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Dedico este livro a minha esposa, Lidiane Diniz, pois sem a sua dedicacéo e
amor nao seria possivel concluir este trabalho.

Prof. Dr. Kaué Santana



APRESENTACAO

A predic@o da estrutura de proteinas €, sem duvida, um assunto-chave para quem
atua nas areas de modelagem molecular, bioinformatica e biologia estrutural, dada a
versatilidade de fungdes desempenhada por estes biopolimeros em processos biologicos,
assim como suas diferentes aplicagdes farmacéuticas, industriais e biotecnologicas. Com
este livro, pretendemos ndo somente atender as necessidades praticas relacionadas a
modelagem e a analise das estruturas tridimensionais de proteinas, contetudo ainda carente
em lingua portuguesa, mas também fornecer os principais conceitos necessarios para a
compreensao dos métodos, suas aplica¢des, assim como limitagdes. Focamos o contetdo
e a linguagem do texto para a graduacao e devido ao grande nimero de expressfes da
lingua inglesa presentes na literatura cientifica, incluimos os termos mais comumente
utilizados dessa lingua, sempre dando preferéncia a tradugéo deles para o portugués.

O livro traz uma linguagem acessivel, incluindo referéncias atualizadas sobre os
métodos, além de estar ricamente ilustrado, ainda traz, no final, um glossario de termos
técnicos que enriquecerao a leitura e a compreensao do leitor.

Temos certeza que sera uma importante fonte de consulta para alunos de graduagéo
e pés-graduacao, assim como para todos os interessados na area.

Prof. Kaué Santana
Prof. Claudio Nahum



PREFACIO

Aobra intitulada Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas:
Um Guia Tedrico-pratico, produzido por Kaué Santana e Claudio Nahum, faz um apanhado
geral das técnicas e abordagens computacionais mais avangadas usadas na predicdo
e estudo das estruturas das proteinas. O livro esta organizado de forma que ao leitor,
inicialmente, sejam apresentados aos conceitos basicos inerentes aos métodos usados em
diversos programas e algoritmos empregados na modelagem. Apesar de o embasamento
teorico oferecido ser bastante amplo, a leitura do texto ndo se torna densa,isso faz com
que o leitor, mesmo pertencendo ao publico leigo, n&o tenha dificuldade em avancar no
entendimento.

A segunda parte do livro traz um manual aplicado com um detalhamento muito rico
e pontual de como proceder para a obtencao de uma determinada estrutura tridimensional.
Notadamente, a parte de aplicacdo do livro mostra tudo o que € necessario para que aqueles
que se aventuram nas tarefas de modelar e avaliar as estruturas tridimensionais, sintam-
se bastante seguros quanto ao manuseio dos parametros e interpretacdo dos resultados
obtidos através deste guia pratico.

Na dltima parte do livro,0s autores mostram diversas aplicagbes da modelagem
computacional em distintos contextos da biologia. Varios exemplos sdo apresentados
através de artigos cientificos, oque se configura como uma forma de ampliar os horizontes
do leitor quanto a vasta gama de possibilidades de aplicagdo dos métodos de modelagem.
Além disso, os exemplos de aplicabilidade servem para instigar os leitores mais audazes a
se aventurarem na laboriosa tarefa de predizer a estrutura de uma proteina.

Particularmente, o Gltimo capitulo do livro é bastante interessante, pois além de
mostrar as perspectivas da predigéo tridimensional, ele discute, deforma geral,as atuais
limitagdes. Os autores discorremsem detalhar um método em particular e trazem a tona
uma faceta da modelagem que é seu caracter de aproximacado. Isso ndo poderia ser
diferente, pois a modelagem computacional € uma inferéncia que,como tal,nos proporciona
uma forma de idealizar uma entidade biolégica desconhecida que é a real estrutura da
proteina.

Em suma o livro Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas:
Um Guia Tedrico-pratico é um excelente referencial teérico-pratico de facil leitura que esta
sendo oferecido ao publico académico na lingua portuguesa.

Prof. PhD. Elcio de Souza Leal
Docente do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para
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CAPITULO 1

A ESTRUTURA E O PROBLEMA DE DOBRAMENTO

Kaué Santana da Costa
Anderson Henrique Lima e Lima

Jeronimo Lameira

A determinacdo da estrutura de
proteinas mostra-se relevante em diferentes
entre elas,

areas cientificas, engenharia,

quimica, biologia e medicina devido a
participacdo destes biopolimeros em diferentes
processos biolégicos, assim como suas
diversas aplicacoes industriais, farmacéuticas
e biotecnologicas. Diferentes abordagens e
métodos in silico tém sido desenvolvidos, ao
longo dos anos, para a solugcéo do problema de
predicdo da estrutura destas macromoléculas,
como alternativas aos métodos experimentais,
por exemplo, espectroscopia de Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN) e a cristalografia de
difracdo de raios X. Além disso, os métodos que
utilizam somente ferramentas computacionais
se destacam, em alguns aspectos, em relacéo
aos experimentais, como o fato de requererem
menor investimento em infraestrutura e recursos
humanos.

Usados na predicdo de estrutura de
proteinas, os métodos in silico tém recebido
comunidade

consideravel atencéao da

académica, devido ao desenvolvimento

de algoritmos e computadores com maior
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DE PROTEINAS

capacidade de processamento de dados, € pelo
aumento no numero de sequéncias nucleotidicas
e de aminoacidos depositados em bases de
dados biolégicos de livre acesso que favorecem
a sua utilizagdo em diferentes propositos
cientificos (BENSON et al., 2017; MAGRANE;
CONSORTIUM, 2011). Neste contexto, o termo
modelagem de proteinas tem sido aplicado,
atualmente, para referir-se a predicdo da
estrutura tridimensional destas macromoléculas
por algoritmos computacionais, partindo do
conhecimento prévio da sua sequéncia de
aminoacidos e o termo desenho de proteinas
para designar a engenharia de proteinas, que
consiste na construcé@o de novas estruturas que
exibam aplicacdes, principalmente, de cunho
biotecnoldégico ou caracteristicas diferentes

daquelas encontradas na natureza.

PARADOXO DE LEVINTHAL E A
HIPOTESE DE ANFISEN

O processo fisico que leva o dobramento
de proteinas continua sendo um dos maiores
desafios da Biologia Estrutural. O problema
de dobramento de proteinas (PFP — do inglés
Protein Folding Problem) levantado, inicialmente,
por Cyrus Levinthal em 1968, colocou em
evidéncia a dificil resolugdo da estrutura

tridimensional dessas macromoléculas. O
paradoxo de Levinthal, como é chamado, parte

da observacdo de que nado existe um tempo
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suficientemente adequado, avaliando os processos bioldgicos para determinada proteina
atingir sua conformagéo estavel, considerando randomicamente todos os seus possiveis
estados conformacionais (LEVINTHAL, 1968). No entanto, em 1973, os estudos pioneiros
de Christian Anfisen sobre o processo de dobramento da ribonucleases A langaram luz
para a compreensao inicial da relagdo existente entre a sequéncia de aminoacidos de
determinada proteina e a sua conformacao nativa tridimensional (conformacao funcional).
A hip6tese de Anfisen implica que a estrutura nativa estavel dessas macromoléculas
correspondem ao minimo global de energia livre, sendo que esta depende de um conjunto
de interagcbes da proteina com o meio que a circunda, por exemplo, as interagdes idnicas,
interacdes nao ligadas, interacdes proteina-solvente, efeitos estéricos, torsionais, entre
outros (ANFINSEN, 1973).

Segundo a hip6tese termodinémica, a estrutura nativa das proteinas é determinada
exclusivamente por um processo biofisico, isto é, pela interagdo da sequéncia com o meio
de solvatacdo, sendo sua (1) conformagéo Unica: ndo h& para determinada sequéncia
duas configuragbes conformacionais com energia livres comparaveis; (2) estavel: sua
estrutura néo esta propensa a mudancas conformacionais bruscas devido as alteracbes
ambientais pequenas, tais como, pH, pressao e temperatura (3) cineticamente acessivel
ao nivel minimo de energia, isto é, a diferenca entre os niveis de energia e as formas
enoveladas e ndo enoveladas € pequena do ponto de vista cinético, podendo as primeiras
serem acessiveis em escalas de tempo comparaveis aos demais 0s processos biolégicos
que ocorrem em nivel molecular.

A conformacéo funcional de uma proteina também depende um conjunto de fatores
biolégicos intrinsecos presentes em cada organismo, ndo podendo a sua determinacéo,
ser reduzida, portanto, unicamente pela interacdo biofisica com meio abidtico. Entre
estes fatores pode-se citar: modificagdes poOs-traducionais, tais como glicosilagéo,
metilacdo, clivagem proteolitica etc., a formacdo de complexos proteina-proteina, e a
interacdo com moléculas de cofatores que levam a alteragbes alostéricas. Determinados
eucariotos, proteinas de modificagdo denominadas chaperonas, também estao envolvidas
nas alteracdes pods-traducionais e auxiliam no correto enovelamento da proteina na sua
conformacéo final (BEN-ZVI; GOLOUBINOFF, 2001).

ESTRUTURA DAS PROTEINAS E AMINOACIDOS

A estrutura de uma proteina compreende diferentes niveis de organizagéo que estéo
diretamente envolvidos em sua conformacdo nativa. Dentre os niveis organizacionais,
distinguimos quatro estruturas: primaria, secundaria, terciaria e quaternaria.

A estrutura primaria refere-se somente a sequéncia de residuos de aminoacidos; a
estrutura secundaria corresponde ao dobramento da sequéncia pela formacao de interacbes

intermoleculares intracadeia, tais como, ligagcdes de hidrogénio formadas por atomos da
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cadeia principal (no inglés backbone) que levam a formagéo de estruturas denominadas
de a-hélices (pronudncia: alfa-hélices) e B-folhas (beta-folhas). Conectando os elementos
da estrutura secundaria, ha as regides de alca (em inglés, loop), que s@o do ponto de vista
conformacional muito variaveis. A estrutura terciaria corresponde ao dobramento adicional
destas estruturas na conformacédo nativa pela formagédo de novas interacées formadas
pelas cadeias laterais (no inglés side chains) dos residuos de aminoacidos, tais como,
interacbes hidrofobicas, pontes dissulfeto, liga¢cdes de hidrogénio, etc. O quarto, e Gltimo
nivel, corresponde a estrutura quaternaria que leva a formag¢éo de complexos, isto é, a
formacdo de dimeros, trimeros, tetrAmeros, etc., e devido as interagdes intercadeia dos
atomos das cadeias laterais e da cadeia principal de diferentes mondmeros (Figura 1A).
Quimicamente, as proteinas s@o compostas de longas cadeias de aminoacidos que
sdo unidos covalentemente entre si por ligagdes peptidicas. Cada aminoécido é composto
por um o atomo de carbono quiral denominado carbono alfa (Ca), que forma ligacoes
com um grupo amina, um grupo carboxila, uma cadeia lateral que varia de acordo com o

aminoacido e um atomo de hidrogénio (Figura 1B).

A B

a-hélice grupo carboxila

grupo amina : ’

A}as

p-folhas

Cadeia lateral

Carbono a

Figura 1. (A) Estrutura terciaria de uma proteina exibindo as regides de alfa-hélice, beta-folhas e algas.
(B) Estrutura quimica do aminoacido mostrando os grupos quimicos e localizagéo do carbono central.

Ao todo existem vinte tipos de aminoacidos naturais denominados de padrdes ou
primarios, séo eles: glutamato e aspartato (polares é&cidos); arginina, lisina e histidina
(polares basicos); asparagina, glutamina, serina, treonina e tirosina (polares sem carga);
e cisteina, fenilalanina, glicina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, triptofano,
alanina e valina (apolares). A tabela 1 exibe a abreviacdo e o simbolo utilizado para a
representacao dos vinte tipos de aminoacidos.
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Nome Abreviacao Simbolo
Aminoacidos apolares
Alanina Ala A
Glicina Gly G
Fenilalanina Phe F
Leucina Leu L
Valina Val \
Isoleucina lle |
Prolina Pro P
Metionina Met
Triptofano Trp w
Serina Ser S
Aminoacidos polares e sem carga
Cisteina Cys C
Asparagina Asn N
Treonina Thr T
Tirosina Tyr Y
Asparagina Asn N
Glutamina Gin Q
Aminoacidos negativamente carregados (acidos)
Aspartato Asp D
Glutamato Glu E
Aminoacidos positivamente carregados (basicos)
Arginina Arg R
Lisina Lys K
Histidina His H

Tabela 1. Abreviacdes e simbolos de representacdo dos 20 tipos diferentes de aminoacidos
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INTRODUCAO AOS METODOS DE PREDIGCAO DA ESTRUTURA

Os métodos de predi¢céo da estrutura de proteinas podem ser subdivididos em duas
categorias: os métodos baseados em molde (TBM — do inglés Template-based Modeling)
que utilizam uma ou mais estruturas como referéncia previamente resolvidas por métodos
experimentais para a modelagem. Neles estdo incluidos a modelagem por homologia,
também chamada de modelagem comparativa (FISER, 2010; FISER,; SALI, 2003; SANTOS
FILHO; ALENCASTRO; BICCA DE ALENCASTRO, 2003) e os métodos de predicdo por
threading — ou método por reconhecimento de dobramento (CHENG; BALDI, 2006; JONES;
MILLER; THORNTON, 1995; JONES; TAYLOR; THORNTON, 1992). Por ultimo, ha os
métodos de predicao ab initio, conhecidos também por de novo (BONNEAU et al., 2002)
primeiros principios (FLOUDAS et al., 2006) ou métodos livres de molde (TFM, do inglés
Template-free Modeling) (KINCH et al., 2011).

A escolha do método adequado para a predicao estrutural dependera principalmente
de dois critérios: a existéncia de uma estrutura molde e a aplicagdo na qual o modelo se
destina. De modo geral, os métodos baseados em molde sédo preferidos para aplicagbes
que exigem detalhes ultraestruturais mais precisos, tais como planejamento in silico de
inibidores e andlise do mecanismo catalitico de enzimas. Ja os métodos ab initio tém sido
aplicados com relativo sucesso no desenho de proteinas com novas topologias e atividades

cataliticas (Figura 2).

Métodos livres de molde Métodos baseados em molde
Template-free Template-based

Threading
ab initio

20%

00/g ““““““““““““““““““
AN
. Virtual Screenin
Anotagdo de genes g' - -g
Estudo de mutantes Estudo do mecanismo catalitico =
ComparacBes estruturais Planejamento de inibidores o
Desenho de proteinas e
Modelagem de proteinas sem homdlogos g

Estudo de dobramento

Figura 2. Relacédo entre métodos de modelagem da estrutura de proteinas e o valor de identidade da
sequéncia. No diagrama, séo exibidas algumas aplicacdes comumente direcionadas aos modelos
obtidos por cada método, embora mais de um método possa ser usado para a mesma aplicacao.
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Embora, os métodos baseados em molde recebam maior atencdo nos eventos
de competicdo formal que ocorrem bienalmente, denominados Avaliagdo Critica das
Técnicas de Predisédo da Estrutura de Proteinas ( CASP, do inglés, Critical Assessment
of Techniques for Protein Structure Prediction) (HUANG et al., 2014) — em que diferentes
métodos e algoritmos séo testados considerando a sua capacidade de predizer a estrutura
tridimensional destas macromoléculas na sua conformacdo nativa — os métodos ab initio
destacam-se, atualmente, como as estratégias mais ambiciosas para a predigao estrutural,
assim como para o desenho de proteinas com novas topologias e atividades cataliticas
(BONNEAU et al., 2001, 2002; SIMONS et al., 1999; ZHANG, 2007; 2009).
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CAPITULO 2

METODOS DE PREDICAO POR HOMOLOGIA

Kaué Santana da Costa
Joao Marcos Pereira Galtcio

José Rogeério de Aratjo Silva

A predicdo por homologia, também
conhecida por modelagem comparativa,
visa determinar a estrutura da proteina de
interesse, utilizando como molde (referéncia),
estruturas de proteinas homdélogas previamente
elucidadas por métodos experimentais,
tais como espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e difracdo de raio
X. Atualmente, é considerada como um dos
métodos mais fidedignos de predicdo da
estrutura nativa de proteinas, porque utiliza,
como referéncia, uma estrutura similar, sendo
por isso, o método computacional preferido
objetiva obter estruturas com maior preciséo
estrutural, bem como estruturas experimentais
estdo ausentes em estudos de planejamento in
silico de farmacos e no estudo do mecanismo
catalitico de enzimas (CAVASOTTO; PHATAK,
2009).

O termo homologia € utilizado na
Biologia Evolutiva para se referir a duas
estruturas que compartilham semelhancgas por
descenderem de um ancestral comum. Desta
forma, a predicdo por homologia se baseia no

pressuposto de que a estrutura terciaria € mais
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conservada que a estrutura primaria (sequéncia)
devido a conservacdo da fungdo molecular ao
longo da evolug@o. Nesta linha de raciocinio,
considerando que duas proteinas pertencentes
a mesma familia apresentam estrutura mais
preservada que a sequéncia, podemos assumir
que caso esta similaridade seja previamente
detectada no nivel de sequéncia, entdo a
estrutura tridimensional tera similaridade maior.
De modo semelhante, caso a similaridade entre
as duas sequéncias seja pequena, entdo, a
correspondéncia entre a estrutura de ambas

também sera baixa.

CONCEITUANDO IDENTIDADE E
SIMILARIDADE

Na comparacdo entre a sequéncias
de aminoacidos de duas proteinas, dois
pardmetros sdo fundamentais: similaridade
e identidade. Ambos sdo obtidos através do
alinhamento das sequéncias. A similaridade
corresponde ao porcentual de aminoacidos que
compartilham entre si as mesmas caracteristicas
fisico-quimicas, por exemplo, leucina,
valina e isoleucina sdo ambos amino&cidos
hidrofébicos apolares e, portanto, nas matrizes
de alinhamento aplicado para sequéncias de
proteinas apresentardo pontuacdes similares
quando ocuparem as mesmas regides de
correspondéncia, conhecidas como matches.
Ja a identidade corresponde ao porcentual de

aminoacidos idénticos entre as duas sequéncias
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analisadas (SANCHEZ; SALI, 1997).
Ambos os conceitos podem ser melhor expressos por meio de equacdes. A

similaridade (S) € expressa pela Equacao 1, conforme abaixo:

Lsx2
S =
La+Lb

x100 (1)

Onde:

S = similaridade

Ls = numero de aminoacidos similares da sequéncia.

La e Lb = comprimento da sequéncia A e B, respectivamente.

A identidade (l) é representada por equacao similar, porém o denominador Li
corresponde ao nimero de aminoacidos idénticos da sequéncia (Equagéo 2).

_ Lix2
" La+Lb

100 (2)

Onde:

| = identidade

Li = numero de aminoacidos idénticos da sequéncia.

La e Lb = comprimento da sequéncia A e B, respectivamente.

Diferentes programas e alinhamento calculam os valores de identidade para
sequéncias de aminoacidos. Entre estes pode-se citar o Muscle (EDGAR, 2004) e o
T-Coffee (DI TOMMASO et al., 2011).

