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Apresentacao

Neste minicurso serdo apresentadas algumas ferramentas de bioinformética
aplicadas na analise de proteinas, para fins de caracterizacdo dos diferentes niveis de
estrutura, iniciando com a sequéncia de aminoacidos e terminando na determinacdo da
estrutura tridimensional. Esta caracterizagdo tem uma importancia biotecnoldgica na
identificagdo de potenciais alvos de farmacos que podem ser utilizados em estudos “in

silico” de varredura virtual para identificagdo de candidatos a medicamentos.
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1 O que é Bioinformatica?

“Pesquisa, desenvolvimento ou aplica¢do de ferramentas computacionais e abordagens para
expansdo do uso de dados bioldgicos, médicos, comportamentais ou de saude, incluindo a
aquisicdo, armazenamento, organizacdo, arquivamento, analise e visualizagédo desses dados
(NCBI, 2001).”

A bioinformética é a utilizacdo de métodos computacionais, matematicos e estatisticos
para analisar dados biologicos, bioquimicos e biofisicos. Este é um campo de estudo
relativamente recente, que evolui rapidamente e além disso, possui uma ampla defini¢cdo devido
ao vasto campo de estudo e interdisciplinaridade, dependendo da area do conhecimento ou
objetivos a gque se destina sua utilizacdo. Podemos considerar a bioinforméatica como uma linha
de pesquisa que envolve aspectos multidisciplinares e que surgiu a partir do momento em que se
iniciou a utilizacdo de ferramentas computacionais para a analise de dados genéticos,
bioquimicos e de biologia molecular. Também pode ser definida como uma ciéncia e tecnologia
de aprendizagem, gestdo e processamento de informacédo bioldgica. A bioinformatica é muitas
vezes focada na obtencdo e orientacdo de dados bioldgicos, na organizacdo destas informacGes
em bases de dados, no desenvolvimento de métodos para obtencdo de informacdes Uteis e a
partir de tais bases de dados, a elaboracdo de métodos para a integracdo de informacdes
relacionadas a partir de diferentes fontes. Constantemente bases de dados de computador e

algoritmos séo desenvolvidos para acelerar e reforcar a investigagdo bioldgica (Thampi, 2009).

A bioinformética envolve a unido de diversas linhas de conhecimento — a ciéncia da
computacdo, a engenharia de softwares, a matematica, a estatistica e a biologia molecular — e

tem como finalidade principal desvendar a grande

quantidade de dados que vem sendo obtida através do

sequenciamento de DNA e de proteinas. No estudo de
genomas completos, a informatica é imprescindivel e a
biologia molecular moderna néo estaria tdo avangada hoje,
ndo fossem 0s recursos computacionais existentes. Como
exemplo, as ferramentas de bioinformatica sdo
fundamentais para a genémica comparativa, utilizando
conhecimentos de modelos de organismos (ndo humanos)

para se obter informacdes sobre a funcéo e as estruturas de




genes e proteinas, causas de doencas e 0s mecanismos da vida. Os bidlogos evolucionistas
utilizam a bioinformatica para estudar os mecanismos da evolucdo através da exploracdo da
homologia de genes ortdlogos e proteinas, enquanto farmacologistas exploram os beneficios e
perigos das drogas, utilizando informacgdes sobre vias de transducdo de sinais bioguimicos e
bidlogos estruturais determinam a biosintese de peptideos em proteinas funcionais, bem como os
mecanismos das interacGes proteina-proteina e proteina-ligante utilizando algoritmos complexos.
Empresas farmacéuticas e de biotecnologia utilizam a bioinforméatica na descoberta de
medicamentos, para a obtencdo de novas drogas especificas para o tratamento das doencas e que
causem minimos danos sistémicos aos pacientes (Fenstermacher, 2005). Em termos praticos, a
bioinformatica pode ajudar a responder perguntas como, por exemplo, se um gene recentemente
descoberto e analisado é semelhante a algum outro gene previamente conhecido, se a sequéncia

de determinada proteina pode sugerir sua funcéo, ou ainda, se genes relacionados a uma célula

cancerigena séo diferentes daqueles encontrados em uma célula saudavel (Franco et al., 2008). E

impossivel categorizar como a bioinformatica influencia o vasto campo da biologia, mas estes
exemplos demonstram a natureza diversa do que a bioinformatica é atualmente e podera vir a se

tornar no futuro.




1.1 Introducéo a Bioinformatica

Embora os pioneiros da biologia computacional ndo tenham utilizado o termo
“bioinforméatica” para descrever seus trabalhos, eles tinham uma clara visdo de como a
tecnologia da computacdo, matemaética e biologia molecular poderiam ser proveitosamente
combinadas para responder perguntas fundamentais das ciéncias da vida. A bioinformatica é o
resultado da unido indissollvel entre a tecnologia da informacéo e as ciéncias da vida, sendo
originalmente destinada a resolver questdes como: Como armazenar e organizar sequéncias de
DNA? Como encontrar introns e exons em sequéncias de DNA genémico? Quais as condi¢des
necessarias para a transcricdo de um gene em particular? Como aprender mais sobre a estrutura
de uma proteina? Como comparar sequéncias proteicas previstas ou suas estruturas? Na era pds-
genbmica, a aquisicdo de novas e melhoradas ferramentas computacionais permitiu a
bioinformatica se tornar pivé de aplicagbes como o rastreamento genético, o diagndstico
molecular, a descoberta de drogas e 0 melhoramento genético de culturas (Franco et al., 2008).

Trés fatores importantes facilitaram o surgimento da biologia computacional durante o
inicio dos anos 60. Em primeiro lugar, a expansdo da colecdo de sequencias de aminoacidos
forneciam uma fonte de dados e um conjunto interessante de problemas para resolver, o que seria
impossivel sem o poder de processamento de computadores. Em segundo lugar, a ideia de que
macromoléculas carregam informacdes, o que se tornou parte essencial da estrutura conceitual da
biologia molecular, provavelmente forneceu uma importante ligacdo entre a ciéncia da

computacéo, a teoria da informac&o e a biologia molecular. Em terceiro lugar, os computadores

digitais de alta velocidade, que se foram construidos durante a Segunda Guerra Mundial para o

desenvolvimento de softwares de guerra, finalmente se tornaram disponiveis para biélogos em
suas pesquisas académicas. Nem todos os biélogos tinham — ou queriam ter — acesso a estas
maquinas, mas, a partir de 1960, a escassez de computadores ndo era mais um obstéaculo para o

desenvolvimento da biologia computacional (Hagen, 2000).




1. 1.1 Contexto Historico

Quando, em 1953, Watson e Crick
propuseram o modelo de dupla hélice para explicar a

estrutura do DNA, ndo imaginavam o volume

.v_»z;i:,“.,{

Bk e———"

exponencial de informag6es que seria gerado a partir
deste momento. Com sorte, nas décadas seguintes, as
ferramentas computacionais possibilitaram a analise
e resolugcdo de questdes que foram criadas ao se
desvendar a estrutura do DNA, como por exemplo,
que a informacao genética codifica para proteinas, as
propriedades estruturais destas e seus fatores
regulatérios, bem como eventos associados a

Watson e Crick em frente a um modelo da hélice de
regulagéo dos genes’ bases moleculares do DNA. Cavendish Laboratory, Universidade de

Cambridge, 1953.
desenvolvimento embrionario e evolugcdo de vias
metabolicas e bioquimicas. Ao contrario do que se poderia esperar as ferramentas
computacionais comecaram a ser aplicadas na biologia molecular muito antes do inicio da
Internet ou dos projetos de sequenciamento gendmico (Franco et al., 2008).
A ideia de que as proteinas podem transportar informac6es codificadas em sequencias
lineares de aminoacidos é comum atualmente, porém esta € uma histdria relativamente recente.

Esta teoria surgiu pela primeira vez durante as décadas seguintes a Segunda Guerra Mundial. Os

estudos de Frederick Sanger (Ryle et al., 1955), que lhe renderam o Prémio Nobel de Quimica

em 1958, estabeleceram firmemente a teoria da estrutura
polipeptidica das proteinas. Formulado primeiramente em 1902,
este conceito havia enfrentado considerdvel ceticismo e
concorréncia com teorias alternativas. As técnicas de analise
bioquimica de proteinas melhoraram muito durante os anos de
1930 e 1940, mas antes dos trabalhos de Sanger, ndo se sabia
praticamente nada sobre a ordem de aminoacidos em qualquer
proteina. Naquela época, estudiosos ainda se apegavam a
crenca de que proteinas eram estruturalmente simples ou até
mesmo que ndo tinham uma estrutura definida. O divisor de
Frederick Sanger na ceriménia aguas deste periodo foi o sequenciamento completo da primeira

do Prémio Nobel em 1980 , ] .
(Hagen, 2000). proteina, a insulina, por Sanger e seus colaboradores, na




Universidade de Cambridge dos anos de 1945 a 1955 (Hagen, 2000).

Ao mesmo tempo, no entanto, outros bioquimicos estavam desenvolvendo métodos mais
refinados que transformariam o processo analitico trabalhoso utilizado por Sanger e seus
colaboradores. A reacédo de degradacdo de Edman, através da qual bioquimicos podem remover e
identificar aminoacidos individuais sequencialmente a partir da regido amino terminal de um
peptideo curto, representou uma grande melhoria em relacdo aos métodos descritos por Sanger
(Fruton, 1992). O uso de colunas de troca i0nica e outras inovagfes na cromatografia e
eletroforese também tornaram o sequenciamento mais eficiente. Assim, como consequéncia,
rapidamente todo o processo de separacdo e identificacdo de acidos nucléicos foi tornando-se
automatizado. Além disso, as técnicas semi-automatizadas utilizadas por pesquisadores liderados
por Stanford Moore e William Stein no Instituto Rockefeller, eram capazes de sequenciar 124
aminoéacidos de uma ribonuclease em metade do tempo em que o0 grupo de Sanger precisou para
desvendar a sequéncia de 51 aminoacidos da insulina. A automatizacdo provocou um choque na
comunidade bioguimica, pois prometia transformar a realizacdo do sequenciamento em um
procedimento de rotina, ndo necessitando ser executado por grandes mestres da quimica, mas por
qualquer técnico de laboratério competente. No final dos anos 1960, Pehr Edman projetou o
primeiro “sequenciador”, uma maquina de sequenciamento automatizada baseada em sua reacdo
de degradacdo ja amplamente utilizada na época (Edman & Begg, 1967). Tais inovagoes
encorajaram muitos laboratérios a comegarem trabalhos envolvendo o sequenciamento de
proteinas, o que rapidamente aumentou a biblioteca de sequencias de aminoacidos (Hagen,
2000).

Nas mesmas décadas, foram publicados os primeiros estudos que elucidaram muitas

questBes sobre a estrutura das proteinas. Os trabalhos de Robert Corey, no inicio da década de

1950, e de Gopalasamudram N.
Ramachandran, nos idos de 1960, que
ofereceram as bases para a
compreenséo da estrutura
tridimensional de proteinas (Verli,
2014). Contudo, os dados de
sequéncia desempenharam um papel
fundamental na interpretacdo das
imagens de difragdo de raios-X

utilizados por John Kendrew e Max

Primei de visualizagio daestratura 3D de moléculas, em fotogafia .
p:bil?:xﬁz;ﬁaﬁciemﬁo&?mb:;:umlgﬁ. " e Perutz quando determinaram as




estruturas tridimensionais de mioglobina (Kendrew, et al., 1958; Kendrew et al., 1960) e
hemoglobina (Perutz, 1960). Combinar as técnicas bioquimicas de anélise de sequéncia com as
técnicas biofisicas de cristalografia de raios-X parecia ser a chave para a compreensao de como a
informacdo molecular em uma sequéncia de aminoacidos promove 0 elevado grau de
complexidade do dobramento de proteinas em uma configuracdo tridimensional especifica
(Hagen, 2000). Desde estes trabalhos até a primeira vez em que se relatou o uso de programas
de computador para a visualizacdo de estruturas tridimensionais de moléculas, passaram-se mais
alguns anos quando, em 1966, foi publicado por Cyrus Levinthal, na revista Scientific American,
o trabalho desenvolvido no Massachussetts Institute of Tecnology por John Ward e Robert Stotz,
demonstrando o uso de um programa de computador para a visualizagdo de estruturas
tridimensionais de proteinas. Ainda nesta década, no ano de 1965, o “Atlas of Protein Sequence
and Structure”, organizado por diversos autores, entre os quais se destaca Margaret Dayhoff,
consistiu no primeiro esfor¢o para a sistematizacdo do conhecimento da estrutura tridimensional

dos efetores da informacéo genética, as proteinas (Verli, 2014).

Margaret Dayhoff, é considerada

a “fundadora da bioinformética”,

exerceu um papel fundamental sobre o

que entendemos hoje sobre a |’ T ATLAS of
etk PROTEIN SEQUENCE

bioinformatica, tanto por suas | - = and STRUCTURE
. 3 . x

contribuicbes em relagdo ao alinhamento 'Y ) B 1967-68

de sequencias quanto ao estudo da

estrutura de proteinas. Foi uma das * e ehera v Ee

pioneiras no uso de computadores para o ———

estudo de biomoléculas, incluindo tanto

acidos nucleicos quanto proteinas. Ela propés o codigo de uma letra para a representacdo cada
aminoacido ao invés das usuais trés letras, em uma época da computacdo em que os dados eram
armazenados em cartdes perfurados, revolucionou a analise de dados bioldgicos, o que é
amplamente utilizado até hoje. Desenvolveu as primeiras matrizes de substituicdo e fez
importantes contribuicdes no desenvolvimento dos estudos filogenéticos. Também teve
participagdo importante no desenvolvimento de métodos para o estudo de moléculas por
cristalografia de raios-X (Verli, 2014).

Em 1977, o primeiro genoma de um organismo foi sequenciado, o virus ®-X174 (Sanger
et al., 1977), outras milhares de sequéncias de DNA ja haviam sido decodificadas e armazenadas

em bases de dados. Com a quantidade crescente de informacdes, a analise de sequencias de DNA




manual ja se tornara impraticavel. Emerge entdo um consenso de que era necessario um banco
internacional de acidos nucleicos e em 1979, em um workshop realizado pela National Science
Foundation na Universidade Rockefeller & emitido um chamado para a criagdo dessa base de
dados, nos dois anos seguintes foram realizadas uma série de oficinas para definir o projeto que
culminou em 1982, com o inicio oficial do GenBank (Cravedi, 2008). No ano de 1990 o
National Institutes of Health (NIH) e o Department of Energy (DOE) se juntam a parceiros por
todo o mundo para iniciar o Projeto Genoma Humano, (HGP, do inglés Human Genome
Project). Em 1995 ocorre o mapeamento da primeira bactéria, a Haemophilus influenzae Rd,
todas as suas 1.830.137 pares de bases de nucleotideos foram apresentadas no trabalho de
Fleischmann e colaboradores (1995).

O HGP foi oficialmente iniciado nos Estados Unidos em 1990, teve o envolvimento de
mais de 5000 cientistas, de 250 diferentes laboratorios em todo o mundo, teve um investimento
de mais de 3 bilhdes de dolares e demorou 15 anos para ser concluido. O HGP foi um consércio
internacional, 17 paises iniciaram programas de pesquisa sobre 0 genoma humano. Os maiores
programas desenvolvem-se na Alemanha, Austrélia, Brasil, Canad4, Republica Popular da
China, Coreia do Sul, Dinamarca, Estados Unidos, Franca, Israel, Italia, Japdo, México, Reino
Unido, Russia e Suécia, e ainda, outros paises ndo citados aqui, mas que contribuiram com

estudos envolvendo técnicas de biologia molecular de aplicacdo da pesquisa genética e de

organismos de interesse particular para suas regides geograficas. Este consércio publicou um

esboco inicial na revista cientifica Nature em fevereiro de 2001 com cobertura de cerca de 90
por cento do genoma (Venter et al., 2001).

Mais de uma década apds a conclusdo do HGP pudemos observar o crescimento sem
precedentes no volume de dados bioldgicos. Devido ao avango biotecnoldgico em tecnologias de
alto rendimento, como Microarray e Next Generation Sequencing, atualmente é possivel
produzir dados bioldgicos de alta qualidade e a uma rapida velocidade. Descobertas, feitas a
partir de dados bioldgicos, podem levar a uma melhor compreensdo dos mecanismos das
doencas e mais, orientar para um melhor diagndstico e terapia (Raza, 2015). Neste contexto, a
bioinformatica é peca crucial. Ndo seria possivel analisar um volume tao expressivo e crescente
de dados se ndo fossem as ferramentas computacionais atualmente disponiveis, além disso,
técnicas de bioinforméatica sdo atualmente empregadas para a descoberta de novos

medicamentos, a uma demanda muito menor de custos e tempo de investigacao




2 Bancos de Dados

2.1 Introducéo

Quando Sanger descobriu o primeiro método para sequenciar proteinas, o interesse inicial
em bioinformatica foi impulsionado pela necessidade de criar bases de dados de sequéncias
biolégicas. O primeiro banco de dados foi criado anos apds a disponibilizacdo da primeira
sequéncia de uma proteina em 1956, a insulina, que consistia em apenas 51 residuos de
aminoacidos (analogos aos caracteres alfabéticos contidos em apenas uma frase) (Babu, 1997).
Em 1965, o Atlas of Protein Sequence and Structure, uma publicacdo anual que tentou catalogar
todas as sequencias de aminoacidos conhecidas, e, embora rudimentar para os padrdes de hoje,
serviu como o primeiro banco de dados para a biologia molecular, tornando-se um recurso
indispensavel para a investigacdo computacional desde entdo. Mais tarde, evoluiu para um
grande banco de dados on-line, o Protein Information Resource (PIR), criado em 1983, e
forneceu um importante ponto de partida para que outros bidlogos computacionais logo
comecgassem a construir suas proprias bases de dados moleculares (Hagen, 2000). Em meados
dos anos 70 a primeira sequéncia de um &acido nucleico, o tRNA de uma levedura, com 77 bases
(unidades individuais de acidos nucleicos) foi descoberta. Durante este periodo, a estrutura
tridimensional de proteinas foi estudada e o Protein Data Bank (PDB) foi desenvolvido, como o
primeiro banco de dados de estruturas de proteinas, com apenas 10 entradas, em 1972. Hoje em
dia, o PDB é uma grande base de dados com mais de 120.000 estruturas depositadas (PDB,
2016). Enquanto que as primeiras bases de dados de proteinas eram mantidas em laboratérios
individuais, o desenvolvimento de uma base de dados oficial foi consolidado com o Swiss-Prot,
um banco de dados de sequencias de proteinas iniciado em 1986 (Babu, 1997).

