Hidrofilico
Total 153

Fonte: Laborat6rio de Simulacédo Molecular (UNESP)
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Figura 60 - Frequéncia de Aminodcidos. Fonte: Laborat6rio Simulagdo Molecular.

Assim, em relacao as frequéncias dos aminoacidos, concluiu-se que

nao ha uma relacao de hidrofobicidade dos Ca como se esperava.
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5 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Nos graficos de distancias internas, encontrou-se uma abordagem
para identificar hélice a, folha B e turns. Entretanto, para a realizacdo do
mesmo, ha, ainda, a necessidade de parametros estabelecidos na literatura.

Houve uma razoavel concordancia referente as proteinas em sua
distdncia interna na topologia matematica, a 3;. Foi possivel detectar
similaridade em relacdo a quantidades de concavidades e picos em proteina
real. Porém, faz-se necessario o aporte da literatura para a confirmacdo da
area dos Nos.

Apresentou-se o comportamento do enovelamento pelos diedros do
Ca no plano assim como uma abordagem para conhecer a descricao de seu
caminho neste. Todavia, tal abordagem n&o contempla o encontro de padrdes
na regiao do NO.

Constatou-se que as distancias ponta-ponta da regidao dos Nés sao
menores devido ao fato de sua posicao estar no interior da cadeia.

Houve uma discordancia com a regido apresentada na literatura
referente aos Ca que compdéem o NO e, por essa razdo, sugeriu-se uma
ampliacdo destes para que, na projecao 3D, se possa visualizar o emaranhado
e 0S movimentos que caracterizam o NO.

Verificou-se, ainda, pela escala de hidrofobicidade, que os
aminoacidos sdo mais hidrofilicos na regido do NG, contrariando a hipétese

inicial.
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Em vista do exposto, concluiu-se que 0s objetivos propostos no
trabalho foram bem desenvolvidos. Contudo, ndo houve validacdo do programa
para reconhecimento de padroes em N6s em proteinas reais.

Para estudos futuros sera descrito 0 comportamento das topologias
matematicas apresentadas em forma de equacbes, 0 que possibilitara a
descricao de proteinas que possuam NOs matematicos parametrizados.

A equacao paramétrica de uma curva € a sua representacao através
de equacbes que expressam as coordenadas dos pontos da curva como
funcBes de uma variavel chamada parametro. Um exemplo é o circulo unitario
descrito pela equacao x2 + y2 = 1. Esta equacédo pode ser parametrizada tendo
t como parametro.

[cos (1), sin (1)],0 <t = 211] Equacéo 18

Outras equacbes paramétricas mais sofisticadas sédo possiveis,
como, por exemplo, a hélice, cuja equacdo é dada abaixo (na notagdo do
GeoGebra 5):

[2cos(3t), 2 sen(3t), t, 0, 100] Equacéo 19

Na Figura 61, temos a representacdo desta equacao paramétrica no

software GeoGebra.
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Figura 61 - Representacéo da equacao paramétrica de uma hélice. Fonte: Laboratorio
Simulacdo Molecular.

As equacdes paramétricas sao muito utilizadas em varias areas do
conhecimento, como na Fisica, onde a trajetéria de uma particula é

representada por uma equacao cujo parametro é o tempo.



REFERENCIA 93

REFERENCIAS

ADAMS, Colin C. The knot book. An elementary introduction to the
mathematical theory of knots. W. H. Freeman and Company, New York, 306
p., 1994. Disponivel em: <http://www.ams.org/mathscinet-
getitem?mr=1266837>. Acesso em: 04-11-2013.

ALEXANDER, W. J. Topological invariants of knots and links. Trans. Amer. Math.
Soc., Princeton University,Princeton, N. J., v. 30, n. 2, p. 275-306, 1928. Disponivel
em: < http://www.ams.org/journals/tran/1928-030-02/S0002-9947-1928-1501429-
1/S0002-9947-1928-1501429-1.pdf>. Acesso em: 04-11-2013.

ANDRAE, D. Molecular knots, links, and fabrics: prediction of existence and
suggestion of a synthetic route. New Journal of Chemistry, New York, v. 30, n.
6, p. 873-882, 2006. Disponivel em: < http://pub.uni-
bielefeld.de/publication/1598770 >. Acesso em: 04-11-2013.

ANFINSEN, C. B. The molecular basis of evolution. New York: Wiley, 1959.
228 p.

AUDOLY, B.; CLAUVELIN, N.; NEUKIRCH, S. Elastic knots. Phys Rev Lett,
New York, v. 99, n. 16, p. 164-301, oct. 2007. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17995255 >. Acesso em: 04-11-2013.

AR-NATAN, B. The Knot Atlas. Recuperado (2013). Disponivel em:
<http://katlas.org>. Acesso em: 04-11-2013.

BERG, J. M.; STRYER, L.; TYMOCZKO, J. L. Bioguimica. 6. ed. Rio de
Janeiro: Editora Guanabara Koogan Editora Guanabara Koogan, 2008. 672p.

BENACH, J.; SHEN, J.; ROST, B.; XIAO, R.; ACTON, T.; MONTELIONE,
G.; HUNT, J. F. Structure of YBEA from E. coli. New York, 2011. 300p.

BIRMAN, S. J. New points of view in knot theory. Bull. Amer. Math. Soc.
(N.S.), New York, v. 28, n. 2, p. 253-287, 1993. Disponivel em: <
http://www.ams.org/journals/bull/2008-45-02/S0273-0979-08-01196-8/ >.
Acesso em: 04-11-2013.

