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s proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes e cada
célula de um ser vivo pode conter milhares de proteinas, cada
uma com uma fungdo Unica. A fungdo de uma proteina é
definida pelo arranjo dos dtomos, presentes na sequéncia de
aminoécidos, em sua estrutura tridimensional [1]. A relagdo arranjo
tridimensional e fungdo pode, por exemplo, depender da posi¢do dos
residuos cataliticos no sitio ativo da proteina, ou uma possivel resposta
conformacional ao interagir com outras moléculas, entre outros fatores. Com
isso, a determinagéo da estrutura proteica fornece uma melhor compreenséo
do funcionamento da proteina, permitindo criar proposi¢cées sobre como
afetd-la, controld-la ou modifica-la. Por exemplo, com a estrutura podemos
projetar mutagdes pontuais em uma regidio da proteina com a intengdo de
alterar a fungdo ou tentar prever moléculas que possivelmente se ligam a ela.

Todas as estruturas tridimensionais de macromoleculares sGo modelos, com
niveis vari@veis entre dados experimentais e predigéo computacional [2].
Geralmente, para se obter as coordenadas atémicas de Gtomos pesados
com uma certa preciséo sé@io necessdrias técnicas experimentais, como a
cristalografia de Raios-X, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Crio
Microscopia Eletrénica (cryo-EM) [3,4]. Os dados oriundos dessas técnicas
dependem em sua maioria de ferramentas computacionais para a
interpretacéo espacial dos dados, construgéo e refinamento dos modelos [2].
Apesar da confiabilidade dos modelos estruturais gerados por técnicas
experimentais, resolver estruturas usando essas técnicas requer treinamento
extremamente especializado, um alto grau de habilidade, um bom
orgamento, e o alvo molecular expresso e purificado em grande quantidade.

Considerando a taxa em que novas sequéncias de proteinas sdo
descobertas, a dificuldade de resolver uma estrutura experimental, com as
tecnologias disponiveis atualmente, é evidente. Embora o nimero de
estruturas tridimensionais esteja crescendo continuamente, o banco de
dados de proteinas, Protein Data Bank (PDB) [5], possui cerca de 175.000
estruturas resolvidas atualmente (margo/21), uma grande lacuna entre
estruturas e sequéncias disponiveis (Figura 1) ainda persiste. Isso se observa
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no nimero de sequéncias disponiveis no UniProt [6], que & 1200 vezes maior
que o nimero de estruturas tridimensionais disponiveis. Portanto,
comparando os dois conjuntos estamos provavelmente perdendo
importantes informagdes bioldgicas e biofisicas, j& que nem todas as novas
proteinas sendo identificadas e sequenciadas tem sua estrutura
tridimensional elucidada [2]. Nesse sentido, a predi¢géo computacional (in
silico) da estrutura tridimensional de proteinas se torna uma alternativa &

medida que essa lacuna cresce [7].
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Figura 1. Crescimento do numero de sequéncias de proteinas e de estruturas
tridimensionais ao longo do tempo em bases de dados especificas. Swiss-Prot e TrEMBL
sdo bases de dados de sequéncias e fazem parte do UniProt [6]. Porém, Swiss-Prot contém
apenas sequéncias manualmente anotadas, enquanto o TrEMBL compreende as sequéncias
automaticamente anotadas. Como a diferenca no nimero de entradas entre TrEMBL,
Swiss-Prot e PDB [5] é muito significativa, a escala logaritmica foi usada para aproximar a
visualizagdo no gréfico. Os dados foram obtidos em margo de 2021.

A partir dos métodos de predi¢géo computacional & possivel obter
informagées estruturais utilizando a sequéncia de aminodcidos de uma
proteina cuja estrutura ndo foi determinada experimentalmente. No passado
esse tipo de predig¢éo era visto como um desafio, porém, com o progresso
dos algoritmos computacionais ao longo dos anos e uma disponibilidade
maior de enovelamentos proteicos conhecidos, se tornou funcional com
previsdes plausiveis e razoavelmente precisas em muitos casos [8]. As
técnicas de predigdo de estrutura computacionais séo classificadas em dois
grupos: técnicas baseadas em estruturas tridimensionais conhecidas e
técnicas independentes de estruturas conhecidas. Com uma estrutura
conhecida, o espago de busca por uma nova proteina & diminuido, pois a
exploragédo se da por modificagéo da estrutura (chamada de molde ou
template) tridimensional resolvida por métodos experimentais [9]. Dentro
desse grupo se encontram as abordagens por modelagem comparativa e
por threading. Para as técnicas independentes de um molde, informagdes
estruturais sé@o obtidas através de varios fragmentos ou da predi¢do de



estrutura secunddria de proteinas néo relacionadas a proteina que se quer
modelar. Nesse grupo se encontra as abordagens ab initio e de novo [10].
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Figura 2. Escala entre métodos de predicdo de estrutura tridimensional de proteinas e
identidade de sequéncia com as estruturas existentes. Para cada técnica um certo grau de
similaridade é necessario, medido pela taxa de identidade entre a sequéncia alvo e
sequéncias de estruturas conhecidas (a serem usadas como moldes).

Consequentemente, a escolha da metodologia de predigdo computacional a
ser utilizada estd condicionada a disponibilidade de estruturas
tridimensionais, e a taxa de semelhanga entre a sequéncia e uma estrutura
do PDB (Figurq 2).A semelhanga entre molde e estrutura a ser modelada
pode ser determinada pelo alinhamento de sequéncias, onde se obtém os
valores de similaridade, identidade e cobertura entre elas. Por exemplo,
abordagens de modelagem comparativa funcionam bem para proteinas
com pelo menos 70% de identidade entre as sequéncias. Aproximando-se de
50%, a sele¢géo de modelos torna-se mais dificil. Préximo dos 30%, ou a
"twilight-zone", torna-se extremamente dificil, porque quaisquer dois pares
aleatérios de proteinas podem ter esse nivel de identidade de sequéncia.

Os métodos de predigdo estrutural computacional também possuem
limitagées que devem ser atenciosamente avaliadas para entender o grau de
confianga depositada nos modelos [9]. Para modelos baseados em moldes,
podemos dizer que as estruturas resultantes terdo qualidade compardavel
com as estruturas experimentais utilizadas ou pior. Dependendo das métricas
de confianga, avaliadas por ferramentas de validagdo, os modelos podem ser
utilizados em conjunto com outros métodos, tais como dindmica molecular e
atracamento molecular. Porém, existe um interesse continuo dos
pesquisadores em melhorar a predigdo de estruturas tridimensionais. Esse
interesse pode ser visto na competicéo bienal chamada de CASP (Critical
Assessment of protein Structure Prediction; predictioncenter.org). Desde 1994,
o CASP oferece melhorias significativas na acurécia da predigéo os modelos,
no alinhamento de sequéncias, na modelagem de estruturas secunddarias, na
montagem de proteinas e no refinamento final dos modelos [9]. E, como
resultado dessa competigéo, diferentes técnicas séo implementadas e
aprimoradas, podendo ser usadas com maior confianga pela comunidade
cientifica.

Métodos dependentes de molde



Como mencionado anteriormente, os métodos baseados em molde partem
do principio de que a estrutura tridimensional de uma proteina se mantém
mais conservada ao longo da evolugdo. Consequentemente, alteragdes na
sequéncia dos aminodcidos podem acarretar apenas pequenas
modificagdes em sua estrutura tridimensional [11]. Ou seja, os métodos dessa
categoria consideram que proteinas que possuem sequéncias semelhantes
se enovelam em estruturas praticamente idénticas. Até mesmo sequéncias
gue possuem identidade baixa entre si (até 20% de identidade) podem
assumir estruturas tridimensionais semelhantes. Portanto, existindo uma
estrutura experimentalmente resolvida é possivel construir um modelo
tridimensional para uma proteina com estrutura desconhecida.

A origem das abordagens baseadas em molde pode ser datada no ano de
1969 quando tentativas de construgdo da estrutura de alfa-lactalbumina
usando a estrutura da lisozima da clara de ovo de galinha como modelo
foram publicadas por Browne e colaboradores [12]. A partir dessa década
vdarios trabalhos surgiram melhorando e dando maior confiabilidade as
técnicas de predigdo de estrutura, desempenhando um papel econémico em
aplicagdes baseadas em estrutura e na caracterizagdo de propriedades e
fungées de proteinas [13]. Nas préoximas subsegées discutiremos as duas
metodologias dependentes de moldes mais populares, modelagem

comparativa e threading.

Modelagem comparativa

Entre as técnicas baseadas em molde, a modelagem comparativa, também
chamada anteriormente de modelagem por homologia, & a metodologia
mais utilizada para a predi¢éo da estrutura da proteina quando apenas os
dados da sequéncia estdo disponiveis. Para que se possa adotar essa
abordagem, é necessdria uma proteina-molde (ou template) com estrutura
tridimensional resolvida disponivel. Esta deve apresentar uma estrutura
priméria com identidade minima, entre 25% e 30%, com a sequéncia da
proteina que se deseja modelar (proteina-alvo). E a partir da base estrutural
do molde que serd possivel propor um modelo tridimensional para a
sequéncia de aminodcidos da proteina-alvo [14,15].