Nas ultimas décadas pudemos observar a aplicagdo intensa da tecnologia computacional
para a analise e modelagem de dados bioldgicos. Atualmente, isso exerce um enorme impacto
sobre o entendimento e desenvolvimento da biologia molecular. Um aspecto importante desta
revolucdo é o armazenamento, recuperacdo e analise de conjuntos de dados bioldgicos (Mathura
& Kangueane, 2009). Além disso, a disponibilidade de grandes quantidades de dados biolégicos

publicos e privados demanda a necessidade constante de transformar estas informacbes em

conhecimentos Gteis. Entender as correlagdes, estruturas e padrdes dos dados biologicos sdo as

mais importantes tarefas da bioinformatica. A informacao e o entendimento nas multiplas areas
de conhecimento podem ser entdo utilizados para aplicagdes que incluem, por exemplo, a

descoberta de medicamentos, analise de genomas e controle biologico (Chen, 2005).




A partir da década de 1990, com os processos automatizados de sequenciamento em larga
escala, foi necesséria a construcéo de bancos de dados mais robustos para abrigar a explosao no
namero de sequéncias obtidas pelos pesquisadores. O NCBI, por exemplo, foi criado pelo NIH
(National Institutes of Health, o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos) em 1988 para
abrigar esse tipo de informacdo (Wheller et al., 2002). Dessa forma, foi criada uma colaboracao
internacional para montar um banco de dados de sequéncias de nucleotideos, a INSDC
(International Nucleotide Sequence Database Colaboration). Essa instituicdo contém o NCBI, o
EMBL (European Molecular Biology Laboratory) e 0o DDBJ (DNA Data Bank of Japan) (Tateno
et al., 2002). Cada um desses centros possibilita a submissao individual de sequéncias de DNA e
trocam informacOes entre si diariamente, sendo que todos os trés possuem informagdes
atualizadas de todas as sequéncias disponiveis para os pesquisadores (Stoesser et al., 2002).
Apesar disso, cada centro apresenta os dados de forma particular, apesar de bastante semelhante.
Ultimamente tém surgido uma grande quantidade de novos bancos de dados em biologia
molecular. E sdo tantos, que uma das principais revistas da area, a inglesa Nucleic Acids
Research (http://nar.oupjournals.org/), tem reservado dois numeros especiais por ano (0s
primeiros volumes dos meses de janeiro e julho) para apresentar apenas artigos sobre novos
bancos de dados ou de atualizacbes de bancos ja consagrados pela comunidade (Prosdocimi,
2007).

Os bancos de dados bioldgicos consistem em um conjunto de informacdes inter-
relacionadas, organizadas, acessiveis, gerenciaveis e atualizadas constantemente. Além disso, as
ferramentas atualmente disponiveis permitem ao usuario além da pesquisa e consulta de
informagdes, cruzar e correlacionar de dados seu interesse. Bem como a disponibilidade de
técnicas de alto rendimento, os bancos de dados bioldgicos vém sendo gerados de forma
exponencial e a biologia moderna transformou-se em uma ciéncia rica em dados. Alguns dados
bioldgicos importantes e Uteis disponiveis nos bancos de dados sdo sequéncias de nucleotideos e

de proteinas, estruturas tridimensionais de proteinas resolvidas através da cristalografia de raios-

X e ressonancia magnética nuclear (RMN), vias metabdlicas, mapas e genomas completos,

expressao de genes e interacdo proteina-proteina, etc. Os bancos de dados bioldgicos podem ser
amplamente divididos em bancos de dados de sequencias e de estruturas. Os dados de sequéncia
podem ser aplicaveis tanto a estudos gendmicos quanto de proteinas, mas as bases de dados
estruturais sdo aplicaveis apenas para proteinas. Hoje, a maioria destes, estdo disponiveis
gratuitamente para os pesquisadores. Em geral, os bancos de dados bioldgicos podem ser

classificados como primarios e secundarios (Raza, 2015).




2. 2 Bancos de Dados Primarios

Os bancos de dados primarios sdo obtidos a partir de informac6es experimentais como o
sequenciamento, difracdo de raios-X ou ressonancia magnética nuclear (RMN). Pode conter
anotaces como sitios de fosforilacdo de proteinas, regides promotoras de genes, entre outras. Os
dados sdo submetidos diretamente pelos pesquisadores, 0s proprios autores sdo responsaveis e
controlam os contetidos que submetem. Ex.: GenBank, EBI (EMBL), DDBJ, Uniprot, PDB.

UniPrOtKB Protein Knowledgebase Proteomes

Protein sets

Swiss-Prot expressed by

Manually & i @ organisms
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O consorcio UniProt (Universal Protein Resource) compreende os institutos European
Bioinformatics Institute (EBI), Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) e Protein Information
Resource (PIR). O EBI, localizado no Campus Wellcome Trust Genome em Hinxton, Reino
Unido, abriga muitos recursos de bases de dados e servicos de bioinformatica. O SIB, localizado
em Genebra, Suica, mantém os servidores EXPASy (Expert Protein Analysis System), que sao
um recurso central para se obter ferramentas protedmicas e bancos de dados. O PIR, organizado
pela National Biomedical Research Foundation (NBRF) no Centro Médico da Universidade de
Georgetown em Washington, é o herdeiro do mais antigo banco de dados de sequéncias de
proteinas, o Atlas of Protein Sequence and Structure de Margaret Dayhoff, publicado pela
primeira vez em 1965. O EMBL-EBI e o SIB foram utilizados em conjunto para produzir o
Swiss-Prot e TrEMBL, enquanto o PIR produziu o Protein Sequence Database (PIR-PSD).

Estes dois conjuntos de bancos de dados conviveram com diferentes prioridades de cobertura




sequéncias de proteinas e anotacdo. O TrEMBL (Traduzido EMBL - Banco de dados de
sequéncia de nucleotideos) foi originalmente criado porque dados de sequenciamento estavam
sendo gerados em um ritmo que ultrapassou a capacidade de manutengdo do Swiss-Prot.
Enquanto isso, o PIR manteve o PIR-PSD e bancos de dados relacionados, incluindo iProClass,
um banco de dados de curadoria de sequéncias e familias de proteinas. Em 2002, a EBI, SIB, e
PIR juntaram forgas como o consorcio UniProt.

As bases de dados do UniProt sdo Knowledgebase UniProt (UniProtKB), o UniProt
Reference Clusters (UniRef) e o UniProt Achive (UniParc).

GenBank

O GenBank é um banco de dados de sequéncia de acesso livre, todas as anotacdes da
colecdo de nucleotideos, sequéncias e traducdes de proteinas sdo publicamente disponiveis. Esta
base de dados é mantida e produzida pelo National Center for Biotechnology Information
(NCBI), como parte do International Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC). O
NCBI é parte do National Institutes of Health — NIH (Instituto Nacional de Saude) dos Estados
Unidos. O GenBank e seus colaboradores recebem sequencias produzidas em laboratorios de
todo o mundo, de mais de 100.000 organismos diferentes. Nos mais de 30 anos desde sua

criagdo, o GenBank tornou-se a base de dados mais importante e influente para a pesquisa em

quase todos os campos bioldgicos, cujos dados sdo acessados e citados por milhdes de

pesquisadores no mundo. Este banco de dados continua a crescer a uma taxa exponencial,
dobrando suas entradas a cada 18 meses. O GenBank €é produzido através do envio direto de
sequencias por parte de laboratérios de pesquisa individuais, bem como do recebimento de dados

em massa a partir de centros de sequenciamento em larga escala.

2. 3 Bancos de Dados Secundarios

Os bancos de dados secundarios sdo compostos por informacdes derivadas dos bancos de

dados primarios, porém seu conteudo € controlado por curadores (EBI, SIB). Ex.: Blocks, Smart,

N

Print, PFam, Prosite, Conserved Domain, etc.




2. 4 Exercicios:

1) Acesse: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

v" Buscar no GenBank a sequéncia do RNAm que codifica para a proteina Kinl7 humana no
formato FASTA:

>gi|3850703|emb|AJ005273.1| Homo sapiens mRNA for Kinl7 protein
CTAGAATTCAGCGGCCGCTGAATTCTAGAACTGGGGTCCAGAAAGTGATCGCTGCCGTGGTCGCCATGGG
GAAGTCGGATTTTCTTACTCCCAAGGCTATCGCCAACAGGATCAAGTCCAAGGGGCTGCAGAAGCTACGC
TGGTATTGCCAGATGTGCCAGAAGCAGTGCCGGGACGAGAATGGCTTTAAGTGTCATTGTATGTCCGAAT
CTCATCAGAGACAACTATTGCTGGCTTCAGAAAATCCTCAGCAGTTTATGGATTATTTTTCAGAGGAATT
CCGAAATGACTTTCTAGAACTTCTCAGGAGACGCTTTGGCACTAAAAGGGTCCACAACAACATTGTCTAC
AACGAATACATCAGCCACCGAGAGCACATCCACATGAATGCCACTCAGTGGGAAACTCTGACTGATTTTA
CTAAGTGGCTGGGCAGAGAAGGCTTGTGCAAAGTGGACGAGACACCAAAAGGCTGGTATATTCAGTACAT
AGACAGGGACCCAGAAACTATCCGCCGGCAACTGGAACTGGAGAAAAAGAAAAAGCAGGACCTTGATGAT
GAAGAAAAAACTGCCAAATTTATTGAAGAGCAAGTGAGAAGAGGCCTGGAAGGGAAGGAACAGGAGGTCC
CTACTTTTACGGAATTAAGCAGAGAAAATGATGAAGAGAAAGTCACGTTTAATTTGAGTAAAGGAGCATG
TAGCTCATCCGGAGCAACATCTTCCAAGTCAAGTACTCTGGGACCGAGTGCACTGAAGACGATAGGAAGT
TCAGCATCAGTGAAACGAAAAGAATCTTCCCAGAGCTCAACTCAGTCTAAAGAAAAGAAGAAAAAGAAAT
CTGCACTGGATGAAATCATGGAGATTGAAGAGGAAAAGAAAAGAACTGCCCGAACAGACTACTGGCTACA
GCCTGAAATTATTGTGAAAATTATAACCAAGAAACTGGGAGAGAAATATCATAAGAAAAAGGCTATTGTT
AAGGAAGTAATTGACAAATATACAGCTGTTGTGAAGATGATTGATTCTGGAGACAAGCTGAAACTTGACC
AGACTCATTTAGAGACAGTAATTCCAGCACCAGGAAAAAGAATTCTAGTTTTAAATGGAGGCTACAGAGG
AAATGAAGGTACCCTAGAATCCATCAATGAGAAGACTTTTTCAGCTACTATCGTCATTGAAACTGGCCCT
TTAAAAGGACGCAGAGTTGAAGGAATTCAATATGAAGACATTTCTAAACTTGCCTGAGTTTGAAAATTTG
TTAACAATACATTAAAATCTTAAAGCATCAAATTGGTGTTCGCCAAGGCATTATGAGACTCTACTGTGTT
AGGGTATATTCTTTTGTATAAAACAAACAGGTTTTTGAAAATATTACTGTATAGTTGTTCAGCTAAACTT
TGAGAAGAATTTAATTATGTCTCATGAGGTATCAAACTATGTAATTTTGTCCTTGTTATTTTTGTTTCCT
TTGTAATTTACTTGATGAGTTTATATCTTCATTAAAGAATGTTATTATAAAAAAAAAA

* Em bioinformatica, FASTA ¢é um formato baseado em texto para representar tanto sequéncias
de nucledtidos quanto de aminoacidos, no qual os nucleotideos ou aminoacidos sdo
representados usando codigos de uma unica letra. A linha de descricdo se distingue a partir da
sequéncia dos dados por um simbolo maior-que (">") na primeira coluna. A palavra que segue 0
simbolo ">" € o identificador da sequéncia, e o resto da linha é a descricdo (ambos sdo

opcionais). Nao deve haver nenhum espaco entre o ">" e a primeira letra do identificador.

2) Acesse: http://www.uniprot.org/.
a) Utilize a mesma sequéncia do RNAm utilizada na busca anterior e fagca uma analise da

regido codificante através do servidor Expasy (http://web.expasy.org/translate/).

b) Cole a sequéncia do RNAmM no espaco em branco;

¢) Clique no botdo e | TRANSLATE SEQUENCE | aguarde o resultado;

d) Analisa as ORFs e clique sobre a que coce acredita ser a que corresponde a regido
codificante da Kinl7;
e) Cligue na primeira Metionina e veja quantos aminoacidos a proteina possui;

Vé até o Uniprot e confirme sua anélise procurando pela sequéncia da Kinl7 humana.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bioinform%C3%A1tica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Formato_de_arquivo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sequ%C3%AAncia_de_DNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sequ%C3%AAncia_de_DNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://www.uniprot.org/
http://web.expasy.org/translate/

2.5 Ferramentas Para Alinhamento de Sequéncias

Alinhamento de sequéncias é uma forma de organizar sequéncias primarias de DNA,
RNA ou proteinas para identificar regides similares que possam ser consequéncia de relacGes
funcionais, estruturais ou evolucionarias entre elas. Sequéncias alinhadas de nucleotideos ou
residuos de aminoacidos sdo representadas tipicamente como linhas de uma matriz.
Espacamentos (gaps) podem ser inseridos entre os residuos para que caracteres semelhantes (por

algum critério) sejam alinhados em colunas sucessivas.

AABZ24882 HMCOFHCRYWVNMHSGEK LYECHERSEAFSCPEHLOCHERRO I GEKTHEHNOCAEAFPT &0
AABZ24881 YECHQCGEAFAQHESLECHYRTHIGEEPYECHQCGEAFSE 40
AMBZ4882 PSHLOYHERTHTGEEPYECHQCGOAF EECSLLOFHERTHTGEEPYE -CHNQCGEAFAD- 116
AABZ4831 HSHLOCHERTHTGEEPYECHOCGRAF SOHGLLORHERTHIGEEPYMIYV INMVEPLHNS 98

LR R I:IZIZIINI:I::IZ!NK:I:II:KI:I: W . KI':

Exemplo de alinhamento entre duas sequéncias, produzido pelo programa ClustalW entre duas proteinas dedo-de-
zinco humanas (human zinc finger proteins) identificadas por seus nimeros de acesso no GenBank.

Se duas sequéncias em um alinhamento compartilham de um ancestral comum,
discordancias (mismatches) podem ser interpretadas como mutacGes pontuais e 0s espacos (gaps)
como insercdes ou delecdes introduzidas em uma ou ambas as sequencias desde quando estas
divergiram no tempo.

Abordagens computacionais para o alinhamento de sequéncias dividem-se, em geral, em
duas categorias: alinhamentos globais e alinhamentos locais. Calcular um alinhamento global é
uma forma de otimizacdo global que "forca" o alinhamento a cobrir todo o comprimento de
todas as sequencias interrogadas (query). Por outro lado, os alinhamentos locais identificam
regides de similaridade dentro de sequencias longas que séo geralmente bastante divergentes em
um todo. Os alinhamentos locais sdo frequentemente preferiveis, mas podem ser dificeis de
calcular por causa do problema adicional de identificar regides internas de similaridade. Uma
grande variedade de algoritmos existem para abordar o problema de alinhamento de sequencias,
sendo o0s mais conhecidos o0s baseados em programacdo dindmica, mais lentos porém

teoricamente otimizadores, ou baseados em heuristica, mais eficientes/rapidos mas sem prova

formal de obtencdo de solucgdo 6tima.



http://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/RNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nucleot%C3%ADdeos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cidos
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Muta%C3%A7%C3%B5es_pontuais&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Otimiza%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Programa%C3%A7%C3%A3o_din%C3%A2mica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Heur%C3%ADstica

a) Busque nas bases de dados Uniprot as sequéncias da proteina humana Kinl7 ou outras de

seu interesse.
b) Copie e cole as sequéncias no formato FASTA usando o WordPad.
¢) Alinhe as sequéncias usando o UniprotkKB/Alignment

d) Explore as similaridades entre elas selecionando as propriedades dos aminoacidos.

v Acesse (http://www.nchi.nlm.nih.gov/)

O National Center for Biotechnology Information (NCBI) foi fundado em
1988 e é parte da United States National Library of Medicine (NLM), uma
filial do National Institutes of Health (NIH) e estd localizado em Bethesda,
Maryland, USA.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://en.wikipedia.org/wiki/File:US-NLM-NCBI-Logo.svg

2.6 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

BLAST (sigla em inglés que significa: Basic Local Alignment Search Tool), € um

algoritmo para comparar informacdes de sequéncias bioldgicas primarias, tais como sequéncias

de aminoacidos de diferentes proteinas ou nucleotideos de seqliencias de DNA.

Uma pesquisa BLAST permite que um investigador compare uma sequéncia fornecida
em uma consulta com uma biblioteca ou base de dados de sequéncias, identificar as bibliotecas
de seqliéncias que se assemelham a aquela consultada e que estejam acima de um certo grau de
semelhanga.

Numa situacao hipotética, apds descobrir um gene anteriormente desconhecido em um
camundongo, um cientista poderia tipicamente elaborar uma pesquisa ho BLAST do genoma

humano para verificar se existem seres humanos portadores de um gene semelhante.

Diferentes tipos de BLAST

BLASTN — Pesquisa bancos de dados de nucleotideos usando
uma sequéncia de nucleotideos em guestao.
Algoritmos: blastn, megablast, discontiguous megablast

BLASTP — Pesquisa bancos de dados de proteinas usando uma
Sequéncia de proteina em quest3ao.
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast

BLASTX — Pesquisa banco de dados de proteinas usando uma
sequéncia de nucleotideo traduzida em guestdo

TBLASTN — Pesquisa um banco de dados de nucleotideos
usando uma proteina em questao.

TBLASTX — Pesquisa bancos de dados de nucleotideos traduzidos
Usando um nucleotideo traduzido em questao.



http://pt.wikipedia.org/wiki/Sigla
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Algoritmo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nucleot%C3%ADdeo
http://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Base_de_dados
http://pt.wikipedia.org/wiki/Genoma_humano
http://pt.wikipedia.org/wiki/Genoma_humano

a) A partir da sequéncia de aminoacidos da Kin 17 humana, fazer uma busca por proteinas

similares (moldes), cujas estruturas estejam depositadas no Protein Data Bank.

