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Introducao

* Rapido avanco na computacao cientifica — Sucesso de estudos em diversas

areas.

* Predicao de estruturas tridimensionais:
- Atracamento proteina-ligante.

- Desenho racional de farmacos.

- Desenho de novas proteinas.

- Elucidacao de estruturas.



Introducao

- Esses avangos —— Bem estar da sociedade e impactos na area da saude.

* Desafio:

- Metodologias —~ | previsibilidade e acuracia.




Estrutura 3D de proteinas

* Funcao de proteina —— Estrutura tridimensional.

A B
Replicagdo B Bl DNA
) 2 #
DNA Transcrigao J:L
Transcri¢do I ﬂ Fansceic a0 pré-mRNA
Reversa
RNA Processamento N,/
ﬂ dos mRNAs &:} S
) Tradugdo mRNA “maduro”
Proteina 3
Traducio

et *, Proteinas

Figura 1 — Dogma central da biologia molecular

Estrutura Nativa

Figura 2 — Estrutura terciaria de uma proteina



Enovelamento de Proteinas

» Estudo de enovelamento x Estudo de predicao de estruturas.

« Como a cadeia peptidica adota sua estrutura tridimensional?
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Figura 3 — Comportamento enzimatico quanto a variagao de pH e Temperatura
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Figura 4 — Processo de desnaturagdo e renaturagao proteica
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Figura 5 — Conjunto de forgas que interferem na estrutura tridimensional de proteinas




Predicao da estrutura

* Determinacao experimental -> Principal -> Alto custo -> Podem levar anos

4

Métodos computacionais

* Paradoxo de Levinthal. Template-based
Template-free —a—,
- Métodos de predicdo: - g %%
1Py
(% 3 ( £ ( g8
Dessa forma, os métodos de predicao de
estrutura de proteinas apresentam, nas hoe 21156 < 3096 — e
suas metodologias, 3 caracteristicas em
comum.

Grau de similaridade




Representacao da estrutura

* A representacao tridimensional de uma molécula pode ser dada pela
posicao geometrica de seus atomos em um sistema de coordenadas

cartesianas (X, Y, z) ou pelas chamadas coordenadas internas.

* Arepresentacao computacional pode ser feita:

- Todos os atomos.
- Atomos unidos.

- Agrupamento de atomos.



(A) Sistema de coordenadas cartesianas

NOME NATM ATM RES CAD NRES COORDX COORDY COORDZ OCUP BETA ELEM
HETATM 1 C1 ETH A 1 3.108 0.653 -8.526 1.00 0.00 C2H6
HETATM 2 €2 ETH A 1 4.597 0.674 -8.132 1.00 0.00 C2H6
HETATM 3 1H1 ETH A 1 2.815 -0.349 -8.761 1.00 0.00 C2H6
HETATM 4 2H1 ETH A 1 2.517 1.015 -7.711 1.00 0.00 C2H6
HETATM 5 3H1 ETH A 1 2.956 1.278 -9.381 1.00 0.00 C2H6 -
HETATM 6 1H2 ETH A 1 4.748 0.049 -7.277 1.00 0.00 C2H6
HETATM 7 2H2 ETH A 1 5.187 0.312 -8.947 1.00 0.00 C2H6
HETATM 8 3H2 ETH A 1 4.890 1.676 -7.897 1.00 0.00 C2H6

(B) Sistema de coordenadas internas

NATM ATM BOND REF1 ANG REF2 TORC REF3
1 C

2 C 1.54 1

3 H 1.00 1 109.5 2

Rl H 1.00 2 108.5 1 180.0 3
5 H 1.00 1 109.5 2 60.0 4
6 H 1.00 2 109.5 1 -60.0 5
T H 1.00 1 109.5 2 180.0 6
8 H 1.00 2 109.5 1 60.0 7

Angulo de torc¢do = os graus de liberdade que irdo definir o espaco de conformacdes.