A obtengdo de um modelo tridimensional através da modelagem
comparativa segue quatro etapas principais (Figura 3) [16]. Sdo elas:
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Figura 3. Fluxograma etapas da modelagem comparativa.

1. selecdo da proteina-molde - identificagéo de uma ou multiplas
estruturas primdrias de proteinas resolvidas experimentalmente com
similaridade com a sequéncia da proteina-alvo pela ferramenta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) [17]. Fatores como similaridade,
identidade, nUmero de gaps e cobertura séo avaliados contra as
sequéncias na base de dados de estruturas conhecidas, PDB [5], para
determinar os melhores moldes. Encontrando resultados, outros fatores
como fungdo biolégica, qualidade da estrutura experimental, presenga de
ligantes, substratos e cofatores séo empregados para a escolha do molde;

2. alinhamento da estrutura primdria do molde e do alvo — escolhido o(s)
molde(s), & feito o alinhamento entre sequéncia alvo e molde(s). Os
alinhamentos da etapa anterior séo feitos para buscar as sequéncias
apenas. Porém, nessa segunda etapa, um alinhamento mais rebuscado é
necessdrio para gerar a cadeia principal da estrutura [9]. Regides que ndo
possuem correspondéncia nas sequéncias precisam ser desconsideradas
ou preenchidas com gaps. Ligantes, substratos, e outros cofatores
precisam ter sua importéncia estudada nas estruturas de referéncia para
serem incluidos ou ndo nos modelos criados;

3. construgédo do modelo - feita a partir das informagées estruturais do(s)
molde(s) escolhido(s). Os dois métodos mais aplicados para a construgéo
s@o os métodos de satisfacdo de restricbes espaciais [14] e unido de
corpos rigidos [18]. O método de satisfagéo de restrigdes espaciais
assume que vdrios parémetros geométricos, como distancias e éngulos
s@o conservados entre proteinas homélogas, ao comparar as posigdes
equivalentes oriundas do alinhamento de sequéncias. J& nos métodos
baseados em uniéo de corpos rigidos, o modelo & montado a partir de um
pequeno nimero de corpos rigidos obtidos das cadeias principais das
regiées alinhadas [19,20]. Nesse método a modelagem envolve encaixar as
regides rigidas comuns na estrutura modelada e reconstruir as regiées
n&o conservadas, ou seja, cadeias laterais e algas (loops) [21]; e

4. avaliagéo do modelo — gerados os modelos, estes sdo avaliados para
determinar a qualidade e adequagdo da estrutura tridimensional criada.
Geralmente, os programas geram muitos modelos e os classificam de
acordo com um ou mais método de pontuagdes. Uma vez que cada
método avalia o modelo criado de uma perspectiva diferente, a
combinagdo de varios métodos de avaliagdo pode permitir a obtengéo de
um modelo mais confiavel [9]. Uma das avaliagées empregada é o gréfico
de Ramachandran, que mostra se os residuos do modelo tridimensionais
estdo em regides previamente estabelecidas como permitidas de acordo
com os éngulos de torgéo ¢ e y dos residuos. A avaliagéo pode néo ser a
etapa final na modelagem comparativa, uma vez que alguns erros no
alinhamento ou na construgdo podem acontecer e exigir a repeticdo das
etapas anteriores do processo (Figura 3).

Os softwares para modelagem comparativa, MODELLER [14] e SWISS-MODEL
[18] serdo discutidos em detalhes e com exemplos praticos mais adiante.



Tutorial: modelagem de proteinas usando MODELLER

Nesta sec¢do serd abordado a ferramenta MODELLER. O MODELLER é um
software com vdrios pacotes criado por Andrej Sali e Tom L. Blundell em 1989
[14]. O MODELLER & uma ferramenta gratuita com uso restrito a linha de
comando e ndo possui interface grafica de usudrio. Atualmente, o MODELLER
utiliza a linguagem Python como linguagem de controle, o que também é um
requisito para o funcionamento do programa. Com isso, todos os scripts para
realizar a modelagem séo desenvolvidos em Python. O programa pode ser
rodado nos sistemas operacionais baseados em UNIX, Windows e Mac.

Para a construgdo do modelo tridimensional, o MODELLER utiliza o método de
satisfagdo de restrigdes espaciais. Através do alinhamento das sequéncias,
caracteristicas espaciais como as disténcias entre carbonos-alfa (Ca—Cua)e
dngulos diedrais da cadeia principal e lateral dos residuos séo transferidos
da estrutura molde para a estrutura alvo. Essas restricdes espaciais sGo
obtidas de forma empirica, a partir de uma base de dados contendo
informacdées sobre o alinhamento de proteinas com estruturas conhecidas
presentes em familias proteicas.

As restrigdes estereoquimicas, como comprimentos e dngulos de ligagéo, e
contatos atédmicos ndo ligados, sé@o obtidos dos campos de forga da
mecdnica molecular. As restricdes espaciais e os termos obtidos pelo campo
de forga séo combinados em uma fungéo objetivo. A fungdo objetivo é
otimizada no espago Cartesiano visando minimizar as violagdes de todas as
restricées utilizando os métodos de gradiente conjugado e dinGmica
molecular por simulated annealing. Portanto, vérios modelos com pequenas
variagdes sdo calculados amostrando a estrutura inicial, e a variabilidade
entre os modelos contribuem para melhor estimar o enovelamento da

proteina-alvo.

Usando o MODELLER para modelagem comparativa

Como falado anteriormente, o MODELLER ndo possui uma interface grdfica,
sendo restrito o uso da linha de comando. Para instalagdo é necessdria uma
licenca de utilizagdo para usudrios que pode ser solicitada no site do
software.



Link para download e guias de instalagéo | Link para licenca

A seguir vamos detalhar o passo-a-passo para a construgdo de um modelo
utilizando o MODELLER, para uma sequéncia de interesse, seguindo as etapas

mencionadas anteriormente.

1. Selegao da proteina-molde

Para selegcdo do melhor molde, considera-se inicialmente alguns fatores
importantes entre a estrutura primdria da proteina-alvo e da proteina-molde.
Como, identidade entre as sequéncias acima de 25%, e se a semelhanga
entre sequéncias é significativa com toda a extenséo da nossa sequéncia
alvo (pordmetro de cobertura). A medida de signific@ncia estatistica, £-value,
também deve ser avaliada. O valor de E-value compara o himero de
alinhamentos que seriam esperados apresentando valores iguais ou
melhores que o encontrado por acaso, dado o tamanho do banco de dados.
A qualidade experimental da estrutura tridimensional da proteina-molde
também é outro fator importante. A preferéncia é para estruturas resolvidas
de alta qualidade, com resolug&o menor ou igual a 2 A, fator R menor de 20%,
e em caso de enzimas, estruturas complexadas com o substrato. Todos esses
fatores podem garantir uma melhor confiabilidade no modelo que serd
construido.

i) Busque a sequéncia de sua proteina-alvo:

A sequéncia pode ser encontrada em bancos de dados, como o UniProt e
Genbank. Usaremos o UniProt nessa etapa. Entre no site e digite o nome da
sua proteina no local de busca, em seguida escolha o “Entry” (conhecido
como ID, ou identificador) que melhor represente sua proteina, vé em
“Sequence” e baixe o formato fasta. Essa etapa s6 € necessdria quando ndo
se tem a sequéncia da proteina-alvo. Em casos em que se tem o
sequenciamento da proteina inicia-se pela etapa de busca do molde.

Acesso ao UniProt: Www.uniprot.org/uniprot/

Como exemplo seré apresentado a modelagem da enzima Acetolactato
sintase (ALS), importante para sintese de aminodcidos de cadeia ramificada
em organismos vegetais. A sequéncia de ALS de Arabidopsis thaliana estd
disponivel no Uniprot (ID P17597) e foi usada em todos os passos seguintes.
Portanto, a sequéncia de interesse, de acordo com o arquivo FASTA do

Uniprot, é:
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>sp|P17597 | ILVB_ARATH Acetolactate synthase

MAAATTTTTTSSSISFSTKPSPSSSKSPLPISRFSLPFSLNPNKSSSSSRRRGIKSSSPS
SISAVLNTTTNVTTTPSPTKPTKPETFISRFAPDQPRKGADILVEALERQGVETVFAYPG
GASMEIHQALTRSSSIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARSSGKPGICIATSGPGATNLVSGLA
DALLDSVPLVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVMDVEDIPRIIEEAFF
LATSGRPGPVLVDVPKDIQQQLAIPNWEQAMRLPGYMSRMPKPPEDSHLEQIVRLISESK

KPVLYVGGGCLNSSDELGRFVELTGIPVASTLMGLGSYPCDDELSLHMLGMHGTVYANYA
VEHSDLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKTPHVSVCGDVKLALQ
GMNKVLENRAEELKLDFGVWRNELNVQKQKFPLSFKTFGEAIPPQYAIKVLDELTDGKAI
ISTGVGQHQMWAAQFYNYKKPRQWLSSGGLGAMGFGLPAAIGASVANPDAIVVDIDGDGS
FIMNVQELATIRVENLPVKVLLLNNQHLGMVMQWEDRFYKANRAHTFLGDPAQEDEIFPN
MLLFAAACGIPAARVTKKADLREAIQTMLDTPGPYLLDVICPHQEHVLPMIPSGGTFNDV

ii) Busque o molde:

O molde pode ser encontrado no banco de dados PDB (Protein Data Bank).
Para isso utilizaremos o servidor Web BLAST [17], escolhendo a opgdo Protein
BLAST, e buscaremos pela estrutura onde sua sequéncia tem identidade >25%,
melhor resolugéo cristalogréfica (quanto menor melhor), melhor cobertura e
o E-value baixo (quanto mais préximo de 0, mais chances de ser significativa
a correspondéncia, ou seja, ndo aconteceu por acaso) [5,22].