1° passo: Selecione a opg¢éo Protein blast

e asic Local lignment Searc 00|
< BLAST® Basic Local Al Search Tt
-
Home Recent Results Saved Strategies Help

» NCBI/ BLAST Home
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

\m DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search  (8a)

BLAST Assembled RefSeq Genomes

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.

o Human o Oryza sativa Gallus gallus
o Mouse o Bos faurus Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio Microbes
o o

Arabidopsis thaliana Drosophila melanogaster Apis mellifera

Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

nucleotide blast Sear;h a nugleotide database using a nuclectide query

Il - blastn, megablast, discontiguous megablast

ch protein database using a pretein query I

protein blast
/gorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-bla:

blastx | Search pl using a tr

2° Passo: Cole a sequéncia no formato FASTA, selecione em seguida a op¢do “Protein Data

Bank proteins (PDB)” em “Database”, clique em “BLAST” e aguarde o resultado.

~ BLAST™
- Home RecentResults Saved Strategies

» NCBI/ BLAST/ blastp suite Standard Protein BLAST

blastn blastp blastx tblastn tblastx

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more...
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Query subrange &

Or upload file

Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &

B Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database Non-redundant protsin sequences (nr)

QOrganism
Optional

Enter organism common name, binomi 1
Use up and down arrows to choose an item from the autocomplete,
Exclude [T Models (xMxP) ] Uncultured/envIronmenTar Sampie SeqUente:
Optional
Entrez Query

Ontinnal




3° Passo: Analise o resultado.

Essa barra em vermelho representa a
sequéncia que foi usada na pesquisa.

Esta sequéncia ¢ chamada de “query”.

Distribution of 10 Blast Hits on the Query Sequence &

|Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores

| I | | |
1 70 140 350

<40 40-50 80-200 >=200

Query I —
|

- . —

—_—
oS

L
Cada uma dessas barras coloridas indicam a

regido onde a sequéncia do banco de dados

bate com a sequéncia query

Descri¢do da proteina depositada no PDB

por ordem de “query coverage”

Sequences producing significant

Select: All None Selected:0

i Alignments
v Description Max = Total | Query

score score cowver

Chain A High Resolution Crystal Structure Of The Human Kin17 C- Terminal Domain Containing A Kow Motif Kin17 254 254 32%

Chain A Solution Structure Of The Region 51-160 Of Human Kin17 Reveals A Winged Helix Fold 238 238 2%

Chain A, Crystal Structure Of The Human Parp-1 Dna Binding Domain In Complex With Dna »pdb|4AV1]B Chain B, Crystal Structure Of The Human Parp-1 Dna 25%

Chain A, Solution Structure Of Max B-HIh-Lz =pdb|1R05|B Chain B, Solution Structure Of Max B-HIh-Lz 25%

Chain A Recognition By Max Of lts Cognate Dna Through A Dimeric B/hih/z Domain 23%

Chain A, Inter-Subunit Interaction And Quaternary Rearrangement Defined By The Central Stalk Of Prokaryotic Vi-Alpase =pdb|3A5C|B Chain B, Inter-Subunit In 20%

Chain A Crystal Structure Of Vi-atpase At 3.9 Angstrom Resolution =pdb|3W3AIB Chain B. Crystal Structure Of Vi-atpase At 3.9 Angstrom Resolution =pdbl3W! 20%

Chain A Crystal Structure Of The A3b3 Complex From V-atpase >pdbl3GQBIC Chain C. Crystal Structure Of The A3b3 Complex From V-atpase 16%

Chain B, Crystal Structure Of Myc-Max Recognizing Dna =pdb|1MKP|E Chain E, Crystal Structure Of Myc-Max Recognizing Dna 23%

OoooooooOoo

Chain A, X-Ray Crystal Structure Of Protein Mm0500 From Methanosarcina Mazei. Northeast Structural Genomics Consorium Target Mar10 =pdb[1XUV|B Chail 13%

E
value

2e-83

2e-T7
0.14
0.28
46
6.0
6.1
6.6
75
9.6

Max
ident

100%

100% 2
28%

29%
2T%
31%
3%

4%

28%
31%

- |

Accessio

1NKP B

TXUN A

Max score: Indica 0 qudo bem sua sequéncia se encaixa;

Total Score: inclui por¢des ndo contiguas da sequéncia do molde
que corresponde a sequéncia query;

Query coverage: Indica a fracdo da sequéncia query que
corresponde a sequéncia do molde,

E-value: Score que determina a confiabilidade do resultado,
Quanto menor o escore, mais significativo é o alinhamento;

Max ident.: Refere-se a semelhanga entre as sequéncias de
aminoacidos das proteinas.




Objetivo: Prever o padrdo de enovelamento (folding) da estrutura secundaria a partir da

sequéncia de aminoacidos.

v' Usando as ferramentas expasy/PSIPRED insira a sequéncia da proteina de interesse no

formato Fasta. Interprete os resultados.

Dept. of
Bioinformatics

% BRENDA || @ s

The Comprehensive Enzyme Information System

BRENDA ¢é o principal banco de dados de dados funcionais de enzimas, disponivel para a
comunidade cientifica. Possui um acervo com mais de 5.000 enzimas diferentes. E mantido e

desenvolvido pelo Instituto de Bioquimica e Bioinformatica da Universidade Técnica de

Braunschweig, na Alemanha. E um repositdrio de dados sobre a funcdo da enzima sdo extraidos

diretamente da literatura priméaria por cientistas formados em Biologia ou Quimica. As
verificacOes de forma e consisténcia séo feitas por programas de computador. Cada conjunto de
dados sobre uma enzima classificada é verificado manualmente por pelo menos um biélogo e um

quimico.

> Acesse (http://www.brenda-enzymes.orq).

rquiva  Ediar Exbir Histérico

6 N o B

| 5 Wais visitados ¥ Primeiros passos 54 Utimas not ticias || Geleriado Web Slice | ] HotMail ratuito @ Sites Sugeridos

Fayoritos  Ferramertss  Ajuda

w brenda-enzymes.orgf

5 Enzyme Database - BRENDA a8l +

3 BRENDA || D i

ept. of
Biuinformati

ifla ExPASY Life Science Directory ¢ http: ffw uniprot.orgfiohsfBAGC fasta

~
{2} BRENDA home

o login

@ history
& Mlenzyines

O\ Quick Search
E\ Fulltext Search |

% Advanced Search

The Comprehensive Enzyme Infotmation System

EC-Number‘ Enzyme Namel Organisml Pruteinl Fulltextl Advanced Search

[ Search | Display[ 10 v| entries

@ Substructure Search How to cite BRENDA?

% TaxTree Explorer
EC Explorer

@ Sequence Search

Functional Enzyme
Parameters NEW
CBML SBML output NEW

TutorialTraining NEVY
BRENDA input
Propose new erzyme NEW

Infroduction/Refersnces
Cantact and Impressum
News

Nomenclature

Reaction & Specificity

Functional Parameters

Enzyme Names

EC Mumber

Commonf Recommended Name
Systematic Name

SYNORYMSs

CAS Registry Mumber

Isolation & Preparation

Purification
Cloned
Renatured
Crystallization

Pathiwvay

Catalysed Reaction
Reaction Type

Natural Substrates and Products
Substrates and Products
Substrates

Natural Substrate
Products

Natural Prociuct
Inhibitors

Cofactors

Metals/lons

Activating Compounds
Ligands

Ligand Views NEW

Km Yalue

Ki Value

1C50 Value

pl Walue

Turnever Number
Specific Activity

pH Optimum

pH Range
Temperature Optimurm
Temperature Range

Organism-related information

Organism

Source Tissue
Localization
Protein-Specific Search

a) Buscar o E.C., 0 Km, 0 pH 6timo e temperatura ideal da catalase bovina (Bos taurus) e

de fungo (Aspergillus. agaricus), na sua forma livre.

b) Busque estas informagdes para outras enzimas de seu interesse.



http://www.brenda-enzymes.org/

2.7 Outros repositorios de dados relacionados a proteémica:

2. 7.1 Banco de dados de estruturas 3D

O Protein Data Bank (PDB) € o unico repositorio de informagdes em todo o mundo
sobre as estruturas 3D de macromoléculas bioldgicas, incluindo as proteinas e acidos nucléicos.

A seguir, veremos um breve historico desta importante base de dados:

1971 — Inicio do PDB no Brookhaven National Laboratory com 7 estruturas.

1998 — O Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) se tornou responsavel
pela manutencéo do PDB.

2010 — 0 RCSB PDB é membro do wwPDB, um esforco colaborativo do PDBe (UK), PDBj
(Japao) e do BMRB (USA) para assegurar que o arquivo PDB seja global e uniforme.

Este banco de dados, somente aceita 0 deposito de estruturas determinadas

experimentalmente por cristalografia de raios-X, NMR ou Microscopia eletronica.

RCSB PDB  Deposit + Search~ \Visualize ~ Analyze ~ Download v Learn ~ More ~

A ‘ - |" & D) An Information Portal to
= | : & L) 120057 Biological

I', ROTEIN DATA BANK Macromolecular Structures

EMDataBank H icturalBi
vpuenk BT o,

Advanced Search | Browse by Annotations

Wortdwide

A Structural View of Biology

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about
the 3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and

» i
T DepoSl( agriculture, from protein synthesis to health and disease

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data
Q Search

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for
research and education in molecular biology, structural biology, computational
Ed Visualize biology, and beyond

Ei Analyze Video Challenge Awards More Info

# Download Pl : L n BT i 4

v" Acesse (http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do)

v Procure a estrutura de sua proteina (ou relacionadas) utilizando a ferramenta Advanced
Search, Macromolecule name (HMGBL1) ou baixe uma estrutura pelo identificador (pdbid):
1KD2 e 1HVC. Explore a estrutura utilizando o visualizador Jmol.



http://www.wwpdb.org/
http://www.ebi.ac.uk/pdbe
http://www.pdbj.org/
http://www.bmrb.wisc.edu/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

3 Estrutura Tridimensional de Proteinas
Trechos retirados do livro: Principios de Bioquimica de Lehninger. 5. Ed. Porto Alegre: Artmed, p. 530-545, 2011

3.1 Introducéo

Em biotecnologia, 0 genoma é toda a informacdo hereditaria de um organismo que esta
codificada em seu DNA (ou, em alguns virus, no RNA). Isto inclui tanto 0s genes como as
sequéncias nao codificadoras. Cada gene codifica uma determinada sequéncia de uma cadeia
polipeptidica, chamada de proteina. Esss sdo por sua vez, os “tijolos” para a constru¢do dos seres
ViVO0s.

Proteinas controlam praticamente todos 0s processos que ocorrem em uma célula,
exibindo uma quase infinita diversidade de funcbes. Subunidades monomeéricas relativamente
simples fornecem a chave da estrutura de milhares de proteinas diferentes. As proteinas de cada
organismo, da mais simples das bactérias aos seres humanos, sdo construidas a partir do mesmo
conjunto onipresente de 20 aminoécidos. Como cada um desses aminoacidos tem uma cadeia
lateral com propriedades quimicas caracteristicas, esse grupo de 20 moléculas precursoras pode
ser considerado o alfabeto no qual a linguagem da estrutura proteica € lida. Para gerar uma
determinada proteina, os aminoacidos se ligam de modo covalente em uma sequéncia linear

caracteristica. O mais marcante ¢ que as células produzem proteinas com propriedades e

atividades completamente diferentes ligando os mesmos 20 aminoécidos em combinacGes e

sequéncias muito diferentes. A partir desses blocos de construcdo, diferentes organismos podem
gerar produtos tdo diversos como enzimas, hormdnios, anticorpos, transportadores, fibras
musculares, proteinas das lentes dos olhos, penas, teias de aranha, chifres de rinocerontes,
proteinas do leite, antibioticos, venenos de cogumelos e uma miriade de outras substancias com

atividades bioldgicas distintas.

3. 2 Aminoécidos e Proteinas

Os aminodcidos sdo compostos organicos de fungdo mista: possuem ao menos uma
carboxila e um grupo amina. Os 20 amino&cidos das proteinas sdo todos a-aminoacidos, quer
dizer, o grupo amina caracteristico esta ligado ao carbono alfa. O que distingue um aminoacido

do outro é a natureza do grupo R. Eles tem formas, tamanhos e caracteristicas distintas (figura 1).




Os aminoacidos podem unir-se atraves de uma ligacdo entre o grupo amina de um e 0 grupo
carboxila de outro, chamada ligagdo peptidica. O produto resultante € um peptideo; se muitos

aminoacidos se unem o produto é um polipeptideo. Uma proteina é um polipeptideo.
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Figura 1. Os aminoacidos que compdem as proteinas divididos de acordo com seu grupo R.
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A funcdo de uma proteina estd intimamente associada a sua estrutura tridimensional.
Logo, as propriedades de cada aminoacido presente define o rumo de determinada proteina. 1sso
porque, existe uma série de interacdes fracas, em grande quantidade, que atuam na estrutura para

que ela assuma a sua forma nativa. Para que a proteina assuma essa forma, basicamente existe

um hierarquia estrutural que deve ocorrer, e recebem uma classificagdo: (Figura 2)

v/ Estrutura primaria: é a sequéncia linear de aminoacidos que compdem uma proteina;

v/ Estrutura secundaria: Padrdo regular de pontes de hidrogénio nas proteinas que resultam
em dois padrbes que podem ser vistos em quase todas a estrutura de proteinas conhecidas: a

a-helice e as folhas-4.




Estrutura terciaria: E definida como o arranjo tridimensional das estruturas secundarias

numa cadeia polipeptidica. A estrutura terciaria de uma proteina é determinada por interaces
ndo covalentes entre as cadeias laterais dos aminoacidos constituintes.

Estrutura quaternaria: Refere-se a organizacdo das subunidades (cadeias polipeptidicas)
em uma proteina de maltiplas subunidades. As subunidades podem ser idénticas ou

diferentes.

primary structure

EFGHIK NPQ

protein subunit (monomer)

structure tertiary structure quaternary structure

Figura 2. Classificagdo da estrutura das proteinas.

Quando a proteina assume sua forma nativa ela pode exercer sua funcdo na célula. As
proteinas estdo presentes em todos os seres vivos e participam em praticamente todos o0s
processos celulares, desempenhando um vasto conjunto de funcBes no organismo, como
areplicacdo do DNA, aresposta a estimulos e o transporte de moléculas. Muitas proteinas
sdo enzimas que catalisam reacdes bioquimicas vitais para o metabolismo. As proteinas tém
também fungdes estruturais ou mecénicas, como é o caso da actina e da miosina nos musculos e
das proteinas no citoesqueleto, as quais formam um sistema de andaimes que mantém a forma
celular. Outras proteinas sdo importantes na sinalizacdo celular, resposta imunitaria e no ciclo
celular.

Como vimos, as proteinas diferem entre si fundamentalmente na sua sequéncia de
amino&cidos. Com isso, hd uma necessidade em se conhecer como é cada estrutura entre 0s mais
diversos organismos. Determinando-a obtemos dados, como localizag¢do de residuos conservados
e substituidos, sitios de ligantes, fendas/cavidades, relagdo evolucionaria (filogenia) e

Mecanismos de reacéo.
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3. 3 Determinacéo experimental da Estrutura de proteinas

Visto que a estrutura é o ponto chave para a funcdo de uma proteina em um organismo, a
determinacdo desta € de extrema importancia. Neste aspecto, varias técnicas sdo usadas, nas
quais duas se destacam, que sdo a difracdo de raio-X e a ressonancia magnética nuclear (RMN).

O processo para a obtengdo da estrutura tridimensional de uma proteina via técnica de
cristalografia por difracdo de raios-X é composto basicamente pela producéo e purificacdo da
proteina alvo, cristalizacdo, coleta e processamento dos dados, resolucdo da estrutura
(empregando informagBes sobre a sequéncia de aminoacidos e diferentes programas) e
refinamento da estrutura. A técnica de RMN também requer o conhecimento da sequéncia de
aminoacidos. Contudo, ndo € necessario que a proteina esteja em um estado de cristal ordenado.
A vantagem da RMN ¢é que a estrutura a ser determinada pode estar em solucdo, apesar de
requerer que a proteina solubilizada esteja em altas concentragfes. Infelizmente, esta técnica
ainda esté limitada a proteinas de tamanhos pequenos a médios, limitacdo ndo observada para a
cristalografia. Mesmo assim, a RMN destaca-se ao revelar informacGes sobre 0 comportamento
dindmico das estruturas, incluindo mudangas conformacionais e interacdes com outras
moléculas. Na RMN, um forte campo magnético alinha os momentos magnéticos dos ndcleos
atdbmicos de isdtopos que possuem spin nuclear diferente de zero (tais como 1H, 13C, 15N, 9F e
31P). Uma fonte de radiofrequéncia de energia variavel é emitida, podendo ser absorvida pelos
nucleos atbmicos invertendo o alinhamento do spin nuclear em relacdo ao campo magnético
externo aplicado. Neste momento, parte da energia é absorvida e o espectro de absorcdo
resultante fornece a informacdo sobre a identidade do ndcleo e seu ambiente quimico na
vizinhanca. Dados de sucessivos experimentos sdo coletados e um espectro de RMN € gerado
contendo as informacdes sobre todos os deslocamentos quimicos de todos os isétopos analisados
na proteina.

A determinacdo experimental ainda é considerada o melhor processo para se obter a

estrutura tridimensional de uma proteina. Entretanto estas técnicas, além de serem

financeiramente custosas, podem levar anos e, em alguns casos, a estrutura final pode ndo chegar
a ser obtida. Portanto, o desenvolvimento de métodos computacionais é tanto uma alternativa
mais barata quanto, em alguns casos, a unica possibilidade de obtencdo de modelos estruturais

para algumas proteinas.




4 Modelagem Molecular por Homologia

4.1 Introducéo

A modelagem molecular por homologia € um método computacional que tem como
principio basico, modelar uma proteina utilizando uma proteina da mesma familia. A proteina de
interesse (alvo) tera sua estrutura 3D predita usando como referéncia a estrutura 3D de outra
proteina similar (também chamada de molde, e na maioria das vezes evolutivamente
relacionada). Essa proteina similar tem de
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descritas na figura 3: Figura 3. Cinco Etapas da Modelagem.

