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    “Knowledge is a weapon Jon. Arm yourself




    well before you ride forth to battle.”




    – Maester Aemon Targaryen to Jon Snow – A Song of
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    Prefácio




    Heitor pode ser definido (ate o momento) como o melhor aluno que passou pelo meu modesto gabinete, situado no interior carioca, na Universidade Estadual do Norte Fluminense, RJ. Caso tivesse escutado meus conselhos, o Heitor seria hoje um acadêmico ou cientista de excelente qualidade e inúmeras conquistas. Infelizmente o Heitor teve outras prioridades, seus próprios objetivos, e a vida deu a ele um caminho diferente do que eu vislumbrei na época. Este livro resume o trabalho do Heitor durante sua passagem pela Iniciação Cientifica no Laboratório de Química e Função de Proteínas e Peptídeos (LQFPP) no Centro de Biociências e Biotecnologia, e apresenta os resultados apresentados na sua monografia em formato mais direto e desprovido da roupagem acadêmica do documento oficial apresentado para sua formação na Universidade.




    Constitui, portanto, uma homenagem do meu Laboratório ao tempo de convívio profissional com o estudante. Desejando uma excelente vida profissional ao Heitor, mas lamentando sua decisão de não continuar na área científica,




    J.H.F.


  




  

    1 Introdução




    Abordagens computacionais para a resolução de problemas científicos estão se tornando uma prática cada vez mais comum em laboratórios, universidades e centros de pesquisas em todo o mundo, em diversas áreas do conhecimento. Com o surgimento de computadores capazes de processar e calcular uma grande quantidade de dados de forma rápida e simples e que extrapolasse a capacidade do ser humano de realizar tais tarefas teve-se então a conveniência de unir essa potente ferramenta para concepção e o estudo de modelos científicos. Umas das áreas que mais se beneficiou com essa união foram às Ciências Biológicas, de forma que tudo começou com o estudo de proteínas.




    1.1 A União da Computação às Biociências




    Segundo Hagen (HAGEN, 2000), essa união surgiu com a clara perspectiva que os pesquisadores tiveram de como tecnologias computacionais, matemática e conceitos de biologia estrutural e molecular poderiam ser proveitosas, combinadas para responderem questões fundamentais nas ciências biológicas. Em seu trabalho, Hagen cita três fatores importantes que influenciaram o surgimento da bioinformática no início dos anos 60:




    O primeiro fator citado é referente à grande quantidade de informações de sequências de aminoácidos que vinha surgindo na época devido ao massivo esforço dos cientistas para desvendar a estrutura primária de proteínas. Junto com essas informações, surgiam diversas questões a serem solucionadas que, sem a capacidade de processamento de computadores digitais, eram impossíveis - ou improváveis - de serem respondidas.




    O segundo fator, era a ideia que surgia na época e causava grandes discussões, de que as macromoléculas biológicas continham informações em suas estruturas tridimensionais. Essa ideia de que há uma relação intrínseca entre estrutura-função de macromoléculas biológicas já é mais que aceita e corroborada nos dias de hoje, contudo, na década de sessenta, isso não era totalmente aceito e tornou-se parte central do quadro da biologia molecular e estrutural da época.




    O terceiro fator foi a grande evolução que ocorreu com os computadores na época pós-segunda guerra. Enquanto os computadores pré-guerra eram analógicos, pouco funcionais e difíceis de manusear, poucos pesquisadores tinham interesse em trabalhar com essa ferramenta. Durante a Segunda Grande Guerra (1939-1945), as tecnologias de informação tiveram um impulso grande de desenvolvimento, onde elas eram utilizadas como armas estratégicas pelos exércitos.




    Com o fim da guerra, os computadores digitais desenvolvidos como arma foram então disponibilizados ao uso civil, e nessa época, toda grande universidade possuía pelo menos um computador para realizar cálculos e predições. A partir daí, e com o surgimento da primeira linguagem de programação de alto nível FORTRAN, criada pela IBM em 1957, que em relação às linguagens anteriores era relativamente fácil por dispensar o conhecimento de linguagem de máquina, propiciou o início e encorajou o crescimento da biologia computacional.




