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linhamento estrutural consiste na tentativa de encontrar

semelhangas entre duas estruturas tridimensionais de

moléculas, como por exemplo, peptideos, ligantes e proteinas [1].

A estrutura tridimensional de proteinas estd estritamente ligada
& sua atividade biolégica em uma célula [2]. Portanto, conhecer a estrutura
das proteinas e poder encontrar equivaléncias nessas estruturas é um fator
crucial no campo da biologia estrutural [2]. Aléem disso, uma vez que estudos
sugerem que a evolugéo tende a conservar a estrutura de macromoléculas,
similaridades estruturais entre duas proteinas podem ser usadas como
indicios de relagées evolutivas ou fungdes comuns entre as estruturas
sobrepostas [1]. Essas relagdes, por sua vez, sdo fundamentais na predigdo da
interag&o entre proteinas [4]. Nesse contexto, a determinagdo entre
similaridades entre estruturas se mostra de grande importéncia para uma
gama de estudos em bioinformatica estrutural.

No alinhamento estrutural, macromoléculas s&o sobrepostas visando
encontrar regides de similaridade. A Figura 1ilustra o alinhamento estrutural
entre duas enzimas beta-glicosidases classificadas como membros da
familia 1 das glicosideo-hidrolases (GH1) na base de dados CAZy
(carbohydrate-Active enZymes; disponivel em http://www.cazy.org/). Por
serem proteinas de uma mesma familia (e do mesmo clé GH-A), é esperado
que beta-glicosidases GH1 possuam uma estrutura tridimensional parecida.
Isso pode ser demonstrado sobrepondo as estruturas através de uma técnica
de alinhamento estrutural, como na Figura 1.
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Beta-gheosidise do fungo Beta-glicosidase do cupit
Humicola inselens | - 1

@ . Neodermes Keshaensis

ID: 3VIK

Alinhamento estrutural

Estrutura de 4MDP (verde)
sobreposta a 3VIK (azul)

Figura 1. Exemplo de alinhamento estrutural entre duas
proteinas beta-glicosidase da familia GH1. A esquerda vé-se a
estrutura (cartoon verde) da beta-glicosidase do fungo Humicola
insolens (PDB ID: 4MDP). A direita vé-se a estrutura (cartoon
azul) da beta-glicosidase do cupim Neotermes koshunensis (PDB
ID: 3VIK). Abaixo, vemos as duas estruturas sobrepostas por
meio de alinhamento estrutural. Figura gerada usando PyMOL
(https://pymol.org/2/). Fonte: préprio autor.

De fato, a familia GH1 (e outras familias pertencentes ao clé GH-A) é
composta por enzimas que adotam uma estrutura de enovelamento
denominada Barril TIM (B/a)8, em que oito fitas beta se intercalam com oito
hélices-alfa dando a proteina a forma de um barril [12]. Quando comparamos
as sequéncias (estrutura priméria) dessas enzimas podemos perceber que
elas apresentam menos de 40% de identidade, isto € menos de 40% dos
aminodcidos que compéem essas estruturas séo similares (Figura 2). Isso
demonstra uma das vantagens do alinhamento estrutural: encontrar
macromoléculas com sequéncias pouco similares, mas com uma forma
parecida.
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Figura 2. Alinhamento entre sequéncias da beta-glicosidase do fungo Humicola
insolens (PDB ID: 4MDP) e da beta-glicosidase do cupim Neotermes koshunensis
(PDB ID: 3VIK). Identidade de sequéncia de 39%. Aminodcidos forma coloridos de
acordo com o tipo. Gerado usando Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Fonte: préprio autor.

Fundamentos do alinhamento estrutural

Fundamento 1 - considere o espacgo 3D: partindo do principio de que
desejemos alinhar duas macromoléculas para determinar se possuem
estruturas similares, devemos primeiramente considerar que estamos lidando
com um ambiente tridimensional, isto & composto por trés dimensées (em
geral, denominadas X, Y e Z). Considere que proteinas sdo compostas por
aminodcidos, que por sua vez sdo compostos por dtomos. Cada dtomo é
representado por uma coordenada tridimensional. Veja um exemplo de uma
linha de um arquivo PDB que representa um dtomo de nitrogénio da cadeia
principal do aminodcido prolina de um peptideo sintético semelhante ao
colageno (PDB ID: IMDS):

ATOM 1 N PRO A 1 8.316 21.206 21.530 1.00 17.44 N

Os trés nUmeros destacados representam as trés posi¢des X, Y e Z daquele
dtomo no espago tridimensional. Logo, se desejamos sobrepor uma estrutura
sobre a outra, precisamos alterar essas coordenadas.

Fundamento 2 — apenas uma estrutura é alterada: em um alinhamento par-
a-par, apenas as coordenadas de uma estrutura devem ser alteradas. A
outra estrutura é utilizada como referéncia para realizagéo do alinhamento
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(Figura 3). Caso tenha mais de duas estruturas para serem alinhadas, uma
delas deverd ser utilizada como estrutura-referéncia, enquanto todas as
outras serdo alinhadas em relagdo a ela.

Antes do alinhamento

Apés o alinhamento

Figura 3. Alinhamento entre duas formas genéricas denominadas
como A e B. Apenas B sofreu alteragdes, ou seja, em um
alinhamento par-a-par, B é alinhado em comparagéo a A. Fonte:
préprio autor.

Fundamento 3 - rotagdo e translagdo: no alinhamento estrutural, uma
estrutura pode sofrer duas possiveis operagées. SGo elas rotagdo e
translagdo. No movimento de translagéo, um elemento &€ movido de um lugar
para o outro sem alterar sua posigdo rotacional em relagdo a um referencial.
No caso da rotagdo, esse movimento relaciona-se a girar determinado
elemento, o que afeta outros elementos conectados. Se tratando de um
ambiente tridimensional, esses conceitos podem parecer um pouco
complexos (ainda mais quando os correlacionamos com interacées
moleculares).

Para entender o movimento de rotagéo, imagine um dtomo representado
como se fosse uma bola de futebol da marca BIOINFO (preste bastante
ateng@o na marca). Imagine que a bola esté parada, logo podemos
rotaciond-la de seis formas possiveis, como na Figura 4:
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Figura 4. Possiveis rotacées que uma bola poderia sofrer. (1) rotacdo em sentido horéario,
(2) sentido anti-horério, (3) direita, (4) esquerda, (5) acima e (6) abaixo. Observe que
todos os movimentos ocorrem com base em uma referéncia (no caso, o centro da bola).
Fonte: préprio autor.

., Wy
@ 9
).

¥ { e
4 ?\’
' X
-7

\
\

®
2
b
199
@ >
NGO

I



Observe que a bola se encontra € uma mesma posi¢do, ou seja, apesar de
estarmos rotacionando a bola, as coordenadas dela ndo estdo sendo
alteradas.

Agora, vamos supor que Jodozinho, um menino muito levado da ruag, colou
duas bolas de futebol usando supercola. Nesse caso, ao aplicar um
movimento de rotagdo em qualquer uma das bolas, a outra também serd
afetada (Figuro 5). Por exemplo, se rotacionarmos a bola 1, as coordenadas
dela ndo serdo alteradas (afinal ela se encontra no mesmo Iugcr). Entretanto,
as coordenadas da bola 2 serdo afetadas.

9 Bolas de futebol “coladas”
.. AR Y
BIOINFO | BIOINFO :

Bola 1 Bola 2
e Rotacdo sentido anti-horirio (apenas na Bola 1)
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Figura 5. Ao rotacionar um elemento ligado a outro, a posi¢cdo
do segundo elemento que participa da interacdo sera afetada.
(A) Ilustragdo do movimento de rotagdo quando dois
elementos estdo unidos. Considere a bola 1 como elemento-
referéncia. (B) Ao aplicar uma rotagcdo a um elemento, ele
continuara nas mesmas coordenadas, enquanto as
coordenadas do outro serdo afetadas. Por exemplo, considere
que a bola 1 estd presa ao chdo (vamos considerar que a
disténcia para o chdo seja o eixo Y). Ao rotaciona-la, ela
continuarad presa ao chédo (e.g., distdncia do eixo Y igual a 0
cm), mas a bola 2 ndo esta mais (e.g., distdncia do eixo Y
igual a 10 cm). Fonte: préprio autor.