Quando néo se encontra um modelo que satisfaga essas exigéncias, é
necessdario aplicar outras abordagens como threading ou modelagem ab
initio.

Acesso ao BLAST: blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Faga a upload do arquivo fasta com a sequéncia de interesse, a qual deseja
modelar, ou copie e cole em “Enter accession number(s), gi(s), or FASTA
sequence(s)". Na opgdo “Database” escolha “PROTEIN DATA BANK proteins
(pdb)” e depois clique em BLAST (Figura 4).
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Figura 4. Pagina do BLASTp para busca de um molde.


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

Analise os valores de identidade (Per Ident), cobertura (Query Cover) e E-
value (Figuro 5) para escolher o melhor molde e buscar na base de dados do
PDB. O cédigo PDB se encontra na coluna Accession. Nesse exemplo, os trés
primeiros resultados séo muito parecidos, diferindo muito pouco na
identidade. Quando vamos na base de dados do PDB e verificamos os dois
primeiros da lista, que possuem alta identidade, alta cobertura e baixo £-
value, percebemos que o primeiro tem uma resolugdo melhor, mas o
interesse estd em enzimas que foram resolvidas com um ligante em
especifico. E este &€ o caso do segundo da lista. Possui uma resolugdo
razodvel, alta identidade, alta cobertura, baixo £-value e contém o ligante
desejado. A existéncia do ligante pode auxiliar no uso de outras técnicas
computacionais, como o atracamento molecular, j& que essa estrutura pode
estar na conformagéo necessdria para ocorrer a ligagdo entre proteina e
ligante.
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Figura 5. Resultado do BLAST para a selegdo do molde.

Portanto, escolhemos como molde a estrutura de coédigo PDB 3EQY [23],
também uma ALS de A. thaliana. Com o cédigo escolhido deve-se ir ao banco
de dados Protein Data Bank e digitar o cédigo PDB do molde selecionado
(Figura 6).
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Figura 6. Pagina da base de dados PDB para busca da estrutura



3D do molde. Acesso PDB: https://www.rcsb.org/

E, a seguir, baixar o arquivo PDB (Figura 7).
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Figura 7. Pagina do cddigo PDB associado ao molde. O arquivo
pode ser baixado na guia Download Files no formato PDB ou
mmCIF.

2. Alinhamento das sequéncias do molde e do alvo

O alinhamento permite encontrar correspondéncia entre residuos
estruturalmente equivalentes levando em conta suas posi¢gées nas
sequenciais. Com o alinhamento é possivel distinguir entre regiées
estruturalmente conservadas e varidveis [24]. O MODELLER aceita como
entrada alinhamentos de outros programas como por exemplo BLAST [17] e
CLUSTAL [25], contanto que esteja no formato correto. Porém, o MODELLER
possui sua propria rotina de alinhamento, produzindo os arquivos necessarios
de maneira eficiente.

Para a etapa de alinhamento, trés arquivos s@o necessdrios (todos os
arquivos devem estar no mesmo diretério):

i) Arquivo da sequéncia da proteina a ser modelada em formato PIR.

O MODELLER utiliza o formato PIR, que é parecido com o FASTA baixado na
busca da sequéncia do alvo, mais com um cabecgalho caracteristico do
formato. V& até o arquivo FASTA baixado e insira o novo cabegalho:

P1; nome da proteina-alvo

sequence: nome da proteina-alvo:

Apbs a sequéncia, no final do arquivo deve-se inserir um ‘*" e salvar como
“txt” (Figura 8). O nome dado para a proteina-alvo ndo deve ser alterado nos
préoximos passos.


https://www.rcsb.org/

>P1;p17597

sequence:pl7597:::::::
MAAATTTTTTSSSISFSTKPSPSSSKSPLPISRFSLPFSLNPNKSSSSSRRRGIKSSSPS
SISAVLNTTTNVTTTPSPTKPTKPETFISRFAPDQPRKGADILVEALERQGVETVFAYPG
GASMETHQALTRSSSIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARSSGKPGICTATSGPGATNLVSGLA
DALLDSVPLVATITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVMDVEDIPRIIEEAFF
LATSGRPGPVLVDVPKDIQQQLATIPNWEQAMRLPGYMSRMPKPPEDSHLEQIVRLISESK
KPVLYVGGGCLNSSDELGRFVELTGIPVAST LMGLGSYPCDDELSLHMLGMHGTVYANYA
VEHSDLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKTIVHIDIDSAE IGKNKTPHVSVCGDVKLALQ
GMNKVLENRAEELKLDFGVYWRNE LNVQKQKFPLSFKTFGEAIPPQYAIKVLDELTDGKATL
ISTGVGOHOMWAAQFYNYKKPRQWLSSGGLGAMGFGLPAATGASVANPDAIVVDIDGDGS
FIMNVQELATIRVENLPVKVLLLNNQHLGMVMQWEDRFYKANRAHTFLGDPAQEDEIFPN
MLLFAAACGIPAARVTKKADLREAIQTMLDTPGPYLLDVICPHQEHVLPMIPSGGTFNDV
ITEGDGRIKY*

Figura 8. Arquivo com a sequéncia do alvo em formato PIR.

ii) Arquivo PDB do molde.

O MODELLER aceita o formato mmcCIF, basta fazer o download do mesmo no
passo de busca do molde (Figura 7).

iii) Script de alinhamento em python.

Digite o script abaixo em um editor de texto, substitua o nome dos arquivos
(em negrito) pelo nome dos seus arquivos e salve como “ alinhar.py ".

# Importando o modeller
from modeller import

# Importando a classe automodel

from modeller.automodel import *

# Novo ambiente para o modeller

# Novo ambiente para
alignment(env)

# Modelo alvo. File=

# Model_segment= Cadeia usada do molde




aln.append_model(mdl, align_codes="'3e9yA', atom_files='3e9y.pdb")

# Fazer o alinhamento.

aln.append(file="ahas.txt', align_codes="p17597")

# Alinhamento de sequencias

aln.align2d()

# Arquivos de alinhamento formato PIR
aln.write(file="'ahas_3e9y.ali', alignment_format='PIR")
# Arquivos de alinhamento formato PAP

aln.write(file="ahas_

V& ao terminal de linhas de comando, navegue até o diretorio onde os
arquivos se encontram e digite (o $ representa o prompt do terminal e ndo
deve ser digitado):

$ python alinhar.py

No caso do Windows, salve os arquivos dentro de um diretério na pasta do

MODELLER (geralmente estard nos arquivos de programa do disco c:), busque
por modeller no local de busca do Windows e abra o arquivo MODELLER. Um
terminal serd aberto. V& até a pasta onde estdo os arquivos com o comando
“ cd " e digite “ python alinhar.py ".

Os arquivos gerados serdo “ .ali " (Figura 9) e “ .pap " (Figura 10). O primeiro
serd@ usado para a etapa de modelagem e o segundo contém os residuos
conservados.