* FuncgoOes de energia:
- Critério de “qualidade” da estrutura final -> A estrutura deve ter a menor

energia total livre.

« Algoritimo de Busca:

-O algoritmo de busca € o0 componente responsavel por gerar a
conformacao inicial, avaliar sua qualidade usando a funcdo de energia,
gerar novas conformacdes e avalialas em um processo iterativo até que

algum critério de parada esteja satisfeito.
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Figura 8 — Representacao de uma busca usando metaheuristica para predicao de estrutura de proteina.




Sequéncia Alvo
(formato FASTA)

Figura 9 — Fluxograma para predicao
de estrutura tridimensional




Modelagem Comparativa

Sequéncia Alvo
(formato FASTA)

« Alinhamento Local: sequéncia alvo contra
sequéncias no PDB.

» Avaliar: similaridade, identidade, gaps e

cobertura.

» Considerar a funcao biologica.

- Se for enzima, considerar moldes com a
presenca de ligantes.

+ Avaliar qualidade da(s) referéncia(s).

» Se mais de uma referéncia, buscar por regiGes

e residuos conservados,

« Alinhamento de toda a extens&o da sequéncia
alvo com o(s) molde(s).

« Avaliar regides sem alinhamento:

desconsiderar, usar métodos hibridos ou

usar restricao de estrutura secundaria?




Modelagem Comparativa

+ Construcao a partir de informacdes obtidas
da(s) estrutura(s) molde(s).

* Técnicas mais aplicadas: corpos rigidos e
satisfacao de restricoes espaciais.

« Avaliar qualidade: estereoquimica, energia,
correlacao estrutural 1D-3D, hidrofobicidade,
conservacao de dominio e ligacdes.




Predicao do enovelamento

» Threading

* Estrutura 3D é mais conservada que a sequéncia

(identidade entre 20% e 30% da estrutura primaria)

- PDB (Protein Data Bank)
- CATH (Class, Architecture, Topology, Homology)

» SCOP (Structural Classification of Proteins)



Predicao do enovelamento

*i) Reconhecimento do tipo de enovelamento: estrutura 2aria, polaridade de cadeias laterais e hidrofobicidade

+ii) Alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos da proteina de interesse e bancos de dados: alinhamentos multiplos de sequéncias

de estruturas 2arias, matrizes de substituicdo para cada aminoacido dentro de uma familia especifica de proteinas e penalizacao de

gaps
«iii) Escolha do(s) melhor(es) molde(s): funcdes de predicdo de erro/qualidade, bibliotecas de fragmentos

+iv) Construgcao do modelo 3D através de técnicas similares as empregadas na modelagem comparativa (Swiss-Model ou Modeller).

Regides sem molde: métodos por primeiros principios (HH-Pred e I-TASSER)

- Limitacoes:
- identidade muito baixa, enovelamento da sequéncia nao representado no banco (modelagem comparativa)

- resolugao relativamente baixa: posicionamento preciso dos atomos (atracamento)



Meéetodos de novo

=

* Predicao de estruturas 2arias: estrutura primaria, analise de residuos, interacées
de longo alcance, alinhamentos multiplos, informacdo evolutiva; PSI-BLAST:
PSIPRED, DSC, GOR 1V, Predator, Prof, PROFphd e Sspro (80% de precisao).

* Fragmentos de proteinas: pequenos fragmentos com estruturas similares
apresentavam similaridade de sequéncia, Ambiente fisico-quimico préprio: mesma
sequéncia, estruturas diferentes; duas sequéncias diferentes, mesma estrutura

(lista de candidatos).

e © Modificagdo da fungao de energia

Figura 10: Retinol Binding Protein com o
retinol no sitio ativo, cédigo PDB: 1RBP.