BORNSCHLOGL, T. et al. Tightening the knot in phytochrome by single-
molecule atomic force microscopy. Biophys J, New York, v. 96, n. 4, p. 1508-



REFERENCIA 94

1514, 18 feb. 2009. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1016/j.bpj.2008.11.012>. Acesso em: 04-11-2013.

BRASHER, R.; SCHAREIN, R. G.; VAZQUEZ, M. New biologically motivated
knot table. Biochem Soc Trans, New York, v. 41, n. 2, p. 606-611, apr. 2013.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1042/bst20120278>. Acesso em:_04-11-

2013.

BOLINGER, D. et al. A Stevedore's Protein Knot. PLOS Computational
Biology, New York v. 6, n. 4, 2010. Disponivel em:
<http://dx.plos.org/10.1371/journal.pcbi.1000731.pdf>. Acesso em: 04-11-2013.

CALVO, J. A. etal. Physical knots: knotting, linking, and folding geometric
objects in R3: AMS Special Session on Physical Knotting and Unknotting.
Providence: American Mathematical Society, 2002. 340 p.

CAMPBELL, M. K. Bioguimica Basica. 3. ed. Porto Alegre, 2001. 300p.

CHAMPE, P. C.; HARVEY, R. A.; FERRIER, D. R. Bioquimica llustrada. 4.
ed. Porto Alegre, 2008. 300p.

Code::Blocks. 2013. Disponivel em: < http://www.codeblocks.org/ >.

DASBACH, T. O.; LIN, X.-S. On the head and the tail of the colored Jones
polynomial. Compositio Math. [online], v. 142, n. 5, p. 1332-1342, 25 sep. 2006.
Disponivel em:
<http://journals.cambridge.org/action/displayAbstract?fromPage=online&aid=50
1884>. Acesso em: 04-11-2013

DAS, C. et al. Structural basis for conformational plasticity of the
Parkinson's disease-associated ubiquitin hydrolase UCH-L1. New York,
2011.

DIAMOND, R. Real-space refinement of the structure of hen egg-white
lysozyme. New York, 2011.

DAVID, L. N.; COX, M. M. Lehninger, Principles of Biochemistry. 5 ed.New
York, 2013. Disponivel em:
<http://bcs.whfreeman.com/lehninger5e/default.asp?s=&n=&i=&v=&0=&ns=0&u
id=0&rau=0 >. Acesso em: 04-11-2013.




REFERENCIA 95

DAY, I. N.; THOMPSON, R. J. UCHL1 (PGP 9.5): neuronal biomarker and
ubiquitin system protein. Prog Neurobiol, New York, v. 90, n. 3, p. 327-362,
mar. 2010. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.pneurobio.2009.10.020>.
Acesso em: 04-11-2013.

DZUBIELLA, J. Sequence-specific size, structure, and stability of tight protein
knots. Biophys J, New York, v. 96, n. 3, p. 831-839, feb. 2009. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/}.bpj.2008.10.019>. Acesso em: 04-11-2013.

ELIAHOU, S.; KAUFFMAN, H. L.; THISTLETHWAITE, B. M. Infinite families of
links with trivial Jones polynomial. Topology [online], v. 42, n. 1, p. 155-169,
jan. 2003. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/S0040-9383(02)00012-5>.
Acesso em: 04-11-2013

FORGAN, R. S.; SAUVAGE, J. P.; STODDART, J. F. Chemical topology:
complex molecular knots, links, and entanglements. Chem Rev, New York , V.
111, n. 9, p. 5434-5364, 14 sep. 2011. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1021/cr200034u >. Acesso em: 04-11-2013.

GRACY, J.; CHICHE, L. Structure and modeling of knottins, a promising
molecular scaffold for drug discovery. Curr Pharm Des, New York, v. 17, n. 38,
p. 4337-4350, dec. 2011. Disponivel em: <http://dx.doi.org/>. Acesso em: 04-11-
2013.

HONIG, B. Protein folding: from the levinthal paradox to structure prediction. J
Mol Biol, New York, v. 293, n. 2, p. 283-293, 22 oct. 1999. IDisponivel em:
<http://dx.d0i.org/10.1006/imbi.1999.3006>. Acesso em: 04-11-2013.

HORTON, H. E. A. Principles of Biochemistry. New York, 1992. 300p.

HSIEH, S. J. et al. Backbone NMR assignments of a topologically knotted
protein in urea-denatured state. Biomol NMR Assign, New York, 14 jul. 2013.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1007/s12104-013-9510-6>. Acesso em: 04-
11-2013.

IQF479 - Fisico - Quimica de Proteinas. 2013. Disponivel em:
<https://www.siga.ufrj.br/sira/repositorio-curriculo/disciplinas/A6 CFAE61-92A4-
F713-019B-2364E6992ECF.html>. Acesso em: 04-11-2013.

JIANG, N. et al. Distance-Independent Charge Recombination Kinetics in
Cytochrome c-Cytochrome ¢ Peroxidase Complexes: Compensating Changes
in the Electronic Coupling and Reorganization Energies. J Phys Chem B, New



REFERENCIA 96

York, v. 117, n. 31, p. 9129-9141, aug. 2013. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/23895339>. Acesso em: 04-11-2013.

JOURNAL MATHEMATICAL MODELLING AND ANALYSIS. [Online].
Purchase issue Publication Frequency 5 issues per year. p. 1648-3510.
Disponivel em: <http://inga.vgtu.lt/~art/>. Acesso em: 04-11-2013.

JOURNAL OF MATHEMATICAL MODELLING AND APPLICATION. [Online].
2013. Disponivel em: <http://proxy.furb.br/ojs/index.php/modelling>. Acesso
em: 04-11-2013.