ETAPAS ENVOLVIDAS DA MODELAGEM POR HOMOLOGIA

A modelagem por homologia envolve cinco passos consecutivos e complementares
que incluem: (1) pesquisa de estruturas homoélogas em base de dados; (2) alinhamento
da sequéncia alvo com as sequéncias de estrutura conhecida (moldes); (3) constru¢do do
modelo tridimensional; (4) a otimizagéo estrutural, e por ultimo; (5) a validagédo do modelo.
Uma viséo geral do processo de modelagem por homologia é mostrada na figura 3.
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Erros no alinhamento? Erros na validagao?

e -\

Otimizagdo Estrutural

1 5, Alinhamento das sequéncias (3 4 5 3
.
s L
& YLFASLLDS FYYLFHASLDSDFCCYLFH .. |
RGIKASLLDS FSOFFHASLD - CCYLFH . baa
= RGIYASLLDSFY-—RHASLDSDFCCYLFH o R,
. YLFASLLCS ~- HASLDSLLS-YLFH L) I,
Protein Data Bank YLFASLLCSSFYYLHASLOSLLS YLFH . R, ,
b o
Pesquisa de estruturas. Construgdo do modelo Validaggo

Erros na validagdo?

homélogas em bancos de dados ’

Figura 3. Viséo geral do processo de modelagem por homologia. Erros em uma das etapas podem
acarretar em inconsisténcias nos resultados da etapa subsequente, sendo, deste modo, necessario o
retorno a uma etapa anterior para a corregéao.

BUSCA DE ESTRUTURAS HOMOLOGAS

No primeiro passo, a sequéncia alvo (de interesse) € comparada por meio de
alinhamento com outras existentes em base de dados de estruturas experimentais.
Atualmente, o RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) é o maior e mais abrangente
base de dados publico com informagdes estruturais de proteinas, acidos nucleicos e seus
ligantes (BERMAN et al., 2005). Para realizar a pesquisa de estruturas no PDB, pode-
se utilizar o Protein BLAST (BLASTp sigla do inglés Basic Local Alignment Search Tool),
um algoritmo de alinhamento simples e local (ALTSCHUL et al., 1997; BENSON et al.,
2017) que realiza a busca sistematica em base de dados de sequéncias. O BLASTp &
disponibilizado para uso on-line pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI)
e fornece valores de cobertura, identidade e codigo de acessos de sequéncias que melhor
se alinham. A identidade corresponde ao porcentual de residuos similares entre duas
sequéncias, sendo elas um dos parametros importantes para a selecdo de estruturas
moldes que serdo utilizados na modelagem. Além de identidade satisfatéria, devemos
avaliar diferentes critérios em conjunto e, de modo geral, as estruturas devem:

1. Pertencer aos organismos filogeneticamente proximos.

2. Pertencer as proteinas que apresentam a mesma fungdo molecular ou mesma
familia.

3. Se obtidas por meio da técnica de difracdo de raio X, devem apresentar alta
qualidade (resolugdo baixa, preferencialmente < 2,0 A). Valores maiores poderao
ser permitidos na auséncia de outras estruturas homologas, porém devido a alta
resolugcdo, o modelo podera apresentar qualidade inferior e, portanto, mais etapas
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de otimizacao estrutural serdo necessarias.

4. Estar o mais completas possivel, isto €, com poucos ou nenhum fragmento
ausente.

5. Apresentar cobertura satisfatoria com a sequéncia alvo (= 90%).

6. Apresentar identidade satisfatoria no alinhamento (= 30%), isto €, quanto maior
a semelhanca na sequéncia, maior sera a semelhanca na estrutura. Nao havendo
identidade minima (30%) néo é recomendavel aplicar a modelagem por homologia.

ALINHAMENTO DAS SEQUENCIA ALVO E MOLDE

E realizado, na segunda etapa da modelagem por homologia, o alinhamento entre
as sequéncias. Esta etapa é essencial no processo de modelagem, haja vista que permite
a extracdo do molde informagbes estrututurais que seréo utilizadas na criagdo do modelo
tridimensional. Estruturas podem ser modeladas, partindo de um alinhamento simples, isto
é, alinhamento em que séo consideradas somente duas sequéncias (sequéncia alvo e
a sequéncia molde) ou de alinhamento mdltiplo, em que mais de duas sequéncias sdo
comparadas (a sequéncia alvo, dois ou mais moldes). O alinhamento mdltiplo é indicado
quando determinadas regifes da proteina-alvo carecem de uma estrutura de referéncia no
molde, sendo este obtido, portanto, de outras proteinas homoélogas. Diferentes programas
podem ser utilizados no alinhamento das sequéncias, tais como o ClustalW (CHENNA,
2003), Muscle (EDGAR, 2004) e T-Coffee (DI TOMMASO et al., 2011). O Modeller, por
exemplo, utiliza a matriz de similaridade BLOSUM®62.

Uma alta identidade entre a sequéncia da estrutura molde com a sequéncia de
interesse (alvo) €&, preferencialmente, desejada, pois maior sera a qualidade e, portanto,
a acuracia do modelo gerado. Desta forma, modelos de alta identidade (de 95% a 100%),
apos validados, podem ser satisfatoriamente usados no estudo de mecanismos cataliticos
de enzimas, na triagem virtual de farmacos e no planejamento in silico de inibidores (WEBB;
SALI, 2016).

CONSTRUCAO DO MODELO

Na terceira etapa, realizamos a predicdo da estrutura propriamente, isto é, a
construgcao do modelo tridimensional. Atualmente, varios programas e servidores aplicam
abordagem por homologia, entre eles, podemos citar o servidor Swiss-model (BIASINI et
al., 2014) e o pacote computacional Modeller (FISER; SALI, 2003) que aplicam estratégias
diferentes na modelagem comparativa.

O Modeller € um programa desenvolvido em Fortran 90 e Python pelo grupo do
pesquisador Andrej Sali e realiza a predicao da estrutura de proteinas por homologia,

implementando uma técnica inspirada por ressonancia magnética nuclear conhecida como
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satisfacdo das restricbes espaciais, pela qual um conjunto de ligagdes angulares (entre
trés atomos) e diedrais (entre quatro atomos) sao retiradas de uma estrutura molde (usada
como referéncia) obtida experimentalmente e, entdo, aplicadas na estrutura alvo que sera
modelada (FISER,; SALI, 2003). Além destas restricdes, o campo de forca CHARMM-22
fornece informacdes sobre os comprimentos e angulos de ligagdo dos atomos da estrutura
modelada, incorporando uma funcionalidade limitada para previsdo ab initio das regides de
alcas de proteinas, que sao frequentemente muito variaveis e, portanto, dificeis de prever
por modelagem por homologia (FISER; SALI, 2003). Como parametro de selecdo das
estruturas otimizadas, o Modeller aplica o conceito de Energia Descontinua de Proteina
Optimizada (Dope, do inglés Discrete Optimized Protein Energy), um potencial estatistico
obtido da minimizacédo de fungdes de energia da estrutura que permite selecionar entre os
modelos criados o de menor energia. No Modeller, a energia Dope é aplicada por meio de
scripts em linguagem Python. Além da modelagem, o programa também realiza fungbes
adicionais uteis na modelagem comparativa, tais como, o alinhamento simples (entre duas
sequéncias) ou multiplo (mais de duas sequéncias) e a otimizacao de regides de algca da
estrutura modelada (FISER; SALI, 2003).

O Swiss-model é um servidor que realiza a predicéo e a validagdo da estrutura de
proteinas, além de apresentar uma interface intuitiva e facil de usar. O servidor aplica a
modelagem por homologia utilizando o conceito de corpos rigidos (BIASINI et al., 2014;
KIEFER et al., 2009) que, por sua vez, consistem na modelagem da estrutura por partes,
sendo que as regides estruturalmente conservadas da proteina alvo séo definidas através
de predicdo das estruturas secundarias. Essas regides séo alinhadas com o molde, levando
em conta a média das posi¢oes dos carbonos a das regides estruturalmente conservadas
da sequéncia.

As regibes que nédo satisfazem as exigéncias estruturais, geralmente, sdo porcoes
de algcas que, por apresentarem estruturas flexiveis, adquirem diferentes conformacoes.
Informacdes para a modelagem da cadeia principal, dessas regides variaveis, sao obtidas
em bases de dados de estruturas que apresentam conjuntos de algas classificados pelo
namero de residuos de aminoacidos e pelo tipo de estruturas secundarias que estas
conectam. Ap6s a modelagem das regibes de alcas, um modelo inicial do esqueleto
peptidico € gerado e, em seguida, procede-se a insercdo das cadeias laterais dos residuos
através de busca em bibliotecas de rotdmeros (BIASINI et al., 2014).

OTIMIZAGAO ESTRUTURAL

A quarta etapa consiste na otimizacao estrutural, isto €, o refinamento da estrutura
tridimensional. Invariavelmente, apds a construgdo do modelo, ha erros esteroquimicos que
necessitam de corre¢éo, pois influenciam na estabilidade da estrutura e na interpretacao
de dados estruturais que podem ser obtidos. A otimizacdo compreende a alteracdo
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guiada da estrutura de modo a melhorar sua qualidade esteroquimica e perfil de energia.
Além de métodos de minimizacdo de energia, sdo aplicados métodos de amostragem
conformacional que empregam simula¢des de dinamica molecular classica com campos
de forca especificos (FAN, 2004; RAVAL et al., 2012). Diferentes algoritimos de otimizacéo
foram desenvolvidos com esta finalidade, porém uma discussao detalhada esta fora do
escopo deste trabalho.

VALIDAGAO DO MODELO

Apés a etapa de otimizagé@o estrutural, a quinta e ultima etapa corresponde da
modelagem por homologia corresponde a validacéo e permite avaliar o nivel de qualidade
e confiabilidade da estrutura obtida na modelagem. Modelos tridimensionais de alta
qualidade, depois de validados, podem revelar dados biologicos relevantes para avaliar a
atividade e a funcéo da proteina, bem como realizar estudos sobre sua estrutura. Ao longo
dos anos, diferentes ferramentas foram desenvolvidas e auxiliam na validacdo do modelo
fornecendo parametros sobre a qualidade da estrutura.

Erros encontrados nas etapas de modelagem por homologia podem, por exemplo,
serem devidos:

1. Aos alinhamentos errbneos das sequéncias, como a existéncia de muitos
mismatches, baixa cobertura e identidade.

2. A selecdo de estruturas-molde de baixa qualidade ou sem correspondéncia
estrutural (ex.: estruturas-molde resolvidas por cristalografia de raios-X a alta
resolucao criara modelos de baixa qualidade);

3. A modelagem de regibes sem a estrutura-molde que levam invariavelmente a
formacéao de regides de alga.

A validacao utiliza trés principais critérios: (1) correlacdo das estruturas secundarias
e terciarias da proteina de modo a inferir a conservagao da sua fungao; (2) estereoquimica
e (3) a energia (WEBB; SALI, 2016).

Na avaliagdo da correlacdo da estrutura secundaria e terciaria da proteina sao
aplicados métodos de alinhamento estrutural e métricas de comparagéo, como o desvio da
raiz quadrada média das posi¢des atémicas (RMSD do inglés Root Mean Square Deviation)
calculado através da distancia média entre os atomos de duas estruturas sobrepostas. A
maioria dos programas utiliza o carbono a (Ca), como referéncia para o célculo do RMSD,
porém outros atomos da cadeia principal podem também ser utilizados como nitrogénio e
oxigénio. A equacéo utilizada para o calculo do RMSD é mostrada a seguir (Equacgéo 3):

rusp = L3 (It - <) @

Onde:
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N = nimero de atomos comparados.

x* e x® = coordenadas espaciais dos atomos representativos das estruturas A e B,
respectivamente.

Para cada valor de RMSD-Ca (medido em angstrons, A), é possivel estabelecer
um comparativo de qudo semelhantes sdo as duas estruturas em questdo — estrutura-
molde (do inglés template) e a estrutura-alvo modelada (do inglés, target) (Tabela 1). Ao
se comparar a estrutura molde com a estrutura alvo, os valores de RMSD-Ca desejaveis
devem ser preferecialmente < 3,0 A. Valores maiores que 3,0 A trazem dlvidas com relagéo
a escolha da estrutura-molde e a qualidade do modelo final. Ja estruturas com RMSD <
0,4 A mostram que ambas sdo estruturalmente indistinguiveis, podendo indicar que sé@o
conformacdes da mesma proteina. Através do alinhamento estrutural, € possivel analisar
a disposicéo e a conservacgao de residuos em sitios cataliticos, motivos proteicos, inferir a
geometria de coordenacao dos residuos com ions metalicos, assim como predizer a funcéao
da proteina, comparando-a com outras estruturas previamente elucidadas por métodos
experimentais (BAXEVANIS; OUELLETTE, 20083).

RMSD (A) Comparacao Estrutural
>12,0 Completamente néo relacionadas
7,0 N&o relacionadas
5,0 Podem estar estruturalmente relacionadas
3,0 Boa relacéo estrutural
2,0 Proximamente relacionadas
1,5 Muito proximamente relacionadas
0,8 Muito similares
<0,4 Estruturalmente indistinguiveis

Tabela 1. Valores de RMSD-Ca e a respectiva interpretacdo com relagdo a semelhanca estrutural das
proteinas.

Fonte: Adaptado de Baxevanis e Ouellette (2003).

Na validacdo, a avaliacdo da qualidade estereoquimica do modelo pode ser
realizada por diferentes parametros estruturais. O grafico de Ramachandran é, sem
divida, a ferramenta de avaliagdo mais popular para este fim, pois permite a representacéo
da proteina por meio de seus angulos de torcao (LOVELL et al., 2003). O grafico de
Ramachandran descreve as proteinas pelos seus angulos de tor¢do, conhecidos por ¢
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(pronuncia: phi) e Y (psi) (Figura 4). O angulo ¢ é definido com o angulo diedro presente
na ligacdo N-Ca, enquanto que o angulo ¢ é definido como o angulo diedro presente na
ligagdo Ca-C. Cada residuo, portanto, pode ser definido por um angulo ¢ e um y, quando
submetidos num grafico de dispersdo com os angulos ¢ no eixo X e 0s angulos Y no eixo Y.

180z

-1 80 LERiSREs N
“180 180

Figura 4. Grafico de Ramachandran que mostra as regides aceitaveis para os angulos de torcéo ¢ e
Y localizados nas estruturas secundarias (a-hélices e B-folhas). Cada ponto do grafico representa um
residuo de aminoacido da proteina analisada.

A representacdo de Ramachandran permite verificar os valores permitidos dos
angulos de torcao, indicando quais residuos se encontram em regides mais favoraveis ou
desfavoraveis dos angulos, permitindo, assim, prever conflitos estéricos entre as cadeias
(LOVELL et al., 2003). As regides permitidas para cada aminoacido dependem da extenséo
da cadeia lateral, sendo assim, para a glicina que apresenta menor cadeia lateral sdo
aplicadas menores restricoes, visto que ela é formada por um Unico &tomo de hidrogénio,
assim como, para a alanina em que a cadeia lateral é formada por um grupo metila. Em
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cadeias laterais que envolvem varios atomos, a mobilidade dela é restringida pelo tamanho.
As regibes em cinza exibem os angulos de tor¢cédo permitidos para as B-folhas (indicados
pela letra grega ) e a-hélices (regides indicadas por a), as regides demarcadas por linhas
tracejadas exibem regides de repulsdo e choque entre diferentes atomos e representam,
portanto, residuos com valores errébneos para angulos de torcdo. Entre os programas
que geram o grafico de Ramachandran, podem ser citados o Rampage, o Procheck
(LASKOWSKI et al., 1993) e o servidor MolProbity (LOVELL et al., 2003).

Na avaliacdo da energia sdo aplicados métodos que aplicam valores normalizados
obtidos da minimizacéo de energia. Ao avaliar a energia, objetiva-se verificar a estabilidade
da estrutura, isto €, sua propensao de formar interagbes intra e intermoleculares favoraveis
que as tornem estaveis, assim como as conformacdes com enovelamento adequado.
Entre os programas aplicados na avaliagdo da energia de modelos se destacam o Qmean
(BENKERT; SCHWEDE; TOSATTO, 2009), ANOLEA (MELO; FEYTMANS, 1998) e o
servidor ProSA (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).
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CAPITULO 3

MODELAGEM DE PROTEINAS NO MODELLER

Kaué Santana da Costa

Joao Marcos Pereira Galtcio

O Modeller é um programa desenvolvido
em Fortran 90 e Python pelo grupo do
pesquisador Andrej Sali da Universidade da
Califérnia, nos Estados Unidos, e realiza
a predicdo da estrutura de proteinas por
homologia. Neste capitulo, mostraremos o
passo a passo necessario para a modelagem

por homologia.

Programas e bases de dados usados
Modeller
Editor de Texto
UCSF Chimera
RSCB Protein Data Bank

As informagdes deste capitulo podem
ser adaptadas para os sistemas Windows e
Linux, e é recomendavel executar cada uma das
etapas em um diretorio diferente que contenha
0s arquivos de input para cada script executado.
Para fins de organizacao, separamos as etapas
em diretérios nomeados com o0s seguintes
nomes: encontrando, comparando, alinhando,

construindo e otimizando.
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11 PROCURANDO
MOLDES

Para buscar estruturas homologas as que

ESTRUTURAS

desejamos modelar, utilizaremos o alinhamento
realizado pelo BLASTp. Acesse ao servidor pelo
endereco: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/.

BLAST
(BLASTp). Na pagina que aparece (Figura 5), (1)

Escolha a opgédo Protein
adicione a sequéncia de aminoacidos na caixa
do quadro Enter Query Sequence. Sa@o aceitos
os codigos de acesso no GenBank e formato
FASTA da sequéncia. Em seguida; (2) selecione
0 base de dados em que sera realizada a
pesquisa: no quadro Choose Search Set na
opcdo Database selecione Protein Data Bank
e (3) selecione o nome cientifico da espécie
de interesse na op¢ao Organism. Mantenha as
outras opg¢des inalteradas e clique em BLAST
ao final da pagina.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

BLAST ° » blastp suite

Standard Protein BLAST

pasin [[PRo0 pests | nsto | it |

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) &

BLAJ )@Dﬂmm: search protein databases using a protein query. more..
e:

ar Query subrange &

R R A RS K RS AR B S SNROR QI TR IGE EALEL INGY T QKIKSCEERARS
A S0P S S A RARE DL GA T SAGEMRRP T DA EALA T CEUS GV IS G THIMATE From
o[
TR Browse... | No file selected )
Job Title I
Enter a descripive fitle for your BLAST search @
[J Align two or more sequences &
Choose Search Set
Detebase +[ Protein Data Bank proteins(pdb) C]e | @
Organism
S [Homo sapiens (taxid:9606) Oexclude '+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude [ Models (xM/xP) (] Non-redundant RefSeq proteins (WP) [J Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Program Selection

Algorithm

@ blastp (protein-protein BLAST)

O PSHBLAST (Position-Specific Iterated BLAST)

O PHI-BLAST (Patten Hit Initiated BLAST)

O DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm @

Search database pdb using Blastp (protein-protein BLAST)

[ show resuits in a new window

Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Resetpage Bookmark

We are beta testing a New

Results page —

[ Click here if you would like to see your
results in the new format. You can always
switch back to the Traditional Results -
page.

v

Figura 5. Configurando o BLASTp para pesquisa de sequéncias de estruturas homdlogas no Protein

Data Bank.

O resultado da pesquisa do BLASTp (Figura 6) exibe os dominios identificados da

proteina (A);, a pontuacdo do alinhamento em uma escala de cores que varia de preto

ao vermelho (B), e as descricdes de parametros obtidos do alinhamento (C). O quadro

Description contém quatro informacgdes relevantes: cobertura da sequéncia em relagéo ao

alvo (C1), E-value (C2), identidade (C3) e o codigo de acesso da sequéncia no base de

dados pesquisado (C4).
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© Your search is limited to records that include: Homo sapiens (taxid:9606)
Edit ‘Save Search Strategies b Formatting options _»Download Youlll[) Howtoreadthispage Blastreportdescripion ~ NW  Click here to see the new BLAST results page
Job title: Protein Sequence

RID EK6ZDRANO14 (Expires on 05-27 03:47 am)
Query ID Icl|Query_349781 Database Name pdb
Description None Description PDB protein database
Molecule type  amino acid Program BLASTP 2.9.0+ » Citation
Query Length 303

Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment] [MSA viewer]
Analyze your query with SmartBLAST

© Graphic Summary

(© Show Conserved Domains

A have , click on the imag; for detailed results.
Y 20

Specific hits
Superfaniliss | PKc_like superfamily |

Distibution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse overto see the ftle, click to show alignments
Color key for alignment scores

B <40 W40-50 ms0-80 Ws0200 W>=200

1 1 1
1 60 120 180 240 300

© Descriptions

Sequences producing significant alignments: C
By OO ®
o

i Alignments

Max  Total Query E Per.