Fragmentos de proteinas:

e-book B|0|nf0rr.m31t|ca e-hook Bioinformatica
www.ufrgs.br/bioinfo/ www.ufrgs.br /bicinfo/

Figura 11: Fragmentos estruturalmente semelhantes, mas que Figura 12: Fragmentos de proteinas com a mesma sequéncia de
possuem sequéncias de residuos diferentes. residuos que possuem estruturas diferentes. Acima, as proteinas
de codigo PDB 1F8E (fragmento destacado entre os residuos

243 e 247) e 1BGP (residuos 63 a 67); abaixo, 1LMS5 (2800 a
2804) e 1XS5 (121 a 125).



Fragmentos de proteinas

*Protein Fragment Generator — Profrager: biblioteca de fragmento + Matriz BLOSUMG2

* Limitacoes:
- limitada a sequéncias mais curtas (<150 residuos) (primeiros principios)

- artefatos se a parametrizacéo das fungdes estatisticas nao for feita com cuidado
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Figura 13: Geracao de um fragmento de seis residuos.



Campos de forca estatisticos

energia

)

suavizacao

minimo global minimo global

e-hook Bisinformatica
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Figura 14: Efeito de suavizacdo da superficie de energia.

* Probabilidade de um par de residuos possuir uma ligagao

de hidrogénio.

* Altura de cada ponto representa a energia da conformacao,

(menor energia estardo no fundo, maior energia no topo)

Conjunto de proteinas teste

¥

conformagao de menor energia (ou minimo global):
conformacgéao nativa (minimos locais pouco frequentes e com

valores de energia distantes do minimo global)

* QUARK: correlacdo entre a energia e a similaridade
estrutural com a conformacgéao nativa € de 0,7 (0 - 1)




Primeiros principios (ab initio)

R “

(B)

H
*Problema néo resolvido na biologia computacional: defasada
Yo (velocidade e acuracia) e limitado a proteinas pequenas (menos

de 100 residuos de aminoacidos).

“\em

E

> * Refinamento.

* Nao usa informagoes de estruturas conhecidas: fungoes de
energia contendo somente termos de significado fisico.

e-book Bieinformética
www.ufregs.br/bioinfo/

Figura 15: Resultados obtidos com o protocolo ab initio * Dois pressupostos:

do programa GAPF. (A) Trp-cage (PDB1L2Y) com 29 o todas as informagdes necessarias sobre a estrutura de uma
aminoacidos. O modelo na esquerda apresenta um RMSD proteina estdo contidas em sua sequéncia de aminoacidos
(do esqueleto peptidico) de 3,04 A em relagdo a estrutura - as proteinas enovelam-se para um estado nativo, que se
experimental na direita. (B) Villin headpiece (PDB1VII) encontra proximo ao minimo global de energia livre

com 36 aminodcidos. O modelo na esquerda apresenta (termodinamicamente mais estavel).

um RMSD de 3,38 A (do esqueleto peptidico) em relacdo
a estrutura experimental na direita.



Primeiros principios (ab initio)

Método Algoritrmo de Funcdo de

GAPF Algoritmo GROMOSS6 & .
genético GAPELG o computacdo paralela em larga escala
Profet Algoritmo OPLSAA,
evoluciondrio  AMBERS4, o modelos de energia e representagdes simplificadas
AMBERSE,
BRI FueX o abordagens heuristicas (algoritmos genéticos)
ProtPred Algoritmo  CHARMM (v.27)
- RO o simulagées por dindmica molecular
Micosia Algoritmo  CHARMM (v, 27)
evolucionario
multicbjetiva P = = , s .
MEAMT Algoritmo  CHARMM (v27) « Campo de forca empiricos (+ termo de solvatacao implicita):
evolucionario
Tﬁ“u‘:ﬂ‘gslti}f;‘ Captura caracteristicas fisicas e quimicas que impulsionam e
estabilizam o0 enovelamento descrevendo as interagoes
intramoleculares da proteina e desta com as moléculas de
solvente.
Tabela 1: Exemplo de métodos de predicdo Obs: aproximacdes resultam em artefatos, favorece excessivamente
ab initio de estrutura de proteinas. hélices.



