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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

Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas: Um Guia Tebrico e Pratico

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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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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