Desciption Score Score | Cover | value | Ident | A°25SIoM

] 622 622 100% 00 9967% 2

m} sapiens 618 518 99% 00 9967%

] 617 617 99% 00 9967%

] 617 617 99% 00 9967% supL A
O 616 616 99% 00 9967% svED A
] 616 516 99% 00 99.67% i A
O chein A Serinettveonine-protei 615 615 99% 00 9967%

[0 chain A Protein Fam212 i 4 [Homo sspiens 615 615 99% 00 9967%

O chein A Serinestveonin 611 611 99% 00 99.00%

O 600 600 96% 00 99.66%

] nine-protein tinase PAK 4 [Homo sapiens 600 600 96% 00 99.66%

O chaina seanems PROTEIN KINASE PAK 4 [Homo sspiens! 599 599 96% 00 99.32%

[ chain & Serinetvecnine-protein Kinase Pai 4 [Homo sapiens] 599 509 96% 00 99.66% &

O cheina Seri in kinase PAK 4 593 593 95% 00 99.65%

O chaina sen in kinase PAK T 519 519 96% 00 8493%

[0 chain A SERINE/THREONINE PROTEIN KINASE. 461 461 96% 3e-165 7474%

O chaina s inase PAK 8 (Hor 450 450 95% 3e-165 75.60%

O chain A Serinethreonin insse Pai 1 [Homo sspiens] 326 326 94% 2e-112 5350%

O craina tein Kinase Pl 1 [Homo sapiens] 326 326 94% 2e-112 5350%

Figura 6. Parametros de alinhamento obtidos pelo BLASTp para a sele¢éo da sequéncia da melhor
estrutura homologa.

Nesta secdo, as etapas de criagcdo da biblioteca, a comparacéo e a selecéo da
estrutura-molde no Modeller sdo opcionais, pois os critérios analisados podem ser
suficientes para a escolha da estrutura molde. No entanto, aplicaremos os scripts visando
a comparagdo das sequéncias.
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1.1 Criando Biblioteca de Sequéncias em Formato PIR

Coloque todas as sequéncias em um Unico arquivo no formato PIR e, em seguida,
remova todos os espagos entre os aminoacidos. No Linux, vocé podera utilizar os editores
Vim ou Gedit. No Windows, é aconselhavel usar o NotePad++.

O formato das sequéncias deve seguir o mesmo do base original disponibilizado
pelo Modeller, sendo que cada linha da sequéncia polipeptidica deve conter exatos 75
residuos. O formato de sequéncias em PIR que s&o aceitos pelo programa Modeller
seguem o seguinte padréo:

Cabecalho

»P1;1cf9A
structureX:1cf9:1:A:753 1A HOL_ID1; MOLECULELYSOZTHE ; CHATNA; STHNCONTHL®

+  Em “structureX:1cf9”, o nUmero em negrito corresponde ao codigo de identifi-
cacao da sequéncia no PDB.

+ Em “1:A:753”, 0 nUmero em negrito corresponde a quantidade de aminoacidos
presente na sequéncia.

Sequéncia de residuos

Cada linha deve conter 75 residuos e ao final devem terminar com um asterisco (*).

MEEAAHVLITGAAGTGY ILHWIASGELY GDROQVY LHLLDTPPAMNRELTALTMELED CAFFHLAGFVATTDEE
AFRDIDCAFLVASMELERPGOVRADLIAANAVIFENTGEY L A EWAREP SVEVLYVIGNEFDNTHCETAMLHARNLERE!
FAsLAMLDONPAYYEVASKELGVDVEDVHD ITVWGHNHGE SMVADLTQATFTEEGETQRVVDVLDHDYVFDTFFEE!
GHREAWDILEHRGFTSAASP TRAAT OHMEAWLFGTAPGEVLEMGIFVPEGNEYGIEPGVVE SFFCNVDEEGETIHY
EGFEVNDWLREEKLDFTERDLFHERETALNHLAQGG*

1.2 Selecionando as Estruturas Moldes Pesquisadas

Pasta 1: Encontrando

Arquivos de entrada:

TvLDH.ali (sequéncia da estrutura de interesse, target)
pdb_95PIR (biblioteca de sequéncias)

build_profile.py (script)

Arquivos de saida:

build_profile.ali

build_profile.log

Modificando o script “build_profile.py”

O script build_profile.py deve ser editado nos campos mostrados (Figura 7) para
realizar a leitura da sequéncia alvo em formato .ALI (em azul) e da biblioteca em formato
PIR (em vermelho). Note que dois arquivos nos retangulos vermelhos aparecem no formato
.BIN, no entanto, sera necessario modificar somente o nome do arquivo.
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#-- Prepare the input files

#-- Read in the sequence database

sdb = sequence_db(env)

sdb.read(seq_database file= , seq_database_format="FIR’,

chains_list="ALL"', minmax_db_seq_len=(30, 4000), clean_ sequences=True

#-- Write the sequence database in binary form

sdb.write(seq_database_ file=|pc seq_database_ format="BINARY',

chains_list="ALL")

#-- Now, read in the binary database

sdb.read(seq_database_file= seq_database_format="BINARY',

chains_list="ALL")

#-- Read in the target sequence/alignment

aln = alignment(env
aln.append(file , alignment format="FIR’, align codes="ALL")

#-- Convert the input sequence/alignment into
# profile format
prf = aln.to_profile()

#-- 8can sequence database to pick up homologous seguences
prf.build(sdb, matrix offset=-450, rr_file="${LIB}/blosuméZ.sim.mat”,

Figura 7. Campos de edi¢ao do script build_profile.py.

Executando o Modeller (versao 9.21) no Terminal
Execute os comandos abaixo no terminal do sistema. Entre no diretério faca:
$ cd diretorio_arquivo/execucao

No prompt do Windows para listar os arquivos de dentro do diretério, faga:
$ dir

No terminal do Linux, digite:

$ls

Execute o Modeller:

$ mod9.21 build_profile.py

Observacoes:

Para obter informacdes de erro de execucao, verifique o arquivo de .log gerado em cada etapa.

Este tutorial foi criado para a versdo 9.21, no entanto, caso sua versao seja superior ou inferior, como
9.14, utilize o comando mod9.14, etc.

Na pasta em que o arquivo .py foi executado, abra o arquivo build_profile.log no
editor de texto. Em HITS FOUND ITERATION, encontramos informacdes relacionadas ao
alinhamento. Sao desejaveis as sequéncias que apresentam maior identidade e menor

E-value (Figura 8).
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1efoh 1 1 37700 753 502 38.27 0.0 2 467 13 453 s 560
1CF9B 1 2 37700 753 502 38.27 0.0 3 467 13 488 s 560
1E93A 1 3 46100 484 502 4z.77 0.0 4 467 14 493 Z 478
1ES3A 1 4 46100 454 502 4z.77 0.0 5 467 14 493 z 478
1gg9h 1 s 37600 753 502 38.27 0.0 & 467 13 488 75 560
16G9B 1 3 37600 753 502 38.27 0.0 7 467 13 488 75 560
ladeh 1 158 66350 488 502 53.81 0.0 8 474 14 491 4 488
4bloh 1 1284 53650 499 502 49.15 0.0 9 465 13 492 k43 496
1e934 1 1663 45450 475 502 43.10 0.0 10 461 13 493 4 474
1p80A 1 1736 37650 727 502 38.27 0.0 11 467 13 488 49 534
ldgfha 1 2225 52500 497 502 43.09 0.0 12 466 13 492 24 4595
lguek 1 3988 41150 498 502 40.80 0.0 13 461 19 492 9 481
lgwlh 1 7470 45450 491 502 46.80 0.0 14 428 19 455 9 446
1siBA 1 7917 47900 474 502 44,68 0.0 15 463 13 492 4 473
1sy7h 1 8105 35550 698 502 43.13 0.0 18 349 39 399 27 380
1yeSh 1 9533 z1700 223 502 44.09 0.0 17 215 13 230 1 220
1yeSE 1 9534 16100 256 502 34.52 0.0 pt:} 238 245 488 1 252
1m7sh 1 9766 36100 484 502 40.00 0.0 19 413 15 440 1 4z0

Figura 8. Colunas do arquivo de saida do Modeller (build_profile.log).

As colunas mais importantes correspondem a 1?2, 3%, 5% e 72 e 82 que correspondem,
respectivamente, ao cédigo de identificacdo das sequéncias no PDB, ordem de disposicao
das sequéncias no base PIR, ao numero de residuos da sequéncia, valor de identidade em
relagdo a sequéncia alvo e aos valores de E-value (valores ideais iguais ou proximos de
0.0).

1.3 Comparando as Estruturas Homoélogas

Esta etapa consiste em comparar os modelos (em formato .PDB) selecionados no
passo anterior de acordo com os valores de identidade. Acesse o Protein Data Bank (http://
www.rcsb.org) e fagca o download de quatro modelos selecionados para serem comparados
de acordo com os parametros analisados no arquivo .log e adicione a pasta juntamente
com os scripts.

Modificando o script “compare.py”

No script compare.py, o nome do arquivo (azul) e a cadeia (vermelho) de cada
arquivo .PDB devem ser especificados. Certifique-se que escreveu corretamente 0 nome
dos arquivos. E importante atentar que o programa, utiliza sintaxe rigida e, portanto, ira
diferenciar letras maiusculas e minusculas.

env environ()

aln = alignmuent{env)
for (pdb, chain) in (m @), m @),
('4BLC', "A')y, ('1R4E', 'A')):
m = model{env, file=pdb, model_segment;( FIRST: '$+chain, 'LAST:'+chain
aln.append_model{m, atom_files=pd.b, align_cades=pdb+chain)
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Pasta 2: Comparando

Arquivos de entrada:

melhores moldes em formato PDB
compare.py (Script)

Arquivo de saida:

compare.log

family.mat

Arquivo de saida compare.log

No arquivo compare.log em Weighted pair-group average clustering based on a
distance matrix, verificamos a identidade da sequéncia alvo em relacdo as sequéncias
das estruturas que serdo usadas como moldes (verde), assim como a resolugéo (azul) da
estrutura obtida por raios-X (Figura 9). Os modelos ideais devem apresentar alta identidade
e baixa resolucao.

Weighted palir-group average clustering based on a distance matrix:

.—=— 1ldgfli|@1.5 0.0000

. igewi|@2.8 5.5000

4BLCA|B2.3 49.5000

| . 2xcqlA|@2.9 42 .0000

+ + +
+ t +

+ + + +. +
+ + + + + + +

51.4800 42 .5700 33.6600 24.7500 15.8400 6.9300 -1.9800
47.0z250 38.1150 29.2050 20.2950 11.3850 2.4750

t + +

Figura 9. Arquivo de saida compare.log do Modeller.

21 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS

Pasta 3: Alinhando
Arquivos de entrada:
TvLDH.ali (sequéncia alvo)
1A4E.PDB (sequéncia molde)
align2d.py (script)

Arquivos de saida:
TvLDH-1bdmaA.ali
TvLDH-1bdmA.pap

Modificando o script align2d.py

1. Indiqgue 0 nome do arquivo em formato PDB (retangulo vermelho) e a cadeia
(circulos) em que sera realizado o alinhamento.
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mdl = model (env, file= ; model_segment:('FI?.E‘-T , ‘L.EST@))

2. Modifigue nome do arquivo da sequéncia alvo TvLDH.ali (azul), assim como o
codigo especificado dentro do mesmo (verde).

aln.append(file= , align codes= frvLDH|' )

3. Modifique 0 nome do arquivo .PDB que sera usado como molde (verde) e 0 nome
que sera colocado no arquivo gerado (azul).

aln.append_model{mdl, align_codes="lbdn~'| atom_files="|lbdn.pdb
Os arquivos de saida do programa podem ou nédo serem alterados (fica a critério do

usuario).

aln.write{file="TvLDH-1lbdna.ali’, alignment format='FPIR')
aln.write{file="TvLDH-1bdnA.pap’, alignment format='FPAPT")

Formato do arquivo ALI da sequéncia alvo
>P1;Q8X220

MALLTAETFRLQFNNKRRLRRPYYPRKALLCYQLTPQNGSTPTRGYFENKKKCHAEICFINEIKSMGL
DETQCYQVTCYLTWSPCSSCAWELVDFIKAHDHLNLRIFASRLYYHWCKPQQDGLRLLCGSQVPVE
VMGFPEFADCWENFVDHEKPLSFNPYKMLEELDKNSRAIKRRLDRIKIPGVRAQGRYMDILCDAEV*

Um alinhamento desejavel deve exibir poucos gaps (lacunas), e muitos matches
(correspondéncia) entre os amino&cidos comparados das duas sequéncias. A Figura 10

exibe um alinhamento ideal entre a sequéncia molde (referéncia) e alvo (de interesse).

\BHB 1698311yl 15699157 7|gh_EU1/1-457 157 Il. CPI.OI: PIP-F .:nd:lhc Mom.lw Ih?l:aw\\ll.l 208
24U0_B|PDBID|CHAN| SEQUENCE/1-387 75 [BLMBCPVGEAPSP FESVA ACHDGTSWLEIG 1 86PDNGAVAVLEY 128
\BHB #6983 1|gi_ 15699157 7|gh_EU1 21-457 209 I: 1 IHI“K R |L-nvcmlcrll’gvl:aa:.| F“ 260
|20 _8|PDBID| CHAN| SE QUENTES1-387 127 1 I N ML CAC CF P Q IF 178
lrE 46983 11gi_ 15699157 Flgh_EU1 21457 261 olv T.\l!IL N AP“GIGIP b T8 TUMEVE .P::IF.L‘ 312
2HU0_B|POBID| CHAN| SE QUENTES1-387 179 GV V LDAP CECNMPNAGEI TCWE P F LEM 230
larB 6983 1|yl 156991577igh_suUt 21467 213 I GHI CBeVF cBNFRP KIGEG EnpVllvoeaceviler wW 16 384
2HUD_B|PDBD|CHAN| SEQUENCE/-387 231 B G I CBGVECDMPRP nDe TeBC6 PV s oA e vRG FBF RYGNe vV 6 282
lore 46983119/ 15699157 7jgh_EL12/1-457 365 NR LIKO Fh 1 dPth.b FI:.V\M I.:ttlr :.PILtI.' a1
24U0_B|PDBDICHAN SEQUENCE/1-387 283 TN SN SGFEMIWDE E SE VAL F PELEGLD 334

Figura 10. Alinhamento desejavel entre a sequéncia molde e alvo (de interesse). Poucos ou nenhum
gap e muitos matches. Aminoécidos similares, como a isoleucina () e a valina (V), assim como os
idénticos estao destacados com a mesma cor no alinhamento. Neste exemplo, usou-se o programa
MUSCLE.
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31 CONSTRUINDO O MODELO

Pasta 4: Construindo

Arquivos de entrada:

TvLDH-1a4e.ali (alinhamento)

TvLDH.ali (sequéncia alvo)

Melhor modelo escolhido em formato .PDB
Model-single.py (script)

Arquivos de saida:

Sao gerados varios arquivos em formato .PDB

Modificando o script model-single.py
Modifique o nome do arquivo de alinhamento (.ALI)
3 = automodelf{env, alnfile="TwLDH-1lhdma.ali",

Indique 0 nome da sequéncia “alvo” (vermelho) e o nome da sequéncia “molde”
(azul). O nome de ambas esta no arquivo de alinhamento gerado no passo anterior (.ALI).

knowns=[ lbdnl , sequence=

Indiqgue quantos modelos serdo gerados na execucdo do programa (circulo

Verme|ho). a. starting_mgdel =1
a.ending model =

Observacao: o nome deve ser o mesmo encontrado no alinhamento.

41 OTIMIZANDO O MODELO

A otimizacgéo das algas no Modeller é realizada pelo script loop_refine.py. Para saber
qual regido deve ser optimizada submeta seu melhor modelo no servidor Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/) e veja no grafico do QMEAN as regides de alta energia.

Através do Chimera podemos identificar as regides de algca da sequéncia para
discrimina-las no script de otimizacéo loop_refine.py. E importante ressaltar que o sitio
catalitico de enzimas, de modo geral, é conservado e, deste modo, deve-se atentar ao
realizar a alteragdo das conformacdes para ndo alterar a posicdo dos residuos nestas
regides.

Pasta 5: Otimizacao das Alcas
Arquivos de entrada:

loop_refine.py (script)

Modelo selecionado em formato .PDB

Arquivos de saida:
Arquivos no formato .PDB (modelos)
loop_refine.log
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Editando o script loop_refine.py

1. Adicione o intervalo dos residuos que seréo otimizados (vermelho):

def select loop atoms(self):
# 10 residue insertion

return selection(self .residue_range{ )

2. Adicione o0 nome do melhor modelo gerado (ou pelo script “multi-model.py” ou pelo
“AutoModelMulty.py”) (azul) e o nome da sequéncia alvo que sera gerado (verde):

m = MyLoop{(env,

inimodel='fvLDH-mult.pdb|, # initial model of the target
secquence= | TvLDH'] # code of the target

Avaliando os Modelos

Os modelos gerados serdo avaliados de acordo com a pontuagé&o Dope (do inglés
Discrete Optimized Protein Energy), um potencial estatistico usado para avaliar modelos
gerados por modelagem comparativa no Modeller. Quanto menor a pontuacéo em valores
negativos, melhor o modelo.

A andlise da energia de cada um dos modelos da proteina alvo é mostrado pelo
script model_energies.py. Através deste script, selecionaremos o modelo com menor
energia através dos valores obtidos para o Dope.

Editando o arquivo model_energies.py

Adicione o intervalo dos modelos gerados (em azul) durante o passo 4 (construindo
modelos). O simbolo de porcentagem “%” significa que serdos lidos todos os arquivos de
TvLDH.BL%04d0001.PDB.

log.verbose() ¥ request verbose output

env = emnviron()

env. libs.topology.read{file="3 (LIE) /top heav.lib'} § read topology
env.libs.parameters.read{(file="5 (LIE) /par.lib'y # read paramsters

for i in range{l, 11}:
¥ read model file
code = |° [
mdl = complete p
2 = selection{mdl)
=.assess dope{outputs'ENERGY_ FROFILE NO_REFORT', files'TvLDH.profile',

noemalize profile=True, smoothing window=15)

env, Co

Deve-se escolher um dos modelos gerados que exibe a menor energia Dope (azul).
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Abra o arquivo loop_refine.log.

<< end of ENERGY.
DOPE score : =50066.785156
opent 224 > Open TwvLDH.BLOOOS0001. pdb

ATENCAO: Nio pertence ao modelo 08, e sim ao 07

Analisando as Regides de Alca pelo Chimera

Abra o arquivo .PDB da estrutura usando o programa UCSF Chimera (Figura 11). O
modelo sera exibido em diagrama de Ribbon (1) e para colori-lo, va na barra de menu e faga:

Action> Color

Pra visualizar a sequéncia de aminoacidos que formam - folhas e a-hélices, faga:

Tools > Sequence > Sequence.

