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RESUMO

O MHOLIline é um workflow cientifico voltado para a modelagem e andlise de proteinas,
atendendo a pesquisadores de diversas areas, como Bioinformatica, Biofisica, Quimicos
Computacionais e Bidlogos Computacionais. Este projeto, iniciado em 2004 como
um software de uso local, tornou-se um servico web em 2010, através da parceria
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) com o Laboratdrio Nacional de
Computagao Cientifica (LNCC), o qual pode ser acessado pelo enderego web http:
//www.mholline.lncc.br. Em 2013, uma parceria com a Unwversidade Federal de
Juiz de Fora deu inicio ao projeto do MHOLIline 2.0, disponivel no endereco web
http://www.mholline2.1lncc.br, que conta com adigoes de softwares, uma interface
completamente nova e uma area de refinamento de resultados para usuérios logados. A
area do refinamento de resultados oferece a possibilidade aos usuarios de adicionar ou
trocar o molde da proteina modelada, criar restrigoes de estrutura secundaria no Modeller,
clivar regioes de peptideo sinal e otimizar loops no Modeller, tudo de forma automatica,
dispensando a necessidade do usudrio gerar qualquer script manualmente. Caso o usuario
deseje é possivel refinar a proteina automaticamente, através do uso de ferramentas de
inteligéncia artificial para classificar os resultados gerados com as opgoes de restricao
modeladas, em grupos, visando reduzir o trabalho de analisar os resultados finais do
refinamento. Neste trabalho, apresentamos também uma nova proposta para agrupamento
de modelos de proteinas baseado em um conjunto de atributos relacionados com a sua
qualidade (e.g. energia e estrutural). Ao usudrio, além dos grupos de estruturas com
qualidades similares, também ¢é retornada a estrutura representativa de cada grupo, com
o objetivo de auxiliar na tomada de decisao de qual ou quais modelos seguirao para os

préximos estudos.

Palavras-chave: Modelagem de Proteinas. Fluxo de dados. MHOLline.
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ABSTRACT

MHOLIine is a scientific workflow designed to model and analyze proteins, reaching
researchers in domains of Bioinformatics, Biophysics, Computational Chemists and
Computational Biologists. This project started in 2004 as a local software and became a web
service in 2010 (available at http://www.mholline.lncc.br), through the partnership
between the Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) and Laboratdrio Nacional
de Computagio Cientifica (LNCC). In 2013, a new partnership with Universidade
Federal de Juiz de Fora started the development of MHOLIline 2.0, now available at
http://www.mholline2.1lncc.br. This version presents a new interface and a refinement
area to logged users, offering the possibility to add or modify the template of the protein,
remove signal peptides and restrict secondary structures and optimize protein loops on
Modeller. All can be done in an automatic way, dispensing the user to manually generate
any script. The user can also refine the protein automatically trough the use of artificial
intelligence tools classifying the generated results with a set of restrictions in groups,
aiming to reduce the effort to analyze the final refinement results. In this work, we also
present a new proposal for clustering protein models based on a set of attributes related to
their quality (i.e., energy and structural quality). To the user, in addition to the groups
of structures with similar qualities, is also returned the representative structure of each
group, in order to assist in the decision making of which model or models will follow for

the future studies.

Keywords: Protein Modelling. Workflow. MHOLIline.


http://www.mholline.lncc.br
http://www.mholline2.lncc.br

SUMARIO

L INTRODUGAO | .. ttttttte ettt e e et ie e e e e neaennns 15
2 Lo 0 17
2.1  Workflows cientificos no auxilio de analise de dados biolégicos| ..... 19