Para entender a translagdo, observe o exemplo a seguir com um par de
calgados (Figura 6). Na Figura 6A, dois calgados estdo posicionados um ao
lado do outro. A seguir, eles foram separados (Figura 6B), isto &, o chinelo &
direita sofre um movimento de translagdo que amplia a disténcia para o
chinelo & esquerda. Entretanto, note que a orientagdo ndo foi alterada
(percebct como o chinelo & direita estd levemente inclinado e mantém sua
inclinagéo mesmo apés a translagéo). Assim, podemos concluir que o
movimento de translagé@o desloca um elemento de um ponto a outro, mas
sem alterar sua rotagéo (ou seja, apenas um dos eixos serd alterado).

A (B)

Figura 6. Ilustrando o movimento de translacdo usando calgados. (A) Chinelos estdo
préximos. (B) Chinelos sdo separados (i.e., o chinelo a direita realiza um movimento de
translagdo). Note que a orientagdo dos chinelos nédo foi alterada. Apenas foi aplicada uma
disténcia entre eles. Fonte: préprio autor.

Os movimentos de rotagdo e translagéo aplicados a dtomos podem ser
interpretados de forma similar. Atomos realizam interacées quimicas (no
caso dos aminodcidos, eles estdo interligados por ligagées covalentes). Logo,
ao aplicar um movimento de rotagdo em um dos dtomos, as coordenadas de
outros dtomos interligados serdo afetadas. Para ilustrar isso, observe a figura
a seguir. Nela, dois aminodcidos triptofano em orientagdes e posigées
diferentes sdo representados por sticks verdes e azuis. Deseja-se sobrepor o
triptofano azul sobre o triptofano verde. Observe como os movimentos de
rotagéo e translagdo poderiam ser aplicados (Figura 7).
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Figura 7. Alinhamento estrutural entre dois aminoacidos triptofano representados por
sticks nas cores verde e azul ciano. (A) Aminodcidos em orientagées e posigdes distintas.
(B) Rotagdo dos eixos X e Y do triptofano azul visando se aproximar da posi¢do final do
triptofano verde. (C) Rotagdo considerando os eixos X e Z (observe que é dificil visualizar
a representacgdo do eixo Z, por essa se tratar de uma figura bidimensional). (D-E)
Translagdo do triptofano azul para sobrepor o verde (em geral, a translacdo é realizada
primeiro, mas para melhor ilustrar o processo, realizamos apds a rotacdo). Figura gerada
com PyMOL. Fonte: prdprio autor.



Note que a sobreposig¢do ndo é perfeita. Mesmo se tratando de um mesmo
aminodcido, é natural que se encontre diferengas nas distdncias dos dtomos
devido as limitagées dos métodos de determinagéo de estruturas, a propria
natureza das ligagdes quimicas e até mesmo a imprecisdes dos algoritmos
de alinhamento estrutural. Observe ainda que o processo de rotagdo e
translagdo é bastante complexo quando se considera cada um dos dtomos.
Por exemplo, ao visar um melhor alinhamento entre os dtomos de nitrogénio
(em azul na figuro), podemos ter um bom alinhamento considerando todo o
aminodcido. Entretanto, os dtomos remanescentes ainda ndo estaréo bem
alinhados. Digamos que a seguir, transladamos e rotacionamos o dtomo de
oxigénio (em vermelho) para aperfeigoar o posicionamento. Ao fazer isso,
todas as coordenadas dos outros Gtomos serdo afetadas, inclusive dos
atomos de nitrogénio (que j&@ haviam sido posicionadas corretamente).
Assim, mais uma vez eles precisardo ser reorientados, o que ird mais uma vez
afetar o alinhamento dos dtomos de oxigénios (além de todos os outros).
Perceba que ndo hd uma solucdo perfeita para um alinhamento de
estruturas. Logo, as ferramentas disponiveis usam diversos algoritmos e
heuristicas para tentar obter uma boa sobreposicéo, balanceando preciséo e
desempenho.

Algoritmos de alinhamento estrutural

O problema do alinhamento entre estruturas tridimensionais possui um custo
computacional maior do que o alinhamento de sequéncias. Frente a isso,
algoritmos de modelagem e alinhamento estrutural eficientes séo
imprescindiveis dentro dessa area [3-4].

Por exemplo, dadas duas proteinas A e B de tamanhos m e n, o alinhamento
estrutural visa encontrar subcadeias (vamos chama-las aqui de P e Q), que
tenham o mesmo tamanho, sejam similares e a correspondéncia seja a
méxima possivel [1]. A correspondéncia é definida como a associagéo de
pares de dtomos das duas proteinas que aparecem nas mesmas posigdes
em suas respectivas subcadeias. O resultado de um alinhamento séo
subestruturas derivadas que tenham o maior grau de similaridade possivel.
Em geral, esse grau de similaridade € medido pela distdncia euclidiana entre
os Gtomos correspondentes em cada estrutura [1].

Proteinas podem ser rotacionadas ou transladadas sem ter sua estrutura
afetada (no caso, considere as distancias internas entre dtomos). Entéo,
pode-se fixar a proteina A e rotacionar a proteina B de forma a encontrar as
maiores subcadeias P e Q que tenham alta similaridade e correspondéncia.
Mais uma vez, devemos lembrar que, em um processo de alinhamento
estrutural, € fundamental considerar a orientagéo e posigéo relativa em um
espago tridimensional das duas proteinas [1].

Sistemas de pontuagao



Existe uma grande quantidade de algoritmos para alinhamento estrutural
disponiveis. Assim, criar algoritmos novos e mais eficientes vem se tornando
cada vez mais desafiador [4]. Em geral, tais algoritmos acompanham
diversas métricas para medir o alinhamento. Uma métrica bastante utilizada
é o root-mean-square deviation (RMSD), que é calculado apés a
superposigdo das estruturas [3], conforme visto na Equagéo 1:

1 "5
RMSD= |~¥N_, &3
(1)

em que § é a disténcia entre Gtomos correspondentes de cada estrutura, e N
é o nimero de pares de dtomos correspondentes [13]. O RMSD é aplicavel a
qualquer subconjunto de uma proteinag, pode ser calculado entre os
carbonos-alfa (Ca) das estruturas ou apenas em residuos de uma segdo
especifica, ou pode ser calculado entre todos os dtomos pesados [13].

Na préatica quanto menor o valor de RMSD, mais similares séo as estruturas.
No exemplo a seguir, mostramos dois alinhamentos hipotéticos para duas
estruturas exemplo (Figura 8). Observe que quéo melhor uma estrutura
sobrep6e a outra, menor o valor de RMSD.

Alto RMSD

Mal alinhadas

Baixo RMSD

Bem alinhadas

Figura 8. Exemplo hipotético entre dois alinhamentos diferentes entre dois aminoacidos
triptofano (verde e azul). Quanto mais bem sobrepostas, menor o RMSD. Gerado usando
PyMOL. Fonte: préprio autor.

Algumas ferramentas podem apresentar diferentes métricas que véo além
do RMSD, como por exemplo, o LS-Align que utiliza a métrica LS-Score [5] e a
ferramenta TM-align, que utiliza o TM-Score [3]. Tanto o LS-Score quanto o
TM-Score s@o o valor méximo de uma pontuagdo calculada com base no
tamanho da estrutura sobre a qual serd feita o alinhamento (no caso do TM-
align, a primeira estrutura passada como par@metro) e na soma de
par&metros obtidos a partir da disténcia entre os residuos alinhados e de um
fator de normalizagéo. Por fim, ambas as métricas retornardo um valor entre
0 e1[3-5]. TM-score tem o valor no intervalo (0,1], onde 1indica uma
combinagdo perfeita entre duas estruturas. Nas préximas segdes veremos
detalhes de ferramentas que realizam alinhamento estrutural.