4.2 ldentificagéo de referéncias

Tem por objetivo identificar sequéncias de aminoacidos de proteinas resolvidas

experimentalmente que possuam similaridade com a sequéncia da proteina de interesse




(sequéncia alvo), cujas estruturas serdo empregadas posteriormente como moldes. Essa
identificacdo pode ser feita através de algoritmos de alinhamento, sendo selecionadas como
referéncias as proteinas que possuirem os maiores indices de similaridade e identidade
(suficientes para se inferir homologia entre as sequéncias), menores indices de gaps e a maior
cobertura da sequéncia (relacdo entre a quantidade de aminoacidos alinhados entre as duas

sequéncias e o tamanho total da sequéncia alvo).

4.3 Selecdo dos moldes

Dentre as referéncias, é necessario escolher uma ou mais estruturas que servirdo de molde
para a construcdo do modelo 3D final. Nesta etapa, € imprescindivel a analise do papel bioldgico
da proteina de interesse. Os critérios de selecdo podem incluir: i) a proteina de interesse e o
possivel molde pertencem a uma mesma familia de proteinas; ii) ambas desempenham

preferencialmente a mesma funcdo ou tenham fungdes correlacionadas; iii) as estruturas

resolvidas experimentalmente possuam alta qualidade (por exemplo, resolugdo < 2 A, fator R <

20%); iv) em tratando-se de uma enzima, ¢ recomendado o uso de um molde cuja estrutura ja
tenha sido resolvida experimentalmente com seu substrato, ligante ou modulador. Na escolha de
mais de uma estrutura molde, é importante realizar o alinhamento estrutural entre estas de forma
a identificar regides conservadas, sitios de ligacdo, aguas estruturais e ligacBes dissulfeto

conservadas.

4.4 Alinhamento entre as sequéncias

Uma vez escolhida(s) a(s) estrutura(s) molde, é necessario realizar alinhamento entre as
sequéncias alvo e molde de forma a garantir que toda a proteina de interesse seja modelada
(agora empregando programas como Clustal, T-Coffee e Muscle). Um alinhamento com mais de
40% de identidade é o suficiente para gerar um modelo confidvel. Entretanto, é importante
lembrar que o modelo final sera uma representacéo desse alinhamento gerado. Portanto, regides
sem alinhamento significativo com o molde sdo preditas tridimensionalmente (quando preditas)
sem grande confiabilidade, usando geralmente dados estatisticos gerais sobre estruturas de

proteinas. Para as regides sem alinhamento, deve-se considerar: i) a posi¢do dessa regido na




sequéncia de aminodcidos, verificando-se possiveis sitios de clivagem (principalmente em
porcdes N- e C-terminal); ii) o tamanho dessa porcdo, considerando-se a possibilidade de
formacdo de um novo dominio até entdo ndo identificado nessa familia; iii) se sdo porcoes
transmembranares, sejam preditas in silico (por exemplo, através das ferramentas TMHMM,
HMMTOP, TMPred) ou ja descritas em literatura porém ausentes nas estruturas molde; iv) o tipo
de estrutura secundaria predita in silico por mais de uma ferramenta (tais como PSIPRED,
PHYRE, JUFO e PORTER), usando as regides de consenso entre elas como informagéo de
restricdo de tipo de estrutura secundaria durante a etapa de constru¢do do modelo.
Alternativamente, métodos hibridos podem ser aplicados para a predicdo de por¢des sem
alinhamento. Para essas regides, aplicam- se 0s métodos de predicdo de enovelamento ou
primeiros principios e usa-se a melhor estrutura predita como mais um molde para 0 método de

modelagem por homologia.

4.5 Construcéo do modelo

A partir do alinhamento global entre as sequéncias alvo e molde, via modelagem por
homologia, algoritmos especificos irdo transferir as informacfes extraidas da estrutura 3D da
proteina molde para 0 modelo. As técnicas mais aplicadas sdo as de construcdo usando corpos
rigidos e por satisfacdo de restricGes espaciais. A técnica de construcdo usando corpos rigidos
constroi um modelo por partes, baseando-se na conservacdo de estruturas entre proteinas
homologas ou com grau significativo de identidade. As regides estruturalmente conservadas da
proteina de interesse sdo definidas através de predicdo de estruturas secundarias. Essas regides
sdo alinhadas com o molde, considerando se a média das posi¢cdes dos Ca das sequéncias de

aminoacidos das regides estruturalmente conservadas. As regides que nao satisfazem as

exigéncias sdo chamadas de regides variaveis. Essas compreendem, geralmente, porcdes de alcas

que conectam as regides conservadas. A cadeia principal dessas regides pode ser obtida em
bancos de dados especificos de estruturas, que apresentam conjuntos de algas classificados pelo
namero de amino&cidos e pelo tipo de estruturas secundérias que conectam. Apds a insercao das
regides de algcas, um modelo inicial do esqueleto peptidico estara pronto, restando apenas a
insercdo das cadeias laterais dos aminoacidos através de busca em bibliotecas de rotdmeros.
Como exemplo de programa baseado nesta técnica, pode-se mencionar o portal Swiss-Model.

A segunda técnica mais comum, a constru¢do por satisfagdo de restri¢des espaciais,

inicia-se pelo alinhamento entre as sequéncias alvo e molde, extraindo-se desse molde suas




restricdes espaciais (distancias e angulos) e transferindo-as para o modelo. Por exemplo, o
tamanho das ligacGes e seus angulos preferenciais sdo obtidos de campos de forga. Dessa forma,
é possivel limitar o nimero de possiveis conformac6es que o modelo pode assumir. A principal
caracteristica dessa técnica é a obtencdo empirica das restricdes espaciais, expressas por funcoes
de probabilidade, a partir de bancos de dados contendo informacg6es sobre alinhamentos entre
estruturas proteicas de alta resolugdo. As restrices espaciais e os termos de energia sdo
combinados em uma funcéo objetivo, sendo submetida a métodos de otimizacéo por gradiente
conjugado e recozimento simulado, visando a minimizacdo das violacbes das restriches

espaciais. Como exemplo de emprego desta técnica, pode-se citar o programa Modeller.

4.6 Validacdo do modelo

Apos a construcdo do modelo, é necessario identificar possiveis erros relacionados aos
métodos empregados, a escolha das referéncias e ao alinhamento entre as sequéncias alvo e
molde. Caso o modelo seja caracterizado como de ma qualidade, todo o protocolo anterior deve
ser revisto no intuito de se melhorar o alinhamento, escolher outros moldes ou até mesmo
decidir-se pelo uso de outros métodos. Por ser dependente de uma estrutura 3D resolvida
experimentalmente, a técnica de modelagem por homologia possui certas limitacdes, tais como:
i) nem sempre se consegue uma estrutura molde para a proteina de interesse; ii) o grau de
similaridade conseguido entre as sequéncias alvo e molde pode ser pequeno (<30% de
identidade), mesmo em regides do sitio ativo, inviabilizando o emprego desta técnica; iii) por
vezes, as sequéncias que podem servir como moldes possuem qualidade insuficiente para a
construcdo de um modelo adequado. Nesses casos, como citado anteriormente, o uso adicional
de informagdes, como a identificacdo de regides transmembranares, a predicdo de regides de
peptideo sinal, a predicéo de tipo de estrutura secundaria, a predi¢do do tipo de enovelamento e a
verificacdo da existéncia de dados tedricos e experimentais quanto a existéncia, quantidade e

localizacdo de porcBes transmembranares, ligantes e nimero e tipo de cadeias podem contribuir

tanto na construgdo de modelos tridimensionais como na anotacdo funcional de sequéncias. No

caso de andlises em larga escala de conjuntos de proteinas, e até mesmo de genomas inteiros,
todo esse processo deve ser realizado para cada proteina de interesse. Considerando o tempo
gasto em cada uma dessas etapas, € interessante o uso de métodos automatizados que podem ser
empregados como um filtro inicial para a detec¢do de quais proteinas podem ser modeladas por

modelagem por homologia e para a obtengdo de um modelo inicial para cada uma dessas




proteinas, a ser otimizado individualmente. Como exemplo de programa usado para a analise em

larga escala de sequéncias de proteinas, citamos o programa MHOLlIine. 7.6.

4.7 Predicao do enovelamento

O método de predicdo do enovelamento ou threading parte da ideia de observagdes de
que a estrutura 3D é mais conservada que a sequéncia, de forma que mesmo sequéncias com
pouca similaridade podem possuir estruturas muito semelhantes, o que limita o nimero de
enovelamentos que proteinas podem assumir. Atualmente, mais de 1.000 tipos de enovelamento
ja foram registrados, e acredita-se que esse valor ndo ultrapasse a previsdo méxima de 7.000
tipos. Nesse método, também sdo usadas proteinas com estruturas 3D conhecidas e depositadas
no PDB, de onde as informacdes sobre os tipos de enovelamento séo extraidas e armazenadas em
bancos de dados de tipos de enovelamentos. Como exemplo, citamos o CATH (Class,
Architecture, Topology, Homology) e o SCOP (Structural Classification of Proteins). O método
de predicdo do enovelamento é assim menos dependente da proximidade evolutiva entre a
sequéncia de aminoacidos da proteina de interesse e seus possiveis moldes, ou seja, as
sequéncias podem apresentar baixa identidade. O método é portanto aplicdvel quando o
alinhamento entre a estrutura léaria da proteina de interesse e de uma ou mais proteinas de
referéncia (moldes) apresentam uma identidade entre 20% e 30%. No problema de PSP via
predicdo do enovelamento tenta-se ajustar a estrutura 1aria da proteina de interesse aos tipos de
enovelamentos de proteinas conhecidos, analisando principalmente as conservacdes de estruturas
2arias. Esse método pode ser dividido nas seguintes etapas: i) Reconhecimento do tipo de
enovelamento pela analise das principais propriedades da proteina de interesse (tais como
estrutura secundaria, polaridade de cadeias laterais e hidrofobicidade); ii) Construcdo do melhor
alinhamento possivel entre a sequéncia de aminoacidos da proteina de interesse e estruturas
depositadas em bancos de dados. Alguns métodos baseiam-se na construcdo de modelos

simplificados (como modelos baseados em Ca) da proteina de interesse a partir da estrutura 3D

de possiveis moldes, e avaliam a qualidade do modelo através da otimizagdo de fungdes objetivo

(geralmente ndo-lineares). Essas funcGes podem considerar, por exemplo, resultados de
alinhamentos maltiplos de sequéncias e de estruturas secundarias, matrizes de substitui¢cdo para
cada aminoacido dentro de uma familia especifica de proteinas e penalizacdo de gaps; iii)
Escolha do(s) melhor(es) molde(s) para a construgdo da estrutura 3D da proteina de interesse,

geralmente baseada em fungdes de predicdo de erro/qualidade entre os possiveis modelos




simplificados e seu(s) molde(s) (por exemplo, a funcdo TM-score). A escolha dos melhores
moldes por vezes é baseada em bibliotecas de fragmentos; iv) Constru¢do do modelo 3D através
de técnicas similares as empregadas na modelagem comparativa, por vezes valendo-se de
ferramentas acopladas aos programas Swiss-Model ou Modeller. Alguns programas empregam,
para as regides sem molde, métodos por primeiros principios. Como exemplo de programas para
PSP via predicdo do enovelamento pode-se citar os programas HH-Pred e I-TASSER. As
limitacdes dos métodos de predicdo do enovelamento vém de dois pontos principais. O primeiro
é similar ao observado para a modelagem comparativa, isto €, se a identidade entre a sequéncia
alvo e as proteinas utilizadas na construcdo do banco de enovelamentos for muito baixa, é
possivel que o enovelamento daquela sequéncia simplesmente ndo esteja representado no banco.
Assim, 0 método pode construir um modelo completamente errado. A outra limitagdo € que 0s
modelos apresentam uma resolucdo relativamente baixa, dificultando seu uso em estudos que

exigem posicionamento preciso dos atomos como no caso do atracamento, COmo veremos.

4.7 Analise de qualidade

A qualidade de um modelo € determinada por um conjunto de fatores, tais como
comprimentos de ligacdo, planaridade das ligagdes peptidicas, planaridade dos anéis e angulos
de torcéo nas cadeias principal (ou seja, esqueleto peptidico) e laterais, quiralidade, impedimento
estérico, energia e funcional. Adicionalmente, nos métodos baseados no uso de estruturas moldes
resolvidas experimentalmente, para um modelo ser considerado de boa qualidade é recomendado

que o valor de RMSD obtido pela sobreposicdo da cadeia peptidica de regiGes conservadas do

modelo gerado e da estrutura molde esteja entre 1 A e 2 A. Dentre as andlises a serem feitas,

recomenda-se as seguintes: i) Estereoquimica: consiste em analisar os aspectos tridimensionais
de uma molécula, a fim de se verificar a estabilidade conformacional da mesma. Nesta anélise,
sdo detectadas regifes de tensdo angular e torcional, impedimentos estéricos e quiralidades.
Além destes, com a analise do grafico de Ramachandran é possivel identificar, através da
correlagdo entre os angulos ¢ e vy, quais residuos encontram-se fora das regides energeticamente
favoraveis, possibilitando uma melhora no modelo final. Exemplos de programas que realizam
estas andlises incluem os programas Procheck e Molprobity. ii) Energia: s&o métodos baseados
em minimizacgdo de funcdes de energia. A analise dos valores normalizados da funcéo (como o
DOPE normalizado do Modeller) ajuda a avaliar (a0 menos estatisticamente) qudo préximo o

modelo gerado esta de proteinas que possuem um mesmo perfil molecular ou até 0 mesmo tipo




de enovelamento. Esses métodos podem considerar a relacéo entre a estrutura 1D-3D, ponderar a
propensdo de cada aminoacido estar em um tipo de estrutura secudaria, a probabilidade de dois
residuos estarem em contato e até mesmo o tipo de funcdo que a proteina desempenha. Alguns
programas bastante usados para estas analises incluem Verify3D, ProSa, QMEAN e PROVE. iii)
Funcional: envolve a comparacdo do modelo obtido com aspectos funcionais ou mesmo
estruturais (sem resolugdo atomistica) determinados por métodos experimentais. Por exemplo,
diversas familias de proteinas possuem residuos especificos associados a func¢do (como a triade
catalitica em serino proteases ou residuos ligadores de metais em metaloproteinas). Assim, o
modelo gerado deve apresentar tais residuos nas suas localizacGes especificas para explicar
dados experimentais prévios. Ainda, métodos como dicroismo circular, infravermelho e RMN
podem oferecer informagdes importantes sobre o estado conformacional da proteina em meio
bioldgico, validando o modelo obtido. Mesmo que as estratégias de analise anteriores indiquem
um modelo de elevada qualidade, se 0 mesmo ndo for capaz de apresentar ou explicar
caracteristicas conhecidas previamente, ndo podera ser considerado totalmente valido. Durante o
CASP a andlise de qualidade dos modelos assume um carater diferente, uma vez que o0s
avaliadores conhecem a estrutura nativa. Nesse caso, a métrica empregada para comparar a
estrutura nativa com os modelos gerados pelos diferentes métodos € o Global Distance Test —
GDT. Trata-se de uma medida potencialmente mais acurada, uma vez que é menos sensivel a

discrepancias muito grandes, oriundas de regides de voltas que sdo naturalmente flexiveis.

4.8 Refinamento do modelo

Apbs a andlise do modelo, caso a qualidade ndo tenha sido satisfatdria, algumas estratégias de
refinamento no melhor modelo obtido podem ser suficientes para a obtencdo de um modelo final
de boa qualidade. Dentre os principais tipos de refinamento podemos citar: i) Local: através da
analise estereoquimica pode-se identificar qual residuo esta violando seus valores limites dentro
de sua vizinhanca, o que geralmente é resolvido com o reposicionamento de sua cadeia lateral.

Em alguns casos, é necessario realizar etapas de otimizacdo somente de regides de alcas,

principalmente de regides ricas em glicina. E sempre importante observar violagdes causadas por

prolinas nas extremidades de regides de estruturas em hélice ou folha. ii) Imposicdo de
restri¢fes: apos a andlise de resultados de métodos de predicdo de estrutura secundaria, pode-se
verificar no modelo gerado quais regides ndo possuem ou possuem uma baixa similaridade de

sequéncia com o(s) molde(s) usado(s), ou ndo obedecem ao tipo correto de estrutura secundaria




predita. Para corrigir isso, € necessario refazer o modelo 3D impondo ao algoritmo de construcéo
0 uso de restricdes de tipo de estrutura secundaria para essas regides. iii) Dindmica molecular:
Os métodos de simulagdo por dindmica molecular tém sido empregados na melhora de modelos
gerados tanto por técnicas baseadas em modelagem comparativa quanto por primeiros principios.
SimulacBGes 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. O tempo de simulacéo € variavel de acordo com a complexidade do sistema e

com o grau de refinamento que se deseja obter. E importante destacar que simulagdes por

dindmica molecular para estruturas transmembranares, apesar de bastante recomendado,
necessitam especial atencdo, pois se deve considerar o0 modelo de membrana a ser empregado, a
forma de inser¢do do modelo 3D da proteina na membrana e o tempo de equilibragdo do sistema

costuma ser maior que em proteinas simuladas apenas em solvente.

4.9 Aplicacdes de modelos

A aplicabilidade de um modelo 3D esta diretamente relacionada com a acuracia com que
este foi gerado. Esta acuracia pode ser avaliada pelo grau de similaridade entre as estruturas 3D
da proteina predita e da proteina molde, através do célculo do desvio médio quadratico (RMSD),
que mede as distancias interatdmicas. De acordo com sua acuracia, os modelos 3D gerados por
métodos tedricos podem ser aplicados em: i) Estudos de predicdo funcional e busca por novos
alvos moleculares em organismos patogénicos; ii) Planejamento racional de farmacos baseado na
estrutura do receptor bioldgico; iii) Estudos de variacdo conformacional por dindmica molecular;
iv) Planejamento de experimentos de mutagénese sitio-dirigida, fornecendo informagfes sobre
possiveis mutacOes para testar hipdteses funcionais; v) Simulacdes de interacfes entre proteinas;
vi) Auxiliar no refinamento de estruturas resolvidas por cristalografia de raios-X e por

experimentos de RMN.




4. 10 Tutorial de Modelagem

Problematizacéo (hipotética):

A bactéria Vibrio cholerae, causadora da doenga conhecida como cdlera adquiriu
resisténcia aos principais antibidticos conhecidos. Portanto, é necessario identificar a estrutura de
novos alvos moleculares de antibidticos nesta bactéria para o desenvolvimento de novos
farmacos. Neste contexto, a enzima Alanina racemase € de vital importancia para 0 metabolismo
desta bactéria. Esta enzima catalisa a conversdo da L-alanina em D-alanina, um aminoacido
necessario para a sintese da parece celular da bactéria. Sem a D-alanina, a bactéria ndo consegue
se multiplicar, o que impede a proliferacdo da infeccdo. A inibicdo desta enzima nao afeta os

mamiferos, pois n6s ndo necessitamos de D-alanina para sobreviver.