    Os computadores eram utilizados para auxiliar no estudo estrutural de macromoléculas, logo, poder observar e manipular as estruturas tridimensionais de proteínas computacionalmente tornaria o trabalho bem mais prático do que observar através das antigas representações físicas, como modelos de bola e bastão e estruturas em “brass-wire”. Para isso, em 1964 Cyrus Levinthal (LEVINTHAL, 1966) desenvolveu um sistema acoplado a um osciloscópio que permitia a manipulação de estruturas de macromoléculas. Em 1965, Carroll K. Johnson desenvolveu na linguagem FORTRAN, o ORTEP (Oak Ridge Thermal-Ellipsoid Plot Program) (JOHNSON, 1965), e muitos cristalógrafos passaram a utilizar este programa para criar representações de suas estruturas, que tinha a vantagem de apresentar imagens estereoscópicas. Após o ORTEP (que ainda teve a segunda e a terceira edições), aparecem vários outros programas para representação computacional de estruturas de macromoléculas, como o RasMol em 1993 (SAYLE; MILNER-WHITE, 1995) e o Chime em 1996, que já possibilitava o movimento das moléculas com o mouse. Hoje é possível encontrar bons programas gratuitos para representação e manipulação de macromoléculas, como o VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), PyMol (SCHRÖDINGER, LLC, 2010) e o Chimera (PETTERSEN et al., 2004).




    Entretanto, a biologia computacional não era apenas utilizada para o estudo de proteínas, e logo que começaram a realizar estudos estruturais em ácidos nucleicos e as primeiras sequências de DNA apareceram, programas foram escritos para o estudo genético in silico. O primeiro genoma a ser sequenciado foi o do retrovírus Bacteriófago MS2 (FIERS et al., 1976). Seu genoma ssRNA (“single strand RNA”, em português, ARN fita simples), possui 3,569 bases, do tipo fita positiva ((+) strand) (“Enterobacteria phage MS2 (ID 4846) - Genome - NCBI”, [s.d.]). Paralelamente, o primeiro genoma de DNA foi sequenciado. O bacteriófago PhiX174 (AIR et al., 1976) foi sequenciado por Fred Sanger e seu time. Em 1995, o primeiro genoma celular foi sequenciado. Este genoma pertencente à bactéria Haemophilus influenza (FLEISCHMANN et al., 1995) - a qual é a responsável pela meningite bacteriana - possui 1.8 Mb (1.830.138 bases). Em 1997 tivemos o primeiro organismo eucarioto a possuir o seu genoma totalmente sequenciado; a levedura Saccharomyces cerevisiae (DUJON et al., 1997) possui 12.1 Mb organizados em 16 cromossomos. Em 1998 foi a vez de outro organismo modelo a ter seu genoma sequenciado, o nematoide Caenorhabditis elegans (CONSORTIUM*, 1998). Desta forma, diversos organismos modelo tiveram seus genomas sequenciados, como Arabidopsis thaliana (THEOLOGIS et al., 2000), Drosophila melanogaster (ADAMS, 2000) e o Mus musculus (WATERSTON et al., 2002).




    O Projeto Genoma Humano (VENTER et al., 2001), um consórcio internacional, coordenado pelo Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos (National Intitutes of Health - NIH) foi Iniciado em 1990 e com seu término em 2003, com o completo sequenciamento e armazenamento em um banco de dados dos 3,2 bilhões de nucleotídeos presentes nos 23 diferentes cromossomos do Homo sapiens. Esse projeto mostrou ao mundo a grande capacidade de avanço que a união de informações biológicas adquiridas com métodos tradicionais de experimentação aos algoritmos computacionais para análises de destes dados é gigantesca, e que a utilização de abordagens interdisciplinares é positiva em relação ao desenvolvimento de vários ramos das biociências e da biotecnologia, como na saúde humana e no setor agropecuário.




    Atingindo agora posição de grande perspectiva no início dos anos 2000, a biologia computacional pode se desenvolver, e, de forma natural, devido à sua complexidade, a bioinformática se desenvolveu em diferentes ramos, estudando as diferentes áreas do conhecimento que lhe compete, surgindo então as “ômicas”, como genômica, que estuda os genomas, proteômica, que estuda o conjunto de proteínas de um organismo, metabolômica, que estuda um conjunto ou processos que envolvem metabólitos, entre várias outras.