O alinhamento perfeito (RMSD = 0)

O melhor alinhamento estrutural possivel teria um RMSD igual a zero.
Podemos avaliar isso, alinhando uma estrutura com uma cépia idéntica a
ela. No exemplo a seguir, usaremos a ferramenta PyMOL para realizar um
alinhamento da lisozima 2L.ZM (em verde) contra uma copia idéntica dela
(em magenta). Note como as proteinas ficam perfeitamente sobrepostas
(Figura 9).

Figura 9. Alinhamento da lisozima de PDB ID: 2LZM (exibida
como um cartoon verde) com uma coépia idéntica dela (exibida
como um cartoon na cor magenta). Imagem produzida usando
PyMOL. Fonte: préprio autor.

Agora, observe o resultado do alinhamento exibido pelo PyMOL:

Executive: RMSD = 0.000 (162 to 162 atoms)

Note que todos os 162 Gtomos foram usados na comparagéo (foi usado
apenas um gtomo para cada residuo). Como as coordenadas desses
dtomos sdo idénticas, o resultado final de RMSD seré igual a zero,
indicando um alinhamento perfeito.

Ferramentas para alinhamento estrutural

Na préxima segdo, serdo apresentadas algumas das principais ferramentas
para realizagdo de alinhamento estrutural:


https://bioinfo.com.br/alinhamentos-estruturais-com-pymol/

PyMOL
TM-align
Multiprot
MUSTANG
PROMALS3D
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Alinhamento de estruturas 3D com PyMOL

PyMOL fornece diversos métodos para alinhamento estrutural de moléculas
tanto por meio de sua interface simplificada quanto por meio de seu terminal
de linhas comando. Para compreender como ele funciona na pratica, vamos
apresentar a seguir, uma série de estudos de caso utilizando-o para realizar
alinhamentos de estruturas.

Estudo de caso 1: alinhamento entre duas beta-glicosidases

No exemplo a seguir, demonstraremos como utilizar a interface do PyMOL
para realizar o alinhamento de duas proteinas. Para este estudo de caso,
realizaremos o alinhamento da beta-glicosidase do fungo Humicola insolens
(PDB ID: 4MDP) e da beta-glicosidase do cupim Neotermes koshunensis (PDB
ID: 3VIK).

Inicialmente, acesse o terminal de comando da interface grafica do PyMOL
(Figura 10). A priori, utilizaremos o terminal apenas para fazer o download dos
arquivos PDB que serdo utilizados. Caso jé os tenha em seu computador, vocé
pode utilizar o menu File > Open para abrir manualmente os arquivos PDB.

File Edit Build ovi Jisplay tting  Scene  Mouse  Wizard  Plugin - Help

PyMOL> fetch 4mdp|

Figura 10. Terminal de comandos do PyMOL. Comando fetch é usado para baixar
estruturas. Fonte: préprio autor.

Para fazer o download dos arquivos utilize o comando fetch seguido do
codigo PDB que se deseja carregar. Para o estudo de caso, execute os
comandos:

fetch 4mdp
fetch 3vik

Isso ird carregar a visualizagéo tridimensional das duas estruturas das
proteinas beta-glicosidase do fungo Humicola insolens (PDB ID: 4MDP),
representada na cor verde, e de Neotermes koshunensis (PDB ID: 3VIK),
representada na cor azul (Figura 11).
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Figura 11. Visualizacées das proteinas beta-glicosidase do fungo Humicola insolens (PDB
ID: 4MDP) - cartoon verde - e da beta-glicosidase do cupim Neotermes koshunensis (PDB
ID: 3VIK) - cartoon azul - na interface do PyMOL. Fonte: préprio autor.

Para alinhar as estruturas, podemos utilizar o painel a direita para selecionar
uma agdo de alinhamento (Figuro 12). Vamos escolher uma das estruturas
(no caso, selecionamos 3VIK) e clicar sobre o botdo com a letra A (action) ao
lado do nome da estrutura. Isso ird carregar um menu com diversas agées
que podem ser aplicadas a estrutura desejada. Vamos até a opgéo align
(alinhamento), depois em “to molecule (*/CA)” e por fim em 4mdp (pois
iremos sobrepor 3vik a 4mdp).

& pymoL - O b

FutiL > 14 LN

Figura 12. Alinhamento estrutural usando a interface do PyMOL. Fonte: préprio autor.

Por padréo, o PyMOL realiza um alinhamento de sequéncias para determinar

regides similares e depois um refinamento é realizado usando as posigdes



dos carbonos-alfa de cada residuo de aminodcido. Como resultado, pode-se
observar as estruturas sobrepostas (Figurd 13).

Figura 13. Estruturas sobrepostas de 3vik e 4mdp. Fonte: préprio autor.

PyMOL permite ainda visualizar o alinhamento de sequéncias na interface
acima do alinhamento estrutural. Para isso, basta clicar no botéo com a letra
S no canto inferior direito (Figura 14).

Figura 14. Alinhamento estrutural e de sequéncias na interface do PyMOL. Fonte: préprio
autor.

PyMOL permite ainda ampliar a visualizagdo de uma regido especifica. Para
isso, selecione a regido desejada com base na visualizagdo das sequéncias
alinhadas, ou clique sobre os aminoécidos desejados (vocé pode pressionar



SHIFT para selecionar mais de um aminodcido). A seguir, clique com o botéo
direito sobre a sequéncia selecionada e v em zoom (Figurd 15).

Figura 15. Ampliando uma regido (zoom) na interface do
PyMOL. Fonte: préprio autor.

O PyMOL ira gerar uma visualizag@o mais préxima da regiéo desejada (Figura
16). Vocé pode ainda usar o mesmo processo para centralizar a regiéio
desejada (no caso, clique na opgdo center). Ou ainda pode esconder a
regido clicando em hide, exibir os rétulos com nomes dos aminodcidos e

adtomos clicando em /abel, ou alterar as cores clicando em color.



Figura 16. Zoom em uma regido alinhada no PyMOL. Fonte: préprio autor.

Estudo de caso 2: alinhamento entre duas lisozimas

Para compreendermos melhor como funciona o algoritmo de alinhamento
padréo do PyMOL, neste novo exemplo, realizaremos um alinhamento da
estrutura de cristal de uma lisozima (PDB ID: 2L.ZM) com uma estrutura cuja
diferenga se trata de um aminodcido ndo natural p-iodo-L-fenilalanina na
posicéo 153 (PDB ID 1T6H).