»P1;3e9yA

str..-.-_fuzex.3ea\-.:db: 87 :A:4581 :A:MOL_ID 1; MOLECULE ACETOLACTATE SYNTHASE, CHLOROPLASTIC;
% - -FISAFAPDQPAKGADT L VEAL ERQGVE TUFAYPGGASME THQAL TRSSS TRNV L PRHEQEEVFA

l\EE‘mRSSG'RF‘GI\.IQTSGPGI\TNLVSGL;\D»\\L' DSVPLVALITGOVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITEHNYLY

MDVEDIPRIIEEAFFLATSGRPGPYLVDVPKDIQQQLAT PNWEQAMR LPGYMSRMPKP PEDSHL EQIVRLISESK

KPVLYVGGGELNSSDELGRFVE L TGTPUATTLMGL GSYP - DDELSLHMLGMHETVYANYAVEHSDL LLAF GYRFD

DRVTGK LEAFASRAK TVHIDIDSAE TGKNK TPHUSVCGDVK LALOGMNKVLENRAEEL K LDFGYWRNELNVQKQK

FPLSFKTFGEATPPQYAIKVLDEL TDGKALLS TGVGOHOMHAAGF YNYKKPRQWLSSGELGANGF GLPAATGASY

ANPDATVYVDIDGDGSF TMNVQE LATTRVENLPVKYL LLHNQHL GMUMOWEDR F YKANRAHT FLGDPAQEDETFPN

MLLFAAACGIPAARVTEKADLREAIQTMLOTPGPY LLDVICPHOEHVLPMIPSGGTFNOVITEGDGRI--*

»P1;pl7587

sequence:pl7557: & rr:-1.88:-1. 88
MAAATTTTITSSSISFSTHPSPSSSKSPLPISAFSLPFSLNPNKSSSSSRRAGIKSSSPSSISAVLNTTTNVTTT
PSPTKPTKPETFISAFAPDOPRKGADILVEALERQEVETVFAYPGGASMEIHQALTRSSS IRNVLPRHEQGGVFA
AEGYARSSGKPGICIATSGPGATNLYSGLADALLDSVPLVAITGOVPRRMIGTOAFQETPIVEVTRSITEHNYLY
MDVEDIPRIIEEAFFLATSGRPGPYLVDVPKDIQQQLATPNWEQAMRLPGYMSRMPKPPELSHLEQIVRLISESK
KPVLYVGGGL LNSSDELGRFVE LTGIPVASTLMGLGSYPCODELSLHMLGMHETYYANYAVEHSDLLLAFGVRFD
DRVIGKLEAFASRAKTVHIDIDSAETGKNK TPHYSVCGDVE LALQGHNEVLENRAEEL K LDFGYWRNE LNVOKQK
FPLSFETFGEATPPQYAIKVLDELTDGKAT IS TGVGOHOMWAAQF YNYKK PRQWLSSGEL GAMGFGLPALTGASY
ANPDATVVDIDGDGSF IMNVQELATIAVENLPVKYLLLNNQHLGMVMQWEDR FYKANRARTFLGDPAQEDELFPN
MLLFAAACGIPAARVTKKADLREAIQTHLDTPGRYLLDVICPHOEHYLPMIPSGGTFNDVITEGDGRIKY

Figura 9. Arquivo com o alinhamento gerado em formato .ali. A



falta de residuos (missing residues) nas posicées
correspondentes entre as sequéncias é assinada com o caractere
(-), chamado de gap.

_aln.pos 18 26 38 40 50 60

3e9yA  mmmmmmmm e
pl7597 MAAATTTTTTSSSISFSTKPSPSSSKSPLPISRFSLPFSLNPNKSSSSSRRRGIKSSSPSSISAVLNT
_consrvd
_aln.p 70 8o g0 1ee 11e 120 13e
3e9yA oo FISRFAPDQPRKGADILVEALERQGVETVFAYPGGASMEIHQALTRSSST
pl7597 TTNVTTTPSPTKPTKPETFISRFAPDQPRKGADILVEALERQGVETVFAYPGGASMEIHQALTRSSST
_consrvd o AR R RS RO R RO SR RO R R KRR
_aln.pos 1486 150 1le@ 17@ 180 190 200
3e9yA RNVLPRHEQGGVFAAEGYARSSGKPGICIATSGPGATNLVSGLADALLDSVPLVAITGQVPRRMIGTD

pl17597 RNVLPRHEQGGVFAAEGYARSSGKPGICIATSGPGATNLVSGLADALLDSVPLVAITGQVPRRMIGTD
cOnSPyd  FEERE R KRR AR KK AR KRR K AR K KRR K K K K R K K R R R K R K

_aln.pos 21@ 220 230 240 250 260 278
3e9yA AFQETPIVEVTRSITKHNYLVMDVEDIPRITEEAFFLATSGRPGPVLVDVPKDIQQQLAIPNWEQAMR

p17597 AFQETPIVEVTRSITKHNYLVMDVEDIPRITIEEAFFLATSGRPGPVLVDVPKDIQQQLAIPNWEQAMR
COMS g o sk sk s o ol s R R R R R R I SR R Rk R R R

_aln.pos 280 290 300 310 320 33@ 349
3e9yA LPGYMSRMPKPPEDSHLEQIVRLISESKKPVLYVGGGCLNSSDELGRFVELTGIPVATTLMGLGSYP-

p17597 LPGYMSRMPKPPEDSHLEQIVRLISESKKPVLYVGGGCLNSSDELGRFVELTGIPVASTLMGLGSYPC
_conspyd FEERRERREEE OO OO OO OO OO OO OO RO R OORE

_aln.pos 358 360 370 380 390 400
3e9yA DDELSLHMLGMHGTVYANYAVEHSDLLLAFGVRFDDRVTGK LEAFASRAKTIVHIDIDSAEIGKNKTPH

p17597 DDELSLHMLGMHGTVYANYAVEHSDLLLAFGVRFDDRVTGK LEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKTPH
COMS A H 55 o 3K SR 8 o o KRR R SR SK R KSR S KK SO SR S8 o o 0K SRR SRR SR SR SRR SRR

_aln.p 410 420 43e 440 458 468 478
3e9yA VSVCGDVKLALQGMNKVLENRAEELKLDFGVWRNE LNVQKQKFPLSFKTFGEATPPQYAIKVLDELTD

p17597 VSVCGDVKLALQGMNKVLENRAEELKLDFGVWRNELNVQKQKFPLSFKTFGEATIPPQYAIKVLDELTD
e T e e e

_aln.pos 480 490 500 510 520 530 540

3e9yA GKAIISTGVGQHQMWAAQFYNYKKPRQWLSSGGLGAMGFGLPAATGASVANPDAIVVDIDGDGSFIMN

pl7597 GKAIISTGVGQHQMWAAQFYNYKKPRQWLSSGGLGAMGFGLPAAIGASVANPDAIVVDIDGDGSFIMN
_conspvd FERRERRERKREXXRERKRREERROREEXRRRRERRRR R R R KRR EER KRR ERR IR KR K

_aln.pos 55@ 560 570 580 5909 608 6l

3e9yA VQELATIRVENLPVKVLLLNNQHLGMVMQWEDRFYKANRAHTFLGDPAQEDEIFPNMLLFAAACGIPA

pl17597 VQELATIRVENLPVKVLLLNNQHLGMVMQWEDRFYKANRAHTFLGDPAQEDEIFPNMLLFAAACGIPA
CONS g 3 oo ok o o sk oo ok o o o o ko ok o oK ko o6 o 6 ok ook o o o oK o o sk o s ok ok Kok ko R K

_aln.pos 620 630 640 650 660 67@
3e9yA ARVTKKADLREAIQTMLDTPGPYLLDVICPHQEHVLPMIPSGGTFNDVITEGDGRI -~

p17597 ARVTKKADLREAIQTMLDTPGPYLLDVICPHQEHVLPMIPSGGTFNDVITEGDGRIKY
COms v R ok ok otk ok o kR ok ok o ok ok ok ok Rk K R ok kR ok ko ok Rk Rk

Figura 10. Arquivo com o alinhamento gerado em
formato .pap, mostrando os residuos conservados
entre as sequéncias com *.

3. Construgao do modelo

Para gerar cada modelo, o MODELLER utiliza a cadeia principal da estrutura
molde e a otimiza em relagdo da sequéncia alvo, aplicando um grau de
aleatoriedade nas coordenadas. Essas coordenadas sdo otimizadas através
da busca pelo minimo de energia das fungdes objetivo do MODELLER. Como
encontrar o minimo global de energia através de uma fungdo objetivo ndo &
garantido, recomenda-se repetir o procedimento de constru¢cdo do modelo
varias vezes. Com a aleatoriedade embutida no procedimento modelos
diferentes sdo gerados a cada rodada, aumentando a amostragem de
conformagdes de modelos gerados. Considere a construgdo de algumas
dezenas a centenas de modelos, para entdo selecionar o mais adequado.
Porém, a tendéncia na geragdo de muitos modelos é que esses se

aproximem em conformagdo e energia.

Para essa etapa trés arquivos séo necessdrios:



1. Arquivo de alinhamento gerado na etapa anterior (formato “.ali”).
2. Arquivo PDB do molde.

3. Script do MODELLER de construgdo de modelos em Python, que serd
executado como o anterior. Substitua o nome dos arquivos (negrito) pelo
nome dos seus arquivos e salve como “gerar_modelo.py”. O nimero de
modelos serd indicado nas 3 dltimas linhas do cédigo.

# Importando o modeller

from modeller impor

# Importando a classe automodel

from modeller.automodel import *

# Novo ambiente para o modeller

env = environ()

a = automodel(

env,

alnfile="ahas_3e9y.ali’,

knowns= '3e9yA’,

sequence='p17597",

assess_methods=(
assess.DOPE,
assess.GA341

Comeg¢ar no modelo 1

V& ao terminal de linhas de comando, navegue até o diretério onde os
arquivos se encontram e digite:

$ python gerar_modelo.py >&1 | tee genmodelo.log

Ainsergéo de “ >&1 | tee genmodelo.log “ no comando é apenas para

garantir a criagdo de um arquivo de registro com todas as informagdes da
geragdo dos modelos. Ao finalizar, o script gera cinco modelos
tridimensionais para ser avaliados (Figuro 11). Os modelos podem ser



visualizados por qualquer programa que leia o formato PDB, como o PyMOL. O

arquivo de log também mostra as pontuagées de cada modelo.