KANG, T. S.; KINI, R. M. Structural determinants of protein folding. Cell Mol
Life Sci, New York, v. 66, n. 14, p. 2341-2361, jul. 2009. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1007/s00018-009-0023-5>. Acesso em: 04-11-2013.

KATRITCH, V. et al. Properties of ideal composite knots. Nature, New York, v.
388, n. 6638, p. 148-151, 10 jul. 1997. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1038/40582>. Acesso em: 04-11-2013.

KAUFFMAN, H. L. An invariant of regular isotopy. Trans. Amer. Math. Soc.
[online], v. 318, p. 417-471, 1990. Disponivel em:
<http://www.ams.org/journals/tran/1990-318-02/S0002-9947-1990-0958895-7/>.
Acesso em: 04-11-2013.

KERNIGHAN, B.; RITCHIE, D. C: A Linguagem de programagéao ANSI. New
York: Prentice Hall, 1988.

KING, N. P. et al. Structure and folding of a designed knotted protein. Proc Natl
Acad Sci U S A, New York, v. 107, n. 48, p. 20732-20737, 30 nov. 2010.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1007602107>. Acesso em: 04-
11-2013.

KOHL, N. cppreference.com. 2013. Disponivel em:
<http://en.cppreference.com/w/>. Acesso em:; 04-11-2013.

KOLESOQV, G. et al. Protein knot server: detection of knots in protein structures.
Nucleic Acids Res, Owford Journals [online], v. 35, n. Web Server issue, p.
W425-428, jul. 2007. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkm312>.
Acesso em: 04-11-2013.

KONIARIS, K.; MUTHUKUMAR, M. Knottedness in ring polymers. Physical
Review Letters, New York, v. 66, p. 2211-2214, apr. 1991. Disponivel em:



REFERENCIA 97

<http://adsabs.harvard.edu/abs/1991PhRVL..66.2211K>. Acesso em:; 04-11-
2013.

KRAFFT, C. F. Can science explain life? Lancaster: Science Press Printing
Company, 1931. 98 p.

LAL Y. L.; CHEN, C. C.; HWANG, J. K. pKNOT v.2: the protein KNOT web
server. Nucleic Acids Res, Owford Journals [online], v. 40, n. Web Server
issue, p. W228-231, jul. 2012. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1093/nar/gks592>. Acesso em: 04-11-2013.

LEHNINGER, A. L. Principios de bioquimica. New York, 1985. 300p.

LUA, R. C.; GROSBERG, A. Y. Statistics of knots, geometry of conformations,
and evolution of proteins. PLoS Comput Biol [online], v. 2, n. 5, p. e45, may
2006. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1371/journal.pcbi.0020045>. Acesso
em: 04-11-2013.

MALLAM, A. L. How does a knotted protein fold? Febs j [online], v. 276, n. 2, p.
365-375, jan. 2009. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1111/j.1742-
4658.2008.06801.x>. Acesso em: 04-11-2013.

MALLAM, A. L.; JACKSON, S. E. Folding studies on a knotted protein. J Mol
Biol [online], v. 346, n. 5, p. 1409-1421, 11 mar. 2005. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2004.12.055>. Acesso em: 04-11-2013.

MALLAM, A. L. et al. Knotted fusion proteins reveal unexpected possibilities in
protein folding. Mol Cell [online], v. 30, n. 5, p. 642-648, 6 jun. 2008. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2008.03.019>. Acesso em: 04-11-2013.

MARZOCCO, A.; TORRES, B. B. Bioquimica Basica. 3. ed. Rio de Janeiro:
2007.

MICHELSON, A. A.; MORLEY, E. W. On the Relative Motion of the Earth and
the Luminiferous Ether. American Journal of Science, New York, volume 03,
edicado, p. 449-463, 2007.

MELUZZI, D.; SMITH, D. E.; ARYA, G. Biophysics of knotting. Annu Rev
Biophys, New York, v. 39, p. 349-66, 2010. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20192771>. Acesso em: 04-11-2013.




REFERENCIA 98

MICROSOFT. Microsoft Office - Office.com. 2013. Disponivel em:
<http://office.microsoft.com/pt-br/>. Acesso em: 04-11-2013.

MILLETT, K. C. et al. Identifying knots in proteins. Biochem Soc Trans, New
York, v. 41, n. 2, p. 533-7, apr. 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1042/bst20120339>. Acesso em: 04-11-2013.

MOGLICH, A.; JODER, K.; KIEFHABER, T. End-to-end distance distributions
and intrachain diffusion constants in unfolded polypeptide chains indicate
intramolecular hydrogen bond formation. Proc Natl Acad Sci U S A [online], v.
103, n. 33, p. 12394-12399, 15 aug. 2006. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0604748103>. Acesso em:_04-11-2013.

ORIGINLAB. OriginLab - Origin and OriginPro - Data Analysis and Graphing
Software. 2013. Disponivel em: <http://www.originlab.com/>. Acesso em: 04-11-
2013.

OUELLETTE, B. F. F.; BAXEVANIS, A. D. Bioinformatics: a practical guide to
the analysis of genes and proteins. New York: John Wiley, 1998. 370 p.

OXFORD JOURNALS. Life Sciences. Nucleic Acids Research. Submitting to
the Web Server Issue. 2013. Disponivel em:
<http://www.oxfordjournals.org/our_journals/nar/for _authors/submission webse
rver.html>. Acesso em: 04-11-2013.

PDB. RCSB Protein Data Bank - RCSB PDB. 2013. Disponivel em:
<http://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=general information/pdb statistics/index.
html>. Acesso em: 04-11-2013.

QIAN, B. et al. High-resolution structure prediction and the crystallographic
phase problem. Nature [online], v. 450, n. 7167, p. 259-264, 14 oct. 2007.
Disponivel em:
<http://www.nature.com/nature/journal/v450/n7167/abs/nature06249.htm|>.
Acesso em: 04-11-2013.