Para realizar o alinhamento das estruturas, PyMOL inicialmente utiliza
programacdo dindmica para realizar um alinhamento de sequéncias. Na
pratica, ele realiza um alinhamento usando a ferramenta BLAST com base na
matriz de pontuagéo BLOSUMB2 (néo precisamos entrar em detalhes, pois
esses s@o par@metros-padrdo de execugdo do BLAST). Podemos simular essa
primeira etapa executando o alinhamento das sequéncias usando a
ferramenta BLAST web (disponivel em https://blast.ncbi.nim.nih.gov). Observe
o resultado do alinhamento:

Alinhamento 2LZM x 1TeH

Query 1 MNIFEMLRIDEGLRLEIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIGRNCNGYITE &8
MNIFEMLRIDEGLRLEIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSE LDKATGRNCNGYITK
Sbjet 1 MNIFEMLRIDEGLRLEIYKDTEGYYTIGIGHLL TKSPSLNAAKSE LDKATGRINCNGVITE &8

Query 61  DEAEKLFNQDVDAAVRGILRNAXKLKPVYDSLDAVRRCALINMVFOMGETGVAGFTNSLRM 12@
DEAEKLFNQDVDAAVRGILRNAKLKPVYDSLDAVRRCAL THMVFOMGETGVAGFTHNSLRM
Shjct 61 DEAEKLFNQDVDAAVRGILANAKLKPYYDSLDAVARCAL TNMVFOMGETGVAGFTHNSLRM 128

Query 121 LOQKRWDEAAVMLAKSREWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAYKNL 164
LOQQKRWDEAAVNLAKSRWYNQTPNRAKAVITT RTGTWDAYKNL
Shjct 121 LOQQKRWDEAAVNLAKSRWYNQTPNRAKAVITTXRTGTWDAYKNL 164

Aqui podemos ver que ambas as sequéncias possuem 164 aminodcidos com
uma identidade superior a 99% (163 dos 164 residuos coincidem). Veja que o
alinhamento nos déd uma tabela de correspondéncia entre residuos. Por
exemplo, a metionina na posigéo 1 (residuo M1) de 2LZM é equivalente a


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

metionina na posi¢gdo 1 de 1T6H. O mesmo vale para N2, 13, F4, E5 e assim

sucessivamente. De fato, essa regra valerd para quase todos os residuos
(exceto F153 de 2LZM). Por ter estruturas bastante similares, esse exemplo

podera facilitar a compreensdo da primeira etapa da estratégia de

alinhamento do PyMOL.

Agora que temos a tabela de correspondentes, vamos para a préxima etapa.
A seguir, PyMOL coleta as coordenadas dos carbonos-alfa de cada um dos
residuos. Lembre-se que cada residuo de aminodcido teré um Unico
carbono-alfa localizado em sua cadeia principal e cada dtomo desses terd
trés valores de coordenadas de posicionamento (aqui denominadas X, Y e Z).
Na Figura 17 apresentamos uma visualizagéo da estrutura de 2LZM (Figura
17A) e 1T6H (Figura 17D). Em Figura 17 B,E s&o apresentados apenas os
carbonos-alfa de cada uma dessas proteinas e na Figura 17C,F uma linha
interligando esses Gtomos foi inserida para destacar a forma da proteina.

1T6H

Figura 17. Estruturas de 2LZM e 1T6H. (A) Visualizagdo em cartoon e linhas azuis de
2LZM. (B) Visualizagdo dos carbonos-alfa de 2LZM como esferas azuis. (C, F) Linhas que
interligam os carbonos-alfa vizinhos foram utilizadas para destacar a forma da proteina.
(D) Visualizagdo em cartoon e linhas amarelas de 1T6H. (E) Visualizagdo dos carbonos-alfa
de 1T6H como esferas amarelas. Figura gerada com PyMOL. Fonte: proprio autor.

PyMOL ird utilizar apenas as posigdes das coordenadas desses dtomos para a
realizagdo da sobreposi¢do. E importante levar em consideragdo que apesar
das proteinas serem bastante parecidas, as coordenadas dos dtomos séo
bastante diferentes. Na Figura 18 podemos ver que, quando as duas
estruturas sé@o plotadas em um mesmo espago conformacional, isto &,
quando abertas em uma mesma sessdo do PyMOL, os dtomos estéo
localizados em posi¢des diferentes.



Figura 18. Estruturas de 2LZM (azul) e 1T6H (amarelo) quando plotadas em um mesmo
espago conformacional. Fonte: préprio autor.

Para que possamos visualizar como uma estrutura se sobrepde a outra,
devemos alterar as coordenadas geogrdficas de uma das estruturas
utilizando as regras de rotagéo e translacéo (lembre-se que se o algoritmo
decidir rotacionar um dos Gtomos, todos os outros da mesma estrutura seréo
afetados). Assim, PyMOL utilizard a matriz de correspondéncia de residuos
para reposicionar os dtomos da segunda proteina (no caso, escolhemos
reposicionar os Gtomos de 1T6H).

Na Figura 19, vemos dois pares de residuos correspondentes usados como
exemplo. O primeiro deles é R125 de 2LZM, que obviamente corresponde a R125
de 1T6H. Para alinhar esses dois residuos, a ferramenta poderia fazer um
movimento de translagdo, movendo a posi¢do de R125 de 1T6H para proximo
da posi¢do do residuo equivalente em 2LZM. Perceba que ao fazer isso, todos
os outros dtomos seriam afetados. Para tentar melhorar esse processo, a
ferramenta poderia efetuar um processo de rotagéo usando um segundo
residuo (no exemplo, E10). E assim, a ferramenta deveria realizar esse
processo para outros residuos, mas como ela saberia que o alinhamento estd
bom? Basta calcular a distdncia entre pontos equivalentes. Se a distdncia de
R125 de 2LZM para R125 de 1T6H &, por exemplo, 50 A (1 A é equivalente a
1019m) e apés a translagdo/rotacdo, essa distancia reduziu para 1 A,
podemos concluir que o alinhamento est& melhor. Apés rodadas de
translagdo e rotagdo, esse mesmo cdlculo é feito para todos os Gtomos e
depois é calculada uma média (chamamos isso de RMSD ou Root-mean-
square deviation of atomic positions que pode ser traduzido para “desvio
quadratico médio das posigées atémicas”).



Rotagio

Figura 19. Compreendendo os movimentos de rotagdo e translacdo no algoritmo de
alinhamento estrutural do PyMOL. Fonte: préprio autor.

Na pratica, o algoritmo de sobreposigdo é um pouco mais complicado do que
o exemplo apresentado. Entretanto, o objetivo aqui & apresentar de forma
didética como ele funciona de maneira geral, focando principalmente na
compreenséo dos movimentos de rotagdo e translagdo. Ao fim, em um
alinhamento bom, as coordenadas de dtomos dos carbonos-alfa iréo se
sobrepor e isso permitiré que possamos visualizar as proteinas sobrepostas
(como visto na Figura 20).

Figura 20. Sobreposicao entre carbonos-alfa (esquerda) de 2LZM (azul) e 1T6H (amarelo).
A direita podemos ver as estruturas completas sobrepostas representadas em forma de
cartoon. Fonte: préprio autor.

Estudo de caso 3: alinhamento entre proteinas com
sequéncias pouco idénticas

Nos exemplos anteriores, demonstramos a visualizagéo de um alinhamento
entre duas proteinas com estrutura conservada. Entretanto, o que
aconteceria se alinhdssemos duas proteinas com estruturas bastante
diferentes. Para ilustrar esse hipotético problema, vamos utilizar dois PDBs
escolhidos aleatoriamente: Imdb (uma Iigose) e 2lzm (uma lisozima de um
bacteriéfago).

Primeiro, vamos carregar os arquivos PDB de Imdb e 2lzm usando o comando
fetch:



fetch 1mdb
fetch 21zm

E a seguir, realizar o alinhamento das duas estruturas usando a interface do
PyMOL (Figura 21).
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Figura 21. Alinhamento estrutural de 1mdb e 2Izm. Fonte: préprio autor.

Ao tentar alinhar duas proteinas com estruturas pouco similares, PyMOL
tentard encontrar a maior quantidade de regides com sequéncias parecidas
e tentard de alguma forma alinhd-los. Em estruturas pouco similares, isso ird
gerar um alinhamento ruim. Podemos ver isso, observando as linhas
amarelas que conectam pontos equivalentes em que houve a tentativa de

alinhamento (Figura 22).
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Figura 22. Alinhamento estrutural de 1mdb e 2Izm. Linhas amarelas representam pontos
em que houve uma tentativa de alinhamento. Fonte: préprio autor.

Observe que ndo hé praticamente nenhuma sobreposi¢cdo entre estruturas
secunddrias. Isso se deve ao fato do PyMOL, por padrdo, usar uma estratégia
baseada em alinhamento de sequéncias. Como as sequéncias apresentam
uma alta discrepancia (Figura 23), os poucos residuos alinhados levardo a
um alinhamento estrutural ruim.

