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APRESENTACAO

Com grande expectativa apresentamos o primeiro volume da colecéo “Ciéncias
da Saude: da teoria a pratica”. Ao todo sdo onze volumes que irdo abordar de forma
categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos, revisbes e
inferéncias sobre esse amplo e vasto contexto do conhecimento relativo a saude. A
obra reune atividades de ensino, pesquisa e extensdo desenvolvidas em diversas
regides do pais, que analisam a saude em diversos dos seus aspectos, percorrendo o
caminho que parte do conhecimento bibliografico e alcanga o conhecimento empirico
e pratico.

Partindo da teoria e caminhando em direcao a pratica observamos fundamentos e
caracteristicas que influenciam o contexto da salde e que necessariamente precisam
ser analisados em todos os seus ambitos. Por mais que as estratégias nem sempre
sejam as melhores, o esfor¢o e dedicacéo de diversos pesquisadores brasileiros tem
fomentado e promovido a saude.

Assim, nesse primeiro volume, observamos e selecionamos obras e trabalhos
que agregassem conhecimento relevante associados a inteligéncia artificial,
bioinformatica, diagnostico, avaliacdo clinica, terapéutica, doencas genéticas,
intervencdes farmacéuticas, avaliagdo de medicamentos, doencas virais dentre outras
diversas tematicas ligadas a pesquisa basica e desenvolvimento.

Assim apresentamos nesse primeiro volume, contetudo importante ndo apenas
pela teoria bem fundamentada aliada a resultados promissores, mas também pela
capacidade de professores, académicos, pesquisadores, cientistas e principalmente da
Atena Editora em produzir conhecimento em saude nas condi¢des ainda inconstantes
do contexto brasileiro. Nosso profundo desejo é que este contexto possa ser
transformado a cada dia, e o trabalho aqui presente pode ser um agente transformador
por gerar conhecimento em uma area fundamental do desenvolvimento como a saude.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 5

ANALISE DE PLATAFORMAS E METODOLOGIAS
PARA INTERACAO PROTEINA-PROTEINA COMO
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RESUMO: Introducao: As interag¢des proteina-
proteina formam a base para a grande maioria
dos eventos celulares, incluindo a transdugao
de sinais e regulacao transcricional. Objetivo:
Consistiu em demonstrar a grande importancia
das interacbes proteina-proteina (IPPs) que
sao fundamentais em orquestrar os eventos
em uma célula. Métodos: Foi realizado um
levantamento bibliografico, utilizando-se como
descritor: redes de interacao, proteina-proteina,
bioinformatica, utilizando o banco de dados
do pubmed, foram selecionados no total os
principais artigos e foi feita uma leitura analitica
para ordenar as informagdes e identificar

Ciéncias da Salde: da Teoria a Pratica

FERRAMENTA IN SILICO

o0 objeto de estudo. Resultados: Tendo
em vista os diversos campos de aplicagao
desenvolvemos a discussdao embasada nas
principais plataformas e metodologias para
interacdo proteina-proteina como ferramenta
in silico entre elas o PDB, PROSITE, HPRD,
UniProtKB, Swiss-Prot, DIP, STRING, DOCK,
AutoDock, AutoDock Vina, MVD, FLEXX,
PharmDock, GOLD e GROMACS. Conclusao:
As metodologias e plataformas de Interacéo
Protéina-Protéina fornecem uma visédo geral
simplificada de interagcées que ocorrem dentro
de uma célula.

PALAVRAS-CHAVE:
proteina; bioinformatica; in silico.

redes de interacdo;

ANALYSIS OF PLATFORMS AND
METHODOLOGIES FOR PROTEIN-PROTEIN
INTERACTION AS ATOOL IN SILICO

ABSTRACT: Introduction:
interactions form the basis for the vast majority

Protein-protein

of cellular events, including signal transduction
Objective:
Consisted in demonstrating the greatimportance

and transcriptional regulation.
of protein-protein interactions (IPPs) that are
fundamental in orchestrating the events in a
cell. Methods: A bibliographical survey was
carried out, using as descriptor: interaction

networks, protein-protein, bioinformatics, using
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the pubmed database, the main articles were selected in total, and an analytical reading
was made to sort the information and identify the study object. Results: In view of the
different fields of application, we developed the discussion based on the main platforms
and methodologies for protein-protein interaction as an in silico tool including PDB,
PROSITE, HPRD, UniProtKB, Swiss-Prot, DIP, STRING, DOCK, AutoDock, AutoDock
Vina, MVD, FLEXX, PharmDock, GOLD and GROMACS. Conclusion: Protine-Protein
Interaction platforms and methodologies provide a simplified overview of interactions
that occur within a cell.