Escolhendo o modelo

* Procotolos mais usados PSP: executar o algoritmo um grande nimero de vezes com diferentes sementes para o gerador
de numeros aleatdrios -> Decoys

* Dois principais passos automaticos de filtragem de decoys:

1) Filtragem dos decoys pelo valor de energia total. Investigar apenas os decoys com energia

semelhante (até certo valor limite) em relagdo ao decoy de menor energia.

2) Agrupamento (clustering) dos decoys: critério de similaridade (ex: desvio médio até 3 A). Investigar
apenas a estrutura mais representativa de cada grupo (reduzir consideravelmente numero de modelos).
Aquele grupo que contém a estrutura nativa €, provavelmente o maior grupo (pois os algoritmos conseguem

chegar a um nivel de refinamento maior — heuristicas genéticas).

* Inspeg¢ao manual de cada modelo: operador humano (treinamento e alto custo)



Analise de qualidade

- Conjunto de fatores: comprimentos de ligacéo, planaridade das liga¢des peptidicas, planaridade dos anéis e
angulos de tor¢cédo nas cadeias principal (ou seja, esqueleto peptidico) e laterais, quiralidade, impedimento estérico,
energia e funcional.

- Estereoquimica: aspectos tridimensionais de uma molécula, a fim de se verificar a estabilidade conformacional
da mesma. Regides de tensao angular e torcional, impedimentos estéricos e quiralidades. Analise do grafico de
Ramachandran identifica quais residuos encontram-se fora das regides energeticamente favoraveis (Procheck
e Molprobity).

- Energia: fungcdes de energia. A analise dos valores normalizados da funcao (Verify3D, ProSa, QMEAN e
PROVE).

* Funcional: envolve a comparagao do modelo obtido com aspectos funcionais ou mesmo estruturais (sem
resolucdo atomistica) determinados por métodos experimentais. Familias de proteinas possuem residuos
especificos associados a fungdo. Métodos como dicroismo circular, infravermelho e modelos tridimensionais
RMN: estado conformacional da proteina em meio bioldgico para validar o modelo obtido.

- Boa qualidade: céalculo do desvio médio quadratico (RMSD) do modelo gerado x estrutura molde entre 1 A e 2 A.



Refinamento dos modelos

* Local: analise estereoquimica pode-se identificar qual residuo esta violando seus valores limites dentro de

sua vizinhanga, o que geralmente é resolvido com o reposicionamento de sua cadeia lateral. Em alguns casos,
€ necessario realizar etapas de otimizacao somente de regides de algas, principalmente de regides ricas em
glicina. E sempre importante observar violagdes causadas por prolinas nas extremidades de regides de

estruturas em hélice ou folha.

* Imposicdao de restricoes: refazer o modelo 3D impondo ao algoritmo restricdes de tipo de estrutura 2aria para essas

regioes.

* Dinamica molecular: Simulacdes em solvente explicito ajudam a acomodar a estrutura 3D do modelo melhorando,
principalmente, os angulos ¢ e Y de residuos em regides desfavoraveis no grafico de Ramachandran. Estruturas
transmembranares (considerar o modelo de membrana a ser empregado e a forma de insercao do modelo 3D da proteina

na membrana).



Aplicacoes do modelo

Acuracia: calculo do desvio médio quadratico (RMSD), que mede as distancias interatomicas

* Estudos de predicao funcional e busca por novos alvos moleculares em organismos patogénicos;
* Planejamento racional de farmacos baseado na estrutura do receptor biolégico;
* Estudos de variacao conformacional por dinamica molecular;

* Planejamento de experimentos de mutagénese sitio-dirigida, fornecendo informacdes sobre possiveis mutacdes para
testar hipdteses funcionais;

* Simulagdes de interacdes entre proteinas;

¢ Auxiliar no refinamento de estruturas resolvidas por cristalografia de raios-X e por experimentos de RMN.
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