Figura 23. Alinhamento de sequéncias de 1mdb e 2/zm. Percebam que ha poucos residuos
similares. Fonte: préprio autor.

Podemos obter resultados melhores usando os outros métodos de
alinhamento presentes no PyMOL, mas para isso precisamos introduzir o uso
de alinhamentos por linhas de comando.



Alinhando estruturas por linha de comando
com PyMOL

yMOL é uma ferramenta de visualizagéo de moléculas com uma

grande quantidade de recursos em sua interface. Dentre esses

recursos, se encontra o painel do terminal de linha de comandos.

Por meio desse terminal & possivel realizar inGmeras andlises,
como por exemplo, alinhamento de estruturas. Esse tipo de alinhamento pode
ser realizado pela interface gréfica, entretanto, usando o terminal podemos
facilmente realizar um alinhamento usando o comando align.

Terminal PyMOL: comando align

A sintaxe do comando é a seguinte:
align objetol, objeto2

onde objetol e objeto2 sdo os dois nomes dos objetos que armazenam as
estruturas que se deseja alinhar (os nomes s@o exibidos no painel & direita).

O comando align usa o método padréo de alinhamento do PyMOL.
Sucintamente, ele utiliza um algoritmo de superposi¢cdo baseado em duas
etapas:

e alinhamento de sequéncias utilizando BLAST e a matriz BLOSUM62 para
detecgdo de residuos correspondentes (por padréo, apenas os dtomos da
cadeia principal sdo usados);

e superposi¢cdo dos Gtomos seguida por até cinco ciclos de refinamento
iterativo. Atomos que ndo atingem os critérios de corte estabelecidos sdo
excluidos das andlises. Por fim, o nimero de dtomos restantes é exibido
junto com o valor de RMS (root mean square, que pode ser traduzido como
“raiz do valor quadratico médio” ou “valor eficaz” como também é
conhecido).

No exemplo a seguir, vamos utilizar o comando align para alinhar as
estruturas do PDB de ID 2lzm com o PDB de ID 1alm (Figura 24).
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Figura 24. Alinhamento de sequéncias de 1mdb e 2/zm usando o comando align do PyMOL.
Fonte: préprio autor.

Observe que os resultados do alinhamento sdo exibidos no painel do terminal
de linha de comandos (na parte superior da imagem). Observe ainda que
inicialmente é realizado um alinhamento entre a estrutura com 282 residuos e
a outra com 891. Detectou-se uma pontuagdo de alinhamento de 41. Com
base nos residuos alinhados (ndo exibidos no pqinel), realizou-se uma
tentativa de sobreposi¢éo de 873 dtomos. A seguir, cinco rodadas de novos
alinhamentos estruturais sdo realizadas tentando reduzir o RMSD. Perceba
que nessa etapa de refinamento do alinhamento, alguns dtomos séo
desconsiderados, uma vez que o algoritmo considera que manté-los reduz a
preciséo do resultado final. Por fim, obtém-se o RMSD final e o total de dtomos
usados no cdlculo. No exemplo apresentado, o RMSD foi de ~22. Lembre-se
que valores altos de RMSD indicam uma sobreposi¢do ruim entre estruturas.
Assim, podemos confirmar pela visualizagdo das estruturas sobrepostas que
o alinhamento foi ruim.

Para mais informagdes sobre o comando align, como variagdes de
par@metros, acesse: https://pymolwiki.org/index.php/Align. Para realizar um
alinhamento independente da sequéncia, recomenda-se o uso do comando
super.

Terminal PyMOL: comando super

O terminal de comando da ferramenta PyMOL permite a realizagéo de
alinhamentos entre estruturas usando o comando align (que utiliza a mesma
metodologia do alinhamento realizado pela interface gréfica). Entretanto, o
comando align é recomendado para estruturas com uma identidade maior
do que 30%. Para realizar um alinhamento que considera uma melhor


https://pymolwiki.org/index.php/Align

sobreposigdo entre as estruturas de proteinas com sequéncias pouco
similares é recomendado o uso do comando super.

O comando super realiza alinhamento estrutural independente da sequéncia
(ao contrario de align) usando uma estratégia baseada em programacgéo
dindmica, seguido por uma série de ciclos de refinamento para remover
atomos outliers (etapa similar a tltima parte do algoritmo usado por align).
Por isso, o comando super é considerado mais robusto do que o comando
align para proteinas com baixa similaridade de sequéncia.

No exemplo a seguir, vamos utilizar o comando super para alinhar as
estruturas do PDB de ID 2lzm com o PDB de ID Imdb (Figura 25).
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Figura 25. Alinhamento de sequéncias de 1mdb e 2/zm usando o comando super do
PyMOL. Fonte: préprio autor.

Note que as sequéncias de Imdb e 2lzm sdo pouco similares. Vemos também
uma baixa similaridade na estrutura; entretanto, ao utilizar o comando super,
PyMOL encontra partes da estrutura secundéria que se coincidem (vemos por
exemplo, as hélices-alfa que se sobrepée). Isso demonstra a maior eficdcia
do comando super para detecgéo de estruturas secunddrias mais similares
guando comparado ao método tradicional (comando align).

Para mais informagées sobre o comando super, como variagées de
parémetros, acesse: https://pymolwiki.org/index.php/Super.


https://pymolwiki.org/index.php/Super

BIOINFORMATICA ESTRUTURAL DESTAQUES

Alinhamento de estruturas 3D com TM-align

TM-align & um algoritmo desenvolvido para identificar o melhor alinhamento
possivel entre um par de proteinas através de uma matriz de rotagéo
construida com o TM-Score e programagéo dinamica [3]. Ele é descrito como
mais rdpido, com maior precis@o e cobertura que algoritmos conceituados
como DALI [7] e CE [8].

TM-align

Quick & Accurate Structural Alignment

Figura 26. Logotipo do TM-align. Fonte: https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-
align/.

O algoritmo realiza trés etapas de alinhamentos iniciais rapidamente
calculados. Na primeira etapa, as estruturas secunddrias das proteinas séo
alinhadas usando programagdo dindmica. A seguir, o algoritmo constréi uma
matriz binéaria (0 ou 1), que indica se h& uma correspondéncia na estrutura
secundéria do residuo em questdo [3]. Na segunda etapa, o alinhamento é
baseado na correspondéncia continua das duas estruturas, a estrutura
menor e continuamente posicionada sobre a estrutura maior, e o
alinhamento com melhor TM-Score é selecionado. O terceiro alinhamento
também é obtido por programacdo dindmica, mas a matriz de pontuagdo é
obtida das matrizes de pontuagdo dos dois alinhamentos anteriores.

O TM-align pode ser utilizado tanto online (webtool) quanto em ambiente
desktop (neste caso, a instalagdo deve ser feita em ambiente Linux por linha
de comando). Para utilizar a ferramenta web ou realizar o download do
codigo-fonte para a instalagdo local, acesse
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/.

Executando o TM-align pela Internet

Executar o TM-align pelo servidor web oficial & a forma mais simples de
utilizagdo. Na ferramenta web (Figura 27), deve-se utilizar como entrada dois
arquivos no formato PDB ou PDBx/mmCIF (pode-se enviar os arquivos
separadamente ou apenas colar o texto correspondente dentro das caixas de
texto).


https://bioinfo.com.br/categoria/bioinformatica-estrutural/
https://bioinfo.com.br/categoria/destaques/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/
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Figura 27. Exemplo de entrada de dados na pagina inicial do TM-align. Fonte:
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/.

Opcionalmente, os resultados podem ser enviados para o seu e-mail (nesse
caso, vocé deve preencher o campo /nput Email). Por fim, execute o
alinhamento clicando em Run TM-align. Quando o processamento for
concluido, seré exibida uma pdgina com um resumo da execugdo e os
arquivos de resultados disponiveis para download.