148.48

Figura 11. Final do arquivo .log mostrando informagdes sobre os
modelos construidos. Os nomes dos modelos se encontram na
primeira linha, seguida das pontugées.

4. Avaliagao do modelo

Apbs a construgdo de modelos para a proteina-alvo & necessdrio verificar se
existem possiveis erros, como por exemplo erros no alinhamento ou escolha
errada do molde tridimensional usado. Vale ressaltar que modelos
construidos por métodos computacionais sempre seréo passiveis de erros. A
etapa de avaliagdo deve conduzir a bons modelos com base na magnitude

dos erros [26].

A escolha do “melhor” modelo (ou “melhores” modelos) pode ser feita de
varias maneiras. Podemos escolher o melhor modelo a partir do menor valor
da fungdo de energia do MODELLER (molpdf) ou através do menor valor de
DOPE score (Discrete Optimized Protein Energy) (Figura 11). Neste exemplo
usaremos o DOPE score e o modelo selecionado com menor valor é o de
nimero quatro ( p17597.B99990004.pdb ). Porém, pode-se selecionar mais de
um modelo para avaliagéo de acordo com os mais bem ranqueados pelo
MODELLER.

Avaliagédo do modelo pelo servidor SAVES

Para essa etapa de avaliagéo do modelo, usa-se o arquivo pdb do modelo
escolhido para submisséo ao servidor web SAVES. O SAVES concentra varios
programas que avaliam pontos especificos da estrutura de forma a dar mais
confiabilidade ao modelo.

Acesso ao SAVES: saves.mbi.ucla.edu/


https://saves.mbi.ucla.edu/

Escolha as opgdes de verificagdo a partir do PROCHECK (avalia quanto &
qualidade estereoquimica), WHATCHECK (qualidade dos contatos atémicos
de todos os dtomos de cada residuo) e VERIFY 3D (compotibilidqde do
modelo tridimensional com sua estrutura primaria).

Os resultados apresentados pelo SAVES aqui séo para o modelo de ALS com o
menor valor de pontuagéo DOPE ( p17597.B99990004. pdb ). O gréfico do
VERIFY 3D (Figura 12) mostra que menos de 80% dos residuos estéio em
ambientes quimicos confidveis. Para essa interpretagdo é atribuido uma
pontuacgdo para cada residuo referente a base de dados de estrutura do PDB.
Como padrdo do programa, para que um modelo seja aceito, ou seja, seja
confidvel, mais de 80% dos residuos devem ser aceitos.
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Figura 12. Gréfico de saida VERIFY 3D.

Os resultados do PROCHECK, ilustrado pelo gréfico de Ramachandran (Figura
13), mostram que o residuo PHE 87 ndo se encontra em uma regido favoravel.

Ramachandran Plot
5434319

=1 | = -

Psi (degrees)

b mlt' ’[*ux d
oL | ‘ i 'I .
L] -

! L 4 | i
2180 <135 90 45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Figura 13. Gréfico de Ramachandran gerado pelo Procheck.

Porém, os resultados estatisticos do Ramachandran demonstram que 92,4%
dos residuos se encontram em regides favoraveis (Figura 14). Portanto, deve-
se observar na estrutura tridimensional em qual regido estrutural ele se
encontra. Por exemplo, se o residuo se encontra em uma regido flexivel como
uma regidio de alga, o MODELLER pode néo ter encontrado uma conformacgéo



favoravel para esse residuo. Regides de loop s@o as mais dificeis de serem
modeladas e precisam de maior atengdo.

Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 524 92.4%
Residues in additional allowed regions [a.b.l,p] 19 6.9%
Residues in generously allowed regions [-a,~b,~1,~p] 3 0.5%
Residues in disallowed regions | 0.2%
Number of non-glycine and non-proline residues 567 100.0%
Number of end-residues (excl, Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 53
Number of proline residues 48
Total number of residues 670

Based on an analysis of 1 18 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
1o hove over 90% in the most favoured regions,

Figura 14. Resultados estatisticos do Ramachandran gerado pelo
PROCHECK.

Para analisar este residuo utilizou-se um programa de visualizagdo
molecular. Utilizando o PyMOL [27] (Figura 15) podemos confirmar que o
residuo se encontra no final de um loop, uma regido desordenada que ndo
participa de nenhuma interagdo com a proteina. Essa regido ndo foi bem
alinhada ao molde, por se tratar de residuos inexistentes no molde e
presentes apenas na sequéncia do alvo. Esses residuos correspondem a uma
regido de peptideo sinal. Naturalmente essa proteina tem sua fungéo apds
ser transferida ao cloroplasto, perdendo o peptideo sinal.

Figura 15. Visualizacdo em cartoon da proteina modelada. Em vermelho o residuo PHE 87.

Para corregdo, editou-se manualmente o alinhamento usado para
construgéo do modelo. Retirou-se os 87 primeiros aminodcidos e o script de
modelagem foi executado novamente (Figura 16).



»P1;3e0yA
structureX:3efy.pdb: 87 :A:+581 :A:MOL_ID 1; MOLECULE ACETOLACTATE SYNTHASE, CHLOROPLAST
——————————— FISRFAPDOPRKGADILVEALERQGVETVFAYPGGASMEIHOALTRSSSIRNVLPRHEQGGYFA
AEGYARSSGKPGICIATSGPGATNLYSGLADALLDSVPLVAITGOVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLY
MDVEDIPRIIEEAFFLATSGRPGPVLVDVPKDIONOLATFNWEQAMRLPGYMSRMPKPPEDSHLEQIVALISESK
KPVLYVGGGCLNSSDE LGRFVELTGIPVATTLMGLGSYP-DDELSLHMLGMHGTVY ANYAVEHSDLLLAFGVRFD
DRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNE TPHVSVCGDOVELALQGMNEVLENRAEEL K LDFGVIWRNE LNVQKQK
FPLSFKTFGEATPPQYATKVLDEL TDGKATISTGVGEQHOMWAAQF YNYK KPROWLS S6GLGAMGF GL PAATGASY
ANPDATVVDIDGDGSF IMNVQELAT IRVENLPVEVL LLNNCHLGMYMOWEDRFYKANRAHTFLGDPAQEDELFPN
MLLFAAACGIPAARVTKKADLREATQTMLDTPGPYLLDVICPHOEHVL PMTPSGGTFNDVITEGDGRT - - *

)Pl,p1?59?

AVLNTTT
I SRF&PDQPRI(G&DIL\IE ALERQGVETVFAYPGGASHME THRAL TRSSSTRNVLPRHEQGGYFA
AEGYARSSEKPGICIATSGPGATNLVSGLADALLDSVPLVAITGOVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITRHNYLY
MOVEDTPRITEEAFFLATSGRPGPVLVDVPKDIQOOLATIPNWEQAMR L PGYMSRMPK PREDSHLEQTVRLTSESK
KPYLYVGGGCLNSSDE LGRFVEL TGIPVASTLMGLGSYPCODELSLHMLGMHG TVYANYAVEHSDLLLAFGVRFD
DRVTGK L EAFASRAK TVHIDIDSAE TGKNKTPHVEVCGDVE LAL QGMNKVLENRAEE L KLOFGVWRNE LNVOKQK
FPLSFKTFGEAIPPQYALKVLDELTDGKALLS TGVGIHOMWAAQF YNYEKPROWLS SGGE LGAMGF GLPAATGASY
ANPDATVVDIDGDGSF IMNVQELATIRVENLPVEVL LLNNCHLGMVMOWEDRFYKANRAHTFLGDPAQEDEIFPN
MLLFAAACGIPAARVTKKADLREAIQTMLDTPGPY LLOVICPHOEHVLPMIPSGGTFNDVITEGDGRIKY

Figura 16. Residuos que foram retirados do alinhamento. Esses
residuos correspondem a grande inser¢do de gaps (-) no
alinhamento. Esses gaps iniciais foram retirados da sequéncia
molde, portanto, ambas sequencias comegam com FISR. A
retirada dessa regido faz com que identidade e cobertura entre
as sequéncias sejam maiores.

Apbs executar os passos 2 e 3 novamente, o melhor modelo foi selecionado
mais uma vez por seu valor de DOPE e submetido ao servidor SAVES. Para essa
nova estrutura, os resultados do VERIFY 3D foram mais favordaveis e
demonstram que o modelo gerado é confidvel com 93,66% dos residuos em

ambientes quimicos confiaveis (Figura 17).
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Figura 17. Gréfico de saida VERIFY 3D do novo modelo gerado apds a edi¢do do
alinhamento.

Além disso, o novo gréfico de Ramachandran apresenta 94,3% dos residuos
em regides favoraveis (Figura 18).
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Figura 18. Gréafico de Ramachandran gerado pelo PROCHECK
para o novo modelo.

