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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 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,

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



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
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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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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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