I3 PREDICAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DE |

[3.1 A importancia de se conhecer a estrutura tridimensional de uma |

| PrOteINAl .. i vttt ittt it inteneeeeeeneeneeneeneoaasensonsannns 21
(3.2 Modelagem experimental| ......... ... ... .. i il i, 22
[3.2.1 Difracao de Rai1os-X|.........ccuuiiiineeeneieeeeeennnnnnns 22
[3.2.2  Difracao de NEULTONS|.......ccvvvvnnueiii i iiiiiiiiiinnnnn. 24
[3.2.3 Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN)...... 25
[3.2.4 Crio-macroscopia eletronical. . .........ccovviiiiiiiiiiiinnnnnnnn. 26
[3.3 Predicao de estrutura de proteinas em larga escalal ................ 26
[3.4 Modelagem teorical ..........cciiiiiiiiiiiiii i i i it e 28
[3.4.1 Template based,. ............cccueeueeiiiiiiiiiiiiiienennnnns 28
(5.4.1.1  Modelagem comparatival........ ... ... .. . . . . . . 28
(5.4.1.2  Meétodo por conhecimento de enovelamento ou Threading.................. 32
[(3.4.2 Template Freel..........c.c.ueuuuuueeeiiiiiiiiieeeeeenennnnns 33
[(3.4.2.7  Ab anatiof. . . ... 33
[5.4.2.2° De mov0|. ... 33
[3.5 Validacao dos resultados| ...........ciiiiiiiiiiiiiiii i i i 34

[3.6 Auxilio de workflows na predicao de estrutura tridimensional de |

[ proteina em larga escalal ........... ... . . i i il 34
Y/ 1 5 0 ) =) AP 36
4.1 MHOLINE 1.00 ..ot i e ittt ittt eeanenenenes 36
[4.1.7 HMMTOD|. . ... oottt ittt ettt st teenenenenns 38

ZZ.Z BLAST]. .ottt e e e e e 38




[4.2.4 Falters|........coounnuuiiii ittt i i 40
4.1.5 L2 41
[4.1.6 Modeller|........... .. ..t iiiittnnsnennns 41
(4.1.7 Procheck...........c.u..uuuiiii ittt 42
......................................................... 44
[5.1 Objetivo Gerall ....... .. il i ittt iiiienanaennns 44
(5.2 Objetivos Especificos| .......coiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 44
....................................................... 45
6.1 SignalP| ... ... . e 46
6.2 PSIPRE DI .o e 47
......................................................... 49
(G N 19 1 1 = P 50
6.5 Molprobity| ..... ..o e 52
54
54
54
55
57
57
58
58
61
7.3 Reducao no tempo de execucao do Modeller| .................... ... 66
[7.4 Escolha do software de alinhamento de sequéncias| ................. 72
|7.4.1 Testes de alinhamento multiplo|................................ 72
[7.4.2 Testes de alinhamento pareado...................ccccciiio.. 73
[7.5 Ferramenta de Agrupamento| ............cciiiiiiiiiiiiinirnernnnnns 75
B Resultados € DISCUSSAQ|. oo vvvvt ittt ittt 7







LISTA DE ILUSTRACOES

[3.1 Exemplos de gotas de cristalizacao.| . . . . . . . . ... ... 23

(3.2 Valor (em délar) de sequenciamento por megabase (Mb, em azul) e para o |

| genoma humano (cerca de 3000Mb, em vermelho) de 2001 até 2015 . . . . 27
[3.3  Esquema do processo de modelagem comparativa.l . . . . . .. ... L. 29
[3.4 Numero de proteinas depositadas no PDB nos ultimos 20 anos| . . . . . . . .. 30

[3.5  Comparacao dos tamanhos dos bancos de dados de estruturas e sequencias de |

[ Proteinas|. . . . . . . . . e 35
4.1  Exemplificacao de uma sequencia no formato .fasta.| . . . . . . . ... ... .. 36
[4.2  Representacao esquematica do fluxo de processos do MHOLIline 1.0 . . . . . . 36
4.3 Workflow completo do MHOLIine 1.0. textWorkflow criado atraves da |
| ferramenta draw.io [SO[] . . . . . . . ... ... ... 37
44 PFstrutura do MHOLlne 1.0 . . . . . . .. ..o o000 37

1.5 Grafico de Ramachandran da proteina 1IME4[101] gerado pelo software Procheck| 43

[6.1  Workflow completo do MHOLline 2.0. Workflow criado com a ferramenta 7] . . . 45
(6.2 Arquivo de saida do SignalP para a proteina IME4 [101].|. . . . . ... .. .. 47
[6.3 Arquivo de saida do PSIPRED para a proteina 1IME4 [101].| . . . .. ... .. 48