As estruturas secundarias sdo mostradas nos quadros coloridos e algas nédo séo
destacadas (2). Para verificar a numeragéo dos residuos da sequéncia, na caixa que abrir,

faca:
Numberings > Overall alignment

& chain A: human P21-activated kinase 4 - o x
File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

1 1 21 3

51 61 il 8"
imodelo_homolog...db (#0) chain A 339| TVRS S|G KL VAVKKMD|LRKQQRRELLFNEVV |
101 111 121 13
modelo_homolog...db (#0) chain A 389 DE LWVVMEFLEGGALTD I VTHTRMNEEQ | AA
151 161 171 18
Imodelo_homolog...db (#0) chain A 439 RD | KSD'SI LLITHDGRVKLISDFGFCAQVSKEV
201 211 221 23
modelo_homolog...db (#0) chain A 489 RLPYGPEVD IWSLG IMV I EMVDGEPPYFNEF
Command: [setattr m stickScale .5 251 261 21 28 I
Attverodes: FO M1 M2 F3 M4 MsFelr7 M8l Al modelo_homolog...db (#0) chain A 539 HKVSPSLKGFLDRLLVRDPAQRATAAELLKH |

Figura 11. Visualizag@o do modelo tridimensional pelo UCSF Chimera. As regides em verde exibem as
B-folhas em amarelo as a-hélices. Passando o mouse sobre os residuos, vemos a posicao de cada um
no lado inferior direito da tela.
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51 VALIDANDO O MODELO

Usaremos o servidor suico Swiss-model mantido pela Universidade de Bazel para
a validacdo do modelos gerado nas etepas anteiores. Acesse o servidor pelo endereco
abaixo:

https://swissmodel.expasy.org/assess

Na péagina, faca o upload do arquivo .PDB gerado nas etapas anteriores e nomei a
atividade no campo Structure File, (1) clicando em Upload Coordinate File (Figura 12). Em
seguida, (2) clique em Start Assessment para executar a analise da estrutura.

ﬂ Elﬂl‘!:":‘"H SWISS-MODEL Modeling Repository | Tools | Documentation Login Create Account
Structure Assessment Help  Examples -

Start a new Structure Assessment Project

(@) +vo-o coonac e

Structure File:

Froject Titie, (Optionai): Modelagem por homologia|

Email (Optional):

@ Start Assessment [T

Figura 12. Pagina inicial do Swiss-model exibe as regides para upload das estruturas que seréo
analisadas.

Ap6s a modelagem, o grafico de Ramachandran da estrturura tridimensional é
exibida do lado esquerdo e a estrutura em diagrama de Ribbon do lado direito. Clicando nos
pontos referentes a cada residuo, o painel contendo a estrutura é atualizado para exibicdo
de detalhes estruturais.
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https://swissmodel.expasy.org/assess

Structure Assessment Wb Exarples-

Hemoglobin Example; moceior & &
reated: Thu 28 Jun 2018, 14:15

Ramachandran Plts -~

\Q.
- \ \
i Ne
( (
< R \
\ \
\ \ P
o I
£ - e
(4
Ganeral | Giyine | Protie | prerroine | | Alseiecea (- | | @
MoProbty Resuts »
BlidOtinoon. @ [ p | a] T
uoproby 16
Score

Figura 13. Péagina de resultados do servidor Swiss-model exibindo em (1) o grafico de Ramachandran
gerado e em (2) a estrutura da proteina representada pelo diagrama de Ribbon. A seta verde exibe a
regiao de download do gréafico em formato de imagem (.png).

Na mesma péagina séo exibidos dados estereoquimicos e de energia da estrutura
(Figura 14).

Tocal Quality Estimate

ameaN IR ] W09
ce BT Moeo
anAtom I Tl 161
solvation-: . I 2.98
orsion -::]::1-1 47| o

Predicied Local Smiarty o Target

W 2 ® 4 % 0 T 0 % W0 W W 1 W0
Residue Number

Quality Estimate

B T Hoso|
anatom IIEC Ml 161 | ¢
soivation[ . . M 298| /'
torsion IR Ml1.47

Residue Quality

-3
QuEAN

CCHHHHHHHHHHHT TCCHHHHHHHHHHHHAHAA S GGGGGGCG66
Sainid Vi LTGEEKSGLTALWAKVNVEEIGGEALGRLLVVYRWTQREFERK

QuEAN -

CCHH HHHHHHHHHT T CCHHHH A HHH AN SGCOCCEG00

1908.1.B|- - LTAEERAAVTAFWGRVAVOEVGGEALGRLLVVYPWIQRFFESF 4
1908.1.D - LT/EEK::VTATW-KV/V EVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESF 44

vz IEFERRFRTTERERTY v

Figura 14. Avaliagao da energia e estereoquimica do modelo. No caso acima, analisamos a estrutura
da hemoglobina (formada por quatro cadeias). Quatro plotagens sdo mostradas no grafico, sendo uma
para cada cadeia.
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CAPITULO 4

MODELAGEM DE PROTEINAS NO EASYMODELLER

Joao Marcos Pereira Galtcio

O EasyModeller é uma versao gréafica
simples e intuitiva do Modeller desenvolvido
por Kuntal Kumar Bhusan na Universidade
de Hyderabad (india) e esta disponivel
gratuitamente para uso académico.

REQUISITOS

»  Modeller versdo 9.16 ou superior.

+  EasyModeller

Load Inputs | Align Templates | Alian Query | Build Model |

+  Python versdo 2.7, disponivel em
python.org (versdes 3.X ndo sao
suportadas).

TUTORIAL

1. Abra o EasyModeller na pasta de
instalagdo do programa. E possivel
verificar que ha quatro abas que
representam o processo de modelagem
por homologia no painel principal: Load
Inputs, Align Templates, Align Query e
Build Model (Figura 15).

Modeller Tutorial
Working Directory.

hitp://salilab.org/modeller/tutorial/
roieto ANALISEMUT Vif/EasyModeller .0 WINDOWS/Sun Jun 26 20

- Load Query.

- Load Template Structure

Add Template

Compare selected

Serial Number | FDD Name

Chains Fresent

ola|<fo|a|sfafnfe

Figura 15. Painel inicial do EasyModeller

Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas: Um Guia Tedrico e Pratico Capitulo 4 “



Na primeira aba, Load Inputs, insira a sequéncia que deseja modelar em formato
FASTA na caixa Load Query Sequence, clicando em Browse (Figura 16). Em Load
Template Structures, insira o arquivo(s) .PDB(s) da(s) estrutura(s) usadas como molde.
Nesse exemplo, apenas uma estrutura sera usada como referéncia. Note que o programa
reconhece heteroatomos e diferentes cadeias da proteina. Selecione a caixa em Serial
Number.

Loac Inputs | g Termplses)| i Query | (Bcid iode |

’7 Modeller Tuterial http://salilab.org/modeller/tutorial/ \i
e y o/ Projeto_ANALISEMUT_ 20 Sun 26 20
- Load Query
Browse
DRMRINTWKSL ISSEVHIPLGDAELVVTTYWGLLTGERDWHLG QGVSIEWRLKRYRTQVEPDLADQLINITYFD GHRVSPRCE QULALTAL VEDR
WNKPQKTRGHRGSQTMNGH
- Load Template Structur
Add Template Compare selected
Serial Number PDB Name Chains Present Heteroatoms Present |
[ VIFBpdb 3 — o~ — |
2
B
+
5

Figura 16. Area de entrada da sequéncia de residuos de aminoacidos.

2. Em Align Templates, séo alinhadas as estruturas molde selecionadas. No exemplo,
nao héa alinhamento, pois utilizamos somente um molde (Figura 17).

Load Inputs | Align Templates | Align Query | Build Model |

- Alignment of the selected Templ

| Sem

aln pos 10 20 30 40 50 80
V\FBg d NRAGMVI T VAQUDRVR INTAKRLVKHHWY | SRKAKDAF YRHHY ESTNPK | SSEVHI PLEDAKLV I TTYW
_consrv

aln | 70 80 90 100 110 120 130
Bé} " GLHTCERDMHLGQGVS | BARKKRYSTQVDFDLADQL | HLHYFD FSESAIRNT | LGRIVSFR EYQAG
_consrv

aln pos 140 150 160 170
V\FBg d HNKVGSLQYLALAAL IKPKQ I KPPLPSVRKLTED
_consrv

capture | _Edit | zoom: = |+

Figura 17. Alinhamento da sequéncia alvo com o molde.

Na aba Align Query, alinha-se as sequéncias alvo e da estrutura molde. Clique no
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botao Align Query with Templates. Note que a estrutura é indicada em cores: em vermelho,
regides conservadas. Abaixo das sequéncias sdo exibidos, em laranja, as regides de
a-hélice e na ultima linha, também em laranja, as B-folhas (Figura 18). As alcas sédo
indicadas em branco.

x
Coad inpits |l empltes | At Query | (Buid Wodel |

of the Query with T

Align Query with Templates | Edit Code
aln. gos 10 20 30 40 50 60
VIFB - -NRAQW I VAMQVDRVR INTWKRLVKHHWY | SRKAKDAF YRHHYESTNPK | SSEVHIPLCDAKLVITT
IVENRAQWT VWQVDRVR INTVKSLVKYHVH | SKKANRWY YRHHYESRHPK | SSEVH | PL WT
_consrvd EENNENNENESNNENNENNE NN NN NN SN N SNSNSSN SESSSESSSSENEE EE EE
helix ENEENEENEEEEEEN
Tbeta EEEEER

aln | 70 80 90 100 110 120 130
VFFB:F YWGLHTGERDAHLCQGVS | EARKKRYSTQWDFDLADQL | HLHYFD FSESAIRNT I LGRIVSPR EYQ
query YWGLL TGERDAHLGQEVS IBARLKRYRTQVEFDLADQL | HIYYFD _FSESAVRKA| LGHRVSER E Q
consrvd NEEN EENNNENNEESEENSENE NES NEN NNSNNANSN ENSENESEN B EEE EEEERE @
~_helix EENEEEEE EEEEEEEEE
“beta ] [T

aln pos 140 150 160 170
V\FBS ACHNKVGESLQYLALAAL TKPKQTKPPLPSVRKL TED- - - oo oo oo oo oo o
query AGHNKVGSLQYLAL TALVAPRRPKPPVESVKKLVEDRANKFQKTRGHRGSQTIVINGH
consrvd NENNNENENNNNEN NN N EEN NEE HE BN
helix EEEEEEEEE [ T
"_beta

|

Figura 18. Painel mostrando regides conservadas da sequéncia e a correspondéncia das estruturas
secundérias

4. Na aba Build Model, gera-se o modelo da estrutura. Clique em Generate Model
(Figura 19).

Load mpms| Align Templates | Align Query | Build Model |

Set Par
’7 Generate Model | Edit Code |‘

- Generated Model

query.B899950001.pdb. View Model

DOPE profile

Loop Mode!

Ramachandran plot

OPTIMIZE

DYNAMICS

Remove Model

- Dape Prafile Viewer

nmmwo
g

Algnment posiion

Figura 19. Area de modelagem da estrutura do EasyModeller
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Apo6s otido o modelo tridimensional, podem ser exploradas op¢des adicionais para

andlise da estrutura (Figura 12). Na op¢ao View Model, apresenta-se a visualizagéo do

modelo obtido. H& também opcbes para gerar o grafico de Ramachandran, realizar a

otimizac@o da estrutura, avaliar a pontuacdo de energia Dope etc. A estrutura pode ser

aberta diretamente pelo programa Pymol.

=

Edit Code

% The PyMOL Molecular Graphics System - =
Fle Edt Bud Movie Dispy Seffng Scene Mouse Wizard Pugn teb
Genetry haders ot Rafidele T 2] Reset [ zoom [ orent | oraw | ray
Detected
SR gl cs engine: Lo [ Deselect [ Roct |
GLRENOERER: In(al ® 5 crapmic
& veRsion i1d 10. Jafm 6t eard Cnmmand lume.
adifuscing sectings to improve perfornance for Tncel cards. -
Detected 2 oy cores. enabled mulcithrcaded render in Rebuid] Abort] Wz
CrdL - Usere\ adninistrador adn|Desktop,Prajeto ANALISEAUT Vif\Essptodeler 4.0
IROORE i S 2 I0ITR L ey ST 255000 pab T Toaded au aviry. DS353R00T
DOPE profile
PyMoL> |
PYMOL Viewer =0 Loop Model

Ramachandran plat

OPTIMIZE

DYNAMICS

Remove Model

Figura 20. Analise do modelo tridimensional gerado no Pymol.

O arquivo em formato .PDB da estrutura modelada é salvo na pasta do EasyModeller,

em uma subpasta gerada automaticamente e nomeada com a data e dia em que a

modelagem foi realizada.
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CAPITULO 5

METODOS DE PREDICAO THREADING E AB INITIO

Anderson Henrique Lima e Lima
Kaué Santana da Costa

Alberto Monteiro dos Santos

METODOS DE PREDIGCAO POR
THREADING

O termo threading foi inicialmente cunhado
em 1992 por David Jones e colaboradores,
para a predicdo da estrutura de proteinas
através do reconhecimento de dobramentos
(do inglés protein folding) semelhantes com
ou sem relagdo evolutiva (JONES; MILLER,;
THORNTON, 1995; JONES; TAYLOR;
THORNTON, 1992). O threading mostra-se Util
para a predicao de estruturas de proteinas que
apresentam baixa identidade (valores < 30%)
com outras sequéncias disponiveis em bases
de dados para a modelagem comparativa, no
entanto, seleciona estruturas que compartilham
semelhancas entre si (FLOUDAS et al., 2006).

Esta abordagem baseia-se na conjectura
que o numero de possiveis dobramentos é finito
para todas as proteinas existentes e, desta
forma, proteinas n&o relacionadas também
podem assumir estruturas similares devido a
evolugdo convergente (WANG, 1998). Um fator
determinante para o desenvolvimento deste
método foi a descoberta, através da anélise
espacial da organizacdo dos aminoacidos nas
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proteinas, de preferéncias na interagdo entre
estes, isto €, residuos hidrofobicos, por exemplo,
podem ser mais suscetiveis a interacdo com
residuos de mesma natureza hidrofébica.
Esta observacdo permitiu o desenvolvimento
de potenciais de interagdo explicita, na qual,
analisando a estrutura priméria, é possivel
determinar, através de matrizes de pontuagéo,
diferentes  caracteristicas envolvidas em
modelar a estrutura da proteina, tais como
preferéncias de interacdo de pares de
residuos, regibes favoraveis a formacdo de
estruturas secundarias, regides acessiveis
a solvatagdo, entre outras.20. Atualmente,
diferentes servidores empregam a modelagem
de proteinas por threading e apresentam uma
interface amigavel e de féacil utilizagdo, estes
incluem os servidores Phyre2 (KELLEY et al.,
2015), I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG,
2010; ZHANG, 2009) e Raptor-X (KALLBERG et
al., 2012).

Os métodos threading podem ser
subdivididos em dois grupos: threading baseado
em perfil (em inglés profile-based threading) e
o threading baseado em potenciais de pares
(em inglés pair potentials-based threading)
(KORETKEetal., 1999). Naprimeirametodologia,
os algoritmos criam a estrutura utilizando, como
referéncia, a topologia de estruturas conhecidas,
baseando-se em matrizes de pontuacédo que
definem o “perfil” tridimensional da sequéncia

(ROST; SCHNEIDER; SANDER, 1997). Estas
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matrizes podem ser derivadas de diferentes informacgdes, entre as quais, matrizes de
distancia evolutiva (como a de Dayhoff para proteinas), do alinhamento de sequéncias e da
predicéo da estrutura secundaria (JONES et al., 1999; ZHOU; ZHOU, 2005). O processo
de modelagem utilizado por threading baseado em perfil € mostrado esquematicamente
na Figura 21. O segundo baseia-se em potenciais de pares de residuos que informam a
probabilidade de determinados residuos encontrarem-se a certa distancia, baseando-se em
energias de contato de pares de residuos e energias hidrofobicas, sendo alguns derivados
de andlise estatistica de estruturas cristalograficas de proteinas (BRYANT; LAWRENCE,
1993; TAYLOR, 1997).
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Figura 21. Processo esquematico da modelagem de proteinas pela abordagem threading baseado em
perfil (em inglés, profile-based threading). Etapas de agrupamento estrutural, avaliagdo e minimizagao
de energia e validagao podem estar presentes em determinados algoritmos de modelagem por
threading

Algoritmos que aplicam a predi¢é@o por threading tém se mostrado bons resultados
nos eventos CASP e incluem: THREADER (JONES et al., 1999), Phyre2 (KELLEY et
al., 2015) e I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; ZHANG, 2009). A literatura,
com modelagem de proteinas por threading, é extremamente vasta e utiliza diferentes
algoritmos, programas e pipelines (IHM et al., 2009; NOCUA et al., 2014; TSANG et al.,
2011). Abordaremos a estratégia de predicéo do I-TASSER, que recentemente apresentou
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resultados extremamente satisfatérios nas ultimas competicées do CASP (ZHANG, 2007,
2009), em especial, o CASP7 ocorrido em 2006, na cidade de Pacific Grove, na California,
Estados Unidos (TRAPANE; LATTMAN, 2007) e o CASP8 na ilha de Sardinia na Italia
(KRYSHTAFOVYCH et al., 2009).

METODOS DE PREDIGCAO AB INITIO

Os métodos de modelagem ab initio sdo usados para predicdo da estrutura
tridimensional, utilizando como ponto de partida, apenas a estrutura primaria da proteina
alvo. Neste método, sédo utilizados uma analise do espaco conformacional da estrutura
unida a uma funcéo de pontuacao de energia a fim de encontrar as estruturas com o minimo
de energia potencial global. Normalmente, os algoritmos que empregam esta abordagem
geram um grande numero de modelos teodricos com diferentes conformagdes estruturais e
um dos desafios é selecionar o0 modelo final (GOPAL; KLENIN; WENZEL, 2009).

Esta abordagem se destaca por ndo depender de estruturas homologas previamente
conhecidas que possam ser utilizadas como referéncia na modelagem, e emerge do fato de
que muitas proteinas ainda n@o apresentam identidade suficiente (=30%) com sequéncias
de estruturas depositadas em bases de dados para a utilizagcdo de métodos de modelagem
comparativa. Os métodos ab initio podem ser subdivididos em duas categorias: ab initio
com informagdes de base de dados também chamados de baseados em conhecimento
(em inglés knowledge-based), e ab initio sem informacbes de base de dados (FLOUDAS
et al., 2006).

Os métodos ab initio baseados em conhecimento ndo comparam a proteina alvo com
a proteina molde, mas sim curtos fragmentos entre ambas, e uma vez que os fragmentos
compativeis séo identificados. Estes algoritmos iniciam a montagem dos mesmos para a
formacéo da estrutura-alvo com o auxilio de fungcbes de pontuacéo de energia e algoritmos
de pesquisa conformacional. Os métodos ab initio sem informagédo de base de dados
consideram que a conformacdo de uma proteina depende unicamente da sua estrutura
priméria. Estes métodos utilizam potenciais fisicos para aresolu¢do da estrutura e selecionam
aquelas que melhor representam o estado nativo, por meio de algoritmos que empregam
pesquisa conformacional baseada nos potenciais. Com relagdo aos pacotes de programas
que podem realizar predi¢cao ab initio sem informagdes de base de dados, podemos citar
os aplicados a simulagédo de dindmica molecular, tais como CHARMM (BROOKS et al.,
1983) (Chemistry at HARvard Molecular Mechanics), AMBER (Assisted Model Building with
Energy Refinement), (CASE et al., 2005; SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2013)
e GROMACS (GRoningen MAchine for Chemical Simulation) (VAN DER SPOEL et al.,
2005). E importante ressaltar que embora estes pacotes tenham sido desenvolvidos para
simulagdo de dindmica molecular, atualmente, eles podem ser utilizados na elucidacéao

estrutural e para anélise do enovelamento de proteinas.
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Os métodos ab initio consideram que uma proteina pode adquirir diferentes
conformacdes, porém a estrutura de menor energia global corresponde ao seu estado nativo
(KUHLMAN; BAKER, 2000). Deste modo, os algoritmos de modelagem, normalmente,
geram uma grande quantidade de modelos tedricos com o propésito de se obter diferentes
conformacdes e empregam um tratamento estatistico para selecionar as estruturas que
melhor representam a estrutura nativa em relagdo as demais que sao geradas pelo
processo de modelagem. Desta forma, € comum programas aplicarem um agrupamento
(em inglés clustering) das estruturas similares, além de uma anélise baseada em centroide,
isto é, a selecdo das conformacgdes que melhor representam as demais do agrupamento
(em inglés cluster).