Para finalizar a avaliagdo, realizou-se alinhamento estrutural entre a
proteina-molde e o modelo construido através da ferramenta PyMOL (Figura
19). A inspecdio visual dessas estruturas mostra apenas pequenas variagées
na estrutura secunddria, correspondendo bem & conservagéo dos residuos,
vista no alinhamento. Quando calculado o desvio entre ambas, o valor de
Root Mean Square deviation (RMSD) foi de 0,133 A entre os carbonos-alfa das
estruturas. Quanto menor esse valor, mais proximas séo as estruturas entre si,
demonstrando que a variagéo dos desvios médios dos Gtomos em relagdo
ao molde foi baixa.

Figura 19. Alinhamento estrutural do molde e modelo construido. RMSD 0.133. Proteina-
molde em azul-claro e proteina-modelada em azul-escuro.

O exemplo que apresentamos aqui gerou um possivel modelo para uma
sequéncia alvo inicial de forma simplificada pelo MODELLER. Exemplos mais
avangados, que utilizam parédmetros mais rebuscados como refinamento de
loops e estrutural por dindmica molecular, se encontram no manual do
MODELLER e devem ser explorados.



SWISS-MODEL

Modelagem de proteinas usando SWISS-MODEL

Nesta segdo, serd abordado a ferramenta SWISS-MODEL. Diferentemente do
MODELLER, SWISS-MODEL é um servidor web que possui interface grafica. Seu
algoritmo também é diferente, pois utiliza regiées estruturais conservadas
para construgéo dos modelos pelo método de uni@io dos corpos rigidos.
Porém, o SWISS-MODEL também parte do principio de que proteinas
homélogas compartilham regiées estruturalmente conservadas, como a-
hélices e folhas betas, tornando-se um programa de modelagem

comparativa.

O modelo é entdo construido a partir das regidées conservadas do molde que,
em seguida, sdo alinhadas com a predigdo estrutural do alvo. Para isso, a
média das posi¢cdes assumidas pelos carbonos alfa das regides conservadas
estruturalmente séo calculadas e usadas para o encaixe das regides que
faltam. As regiées ndo conservadas, que possivelmente conectam as regides
conservadas (possiveis loops), séo como varid@veis. Essas regides sdo
inseridas no modelo através de informagdes de um banco de dados de
estruturas, classificadas de acordo com o tipo de residuo e tipo de estrutura
secundaria que conectam. As cadeias laterais dos aminodécidos séo inseridas

através da busca de bibliotecas de rotadmeros [22].

O modelo no SWISS-MODEL é gerado de forma automatica com minima
interferéncia do usudrio. Com apenas a sequéncia do alvo em mdos, o
modelo é gerado e avaliado pelo préprio programa.

Acesso ao SWISS-MODEL: swissmodel.expasy.org/

Usando o SWISS-MODEL para modelagem
comparativa

Etapa 1 — Selegao da proteina-molde


https://swissmodel.expasy.org/

A sequéncia da proteina-alvo deve ser encontrada como nos passos
referentes para o MODELLER, onde a sequéncia priméria de ALS de Arabidopsis
thaliana (Uniprot ID: P17597) foi encontrada e usada para a modelagem. Na
pdagina inicial do SWISS-MODEL, deve-se inserir a sequéncia do alvo e clicar
em “Search For Template” (Figura 20). A opgdo “Build Model’ também pode
ser usada, mas a escolha do molde, em geral, é feita pelo programa de forma
automdtica.
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Figura 20. Pdgina do SWISS-MODEL para busca de um molde.

Deve-se selecionar o melhor molde. Critérios de selegdo da estrutura usada
como referéncia se mantem iguais aos usados nos passos referentes ao
MODELLER. Prestando atengdo no valor de identidade (>25%) entre as
sequéncias, melhor cobertura, E-value baixo, e melhor resolugdo
cristalogréfica (quanto menor melhor). Portanto, escolhemos como molde a
estrutura de coédigo PDB 3E9Y [23] (Figura 21).

Untitled Project

Figura 21. Resultado do Swiss-Model para a busca do molde a
partir da sequéncia alvo.

Etapa 2- Alinhamento e construgao do modelo

O SWISS-MODEL jé trabalha o alinhamento internamente. Precisa-se apenas
selecionar o modelo de acordo com a lista de opgées dada (Figura 21) e o



servidor busca o arquivo PDB. O modelo entéo é construido com base no
molde e alinhamento apés clicar em “Build Models” (Figura 21). Podemos
perceber que o SWISS-MODEL elimina automaticamente a regiéo do peptideo

sinal, néo permitindo a inser¢géo do mesmo.

Etapa 3 - Avaliagao do modelo

O SWISS-MODEL possui as proprias ferramentas de avaliagdo. Clique em
“Structure Assessment’ para avaliar o modelo (Figuro 22).

Figura 22. Avaliagdo do modelo construido.

Para avaliar o modelo deve-se atentar para os valores de QMEAN (Qualitative
Model Energy ANalysis) e GMQE (Global Model Quality Estimation). O QMEAN &
um estimador conhecido como z-score. Quando o valor z estd proximo de 0
significa que o modelo & considerado confidvel e, portanto, existe uma boa
concorddncia entre o modelo e estruturas experimentais de tamanho
semelhantes. As propriedades geométricas oferecem uma estimativa de
qualidade absoluta global. J& o GMQE, se encontra em uma faixade 0 a l.
Quanto mais alto mais preciso € o modelo em relagdo ao alinhamento alvo-
modelo e a cobertura do alvo. O SWISS-MODEL também fornece um gréfico de
Ramachandran interativo na pégina web (Figura 23). A estatistica do gréfico
de Ramachandran é de 96,72% dos residuos em regides favoréveis. Apds o
download do modelo, uma comparagdo visual entre as estruturas molde e
modelo pode ser feita por meio de alinhamento estrutural utilizando a
ferramenta PyMOL.
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Figura 23. Gréfico de Ramachandran disponibilizado pelo SWISS-
MODEL em relagdo ao modelo gerado.

Threading

O threading € um método de modelagem usado para modelar estruturas que
possuem enovelamento similar a proteinas de estruturas conhecidas, porém
compartilham baixo grau de similaridade. No threading, a sequéncia é
fragmentada na busca por homoélogos estruturais, explorando muitos
alinhamentos, ao invés do alinhamento da sequéncia inteira de aminodcidos
[28]. Portanto, essa metodologia € empregada quando existem modelos de
baixa identidade que cobrem regiées diferentes da sequéncia alvo [29].

A modelagem threading baseia-se no reconhecimento das caracteristicas da
sequéncia utilizada, para isso deve-se realizar um alinhamento local que
encontre moldes, estruturas disponiveis no PDB, que cubram determinadas
regidées. Em seguida, uma abordagem de modelagem comparativa para
cada molde selecionado é realizada, criando assim estruturas secundarias
para cada regido. E importante ressaltar que fatores como a qualidade das
estruturas selecionadas e a identificagdo de moldes que cubram todos os
trechos da sequéncia tém influéncia direta na qualidade dos modelos finais
gerados [29].



I-TASSER

Tutorial I-TASSER

Modelagem de proteinas com I-TASSER

Um dos programas mais populares de Threading é o I-TASSER [28,30], que foi
premiado diversas vezes na competig&o CASP (Critical Assessment of protein
Structure Prediction). O I-TASSER (Figura 24) esté disponivel como um servidor
web para predi¢géo automatizada de estrutura de proteinas e suas
respectivas fungdes. A identificag@o dos moldes a partir da segmentagdo da
sequéncia de entrada é realizada usando o LOMETS [31]. © LOMETS & um
meta-servidor de segmentagdo local, compilando vérios programas de
threading, para previsdes rapidas e automatizadas de estruturas tercidrias de
proteinas e restrigdes espaciais. As regides onde moldes ndo foram
encontrados sdo modeladas utilizando a metodologia ab initio, realizando
simulagdes baseadas no método de Monte Carlo. As estruturas séo
agrupadas e os modelos sdo selecionados considerando a menor energia. A
Gltima etapa realizada pelo servidor consiste na busca das possiveis fungées
da sequéncia alvo na biblioteca BioLip [32].
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Figura 24. Pagina inicial do servidor web I-TASSER.

Acesso ao I-TASSER: zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

Estudo de caso: modelagem da sequéncia do peptideo da
glandula salivar de Ixodes scapularis

Como exemplo foi realizada a modelagem de um peptideo putativo
secretado da gldndula salivar de Ixodes scapularis, a sequéncia foi obtida do
Genbank, ID AAV80775.1. O arquivo de entrada exigido pelo servidor & a
sequéncia da proteina que pode ser inserida no local indicado, ou pode ser
realizado a upload do arquivo fasta (Figura 25). Para submeter o trabalho é
necessdrio realizar a criagdo de uma conta, criando um usudrio e uma senha.
O e-mail cadastrado deve ser institucional (ou seja, um e-mail registrado em
um dominio pertencente a uma universidade ou instituto de pesquisa).