RasMol and OpenRasMol. 2013. Disponivel em: <http://rasmol.org/>. Acesso
em: 04-11-2013.




REFERENCIA 99

RAWDON, E. J. et al. Knot localization in proteins. Biochem Soc Trans
[online], v. 41, n. 2, p. 538-41, apr. 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1042/bst20120329>. Acesso em: 04-11-2013.

ROYCHAUDHURI, R. et al. C-terminal turn stability determines assembly
differences between AB40 and AB42. J Mol Biol [online], v. 425, n. 2, p. 292-
308, jan. 2013. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/23154165>. Acesso em: 04-11-2013.

RUVINSKY, A. M. et al. Structure fluctuations and conformational changes in
protein binding. J Bioinform Comput Biol [online], v. 10, n. 2, p. 124, apr.
2012. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22809338>.
Acesso em: 04-11-2013.

SACKHEIM, G. I.; LEHMAN, D. D. Quimica e Bioquimica para ciéncias
biomédicas. 8. ed. Sdo Paulo: 2001. 300p

SCHMIDBERGER, J.W. et al. Structure of a Group | haloacid dehalogenase
from Pseudomonas putida strain PP3. 2011.

SHASTRI, A. Polynomial Representation of Knots. To6hoku Math J., New York,
v. 44, edicdo 2, p. 11-17, 1992.

SKRBIC, T.; MICHELETTI, C.; FACCIOLI, P. The Role of Non-Native
Interactions in the Folding of Knotted Proteins. PLOS Computational Biology,
New York, v. 8, n. 6, 14 jun. 2012. Disponivel em:
<http://dx.plos.org/10.1371/journal.pcbi.1002504.pdf>. Acesso em: 04-11-2013

SOUZA, M. et al. Solving the molecular distance geometry problem with
inaccurate distance data. BMC Bioinformatics [online], v. 14, Suppl 9, p. S7,
jun. 2013. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23901894>.
Acesso em: 04-11-2013.

SULKOWSKA, I. J. et al. Knotting pathways in proteins. Biochem Soc Trans
[online], v. 41, n. 2, p. 523-527, apr. 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1042/bst20120342>. Acesso em: 04-11-2013.

. Conservation of complex knotting and slipknotting patterns in proteins.
Proc Natl Acad Sci U S A [online], v. 109, n. 26, p. E1715-23, 26 jun. 2012.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1205918109>. Acesso em: 04-
11-2013.




REFERENCIA 100

SUMMIT, S. C Programming. 2013. Disponivel em:
<http://www.eskimo.com/~scs/cclass/>. Acesso em: 04-11-2013.

SULKOWSKA, I. J.; SULKOWSKI, P.; ONUCHIC, J. Dodging the crisis of
folding proteins with knots. 3 mar. 2009. Disponivel em:
<http://www.pnas.org/content/106/9/3119>. Acesso em: 04-11-2013.

SULKOWSKA, I. J. et al. Stabilizing effect of knots on proteins. 16 dec.
2008. Disponivel em: <http://www.pnas.org/content/105/50/19714.full>. Acesso
em: 04-11-2013.

SZYMCZAK, P. Tight knots in proteins: can they block the mitochondrial pores?
Biochem Soc Trans [online], v. 41, n. 2, p. 620-624, apr. 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1042/bst20120261>. Acesso em: 04-11-2013.

Kumarevel, T.S., Karthe, P., Kuramitsu, S., Yokoyama, S, Crystal Structure
of a Hypothetical Protein(MJ0366) from Methanocaldococcus jannaschii,
New York, 2011. 300p.

Thomson, W. On Vortex Motion. Transactions of the Royal Society of

Edinburgh, New York, v. 25, edi¢éo 2, 1868, p.217 — 260.

THE KNOTPLOT SITE. [online]. 2013. Disponivel em: <
http://www.knotplot.com/ >.Acesso em 04-11-2013.

Wagner, J.R., Brunzelle, J.S., Forest, K.T., Vierstra, R.D. A light-sensing
knot revealed by the structure of the chromophore-binding domain of
phytochrome, New York, 2011) 300p.

VIRNAU, P. Knots in the proteins - prediction server. [online]. 2013.
Disponivel em: < http://knots.mit.edu/ >. Acesso em 04-11-2013.

VIRNAU, P.; MALLAM, A.; JACKSON, S. Structures and folding pathways of
topologically knotted proteins. J Phys Condens Matter, v. 23, n. 3, p. 033101,
Jan 26 2011. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1088/0953-
8984/23/3/033101>. Acesso em 04-11-2013.




REFERENCIA 101

VIRNAU, P.; MIRNY, A. L.; KARDAR, M. Intricate Knots in Proteins: Function
and Evolution. PLOS Computational Biology, v. 2, n. 9, 2006/9/15 2006.
Disponivel em: < http://dx.plos.org/10.1371/journal.pchi.0020122.pdf > Acesso
em 04-11-2013.

VOET, D.; VOET, J. G. Bioquimica. 3. ed. Porto Alegre. 2006.

ZHANG, J. et al. Analysis of the relationship between end-to-end distance and
activity of single-chain antibody against colorectal carcinoma. Theoretical
Biology and Medical Modelling, v. 9, n. 1, p. 38, 2012-08-22 2012. Disponivel
em: < http://www.tbiomed.com/content/9/1/38 >. Acesso em 04-11-2013.