(6.4 Fragmento do arquivo de saida do TMHMM da proteina IME4 [101] mostrando |

[ as porcentagens dos residuos estarem em cada uma das tres classes.| . . . . 50
(6.5 Fragmento do arquivo de saida do DSSP da proteina 1IME4 [101].| . . . . . . . 51

[6.6 Grafico de Ramachandran da proteina 1ME4 gerado pelo software Molprobity,| 53

[7.1 Exemplo de alinhamento com gaps.| . . . . . . ... ... ... 58

[7.2  Operacao de aplicacao de restricao no modo de refinmento automatico. Sendo |

| “r”: Restrigao,

o, w0,

: Gap e “x”: Nao gap. a) Checagem se algum fragmento |

| de resultado do PSIPRED se localiza em uma regiao de gap. b) Resultado da |

| checagem executada na etapa anterior. c¢) Variacao do resultado da etapa anterior |

| para gerar varias combinacoes de restricao.| . . . . . . . .. ..o L. 59




(7.3 Esquema das tomadas de decisoes sobre como os resultados serao retornados |

| para o usuario no refinamento automatico.| . . . . . . .. ... ... L. 61

[7.4  Codigo em Python de restricao de estrutura secundaria no Modeller.| . . . . . 63

(7.5 Codigo em Python de uma classe contendo parametros de otimizacao de loops |

| no Modeller. A necessidade de uma classe em um arquivo separada toi |

| necessaria pois ao se usar a bibloteca paralela, cada processo precisa ter |

| acesso aos parametros de restricao. A solucao encontrada fol separar a |

| classe em um arquivo proprio. No outro arquivo, os comandos contidos |

| sao os mesmos da Figura [7.4], excluindo-se a classe " MyModel”e a classe |

[ instanciada sera a classe criada " MylLoop”e nao a deletada "MyModel”.|. . 64

[7.6 Esquema da etapa de refinamento manual no MHOLline2.0.f . . . . ... . .. 65

[7.7  Média do tempo real (em segundos) de trés execugoes de modelagem do conjunto |

[7.8  Comparacao dos resultados obtidos para o teste da biblioteca paralela do Modeller| 71

(7.9 Tempo medio real de execucao dos softwares de alinhamento global multiplo |

ustalf), e T-COFFEE . . . . .. ... 0. 73

[7.10 Tempo medio real de execucao dos softwares de alinhamento global pareado |

| salign e Clustal€) . . . . . . . . . .. .. 74
[8.1 Interface de submissao de arquivos para um usuario nao logado.| . . . . . . . . 7
8.2 Interface de resultados do MHOLlinel. . . . . .. ... ... 0. 78
8.3 Interface de resultados detalhados no MHOLIline 2.00. . . . . .. ... ... .. 79
8.4 Interface de refinamento no MHOLlne 2.0. . . ... ... ... ... ... .. 80
[8.5 Interface para troca ou adicao de moldes na sessao de refinamento.| . . . . . . 81

[8.6 Intertace com instrucoes dos passos necessarios para se utilizar um alinhamento |

| modificado pelo usuario.| . . . . . ... Lo 81
[8.7 Interface para clivagem de peptideo sinal.| . . . . . . ... .. ... ... ... 82
[8.8 Interface para adicao de restricoes para estruturas secundarias no Modeller.|. . 82
[8.9 Interface para otimizacao de loops no Modeller,| . . . . ... .. ... ... .. 82
[8.10 Interface de escolha de moldes) . . . . . . ... ... 000 83
[8.11 Alinhamento 3D da proteina S5FPY, usando a ferramenta de reinamento do |
| MHOLIine, com o molde 1CU1} . . . . .. ... ... ... ... .. ... 84

[8.12 Teste de refinamento de proteina classificada como Very High| . . . . . . . .. 86




[8.13 Teste de refinamento de proteina classificada como High| . . . . . . . . . . .. 87