Os algoritmos de agrupamento utilizam um critério de similaridade estrutural, como a
Raiz do Desvio Quadréatico Médio (RMSD do inglés Root Mean Square Deviation) do carbono
alfa (Ca), para a formagéo dos agrupamentos. Assim, € possivel reduzir a quantidade de
modelos tedricos gerados e analisar somente as estruturas mais significativas (ROHL et al.,
2004; SHORTLE; SIMONS; BAKER, 1998; ZHANG; KOLINSKI; SKOLNICK, 2003; ZHANG;
SKOLNICK, 2004). No geral, programas que realizam predi¢do ab initio disponibilizam sua
ferramenta de agrupamento, contudo, pacotes externos ja foram desenvolvidos para esta
finalidade como o MaxSub (SIEW et al., 2000).

A figura 22 representa esquematicamente o processo de agrupamento utilizado por
programas ab initio. Além destes, sdo realizadas otimiza¢des nas estruturas proteicas, a fim
de melhorar a qualidade estereoquimica e o perfil de energia dos modelos obtidos. Devido
suas peculiaridades, normalmente, os métodos ab initio requerem demasiado tempo de
processamento computacional quando comparados aos outros métodos de predigéo in

silico.
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Figura 22. Vis&o geral do processo de agrupamento utilizado pelos métodos ab initio. Modelos de baixa
energia global sdo estruturalmente semelhantes a forma nativa (KUHLMAN; BAKER, 2000).

O sucesso da predigédo ab initio depende de trés componentes essenciais para seu
funcionamento: (1) uma fungéo de pontuacéo de energia capaz de discriminar corretamente
a forma nativa das demais (denominadas decoy); (2) uma representacao geométrica da
proteina e (3) uma técnica de pesquisa conformacional capaz de discriminar, rapidamente,
as formas de baixa energia que representam um estado termodinamicamente estavel das
outras formas, isto, realizar uma varredura na superficie de energia obtida pela geracéo
das estruturas propostas. Atualmente, ha diferentes programas que realizam a modelagem
ab initio e aplicam diferentes estratégias de pesquisa conformacional e campos de forca
(KIHARA et al., 2001; KLEPEIS; FLOUDAS, 2003; SIMONS et al., 1999; XU; ZHANG,
2012; ZHANG; KOLINSKI; SKOLNICK, 2003). A tabela 1 sumariza os principais programas.
Abordaremos, nas se¢des seguintes, separadamente cada um dos componentes da
predicao ab initio.
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. Selecao do Pesquisa N
Algoritmo Campo de Forca modelo Conformacional Referéncias
- Agrupamento e
ROSETTA z:l((::gr?hzasrﬁ:g?o menor energia Monte Carlo gg\g?Ns etal,
potencial
Agrupamento/ . (LIWO; KHALILI;
UNRES Fisico menor energia | Comormational | sGHERAGA,
livre P 9 | 2005)
Agrupamento e
I-TASSER Baseado em menor energia Monte Carlo (ZHANG, 2008,
conhecimento livre 2009)
Conformational
g _ . space annealing (KLEPEIS;
ASTRO-FOLD Fisico Menor energia e dinamica FLOUDAS, 2003)
molecular
Agrupamento e .
Baseado em - (XU; ZHANG,
QUARK conhecimento Irir\wlfgor energia Monte Carlo 2012)
Agrupamento e (KIHARA et al.,
Baseado em . 2001; ZHANG;
TOUCHSTONE conhecimento Ir::/?gor energia Monte Carlo KOLINSKI:
SKOLNICK, 2003)
AMBER e Fisico Menor energia Dinamica g%gg%ﬁssgt:tl"
CHARMM livre molecular al 2(’)05)

Tabela 1. Resumo dos principais algoritmos utilizados para predicao ab initio da estrutura de proteinas
discriminados pelo tipo de campo de forgca, método de selegéo do modelo, e o algoritmo de pesquisa
conformacional. E importante ressaltar que pacotes de simulagdo de DM também podem ser usados na
predi¢éo ab initio de proteinas.

REPRESENTACAO GEOMETRICA

De modo geral, uma representacdo geométrica, que leve em consideragéo todos
os atomos da cadeia polipeptidica, demandaria enorme tempo computacional devido ao
elevado numero de particulas e angulos de tor¢cdo necessarios para a representacéo das
estruturas. Dessa maneira, uma representacdo geométrica de proteinas devidamente
adotada pode mostrar-se extremamente eficiente para os calculos de energia potenciais do
sistema analisado, sem comprometer o tempo de célculo computacioanal.

Alguns algoritmos de predicdo ab initio diminuem os graus de liberdade através
de modelos semirreduzidos, considerando somente os atomos pesados da cadeia
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polipeptidica (ex.: N, Ca, C, O, CB) para representar a cadeia principal e o centro de massa
das cadeias laterais (XU; ZHANG, 2012). O algoritmo Rosetta utiliza os atomos pesados da
cadeia principal e representa a cadeia lateral pelo Cf mantendo os angulos e distancias de
ligacdo constantes (SIMONS et al., 1997). O algoritmo Touchstone representa a estrutura
da cadeia principal pelos atomos de carbono alfa (Ca) com ligacbes laterais de atomos de
carbono beta (CB) e centros de massa da cadeia lateral (KIHARA et al., 2001).

METODOS DE PESQUISA CONFORMACIONAL

Ha trés principais métodos utilizados para a pesquisa conformacional da estrutura
de proteinas: dindmica molecular (DM), o método estocastico Metropolis Monte Carlo
(MC) (METROPOLIS et al., 1953) e os algoritmos genéticos. Os métodos de pesquisa
conformacional analisam diferentes conformacdes possiveis que uma proteina pode
adquirir de modo a encontrar aquela de menor energia e s@o cruciais, quando se deseja
atingir modelos de 6tima resolugdo atdmica e conformagdo semelhante a forma nativa. E,
por este motivo, novos métodos de pesquisa tém sido conduzidos ao longo dos anos, e tem
se mostrado um campo ativo de estudo (DING et al., 2008; LIWO et al., 1998; THACHUK;
SHMYGELSKA; HOOS, 2007; ZHANG, 1999).

Diferentes algoritmos Metrépolis MC foram desenvolvidos (ZHANG, 1999) e existem
boas revisdes sobre 0 assunto (HANSMANN; OKAMOTO, 1999). Provavelmente, a versao
mais popular de algoritmo MC é o Simulated Annealing (SA) (KIRKPATRICK; GELATT;
VECCHI, 1983) aplicado com sucesso em programas de predi¢éo ab initio, em especial, 0
algoritmo Rosetta (KAUFMANN et al., 2010; ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010).

O SA é um algoritmo de otimizagéo global que aplica o Metrépolis MC para gerar
as conformacgdes da proteina, seguindo a distribuicdo candnica de energia de Boltzman
para determinada temperatura. Este algoritmo inicia a geracao de perturbacbes aleatorias
nas conformagbes, através do aumento da temperatura seguida das diminui¢cdes
progressivas, e mantém as melhores solugdes conformacionais baseadas no minimo de
energia da estrutura. Em resumo, objetiva encontrar as combinag¢des de rotdmeros que
ocupam o minimo de energia global, de acordo com uma fungé@o de pontuacéo de energia
(OKAMOTO, 2009). Os algoritmos genéticos sao representados principalmente pela técnica
de Conformational space annealing (CSA) implementados no ASTRO-FOLD (KLEPEIS;
FLOUDAS, 2003) e UNRES (LIWO et al., 1998).

CAMPOS DE FORGA E FUNGAO DE PONTUACAO DE ENERGIA

Os campos de forga sdo um conjunto de parametros fisico-quimicos e de fungdes
matematicas utilizadas para descrever a energia potencial de um sistema, estes contém
informacgdes utilizadas pela funcdo de pontuagdo de energia (do inglés energy score
function) que irdo determinar se a estrutura do modelo final obtida se mostra fidedigna
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para representar a conformagédo nativa da proteina. Uma funcéo de pontuacéo de energia
(também referida por fungdo de mérito) deve, portanto, auxiliar o método de pesquisa
conformacional a discriminar corretamente as estruturas semelhantes a forma nativa
daquelas ndo enoveladas ou mal enoveladas geradas no processo de modelagem,
sendo desta forma, Uteis para avaliar a qualidade dos modelos gerados. Baseando-se
na utilizagdo ou ndo de informagbes estatisticamente extraidas de estruturas resolvidas
experimentalmente, os campos de forga sédo divididos em duas categorias: baseados em
conhecimento e campos de forga fisicos. Atualmente, os algoritmos ab initio aplicam um
(KLEPEIS; FLOUDAS, 2003) ou ambos na predicdo da estrutura (RAMAN et al., 2009;
ROHL et al., 2004).

Métodos de predi¢éo, que empregam campos de forga fisicos aliado aos métodos de
pesquisa conformacional, podem ser considerados estritamente ab initio, por nao utilizarem
nenhuma informacéo proveniente de estruturas proteicas experimentalmente resolvidas. A
utilizacao destes campos de for¢a de potenciais fisicos surge da hipétese termodinamica de
Anfisen, pois tentam resolvé-la baseando-se na obtengéo da sua menor energia livre global
(PILLARDY et al., 2001). Com relagcéo aos campos de forga fisico, podemos citar os ja bem
conhecidos OPLS (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), AMBER,(CASE
et al., 2005) e CHARMM (BROOKS et al., 1983). Quando associados aos modelos de
solvatacédo e a simulacéo de dinamica molecular, estes campos de forca podem se tornar
eficientes ndo somente na elucidagcéo da estrutura tridimensional, mas também no estudo
do enovelamento de proteinas (VOELZ et al., 2010).

Com relagéo aos campos de for¢ca baseados em conhecimento, eles contém termos
de energia empiricos derivados de estruturas de proteinas resolvidas experimentalmente
(SIPPL, 1990). Em alguns casos, estes campos abrangem potenciais de contato de pares
de residuos e propensdes da sequéncia em desenvolver determinada estrutura secundaria
(HAO; SCHERAGAT, 1999; SKOLNICK, 20086). O algoritmo Rosetta, por exemplo, (SIMONS
et al., 1999) aplica um campo de forca baseado em conhecimento unido a montagem de
fragmentos de proteinas de estrutura conhecida e, no final, depois de obtidos os modelos,
estes sdo submetidos ao refinamento atémico através de um potencial fisico (RAMAN et
al., 2009).
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CAPITULO 6

ALGORITMOS DE MODELAGEM THREADING E AB

Anderson Henrique Lima e Lima
Kaué Santana da Costa

Alberto Monteiro dos Santos

Neste capitulo, abordaremos em mais
detalhes as estratégias utilizadas por dois
principais algoritmos que mostram resultados
satisfatorios nos eventos do CASP: o I-TASSER
(ZHANG, 2007;5 2009) que utiliza um misto de
modelagem ab initio e threading e o Rosetta
(BONNEAU et al., 2001; SIMONS et al., 1999)
que emprega a abordagem ab initio baseada em
conhecimento.

ALGORITMO ROSETTA

O algoritmo Rosetta foi desenvolvido
pelo grupo do pesquisador David Baker, da
Universiade de Washington (Estados Unidos),
e emprega a modelagem ab initio baseada
em conhecimento que, quando comparada as
demais ferramentas usadas para a modelagem
de novo, tem mostrado avancos significativos
para a predicdo da estrutura tridimensional de
proteinas durante os eventos de competicédo do
CASP (RAMAN et al., 2009; TAI et al., 2014).
Devido ao seu sucesso na predicdo ab initio
de proteinas, o método empregado tem sido
estendido aos outros problemas abordados na

modelagem, entre eles: docagem (em inglés
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docking) de proteinas e o refinamento de regides
de alcas (ROHL et al., 2004). O programa esta
disponivel na versao instalavel e on-line (http://
robetta.bakerlab.org/) no servidor Robetta (do
inglés Full-chain Protein Structure Prediction
Server) também desenvolvido e mantido pelo
mesmo grupo.

A estratégia para predicdo de proteinas
utilizada pelo Rosetta baseia-se no pressuposto
de que a distribuicdo das conformagbes
assumidas por um fragmento pequeno da
sequéncia alvo pode ser aproximada pela
distribuicdo de estruturas adotadas em outras
proteinas sem relagéo evolutiva (BONNEAU et
al., 2001; KAUFMANN et al., 2010; SIMONS et
al., 1999), sendo assim, os modelos construidos
s@o compostos de fragmentos de baixa energia
de estruturas conhecidas. O Rosetta utiliza
duas bibliotecas de fragmentos, porém, nao
homologas: uma contém sequéncias de trés
e a outra de nove residuos de aminoécidos.
A pesquisa de fragmentos para a modelagem
ocorre em base de dados de estruturas obtidas
por difracdo de raios-X com resolugéo de 2,5 A
ou melhor, e com identidade menor que 50%.
Para a pesquisa de fragmentos ideais, também
é utilizada a predicdo da estrutura secundaria
da proteina-alvo, sendo esta realizada em
trés servidores: PSIPRED, Sam-T99 e JUFO.
Depois de predita a estrutura secundaria, o
nivel de similaridade dos fragmentos em relacao

a estrutura alvo é calculado para cada posicao
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(KAUFMANN et al., 2010; ROHL et al., 2004). Atualmente, a forma mais pratica para a
obtencé@o das bibliotecas de fragmentos de trés e nove residuos é através do servidor
Robetta (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004).

Os fragmentos selecionados séo entdo utilizados para a construgdo do modelo que
inicia, arbitrariamente, com a proteina na forma completamente distendida. Inicialmente,
uma janela de fragmentos de nove residuos da proteina-alvo é selecionada e, em seguida,
um fragmento do base de dados contendo o mesmo tamanho € escolhido dentre as 25
melhores sequéncias classificadas para esta posi¢cdo. Depois de selecionado, ocorre a
substituicdo dos angulos de torgcdo ¢, Y e w do fragmento da proteina-alvo pelos dos
angulos de torcdo do fragmento de estrutura conhecida e a energia resultante é avaliada
a cada nova insercdo. O processo de montagem dos fragmentos € realizado por meio
de um processo de otimizagdo baseado no algoritmo Monte Carlo-Simulated annealing,
e utiliza um campo de forca baseado em conhecimento que descreve todos os atomos
de maneira explicita (em inglés, all-atom). Este leva em conta potenciais de Lennard
Jones para forgcas de van der Waals, termos eletrostaticos, potenciais de ligacdes de
hidrogénio, aproximagdes de intera¢des de solvatacdo e termos de energia livre interna
para a conformacado de aminoacidos. Depois de finalizado o processo de montagem, este
é reiniciado com janelas de fragmentos da proteina alvo contendo trés residuos (RAMAN
et al., 2009; ROHL et al., 2004).

O Rosetta utiliza uma representagéo do espago de torcdo em que o esqueleto
proteico é especificado, exclusivamente, por modificagbes aleatorias dos angulos de torcéo
®, Y e w. Desta forma, os comprimentos e angulos de ligagéo de residuos individuais sdo
mantidos fixos e 0 espaco cartesiano é gerado pelas coordenadas atémicas dos atomos
pesados do esqueleto proteico (ROHL et al., 2004). Esta estratégia, evidentemente,
reduz o tempo computacional por diminuir os graus de liberdade da estrutura proteica e,
consequentemente, o espago de pesquisa conformacional. O funcionamento do algoritmo
ab initio empregado pelo Rosetta € mostrado resumidamente na figura 23.
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Figura 23. Resumo do funcionamento do algoritmo ab initio do Rosetta

A selecdo dos modelos no Rosetta é baseada no menor perfil de energia da
estrutura resultante e, para isto, se utiliza da fungdo de pontuacdo de energia (ROHL et
al., 2004; SIMONS et al., 1999). A maximizagéo da funcdo de pontuacao do Rosetta segue
a separacdo Bayesiana da energia total em componentes que descrevem a vizinhanca
da estrutura analisada, durante a simulagédo que emprega Monte Carlo. Baseando-se no
fato de que diferentes estruturas apresentam conformacdes minimas de energia proximas
a estrutura nativa, o Rosetta também agrupa os modelos de acordo com a similaridade
estrutural (com Ca RMSD < 5,0 A) e seleciona aqueles que aparecem no centro de cada
um, isto €, seleciona aquelas estruturas que melhor representam as demais com a menor
configuracéo de energia potencial (centroides), sendo esta, calculada através de todos os
termos que compdem a sua fungéo de pontuacéo de energia (KAUFMANN et al., 2010).
Para informagdes mais detalhadas do protocolo de agrupamento utilizado pelo Rosetta, o
leitor pode consultar Shortle et al. (2018) (SHORTLE; SIMONS; BAKER, 1998).

Para obter caracteristicas de baixa resolugdo das estruturas nativas e melhor
discriminar os modelos nativos dos demais, as conformagdes de baixa resolugéo
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selecionadas séo submetidas a um refinamento da estrutura que aplica um campo de forca
com fungdes de potenciais fisicos (RAMAN et al., 2009).

O Rosetta utiliza um protocolo denominado AbinitioRelax que consiste em duas
etapas principais na modelagem: etapa de montagem ab initio, dos fragmentos e a etapa
de otimizacao (relaxamento) estrutural (BRADLEY; MISURA; BAKER, 2005). Na primeira
etapa, é realizada uma pesquisa de granulagdo-grossa (do inglés coarse-grained) baseada
em fragmentos no qual o espago conformacional da proteina de interesse € pesquisado
usando uma funcdo de pontuacdo de energia “centroide” que permite determinar
caracteristicas, que se adequem a conformacgdes nativas de proteinas (etapa ab initio).
O segundo passo consiste no refinamento de todos os atomos usando o campo de forga
explicito detalhado do Rosetta (etapa relax). A segunda etapa, como envolve alteragbes
nos angulos de torcéo da proteina, demanda maior tempo computacional e também utiliza
0 protocolo de Minimizagdo Monte Carlo (MCM) que em cada movimento da estrutura
emprega: perturbacdes aleatorias dos angulos de tor¢do da cadeia principal da molécula
(¢ e Y) e a otimizacdo combinatoéria das conformagdes e rotagdes da cadeia principal e das
cadeias laterais (RAMAN et al., 2009).

ALGORITMO I-TASSER

O algoritmo I-TASSER (do inglés [terative Threading ASSEmbly Refinement) foi
desenvolvido pelo grupo de Yang Zhang e consiste num algoritmo de modelagem avancada
que emprega, em linhas gerais, um misto de predi¢éo por threading seguida de refinamento
da estrutura proteica e predicdo ab initio. Comparado a outros métodos, tem mostrado
resultados convincentes em consecutivos eventos do CASP (ZHANG, 2007, 2009). O
programa esté atualmente disponivel para utilizagdo académica no servidor on-line mantido
pela Universidade de Michigan (EUA) e na forma instalavel compativel com sistemas Linux.

O funcionamento do algoritimo I-TASSER pode ser subdividido em trés principais
etapas.