ANEXOS 102

7.0 Anexos

Programacdo de automacao de célculos de distancias internas e calculo dos diedros
#include <stdio.h>
#include <conio.h>
#include <stdlib.h>
#include <string.h>
#include <ctype.h>
#include <math.h>

#tinclude "funcoes.h"

int main()

{

FILE *origem,*atomos_CA,*coordenadas,*baseCoordenadas,*Distancia s, *destino,

*argAngulo, *teste;
char dados[50];
char linha[81];
char auxLinha[81];
char auxlinhaCA[81];
char string[100];
int primeiroAtomo=1;
tcoordenadas regUm, regDois;

int contador = 0;

while (TRUE)

{
system("CLS");

printf("Digite o nome do arquivo de origem: ");
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scanf("%s", dados);
if ((origem = fopen(dados, "r")) 1= NULL)
{
break;
}
printf("ARQUIVO NAO ENCONTRADO\NTECLE ALGO...");

getch();

atomos_CA  =fopen("atomos_CA.txt", "w");
coordenadas = fopen("coordenadas.txt", "w");
baseCoordenadas = fopen("base.txt", "w");

Distancias = fopen("Distancia s.txt", "w");

// Inicia estrutura auxiliar.

regDois.atomo =0;

regDois.x =0.0;
regDois.y =0.0;
regDois.z =0.0;

regDois.Distancia = 0.0;

while (fgets(linha, 81, origem)!=NULL)
{
strcpy(auxLinha,linha);
strcpy(auxlinhaCA, linha);

if (strcmp(substring(auxLinha,0,4), ATOM) == 0 &&
strcmp(substring(auxlinhaCA,13,2),CA)==0) // se a linha for iniciada por ATOM...
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// Coleta os dados necessarios do arquivo de origem.
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.atomo = atoi(substring(auxLinha, 7, 6));
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.x = atof(substring(auxLinha, 31, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.y = atof(substring(auxLinha, 40, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.z = atof(substring(auxLinha, 47, 7));

// Calcula a distancia

regUm.Distancia = calcDistancia (regUm.x, regUm.y, regUm.z, regDois.x, regDois.y,

regDois.z);

if (orimeiroAtomo == 1) //Se for o primeiro dtomo
{
primeiroAtomo=0;

regUm.Distancia =0.0;

regDois = regUm;

// Escreve nos arquivos de destino.
sprintf(string,"%s\n", linha);
//trocaFlutuante(string);

fprintf(atomos_CA, "%s",string);
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sprintf(string, "%s %5d %10.3f %10.3f %10.3f\n", ATOM, regUm.atomo, regUm.x,
regUm.y, regUm.z);

//trocaFlutuante(string);

fprintf(coordenadas, "%s", string);

sprintf(string, "%s %5d %10.3f %10.3f %10.3f\n", ATOM, regUm.atomo, regUm.x,
regUm.y, regUm.z);

//trocaFlutuante(string);

fprintf(baseCoordenadas, "%s", string);

sprintf(string, "%5d %10.3f\n", regUm.atomo, regUm.Distancia );
//trocaFlutuante(string);

fprintf(Distancia s, "%s", string);

}

fclose(origem);

fclose(atomos_CA);
fclose(coordenadas);
fclose(baseCoordenadas);
fclose(Distancia s);

// Mensagem de Conclus3o da fase 1
system("CLS");

H f"************************************************** m.
print n");

printf("*** OS ARQUIVOS BASE FORAM CRIADOS COM SUCESSO ***\n");
IFTEE(1 % 3K Sk Ak ko koS KR\ )\ )

’

printf("Tecle algo para continuar...");
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getch();

system("CLS");

/* Inicio da rotina de criagdo dos arquivos de pesquisa */

/* baseado em informacg&es do usuario */

/* = = = = = —==%

// Varidveis necessarias a Fase 2.
int CaReferencia =0; // Recebe o nimero do 4tomo a ser usado como
//referénciapara a criacdo dos novos arquivos
unsigned int HaReferencia = 0; // Controle que verifica se o nimero
// do atono digitado, existe no arquivo
char nomeDestinol[] = "dist_"; // Prefixo do nome dos arquivos
// que serdo criados
char extensaoDestino[] = ".csv"; // Extensdo dos arquivos
// que serdo criados
char opt, exibe;
exibe = '*';
tAngulo angulo[4];
int anguloLinha = 1;
float Ux, Uy, Uz;
float Vx, Vy, Vz;
float prodVet; // Guarda Resultado da Segunda Etapa
float raizU, raizV, prodUV; // Guarda Resultado da Terceira Etapa

float anguloFinal;
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// Menu

while (TRUE)

{

while (TRUE)

{

system("CLS");

printf("****************************\n");

printf("*** ftf *** MENU *** #t# ***\n");
printf("****************************\n");

printf("1 -> Distancia s Relativas - Gerar Automaticamente\n");
printf("2 -> Distancia s Relativas - Gerar Manualmente\n");
printf("3 -> Gerar Angulos\n");

printf("4 -> Gerar Angulos por Crammer\n");

printf("0 -> Sair\n");

printf("= = \n");

printf("Digite a Opcao (1, 2, 3, 4,0) ->");

// scanf("%d",&opt);

opt = getch();

if (opt =="1"[| opt =="2"| | opt =="3" || opt =="4" | | opt =="0")

{

break;

if (opt =="1") // Geragdo automatica dos arquivos
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// Mensagem de Espera

system("CLS");

printf("Aguarde a Criagdo dos arquivos... ");

// Cria e abre arquivo de Teste

teste = fopen("teste.txt", "w");

// Abre o Arquivo base.txt para leitura "r"

baseCoordenadas = fopen("base.txt", "r");

while (fgets(linha, 45, baseCoordenadas) != NULL)

{

printf("%c", exibe);

contador++;