KEYWORDS: interaction network; protein; bioinformatics; in silico.

INTRODUCAO

As Proteinas controlam praticamente todos os processos que ocorrem em uma
célula, exibindo uma quase infinita diversidade de fun¢des. Para explorar o mecanismo
molecular de um processo biologico. Proteinas sdo as macromoléculas biologicas
mais abundantes, ocorrendo em todas as células e em todas as partes das células. As
proteinas também ocorrem em grande variedade; milhares de diferentes tipos podem
ser encontrados em uma unica célula. As proteinas sdo os instrumentos moleculares
pelos quais a informacgéo genética € expressa. A cadeia simples de letras que denota
a sequéncia de aminoacidos de uma proteina tem uma riqueza surpreendente de
informacdes. A medida que mais sequéncias de proteinas se tornaram disponiveis, o
desenvolvimento de métodos mais poderosos para extrair informacdes a partir delas
se tornou um importante empreendimento bioquimico 2.

As interacbes proteina-proteina formam a base para a grande maioria dos
eventos celulares, incluindo a transdugao de sinais e regulacao transcricional. Agora
se entende que o estudo das interagcbes entre macromoléculas celulares é fundamental
para a compreensao dos sistemas biolégicos. As interagdes entre proteinas foram
estudadas através de uma série de experimentos de alto rendimento e também foram
preditos através de uma série de métodos computacionais que alavancam a grande
quantidade de dados de sequéncia gerados na ultima década *4°.

O proteoma reflete a expresséo funcional do genoma, ou seja, o estado atual
de funcionamento de um determinado sistema biol6gico em condi¢des fisioldégicas
especificas. Essa caracteristica faz com que a investigacdo do proteoma se torne
um importante desafio, pois a expressao génica de uma célula é bastante dinamica,
dependendo do estado de desenvolvimento, da presenca de ativadores ou inibidores
e também das condi¢cdes do meio ambiente 7%,

Os fendmenos fisico-quimicos desencadeados pelas interagdes intermoleculares
entre ligantes e receptores macromoleculares s&o a chave para o entendimento
dos processos bioldgicos. O entendimento das intera¢des proteina-ligante no nivel
molecular € de suma importancia na compreensao dos mecanismos de acao das
moléculas pequenas, revelando um panorama muito complicado, em que diversos
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efeitos podem ser responsaveis pela interacdo de uma determinada substancia frente
ao seu receptor macromolecular °1°.

Deste modo, o0 objetivo do estudo consistiu em demonstrar a grande importancia
das interacbes proteina-proteina (IPPs) que sao fundamentais em orquestrar os
eventos em uma célula.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um levantamento bibliografico, utilizando-se como descritor:
redes de interacdo, proteina-proteina, bioinformética, utilizando o banco de dados do
pubmed, foram selecionados no total os principais artigos, no periodo de 2000 a 2018,
em lingua portuguesa, espanhola e inglesa. Além disso como critérios de exclusao
foram selecionados artigos que nao abordavam Redes de Interagdo Proteina-proteina
e outras informacgbes especificas correlacionadas ao assunto. Finalmente, foi feita
uma leitura analitica para ordenar as informacdes e identificar o objeto de estudo

RESULTADOS E DISCUSSAO

Redes de Interacao Proteina-Proteina

A avalanche de dados genémicos que inunda os bancos de dados de dominio
publico € um fendbmeno corriqueiro nos dias de hoje. Somente no site do National
Center for Biotechnology Information (NCBI), estédo disponiveis 78.028.152 proteinas
e 17.862.608 transcritos de RNA, de 66.224 organismos, segundo informagdes do
Release 80 do banco de dados de RefSeq do NCBI (“NCBI Reference Sequence
(RefSeq) Database - Release 80”, 2018) que mostra a evolugdo da quantidade de
proteinas com informagdes disponiveis no NCBI'.