Primeiramente, as sequéncias alvo sdo pesquisadas através de uma biblioteca de
estruturas em formato PDB usando como valor de cut-off 70% em relacdo a identidade
da sequéncia. Em primeiro lugar, o servidor faz uma pesquisa em base de dados nao
redundante pelo PSI-BLAST com o objetivo de encontrar aquelas que apresentam
semelhangas estruturais. Baseando-se nos multiplos alinhamentos com o seu homélogo,
um perfil da sequéncia é entéo criado e o alinhamento também é utilizado para predizer a
estrutura secundaria pelo servidor Psipred (MCGUFFIN; BRYSON; JONES, 2000). Obtidos
o perfil da proteina e a estrutura secundaria, as sequéncias analisadas sdo pesquisadas
por threading em base de estruturas em formato PDB, usando o servidor local Lomets que
combina sete programas de pesquisa threading que incluem entre outros, o Fugue (SHI;
BLUNDELL; MIZUGUCHI, 2001), Prospect (GUO et al., 2004)e o Muster (WU; ZHANG,
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2008). Com base nos perfis obtidos por estes servidores, as estruturas de referéncia séo
pontuadas e a qualidade do alinhamento € avaliada pelo Z-score que mostra a significancia
estatistica da pontuacéo de energia (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010).

Na segunda etapa, as regides pesquisadas por threading com alta pontuac¢édo que se
alinham com a sequéncia alvo s@o, em seguida, removidas para posterior montagem deles
na estrutura da proteina alvo utilizando simulagdes de Monte Carlo. As regides da sequéncia
alvo, que ndo alinham com as sequéncias pesquisadas por threading, séo construidas por
modelagem ab initio. O algoritmo I-TASSER utiliza para a representagéo da proteina, um
modelo reduzido, em que cada residuo na cadeia principal é especificado pelo carbono a
e as cadeias laterais, pelo seu centro de massa. As estruturas modeladas (modelos) de
menor energia potencial sdo agrupadas pelo algoritimo SPIKER e aquelas que melhor
representam as demais do agrupamento (denominadas centroides) séo selecionadas para
posterior otimizagao.

Na terceira etapa, ocorre um segundo ciclo de modelagem, utilizando como ponto de
partida, o centroide, obtido na etapa anterior e, nesta etapa, pretende-se obter estruturas de
menor energia. Restricbes espaciais que correspondem aos angulos diedrais do primeiro
centroide séo extraidas e novamente estruturas experimentais em PDB séo pesquisadas
pelo programa de alinhamento estrutural TM-align (ZHANG, 2005).

O propésito desta segunda rodada de modelagem é remover possiveis conflitos
estéricos da primeira, melhorando assim, a topologia da estrutura. A pontuagdo TM (em
inglés, TM-score) é utilizada como critério quantitativo para mensurar a similaridade estrutural
de duas proteinas. Valores no intervalo entre 0,5 < TM-score < 1,0 exibem estruturas com
alta similaridade e, portanto, de predigdo confiavel, enquanto que valores de TM-score <
0,5 exibem proteinas de topologias diferentes (XU; ZHANG, 2010). O objetivo de propor o
TM-score € resolver o problema de erros locais nos calculos de RMSD da estrutura. Como
0 RMSD é uma distancia média de todos os pares de residuos entre duas estruturas,
um erro local, por exemplo, causado pela desorientagcdo numa regido de alga (variavel do
ponto de vista conformacional) aumentara, demasiadamente, o valor do RMSD, embora o
alinhamento estrutural global entre ambas as proteinas esteja condizente.

No célculo do TM-score, no entanto, as pequenas variagbes nas distancias obtidas
do alinhamento entre ambas as estruturas serdo melhor consideradas que as variagées
maiores, 0 que torna a pontuagao por esta abordagem insensivel ao erro de modelagem
local. Adicional ao TM-score, o I-TASSER também utiliza uma pontuagéo de confiabilidade
denominada C-score que estima a qualidade dos modelos gerados pelo programa. O
C-score € calculado com base na significancia dos alinhamentos dos moldes da estrutura
obtidos pela pesquisa de threading (estruturas de referéncia) e nos parédmetros de
convergéncia das simulagcdes de construgdo da estrutura nativa. Os valores de C-score
variam num intervalo de -5 a 2, onde uma pontuagdo maior indica um modelo de maior

confiabilidade e os valores menores indicam um modelo de baixa confiabilidade. De modo

Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas: Um Guia Teérico e Pratico Capitulo 6 “



geral, a pontuagdo do TM-score esta intimamente correlacionada a pontuagéo do C-score,
porque indica que quanto maior a similaridade da estrutura alvo com a estrutura (ou
estruturas) utilizada(s) como referéncia(s) (molde), maior sera a confiabilidade de predicéo
do modelo final.
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CAPITULO 7
MODELAGEM DE PROTEINAS NO I-TASSER

Kaué Santana da Costa

Anderson Henrique Lima e Lima

ACESSANDO A SEQUENCIA PARA A
MODELAGEM

Acesse o0 base de sequéncia de proteinas

UniProt através do endereco:

. . uniprot.org/
Neste capitulo, mostraremos a predi¢éo P 9

da estrutura pela abordagem do servidor
I-TASSER (do inglés lterative Threading

ASSEmbly Refinement) e analisaremos o0s

Pesquise no base do UniProt,

https://www.

uma

sequéncia de aminoacidos de seu interesse.

No campo “Sequence”, copie a sequéncia

dos residuos de aminoacidos e salve no seu

resultados de predicao. O servidor, assim como a
versao instalavel do programa, foi desenvolvido
pelo grupo de Yang Zhang, da Universidade
de Michigan (EUA), e ambos empregam um
algoritmo de modelagem avancada que utiliza
um misto de predicdo por threading com
predicéo ab initio de regides sem cobertura.

computador em formato Fasta (Figura 24).

Entry
IR scquence:
Publications
Sequence statusi: Complete
Feature viewer
ADA3QBISF4-1 [UniParc] & FASTA 1 Add to basket Length: 121
Feature table o Mass (Da): 13,360
<« Hide
Last modified: April 10, 2019 - v1
None Checksum:# 703641A6EE9182BA
Functon
= e w o ww P —
1 F GYVDYTKHRL HEGYPEVVIS ALGTATAD:

60 70 80 90 100
SVVELLENQG VVEVERICTS RAQFDDVRST TTDRKIEVVVV KSEDFDATYD
110 120
QQORDRETAR ARAEADEADD E

Figura 24. Acesso as sequéncias de aminoacidos no base UniProt.
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PESQUISANDO POR ESTRUTURAS HOMOLOGAS

Utilizando o BLASTp realize uma busca de estruturas homélogas no Protein Data
Bank que apresentem similaridade = 30% que possam ser utilizadas como molde para a
modelagem da estrutura. Apés realizar a pesquisa, caso o servidor retorne que nao foram
encontradas sequéncias similares na base do PDB (Figura 25) teremos que utilizar uma
nova estratégia de modelagem.

L e ey e e s gt Ly ot G g i ot g S o et G e st s

m) U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechndlogy Information

BLAST *» blastp suite » results for RID-19DBUEYP016 Home RecentResults Saved Strategies Help

< Edit Search Save Search Search Summary v @ How toread thisreport? EBBLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page
Job Title Protein Sequence Filter Results
RID 19DBUEYP016  Search expires on 01-08 23:44 pm  Download All v

Organism only top 20 will appear exclude
Program @ Citationv & J=7 2 ]
Database pdb  See details v Type common name, binomial, taxid or group name ‘
QueryID lclQuery_48512 + Add organism
Description None Percent Identity E value Query Coverage
amino acid

i |:| © |:| |:| © |:| |:| © |:|
Query Length 121
Otherreports @ m

A No significant similarity found. For reasons why,click here

Figura 25. Resultado de pesquisa de similaridade realizado no Protein Data Bank usando a ferramenta
BLASTp do GenBank.

Aabordagem threading é indicada para a predi¢éo da estrutura quando a similaridade
da sequéncia alvo se mostra menor que 30% e a ab initio quando a identidade/similaridade
entre ambas € inexistente (0%). No caso acima, como ndo foram encontradas similaridades

suficientes (< 30%), realizaremos a predi¢cao usando o servidor I-TASSER.

REALIZANDO A PREDICAO PELO I-TASSER

Acesse o servidor I-TASSER, utilizando o endereco: https://zhanglab.ccmb.med.
umich.edu/I-TASSER/

O servidor apresenta interface intuitiva e amigavel, exibindo na primeira pagina os
campos para preenchimento com as informacdes necessarias para a modelagem (figura
26, campos indicados pelas setas). Na primeira caixa, deve-se adicionar a sequéncia
de aminoacidos da proteina em formato Fasta, seguido do e-mail de contato no qual os
resultados serdo enviados (obrigatorio), a senha de registro criada no momento do cadastro
do usuario (obrigatorio) e um codigo identificador para reconhecimento da submisséo
(opcional).
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Home

Research Services Publications People Teaching Jol
[, =
“1-TAS
e
«&_ﬁ Protein Structure & Fu

(The server completed predictions for 514429 proteins sut
{The templste library was u

I-TASSER (lterstive Threading ASSEmbly Refinement) is a hierarchical approach to protein structure and function g

length atomic models constructed by iterstive template-based fragment assembly simulations. Function insights of th
‘Zhang-Server’) was ranked as the No 1 server for protein structure prediction in recent community-wide CASP7, CA!

prediction in CASPS. The server is in active development with the gosl to provide the most accurate structural and 1
board and our developers will study and answer the questions accordingly. (> More about the server ...)

Queue] [Forum] [Download] [Search] [Registration] [Statistics] [R

I-TASSER On-line Server (View an example of I-TASSER output):

\Cop_v and paste your sequence below ([10, 1500] residues in FASTA format). Click here for a sample input:

E

M3AENGGNAIVRVSSNKRKEGYVDYTEHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVIVVELLERQG
VVEVEKICTSRAQFDDVRITIIDKIEVVVVKIPDFDAIYDRROKDREIAKARAEADEADD

Or upload the sequence from vour local computer:

Browse... | No file selected.

\ Email: (mandatory, where results will be sent to) @

]

\ Pazsword: (mandatory, pleaze click here if vou do not have 2 password)

1........

Figura 26. Campos de preenchimento obrigatorio para a modelagem utilizando o servidor I-TASSER.

O servidor também dispbe da opgao de incluir uma estrutura cristalografica como

referéncia e definir restricdes para a formagéo de interagdes intramoleculares da estrutura

para realizar a modelagem (Figura 26). Na caixa Specify template without alignment, é

possivel fazer o upload do arquivo PDB da estrutura que sera usada como referéncia e na

caixa Assign contact/distance restraints é possivel adicionar as restricoes referentes as

interagbes entre os residuos. Segue abaixo um exemplo
DIST 12 HG21 50 HB1 8.1
DIST 14 HA 57 1HE 6.2
DIST 21 HB2 43 HD11 4.0
DIST 124 CA 84 CA 17.4
DIST 36 UNK 120 CA 17.4
O arquivo também pode especificar o contato entre os residuos especificando a

numeracéo de cada um:
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CONTACT 33 6
CONTACT 60 29
CONTACT 37 345
CONTACT 109 42

¥ Option T: Assign additional restrains & templates to guide I-TASSER modeling_
Read more explanation on how to add restraints)

o Assign contact/distance restraints | Browse... | No file selected. Atom-atom restraints Explanation
o Specify template without alignment l— Type a PDB ID Explanation

o Specify template without alignment | Browse... | No file selected. Upload a structure Explanation

o Specify template with alignment Browse... | No file selected. Template & alignment Explanation

Figura 26. Opgdes de modelagem usando o servidor I-TASSER

ANALISE DOS RESULTADOS DE PREDICAO

Os resultados de modelagem do I-TASSER sé&o exibidos em diferentes caixas na
pagina do servidor (Figura 27). Na primeira caixa é exibida a sequéncia de aminoacidos em
formato Fasta da proteina submetida (Submitted Sequence in FASTA format), na segunda
a predicao da estrutura secundaria da sequéncia (Predicted Secondary Structure) e na
terceira as regides dos residuos acessiveis ao solvente (Predicted Solvent Accessibility).

Nesta terceira caixa, cada residuo ¢ indicado abaixo com uma numeragéao que varia
de 0 a 9 que indica o grau de exposicao ao solvente, sendo 0 os residuos menos expostos

e 9 os residuos mais expostos.

Submitted Sequence in

>protein
HQEVLNVSTRDRTNIQDNESTLEVISLEYSTSPYLLEAASHLSPENFVEDEARICVQELQ
CPRIITKNSPLESSIISRKERNDEVELEEAGKAEKIVISRSISE

LGQYFTGKL 'VLPFTDRCESSNLTVNTS

Predicted Secondary Structure

20 490 &0 20 100 120 140
I I I I I 1 I

Sequence RORTN

Prediction

conf. Score 95200245322343356766256777437862678766520588774212466767652362343338989876433223567078898875404267314788623445534 430353023675221543336677631000!
HiHelix; S:Strand; CiCoil

Predicted Solvent Accessibility

20 490 &0 20 100 120 140
I I 1 | 1 1 I
VI

Sequence RDRTN
Prediction 84433633476444366643313022244433321243344334733465624121442523413364452355324445663323235216454331333444414543562414224323420344035334414347434444441444¢

Values range from 0 (buried residue) to 9 (highly exposed residue)

Figura 27. Resultados de predi¢cdo do I-TASSER mostrando a predigéo da estrutura secundaria e as
regides dos residuos acessiveis ao solvente.

Na quarta caixa é exibido um grafico do B-factor (Predicted normalized B) distribuido
ao longo da sequéncia de aminoacidos juntamente com a predi¢éo da estrutura secundaria
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(Figura 28). Os valores de B-factor sao um importante indicativo da mobilidade e flexibilidade
de regides da estrutura (residuos e atomos da proteina). No I-TASSER, os valores do
grafico sdo deduzidos das estruturas das proteinas obtidas do base PDB utilizadas como
molde, assim como, dos perfis de sequéncia derivados dos bases de dados de sequéncia.

Predicted normalized B-factor
(B-factor is a value to indicate the extent of the inherent thermal mobility of residues/atoms in proteins. In L TASSER, this value is deduced from threading template proteins from the PDE in combination with the sequence profiles derived from sequence.
databases. The reported B-factor profile in the figure .ponds to th lized B-factor of the target protein, defined by B=(B'-u)s, whese B'is the raw B-factor value, u aad s are respectively the mean and standasd deviation of the raw
B- the sequence. Click here to read more about B-factor)
Cceilen) Gty FRT Toerd O it
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Residua Number

Figura 28. Gréfico do B-factor plotado em fungéo da sequéncia de residuos de amino&cidos da
proteina.

A quinta caixa (Figura 29) exibe o resultado da pesquisa das estruturas experimentais
obtidas no PDB utilizadas, como molde para modelagem (Top 10 threading templates used
by I-TASSER). Na Figura 29, a seta no topo indica a predi¢cdo da estrutura secundéria ao
longo da sequéncia de residuos, na qual “H” indica as regides de alfa-hélice, “S” as regides
de beta-folha, e “C” as regides de alga da estrutura; logo abaixo é exibido o alinhamento
threading das sequéncias pesquisadas como molde.

As sete colunas que exibem os resultados indicam da esquerda para a direita: (1)
rank das melhores estruturas (coluna Rank), onde as melhores sédo exibidas primeiro e séo
seguidas das demais; (2) os cédigos de acesso do PDB das estruturas usadas como moldes,
seguido da cadeia (coluna PDB Hits); (3) o valor percentual de identidade da sequéncia dos
moldes usados para a regido alinhada com a sequéncia indagada (query) (coluna Ident);
(4) o valor percentual de identidade da sequéncia de todas as cadeias das estruturas
moldes (templates) com a sequéncia de indagada (query); (5) cobertura do alinhamento,
que representa o niumero de residuos alinhados dividido pelo comprimento da sequéncia
proteina indagada (query) (coluna Cov); (6) valor de Z-score referente ao alinhamento,
sendo que o ideal sao valores maiores que 1, pois indicam alinhamento satisfatoério; (7) link
para download das estruturas pesquisadas pelo alinhamento do threading utilizado pelo
I-TASSER.
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Rank PDB Iden1 Iden2 Cov Norm. Download \ 20 40 60 80 100 12

Hit Zscore  Align. | 1 1 ] 1
Sec.Str
Seq HQKVLNVSIKE
1 GemkG 0.13 0.15 0.82 1.11 Download ~SSLHYASY]
2 2pff 015 040 092 121 Download AQLVAIFGGQGN
3 4ke2a 004 010 094 127 Download D] A
4 5twyB 004 041 097 108 Download LLATLGEMQKVSGAVEW!'SNLPVAYASQKPLLNATVE
5 0.17 023 069 121 Download RSIVDHYNIPKIF: LIPEYL
6 2tmad 010 0.17 088 1.12 Download ATKKKMOMLKLDKENALDR;
7 5iesS 010 044 099 1.08 Download KDSSNKIYNLNMIGMRINVIELEEPSEED!
8 2pffA 012 022 097 110 Download LOGGAKVVVITSRFSK-QVIDYYQSIYAKYG- SKQDVEALIEFIYLDAIIPFAAFEQGIELDSK
9 38N 0.09 020 096 1.10 Download ---IGAGVANYL LEAHQAGVAS TKART KIIGEVKNINTRKAEVEKKLAVLDALRKGRSGEY
10 6abD 009 033 098 104 Download GVGQLQLTKLKKHPRGETEVGATAVAFSSFDPRLFILGTEGGF - LKCSLAPAQFTFSPHGS » FHRNLFLSAGTDGHVH!

Figura 29. Alinhamento das sequéncias utilizadas como molde com a sequéncia indagada (query); e
resultados associados, tais como valores de identidade, cobertura e Z-score.

A sexta caixa (Top 5 final models predicted by I-TASSER) exibe o resultado da
modelagem do servidor, isto €, as estruturas preditas para a sequéncia submetida (Figura
30). Nela sao exibidas as cinco melhores estruturas com base nos valores de TM-score
(ver capitulo 6) e C-score utilizado para estimar a qualidade dos modelos gerados pelo
I-TASSER, sendo calculado com base nos alinhamentos do modelo e nos parametros
de convergéncia das simulagbes de montagem da estrutura. O C-score € normalmente
encontrado no intervalo que varia entre os valores de -5 a 2, onde quanto maior a pontuagéo
maior serd a confianca em relagdo ao modelo gerado. Esta pontuacdo tem utilidade
semelhante aos valores de similaridade estrutural calculados pelo TM-score e RMSD-Ca
(ver Capitulo 2 e Capitulo 5) para predizer a proximidade da estrutura modelada com o
molde gerado. Preferencialmente, deve-se escolher o primeiro modelo, devido aos valores
satisfatérios de C-score e TM-score obtidos na modelagem.

(For e g LTASSER e calad ey Toslcth sl s, L ASSER s e SPICKER pog pa s s v
a = = - e g of 5, 2], e 2 C-cor o1 I ——

i by the st 2 15

Reset o rital arencaton | L] Spin On/OFF et o il orentation | [5pin 000

| svnowor et o il siain | L spim 0510 et o il s | L spia 0n0F

© Downlozd Model 2

+ Download Modsl &
- Cacore= 44 score=4.57

Figura 30. Estruturas modeladas pelo I-TASSER. Por padréo o servidor libera as cinco melhores
estruturas, seguida do valor de C-score e TM-score.
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CAPITULO 8

APLICACOES DA MODELAGEM POR HOMOLOGIA,

Anderson Henrique Lima e Lima
Alberto Monteiro dos Santos

Kaué Santana da Costa

As aplicagbes do conhecimento da
estrutura de proteinas sdo inumeros e incluem:
(1) estudo conformacional de enzimas (COSTA
et al., 2019; SITTEL; JAIN; STOCK, 2014); (2)
andlise do mecanismo catalitico enzimético
(LAMEIRA et al., 2019; MORAES et al., 2012);
(3) predicéo da funcéo de proteinas; (4) estudo
de mutantes (NEVES CRUZ et al., 2019); (5)
planejamento in silico de farmacos e outros
compostos bioativos (DA COSTA et al., 2019; LI
et al., 2017) (6) estudo do modo de ligacao de
inibidores (ZHOU et al., 2013).

