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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 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.

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

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
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Amostragem Adic3o de constricdes
Conformacional bioldgicas e
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Agrupamento e ‘
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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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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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