Existem atualmente diversas metodologias experimentais para realizar a predicao
de redes interacao de proteinas. Entre elas, esta a técnica de duplo hibrido utilizada
para detectar interacdes fisicas entre proteinas, e que atualmente com o advento da
miniaturizacdo e robotica passou a ser empregada em larga escala. Simultaneamente,
métodos de purificacdo por afinidade acoplados a espectrometria de massa de alta
producao estao sendo utilizados na determinagcéo de complexos proteicos 21310,

Bancos de dados e ferramentas de bioinformatica

Existem diversos Bancos de dados e ferramentas de bioinformatica capazes
de predizer a estrutura terciaria de uma proteina, tendo como informacéao apenas a
sequéncia dos residuos de aminoacidos e suas interagdes fisico-quimicas, entre si e
com 0 meio.
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Protein Data Bank (PDB)

O PDB é um arquivo de estruturas tridimensionais de macromoléculas
biolégicas determinadas experimentalmente, contendo quase todas as estruturas
macromoleculares (proteinas, RNA, DNA, etc.) elucidadas até o momento. A cada
estrutura € atribuido um cédigo de identificacdo (um cédigo de quatro caracteres,
chamado de PDB ID. Arquivos de dados adicionais fornecem informacdes de como
as estruturas foram determinadas e sua precisdao. As coordenadas atbmicas podem
ser convertidas em uma imagem da macromolécula com a ajuda de programas de
visualizacao de estruturas’.

A principal funcéo deste banco de dados é organizar estruturas estruturais em 3D,
dados de grandes moléculas biolégicas, incluindo proteinas e acidos nucleicos de todos
0s organismos, incluindo bactérias, leveduras, plantas, moscas, outros animais e seres
humanos. As tridimensionais estruturas das macromoléculas biologicas disponiveis
com PDB é determinado por métodos experimentais, tais como Cristalografia por raios
X, ressonancia magnética nuclear (RMN) espectroscopia, microscopia eletronica *°.

Prosite

O banco de dados PROSITE consiste em uma grande colecdo de assinaturas
biologicamente significativas que sdo descritos como padrées ou solugdes. Cada
assinatura € ligada a documentacdo que fornece informacgbes bioldgicas Uteis,
informacdes sobre a familia de proteinas, dominio ou site funcional identificado pela
assinatura 6.

Cada assinatura do PROSITE esta vinculada a um documento de anotagao onde
0 usuario pode obter informacdes sobre a familia de proteinas ou dominio detectado
pela assinatura: origem de seu nome, ocorréncia taxondmica, arquitetura de dominio,
funcao, 3D estrutura, principais caracteristicas da sequéncia e algumas referéncias.
Recentemente, para familias ou dominios cuja estrutura é conhecida, um link direto
para uma entrada representante PDB é fornecida na documentacgéao, a fim de fazer a
descricéo da estrutura 3D mais compreensivel 7.

Referéncia de Proteina Humana (HPRD)

O Banco de Dados HPRD é um recurso derivado experimentalmente de
informagcdes sobre o proteoma humano, incluindo interacbes proteina-proteina,
modificagdes pos-traducionais (PTMs) e expressao tecidual 819,

O HPRD contém anotacdes relativas a proteinas humanas com base em
evidéncias experimentais da literatura (HPRD, PERI, 2003). Isso inclui Interacées
Proteina-Proteina (PPIs), bem como informagdes sobre modificagcdes pos-traducionais,
localizagdo subcelular, arquitetura de dominio proteico, expressao e associacéo
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de tecidos com doencas humanas. Além das interagdes de proteinas com outras
proteinas, HPRD também relata interagcbes de proteinas com &cidos nucleicos e
pequenas moléculas. Os dados do PPI sdo subclassificados como interagdes binarias
ou complexas com base na topologia € no numero de participantes. PPIs binarios sao
interacdes diretas entre duas proteinas 202,