[8.14 Teste de refinamento de proteina classificada como Good| . . . . . . . . . . .. 87
[8.15 Teste de refinamento de proteina classificada como Medium to Gooa|. . . . . . 88
[8.16 Teste de refinamento de proteina classificada como Medwum to Low| . . . . . . 89
[8.17 Teste de refinamento de proteina classificada como Low|. . . . . . . . . . . .. 89
[8.18 Teste de refinamento de proteina classificada como Very Low|. . . . . . . . .. 90

[8.19 Graficos de dispersao da proteina H5EFPY gerados com o script de agrupamento| 91




LISTA DE TABELAS

[3.1 Softwares de modelagem comparativa, seu distribuidor ou desenvolvedor e suas |
[ caracteristicasl . . . . . . . ... L 31
4.1 Classificacao dos grupos do MHOLIline para os resultados do BLAST| . . . . . 40
[4.2  Classificacao do FILTERS para os resultados do BATS para o grupo G2| . . . 41
6.1 Relacao da codificacao da coluna "STRUCTURE” do arquivo de saida do DSSP |
| e suas estruturas secundarias correspondentes.| . . . . . . . . ... ... L. o1
7.1 Informacoes do conjunto de proteinas usadas nos testes de tempo e de |
| comparacao entre os modos automatico e manual| . . . . . ... .00 0. 68
[7.2  Comparacao entre o tempo real de execucao do conjunto teste usando ou nao o |
[ pacote paralelo do Modeller.| . . . . . . ... ... 000 70
[8.1 Informacoes do conjunto de proteinas usadas nos testes de modelagem para |
| todos os grupos classificatorios do Falters). . . . . . . . ... ... 85
(8.2 Dados de entrada do script de agrupamento da proteina SFPY com restricoes.| 92
[10.1 Tabela de resultados do script de agrupamento.| . . . . . . . . ... ... ... 113
[10.2 Comparacao dos resultados das pontuacoes de molpdf para o conjunto teste |
[ usando ou nao o pacote paralelo do Modeller.| . . . . . ... ... ... .. 114
[10.3 Comparacao dos resultados das pontuacoes de DOPE-HR para o conjunto teste |
| obtido com o software Modeller.| . . . . . . ... .. ... ... 115
[10.4 Comparacao dos resultados das pontuacoes de nDOPE para o conjunto teste, |
[ obtido com o software Modeller.| . . . . . . ... ... ... ... ... ... 116
[10.5 Comparacao do resultados dos valores de RMSD para o conjunto teste, obtido |
| com o software Pymol.| . . . . . ... o0 117
(10.6 Comparacao da quantidade de outlzers no grafico de Ramanchandran, obtido |
| para o conjunto teste com o software Molprobity,| . . . . .. ... ... .. 118
(10.7 Comparacao da porcentagem do numero de residuos alocados em regioes |

favoraveis no grafico de Ramanchandran, obtido para o conjunto teste com |

o software Molprobity,| . . . . . . . . ... oo 119




15

1 INTRODUCAO

No ano 2000, um comite, organizado pelo Biomedical Information Science and
Technology Initiative Consortium (BISTIC) definiu as dreas de Bioinformdtica e Biologia

Computacional [I]. As defini¢oes foram:

e Bioinformatica:  Pesquisa, desenvolvimento, ou aplicacao de ferramentas
computacionais e suas abordagens para expandir o uso de dados biolégicos, médicos,
comportamentais ou de satude, incluindo o processo de aquisicao, armazenamento,

organizacao, arquivamento, anélise, ou visualizagao de tais dados.

e Biologia Computacional: Desenvolvimento e aplicacao de dados analiticos e métodos
tedricos, modelagem matematica e técnicas de simulagao computacional para estudar

sistemas bioldgicos, comportamentais e sociais.