// Captura nimero do atomo base atual
strcpy(auxLinha, linha);

regUm.atomo = atoi(substring(auxLinha,5,6));

// Captura coordenadas do atomo base atual
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.x = atof(substring(auxLinha, 14, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.y = atof(substring(auxLinha, 25, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.z = atof(substring(auxLinha, 36, 7));

[ FFRFFFA AR KRR R R R R ks KRR KRR R R R R R
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fprintf(teste, "%d -> ATOMO = %d <-> X = %f <-> Y = %f <-> Z = %f\n",

contador, regUm.atomo, regUm.x, regUm.y, regUm.z);

[ FFRFFFA AR KRR KR R R R R R ok sk KRR R R R R R R ok

// Cria nome para o novo Arquivo de Distdncia Relativa
strcpy(auxLinha,linha);
strcpy(dados, strcat(nomeDestino, trim(substring(auxLinha, 5, 6))));

strcat(dados,extensaoDestino);

// Abre o arquivo coordenadas para leitura "r"

coordenadas = fopen("coordenadas.txt", "r");

// Abre o arquivo de destino para escrita "w"

destino = fopen(dados, "w");

// Inicia looping secundario (arquivo coordenadas.txt)
// void lerArquivoDistancia sAbsolutas();
while(fgets(linha, 45, coordenadas) != NULL)

{

// captura as coordenadas

// do registro corrente

strcpy(auxLinha,linha);

regDois.atomo = atoi(substring(auxLinha, 5, 6));
strcpy(auxLinha,linha);

regDois.x = atof(substring(auxLinha, 14, 7));

strcpy(auxLinha,linha);



ANEXOS 110

regDois.y = atof(substring(auxLinha, 25, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regDois.z = atof(substring(auxLinha, 36, 7));
// Faz o Calculo da Distancia

// entre o dtomo de referéncia

// e os outros e Grava em um novo Arquivo

regDois.Distancia = calcDistancia (regUm.x, regUm.y, regUm.z, regDois.x, regDois.y,

regDois.z);

// Grava as informacdes no arquivo de destino
sprintf(string, "%5d;%10.3f\n", regDois.atomo, regDois.Distancia );
trocaFlutuante(string);

fprintf(destino, "%s",string);

// fecha os arquivos
fclose(coordenadas);
fclose(destino);
strcpy(nomeDestino,"dist_");
}
// fecha ultimo arquivo

fclose(baseCoordenadas);

// Mensagem de término do procsso.
system("CLS");

printf("Arquivos criados com Sucesso.\nPor Favor Tecle Algo Para Retornar ao

Menu...");
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getch();

}

else if (opt == '2') // Geragdo manual de arquivos

{

do

// Entrada

system("CLS");

printf("***************************\n"),‘

printf("Rastreando Distancia s\n");

printf(“***************************\n\nll).

’

printf("Para sair digite o valor zero\n\n");

printf("CA Referencia: ");

scanf("%d", &CaReferencia);

// Abertura do arquivo base

coordenadas = fopen("coordenadas.txt", "r");

// Verifica a Existéncia dos CAs digitados

// fazendo a verradura do arquivo Distancia s.txt

while(fgets(linha, 45, coordenadas) != NULL)

{

strcpy(auxLinha,linha);

regUm.atomo = atoi(substring(auxLinha, 5, 6));

if (CaReferencia == regUm.atomo) // dtomo de referéncia encontrado

{

HaReferencia = 1; // CA Referncia encontrado
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}

// Coleta coordenadas de referéncia
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.x = atof(substring(auxLinha, 14, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.y = atof(substring(auxLinha, 25, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regUm.z = atof(substring(auxLinha, 36, 7));
[ FEFEAEAAAA AR AR A AR AR A AR A KA KK
printf("X = %f - Y = %f - Z = %f\n\n",

regUm.x, regUm.y, regUm.z);

/ 3k 3k 3k 3k 3k >k 3k 3k 3k 3k 3k >k >k >k 5k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k 3k %k >k 5%k 3k 3k %k %k %k %k %k %k k

// Sai do looping

break;

else

HaReferencia = 0;

fclose(coordenadas); // fecha o arquivo coordenadas.txt

if (HaReferencia == 1) // Tudo em ordem

{

// Zera o flag para a proxima pesquisa

HaReferencia = 0;
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// Cria nome para o novo Arquivo de Distancia Relativa
strcpy(auxLinha,linha);
strcpy(dados, strcat(nomeDestino, trim(substring(auxLinha, 5, 6))));

strcat(dados,extensaoDestino);

// Cria e abre o novo
// arquivo de Distancia Relativa
// no modo de Escrita

destino = fopen(dados, "w");

// Escreve o cabecalho do arquivo

sprintf(string, "Distancia s Relativas entre o atomo %5d e os outros\n\n",

regUm.atomo);

trocaFlutuante(string);

fprintf(destino, "%s", string);

// Abertura do arquivo base

coordenadas = fopen("coordenadas.txt", "r");

// void lerArquivoDistancia sAbsolutas();

// Inicia a leitura do Arquivo
// de Distancias Absolutas
while(fgets(linha, 45, coordenadas) != NULL)

{

// captura as coordenadas
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// do registro corrente

strcpy(auxLinha,linha);

regDois.atomo = atoi(substring(auxLinha, 5, 6));
strcpy(auxLinha,linha);

regDois.x = atof(substring(auxLinha, 14, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regDois.y = atof(substring(auxLinha, 25, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regDois.z = atof(substring(auxLinha, 36, 7));

// Faz o Calculo da Distancia
// entre o dtomo de referéncia
// e os outros e Grava em um novo Arquivo

regDois.Distancia = calcDistancia (regUm.x, regUm.y, regUm.z, regDois.x,

regDois.y, regDois.z);