I-TASSER On-line Server (VMiew an example of L-TASSER oulpu):

Copy and pasie your sequence below ([10, 1500] residues in EASTA format). Click here for 2 sumple input:

o upload the sequence from your local compaier:
| Escolher arquiva | Nenhum arquive selecionado

Emall: {mandatory, where resuits will be sent to)
|uizabastosluana@ ufmg. br

Password: {mandatory, please click here if you do not have a password)

1D (optional, your given name of the protein)

Figura 25. Pagina de submissédo de tarefa ao servidor web I-
TASSER.

Apesar de ser um servidor automatizado, o I-TASSER apresenta opgdes
adicionais (Figura 26) que podem ser executadas de forma a personalizar a
predi¢géo do modelo, sdo elas:
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(Readm B in acd restrines)
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o Exclude hamologous templaies | | Type & eutalf (& . 'B004) Explanasion

& Exchude spesific template proteins | Escolher arquivs | Nenhun arguivn seleconade - Upload a fike listing all PO 1Ds Explanation

¥ Optiom I8 Specity secondary siucnse foc secific fesidues

o Specty secondary sructirs | Escoher amquiv | Meahum amuive selecionadn Uiptoad & file listing secondary structurs Explanation
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Fun -TASSER || Clearfarm |
{Pleme subenit = new job oaly after yow old job & conspleted)

Figura 26. Opgdes adicionais de personalizacdo da predicao
estrutural com o servidor web I-TASSER.



Opcdo | — Se os usudrios souberem alguma informacdo sobre a estrutura da
proteina a ser modelada, essa informagdo pode ser convenientemente
inserida nessa opgdo. A insergdo de informagdes pode melhorar a qualidade
da predig¢do estrutural e funcional. O servidor I-TASSER aceita atualmente dois
tipos de restrigdes especificadas pelo usudrio: arquivos com restricdes de
contato e distdncia; e estruturas molde com e sem alinhamento. O formato
do arquivo texto para restrigées de distancia (Figura 27) consiste em linhas
que apresentam a palavra DIST, o nGmero e tipo de Gtomo do primeiro
residuo, nimero e tipo do Gtomo do segundo residuos, e a disténcia entre
eles em d&ngstréom. Para restrigées de contato, as linhas contém a palavra
CONTACT e o nUmero dos residuos em contato (Figuro 27). Para especificar
estruturas-molde, os usudrios podem atribuir o cédigo PDB no formato
PDBID:Chain, inserir informagées tridimensionais (arquivo similar ao PDB), ou
utilizar alinhamento no formato FASTA com informagées estruturais anexadas.

# zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/restraint.txt

DIST 12 HGZ21 58 HEL 8.1
DIST 14 HA 57 1HE 6.2
DIST 21 HEZ2 43 HD11 4.0
DIST 124 CA 84 CA 7.4
DIST 36 UNK 126 CA 7.4
CONTACT 33 6

CONTACT &0 29

CONTACT 37 345

CONTACT 189 42

Figura 27. Exemplo de arquivo texto das restricées de contato
e disténcia.

Opgdo Il - E possivel excluir moldes parecidos & proteina-alvo presentes no
banco de dados do servidor, inserindo um valor de corte. Por exemplo, ao
digitar “60%", o I-TASSER excluird automaticamente todos os modelos que
possuem uma identidade de sequéncia maior que 60%. O corte minimo &
definido em 25%, ou seja, todos os valores abaixo de 25% retornaréo como
25%. Porém, a exclus@o de moldes com identidade de sequéncia diminuird a
qualidade da modelagem. Portanto, essa opgdo foi projetada apenas para
alguns fins especiais. Ainda nessa opgdo, moldes especificos podem ser
excluidos através de uma lista de estruturas no formato PDBID:Chain.

Opcdo Il - Caso algum conhecimento sobre a estrutura secunddria da
proteina a ser modelada exista, como por exemplo, informagées extraidas de
uma predigéo de estrutura secunddria, um arquivo de texto (Figura 28) com
essas informacgoées pode ser inserido. O I-TASSER tentard gerar os modelos
seguindo a estrutura secunddria especificada no arquivo. O arquivo consiste
em uma coluna com o ndmero do residuo, uma segunda coluna com o

simbolo do residuo, e uma terceira coluna com o tipo de estrutura



secunddria, onde S corresponde ds folhas-beta, H as hélices-alfa, e C as
algas (loops).

@ zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/restraint_ss.bud

21 v §
22 P S
23 K S
24 E S
25 Q 5
26 R S
27 v 5
28 D C
29 -] C
38 L C
31 I E
125 A S
126 E 5
127 H S
128 F S
129 Y §
138 W S
131 M 5
181 Vv H
182 5 H
183 C H
184 L H
185 K H

Figura 28. Exemplo de arquivo texto para a especificagdo
de estrutura secundaria.

A sequéncia do peptideo da gldndula salivar de Ixodes scapularis foi
submetida sem a utilizagéo de nenhuma restrigéo. Apds a submisséo, o
usudrio é notificado por e-mail assim que o trabalho for finalizado. Os
resultados ficam disponiveis no servidor durante um periodo de dois meses. A
modelagem leva de um a dois dias para processar a depender da fila de
trabalhos submetidos no servidor web. Na figura 29, podemos visualizar os
resultados obtidos para a sequéncia submetida. Nessa pdgina, consta o
resultado da predigdo de estrutura secunddria e o conf.score que demonstra
a qualidade da predigdo para cada residuo em relagdo a sequéncia alvo.
Quanto maior o valor, maior a confiabilidade da predi¢do.
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Figura 29. Pagina de resultado do I-TASSER para o exemplo
submetido.

A predi¢do de acessibilidade ao solvente de cada residuo também é feita.

Nesse caso, I-TASSER classifica os residuos como acessiveis ou inacessiveis



ao solvente (Figura 30). Valores préximos a zero indicam que os residuos
possivelmente estdo em posigdes internas na proteina, enquanto valores
préoximos a nove indicam residuos em posigdes mais expostas ao solvente.
Além disso, o fator B, valor que indica a extens@o da mobilidade térmica
inerente de residuos ou dtomos nas proteinas, também é predito para o
modelo (Figura 31). Residuos com valores negativos no grafico de fator B
mostram ser mais estdveis na estrutura.

& © & manglab.comb.med,umich,sdud TAS SRRl 3
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Prediction 1 1331333 1 166230 2013862
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Figura 30. Resultados da predicdo de acessibilidade ao solvente
dos residuos e o fator B em relagdo a toda a estrutura do
modelo criado.

O alinhamento dos dez primeiros moldes também é disponibilizado na
pégina de resultados (Figura 31). Espera-se encontrar uma maior
conservagdo nos moldes exibidos, o que poderd dar uma maior qualidade ao
modelo final. A avaliagdo do alinhamento entre as sequéncias molde e alvo
pode ser feita pelo pardmetro Norm. Z-score. Valores de Norm. Z-score acima
de um revelam um bom alinhamento entre sequéncias. Dependendo desses
valores, I-TASSER qualifica a proteina-alvo como fécil ou dificil de modelar.
Além disso, tanto os alinhamentos quanto as estruturas-molde podem ser
baixadas individualmente.
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Figura 31. Resultado do alinhamento com os dez primeiros
moldes encontrados pelo I-TASSER usando LOMETS e a base de
dados de PDB.



Por fim, cinco modelos construidos mais bem ranqueados sdo apresentados
(Figura 32). Além da opgéo de download dos modelos gerados, informagées,
como precis@o global (C-score), TM-score e RMSD, ficam disponiveis para
melhor qualificar os modelos. Porém, o I-TASSER relata apenas a previsdo de
TM-score e RMSD para o primeiro modelo, uma vez que a correlagdo entre C-
score e TM-score é fraca para modelos de classificagdo inferior.

O valor de C-score é listado para todos os modelos para servir como
referéncia. O C-score (precisd@o global estimada) possui uma faixa de valor
entre -5 e 2. Valores maiores que -1,6 indicam modelos que possuem uma
boa topologia global predita. J& o TM-score [33] € uma escala proposta para
medir a semelhanga estrutural entre duas estruturas, nesse caso a estrutura
do molde e do modelo, que ndo depende do comprimento da proteina e ndo
é sensivel a diferentes estruturacgées e orientagdes locais. Valores de TM-
score acima de 0,50 indicam um modelo na topologia correta, enquanto
valores de TM-score abaixo de 0,17 significam que a similaridade entre as
estruturas é aleatéria. O RMSD se refere a sobreposi¢gdo entre molde e modelo
gerado. Um valor alto de RMSD mostra que regides especificas das proteinas
possuem estruturagdo e orientagdo desiguais. Se existente, o I-TASSER pode
ainda disponibilizar os possiveis ligantes, possiveis sitios ativos e possiveis
fungdes das estruturas modeladas.

[

Figura 32. Os cinco melhores modelos ranqueados de acordo
com as fungdes objetivas do I-TASSER.

Os modelos podem ainda ser avaliados usando métricas de avaliagdo para
modelagem comparativa. Porém, como se trata de um modelo construido a
partir de sequéncias de baixa identidade, sua qualidade deve ser

considerada baixa, logo tais modelos poderdo receber pontuagdes baixas.