Universal Protein Resource (UniProtKB / Swiss-Prot)

Universal Protein Resource (UniProt) € um desses recursos-chave que atua como
um centro central de conhecimento sobre proteinas, oferecendo uma viséao unificada de
sequéncia proteica e informacéo funcional. A curadoria de especialistas constitui uma
atividade central do UniProt Knowledgebase (UniProtKB), que é composto de duas
secoes, UniProtKB / Swiss-Prot, a se¢do revisada que contém habilmente registros
curados com informacdes extraidas da literatura e analise computacional avaliada
pelo curador e UniProtKB / TrEMBL, a se¢ao nao revisada com registros analisados
computacionalmente, enriquecida com anotacdo automatica 2223,

O objetivo de uma curadoria totalmente manual Registro UniProtKB é descrever
todas as proteinas conhecidas produtos para um dado gene para uma dada espécie
e fornecer um resumo da caracterizagado experimental publicada para cada produto
proteico. Dados capturados de a literatura inclui nomes de proteinas e genes,
funcéo, atividade catalitica, cofatores, informacdes sobre vias, localizagéo subcelular,
interacdes proteina-proteina, padrao de expressao e fenotipos ou doencgas associadas
a variantes em uma proteina. Curadoria da sequéncia proteica inclui sites ou regiées
funcionais, bem como variantes formas proteicas produzidas pela variacdo genética
natural, Edicdo de RNA, splicing alternativo, processamento proteolitico e modificagcdes
pés-traducionais (PTMs) 2.

Database of Interacting Proteins (DIP)

O banco de dados DIP lista os pares de proteinas que sao conhecidos por interagir
uns com os outros. O banco de dados relaciona esses pares para ajudar aqueles que
estudam uma interacdo proteina-proteina em particular, mas também aqueles que
investigam vias regulatérias e de sinalizag&o inteiras, bem como aqueles que estudam
a organizacao e a complexidade da rede de interagéo protéica no nivel celular .

O banco de dados DIP cataloga interacées experimentalmente determinadas
entre as proteinas. Ele combina informacgdes de varias fontes para criar um conjunto
unico e consistente de interagdes proteina-proteina. Os dados armazenados no banco
de dados DIP foram curados manualmente por curadores especialistas e também
automaticamente usando abordagens computacionais que utilizam o conhecimento
sobre as redes de interagdo proteina-proteina extraidas do subconjunto de nucleo
mais confiavel dos dados DIP 262728,
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Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING)

O STRING é uma plataforma que tem como objetivo organizar e disponibilizar
dados de interacdo proteina-proteina, incluindo associacbes diretas (fisicas) e
indiretas (funcionais) 2°. Esse banco de dados se diferencia dos outros por agregar
em um unico local tanto dados experimentais quanto preditos, possuir um escore de
confianca associado a cada interagdo, permitir a transferéncia dos seus dados brutos
e apresentar recursos flexiveis de criagcdo online de redes, com a possibilidade de
recuperacao dos dados associados as redes criada 304,

O STRING obtém seus dados a partir de varias fontes e, conforme descrito acima,
atribui escores de confianca para cada uma delas. As fontes de dados s&o: vizinhanca
gendmica (neighborhood), fusdo génica (fusion), co-ocorréncia entre espécies
(cooccurence), co-expressao na mesma ou em outras espécies (coexpression), dados
experimentais (experimental), bancos de dados (database) e minera¢ao de dados na
literatura (textmining). Ele também possui um escore combinado (combined_score),
gue é o resultado da ponderacéao entre os valores atribuidos a cada fonte #°.

Docking Molecular

O Docking molecular € um método computacional usado para prever a interacéo
de duas moléculas gerando um modelo de ligagdo. Em muitas aplicagdes de descoberta
de drogas, o encaixe é feito entre uma pequena molécula e uma macromoléculas, por
exemplo, acoplamento de proteina-ligante. Mais recentemente, o docking também é
aplicado para prever o modo de ligacdo entre duas macromoléculas, por exemplo
proteina-proteina .