Objetivo:
Modelar a estrutura 3D da enzima alanina racemase (E.C. 5.1.1.1) de Vibrio cholerae
complexada com um ligante, de modo a ser utilizada como molde estrutural para o

desenvolvimento de inibidores especificos (drug desing).

Passos do tutorial

1) Criar uma pasta de trabalho no ambiente Linux: modelagemAR

2) Buscar a seqiiéncia de amino&cidos da enzima alvo no Uniprot (www.uniprot.org)

alanine racemase vibrio cholerae

| % Download | ‘ # Columns H;‘ 4 1to250f75 p Show [25

Filter by’

Did you mean to use alanine OR racemase OR vibrio OR cholerae as the query?
Quote terms: "alanine racemase”, "vibrio cholerae”

Unreviewed (71) Protein names
THEMBL Gene names

Popular Organisms QOKSES ALR2 VIBCH Alamne racemase alr2 VC_1312 Vibrio chelerae serotype 01

M Reviewed (4)
Swiiss-Prot

VIBCL (33) (strain ATCC 39315/ El Tor
| Inaba N16961)
VIBCH (2)

vibrio cholerae 2740-80 (2)
Vibrio cholerae MZ0-3 (2)

Vibrio cholerae 016 str. 877-
163 (2)

Other arganisms
[so)

Search terms

Filter "racemase” as:
gene ontology (72)
protein family (71)

Filter "cholerae” as:

organism (64)

QIKUYE

ADADQOKATS

AODADE4GIZ8

AODADKIUXV2

AODADKIUGAS

AODADKSUIO3

ADAONBUIZS

ADAOF4FBO4

ALR1_VIBCH

ADADQODKATS_VIBCL

ADADE4GIZ8_VIBCL

ADAOKIUXVZ2_VIBCL

ADAOKIUB45_VIBCL

ADAOKSUI03_VIBCL

ADAONBUISS_VIBCL

ADAOF4FBO4_VIBCL

> Alanine racemase alr1VC_0372
1

Alanine racemase F546_03020
Alanine racemase

Alanine racemase VC274080_021383
Alanine racemase AS51_020392
Alanine racemase A33_021245
Alanine racemase alr F546_15585

Alanine racemase alr EN12_01290

Vibrio cholerae serotype 01
(strain ATCC 39315/ El Tor
Inaba N16961)

Vibrio cholerae 016 str. 877-
163

Vibrio cholerae

Vibrio cholerae 2740-80
Vibrio cholerae MZ0-3
Vibrio cholerae AM-19226
Vibrio cholerae 016 str. 877-

163
Vibrie cholerae




Escolher a sequéncia QIKUY6 e baixar no formato fasta.

(— &P wwow.uniprot.org/uniprot/QaKUYE

Sequences

Sequence Length Mass (Da) Tools

QOKUYE [UniParc]. FASTA 361  39.349 Blast ~
Last modified March 5, 2002 Version 2
Checksum: EBD185735204A735 Sequence data in FASTA format |

10 20 30 40 so &0
MERATAYINL EALQHNLQRV KQQAFESKIM AVVHRNGYGH GLRHIARHAT GRDAFGVARI

70 20 90 100 110 120
EEALGLRASG VVKPILLLEG FYSPGDLPVL VINNIQTVVH CEEQLQALEQ AQLETEVMVW

130 140 150 160 170 180
LEVDSGMHRL GVRPEQYQDF VABRLHQCENV AKPLRYMSHF GCRDELDKST TVEQTELEL

130 200 210 22p 230 240
LTQGCQGERS LAASAGLLAW PQSQLEWVRP GIIMYGVSPF VEKSAVQLGY QDVMILKSHL

250 280 270 280 290 300
IAVREVKAGE SVEYGGTWIS QRDTKIGVIA IGYGDGYPRT APNGTEVVVN GREVEIAGRV

310 320 330 340 350 380
SMOMLTVDLG PDACDRVGDE AMLWGNELFV EEVARHIGTI GYELVIKLIS RVEMSYYGAG

References

{- £ ufspioliig 0 1 i El-mh.u

#op | QEFTTE|ALRL_VIBC % 1 VibIi {otTain ATCC 3331% f El Tor Inabs W1E961) GH=-alrl FE=3 Fo=2
MAATAY INIEALQH QRVEOOARPESKINA
IESFYIPIDLE .
SRR LEVRPE Y D AR L O CE NV AR P LR YH S FGCADE LIRS TTVEQTELILS
SOOI R I LAASAGL LAWY SOLERVR PO L IN GV SR E LA LY QFVHT LIESHL
LAV R AT SV Y L TW L SR DT CYCDGYPRTARN FHYPLAGHRY
SEMHL VLS PEACDRVIDE AMERIHE L PUE EVARH T ST TOVELVERL T SRVERS YRAND

3) Selecionar, copiar e salvar a sequéncia em um arquivo na pasta de trabalho, como
sequencia.txt
4) retirar a metionina (M) de inicio.

5) Procurar por moldes estruturais no NCBI BLASTp : http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

- Colar a seqliéncia da VcholeraeAR e selecionar a base de dados protein data bank (pdb)

/Blast.cgi?PROGRA A AGE_TYPE=EBlastSearchB:SHOW_DEFAULTS=onB.LINK_LOC=blasthome C || #] - micobacterium tuberculosis Chorismate sintl © || it

My NC|
Recent Results =~ Saved Strategies [Sign In] [Register]

» NCBI BLASTI blastp suite Standard Protein BLAST

blastn | blastp | blastx | fblastn | tblastx |

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more... Resetpage Bookmark
Enter Query Sequence

Enter i gi(s), or FASTA (] Clear Query subrange &

T From

FRRFDR T
DFVVLEK E

o, upoad e o

Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search &

[C] Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database

+| Protein Data Bank proteins(pdb) =] @

Organism

e [Exclude (*
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &)

Exclude [T Models pxmaxP) (L sample

Optional

Entrez Query
Optional
| i,

x  Localizar: translate & Préxima & Anterior & Realgartudo [~] Diferenciar maitsculas/mintsculas



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

6) Escolher o molde com maior identidade e com um inibidor ligado.

i Alignments O

. E
Description Accession
value

Chain A_Structure Of Alanine Racemase From Aeromonas Hydraphila =pdb|4BHY|B Chain B, Structure Of Alanine R: From Aeromanas Hydrophila >pd} 9 4e-165

Chain A Crystal Structure Of Escherichia Coli Alaine Racemase Mutant E221a >pdb|3B8UIB Chain B, Crystal Structure Of Escherichia Coli Alaine Racemase My 3e-154

Chain A Crystal Structure Of Escherichia Coli Alaine Mutant E221k =pdb|3B8V|B Chain B, Crystal Structure Of Escherichia Coli Alaine Racemase Mu 4e-154

Chain A, Crystal Structure Of Biosynthetic Alaine Racemase From Escherichia Coli >pdb|2RJG|B Chain B, Crystal Structure Of Biosynthetic Alaine Racemase Frc Be-154

Chain A Crystal Structure Of Escherichia Coli Alaine R: Mutant E221p >pdb|3BBW|B Chain B, Crystal Structure Of Escherichia Coli Alaine Racemase Mt Be-154

Chain A_Crystal Structure Of Escherichia Coli Alaine R Mutant P218a >pdb|3B8T|B Chain B, Crystal Structure Of Escherichia Cali Alaine Racemase Mu 9e-153

Chain A,_Crystal Structure Of Psel Fluorescens Alanine Racemase =pdb|2000|B Chain B, Crystal Structure Of Pseudomonas Fluorescens Alanine R; 9e-102

Chain A The 1.45 A Crystal Structure Of Alanine Racemase From A Pathogenic Bacterium, Pseudomonas Aeruginosa, Contains Both Internal And External Aldin 1e-101

Chain A The 1.9 A Crystal Structure Of Alanine Racemase From Mycobacterium Tu Contains A Conserved Entryway Into The Active Site =pdb|1XFCIB ( 2e-65

Chain A, Crystal Structure Of Alanine Racemase From Corny N Glutamicum =pdb|2DY3|B Chain B, Crystal Structure Of Alanine Racemase From Coryni 173 9 1e-49

Chain A, Crystal Structure Of Alanine Racemase From D-cyclosering Producing Streptomyces Lavendulae =pdb|1VFS|A Chain A, Crystal Structure Of D-Cycloser 172 5e-49
Chain A, Crystal Structure Of Alanine Racemase From E Faecalis >pdb|3E5P|B Chain B, Crystal Structure Of Alanine Racemase From E Faecalis >pdb|3ESPIC ¢ 170 9 2e-48

Chain A Alanine Racemase >pdb|1SFT|B Chain B, Alanine Racemase >pdb|1BDOJA Chain A Alanine R Complexed With Alanine Phosphonate >pdol1 167 3e47

Chain A_Crystal Structure Of The Cvtaplasmic Domain Of Vancomycin Resistance Serine Racemase Vantg >pdbl4ECLIB Chain B, Crystal Structure Of The Cvtor 166 9 4e-47

Chain A, Alanine Racemase With Bound Propionate Inhibitor =pdb|2SFP|B Chain B, Alanine Racemase With Bound Propionate Inhibitor *pdb|1L6F|A Chain A A 165 2e-46

Chain A, Alanine Racemase With Bound Inhibitor Derived From D- Cycloserine =pdb|1EPV|B Chain B, Alanine Racemase With Bound Inhibitor Derived From D- - 165 9 2e-46

Chain A 2 37 Angstrom Resolution Crystal Structure Of An Alanine Racemase (Alr) From Staphylococcus Aureus Subsp. Aureus Col >pdb|3002|8 Chain B, 2.37 164 Be-46

Chain A The 2.15 Angstrom Resolution Crystal Structure Of Staphylococcus Aureus Alanine Racemase =pdol4A3QIB Chain B, The 2.15 Angstrom Resolution ¢ 164 6e-46

OOOOC O OO OOOOOoOOOODOoOoDOoDO

Chain A, Effect Of A Y265f Mutant On The Transamination Based Cycloserine Of Alanine Racemase =pdb|1XQK|B Chain B. Effect Of A Y265f Mutant C 164 Te-46

Escolher: 2RJG -> 2RJH

7) Baixar do PDB (www.pdb.org) a estrutura do molde e visualiza-la no programa coot .

@ www.pdb.org/pdb/explore. do?structureld=2RIH < B - wiki alanina racemase
P 9'p P

a memser or THe S IPEME | @EMDataBank
e DBR-101 An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
>

polfo-rz IN DATA BANK As of Tuesday Jan 07, 2014 at 4 PM PST there are 96798 Structures | PDB Statistics | b4 0 @ &

Everything Author  Macromolecule  Sequence  Ligand @

Advanced "® e.g. PDB ID. molecule name, author

Browse Search History , Previous Results

Structural View of Biology
Understanding PDB Data Display Files ~

Molecule of the Month crystal structure of bi 1
Educational Resources

thetic
Author Profiles. D-cycloserine-bound form from Escherlchla coli

* Download Files =

+ MyPDB DO1:10.2210/pdb2rjh/pdb

Login to your Account " _

Register a New Account Primary Citation

MyPDB Help Page mmCIF File (gz)
Asp164 and Glu165 at the substrate entryway function potently in substrate orientation of alanine SDBML/XML File
from E. coli: i ization with crystal structure analysis. SDBML/XML File (gz)

News & Publications Wu, D. 2, Hy, T.7, Zhang, L.#, Chen,J.”, Du, .2, Ding, ., Jiang, H., Shen, X. ) Structure Factor (Text)
Usage/Reference Policies Elru:ture Factor (gz)

Deposition Policies Journal: (2008) Protein Sci. 17: 1066-1076 Bln\ng\:a\ Assembly 1 \gzj (A+5)
Website FAQ

Deposition FAG PubMed: 18434499 ('

Contact Us PubMedCentral: PMC2386742 ('

st DOIL: 10.1110/p5.083495908 [

Faternal |inks Search Related Articles in PubMed 5
www.pdb.org/p do Odstruc

8) Editar o arquivo do molde (2RJH.pdb) de modo a deixar somente as cadeias A e B
(homodimero, unidade biolégica) mais o ligante. Apagar todas as aguas e renumerar os ligantes
na seqiéncia.

9) Baixar os scripts de execucdo, a partir do tutorial do programa modeller.

(http://salilab.org/modeller/tutorial/) Ou localmente: (usr/lib/modeller9.12/examples/)
Para este exercicio, usar os scripts editados.
10) Sintaxe de execucdo no terminal: mod9.12 script.py



http://www.pdb.org/
http://salilab.org/modeller/tutorial/

11) Para executar este tutorial, siga 0s seguintes passos:
1 — Alinhar a sequéncia do molde com a do modelo (script aling2d.py)
2 — Conferir o output do alinhamento *.pap *.ali
3 — Gerar 10 modelos (para publicacdo, gerar acima de 100 modelos) e listar os 5

melhores (script model-single.py)
12) Validacéo dos melhores modelos:
- Crie uma subpasta chamada procheck

- Copie os 5 melhores modelos para a pasta procheck.
- Gerar o grafico de Ramachandram para cada modelo usando a seguinte sintaxe:
procheck modelo01.pdb 2.0 (enter)
13) Verificar a qualidade do modelo pelo gréafico de Ramachandram

O grafico de Ramachandran é particularmente Util porque ele define os residuos que se

encontram nas regides energicamente mais favoraveis e desfavoraveis e orienta a avaliacdo da

qualidade de modelos tedricos ou experimentais de proteinas.
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[ — ﬁ
1

=
A
I
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Bons modelos tem > 90% dos residuos em regides permitidas.

&




5 Docking Molecular e Varredura Virtual

Trechos retirados do livro: Bioinformatica: Da biologia a flexibilidade molecular. Porto Alegre: e-book. Disponivel em:
<http://www.ufrgs.br/bioinfo/ebook/>.

5.1 Introducéo

Atracamento molecular (do inglés molecular docking) é uma técnica computacional que
visa prever o0 modo de ligacdo e dos detalhes do reconhecimento molecular entre duas
macromoléculas. Os métodos de atracamento molecular envolvem desafios teorico-
computacionais formidaveis, e se dividem em duas classes de métodos distintos: receptor-ligante
e proteina-ligante.

Embora proteinas sejam os receptores mais comuns, outras biomoléculas também podem
exercer este papel. Diversos farmacos, por exemplo, modulam diretamente 0 DNA que, assim,
passa a ser o receptor alvo. Adicionalmente, farmacos podem atuar modificando propriedades
fisico-quimica da célula, sem necessariamente envolver um processo de atracamento, como na
modulacdo da fluidez de membranas plasmaticas. Neste estudo, serd dada mais énfase aos
métodos de atracamento proteina-ligante, contextualizados dentro da area de planejamento
racional de farmacos baseado em estruturas.

As metodologias computacionais de atracamento proteina-ligante estdo baseadas no
modelo chave-fechadura, proposto por Emil Fischer em 1894. Neste modelo, o receptor proteico

¢ associado a uma “fechadura”, e seu sitio de ligagdo ou sitio receptor ¢ considerado como o

“buraco da fechadura”. A possivel “chave da fechadura” é o ligante, e a interacdo entre o ligante

e a proteina estd relacionada a uma das possiveis acdes de “abrir ou trancar” a porta. O modelo
chave-fechadura, contudo, induz a uma interpretagdo de que a “fechadura”, representada pela
molécula receptora, é rigida. Entretanto, no meio bioldgico, tanto o ligante quanto a proteina séo
flexiveis, podendo modificar a sua conformacdo durante o processo de formacdo do complexo
receptor- ligante. Uma visdo mais adequada deste processo é denominada de encaixe induzido,
onde tanto o ligante quanto a proteina se adaptam um ao outro durante o processo de
reconhecimento molecular. De fato, a flexibilidade de uma proteina esta diretamente associada a
sua atividade, seja na catalise de reacGes enzimaticas, na transducdo de sinais, no transporte
através de proteinas de membrana, ou em mudancas conformacionais associadas a formas ativas
e ndo ativas de proteinas.

O reconhecimento molecular proteina-ligante estd baseado na complementaridade de
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais das moléculas interagentes. As caracteristicas fisico-

quimicas definem o grau de afinidade e de especificidade do ligante pela proteina, e estdo




relacionadas com as interagdes intermoleculares existentes no complexo. Estas interagdes
incluem as ligagdes de hidrogénio, as interacbes provenientes do efeito hidrofébico, as interacdes
de van der Waals, as interacdes eletrostaticas e as ligacbes covalentes que possam ser formadas
durante o processo de interacdo receptor-ligante. As caracteristicas estruturais, por sua vez, estdo
associadas aos arranjos espaciais moleculares, dados por variacbes na orientacdo,
posicionamento espacial e rotagdes de ligagdes quimicas das moléculas interagentes. Ligantes e
proteinas que possuem uma alta afinidade um pelo outro exibem as seguintes caracteristicas: i)
alto nivel de complementaridade estérica, ou seja, a proteina e o ligante possuem uma alta
porcentagem de suas superficies de contato moleculares, definidas pelos raios de van der Waals
atdbmicos, em contato proximo; ii) alta complementaridade de propriedades associadas as
superficies de contato moleculares (esta complementaridade pode ser tanto eletrostatica, onde
grupos polares/carregados do ligante ficam perto de grupos da proteina com polaridade/carga
complementar, quanto relacionada a complementaridade de regides hidrofobicas); iii) o ligante
geralmente se liga em uma conformacdo energeticamente favoravel, e iv) interagcdes repulsivas

entre ligante e proteinas sdo minimizadas.