Apesar de sua categorizacao tardia, pesquisas nestas areas ja ocorriam em meados da
década de 60, modelos para sele¢do livre de evolugao molecular [2], substituigao preferencial
de aminodcidos em sequéncias proteicas [3], dentre outros. Na década de 70 foram criados
os primeiros algoritmos de alinhamento de sequéncias [4] e de predigao de estrutura
secundéria de proteinas [5] além do uso de sistemas especializados para modelagem de
proteinas [6]. Nesta mesma década, no dominio da dinamica molecular, foram executados
estudos de investigacao de estados do potencial energético de superficies [7], estudos
tedricos de reagoes enzimaticas [§] e estudos de representagao simplificada de conformagoes
proteicas para simulagoes réapidas de enovelamento proteico [9].

Na década de 80, pela primeira vez algoritmos eficientes foram desenvolvidos para
processar e analisar um grande volume de dados. Também deu-se inicio aos estudos
de docking molecular, um método para predizer a orientagao provavel que determinada
molécula deve se ligar a outra de maneira a formar um complexo estavel[10]. Esta técnica
¢ mais comumente aplicada em uma proteina e um ligante (em sua maioria um inibidor),
de forma a descobrir quais ligantes apresentam maior afinidade [I1, [12] pela proteina. Os
avancos na area de predicao de estruturas secundarias se deram pela adicao de métodos de

aprendizado de maquina como méquinas de vetor suporte (SVM) [I3] e redes neurais [14].
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Na década de 90, com a expansao da internet, a bioinformatica e biologia computacional
comegaram a se difundir mais rapidamente, possibilitando o compartilhamento de dados
e informagoes, bem como o acesso a diversos algoritmos [6]. Nos anos 2000 houve o
sequenciamento completo do organismo Pseudomonas aeruginosa [15] e o projeto genoma
humano [16] que impulsionaram ainda mais os estudos nessas dreas. Adicionalmente, com
o avanco dos conhecimentos em métodos de modelagem in silicoEL estes se mostraram um
meio viavel para se gerar modelos de qualidade que possam ser utilizados para estudos
mais aprofundados, sendo uma alternativa real para os métodos experimentais.

Neste trabalho, apresentaremos um processo de automacao do uso de ferramentas de
bioinformatica e biologia computacional para o estudo em larga escala de proteinas. Esse
processo foi organizado como um workflow que integra um conjunto de ferramentas ja
existentes e novas (desenvolvidas nessa dissertagao) para esse tipo de aplicagao, sendo

disponibilizado para a comunidade cientifica como um servigo web gratuito.

!Conduzidos ou produzidos através de modelagem computacional ou simulacido computacional.
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2 Workflow

Os workflows nasceram no mundo dos negdcios, sendo uma forma de gerenciar e
organizar tarefas e processos nas empresas. Os workflows voltados para negocios se
concentram na seguranca e integridade da sequéncia de agoes a serem tomadas [17]. Em

1996, a WEMC ( Worflow Management Coalition) definiu workflow como:

“A automacgao de processos de negocios, no todo ou em partes, no qual
documentos, informacoes ou tarefas sao passadas de uma para outra acao, de

acordo com o conjunto de regras de procedimentos” [18].
Os workflows podem ser dividos da seguinte forma [19]:

o Workflow Ad hoc: Sao fluxos que necessitam da intervencao humana para tomada

de decisoes constantes.

o Workflow de Produgao: Envolve processos repetitivos e previsiveis com regras
complexas de coordenacao de tarefas, envolvendo acessos muiltiplos sistemas de
informacao. A automatizacao deste tipo de workflow é possivel, porém complexa,

visto que a complexidade do fluxo de dados é alta.

o Workflow Administrativo: Envolve processos repetitivos e previsiveis com regras
simples de coordenacao de tarefas. A automatizagao deste tipo de workflow é simples,

devido ao fato de que a complexidade do fluxo de dados é baixa.

Apesar de workflows cientificos terem sua origem nos workflows de negébcios, eles
possuem a caracteristica de serem dinamicos e adaptaveis, visto que acompanham os
avancos cientificos, enquanto que os workflows voltados para negdcios sao menos mutaveis,
sendo representados por uma série de tarefas ou diretrizes de uma organizagao [20].