Por utilizarem uma estrutura de

referéncia, o0s métodos de modelagem
comparativa se mostram, de modo geral, mais
fiéis a representacgéo estrutural dos modelos em
relacdo aqueles gerados por métodos livres de
molde. Deste modo, as estruturas obtidas por
estes métodos tém sido aplicadas com sucesso
para explicar diferentes questdes bioldgicas, de
modo similar aos modelos obtidos por métodos
experimentais. Em outros casos, os métodos de
modelagem comparativa sdo aplicados, como
ferramentas auxiliares, para corrigir e completar

modelos gerados por métodos experimentais.
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AB INITIO E THREADING

Nas secdes a seguir, serdo discutidas algumas

aplicagbes inteligentes dos métodos que
utilizam a abordagem ab initio e threading em

diferentes estudos.

APLICAG()ES DOS METODOS AB INITIO
E THREADING

Os métodos ab initio se destacam pelas
suas aplicacdes no estudo de enovelamento de
proteinas e no desenho de proteinas com novas
topologias e atividades cataliticas. O desenho,
também chamado de problema inverso de
modelagem de proteinas, desponta como um
campo promissor devidos as suas aplicagcoes
biotecnolégicas e tem mostrado relativo
sucesso quando aplicado em conjunto com
técnicas experimentais que validam os achados
(KHOURY et al., 2014). A figura 24 exibe uma
visdo geral da aplicacdo dos métodos ab initio
na modelagem e no desenho da estrutura de

proteinas.
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Modelagem Desenho

CYLFASLLDSFYYLFHASLDSDFCCYLFH

Sequéncia Estruturas usadas como referéncia
Amostragem Adic3o de constricdes
Conformacional bioldgicas e
ambientais
Agrupamento e ‘
pontuagao
Amostragem das

sequencias e conformagdes

/ Agrupamento e pontuagao

CYLFASLLDSFYYLFHASLDSDFCCYLFH
RGIKASLLDS FSDFFHASLD CCYLFH
RGIYASLLDS FYRHASLDSDFCCYLFH
CYLFASLLCSHASLDSLLSYLFH
CYLFASLLCSSFYYLHASLDSLLSYLFH

Estruturas preditas Sequéncias preditas

Otimizagdo estrutural

Figura 24. Visao geral do funcionamento e aplicagéo dos métodos ab initio quando usados no desenho
e na modelagem de estruturas de proteinas.

DESENHO DE PROTEINAS COM NOVAS TOPOLOGIAS

Os métodos ab initio sdo atualmente a unica solugédo para o desenho de novas
proteinas (proteinas engenheiradas). Os métodos, portanto, representam um importante
passo para o desenvolvimento da biologia sintética através do desenho computacional
de proteinas com novas topologias e fungdes (CORREIA et al., 2014; JIANG et al., 2008;
KUHLMAN et al., 2003; RICHTER et al., 2011).

Correia et al. (2014) utilizaram a modelagem ab initio para o desenho de uma nova
topologia de proteinas, contendo epitopos especificos para a composi¢ao de vacinas com o
propoésito de neutralizar o Virus Respiratorio Sincicial (RSV). Através do Rosetta, os autores
utilizaram um protocolo denominado Fold From Loops (FFL) que consiste, resumidamente,
nos seguintes passos: (1) selecao do motivo proteico funcional e topologia alvo que sera
unida ao motivo; (2) modelagem ab initio para a constru¢cdo de diferentes esqueletos
proteicos que se mostrem compativeis com a topologia alvo; (3) refinamento das estruturas
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obtidas com o objetivo de selecionar aquelas de menor energia para dada conformacgéo; (4)
a filtragem dirigida por escolha humana para a correc¢ao de falhas remanescentes e selecédo
dos melhores arcabougos que preservem o epitopo viral.

Neste estudo, os autores produziram pequenos arcaboucgos proteicos, contendo
um novo tipo de dobramento, mas que preservavam um epitopo viral do RSV. Estes
oligopeptideos foram unidos em particulas multivalentes utilizadas na composicéo
de vacinas, e estas, utilizadas na imunizagcdo de macacos. As proteinas desenhadas
conseguiram, de maneira acurada, mimetizar os epitopos nativos do virus, sendo capazes

desta forma, de induzir uma resposta imune humoral satisfatéria nos animais.

PREDIQAO EM LARGA ESCALA DE PROTEINAS E ANOTAGAO DE
GENOMAS

Os métodos ab initio podem auxiliar a anotacdo funcional de matrizes abertas
de leitura (ORFs, do inglés Open Read Frame) de genes, assim como na determinacéao
da funcdo e mecanismo de acdo de proteinas e permitir a analise dos diferentes tipos
de dobramento de proteinas em estudos de gendmica estrutural (JONES, 2000; JOSHI;
JYOTHI, 2003; KIHARA et al., 2002; SIMONS; STRAUSS; BAKER, 2001). Kihara et al.
(2002), por exemplo, acessaram, em larga escala, a estrutura de diferentes proteinas
expressas pelo genoma Mycoplasma genitalium, utilizando para isto, a plataforma de
predicdo Touchstone (KIHARA et al., 2001). Esta plataforma aplica a predicao ab initio e
utiliza restricbes obtidas por threading como o objetivo de reduzir o espaco de pesquisa
para predicao da estrutura, além disso aplica como método de pesquisa conformacional e
refinamento, o Metrépolis MC.

Neste estudo, foi possivel prever a ultraestrutura de 85 pequenas proteinas com
tamanho igual ou menor a 150 residuos de comprimento, sendo que destas 34 mostraram-
se possiveis de serem preditas pelo método threading, das 51 proteinas restantes, 29
convergiram para cinco agrupamentos, destas, se baseado no conjunto treino, foi possivel
obter 24 proteinas (~84,8% das 29 proteinas) com dobramento correto e correspondente
a forma nativa (KIHARA et al., 2002). Outros estudos utilizam abordagens mistas que
unem a modelagem por homologia, threading e ab initio. Singh et al. (2014), por exemplo,
empregaram estes métodos com o objetivo de realizar a anotagao baseada em estrutura
de genes de Helicobacter pylori, para isto os autores utilizaram as plataformas I-TASSER
(servidor que realiza um misto de threading e ab initio), (ZHANG, 2008).

O base de dados ModBase (com modelos obtidos por modelagem comparativa) e
Phyre2 (servidor para modelagem por threading) (KELLEY et al., 2015), além de servidores
de alinhamento e servidores de predicao estrutural, tais como: o Psipred (MCGUFFIN;
BRYSON; JONES, 2000) para a predi¢cdo da estrutura secundéaria, o pGenTHREADER
(LOBLEY; SADOWSKI; JONES, 2009) para reconhecimento de dobramento e identificacdo
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de homologos distantes, e o Fugue (SHI; BLUNDELL; MIZUGUCHI, 2001) para alinhamento
também baseado em threading. Os autores conseguiram anotar 464 proteinas de um total
de 557 analisadas e conhecidas previamente como néo caracterizadas (SINGH; GUTTULA;
GURUPRASAD, 2014).

PREDICAO DE MUDANGCAS CONFORMACIONAIS

Recentemente, os métodos ab initio foram aplicados para prever conformacgbes
induzidas por regulacao alostérica de determinadas moléculas efetoras. Embora, atualmente,
a analise, em detalhes de efeitos alostéricos, possa ser realizada por meio de simulagéo
de dindmica molecular, esta ferramenta é limitada para alteragbes conformacionais na
escala de nanosegundos. Partindo disso, Kidd et al. (KIDD; BAKER; THOMAS, 2009)
utilizaram a metodologia de predicdo do Rosetta para prever alteragdes conformacionais
em trés proteinas alostéricas bem conhecidas (CheY, Integrina aL dominio I, e Ras) com o
objetivo de determinar os estados néo ligados (sem o ligante) a partir de estruturas ligadas
(complexadas ao ligante) (KIDD; BAKER; THOMAS, 2009).

Neste trabalho, os autores utilizaram, como critério de selegdo das proteinas do
conjunto de teste, aquelas que apresentavam estruturas ligadas e nao ligadas no RCSB
Protein Data Bank, com resolugdo <2,5 A, sequéncias com <200 aminoacidos, € um
rearranjo estrutural Ca-Ca entre as duas formas maior que 3,5 A. O protocolo de predicao
consistiu em trés principais passos: (1) a geracdo da diversidade de estrutural através
do algoritmo de montagem de fragmentos, o Metropolis Monte Carlo e utilizando como
estrutura de partida, a forma nativa ligada (holo), (2) o refinamento das cadeias laterais de
todos os residuos (3) minimiza¢do de todos os atomos explicitos da proteina.

Para selecédo, utilizaram um algoritmo de agrupamento e definiram como limiar
para as estruturas similares do mesmo agrupamento um RMSD de ndo mais que 1,0 A
e selecionaram aquelas de menor energia que se encontravam nos agrupamentos com o
maior nimero de estruturas. Além disso, calcularam a energia de interacdo de pares de
residuos. Os autores especificaram em quais regides da proteina eram mais susceptiveis
de alteragGes induzidas por efetores alostéricos e obtiveram maior sucesso na predicéo
de alteragdes conformacionais quando analisaram estruturas secundarias e algcas e
conseguiram ainda prever com acuricia de 0,3-3,4 A (Ca-RMSD) estruturas de baixa

energia proximas a conformacao cristalografica das formas néo ligadas.

DESENHO DE ENZIMAS CONTENDO NOVOS SIiTIOS CATALITICOS

Um campo extremamente promissor e recente na Biologia Estrutural é o desenho
computacional de proteinas com sitios ativos capazes de executar novas atividades
cataliticas (RICHTER et al., 2011; ZANGHELLINI et al., 2006). O desenho computacional

normalmente é referido como um problema inverso de predicéo, pois inicia pela anélise das
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estruturas de proteinas conhecidas em que se deseja extrair caracteristicas interessantes,
para entdo se modelar sequéncias que possam adquirir a estrutura desejavel para estas
caracteristicas. Como diferentes sequéncias podem adquirir a mesma estrutura, podemos
considerar que existe uma redundancia no espaco de pesquisa das sequéncias (KHOURY
et al., 2014).

Os métodos ab initio séo os preferidos nas estratégias de desenho computacional,
a exemplo disto, Richter et al. (2011), utilizando a estratégia de modelagem do Rosetta,
desenvolveram um protocolo para o desenho de enzimas que catalisam reagdes quimicas
novas (RICHTER et al,, 2011). O protocolo consiste resumidamente nos seguintes
passos: (1) escolha do mecanismo catalitico (utilizando métodos de mecéanica quéntica)
e do arcabougo minimo do sitio ativo envolvido na reagéo; (2) a selecdo de sitios de um
conjunto de esqueletos proteicos existentes que possam representar o sitio ativo idealizado
para a catalise da reacéo quimica através do médulo RosettaMatch (ZANGHELLINI et al.,
2006); (3) desenho do sitio ativo através dos arcabougos proteicos de modo a permitir a
complementaridade espacial com o substrato (e seus estados de transicao) e de estabilizar
as cadeias laterais dos residuos cataliticos nas suas conformacgdes de liga¢édo; e o Ultimo
passo consiste na (4) validacdo e pontuagdo das sequéncias obtidas com relagéo a suas
caracteristicas intrinsecas, tais como numero de ligacdes de hidrogénio e contatos nédo
locais entre residuos (Figura 25) (RICHTER et al., 2011).

A evolucdo dirigida pode ser utilizada como técnica complementar ao desenho
computacional de proteinas com o objetivo de melhorar a atividade catalitica de enzimas
engenheiradas (ALTHOFF et al., 2012; GIGER et al., 2013; KHERSONSKY et al., 2011). A
evolugéao dirigida refere-se as alteracoes aleatérias na sequéncia de DNA de determinado
gene, induzidas por técnicas como Error-prone PCR e DNA shuffling, seguida de clonagem
e selecao dos clones recombinantes que exibam o fenétipo desejado. Este processo &
repetido de maneira ciclica com o objetivo de incrementar caracteristicas estruturais de
proteinas selecionadas na fase inicial (JACKEL; KAST; HILVERT, 2008). No entanto, por
ser um processo randémico que ndo analisa diretamente a estrutura da proteina, técnicas
computacionais podem favorecer a analise de determinantes envolvidos no mecanismo
de acdo molecular e, portanto, auxiliar no desenho racional de proteinas com atividade
melhorada.

Similarmente Rothlisberger et al. (2008) desenharam enzimas capazes de catalisar
a eliminagdo Kemp, um modelo de reacdo que consiste na transferéncia de préton de um
carbono que normalmente é restringida, pois requer enormes barreiras de energia para se
processar naturalmente (ROTHLISBERGER et al., 2008).

Para escolha do mecanismo catalitico, os autores utilizaram célculos de mecénica
quantica do estado de transicdo para idealizar um possivel sitio ativo para a catalise da
reacdo, em seguida, utilizando o algoritmo RosettaMatch, pesquisaram por possiveis
esqueletos proteicos que poderiam, em teoria, representar este sitio ativo. Depois de obtidas
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as estruturas, todas as proteinas foram analisadas com relagéo a parametros cinéticos, em
seguida, o gene da enzima desenhada in silico com melhor atividade catalitica (denominada
KEOQ7) foi submetido a metagénese e ao DNA shuffling, e as formas variantes, em seguida,
clonadas em plasmideos de expressdo e transformadas em E. coli (ROTHLISBERGER et
al., 2008). As colbdnias recombinantes foram triadas quanto sua capacidade de hidrolisar o

5-nitrobenzoisoxazol, seguida pela formacao dos seus produtos.

Escolha do mecanismo SelegZo de sitios existentes que
catalitico (util métodos de o sitio
mecanica quantica) e do
arcabougo minimo do sitio ativo
envolvido na reag&o

Desenho de sitio ativo através de arcabougos Escolhidos aminoécidos que melhor adequem
proteicos mantendo a complementariedade ambos residuos do sitio e estrutura tridimensional
espacial com o ligante e pontuagédo das sequéncias obtidas

Figura 25. Esquema representativo do desenho computacional de proteinas com novos sitios
cataliticos desenvolvido por Richter et al. (2011).

PRED’I(;AO DE ESTRUTURA DE PROTEINAS OU SEGMENTOS SEM
HOMOLOGOS

Em alguns casos, nos quais a sequéncia da proteina-alvo (ou regides desta) nao
apresenta qualquer identidade com a sequéncia de estruturas previamente resolvidas por
métodos experimentais e disponiveis em base de dados, os métodos ab initio podem ser
a solugédo. Atualmente, esta € uma das mais importantes aplicagbes dos métodos ab initio
(BAKER et al., 2006; BAR-ON et al., 2011; KEMEGE et al., 2011).

Em um estudo, realizamos a modelagem ab initio para predizer a estrutura
tridimensional do Fator de Infeccao Viral (Vif do inglés, virion infectivity factor), uma
proteina acessoria do Virus da Imunodeficiéncia Humana (DA COSTA et al., 2014). Para
isto, utilizamos o protocolo AbinitioRelax disponivel no programa Rosetta (BRADLEY;
MISURA; BAKER, 2005) e definimos a relagédo espacial existente entre as cadeias laterais
dos residuos de cisteina e histidina que compéem um motivo dedo-dezinco essencial para
0 mecanismo de agdo molecular desta proteina. Ao todo, foram gerados 50 mil modelos
que, destes 500 foram selecionados e, em seguida, submetidos a uma analise alternativa
de centroide e a inspecao visual com relagdo a formagao do motivo e a disposi¢cdo dos
residuos presentes nos dominios de ligagéo da proteina.

No referido trabalho, conseguimos prever a localizagdo de dominios de ligagéo e,
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além disso, realizamos docagem molecular com outras proteinas, simulacdo de dindmica
molecular para analise de mudancgas conformacionais e célculos de energia livre de
ligacdo da Vif complexada com as proteinas celulares EloB e EloC. O modelo teoérico foi
comparado com um fragmento do BC-box do Vif obtido por cristalografia e obtivemos um
RMSD satisfatorio de 0,904 A para esta regido (STANLEY et al., 2008).

Com relagdo aos métodos que utilizam a abordagem threading para predi¢do
da estrutura, estes sdo recomendados para proteinas ou regides da cadeia que nao
apresentam identidade minima de 30% com sequéncias utilizadas como molde que
permitam a aplicagdo de métodos de modelagem por homologia. Com relagdo a estes,
recentemente, publicamos um estudo em que analisamos as altera¢cdes conformacionais
da 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coenzyme Reductase, uma enzima envolvida na biossintese
do colesterol com o propdsito de identificar a relevancia da regido do dominio Flap para a
primeira etapa de reacado desempenhada pela enzima. Neste estudo, esta regido ausente
na cristalografia foi modelada por threading utilizando o programa I-TASSER (COSTAet al.,
2019)we constructed a model of human HMGR (hHMGR. Em outro estudo, a abordagem
threading foi utilizada para predizer a estrutura completa da Alba3 de Leishmania infatum,
uma enzima que apresenta identidade menor que 30% com seus homologos préximos,
mas exibe um dominio Alba envolvido na ligacdo ao DNA/RNA comum com outras enzimas
(DA COSTA et al., 2017).
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CAPITULO 9

ATUAIS LIMITACOES E PERSPECTIVAS DOS
METODOS THREADING E AB INITIO

Kaué Santana da Costa
Anderson Henrique Lima e Lima

Alberto Monteiro dos Santos

Apesar de terem evoluido
consideravelmente nos Ultimos anos mostrando
estruturas

resultados satisfatorios nas

obtidas, os métodos de modelagem da
estrutura tridimensional de proteinas também
apresentam suas limitacbes, em especial no
que diz respeito aos métodos que utilizam a
abordagem threading e ab initio. Este capitulo
ir4 apresentar as principais limitacbes e discutir
perspectivas de desenvolvimento, e algumas
novas aplicacdes que estdo sendo abordadas

para estes métodos.

ATUAIS LIMITAGOES E DESAFIOS

Conciliar um baixo custo computacional
com uma simulacé@o que obtenha modelos mais
realisticos com baixa resolu¢do e baixa energia
mostra-se um grande desafio para a area de
predicdo de estruturas de proteinas. Com
relac@o aos algoritmos ab initio, apesar de eles
terem evoluido ao longo destes anos — progresso
notado durante os eventos do CASP — estes
apresentam algumas limitagdes. Uma delas
refere-se ao demasiado tempo computacional
em relagdo as abordagens baseadas em
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molde, uma vez que a grande parte da sua
aplicacéo, tem sido na obtencdo de estruturas
que nao apresentam qualquer identidade ou
ndo apresentam valores satisfatorios desta com
outras sequéncias de proteinas (BAKER et al.,
2006; BAR-ON et al.,, 2011; KEMEGE et al,,
2011).

No entanto, os métodos ab initio, que nao
eram capazes de prever de maneira acurada a
topologia de estruturas que continham mais de
100 residuos (SIMONS; STRAUSS; BAKER,
2001), na dultima década, nos mostram, com
certa precisdo, a estrutura de proteinas
com 100-120 residuos de aminoacidos. E
importante ressaltar ainda que ja foi relatado
na literatura, a modelagem bem sucedida de
estruturas raras, em que se obtiveram modelos
de resolucdo satisfatoria (<2,0 A de atomos
de Ca) (BRADLEY; MISURA; BAKER, 2005).
Com relagédo a isso, o algoritimo aplicado no
programa de predicdo Quark, disponibilizado e
mantido pela Universidade de Michigan (EUA)
permite sequéncias com tamanhos maiores de
até 200 residuos de aminoacidos (XU; ZHANG,
2012).