O encaixe molecular consiste em trés objetivos principais: estimar a previsao, a
triagem virtual e a estimativa da afinidade de ligagao 32

Para aplicagbes préaticas, o docking deve ser integrado com outras técnicas
experimentais ou computacionais, dependendo dos principais objetivos do estudo. Por
exemplo, biofisico ou experimentos bioquimicos tem que ser feito para confirmar a
ligacéo ou atividade bioldgica prevista com docking 2.

A aplicagcao pratica do encaixe molecular requer banco de dados para a busca
de alvo de interesse e uma metodologia para avaliar o ligando. Para conseguir isso,
existem varias ferramentas de ancoragem molecular e metodologias estao disponiveis.
Estas ferramentas computacionais fornecem a hierarquia para potenciais ligandos
com base na sua capacidade de interagir com determinados candidatos-alvo 34353,

Dock

Varios métodos para realizar a complementaridade de forma precisa entre um
ligante e seu receptor foram desenvolvidos. Um dos primeiros programas de proteina-
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molécula de pequena interacao envolvendo pesquisa de complementaridade de forma
por acoplamento de corpo rigido foi o0 DOCK, desenvolvido pela Kuntz e colegas de
trabalho. Baseado em um procedimento de correspondéncia de esfera, na qual a
conformacao do ligante € mantida fixa durante o calculo, a fim de manter o problema
computacionalmente tratavel nos computadores entao disponivel .

O programa DOCK gera um resultado negativo da imagem do receptor, fazendo
uso de esferas que encha o bolso de ligacéo. E o algoritmo entéo tenta sobrepor os
atomos do ligante aos centros das esferas. O algoritmo original enderecado rigido
encaixe do corpo usando um algoritmo de correspondéncia geométrica para sobrepor
o ligante a uma imagem negativa da ligagao. A versao atual, versdo 4.0, incorpora
um algoritmo de correspondéncia aprimorado para acoplamento de corpo rigido € um
algoritmo para acoplamento de ligantes flexiveis .

AutoDock

O AutoDock € um programa de acoplamento amplamente utilizado que permite a
especificacao de cadeias laterais flexiveis 8.

O programa AutoDock usa mapas de grade pré-gerados do receptor para atracar
compostos no local de ligagdo. Arquivos receptores de cristalografia depositados
no banco de dados de proteinas (PDB) s&o importados para AutoDock e deve ser
modificado antes do acoplamento. O usuario entdo seleciona a regidao de encaixe
(tipicamente a bolsa de ligagdo conhecida ou prevista) e gera um numero de mapas
correspondentes a cada atomo tipo encontrado dentro do ligando a ser encaixado. O
ligando é entdo ancorada, e as poses e pontuacdes do encaixe de saida séo tabuladas
e pode ser visualizado dentro da bolsa de ligagdo ao receptor %.

AutoDock Vina

AutoDock Vina é uma ferramenta bem conhecida para ligandos proteicos com
encaixe construido no mesmo laboratério de pesquisa da ferramenta popular AutoDock
4. Implementa uma otimizagcao eficiente algoritmo baseado em uma nova funcao de
pontuacdo para estimando a afinidade de proteina-ligante e um novo algoritmo de
busca para prever os modos de ligagao plausiveis “°.

Através de sua execugdo o programa Vina tenta prever onde e como o ligante
putativo pode se ligar melhor a uma determinada proteina, na qual Vina pode repetir
os célculos varias vezes com diferentes randomizacdes, o parametro de configuracao
exaustividade controla quantas vezes para repetir os calculos. A parte da superficie da
proteina onde a ferramenta tenta a ligacao é especificada pelas coordenadas de um
cuboide, a que nos referimos como a caixa de encaixe, isso é chamado de “espaco de
pesquisa” 1.
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Molegro Virtual Docker (MVD)

O MVD é um programa de software de acoplamento automatizado com
processamento rapido, que adiciona automaticamente a falta, a&tomos de hidrogénio
das moléculas ligantes e receptoras. O programa da 10 conformacional posicoes
ou chamados poses para o ligando e retorna as cinco melhores poses com
MoleDockScore, que equivalente a energia de ligagcao / energia de ancoragem e outros
termodinamicamente valores calculados. O programa também apresenta informacgdes
de ligacao de hidrogénio juntamente com outros valores termodindmicos que sugerem
a formacao de complexos estaveis entre ligantes e moléculas receptoras*.