Métodos de modelagem independentes de
molde



Devido & grande lacuna entre o nimero de estruturas primdrias e estruturas
tridimensionais resolvidas, uma quantidade significativa de dados de
sequéncia ndo compartilha identidade e similaridade com familias de
proteinas conhecidas. Com isso, surge a necessidade de métodos que
predizem a estrutura com nenhuma ou minima informagéo estrutural, os
chamados de métodos independentes de molde. Esse tipo de modelagem
baseia-se na suposi¢éio que todas as proteinas se enovelam para um estado
nativo ou para um conjunto de estados com o menor nivel de energia
potencial, minimo global [29,34]. Existem duas abordagens para essa
categoria, modelagem de novo e modelagem ab initio.

Apesar de serem tratadas como equivalentes na literatura, na pratica os
algoritmos desses métodos diferem em suas aplicagdes. Na modelagem de
novo séo usadas informagdes provenientes de bancos de estruturas
determinadas empiricamente, em forma de fragmentos estruturais sem
identidade com a sequéncia alvo, para orientar o estado enovelado do
modelo. Enquanto, métodos ab initio baseiam-se puramente nas leis da
Fisica, ou seja, primeiros principios, para determinar as estruturas. Nas
abordagens ab initio o conhecimento estrutural de proteinas como a previs@o
de déngulos de torgdo e insergdo dos dtomos sdo feitos através de métodos
matemdticos e estatisticos. Porém, ambas metodologias séo
computacionalmente exigentes, limitando a modelar proteinas pequenas
(entre 100 e 200 aminodcidos). Além disso, para a escolha dos melhores
modelos, diferente do que é realizado na modelagem comparativa, &
necessdario realizar a execugdo dos algoritmos muitas vezes. Dessa forma a
definicdo dos melhores modelos é feita inicialmente pela filtragem de véria

conformagdes a partir de um limiar de energia previamente definido.

Atualmente, as ferramentas de predi¢do estrutural utilizam varios métodos na
construgé@o do modelo, tornando-se ferramentas hibridas de modelagem. Por
exemplo, o servidor ROBETTA (robetta.bakerlab.org/) usa fragmentos de
estruturas PDB existentes, a fim de orientar a pesquisa em conjunto com
fungdes de energia, classificando-se entdo como um software de
modelagem de novo [34,35]. Porém, regides da sequéncia sem equivaléncia
sdo construidas a partir de modelagem ab initio. Podemos dizer o mesmo do
programa QUARK (zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/), pois sua
abordagem possui uma etapa de montagem de fragmentos, onde pequenos
fragmentos estruturais (1-20 residuos retirados de estruturas PDB
conhecidas) séo unidos para construir a estrutura final por Monte Carlo com
assisténcia de um campo de forca [36].

Apesar da diferenga na forma como os algoritmos de modelagem de novo e
ab initio sGo implementados, essas terminologias tém sido usadas na
literatura como sinénimos. Por isso, neste artigo utilizaremos tanto os termos
de novo quanto ab initio para indicar estratégias de modelagem sem o uso
de molde.


https://robetta.bakerlab.org/
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Tutorial ROBETTA

Modelagem de proteinas ab initio com ROBETTA

A seguir, vamos utilizar o servidor web ROBETTA (http://robetta.bakerlab.org)
para a modelagem de estruturas proteicas (Figura 33). O servidor utiliza a
implementagdo automatizada do programa ROSETTA
(https://www.rosettacommons.org/) no qual é possivel realizar tanto
modelagem comparativa quanto ab initio. A metodologia ROSETTA baseia-se
em dividir a sequéncia em fragmentos de tamanho entre trés e nove
aminodcidos. Os segmentos sdo extraidos da sequéncia de entrada e
comparados com segmentos de uma base de dados de estrutura de
proteinas, a partir de suas estruturas secunddrias. Em seguida o espago
conformacional é entdo pesquisado utilizando a metodologia de Monte Carlo,
que consiste em realizar um massivo nimero de simulagées com
amostragem aleatéria. Dessas simulagdes, um valor de energia &
estabelecido através do campo de forga do programa [35,37].
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Figura 33. Pagina inicial do servidor web ROBETTA.

Para cada sequéncia de destino sdo geradas 10.000 conformagdes,
futuramente agrupadas com base no RMSD de seus carbonos-alfa. Apenas
nove centroides, estruturas representativas de cada agrupamento, séo
selecionados. Na Ultima etapa, os modelos gerados séo buscados no PDB


http://robetta.bakerlab.org/
https://www.rosettacommons.org/

utilizando o Mammoth, um algoritmo estrutural que independe da sequéncia
para encontrar & sobreposigdo estrutural com maior cobertura. Essa
comparagéo tem o intuito de aumentar a confiabilidade do enovelamento do
modelo através de um valor representado pela fungdo de confianga. Quanto
maior o valor de confianga, maior é a correspondéncia estrutural do modelo
com estruturas existentes [38].

Link de acesso ao ROBETTA: http://robetta.bakerlab.org

Para utilizar o ROBETTA & necessdrio criar uma conta gratuita (Figura 34).
Nesse processo é criada um usudrio para /ogin e uma senha, que seréio
utilizados para acessar os trabalhos que forem submetidos e acompanhar o
status na fila de execugdo.
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Figura 34. Pagina de registro e criagdo de login do ROBETTA.

Depois de criar login e senha, o usudrio poderd submeter a sequéncia que
tem interesse em modelar. A entrada pode ser submetida inserindo a
sequéncia no local indicado ou fazendo um upload da sequéncia em formato
FASTA (Figura 35). O servidor realiza a modelagem comparativa e ab initio de
forma automdtica. Entretanto, é possivel selecionar a opgéo CM only para
realizar apenas a modelagem comparativa. Ou ainda, selecionar a opgdo AB
only, que realiza apenas a modelagem ab initio. A opgdo predict domains
permite que os dominios da proteina sejam resolvidos separadamente,
porém isso implica em um maior tempo de execugdo. Quando nenhuma das
opgodes é selecionada, o programa tenta realizar a modelagem comparativa
primeiro e, caso ndo seja possivel, a modelagem ab initio & executada.
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Figura 35. Tela de submissdo de sequéncia para a modelagem
do ROBETTA.

Na execugdo do ROBETTA como programa de modelagem comparativa, o
usudrio pode inserir o cédigo PDB do molde ou o arquivo do molde que deseja
usar. Restrigées de dngulos ou disténcias entre dois Gtomos ou residuos
podem ser inseridos para influenciar a fungdo de energia utilizada. Também é
possivel inserir um arquivo de fragmentos para serem utilizados na
modelagem ab initio.

Apbs realizar a submisséo, é possivel acompanhar a fila de execugéo e o
status da construgdo do modelo enviado clicando no menu superior ao lado
do seu nome de usudrio e, em seguida, na opgdo “My queue”. Quando
finalizada a modelagem, o usudrio receberd uma notificagdo via e-mail. O
tempo de espera varia, em média, entre dois e trés dias, sem a opgdo predict
domains (ao selecionar essa opgéo o tempo de execugéo é estendido).

Estudo de caso: glicoproteina de superficie do SARS-COV-2

Como exemplo, a sequéncia da glicoproteina de superficie do SARS-COV-2
(Genbank ID: QIU8I369.1) foi submetida a modelagem na ferramenta web
ROBETTA. Essa proteina apresenta 1261 residuos de aminodcidos. Na Figura 36,
pode-se visualizar informagdées como a sequéncia alvo, parémetro de
confianga (confidence) e o método utilizado para modelar a glicoproteina de
superficie do SARS-COV-2.
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Figura 36. Pagina de resultado (parte superior) da construcdo de
modelos pelo ROBETTA.

O valor do parémetro de confianga varia entre zero e um. Quanto mais
proximo de um, melhor é a qualidade dos modelos gerados. Valores mais
préoximo de zero indicam que a qualidade dos modelos é baixa. Para o nosso
exemplo, a confianga obtida foi de 0,36, demonstrando uma qualidade
inferior & desejada.

Além disso, sdo apresentadas as previséo de estrutura secundaria realizadas
por trés ferramentas:

e deepconcnf (raptorx.uchicago.edu/StructurePropertyPred/predict/);
e psipred (bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/);
o spider3 (sparks-lab.org/server/spider3/).

onde H representa hélices-alfa, E representa folhas-beta, e o caractere “-*
representa regiées de alga.

E possivel visualizar os cinco melhores modelos de estrutura (Figura 37), além
de um grafico com a estimativa de erro em dngstrém para cada residuo.
Com esse grdfico, é possivel ver a variagdo das posigdes dos residuos de
acordo com cada modelo. Variagées muito grandes mostram a dificuldade
de modelar certas regides. Os resultados podem ser baixados (a ferramenta
informa a data até quando esses resultados ficardo disponiveis no servidor).


http://raptorx.uchicago.edu/StructurePropertyPred/predict/
https://bioinfo.com.br/modelagem-computacional-de-proteinas-2/bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
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Figura 37. Parte da pagina de resultados do servidor web
ROBETTA.
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