// Grava as informacdes no arquivo de destino
sprintf(string, "%5d;%10.3f\n", regDois.atomo, regDois.Distancia );
trocaFlutuante(string);

fprintf(destino, "%s",string);

// fecha os arquivos
fclose(coordenadas);
fclose(destino);

strcpy(nomeDestino,"dist_");
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// Exibe mensagem de término do processo
printf("Arquivo criado com sucesso!!!");
printf("Tecle algo para continuar!!!!\n\n");
getch();

}

else // Problemas

{

if(CaReferencia != 0)

{

printf("Tecle algo para continuar!!!!\n\n");

getch();

}
while (CaReferencia != 0);
}
else if (opt =="'3")
{
argAngulo = fopen("angulo.csv", "w");
coordenadas = fopen("coordenadas.txt", "r");
contador =0;
while (fgets(linha, 45, coordenadas) != NULL)
{
// captura as coordenadas

// do registro corrente
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strcpy(auxLinha,linha);
angulo[contador].x = atof(substring(auxLinha, 14, 7));
strcpy(auxLinha,linha);
angulo[contador]l.y = atof(substring(auxLinha, 25, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

angulo[contador].z = atof(substring(auxLinha, 36, 7));

//************************

//printf("Contador: %d - Linha Ang: %d\n", contador, anguloLinha);

//system("PAUSE");

/ 3k 3k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k 3k >k >k >k 5k 3k %k %k %k %k >k %k %k k ok

contador++;

if (contador == 4) // Calcula angulo
{
// zera contador

contador = 0;

// Executa féormula

// Primeira Etapa

Ux = angulo[1].x - angulo[0].x;
Uy = angulo[1].y - angulo[0].y;
Uz = angulo[1].z - angulo[0].z;

//printf("\nUx = %f - Uy = %f - Uz = %f\n", Ux, Uy, Uz);

Vx = angulo[3].x - angulo[2].x;
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}

Vy = angulo[3].y - angulo[2].y;
Vz = angulo[3].z - angulo[2].z;

[/printf("Vx = %f - Vy = %f - Vz = %f\n", Vx, Vy, Vz);

// Segunda Etapa
prodVet = (Ux * Vx) + (Uy * Vy) + (Uz * Vz);

//printf("Produto Vetorial = %f\n", prodVet);

// Terceira Etapa

raizU = sqrt(pow(Ux, 2) + pow(Uy, 2) + pow(Uz, 2));
raizV = sqrt(pow(Vx, 2) + pow(Vy, 2) + pow(Vz, 2));
prodUV = raizU * raizV;

//printf("Produto UV = %f\n", produUV);

// Quarta Etapa

anguloFinal = prodVet / prodUV;

//printf("Antes do cosseno = %f\n", anguloFinal);
anguloFinal = acos(anguloFinal)*180/PI;
//printf("Angulo Final = %f\n",anguloFinal);
//system("PAUSE");

sprintf(string, "%d;%f\n", anguloLinha, anguloFinal);
trocaFlutuante(string);

fprintf(argAngulo, "%s", string);

anguloLinha++;

fclose(argAngulo);
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}

fclose(coordenadas);
system("CLS");

if (contador == 0)

{

printf("O Conteudo do Arquivo eh Multiplo de 4\n");

else

printf("Restaram %d Atomos\n\n", contador);

}

printf("Tecle Algo para Continuar . ..");

system("PAUSE > NULL");

else if (opt =='4")

{

//******************************

printf("\n");

//******************************

// Define estruturas

tAngulo structCoord[3];

tDeterminantes structDet1, structDet?2;

// Abre Arquivo de origem e cria arquivo de destino (Crammer)
origem = fopen("base.txt", "r");

destino = fopen("crammer.csv", "w");

for (contador = 0; contador <= 2; contador++)

{
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fgets(linha, 45, origem);

// captura as coordenadas

// do registro corrente

strcpy(auxLinha,linha);

structCoord[contador].x = atof(substring(auxLinha, 14, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

structCoord[contador].y = atof(substring(auxLinha, 25, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

structCoord[contador].z = atof(substring(auxLinha, 36, 7));

// Chama a funcdo de célculo de determinante

structDet1.detPrincipal = determinante(structCoord[0], structCoord[1],

structCoord[2],'n");
structDetl.detA = determinante(structCoord[0], structCoord[1], structCoord[2],'x');
structDet1.detB= determinante(structCoord[0], structCoord[1], structCoord[2],"y');

structDet1.detC = determinante(structCoord[0], structCoord[1], structCoord[2],'z');

while(fgets(linha, 45, origem) != NULL)
{
structCoord[0] = structCoord[1];

structCoord[1] = structCoord[2];

strcpy(auxLinha,linha);
structCoord[2].x = atof(substring(auxLinha, 14, 7));

strcpy(auxLinha,linha);
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structCoord[2].y = atof(substring(auxLinha, 25, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

structCoord[2].z = atof(substring(auxLinha, 36, 7));

// Chama a funcdo de célculo de determinante

structDet2.detPrincipal = determinante(structCoord[0], structCoord[1],

structCoord[2],'n");

structDet2.detA = determinante(structCoord[0], structCoord[1],

structCoord[2],'x");

structDet2.detB = determinante(structCoord[0], structCoord[1],

structCoord[2],'y");

structDet2.detC = determinante(structCoord[0], structCoord[1],

structCoord[2],'z");

}

// Chama a func¢do que calcula o dngulo através de Crammer

anguloFinal = anguloCrammer(structDet1, structDet2);