O MVD identifica automaticamente possiveis locais de ligagao, também referidos
como cavidades ou locais ativos, usando seu algoritmo de detecc¢ao de cavidades .

Flexx

O Flexx € um programa que esta sendo continuamente testado em um crescente
conjunto de complexos proteicos-ligantes conhecidos. As interagdes intermoleculares
podem ser classificadas pela forca de suas restricdes geométricas .

O Flexx incorpora os conceitos de quatro diferentes ferramentas de software
aplicadas emdesenho de drogas. Primeiro de tudo, a estratégia global para acoplamento
de ligantes flexiveis é incremental, analogo ao algoritmo de Leach & Kuntz. A selecdo
do fragmento de base é a Unica etapa interativa durante uma execugcéo complexa de
previsao com Flexx 44,

PharmDock

O PharmDock € um programa de acoplamento baseado em farmacoéforo, que
combina amostragem de pose e classificacdo baseada em modelos farmacofoéricos
baseados em proteinas com otimizacdo local usando uma funcdo de pontuacéo
empirica®.

PharmDock usa os adaptadores de baixa energia para um ligante gerado por
Openeye Omega como entrada de encaixe. Para cada ligante, um maximo de 100
conformacdes sdo gerados com a energia interna calculada ndo mais de 15 kcal / mol
acima da energia da conformacgao do ligante com a menor energia interna .

Genetic Optimization for Ligand Docking (GOLD)

O GOLD é um programa de acoplamento de ligantes automatizado que usa um
algoritmo genético para explorar toda a gama de ligandos conformacional flexibilidade
com parcial flexibilidade da proteina, e satisfaz a fundamental exigéncia de que o
ligante deve deslocar a 4gua fracamente ligada na ligagao ¥.

O GOLD realiza docagem automatizada com flexibilidade completa do ligante
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aciclico, ciclico parcial a flexibilidade do ligante e a flexibilidade parcial da proteina
em vizinhanga do sitio ativo da proteina. O algoritmo foi testado em varios ligandos
complexos, a fim de investigar os pontos fortes e fracos do GOLD 46,

Groningen Machine for Chemical Simulation (GROMACS)

O pacote de simulagéo de dindmica molecular o GROMACS é uma ferramenta
amplamente utilizada em uma gama de diferentes aplicacées dentro da fisica, quimica
e biologia. O GROMACS software é independente de campo de forca, e compativel
com muitos campos de forgca dindmica; atomo unificado de gréo grosso, todo o 4tomo
também como modelos polarizaveis baseados na carga de um conceito de mola. Para
validar as simulacdes, é necessario comparar os resultados das simulacdes a dados
experimentais #.

Tradicionalmente, GROMACS tem sido usado principalmente para simulacées
de biomoléculas e polimeros. Ultimamente, tem havido um uso crescente para estudar
a fisica de liquidos, tanto para o estudo da termodinamica e dinamica .

CONCLUSAO

A bioinformatica é uma tecnologia que propde novas formas de ciéncia baseada
na experimentacao in silico, onde podemos prever estruturas de proteinas e moléculas,
realizar testes de interacdo, inibicdo ou excitacdo de moléculas, criar inibidores,
moléculas de interferéncia, entre outras atividades.

As metodologias e plataformas de Interacdo Protéina-Protéina fornecem uma
visdo geral simplificada de interagbes que ocorrem dentro de uma célula. As vastas
guantidades de dados de sequéncia que foram geradas foram aproveitadas para fazer
melhores previsdes de interagdes e associagdes funcionais entre proteinas, bem como
funcdes individuais de proteina. Integrando métodos experimentais para determinacao
de métodos de previsao, muitos dados Uteis sobre interagdes protéina-protéina foram
gerados, incluindo uma série de alta qualidade de bases de dados.
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