Nesse contexto, aplicando-se as técnicas de fluxo de processos em um ambiente cientifico,
pode-se dizer que o workflow cientifico é a automatizacao do processamento de dados
cientificos, através da organizacao sistematica desses dados e do seus processamentos
com o uso de softwares [21]. Um dos pontos positivos de um workflow cientifico é a sua

flexibilidade, permitindo alteracoes no fluxo de execucao de forma clara. Outro ponto
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positivo é a possibilidade de se realizar a divisao do trabalho em uma equipe de maneira
simples, visto que cada individuo ou grupo de individuos, pode criar e gerenciar um
conjunto de processos, havendo apenas a preocupacao de compatibilidade da entrada e
saida dos resultados. Além disso, o workflow cientifico ainda pode ser executado de forma
paralela, caso os processos sejam independentes.

Workflows cientificos, ao serem aplicados em uma determinada area, fazem uso de
um Modelo Computacional, que é um conjunto de regras e passos que sao utilizados
para se realizar uma tarefa implementados em um ambiente computacional. De acordo
com os resultados gerados por um Modelo Computacional é possivel obter informagoes
comportamentais do sistema, seja um comportamento passado, presente ou futuro [22].
A escolha do Modelo Cientifico que vai definir as regras e passos do sistema de estudo, é
uma etapa importante que deve ser respondida, antes de se comecar a pensar em uma
solucao, pois é através desta escolha que o sistema sera resolvido corretamente ou nao.

Para esta escolha deve-se levar em conta algumas questoes [22]:

e Existe uma dependéncia do tempo para este Workflow? Alguns workflows dependem
da variavel tempo, como por exemplo um que descreva os movimentos de corpos
celestes depende intrinsecamente do tempo, pois em momentos diferentes, dois corpos
celestes distintos podem ocupar o mesmo espago, porém nao ao mesmo tempo, pois
isso violaria o principio da impenetrabilidade, invalidando o sistema, ja que ele nao
simularia a realidade de uma forma fiel. Ja outros nao dependem do tempo, como
uma compilacao de um arquivo de cédigo, o tempo pode ser medido, porém ele nao

desempenha um papel crucial na execucao deste workflow.

e Caso o workflow nao seja dependente do tempo, ele executa uma transformacao de
dados simples com taxas de producao e consumo constantes? Uma transformacao
simples de dados nao faz uso de logicas complexas ou execucoes em paralelo e a
taxa de producao e consumo constante denota que o workflow possuira sempre um
numero fixo de dados de entrada e saida. Um exemplo de um workflow que executa
uma transformacao simples de dados é a conversao de um arquivo em outro, como

por exemplo a conversao de um video no formato .avi para o formato .mp4.

e Caso o workflow seja dependente do tempo ele é descrito por uma equagao diferencial?

Equacoes diferenciais geralmente sao utilizadas para sistemas dinamicos, variando no
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tempo de forma continua. Um exemplo de workflow descrito por equacao diferencial
é um workflow que descreve o processo de endurecimento do ago através do seu

aquecimento e resfriamento.

Uma vez que estas perguntas sejam respondidas, é possivel determinar Um Modelo
Computacional adequado para o Workflow de forma que as regras e passos que serao
seguidos durante a execugao do workflow reproduzam o sistema a ser estudado de forma
fiel o suficiente para que gerem dados confidveis e 1teis.

Workflows cientificos podem ser criados de diversas formas, podendo-se utilizar
softwares gerenciadores de workflow, como Taverna [23] ou Kepler [24]. Estes softwares
podem auxiliar no processo de criacao de workflows através de uma interface grafica,
fazendo com que o usuario muitas vezes nao precise possuir conhecimento de programacao,
sendo portanto bem abrangente quanto ao publico alvo. Também é possivel a criagao de
um workflow cientifico através da programacao, como um servico web, que consiste de um
conjunto de softwares unidos por um ou mais scripts no backend de um servidor.

Em sua disserta¢ao de mestrado, Bonifacio [22] definiu o Workflow cientifico em trés
categorias: o Projeto, a Execucao e a Proveniéncia. O Projeto trata da organizacao e
da montagem do workflow cientifico, a Execucao diz respeito ao processamento de dados
durante a execucao do workflow cientifico e a Proveniéncia aborda as funcionalidades

presentes apos a execucao de um wofkflow cientifico.