    A Bioinformática Estrutural também é um desses ramos, que abrange o estudo in silico de macromoléculas biológicas e o desenvolvimento de ferramentas e programas para análise dessas macromoléculas (proteínas, lipídeos, carboidratos e ácidos nucleicos). Entre muitas linhas de pesquisa nessa área, os estudos sobre a relevância das estruturas tridimensionais dessas macromoléculas, assim como a análise comportamental em relação ao tempo, através de simulações de mecânica molecular e a investigação de suas formas de ligação com outras moléculas, como no Docking Molecular, ocupam posição central na Biologia Computacional, fornecendo conhecimentos essenciais para estudos bioquímicos e moleculares da ação dessas biomoléculas nos organismos vivos. Contudo, para que todo este trabalho teórico seja feito de forma constatável, são utilizados conhecimentos experimentais dessas macromoléculas, como estruturas tridimensionais já resolvidas, vias metabólicas as quais pertencem ou tipo de substrato ou ligantes, ou seja, todo tipo de informação experimental que suportem os resultados computacionais.




    As proteínas são as macromoléculas com estruturas mais bem estudadas devido a sua grande importância na fisiologia de organismos vivos, e até 27/07/2015 já somavam 102.774 das 110.619 estruturas depositadas no Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000). Para a elucidação de suas estruturas tridimensionais, existem métodos tanto experimentais como computacionais, dos quais, são: Cristalografia e Difração de raios-X, Ressonância Magnética Nuclear (NMR), e, tornando-se cada vez mais comum, Modelagem Molecular por Homologia, uma ferramenta da Biologia Computacional, que, a partir da sequência primária de uma proteína, prediz a estrutura tridimensional dessa proteína alvo, comparando e utilizando as similaridades entre as sequências de aminoácidos de proteínas molde.




    Desta forma, quanto mais o estudo in silico de moléculas biológicas foi se desenvolvendo, a Biologia Computacional uniu ferramentas antes amplamente utilizadas pela Física e pelas Engenharias, onde, através de cálculos de mecânica clássica, a implementação de campos de força e o uso de algoritmos computacionais, possibilita-nos um estudo detalhado do comportamento de átomos e moléculas, além de dados precisos da interação aos níveis atômicos entre moléculas complexas, como biomoléculas. O estudo estrutural in silico de proteínas ganhou então sua posição central nesse ramo, auxiliando desde o entendimento da ação de proteínas em determinadas doenças ao desenvolvimento de agentes terapêuticos com alta seletividade.




    1.2 Docking Molecular do Tipo Ligante-Receptor




    A Biologia Computacional vem se desenvolvendo rapidamente nos últimos quinze anos, e isso está diretamente relacionado à rápida evolução dos componentes computacionais, citando principalmente os transistores, presentes em CPU’s, a computação de unidades paralelas e, mais recentemente, a utilização de placas gráficas poderosas para acrescentar ao desempenho computacional, com a tecnologia CUDA. Toda essa evolução possibilitou a completa integração desses métodos computacionais à rotina de pesquisa aplicada tanto na indústria como em laboratórios, que desfrutam de uma abordagem com menor custo em relação aos métodos experimentais tradicionais. Outra vantagem das ferramentas computacionais é a ausência de conflitos éticos, por não interferir com qualquer tipo de organismo vivo.




    Uma das ferramentas, e que está se tornando indispensável para Biologia Computacional, tal como para a Farmacologia e para Biologia Estrutural, é o “Molecular Docking” (“atracamento molecular” em português, ou Docking Molecular). Com informações das estruturas tridimensionais das moléculas estudadas, o Docking molecular compõe uma peça importante no Desenho Racional de Fármacos. Baseando-se na estrutura de um receptor ou de ligantes, torna-se possível compreender as formas de interação e a energia de ligação destas interações, forçando uma aproximação aos níveis atômicos entre moléculas. Desta forma, o Docking molecular pode predizer a melhor conformação e/ou indicar quais são os sítios de ligação do complexo, gerando conhecimentos importantes da ação de dado composto com a proteína estudada. Contudo, como os algoritmos de Docking molecular não discriminam de forma biológica quais moléculas estão sendo estudadas, e eles mostram um resultado matemático, mesmo sendo não compatível com os resultados experimentais, é fundamental um profissional capacitado a interpretar os resultados numéricos em condições fisiológicas, para melhor entender os complexos processos que ocorrem concomitantemente àquela reação estudada.
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