A seguir, serd apresentado um exemplo de uso. Para este estudo de caso,
realizaremos o alinhamento da beta-glicosidase do fungo Humicola insolens
(PDB ID: 4MDP) e da beta-glicosidase do cupim Neotermes koshunensis (PDB
ID: 3VIK). O primeiro passo foi acessar o site oficial usando um navegador de
internet (foi usado o Google Chrome). A seguir, realizamos o upload dos
arquivos de entrada no formato PDB (Figura 28).
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Figura 28. Executando o TM-align para as entradas 3vik e 4mdp. Os arquivos PDB foram
baixados em https://www.rcsb.org/structure/3vik e https://www.rcsb.org/structure/4mdp,
respectivamente. Fonte: préprio autor.

A seguir, executamos as andlises clicando em Run TM-align. Ap6s o
processamento, a ferramenta web retornou um resumo do log de execugdo
com a referéncia bibliogréfica para citagdo do uso da ferramenta, os dados


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/
https://www.rcsb.org/structure/3vik
https://www.rcsb.org/structure/4mdp

das estruturas de entrada, como nomes e tamanho de sequéncias, o valor do

TM-score e o alinhamento das sequéncias (Figuro 29)

TM-align Results

Figura 29. Resumo do alinhamento de 3vik com 4mdp. Fonte:
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/.

Além disso, a ferramenta retornou uma visualizagéo tridimensional das
estruturas diretamente no navegador usando a biblioteca Jsmol (Figuro 30),
além de links para o download dos arquivos de entrada e saida, e os arquivos
pdb para visualizar a sobreposi¢do na ferramenta Rasmol (disponivel em

http://[www.openrasmol.org/).
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Figura 30. Visualizagdo do alinhamento de 3vik com 4mdp. Um exemplo de resultado
similar (mas com outras estruturas de entrada) pode ser encontrado em
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/example/873772.html. Fonte: préprio
autor.

Execucédo local do TM-align

Caso ndo deseje enviar os seus dados para o servidor web, vocé pode realizar
o download do cédigo-fonte do TM-align e instald-lo em sua maquina. A
vers@o em C++ do TM-align pode ser obtida em
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/TMalign.cpp. Entretanto,


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/example/873772.html
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/TMalign.cpp

antes de utilizd-la, vocé terd que realizar a compilagéo do cédigo. Para isso,
execute no terminal Linux os comandos:

1. mkdir tm
2. wget https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/TMalign.cpp
3. g++ TMalign.cpp -o tmalgin

4. ./tmalign proteinl.pdb protein2.pdb

Na linha 1, 0 comando cria uma pasta para armazenar o arquivo. A linha 2
utiliza o comando wget para fazer o download do arquivo do cédigo-fonte
(vocé pode baixa-lo manualmente). Na linha 3 é feita a compilagéo do
arquivo para gerar um executével chamado tmalign. Na linha 4 é finalmente
realizada a execugdo da ferramenta, em que proteinl.pdb e protein2.pdb sdo
as estruturas que serdo alinhadas.

O algoritmo ird rotacionar e transladar a primeira proteina para alinhd-la
com a segunda (que seré a referéncia). O resultado seréd mostrado na saida
do terminal. A execugéo padréo do programa pode ser alterada usando
certos pard@metros, como por exemplo, o par@metro -o, que gera arquivos
que podem ser visualizados em ferramentas como Rasmol e no PyMOL. Outro
par&metro interessante é o -fast, que gera um alinhamento mais rapido.
Entretanto, isso gera uma redugdo na precisé@o do resultado. Existem outros
pardmetros que podem ser aplicados. Para obté-los, consulte a
documentagdo do programa ou execute no terminal o comando:

./tmalign -h

Para ilustrar o uso local do TM-align, vamos reproduzir o estudo de caso
apresentado anteriormente. Neste caso, os arquivos PDB foram adicionados
ao mesmo diretério do arquivo executdvel tmalign. A seguir foi executado o
comando:

./tmalign 3vik.pdb 4mdp.pdb -o 3VIK_x_4MDP/Out

Isso faréd com que o TM-align alinhe as duas proteinas de exemplo e escreva
o resultado dentro da pasta 3VIK_x_4MDP. Além disso, os arquivos de saida
ser&o iniciados com a palavra “Out” (Figura 31), sendo “Out.pdb” o arquivo

correspondente & proteina rotacionada escrita em formato PDB.
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Figura 31. Arquivos resultantes da execugdo do TM-align. Fonte:
préprio autor.

Como vantagem do uso do TM-align por linha de comando, podemos
destacar que a realizagdo de alinhamentos pode ser automatizada através
de qualquer linguagem de programagdo que tenha acesso aos comandos do
sistema. Por exemplo, a linguagem Python possui a biblioteca “os” que
fornece métodos de acesso a funcionalidades do sistema operacional. Para
executar o TM-align seria possivel usar a fungdo os.system( ) da seguinte
forma:

import os

os.system("./tmalign proteinl.pdb protein2.pdb")



Alinhamento de estruturas 3D com o software
Multiprot

MultiProt & um software automatizado e eficiente para detecgéo de maltiplos
alinhamentos estruturais de proteinas. Seu principio bdsico visa encontrar os
ndcleos geométricos comuns entre as moléculas de entrada. Isso ndo exige
que todas as moléculas de entrada participem do alinhamento, o que
permite que o algoritmo seja mais rapido e eficiente quando comparada a
outros alinhadores estruturais, permitindo ainda alinhar varias estruturas ao
mesmo tempo [9]. Multiprot pode ser executado pelo site
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt ou pode ser instalado localmente e
executado via linha de comando.

Executando o Multiprot localmente

Multiprot pode ser baixado para execugdo em servidor Linux pelo enderego:
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt/index_v1.6.html. Os arquivos do Multiprot
estdo compactados em formato tar. Apds a extragdo (utilize o comando tar -
xvf multiprot[verséo-atual].tar para descompactar), execute o arquivo
multiprot.Linux, que esté dentro da pasta extraida:

./multiprot.Linux proteinl.pdb protein2.pdb protein3.pdb
protein4.pdb

Em que proteinl.pdb, protein2.pdb, protein3.pdb e protein4.pdb séo os
caminhos para os arquivos em formato PDB das proteinas a serem alinhadas.

O programa gera trés arquivos de saida:

¢ log_multiprot.txt, que contém os pardmetros utilizados no alinhamento e
a saida do programa;

e n_sol.res (em que “n” & o nimero de moléculas alinhadas), que contém o
registro das equivaléncias. O programa pode gerar mais de uma possivel
solugdo para as equivaléncias. Elas sdo numeradas e descritas nesse
arquivo;

e n_sets.res (em que “n” € o nimero de moléculas alinhadas), que contém
uma lista com os fragmentos contiguos multiplamente alinhados.

A seguir, serd apresentado um exemplo de uso. Para este estudo de caso,
realizaremos o alinhamento da beta-glicosidase do fungo Humicola insolens
(PDB ID: 4MDP) e da beta-glicosidase do cupim Neotermes koshunensis (PDB
ID: 3VIK). Os arquivos PDB de 3VIK e 4MDP foram baixados em
https://www.rcsb.org/structure/3vik e https://www.rcsb.org/structure/4mdp,
respectivamente. Eles foram movidos para o mesmo diretério em que se
encontra o executdvel do Multiprot, que foi executado via terminal pelo
comando:


http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/MultiProt/index_v1.6.html
https://www.rcsb.org/structure/3vik
https://www.rcsb.org/structure/4mdp

./multiprot.Linux 3VIK.pdb 4MDP.pdb

Esse comando gerou como saida o arquivo log_multiprot.txt (Figura 32A),
que contém o log de execugdo com parémetros e informagdes, como por
exemplo, o tempo de execugdo e o tamanho da maior solugdo de
alinhamento proposta. A principal saida é o arquivo 2_sol.res (Figura 32B),
que contém os pares de dtomos alinhados com os equivalentes na outra
proteina. Além disso, é criado o arquivo 2_sets.res (Figura 32C), que contém
uma lista dos arquivos de entrada e algumas configuragdes usadas na

execugdo do programa.