// Grava o resultado final no arquivo

sprintf(string, "%d;%f\n", anguloLinha, anguloFinal);
trocaFlutuante(string);

fprintf(destino, "%s", string);

anguloLinha++;

structDet1 = structDet2;

fclose(origem);

fclose(destino);

printf("Tecle Algo para Continuar . ..");

system("PAUSE > NULL");
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else

system("CLS");

printf("Deseja Sair do Sistema (s/n)?");
opt = getch();

opt = toupper(opt);

if (opt =="'S")

{

break;

// Finaliza e sai do sistema

return O;
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Determinando as func¢des

/ Prototipacdo de fungdes.

char * substring(char *origem, int inicio, int quant);

char *Itrim(char *s);

char *rtrim(char *s);

char *trim(char *s);

float calcDistancia (float x1, float y1, float z1, float x2, float y2, float z2);

float determinante(tAngulo al, tAngulo a2, tAngulo a3, char ch);

float anguloCrammer(tDeterminantes d1, tDeterminantes d2);

void trocaFlutuante(char *string);

// void lerArquivoDistancia sAbsolutas(void);
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Fungdes para extrair

include <stdio.h>

#include <stdlib.h>
#include <string.h>
#include <math.h>
#include <ctype.h>

#tinclude "funcoes.h"

// Funcgdo que extrai substrings de uma string
char * substring(char *origem, int inicio, int quant)
{

char *res = origem;

inti=0;

// posigdo inicial menor que 0 ou

// posigdo inicial muito exagerada?
if((inicio < 0) || (inicio > strlen(origem)))
{

inicio = 0;

// quantidade de caracteres muito exagerada?
if(quant > inicio + strlen(origem))

{

guant = strlen(origem) - inicio;
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// obtem os caracteres desejados
for(i=0; i<=quant - 1; i++)
{

res[i] = origem[inicio +i];

// marca o fim da string

res[i] = "\0';

return res;

// Funcdes TRIM

char *Itrim(char *s)
{
while(isspace(*s)) s++;

returns;

char *rtrim(char *s)

{
char* back = s + strlen(s);
while(isspace(*--back));
*(back+1) = '\0';

returns;
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char *trim(char *s)
{
return rtrim(ltrim(s));
}
// fungdo que calcula as distancias entre os atomos no espaco (coordenadas x, y, z).
float calcDistancia (float x1, float y1, float z1, float x2, float y2, float z2)
{
x2 = pow((x2 - x1), 2);
y2 = pow((y2 - y1), 2);

z2 = pow((z2 - z1), 2);

return sqrt(x2 +y2 + z2);

// Troca os pontos por virgulas
void trocaFlutuante(char *string)
{
unsigned char ch;
inti=0;
while ((ch = string[i]) !="\0")
{
// printf ("%d - %c\t",ch, ch);
if (ch == 46) // ponto
{

ch =44; //virgula
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}
string[i] = ch;

i++;

7’

float determinante(tAngulo al, tAngulo a2, tAngulo a3, char ch)

{

float det, p1, p2, p3, s1, s2, s3, inv=-1;

switch (ch)
{
case 'x":
al.x=1;
a2.x=1;
a3.x=1;
break;
case 'y"
aly=1;
a2y=1;
ady=1;
break;
case 'z":
al.z=1;
a2.z=1;
a3.z=1;
break;

default:
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break;

/*

printf("%f\t%f\t%f\n", al.x, al.y, al.z);
printf("%f\t%f\t%f\n", a2.x, a2.y, a2.z);
printf("%f\t%f\t%f\n", a3.x, a3.y, a3.z);

*/

// Diagonal Principal
pl=(al.x*a2.y*a3.z);
p2 =(al.y * a2.z * a3.x);

p3 =(al.z *a2.x * a3d.y);

// Diagonal Secundaria
sl=inv* (al.z * a2.y * a3.x);
s2 =inv * (al.x * a2.z * a3.y);

s3=inv * (al.y *a2.x * a3.z);

// Determinante

det=pl+p2+p3+sl+s2+s3;

/*
printf("P1 = %f - P2 = %f - P3 = %f - S1 = %f - S2 = %f - S3 = %f - Determinante = %f\n",
pl, p2, p3, s1, s2, s3, det);

system("PAUSE");

*/
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return det;

float anguloCrammer(tDeterminantes d1, tDeterminantes d2)

{

float angulo;

angulo = dl.detA * d2.detA + d1.detB * d2.detB + d1.detC * d2.detC;

angulo /= ((sqrt(pow(d1.detA,2) + pow(d1.detB,2) + pow(d1.detC,2))) *

(sqrt(pow(d2.detA,2) + pow(d2.detB,2) + pow(d2.detC,2))));

angulo = acos(angulo)*180/PI;

return angulo;

// Inicia a leitura do Arquivo

// de Distancias Absolutas

/* void lerArquivoDistancia sAbsolutas()
{

while(fgets(linha, 45, coordenadas) != NULL)

{

// captura as coordenadas

// do registro corrente
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strcpy(auxLinha,linha);

regDois.atomo = atoi(substring(auxLinha, 5, 6));
strcpy(auxLinha,linha);

regDois.x = atof(substring(auxLinha, 14, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regDois.y = atof(substring(auxLinha, 25, 7));
strcpy(auxLinha,linha);

regDois.z = atof(substring(auxLinha, 36, 7));

// Faz o Calculo da Distancia
// entre o 4&tomo de referéncia
// e os outros e Grava em um novo Arquivo

regDois.Distancia = calcDistancia (regUm.x, regUm.y, regUm.z, regDois.x, regDois.y,

regDois.z);

// Grava as informacdes no arquivo de destino

fprintf(destino,"%5d;%10.3f\n", regDois.atomo, regDois.Distancia );
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