5.2 Interagdes proteina-ligante

Os principais tipos de interacGes intermoleculares envolvidas no reconhecimento
molecular proteina-ligante incluem: i) ligacGes de hidrogénio; ii) interacGes de van der Waals;
iii) interacGes ibnicas; iv) interacdes hidrofobicas; v) interacBes do tipo cation-rw; vi) interactes
envolvendo anéis aromaticos do tipo m-m e empilhamento-T, e vii) coordenagdo com ions
metalicos. O efeito hidrofébico origina-se do fato de que partes apolares do ligante e do sitio
ativo interagem com o solvente, sendo que estas se encontram solvatadas por camadas de

moléculas de agua mais organizadas. A aproximacao destas partes apolares, durante a interacdo

proteina-ligante, liberam e desorganizam as moléculas de agua, aumentando a entropia do

sistema e consequentemente favorecem a formacgédo do complexo proteina-ligante. O aumento na
entropia do solvente associado ao ocultamento das superficies apolares é chamado de efeito
hidrofobico. Este efeito destaca o papel fundamental do solvente aquoso no processo de
reconhecimento molecular proteina-ligante. Em algumas situagGes, as moléculas de agua
assumem tal importancia que sua presenca é considerada estrutural, sendo por isso denominadas
moléculas de agua estruturais. Estas moléculas estdo ligadas fortemente ao sitio ativo, e

geralmente sdo conservadas em sitios de ligacdo de proteinas homologas. A presenca destas




moléculas nos sitios receptores de proteinas podem interferir no acesso do ligante ao sitio ativo e
modificar o perfil de formacéo de ligagGes de hidrogénio, contribuindo portanto diretamente no
sucesso das metodologias de atracamento proteina-ligante.

O processo de atracamento pode ser dividido em duas etapas principais:
1) Funcéo de busca - investigacdo e predicdo da conformacado e orientacdo de um ligante em seu
sitio de ligacéao
i) Funcéo de ranqueamento - predicdo da afinidade em um complexo receptor-ligante, isto &, a
energia livre de ligacao (normalmente chamado na literatura de funcédo scoring)
Essas funcOes sdo visadas para varreduras de bibliotecas imensas de compostos, permitindo a
predicdo de estruturas mais aptas a se ligarem no sitio de determinado alvo.

5. 3 Tutorial Pratico sobre Docking e Varredura Virtual — Windows XP

Validacao protocolo de docking: Método do Redocking

Principio: Se uma proteina foi cristalizada ou Modelada e minimizada na presenca de um

ligante, admite-se que a posicao (pose) do ligante na estrutura final de menor energia seja a mais

estavel e, portanto, a pose mais provavel encontrada na proteina em solugdo. Portanto, ao fazer o
redocking do ligante na estrutura da proteina que foi cristalizada/modelada na presenca deste
mesmo ligante, o programa de docagem deve ser capaz de “encontrar/reproduzir” esta pose de

menor energia.

Figura 4. Redocking.




Programas utilizados neste tutorial
Para docagem: Vina
Licenga académica gratuita

http://vina.scripps.edu/

|z Search Results | ZINC Is Not Commer... [© Pyridoxal Phosphate - PubChem * | {7} AutoDock Vina - molecular docking a... X I e l

€& @ vinascripps.edu | B~ autodockvina softwaredo © | & @

Features Download Tutorial

AutoDock Vina

AutoDock Vina is an open-source
program for doing molecular docking. It
was designed and implemented by Dr.
Oleg Trott in the Molecular Graphics Lab
at The Scripps Research Institute.

The image on the left illustrates the results
of flexible docking (green) superimposed
on the crystal structures of (a) indinavir,
(b) atorvastatin, (c) imatinib, and (d)
oseltamivir bound to their respective
targets.

Interface grafica: Pyrx
Acompanha o programa Vina
Também funciona para o programa Autodock
Licenca académica gratuita

http://pyrx.sourceforge.net/

(— &0 pyresourceforge.net ¢ ' pyresofoware download 2| & i

Python Prescription

Virtual Screening Tool

Home Downloads Helpout B Videos Blog FAQ

Search.
Home

Welcome to the PyRx Website
Introduction

PyRx is a Virtual Screening software for Computational Drug Discovery that can be used to
screen libraries of compounds against potential drug targets. PyRx enables Medicinal Chemists
to run Virtual Screening from any platform and helps users in every step of this process - from
data preparation to job submission and analysis of the results. While it is true that there is no
magic button in the drug discovery process. PyRx includes docking wizard with easy-to-use user
interface which makes it a valuable tool for Computer-Aided Drug Design. PyRx also includes
chemical spreadsheet-like functionality and powerful visualization engine that are essential for
Rational Drug Design.Visit Videos page for Getting Started Screencasts. See also Starting Virtual
Screening and Getting Started with PyRx tutorials.

PyRux is using large body of established open source software such as:

» AutoDock 4 and AutoDock Vina are used as a docking software.
« AutoDockTools, used to generate input files.

+ Python as a programming/scripting language.

« wxPython for cross-platform GUI.

» The Visualization ToolKit (VTK) by Kitware, Inc.

+ Fnthouaht Tool Suite including Traits for annlication bmldinnrpmr‘.ks



http://vina.scripps.edu/
http://pyrx.sourceforge.net/

Passos a seguir no tutorial:

1) Carregar 0 programa, File > Molecule,
depois, abra a estrutura modelada: VCAR.B99990004.pdb

@) PyRox - Virtual Screening Tool o) e |

File Edit View Help
WP e ? w|dr O
R Losa Molecuie (Moic) [N :
| W Tiokecules | 7 Autobod | _me[gnmu | ZiDocuments | | |Tables |
Frzormzz®el 8«8 de

Controls

fmmund' # AutoDock Wizard % OpenBabel | # PythonShel | igPLlogger |
U StartHere | 36, select Moleaues | Run Vina | [ Analyze Results |
This wizard will guide you through setting up and running AutoDodk Vina.

Vina Execution Mode
@ Local (using C:'\Program Files \PyRx\0.9'\wina.exe) Cluster (Portable Batch System)

Chck on Start button to begin —>

2) Clicar com o bot&o direito do mouse sobre as letras:
A 2 Autodock = Make Macromolecule
B - Autodock = Make Ligand

@) PyRx - Virtual Screening Tool
File Edit View Help

iwe % o
Navigator View
| % Molecules | ® AutoDock | IATVIK | }>Mayavi | | o8 3D Scene | |2 20Plots | |3 Doy

&[] & VcAR_B99990004 > IO EZZ®
&
A E Display 4 i
3] & < AutoDock > Make Ligand

Save as PDB Make Macromolecule

Remove from Scene




3) Clicar na aba Vina Wizard e em seguida Start, depois Forward, até a proxima tela.
@) PyRx - Virtual Screening Tool =&
File Edit View Help

5 dal B AR

| 1§ Molecules|  ? AutoDock | ATVIK | ) Mayavi | | d330Scene | [20P0ts | 3 Douments | | |Tobles |
= V] & VeAR_B99950004
® @4c

SRR L T

@[] & VcAR_B9990004_A
@ V] & DCsS3610CS361

g

| Vina Wizard | % AutoDockWizard | §¢ OpenBabel | # PythonShel | {logger |
)
¥

StartHere | JC, Select Moleades | Run vina | [ Analyze Resuits |
This wizard wil guide you through setting up and running AutoDock Vina.

Vina Execution Mode

© Local (using C:'\Program Fies\PyRx\0.9\vina.exe) Cluster (Portable Batch System)
Click on Start button to begn --->

Wrote DCS361DCS361 to C:\Users\Flavio\.mgitools\PyRx\Ligands

4) Parametros de  busca: do  sitio  ativo: 45,
Tamanho da caixa: 5, 10, 10

@l PyRx - Virtual Screening Tool
File Edit View Help

View

433D Scene (R DPots | Doaments | |Tebles |

PNV TZZO 8 &0 EH

e

| Vioa Wizard | & AutobodkWizard | %4 OpenBabel | ) pytonshel | € Logoer
| 3 starttere | X, selectoleases | %un Ve | I snlyze Remits|

Ligand

V] cs3610C5361

Progress | Vina Search Space

Center X: 45

¥ s o A:
Demensions (Angstrom) X: 5 S ms—- 1 Ajustar
[ Reset ][ maxmze

Select ‘i’b]mnng Exhaustveness: §

(e Jems 4@ 2° Clicar
1 ligand(s) in the list for virtual screening with VCAR _B99990004_A. Click Forward to continue. J




5) Selecionar a pose que melhor se sobrep6e ao ligante

@l PyRx - Virtual Screening Tool
File Edit View Help
‘WP Y wliro

_“" "
W Molecules | 9 Autoocdk | ATVIK | ) Mayaw v | d30Scene | p220Pots | 3 Documents

,-_Ia}m_smm PIRRYIONZZS| 8 &L
® F4'c

® [¥] @ DCcs361DCs361

3 [T @ VeAR_B99990004_A

@ V] & VAR _B99990004_A_DCS361DCS361

Ordenar por
= energia

Vina Wizard | % AutoDockWizard | 4¢ OpenBabel | # Pythonshel i Logger
[ § stactriere | 3£, select Molecules | Runvina | B3 Results |

view: No fiter % ts: Al 6 items
Ugand < Binding Affinity (kcal/mol) »

e —————— < ———————————

VCAR_B99990004_A_DCSI6IDCSH1 6.6
VCAR_B99990004_A_DCS361DCS361  -5.8
VCAR_B99990004_A_DCSI6IDCSHL  -5.6
VCAR_B99990004_A_DCSI6IDCSH61 4.0

6) Validacao do protocolo

v' Se o programa de docagem foi capaz de reproduzir a pose do ligante com um rmsd ~ 1,0 A, o

protocolo pode ser considerado validado e pode agora ser aplicado na busca de novos
ligantes/inibidores para sua enzima.

v Caso isso ndo aconteca, vocé deve considerar modificar os parametros de busca e se, mesmo
assim, ndo for possivel reproduzir a pose modelada, vocé deve considerar mudar o

programa/algoritmo de docagem.

5.4 Varredura virtual (virtual screening) usando o Vina na interface Pyrx

A varredura virtual (VS) consiste de duas etapas:
v Primeira: Montagem da biblioteca de ligantes a serem testados.
— Ligantes com semelhanca estrutural ao substrato natural.
— Ligantes com semelhanca estrutural aos inibidores ja conhecidos.




— Ligantes de uma base de dados especifica, exemplo: Catdlogos de Produtos

Naturais, Sigma-aldrich, Acros, MolPort, etc.
v Segunda: Uso de um programa e protocolo de docagem validados para sua estrutura.

— O programa vai testar cada um dos ligantes no sitio ativo especificado de seu alvo
molecular e ranquear os melhores candidatos.
O programa faz dois célculos distintos, primeiro leva em consideracdo as varias
poses possiveis em funcdo dos pontos de rotacdo da molécula (search). O segundo
calculo leva em consideracao as interacdes moleculares do ligante com seu alvo
(pontes H, contatos de vdW, pontes salinas, etc) e ranqueia (ranking) cada uma

das poses.

Principais bancos de dados de ligantes virtuais (gratuitos)

Zinc database: http://zinc.docking.org/
PubChem: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
Drug bank: http://www.drugbank.ca/
ChemBL:  https://www.ebi.ac.uk/chembl/

€ i “inc.docking.org @ [ - zinc dstabase
l[isl: University of California, San Francisco | About UCSF | Search UCSF | UCSF Medical Center

q
z l N c 12 Not Authenticated — sign it

Active cart: Temporary Cart (0 items
(" About Search Subsets Help Social 8+ 7z (Quick Search Bar ) co|

P

Welcome to ZINC, a free database of commercially-available compounds for virtual Molecule of the Week -46
screening. ZINC contains over 35 million purchasable compounds in ready-to-dock, 3D "

formats. ZINC is provided by the Shoichet Laboratory in the Department of J,Jh
Pharmaceutical Chemistry at the University of California, San Francisco (UCSF). To

cite ZINC, please reference: [rwin, Sterling, Mysinger, Bolstad and Coleman, 4

J. Chem. Inf. Model. 2012 DOI: 10.1021/ci3001277. The original publication is Irwin ”

and Shoichet, J. Chern. Inf. Model. 2005;45(1):177-82 PDF, DOI. We thank NIGMS .

for financial support (GM71896). 5
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Download Search Create an account or login to have multiple
carts.
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Browse « Search = Downloads About = Help =

DrucBanx

Welcome to DrugBank 4.0! If you prefer, you can still go back to version 3.0

for drugs E

DrucBAaNK

Open Data Drug & Drug Target Database

Q Search

The DrugBank
database is a unigue
bicinformatics and
cheminformatics
resource that
combines detailed drug (i1.e. chemical, pharmacological and pharmaceutical)
data with comprehensive drug target (i.e. sequence, structure, and pathway)
information. The database contains 7680 drug entries including 1552
FDA-approved small molecule drugs, 155 FDA-approved biotech
(protein/peptide) drugs, 87 nutraceuticals and over 6000 experimental drugs
Additionally,4270 non-redundant protein (i.e. drug target/enzyme/transporter
/carrier) sequences are linked to these drug entries. Each DrugCard entry
contains more than 200 data fields with half of the information being devoted
fo drug/chemical data and the other half devoted to drug target or protein
data.

Tools -

Contact Us

Advanced search

Tweets

Wishart Lab

@WishartLab
DrugBank 4.0 betais now online at
peta.drugbank ca. Still work to do but feedback is
appreciated! #drugbank #pharmacology
#pharmacy

Expand

Wishart Lab

@WishartLab
*You can now browse Reactions
(drugbank.calreactions) in DrugBank, data is in
BETA. Feedback appreciated, more data coming
soon! #drugbank

Expand

Compose new Tweet...

DrugBank is supported by David Wishart, Departments of Computing Science & Biological Sciences, University of
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€ | @ hitps;//pubchem.ncbi.nim.nih.gov | |E)~ nebi pubchem

Databases >  Upload  Senvices >  Help  more »

BOS0
P u b © h e m BioActivity Summary @

BioActivity Datatable

@ BioAssay (2] DO Compound E Substance BioActivity SAR

Advanced BioActivity DataDicer

pyridoxal phosphate 59 searcn

pyridoxal phosphate k= Structure Search
pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2',4'- 3D CGonformer Tools

disulfonic acid 7 Structure Clustering
6-Fluoropyridoxal phosphate

pyridoxal phosphate gamma-aminobutyric acid _“;22':""‘” Classification
pyridoxal phosphate gamma-glutamyl Upload

E
hydrazone hre ] Download

pyridoxal phosphate oxime O-acetic acid
PubChem FTP

@&@ &@&E Ei i

pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2'-sulfonic n Guidelines

NLM [ NIH | HHS

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

Montagem da biblioteca virtual

v' Objetivo:

— Vocé deseja buscar um inibidor semelhante ao ligante utilizado na modelagem de

sua enzima, o D-Pyridoxyl-N,O-Cycloserylamide-5-Monophosphate

v" Metodologia:
— Identificar o ligante na base de dados PubChem e depois buscar por compostos

semelhantes a ele na base de dados Zinc.



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

Ir no PDB (www.pdb.org), selecionar o molde 2RJH usado na modelagem. Depois ir até o
ligante DCS e seleciona-lo.
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Na tela do ligante, selecionar o link para o Pubchem

€& B3 @ wwwpdb.org/pdb/ligand/ligands do?hetld 2R @ B - aboutnewtab

Mapping |

File Formats

RESTful Web Services = = —

Widgets BindingDB ) Searches for more than 90% similar small molecules in BindingDB, a .

) public database of measured binding affinities of drug-like molecules Spin Hy
with protein drug-targets

3 Help ChEBI ) (<) Searches ChEBI, a freely available dictionary of molecular entities that

Launch Help System incorporates an ontological dassification

Display Settings ChemSpider B %' Searches ChemSpider, a free access service providing a structure

Video Tutorials centric community for chemists | As free ligands:

lossary of s S .

2555595; /J:;n: CcsLs pif Searches the Chemical Structure Lookup Service (CSLS), meant to Ex: 1D7S, 1E
| work as an address book for chemical structures ———=
eMolecules ) &% Searches eMolecules providing suppliers and information for chemicals i 3 Related Liga
HIC-Up % A freely accessible resource for structural biologists who are dealing

dealing with hetero-compounds (“small molecules”™)
KEGG COMPOUND LI Searches KEGG COMPOUND for chemical substances and reactions that | | Find similar ligas
l are relevant to life i | | Use DCS for a ch
Ligand Expo (2 An RCSB PDB resource for searching, exploring, and downloading search .
information and coordinates about the chemical components found in L
the PDB
PDBeChe Dictionary of chemical components in the PDB 3 Chemical De
PubChem Q& Searches PubChem, a component of NIH's Molecular Libraries Formal Charge
Roadmap Initiative with information on the biological activities of small Atom Count
molecules " : - . " Chiral Atom Couri
SuperLigands (7 An encydopedia dedicated to a ligand oriented view that integrates
: > S 3 Chiral Atoms
different information about drug-likeness or binding properties
~ S 2 Bond Count
SuperHapten pl & Searches for similar small molecules in SuperHapten, an immunogenic

compound database Aromatic Bond
| | Count

Find stereoisomg

The RCSB PDB (citation) is d by two bers of the RCSB:
Rutgers and UCSD, and is funded by NSF, NIGMS, DOE, NLM, NCI, NINDS, and NIDDK.

pubchem.ncbi.nim.nih.gov/search/search.cgiZemd=search&q _type=dt&simp_schtp=fs&lq_data=Cclncc(COP(0)(0)=0)c(CN[C@@H]2CONC2=0)c10




No PubChem, selecionar e copiar o cédigo SMILES candnico

Z Search Results | ZINC s No... ~ | ) Pyridoxal Phosphate - Pub.. * | L Welcome to ZINCIs Not C.. RCSB PDB - Ligand Summ... * | ©) D-PYRIDOXYL-N,O-CYCL.. x | +

8 https://pubchem.nebi.nim.nih.gov/summary/summary.cgilcid=445005 < | B - aboutnewtab 2 3+ #H
uenunvauvn -~
Chemical £

Depositor-Supplied Synonyms

D-PYRIDOXYL-N,O-CYCLOSERYLAMIDE-5-MONOPHOSPHATE Chemic:
d-[3-hydroxy-2-methyl-5-phosphonooxymethyi-pyridin-4-yimethyi}-n o-cycloserylamide ABI Chem
PYRIDOXYL-N,O-CYCLOSERYLAMIDE-5-MONOPHOSPHATE SID 104
L-PYRIDOXYL-N,O-CYCLOSERYLAMIDE-5-MONOPHOSPHATE Chembase|_
AC1LOHOF SID 16( -
DB02038