Tomando como base os resultados
apresentados nos ultimos eventos do CASP,
os modelos, algumas vezes, s&o distantes
ou apresentam determinadas deficiéncias em
relacdo as estruturas nativas, o que requer
que inspecdes visuais sejam realizadas com

o0 proposito de estabelecer caracteristicas
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importantes no alvo que se deseja obter, pois pelo menos até o momento, as fungdes de
pontuacdo ou métodos de comparag¢do — como o GDT_TS (do inglés Global Distance Test
Total Score), largamente utilizados para a selecéo de estruturas — ndo sé@o capazes de
reproduzir as decis6es humanas na escolha de modelos tedricos préximos a conformacgao
nativa (BEN-DAVID et al., 2009; KRYSHTAFOVYCH; FIDELIS; MOULT, 2014; TAI et al.,
2014).

O GDT_TS é um método métrico que determina a acuracia global de predi¢cdao do
modelo em relacdo a estrutura nativa experimentalmente obtida, pois mede a porcentagem
de atomos de Ca espacialmente alinhados entre ambas as estruturas. E considerado mais
robusto que o RMSD na comparacéo de estruturas. Valores de GDT_TS entre 90-100
representam sucesso na predi¢cdao. Modelos com valores de 89-60 representam proteinas
com similaridade estrutural satisfatéria. Modelos com valores de 30-20 representam
estruturas aleatorias e sem significancia obtidas no processo de modelagem. Durante os
eventos do CASP, temos percebido progressos na qualidade dos modelos, por exemplo, no
CASP 5, somente um dos cinco alvos estudados se mostrou acima de 60, e 0s outros com
pontuacdo acima de 40. Em contraste, durante o CASP 10, trés estruturas alvo com menos
de 120 residuos mostraram GDT maior que 60 (KINCH et al., 2011).

Métodos de predicdo ab initio que utilizam campos de forca fisicos aliados a simulacao
de dindmica molecular, estdo longe de se tornar rotineiros na predicdo da estrutura de
proteinas devido ao elevado custo computacional, embora sucessos de predicéo ja tenham
ocorrido com esta abordagem, utilizando super-computadores (NGUYEN et al., 2014).
Considerando que a proteina de interesse apresente uma longa cadeia polipeptidica e
que o dobramento desta na sua conformacédo nativa, ao longo da dindmica molecular,
pode requerer escalas superiores ao de nanosegundos, uma capacidade e tempo de
processamento maiores serdo necessarios para a simulacao. Recentemente, Voelz et al.,
(2010) simularam o dobramento da regido N-terminal da proteina ribossomal L9 (NTL9) por
abordagem ab initio, utilizando o sistema de computadores Folding@Home e uma versao
modificada do pacote computacional GROMACS escrita para GPUs utilizando um tempo
total de simulgacdo 1.52 microsegundos (ms) (VOELZ et al., 2010).

Nesta simulagao, utilizaram o campo de forca AMBER ff96 e o modelo de solvatacao
GBSA e iniciaram os calculos de DM em diferentes temperaturas e com fragmento da
proteina em diferentes estados conformacionais (incluindo a forma distendida). No referido
estudo, apesar de simularem um fragmento de somente 39 residuos para a proteina que
apresenta um tempo de dobramento de ~1,5 ms obtiveram um RMSD-Ca de 3,1 A com
relagéo a forma nativa obtida por difragcéo de raios-X. Deste modo, percebemos que os
métodos ab initio que utilizam simulacéo de dindmica molecular aliado ao campos de for¢a
com potenciais fisicos e modelos de solvatacdo, podem ser Uteis na compreensdo do
enovelamento de proteinas quando comparados aos métodos de predicdo baseados em
molde, como o threading e modelagem por homologia, visto que estes Ultimos, utilizam

Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas: Um Guia Teérico e Pratico Capitulo 9 “



somente estruturas de referéncia como molde, de onde se extraem um arcaboucgo estrutural
para construcdo do modelo.

Com relacdo ao sucesso do desenho de enzimas, embora tenhamos notado
avancgos interessantes nesta area (KHERSONSKY et al., 2011; ROTHLISBERGER et
al., 2008), as enzimas engenheiradas ainda apresentam pouca eficiéncia na atividade
catalitica quando comparadas aquelas do estado nativo. E por isso que o desenho de
enzimas tem sido utilizado em conjunto com a evolugéo dirigida, como forma de corrigir
possiveis erros na estrutura catalitica ndo previstos pelos métodos computacionais. Neste
sentido, avangos no desenvolvimento dos campos de forga, na selecdo da conformacgéao
das algas, ou esqueletos proteicos adequados ao sitio catalitico, ainda serdo necessarios
para aperfeicoar os métodos in silico aplicados ao desenho destas estruturas (BAKER,
2010).

PERSPECTIVAS E DESENVOLVIMENTOS FUTUROS

Apesar das limitacbes apresentadas no desenho de proteinas, a biologia sintética
€, atualmente, um dos mais empolgantes e recentes campos de desenvolvimento cientifico
e encontra-se em crescente expansado. Com relacado a isto, os métodos ab initio sédo, sem
divida, os mais versateis em aplica¢des biotecnolégicas e a gama de produtos (derivados
de proteinas) desenhados por estes métodos ndo param de crescer. Atualmente, um
grande numero de trabalhos com este propoésito tem sido publicados na literatura, incluindo
propésitos e abordagens diferentes, tais como: obtengéo novas topologias proteicas para
o desenho de vacinas (CORREIA et al., 2014), enzimas desenhadas para exercer novas
catélises (ALTHOFF et al., 2012), bem como, nanomateriais com subunidades proteicas
capazes de automontagem que sé&o interessantes para fins biotecnolégicos (KING et al.,
2014).

Com o aumento da qualidade de predicdo dos métodos ab initio, € possivel que
grupos de pesquisa comecem a adotar estes métodos na sua rotina, podendo se tornar
ferramentas ndo somente auxiliares de predicdo, mas também concorrentes aos métodos
baseados em molde, como a modelagem por homologia que hoje € largamente utilizada no
estudo de mutantes e no planejamento in silico de farmacos. Com relagéo ao avanco na
qualidade de predicao, por exemplo, o I-TASSER tem mostrado resultados convincentes de
predi¢cdo que o colocam em primeiro lugar nos eventos de competicdo do CASP (do inglés,
Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction), tais como CASP7,
CASP8, CASP9, CASP10, CASP11, CASP12, e CASP13 (KRYSHTAFOVYCH et al., 2019).
Além disso, recentemente foi reportado que os modelos obtidos pelo algoritmo I-TASSER
superam em qualidade as estruturas obtidas por cristalografia por difragdo de raios-X e,
podem desta forma, auxiliar em métodos de triagem virtual baseados em estrutura (SBVS
do inglés, Structure-based Virtual Screening) (DU et al., 2015; RODRIGUES et al., 2012).
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Similarmente, devido ao grande avanco das metodologias de modelagem, é possivel que
futuramente os métodos in silico ndo baseados em molde, no qual se inclui exclusivamente
a predicdo ab initio sejam, gradativamente, mais aplicados com propésitos que requerem
detalhes estruturais mais precisos como o planejamento in silico de farmacos e no estudo

de mecanismos catalitico-enzimaticos.
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GLOSSARIO DE TERMOS TECNICOS E SIGLAS
A

Ab initio: Na Biologia Estrutural, refere-se a uma abordagem de modelagem tridimensional
que nao depende de estruturas de referéncia. Neste método, sao utilizados a analise do
espaco conformacional unida a uma funcéo de pontuacéo de energia, a fim de encontrar as
estruturas com o minimo de energia potencial global.

Aminoacido: Sao os blocos construtores das proteinas. Cada aminoacido é composto por
um atomo de carbono quiral denominado de carbono alfa (Ca) que forma ligagdes com o
grupo amina, o carboxila, uma cadeia lateral que variam de acordo com o aminoacido e o
hidrogénio.

Alca: Regides conformacionalmente variaveis da estrutura tridimensional de proteinas que
conectam as estruturas secundarias.

Alinhamento: Método computacional de organizagdo de duas ou mais sequéncias ou
estruturas cujo propoésito é evidenciar similaridades ou dissimilaridades entre elas.

Algoritmo: Conjunto ordenado e légico de instru¢des para execucdo de determinada tarefa
computacional.

BLAST: Do inglés Basic Local Alignment Search Tool, trata-se de um algoritmo de
comparacao de sequéncias utilizado para busca em bases de sequéncias a fim de gerar

alinhamentos locais, a partir de uma sequéncia de interesse (no inglés, query sequence). E
a ferrramenta de pesquisa padrdao do NCBI GenBank.

BLOSUM: Do inglés Blocks Substitution Matrix. E um conjunto de matrizes de substituicio
aplicada as proteinas, as quais as pontuagdes para cada posicdo sao derivadas de
frequéncias de substituicbes em blocos de alinhamentos locais em proteinas relacionadas.
Cada matriz € adaptada para uma dada disténcia evolutiva. Exemplo: As matrizes
BLOSUM®62 derivam de alinhamentos que compartilham 62% de identidade.

Cc

Campo de forca: Conjunto de parametros e fungcdes matematicas que séo utilizados para
descrever a energia potencial total de um sistema.

CASP: Do inglés, Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction, s&o
eventos cientificos que ocorrem bienalmente em que diferentes métodos e algoritmos séo
testados levando em consideracdo a capacidade de predizer a estrutura tridimensional de
proteinas na sua conformacéao nativa.

Carbono alfa (Ca): Carbono quiral presente em todos os aminoacidos. Forma quatro
grupos de ligagbes simples: carboxila, amina, hidrogénio e o radical variavel que varia de
acordo com o aminoécido.
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Compilador: Programa utilizado para transformar codigo fonte escrito em determinada
linguagem de programag&o em um programa executavel.

Conformacao: Arranjo tridimensional de atomos e de ligagbes em uma molécula que
descrevem sua geometria.

Conformacao nativa: Corresponde a conformagéo final de uma proteina (ou acido
nucleico) na qual esta desempenha sua funcéo biolégica. E a conformagéo funcional.

CPU: Doinglés, Central Process Unit(Unidade Central de Processamento). E o componente
principal do computador, também é conhecido como processador. A CPU é responsavel por
calcular e realizar tarefas determinadas pelo usuario.

C-terminal: Porgéo final da cadeia polipeptidica da proteina que contém um grupo carboxila.

D

Docagem: Do inglés docking. E o método computacional que tenta prever a melhor afinidade
e complementariedade de duas moléculas quando ligadas a um complexo estavel.
Dominio: Em Biologia Estrutural, se trata de regides ou porgdes da proteina que exibe
sequéncia conservada evolutivamente. Normalmente, séo regides funcionais da estrutura.
Diagrama de Ribbon: Representacdo esquematica tridimensional da estrutura de
proteinas, em que as alfa-hélices sédo representadas por fitas enroladas e as beta-folhas,
por setas.

DOPE: Do inglés Discrete Optimized Protein Energy. Trata-se de uma unidade de energia
potencial utilizada pelo programa de modelagem Modeller.

E

Enovelamento: Processo fisico no qual uma proteina por meio de interagbes com o meio
ou acao de outras proteinas ou cofatores atingem sua conformacéo nativa.

Enzima: Proteinas que apresentam fungéo catalitica, isto €, atuam como catalisadoras de
reacOes quimicas.

F
FASTA: Formato de representacdo de sequéncias biologicas largamente aplicado em bases
de dados. E aplicado para a representacéo de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos.

Forcas de Solvatacao: Forcas de atragcdo e repulsdo causado pelas moléculas
dispersas-se em uma solugdo contra os ions ou outras moléculas que constituem o soluto.
Nas proteinas, estas forcas normalmente sao exercidas pelas moléculas de agua.

Funcao de pontuacao de energia: Funcéo pela qual se avalia o estado conformacional
de uma proteina por meio de calculos de energia potencial. As funcbes variam para cada
algoritmo.
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G

Grafico de Ramachandran: Grafico de dispersédo que representa a estrutura de proteinas
por meio dos angulos de tor¢do ¢ e P dos aminoacidos.

GUI: Do inglés Graphical User Interface (Interface Gréafica ao Usuario). E a interface grafica
que permite a interagdo do usuario com o sistema operacional.

Genoma: Conjunto hapléide completo de todos os genes e demais sequéncias presentes
em um organismo.

Gap: Na traducao lacuna. Em Bioinformatica, se refere as regides de ndo correspondéncia
entre duas sequéncias em alinhamentos e séo representadas por tragos.

GPU: Do inglés Graphics Processing Unit. Sdo unidades de processamento especializado
em processar graficos.

H

Homologia: Relagcdo evolutiva entre duas estruturas em que estas compartilham um
ancestral em comum (mesma origem filogenética). Na Biologia Estrutural, duas proteinas
sdo consideradas homdlogas quando descendem de um mesmo ancestral.

Input: Expressao em inglés que na linguagem da area computacional se refere a todo dado
utilizado como entrada para execug¢do de um processo.

Identidade: Porcentagem de caracteres similares entre duas sequéncias quando alinhadas
(excluindo-se os gaps).

lteracdao: Em computacao, se refere a uma série de passos em um algoritmo por meio do
qual o processamento de dados é executado repetitivamente até o resultado exceder um
limite particular.

L

Ligante: Molécula que se liga a um determinado bioreceptor, podendo agir como um co-
fator, substrato ou inibidor.

Loop: ver alca.

M

Matches: Na traducao do inglés correspondéncia. Caracteres idénticos em duas sequéncias
alinhadas que ocupam a mesma coluna.

Metilacao: Modificagdo pos-traducional que correm em proteinas. Corresponde a adi¢do
de grupos metil a estrutura.

Mismatches: Na tradugéo do inglés ndo correspondéncia. Caracteres diferentes em duas
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sequéncias alinhadas que ocupam a mesma coluna.

Molde: Estrutura utilizada como referéncia em métodos de modelagem por homologia.
Termo deriva do inglés template.

Modelagem por homologia: Método de predi¢cdo da estrutura de proteinas que utiliza
estruturas de referéncia que apresentam similaridade na sequéncia devido a ancestralidade
comum (homologia).

Motivos: Regides curtas e conservadas estruturalmente de uma sequéncia de proteinas.
Geralmente sdo partes altamente conservadas dos dominios.

N

NGS: Do inglés Next Generation Sequencing (Sequenciamento de Nova Geracao). Refere-
se a todas as metodologias de sequenciamento nascidas apds 2005 e incluem, entre outros,
o0s métodos de sequenciamento por ligacao, sequenciamento por detecgcéo de prétons, e o
pirossequenciamento.

Nucleotideo: Correspondem aos blocos construtores dos &cidos nucleicos. Sdo constituidos
por um fosfato, agicar e uma base nitrogenada.

N-terminal: Porcéo inicial da sequéncia polipeptidica da proteina que contém o grupo
amina. Normalmente, inicia com um residuo de metionina.

(o)

Open source: Expressédo em inglés que se refere aos programas nos quais a codigo fonte
€ aberto, isto é, as informagdes séo livres.

Output: Expressao em inglés que se refere aos dados liberados da execug@o de um
processo computacional.

P

Protein Data Bank:Base de dados que contém a estrutura tridimensional de macromoléculas
biolégicas elucidadas por métodos experimentais, tais como, cristalografia de raios-X,
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e crio-microscopia eletrdnica.

PDB: Formato de arquivo utilizado para a representacdo da estrutura tridimensional de
moléculas. Atualmente é o formato amplamente difundido e interpretado por diferentes
programas de anélise de estrutura. E representado pela extenséo .PDB.

PCR: Do inglés Polymerase Chain Reaction, trata-se de uma técnica da biologia molecular
que realiza a amplificacao de segmentos especificos de DNA em uma mistura complexa, na
qual estéo presentes também curtos iniciadores (denominados primers) oligonucleotideos
para o segmento de interesse, além de reagentes para sintese de DNA.
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R

Refinamento: Corresponde a otimizagao na estrutura tridimensional de uma macromolécula
de modo a corrigir distor¢ées ou erros esterequimicos.

Root Mean Square Deviation (RMSD): Calculo métrico que exibe a distancia média entre
duas proteinas estruturalmente alinhadas. Normalmente, utilizam-se como referéncia os
atomos de carbono a.

Rotamero: Conformagao mais comum da cadeia lateral de residuos de aminoacidos. Séo
gerados por modificagdes nos angulos de rotagéo.

Ribbon: Ver Diagrama de Ribbon.

S

Similaridade: Porcentual de residuos de aminoacidos similares entre duas proteinas
obtidos apés o alinhamento de duas sequéncias. Residuos similares sdo aqueles que
compartilham caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.

Simulated Annealing (SA): Na predicao estrutural de proteinas, trata-se de um algoritmo
que aplica o Metropolis MC para a minimizagdo da estrutura. Este gera perturbagbes
aleatérias nos rotdmeros por meio de ciclos de aquecimento e resfriamento seguindo a
distribuicdo candnica de energia de Boltzman para determinada temperatura com objetivo
de se encontrar a menor energia global da estrutura.

Script: Conjunto de codigos escritos em uma linguagem de programacgéo especifica que
sdo interpretados por meio de um programa.

SDF: Do inglés, Structure Data File. Formato de arquivo de estrutura desenvolvido pela
empresa MDL. E representado pelas extensdes .sd ou .sdf.

Simulacao de Dinamica Molecular (DM): Método computacional que utiliza a mecanica
molecular para descrever o0 movimento atdbmico ao longo do tempo. Neste método, atomos
e moléculas sédo descritos como particulas unidas por forcas harménicas ou elasticas, e o
movimento atémico é resolvido pelas equag¢des newtonianas.

T

Threading: Método de predicdo da estrutura de proteinas que reconhece o tipo de
dobramento de proteinas homélogas distantes ou sem homologia, mas que conservam

estruturas similares devido a convergéncia evolutiva. Assim como a modelagem por
homologia, o threading € um método baseado em molde.

TM-score: métrica aplicada pelo programa TM-align utilizado pelo I-TASSER para medir a
similaridade estrutural entre duas proteinas.

Traducao: Em Biologia Molecular, se refere ao processo no qual a molécula de RNA
mensageiro é interpretada pelo ribossomo para a produgédo da cadeia polipeptidica da
proteina.
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\'}

Virtual Screening: Do inglés, triagem virtual, trata-se de uma abordagem computacional
que realiza a triagem/filtragem de compostos com aplicagées no desenvolvimento de novos
farmacos. Ha a abordagem baseada em estrutura e a baseada no ligante.

Y4

Z-score: método estatistico que indica a separacao de valores em relagédo a sua contraparte.
E representado pela formula: valor — média/ Desvio padrdo. Na Biologia Estrutural é utilizado
para acessar a significancia energética de determinada estrutura com uma amostra de
proteinas oriundas de base de dados ou preditas por métodos computacionais.
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A predicao da estrutura de proteinas é, sem duvida, um
assunto chave para todos que atuam nas areas de
modelagem molecular, bioinformatica e biologia estrutural,
dada a versatilidade de fungcdoes desempenhada por estes
biopolimeros em processos biolégicos, assim como suas
diferentes aplicagdées farmacéuticas, industriais e
biotecnolégicas. Com este livro, pretende-se hao somente
atender as necessidades praticas relacionadas a
modelagem e analise das estruturas tridimensionais de
proteinas, conteudo ainda carente em lingua portuguesa,
mas também fornecer os principais conceitos necessarios
para a compreensao dos métodos, suas aplicagdes, assim
como limitacoes. O livro traz um conteudo e linguagem
adaptada para alunos de graduacao e, devido ao grande
numero de expressoes originarias do inglés presentes na
literatura cientifica, sao incluidos os termos mais
comumente utilizados na lingua de origem, sempre dando
preferéncia a traducao destes para o portugués.

O livro traz linguagem acessivel, inclui referéncias
atualizadas sobre os métodos, se encontra ricamente
ilustrado e traz ao final um glossario de termos técnicos
qgue enriquecerao a leitura e compreensao do leitor. Esta
obra é uma importante fonte de consulta de alunos de
graduacao e pds-graduacao de cursos relacionados as areas
de ciéncias Bioldgicas, Médicas, Exatas e Naturais, assim
como, para todos interessados no assunto.
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