Open~ |

pHH#EREH Program Parameters ###S###staisss
BioCore (Int) 3

BioCoreRadius (Float) 3

Chainkq (Int) @
ClusterSeqBlockRMSDthr (Fleoat) -1
Debug (5tr) 0]

ExtndTrials (Int) 1

FullSet (Int) 1

IJstep (Int) 1

IJshift (Int) 1000

MaxDels (Int) 158

MaxIns (Int) 150

MaxRFP (Int) 4500

onlyRefMol (Int) o
PointType (Int) <]

ResNum (Int) 1
RobustFPClustering (Int) 0]

Scoring (Int) 0]

seqBlockMinSize (Int) 5
SeqBlockOverlapRatio (Float) 0.8
seqBlockRMSDthr (Float) 3

SeqOrder (Int) o

StartSeq (Int) 6]

Step (Int) 1

TransEqualRMSD (Float) 1

HRRRR R AR AR R AR TR AR AR R RS R RN B R AR R R AR HE
Loading Molecule: ../3vik.pdb
Molecule ../3vik.pdb size : 472
Loading Molecule: .. /4mdp.pdb
Molecule ../4mdp.pdb size : 477

Num Of Mols: 2 Largest Solution: 434

Multiple fragment alignment:
Sets - Mols: 2 Longest (contiguous) Solution: 165

Overall Run Time: 00:00:10.70

(A)



lecules:
-0 @ ../3vik.pdb
-1 @ ../4mdp.pdb

ssults:
vlution Mum : ©
ILt Corres Score : 434

ference Molecule : @
vlecule @ 1

‘ans @ -0.264769 -0.990266 -2.7785 -50.8398 121.704 22.729!

15D : 0.999547

itch List (Chain_ID.Res Type.Res Mum) : 434
V.28 A.M.1

T.30 A.L.472
Fi 3l A.L.3
P.32 A.P.4
D.33 A.P.5
E.34 A.D.6
F.35 A.F.7
K.36 A.K.8B
L.37 A.W.9
G.38 A.G.10
A.39 A.F.11
(B)

Molecules:

Mol-8 1 ../3vik.pdb

Mol-1 : ..f4ndp.pdb

Resulis:

Solution Num : @

Reference Molecule : @
Length : 165

Reference Fragment : 28 192

Molecule : 1
8- 0 164 : 28 192 @ 164 : 2.99625 : -§.310431 -1.80466 -2.84638 -45.4784 121.734 23.9485 : @ 164

©

Figura 32. Resultados do Multiprot. (A) Arquivo log_mutiplot.txt.
(B) Fragmento do arquivo gerado 2_sol.res. (C) Arquivo gerado
2_sets.res. Fonte: préprio autor.

Nesse exemplo do alinhamento de 3VIK com 4MDP (Figura 32B), vemos que o
Multiprot considerou que o residuo V28 da cadeia A de 3VIK estd em uma

posi¢cdo equivalente ao residuo M1 da cadeia A de 4MDP. Vemos ainda outras

correspondéncias como T30 com L472, F31 com L3, P32 com P4, D33 com P5,
E34 com D6 e assim por diante. Perceba que os residuos néo precisam ser
iguais para que Multiprot indique uma correspondéncia. Para que haja
correspondéncia, Multiprot detecta o residuo mais préximo da referéncia
quando as proteinas forem sobrepostas. Pardmetros podem ser utilizados
ainda para definir qual serd o ponto de referéncia (em geral, € utilizada a
coordenada do carbono-alfa). Para conferir quais par@metros podem ser
modificados, consulte a documentagdo.






Alinhamento de estruturas 3D com o software
MUSTANG

USTANG (MUltiple protein STructural AligNment alGorithm) [10]

€ um software desenvolvido para realizar alinhamento

estrutural mailtiplo de proteinas (Figura 33). Possui cédigo-

aberto desenvolvido em C++. Sua estratégia de alinhamento
sobrepde as estruturas a partir das posicées espaciais dos carbonos alfa (Ca)
dos aminodcidos. O seu algoritmo utiliza uma heuristica progressiva em
pares e passos de refinamentos séo realizados para otimizar o resultado, a
fim de encontrar bons alinhamentos.

MUSTANG

MUltiple (protein) STructural AlisNment alGorithm

Figura 33. Logotipo da ferramenta Mustang. Fonte:
https://Icb.infotech.monash.edu/mustang/.

Instalagdo do MUSTANG

A vers@o atual da ferramenta MUSTANG pode ser baixada através da pagina:
https://Icb.infotech.monash.edu/mustang/. Para instalar o MUSTANG no
sistema operacional Linux, com distribuigées baseadas no Debian (Ubuntu
por exemplo), basta executar o comando:

>> sudo apt-get install mustang

Para sistemas operacionais Windows e demais distribui¢gées Linux, &
necessdario realizar o download do cédigo-fonte e compilé-lo no computador.
Para isso, o computador deve possuir o compilador g++ que ird compilar o
codigo-fonte e ird criar o executdvel do MUSTANG. Os passos a seguir
descreverdo esta etapa.

Para Windows, baixe e instale MinGW. Ap&s a instalagdo, ird surgir uma janela
para gerenciar os compilares a serem instalados. Nela, clique em “All
Packages” e marque os pacotes “mingw32-gcc-v3-g++-bin" e "mingw32-
make-bin" (Figura 34).


https://lcb.infotech.monash.edu/mustang/
https://lcb.infotech.monash.edu/mustang/
https://osdn.net/frs/redir.php?m=constant&f=mingw%2F68260%2Fmingw-get-setup.exe

Ty MinGW Installation Mansger = o # | T MinGW instalistion Meneger - o ®

hstallstion Fadage Settings netallztion Package Cettings

Figura 34. Instalando os pacotes necessarios para compilar o MUSTANG. Fonte: préprio
autor.

Utilizando o MUSTANG por linha de comando

Para utilizar o Mustang via linha de comando, deve-se informar o comando
mustang seguido do par&metro -i e os arquivos de entrada, como por

exemplo:

>> mustang -i proteinal.pdb proteina2.pdb

No exemplo a seguir, é realizado o alinhamento entre os arquivos PDB de
cédigo lalm e 1aln (Figura 35). Para alinhar as duas estruturas de proteinas
foi usada a opgdo -i: laim_C_A.pdb e lain_C_A.pdb. Ainda foi requisitado o
RMSD (opgédo -r ON) e o arquivo de saida contendo as estruturas sobrepostas

foi descartado (opgé&o -s OFF).

pmartinsapop-os:~% mu 1 lalm_C_

MUSTANG (v3.2.3): A MUltiple STuructural AligNment alGorithm.
Authors: A S Konagurthu 3 I!ll:i.sstm:l(_ and P J Stucke A M

MUSTANG .

Figura 35. Exemplo de execu¢cdo do MUSTANG, alinhando duas estruturas de proteinas
(opgéo -i: 1alm_C_A.pdb e 1aln_C_A.pdb), retornando o resultado do RMSD (opgao -r
ON) e descartando o arquivo de saida contendo as estruturas sobrepostas (opgdo -s OFF).
Fonte: préprio autor.

Como resultado, obteve-se um arquivo no formato HTML (Figura 36). Por ele &
possivel ver o alinhamento estrutural simplificado em suas sequéncias. O
formato HTML permite que o arquivo seja visualizado em navegadores, como



Chrome e Firefox, e com isso, destacando com cores a natureza quimica dos

aminodcidos.