DB03579

DB03787

[5-hydroxy-6-methyl-4-({[(4R)-3-0x0-1.2-0xazolidin-4-ylJamino}methyl)pyridin-3-yljmethoxyphosphonic acid
[5-hydroxy-6-methyi-4-[[[(4R)-3-0x0-1,2-0xazolidin-4-yllamino]methyl]pyridin-3-yljmethyl dihydrogen phosphate

see more options
Compound Information

CID 445005
Create Date: 2005-06-24

Descriptors
IUPAC Name: [5-hydroxy-6-methyl-4-[[[(4R)-3-0x0-1,2-0xazolidin-4-ylJaminojmethyi]pyridin-3-yfjmethy! dihydrogen phosphate
InChi: InChi=1S/C11H16N307P/c1-6-10(15)8(3-13-9-5-20-14-11(9)16)7(2-12-6)4-21-22(17,18)19/n2 9,13, 15H 3-5H2, 1H3
(H.14,16)(H2,17,18,19)19-/m1/s1
InChiKey: NNRZSZJOQKAGTO-SECBINFHSA-N
Canonical SMILES : CC1=NC=C(C(=C10)CNC2CONC2=0)COP(=0)(0)O F

Isomeric SMILES: CC1=NC=C(C(=C10)CN[C@@H]2CONC2=0)COP(=0)(

Em uma nova aba no navegador, va para o Zinc database e selecionar Search - Structure

Active cart: Temporary Cart (0 items)
Subsets Help Social 8+ 78 Juick Search Bar m)

Text Structure Properties Catalogs N

y-available compounds for virtual Molecule of the Year ==512101
hsable compounds in ready-to-dock, 3D

I provided by the Shoichet Laboratory in the Department of
Pharmaceutical Chemistry at the University of California, San Francisco (UCSF). To
cite ZINC, please reference: Irwin, Sterling, Mysinger, Bolstad and Coleman, e N
J. Chem. Inf. Model. 2012 DOI: 10.1021/¢i3001277. The original publication is Irwin F e «_‘\j/\Q\\\
and Shoichet, J. Chem. Inf. Model. 2005;45(1):177-82 PDF, DOI. We thank NIGMS 5
for financial support (GM71896).
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Colar o codigo SMILES e selecionar ligantes 90%o similares

€ @ :inc docking.org/search/structure = - sboutnewtsb

lx& University of California, San Francisco | About UCSF | Search UCSF | UCSF Medical Center

ZINC"™ .o

Active cart: Temporary Cart (0 items)

(;.—{l_)out Search Subsets ﬁ;lp Social 8+ 3 uick Search Bar m

Text Structure Proj Ca ZINC T Combination
50 per page Format Representations: Purchasability: | Purchasable v] [ Run Query

mRYNEAET (%] S |[Add group = 1. Cc2ncc(COP(=0)(0)0)c(CNC1CONC1=0)c20 Csed=] [+ ]
=

(¥) eeee | ently

90%

‘

60%
50%
___Substructure

Upload SMILES [ Selecic | N arquivo

Download no formato SDF opg¢éo SINGLE e sem disponibilidade comercial (Everything)
@ Search Results | ZINC Is Not C ol - A of ially-avai - Mozilla Firefox =)

Arquivo Editar Exibir Histérico Fayoritos Ferramentas Ajuda
| Z Search Resuits | ZINC Is No... | ) Pyridoxal Phosphate - Pub... = | Z Welcome to ZINCIs Not C... = |  RCSB PDB - Ligand Summ... | £ D-PYRIDOXYL-N.O-CYCL.. = | +
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Salve o resultado na pasta C:/Docking

€ | @ zinc docking.org/results/combination?filter.purchasability=all&structure.smiles= Cc2nec(COP(%3DQJ(0)Q)C(CNG c - aboutinewtab APlLE g

= Abrir "ZINC_results-single.sdf”
l.%: University of California, San Francisco | About UCSF | Search UCSF | uC

12 Vocé selecionou abrin
z l N c |7 ZINC_results-single.sdf
Tipo: sdf File
r\ About Search Subsets Help Social i h“P’ffZ“"“d“‘"'"g-

g+ L0 Query Detai 0 que o Firefox deve fazer?
- ery Details

Back |1 Mext | Page Size: 50 |SDF B (&) Abrir com o: [Ap\icatwoWordpad do Windows (aplicativ...

@ i Download

[] Memorizar a deciso para este tipo de arquivo

1 2.
24466682 59155466

3. 4.
12501450 12501452

Varredura virtual (VS) da biblioteca montada.

O objetivo agora é usar o programa de docagem para varrer a biblioteca virtual que acabou

de ser montada.

v Abra novamente o programa Pyrx,

v’ Carregue sua proteina modelada conforme feito anteriormente;
v Ajuste a cadeia A para Macromolecule

v Ajuste a cadeia B para Ligand




Carregar o programa, File > Load Molecule, depois, abra a estrutura modelada:
VVCcAR.B99990004.pdb

@) PyRx - Virtual Screening Tool

File Edit View Help
W e w|dito
R Loed Viotecuie (Mol |

||| B30 5cene | j2 20Pots | I Documents | | | Tables |

FINENYNZZ® 8 &L 6

Controls

fmmrd' # AutoDock Wizard % OpenBabel | ¥ Pythonshel | igdlogger |
¥ startrere | X, select Moleaies | Run Vina | [ Analyze Results |
This wizard wil guide you through setting up and running AutoDodk Vina.

Vina Execution Mode
@ Local (using C:'\Program Files\PyRx 0. 9\vina.exe) Cluster (Portable Batch System)

Chck on Start button to begin —->

Clicar com o botéo direito do mouse sobre as letras:
A = Autodock => Make Macromolecule
B - Autodock = Make Ligand

@) PyRx - Virtual Screening Tool
File Edit View Help
w e Y %O
avigato =l View

| W Molecules | % AutoDock | ATVIK | )>Mayavi | | & 3D Scene | |2 2DPlots | 3 Dof

= [V # vcAR_B99990004 ?|®®Caﬂ@*’|
o
; E Display N i
: C AutoDock > Make Ligand

Save as PDB Make Macromolecule

Remove from Scene




Depois de carregar a proteina e o ligante, carregar também a biblioteca

@ Pyfx - Virual ing Tool

Fde Edt View

WO WO

v o Structures Data Fie {SOF) o¢ other OpenBabel sepporte = -

T-'-'~ LY ST W R Do Oocuments | Tabdes
PIXXINDZO B &0 EH

-
Viea Wizand | % AutoOock Wawd | S Opentabel P pytonshel ) Loger
¥ surtrere |36 select Moeades | Bun ves | (2 Anslyre Ress|
This wizard wll Qude you Brough Seting up and rurring AuteDock Ving,

Virs Execution Mode
© Local (ueng C\Progrem Fles PyRX 0. 9Wvina.exe)

Chck on Start Dution 10 begn ~>

{Load Structures Data Fibe (SOF) cr other OpenBabel supported file

Procure na pasta C:/Docking o arquivo com as estruturas baixadas do Zinc database

B 2|

@) PyRx - Virtual Screening Tool
[ e £t Yiew _Help

@] Choose Opentabel Supported Fie

GC-' J. « 6107-Bioquimica Computacional - D.. » Aulsdd |49 || Pesquisar Auist

| Organizar » Nova pasta

o, Locas o Nome Dats de moddicag

W:Droptex 5 PLP_zinc 1532514 s 2 141424
| VEARE99990004.pdb 2 514 14:28
B A e Tl 2 ZINC_resultssdf NOURIAIES Asquivo SOF
4 Biblictecss
¥ Documentos |& 3,‘4. Arguive SOF
5 Imagens Domdas ndgv:fm» 20/04/2014 1653
J> Mdsicas
B videos
B Flavio
% Computadcr
& Discotocal (C:
. Disco Local (Dx
o] Unidade de OV _ .,

Nome:  ZINC_results. s

This wizard wil pude you through setting Lp and running AutoDodk Vina.

Vi Execution Mode
9 Locl (usng C: Program Fles PyRXY. Yvira.exe)

Chck on Start button to begn —>




Clique com o botao direito sobre a formula molecular e escolha:

Convert all to Autodock Ligand (pdbqt)
€ Py - Vitua Screering Tool [y

Fde Edt View Hep
YR Yw| o
woator \ =]
W Molecules | B dsclok | DATVIK o Mayen Okeme JA0M  LDcaments | Tebes | % OpenBabel
7] & VAR DYI00e b el v el TN - KS
W Vo
3 ¥ @ 03100861
3 2] & VAR OO A

Move to 30 Scene
Show Associated Data
Sove As...

= : Minimize Selected .
| Controis Minumaze Al =

VeaWwd 0 AvkOockWuwd | g OpenBabel P Pt | g e saa 5

View: [No iter | Resits:at 62 1tems Convert Allto AuteDeck Ligand (pdbat)
W Tite
Icaeses2 c

TNC4M6682 Cipisoo» 312206461

TNC29%6482 Ciie0» D125

TINC24404482 Cipiao» L28

Cipeo» 33234401

A Al a3 T A

GEEOME

of atoms.

Delete AN

Depois de converter os ligantes, proceda conforme o protocolo validado no redocking.

@) PyRx - Virtual Screening Tool

File Edit View Help

W e ? % it

Navigator View

| §Molecdes | % AutoDock | ATVIK | )>Mayau | S 0Scene | fRADPots | IjDocuments | |Tables | % OpenBabel |
ED Ligands AN ZZ®| B 408 He

7 DCS3610CS361.pdbat
S ZINC06545593.pdbqt
S ZINC06545594.pdbqt
5P ZINC06345595.odbat
B> Macromolecules

@ [ VcAR_B99990004_A

aWizard = % AutoDockWizard | 44 OpenBabel | # PythonShel |
U starthere | 3, Select Moleades | Run Vina | 53 Analyze Resuits |
This wizard wil guide you through setting up and running AutoDock Vina.

Vina Execution Mode
® Local (using C:\Program Fles\PyRx\0.9\vina.exe)  Cluster (Portable Batch System)

Cick on Start button to begin ——>




Se necessario, selecione os ligantes e depois cliqgue em Forward. Aguarde o resultado.

) PR - Virtusd Screening Too! 11.‘»1(6“_1
[Foe €ot veow Hep

YR w0
| ke O o
W Mseodes D AeteOock  JATEX D Maywd 4 3 Donumenns Tobles S Coen el Vina - WAR_BO9PI0004_AJDCSISIOCSIST  »
Commard e

WG eyl O \Unery Plrvia | mgitooh Pyl Macr omoecey WEAR_BIRRI0004_A
W DNCILISNE L pader .
# DOZ 30.3003/3¢6.233M
'
B Macromotecubes * Please sew NISpi//VEnA.BCEAPES.eds £07 mOre AnformAtion.
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O que fazer a partir daqui?

Uma Unica simulagdo de docking ndo garante nada.

E necessario repetir varias vezes a simulagdo para ver se ha reprodutibilidade dos

resultados, evitando-se assim, resultados falso-positivos.

E aconselhavel testar sua biblioteca em diferentes programas (que usam diferentes
algoritmos) de docagem.

A reprodutibilidade dos resultados com outros softwares fornece mais seguranca para se
iniciar a proxima fase da pesquisa.

O proximo passo seria comprar (ou sintetizar) o ligante selecionado e testa-lo em cultura
da bactéria in vitro.

Em havendo atividade antimicrobiana (Minimal Inhibitory Concentration, MIC) em
concentragfes menores que 10 uM, é possivel solicitar a patente dos produtos, e sO ai
publicar os resultados, pois ha interesse da industria farmacéutica em realizar novos

testes in vitro e in vivo (pesquisa pré-clinica).




6 Dinamica Molecular

6. 1 Introducéo

Durante a ultima década, a simulagcdo computacional aplicada a dindmica de proteinas
tornou-se uma ferramenta amplamente utilizada para aprofundar a compreensédo no estudo destas
moléculas. No método de simulacdo de dinamica molecular (DM), equacbes de movimento de
Newton para particulas ou atomos de um sistema molecular sdo resolvidas numericamente em
funcdo do tempo. Dada uma configuracdo inicial no sistema e as velocidades dos atomos, uma
simulacdo de DM reproduz uma série de configuracOes espaciais possiveis em funcado do tempo,
isto é, uma trajetéria do sistema molecular. A partir de tal trajetoria, as propriedades deste
sistema podem ser calculadas (Gunsteren, 1993). As simula¢tes de DM fornecem informacoes
detalhadas sobre flutuacGes e mudangas conformacionais em proteinas e acidos nucleicos. Estes
métodos sdo rotineiramente utilizados para investigar a estrutura, dindmica e termodinamica de
moléculas bioldgicas e seus complexos (Adcock & McCmmon, 2006).

O método de DM foi introduzido pela primeira vez por Alder e por Wainwright no final
dos anos 50 (Alder & Wainwright, 1959) no estudo de interacGes entre esferas rigidas. Muitas
informacBes importantes sobre o comportamento dos liquidos simples surgiram a partir de seus
estudos. Outro grande avanco foi em 1964, quando Rahman realizou a primeira simulagdo
usando um potencial realista para o argénio (AR) liquido (Rahman, 1964). A primeira simulacdo
de um sistema realista foi realizada por Rahman e Stillinger na sua simulacdo de agua liquida em
1974 (Rahman & Stillinger, 1974). As primeiras proteinas apareceram em simulacdes no ano de

1977, com a simulacdo do inibidor da tripsina pancreatica bovina (McCammon, et al., 1977).

Atualmente, na literatura encontram-se rotineiramente simulacdes de DM de proteinas

solvatadas, complexos de proteina-DNA, bem como sistemas de lipideos, abordando uma
variedade de questdes, incluindo a termodinamica da ligacdo com o ligante, o dobramento de
pequenas proteinas e a cinética enzimatica. O nimero de técnicas de DM tem aumentado muito,
hoje em dia existem técnicas especializadas para problemas especificos. As simulagdes classicas
sdo empregadas no estudo de reacdes enzimaticas no contexto da proteina completa, também séo
amplamente utilizadas técnicas de DM na analise de procedimentos experimentais, como a
determinacdo de estruturas por cristalografia de raios-X e por RMN (Adcock & McCmmon,
2006).

As simulagdes podem demonstrar finos detalhes sobre os movimentos de particulas

individuais em funcdo do tempo. Elas podem ser utilizadas para quantificar as propriedades de




um sistema com precisdo e em uma escala de tempo que de outro modo seria impossivel, a
simulacdo é, portanto, uma ferramenta valiosa no que diz respeito a nossa compreensdo dos
sistemas modelo. A abordagem tedrica de um sistema permite, adicionalmente, a investigacao
das contribui¢des especificas de um atomo através da “alquimia computacional”, isto ¢é,
modificando a simulacdo de uma forma ndo-fisica, mas ainda assim, permitindo as
caracteristicas de um modelo realista. Um exemplo em particular é a conversdo artificial da
funcdo de energia de um sistema de representacdo a outro durante a simulacdo. Esta é uma
técnica importante nos calculos de energia livre. Assim, as simulacdes de DM, juntamente com
diversas abordagens computacionais complementares, tornaram-se uma ferramenta fundamental

na investigacao basica da estrutura e funcéo de proteinas (Adcock & McCmmon, 2006).

6. 1. 2 Aplicacdo da Dindmica Molecular no Estudo de Fendmenos Biomoleculares

Atualmente a DM pode ser aplicada na investigacdo de diversas propriedades e processos
dindmicos por pesquisadores das mais diversas areas, incluindo a bioquimica estrutural, a
biofisica, a enzimologia, a biologia molecular, a quimica farmacéutica e a biotecnologia.
Utilizando as simulacdes de DM pode-se estudar as propriedades termodindmicas e 0s
fendmenos dependentes do tempo (isto &, a cinética). Isso permite uma compreensao ampla de
varios aspectos dindmicos da estrutura biomolecular, como caracteristicas de reconhecimento e
sua funcdo. No entanto, quando utilizada isoladamente, a DM ¢ de utilidade limitada. Uma
trajetéria de DM (ou seja, 0 progresso da estrutura simulada em relacdo ao tempo), geralmente
fornece dados apenas ao nivel de posicGes atdbmicas, velocidades e energias de ponto Unico
(Adcock & McCmmon, 2006). A metodologia da DM ¢é fundamentada nos principios da
Mecanica Classica e fornece informacBes sobre o comportamento dindmico microscépico,
dependente do tempo, dos atomos individuais que compdem o sistema. Para se obter as

propriedades macroscopicas de interesse, a aplicacdo da mecanica estatistica é requerida, a qual

tem a funcdo de calcular propriedades observaveis macroscopicas (pressao, energia interna,

volume, temperatura, entropia, energia livre, etc), a partir de outras microscopicas (Namba et al.,
2008).

Com base na Mecanica Molecular (MM), as moléculas sdo tratadas como uma colecédo de
atomos que pode ser descrita por forgas newtonianas, ou seja, sdo tratadas como uma colecédo de
particulas mantidas unidas por forgcas harménicas ou elasticas. Um conjunto completo dos

potenciais de interacdo entre as particulas é referido como “campo de forga”. O campo de forca




empirico, tal como € conhecido como uma funcdo energia potencial, permite que a energia
potencial total do sistema seja calculada como a partir da estrutura tridimensional (3D) deste
sistema (Namba et al., 2008). Além disso, aspectos especificos da estrutura biomolecular,
cinéticos e termodindmicos, que podem ser investigados através da DM incluem, por exemplo, a
estabilidade macromolecular, propriedades de conformacdo e sitios alostéricos, o papel da
dindmica na atividade enzimatica, reconhecimento molecular e propriedades dos complexos,
como ions e pequenas moléculas, associacdo a proteinas, dobramento de proteinas e a sua
hidratacdo. A MD, portanto, possibilita uma grande diversidade de estudos, incluindo o design
molecular (muito utilizado na concepcdo de farmacos), na determinacdo de estrutura e seu

refinamento (raio-X, RMN e modelagem de proteinas) (Adcock & McCmmon, 2006).

6. 2 Etapas da simulacdo de DM

Os célculos de sistemas com centenas ou até milhares de atomos passam por alguns passos

para a completa modelagem do sistema, como descrito a seguir:

1) Geragdo das configuragdes iniciais: Podem ser obtidas em banco de dados

especializados, ou geradas através de algum programa, quando ndo se dispbe da
estrutura cristalogréfica;

Célculo das forcas exercidas sobre cada particula: Esta etapa é realizada em um
campo de forga;

Otimizacdo da estrutura: Realizada através de algoritmos genéticos ou métodos de
gradientes;

Dindmica da estrutura: Realizada através da integracdo da equacdo de movimento de
Newton, por métodos numeéricos;

Analise dos resultados através das propriedades de equilibrio.