# Program: MUSTAMG v3.2.3. A Multiple structural alignment algerithm

# Authors: A. 5. Konagurthu, 1. C. Whisstock, and P. J. Stuckey, A. M. Lesk

# Rundate: Mon Mar 23 16:489:08 2028

# Report file: results.himl

# Aligned structures: 2

£ 1: lalm € A.pdb

4 2: laln_C_A.pdb

&

# Length: 268

# Identity: 272/268 | 94.4%) (Calculated as the percentage of conserved colusmns in the aligrnment.)
# Similarity: 272/285 | 94.4%) (Calculated as the percentage of semi-conserved columns in the alignment)
# Gaps: 5/288 | 1.7%) |[Calculated as the percentage of columns with atleast one gap.)

ALTGNMENT START:

GSHSMRYFYTANSRPGRGEPRFIAVGYVDDTOFVRFDSDAASPRTEPRPP QEGPEYW
GSHSMRYFYTANSRPGRGEPRFIAVGYVDDTOFVRFDSDAASPRTEPRPPWIEQEGPEYW
GSHSMRYFYTANSRPGRGEPRFIAVGYVDDTOFVRFDSDAASPRTEPRPPWIEQEGPEYW

e
28

61 DRNTQIFKTNTOTYRENLRIALRYYNQSEAGSHIIQRMYGCDLGPDGRLLAGHDOSAYDG 126
61 DRNTOIFKTNTOTYRESLENLRGYYNOSEAGSHILORMYGCDLGPDGRLLAGHDOSAYDG 120
DRNTQIFKTNTOTYRE LR YYNQSEAGSHIIORMYGCDLGPDGRLLRGHDOGSAYDG

lalm_C_A.pdb 121 HDYIALNEDLSSWTAADTAAQITORKWEAARVAEQLRAYLEGLCVEWLRRYLENGKETLO 180
laln_C€_A.pdb 121 HOYTALNEDLSSWTAADTAADT TORKWEAARVAEQLRAYLEGLCVEWLRAYLENGRETLY 180
KOYTALNEDLSSWTAADTAADITORKWEAARVAEQLRAYLEGLCVEWLRRY LENGKETLY
lalm_c_p.pdb 181 RADPPKTHVTHHPVSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWORDGEDOTQDTELVETRPAGDRT 240
laln_€_A.pdb 161 RADPPKTHVTHHPVSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWORDGEDOTODTELVETRPAGDRT 246
RADPPKTHVTHHPYSDHEATLRCWALGFYPAEITLTWORDGEDOTQDTELVETRPAGDRT
lalm C_A.pdb 241 FOHWAAVVYPSGEEQRYTCHVOHEGLPKPLTLAWEPHHTPYDINGML- 287
ialn_C_A.pdb 241  FORWARVVVPSGEEORYTCHVOHEGLPRPLTLRWEP - -VPLRPMT--Y 284

FORWARVVVPSGEEQRYTCHVOHEGLPKPLTLRWEP P

JIGHNMENT

# Colours indicate the chemical nature of the amino acid;

# Red = cmall hydrophobic including aromatic, {A.F, I.L,M, P,V W}

# Blue - Acidic,{D,E}

# Magenta = Basic,{K,R} and

# Green = Basic amino acids with hydroxyl groups and/or amine groups {C .G ,H,N,Q,5 T Y}.
#

# The "markup row" below each stretch of the multiple alignament is used to mark cempletely conserved
# residue (denoted in UPPERCASE] and seml-conserved reside | denoted in lowercasel in 2 column of the alignment.
#

Figura 36.: Exemplo do arquivo de saida results.html. Fonte: préprio autor.



Alinhamentos hibridos com PROMALS3D

Ao acessar a pagina do PROMALS3D, o usudrio encontrard a seguinte
interface (Figura 37). PROMALS3D permite usar como entrada sequéncias no
formato FASTA. Opcionalmente, o usudrio pode utilizar como entrada arquivos
de estruturas de proteinas ou apenas informar o cédigo identificador no PDB.
Para executar, basta clicar no botdo “Submit”.

PROMALS3D multiple sequence and structure alignment server

PROMALS3D constructs alignments for multiple protein sequences and/or structures using
information from sequence database searches, secondary structure prediction, available homologs with 3D
structures and user-defined constraints. [Documentation]

DATA INPUT

Input can be either protein sequences, protein structures, or both sequences and structures.

Enter protein sequences in FASTA format: Clear

@

Or upload a file | Escolher arquivo | Nenhum arguivo selecionado

Enter protein structures (optional)
Sequences will be extracted from structure files and added to the above input sequences.

Structure file 1: Nenhum arquivo selecionado ?dr: LE I:I ;:dh:ain \:I
Structure file 2: Nenhum arquivo selecionado ?dr: LE I:I ;:dh:ain \:I
Structure file 3: Nenhum arquivo selecionado ?dr: L I:I ;:dh:ain \:I
Structure file 4: Nenhum arguivo selecionado ?dr: Bk I:I ;:dh:ain \:I
Structure file 5: Menhum arguivo selecionado iDdr: Bk I:I ;:dh:ain \:I

Click here to enter more structures

Click here to enter user-defined constraints (help)

DATA SUBMIT

Enter email to receive the result (recommended):

Enter a job name (recommended): ‘ | [ submit | [ Reset |

Figura 37. Visdo geral da interface do servidor web do
PROMALS3D. Fonte: préprio autor.

Apbs o processamento dos dados, PROMALS3D retornard a seguinte pagina
de resultados (Figura 38). Essa pdgina ird permitir o download dos dados de
alinhamento em diversos formatos, como o formato padrdo do PROMALS3D, o
formato CLUSTAL e o formato FASTA.



PROMALS3D results for job name:

[ Alignment results |

COLORED alignment

(with predicted secondary struture and conservation information)
+ seguence order: input O aligned @

+ block size: or show each sequence in one line [J

= show starting and ending_residue numbers:
» show conservation indices equal to or above:

« consensus level:
CLUSTAL format alignment

« sequence order: input O aligned @

» block siza: or show each sequence in one line O
FASTA format alignment

+ seguence order: input O aligned @

Information about alionment formats is here.

 Inputs and intermediate results |

Input sequences: none

Input structures are here.

PSI-BLAST and PSIPRED results are here.

The guide tree (based on a crude distance measure) for some sequences is here.

Alignment parameters are here.

PROMALS3D homepage  Documentation

Your feedhack is welcome. jpei@chop.swmed.edu

Figura 38. Pagina de resultado do PROMALS3D. Fonte: préprio
autor.

O principal resultado do PROMALS3D pode ser obtido clicando no bot&o
“show’ da aba “Alignment results". Para demonstrar um exemplo real,
realizamos o alinhamento da beta-glicosidase do fungo Humicola insolens
(PDB ID: 4MDP) e da beta-glicosidase do cupim Neotermes koshunensis (PDB
ID: 3VIK). Usamos como entrada apenas os codigos PDB ID (4MDP e 3VIK). Na
Figura 39, vemos os alinhamento das duas sequéncias.



Colored PROMALS3D alignment (sequences in aligned order)

l
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LDEnes. B30 . TC-pobE
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FRHARL A4 KY¥op-F4+epQGGC IGIOLN, 8.

338
333

« o 3LpDe BVHY

Figura 39. Resultado de alinhamento do PROMALS3D. Fonte:
préprio autor.

Perceba que acima de cada bloco de linhas dos alinhamentos, temos uma
marcagéo de valor que indica se a posigéo é conservada ou néo (valores
inteiros entre 0 e 9, com 9 correspondendo & maior conservagdo). Abaixo de
cada bloco temos a estrutura secundéria predita, sendo a letra “e” (com
fundo salméo) utilizada para indicar fitas-beta e a letra “h” (com fundo azul)
utilizada para indicar hélices-alfa. As cores de cada residuo também indicam
a estrutura secunddria, sendo vermelho indicando que o residuo se encontra
em uma hélice-alfa e azul indicando que se encontra em uma fita-beta.
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