6. 2. 1 Configuracdes Gerais do Sistema

A determinacéo das coordenadas iniciais da molécula é o primeiro passo para a simulagédo
do sistema. Podem ser utilizadas tanto estruturas cristalograficas baixadas do PDB, quanto
modeladas (arquivo *.pdb). A partir das coordenadas espaciais é gerado um arquivo chamado
Protein Structure File (*.psf), que contém todas as informacbes necessarias para aplicar um
campo de forca a um sistema molecular, exemplo: (quais atomos estdo ligados, interagindo entre

si, etc.).

Inser¢do de Solvente no Soluto: Uma das vantagens dos célculos de dindmica molecular é a
possibilidade da inclusdo do solvente de forma explicita, isto €, as moléculas estdo realmente
inseridas na simulacdo. Além do solvente este método permite a inclusdo de ions para neutralizar
cargas do sistema. O modelo mais usado nas simulacdes é do tipo Simple Point Charge. Este
modelo descreve uma molécula de agua com trés sitios de interacdo, isto €, trés pontos de carga
(um no oxigénio, dois nos hidrogénios). Este modelo é considerado um dos modelos mais bem-
sucedidos por sua simplicidade e eficiéncia computacional. Representar moléculas de agua
através de modelos pontuais dependem da parametrizacdo do campo de forca. Para aproximar o
resultado experimental dos célculos tedricos, este modelo considera o angulo entre o oxigénio e
os hidrogénios de 109, 47°. Este procedimento faz com que o momento de dipolo do modelo se

aproxime do real.

qo=-0,8476

o
\ /1,04
H) 10947° (H)

9,=0 4238 q,=0.4238

Modelo de &gua tipo Simple
Point Charge (SPC) usado nas
simulacbes de DM.

Caixa d’agua gerada pelo
programa de DM.
Condigdes de Contorno Periddicas: Para a inclusdo do efeito de solvatacdo no sistema a ser
simulado, devem ser usadas condi¢bes de contorno periodicas, afim de que o sistema seja

simulado como estivesse numa caixa de tamanho infinito.




6. 2. 2 Calculo das Forcas Exercidas Sobre Cada Particula

Campos de Forca

Os campos de forca (FF — Force fields) existentes foram desenvolvidos de maneira

independente e com todos os conjuntos de parametros especificos. Alguns incluem outros termos

para descrever especificamente as ligacdes de hidrogénio ou para acoplar oscilagdes entre
angulos e comprimentos de ligacdo, com o objetivo de se obter uma melhor concordancia com
espectros vibracionais. A confiabilidade dos resultados é baseada na elaboracdo de um campo de
forca com parédmetros bem definidos. A escolha do campo de forca depende, em grande parte, do
sistema a ser estudado e das propriedades que serdo investigadas. No caso de sistemas
biomoleculares, os campos de forca mais utilizados sédo CHARMM, GROMOS, AMBER, entre
outros (Namba et al., 2008).

O campo de forca é dividido em contribui¢fes intermoleculares e intramoleculares cuja
soma descreve a energia potencial total do sistema. As penalizacfes de energia potencial sofridas
pelo sistema estdo associadas ao desvio dos valores de referéncia obtidos experimentalmente ou
por métodos de mecanica quantica.

Os campos de forca sdo subdivididos em dois arquivos: Um com a topologia
(top_all22_prot.top) e outro contendo os parametros (par_all22_prot.par).

(CHARMM force fields: http://mackerell.umaryland.edu/CHARMM_ff params.html)

Arquivo de topologia: top_all22_prot.top
v Diz respeito a nomenclatura, massa e cargas parciais dos atomos e dos residuos de

aminoacidos:

1.00800 H ! polar H
c 1.00800 H ! N-ter H
3 HA 1.00800 H ! nonpolar H
20 C .01100 C ! carbonyl C, peptide backbone
21 cAa .01100 C ! aromatic C
22 CT1 12.01100 C ! aliphatic sp3 C for CH
50 N 14.00700 N ! proline N
51 NR1 14.00700 N ! neutral his protonated ring nitrogen ~ . )
52 NR2 14.00700 N ! neutral his unprotonated ring nitrogen M CB CT2 V.18 % | | | !
70 O 15.99900 O ! carbonyl oxygen M 1 0.09 ! HB2 HG2 HD2 NH2-HH22
71 OB 15.99900 O ! carbonyl oxygen in acetic acid 1A 0.0¢ ! O=C |
72 OoC 15.99900 O ! carboxylate oxygen 1 HH21
73 OH1 15.99900 O ! hydroxyl oxygen 0
81 s .06000 S ! sulphur
82 sM .06000 5 ! sulfur C-5-5-C type
83 s5 .06000 5 ! thiolate sulfur

158
2 H

Exemplos de informac@es contidas em um arquivo de topologia do
campo de forca CHARMM.



http://mackerell.umaryland.edu/CHARMM_ff_params.html

Arquivo de parametros: par_all22_prot.par
v" Diz respeito as interagdes ligadas (distancias e angulos) e ndo ligadas (pontes de H, contatos

de VdW) formadas entre os atomos:
. Angulo diédrico
Distancia

BONDS ANGLES
' 1
1V(bond) = Kb(b - b0)**2 V(angle) = Ktheta(Theta - Thetal)**2
! !

1Kb: kcal/mole/A**2 1V(Urey-Bradley) = Kub(S - S0)**2

'b0: A !

! 'Ktheta: kcal/mole/rad**2

latom type Kb !Theta0: degrees

' IKub: kcal/mole/A**2 (Urey-Bradley)
150: A

1

'atom types Ktheta Theta0 Kub
1

!Carbon Dioxide

CST OST 937.96 1.1600 ! JES

'Heme to Sulfate (PSUL) link

SS FE 250.0 2.3200 !force constant a guess
'equilbrium bond length optimized to reproduce
!CSD survey values of
12.341pm0.01 (mean, standard error)

!Carbon Dioxide, JES
OST ST OST  3000.00 180.0000 ! CO2, JES
|Heme to Sulfate (PSUL) link
rada jr., 7/01 cs s FE  50.0 100.6  !force comstant a guess
C C  600.000  1.3350 ! ALLOW ARO HEM jodalibriun angle optinized fo reproducs
! Heme vinyl substituent (KK, from propene (JCS)) 1107 . 5pm0 g (mean, standard error)
CA CA  305.000 1.3750 | ALLOW  ARO "adm‘jg oy
! benzene, JES 8/25/89 100.0 90.0  !force constant a guess
CE1 CE1  440.000 1.3400 ! tadm jr., /01
! for butene; from propene, yin/adm jr., 12/95 !
CE1 CE2  500.000 1.3420 ! 40.000  120.00 35.00 2.41620 ! ALLOW  ARD

DIHEDRALS
!

V(dihedral) = Kchi(l + cos(n(chi) - delta))
!

IKchi: keal/mole
In: mulviplicity

Idelta: degrees

|

laton types Kchi
|

lHoms to Sulfate (PSUL) link Exemplos de informacdes contidas em

X FE Ss X 0.0000 4 0.00 ! guess

tads jr., /01 um arquivo de pardmetros do campo de
X 55 X 0.0000 3 0.20 ! guess
Ifrom methanethiol, HS § CT3 HA for(;a CHARMM.

ladm jr., 7/01

c 0.2000 1  180.00 ! ALLOW PEP
! ala dipeptide update for new C VDW Rmin, adm jr., 3/3/93c
c 0.2000 1  180.00 ! ALLOW PEP
! ala dipeptide update for new C VDW Rmin, adm jr., 3/3/93c
c 0.8000 3 0.00 ! ALLOW PRO PEP
| 6-31gw AcProlH2, ProNH2, 6-31g+//3-21g AcProlHCH3 RLD 4/23/93
ca 3.1000 2 180.00 ! ALLOW  ARD
! JES 8/25/89
ca 3.1000 2  180.00 ! ALLOW  ARO
! JWK 05/14/91 fit to indole




6. 2. 3 Otimizacéo da Estrutura

Otimizacdo da geometria: Método também conhecido como minimizacdo da estrutura. Para
otimizar os comprimentos e os angulos das ligagfes, bem como as interacbes ndo ligadas
utilizam-se métodos de gradiente. O mais utilizado € o steepest descent ou método de Caunchy.

Sua desvantagem é que o resultado fica “preso” em minimos locais de energia. Outro método
empregado na otimizacdo da geometria € o chamado gradiente conjugado. A grande vantagem
do método de gradiente conjugado é que a direcdo do gradiente no proximo passo € sempre
ortogonal ao ponto anterior. Este fato leva a dire¢do de encontro ao minimo sempre ortogonal a

forca aplicada.

Método de minimizacao por gradiente conjugado utilizando

0 programa NAMD?2.

6. 2. 4 Dinamica da Estrutura

Apds a otimizacdo da geometria molecular podemos estudar a evolugdo temporal do
sistema em questdo. Esta metodologia denominada dindmica molecular, permite a simulacdo de
um determinado sistema, em uma temperatura e pressdo de interesse. Através da dindmica
molecular podemos gerar sucessivas configuragdes do sistema, integrando as equagdes do
movimento de Newton. O resultado sdo trajetorias que especificam as variagbes das posicdes e
velocidades com o tempo.

Com as novas posicdes e velocidades de cada particula, obtém-se as energias potencial e
cinética do sistema. Aplicando-se sucessivamente esse procedimento, obtém-se o que se

denomina de “trajetoria”, que nada mais é do que o conjunto de posi¢des e velocidades de cada




particula ao longo do tempo. Durante a simulacdo também s&o utilizados diferentes algoritmos

para o controle da temperatura e da presséo.

6. 2. 5 Analise dos Resultados

No decorrer da simulacdo por dindmica molecular, sdo realizadas duas fases do processo.
A primeira denomina-se fase de equilibrio e a segunda fase de producédo. Na fase de equilibrio os
atomos pesados da estrutura sdo restritos por um potencial harménico de constante
1000KJ(mol/nm?) enquanto o solvente é relaxado em torno da estrutura. Apds esta fase inicial
todo o sistema pode movimentar-se livremente até atingir uma conformacéo de equilibrio, onde
as propriedades termodinamicas de interesse sdo medidas. Algumas funcdes podem esclarecer
muitas propriedades estruturais, tais como, distribuicdo atdmica, diferenca de conformacéo

compactacdo de uma determinada estrutura.

v' Raiz quadrada média da distancia (RMSD): Em estudos de nanoestruturas é de grande
interesse avaliar a diferenca estrutural entre duas moléculas. No caso de farmacos estas
diferencas estruturais podem corresponder a um polimorfismo que poderia levar um
medicamento a ser toxico ou a ndo ter a acdo desejada. Pode-se também fazer uma média de
RMSD durante a trajetéria de simulacdo, avaliando assim a oscila¢do do sistema durante o
tempo decorrido de uma determinada dindmica. Esta média é de grande importancia, porque
pequenas oscilacdes de RMSD correspondem a posi¢des de equilibrio do sistema, enquanto
mudancas bruscas na média denotam mudangas importantes na conformacao de determinada

molécula.

Raio de Giro (RGyr): E a raiz quadrada média da distancia entre o centro de gravidade da

proteina com determinado atomo.




Referéncias:

Adcock, S. A.; McCammon, A. J. Molecular Dynamics: Survey of Methods for Simulating the Activity of Proteins.
Chem. Rev., v.106, n.5, p.1589-1615, 2006.

Alberts, B. et al. Biologia Molecular da Célula. 4a ed. Artmed editora, Porto Alegre, 2004.

Alder, B. J.; Wainwright, T. E. Studies in Molecular Dynamics. I. General Method. J. Chem. Phys., v.31, n.459,
1959.

Babu, M. M. Biological databases and protein sequence analysis. Center of Biotechnology Anna University,
1997.

Chen, Y. P. Bioinformatics Technologies. Berlin: Springer, 396p., 2005.

Cravedi, K. GenBank Celebrates 25 Years of Service with Two-Day Conference; Leading Scientists Will Discuss
the DNA Database at April 7-8 Meeting. National Center for Biotechnology Information — NCBI, 2008.

David L. N., Cox M. M. Principios de Bioguimica de Lehninger. 5. Ed. Porto Alegre: Artmed, p. 530-545, 2011.
Docagem Molecular — Wikipédia. Disponivel em: <http://pt.wikipedia.org/wiki/Docagem_Molecular>

Edman, P.; Begg, G. A protein sequenator. Eur. J. Biochem., v.1, p.80-91, 1967.

Fenstermacher, David. Introduction to Bioinformatics. J. Am. Soc. Inf. Sci. Tec., v.56, n.5, p. 440-446, 2005.
Fleischmann, R. D.; Adams, O.; White, R. A.; Clayton, E. F.; Kirkness, A. R.; Kerlavage, C.; Bult, J.; Tomb, J. F,;
Dougherty, B. A.; Merrick, J. M.; et al. Whole-genome random sequencing and assembly of Haemophilus

influenzae Rd. Science, v.28, p. 496-512, 1995.

Franco, Maria Liliana; Cediel, Juan Fernando; Payan, César. Breve historia de la bioinformatica. Colomb. Med.,
n.39, p.117-120, 2008.

Fruton, J. S. A. Skeptical Biochemist. Cambridge: Harvard Univ. Press., 1992.

Gunsteren, W. F. V. Molecular Dynamics Studies of Proteins. Curr. op. in Struct. Biol., v.3, p.277-281, 1993.

Hagen, Joel. B. The origins of bioinformatics. Nature Reviews: Genetics, v.1, p.231-236, 2000.

Kendrew, J. C.; Bodo, G.; Dintzis, H. M.; Parrish, R. G. Wyckoff, H. A three-dimensional model of the myoglobin
molecule obtained by x-ray analysis. Nature, v.181, p.662-666, 1958.

Kendrew, J. C.; Dickerson, R. E.; Strandberg, B. E.; Hart, R. G.; Davies, D. R.; Phillips, D. C.; Shore, V. C.
Structure of Myoglobin: A Three-Dimensional Fourier Synthesis at 2 A. Resolution. Nature, v.185, p.422-427,
1960.

Lengauer T, Rarey M. Computational methods for biomolecular docking. Current Opinion in Structural Biology,
v 6, n 3, p 402-406, 1996.

Lesk, A. M. Introduction to Protein Architecture. Oxford University Press, New York, 2001.

Mathews, C. K.; Van Holde, K. E.; Appling, D. R.; Anthony-Cahill, S. J. Biochemistry, 4 ed., Prentice Hall, 2012.
Mathura, V. S.; Kangueane, P. Bioinformatics: A concep-based introduction. New York: Springer, 184p., 2009.
McCammon, J. A.; Gelin, B. R.; Karplus, M. Dynamics of folded proteins. Nature, v.267, n.5612, p.585-590, 1977.

Modeller software (download gratuito mediante licenga) <http://salilab.org/modeller/>




Namba, A. M.; Silva, V. B.; Silva, C. H. T. P. Dindmica Molecular: Teoria e aplicagdes em Planejamento de
Farmacos. Ecl. Quim., v.33, n.4, p.13-24, 2008.

Perutz, M. F.; Rossmann, M. G.; Cullis, A. F.; Muirhead, H. Will, G.; North, A. C. Structure of haemoglobin: a
three-dimensional Fourier synthesis at 5.5 A. resolution, obtained by X-ray analysis. Nature, v.185, p.416-422,
1960.

Prosdocimi, F. Curso On Line: Introducdo a Bioinformatica. [S.I.]: Portal Biotecnologia, 2007. Disponivel em:
<http://wwwz2.biogmed.ufrj.br/prosdocimi/FProsdocimi07_CursoBioinfo.pdf>. Acesso em: 26 jun. 2016.

Pyrx Screencast (videos tutoriais em Inglés). Disponivel em: <http://pyrx.sourceforge.net/videos>
Rahman, A. Correlations in the Motion of Atoms in Liquid Argon. Phys. Rev., v.136, n.2, p.405-411, 1964.

Raza, K. Formal Concept Analysis for Knowledge Discovery from Biological Data. ArXiv e-prints, 2015.
Disponivel em: < http://arxiv.org/pdf/1506.00366v1.pdf>. Acesso em: 27 jun. 2016.

Ryle, A. P.; Sanger, F.; Smith, L. F.; Kitai, R. Insulin amide groups. Biochem J., v.60, p541-556, 1955.

Sanger, F.; Air, G. M.; Barrell, B. G.; Brown, N. L.; Coulson, A. R.; Fiddes, J. C.; Hutchison, C. A.; Slocombe, P.
M.; Smith, M. Nucleotide sequence of bacteriophage X174 DNA. Nature, v.265, p.687-695, 1977.

Stillinger, F. H.; Rahman, A. Improved simulation of liquid water by molecular dynamics. J. Chem. Phys., v.60,
n.1545, 1974.

Tateno, Y.; Manishi, T.; Miyazaki, S.; Fukami-Kobayashi, K.; Saitou, N.; Sugawara, H.; Gojobori, T. The DNA
Data Bank of Japan (DDBJ) for genome scale research in life sciences. Nucleic Acid Res., v.30, n.1, p. 27-30, 2002.

Thampi, Sabu M. Introduction to bioinformatics. ArXiv e-prints, 2009. Disponivel em:
<https://arxiv.org/ftp/arxiv/papers/0911/0911.4230.pdf>. Acesso em: 28 jun. 2016.

Venter, J. C.; Adams, M. D.; Myers, E. W.; Li, P. W.; Mural, R. J.; Sutton, G. G.; Smith, H. O.; Yandell, M.; Evans,
C. A; Holt, R. A.; Gocayane, J. D.; Amanatides, P.; Ballew, R. M.; Huson, D. H.; Wortman, J. R.; et al. The
Sequence of The Human Genome. Science, v.291, n.5507, p.1304-1351, 2001.

Verli, H. Bioinformatica: Da biologia a flexibilidade molecular. Porto Alegre: e-book. Disponivel em:
<http://www.ufrgs.br/bioinfo/ebook/>. Acesso em: 28 jun. 2016.

Weeler, D. L.; Church, D. M.; Lash, A. E.; Leipe, D. D.; Madeen, T. L.; Pontius, J. U.; Schuler, G. D.; Schriml, L.
M.; Tatusova, T. A.; Wagner, L.; Rapp, B. A. Database resources of the National Center for Biotechnology
information: 2002 update. Nucleic Acid Res., v.30, n.1, p.13-16, 2002.