2.1 Workflows cientificos no auxilio de analise de
dados bioldégicos

Workflows cientificos podem ser aplicados em diversas areas, como no imageamento
sismico [25], astronomia [26], exploragao de petréleo [27] e também na &rea de
bioinformatica, como por exemplo, no auxilio no processo de descobrimento de novas
drogas [28], ou workflows mais simples, como os workflows criados por DE PARIS em
2008 [29] para realizar tarefas como a busca de GI (Genlnfo Identifier) Number, que sao
nimeros identificadores de sequéncias depositadas no NCBI [30], a geracao de um arquivo
de sequéncia no formato .fasta a partir de um GI Number e a obtencao de um arquivo

do tipo |.pdb/ do banco de dados PDB a partir do identificador da proteina.


.fasta
.pdb
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Durante a criacao do MHOLIline 1.0 e 2.0, estudos sobre a utilizacao de sistemas de
gerenciamento de workflows como o Taverna e o Kepler para gerenciar o MHOLIline foram
feitos, porém a complexidade do workflow do MHOLIline tornou a sua implementacao
nao trivial, optando-se pela criacao de um web service, para o MHOLIline. No servico
web do MHOLIline utilizam-se as linguagens HTML, CSS e Javascript, como frontend e
as lingagens PERL, Python, C++4, ShellScript e PHP como backend. Sendo entao, um
exemplo de workflow cientifico voltado para grandes quantidades de dados biolégicos. O
MHOLIline pode ser acessado em sua versao 1.0 no endere¢o www.mholline.lncc.br e na
sua versao 2.0 em www.mholline2.1lncc.br. Nos capitulos [ e [6] o workflow MHOLline

serd melhor detalhado.


www.mholline.lncc.br
www.mholline2.lncc.br
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3 PREDICAO DA ESTRUTURA
TRIDIMENSIONAL DE
PROTEINAS

Visto que a estrutura tridimensional (3D) de uma proteina é um elemento fundamental
(ou até determinante) em muitos processos bioldgicos e que a sua funcao estd diretamente
relacionada a sua conformagcao [31], o estudo e a obtencao da estrutura 3D de proteinas é
essencial para a elucidacao de diversos problemas bioldgicos. A seguir serao apresentados

os principais métodos para a obtencao da estrutura 3D de proteinas.

3.1 A importancia de se conhecer a estrutura
tridimensional de uma proteina

Acredita-se que a evolucao tende a conservar as funcoes de proteinas mais pela sua
estrutura terciaria que pela primaria [32]. Com isso, um alinhamento entre uma proteina
desconhecida e uma de referéncia que possuem estruturas tridimensionais (3D) muito
semelhantes, mesmo que no sitio ativo existam poucas diferencas, pode ser um meio
confidvel para se inferir a atividade desempenhada pela proteina desconhecida [33].

A modelagem de proteinas possui diversas aplicacoes, dentre elas a de fornecer
informagoes importantes para o desenho racional de farmacos. Em 2014, a predicao
experimental de novos compostos candidatos a fdrmacos custava aproximadamente US$2.,6
bilhoes [34]. Nesta temética, as técnicas de modelagem in silico ajudam a reduzir o tempo
e o custo de pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novas terapias através da obtencao
de informacoes sobre a estrutura 3D de uma proteina de interesse farmacolédgico.

Com relacao ao conhecimento de novas proteinas, atualmente, os sequenciadores provém
aos pesquisadores uma quantidade crescente de sequéncias proteicas de varios organismos.
Porém, a obtencao da estrutura 3D destas sequéncias por métodos experimentais ¢ limitada

pelo alto custo financeiro, pelo tempo e por desafios intrinsecos aos métodos aplicados.
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Levando em conta estas dificuldades, a modelagem através de métodos tedricos é uma
saida valida, visto que, através de um custo financeiro e tempo menores é capaz de se

gerar modelos satisfatérios[35].

3.2 Modelagem experimental

Através de andlises experimentais de propriedades fisico-quimicas, determina-se as
estruturas 3D de biomoléculas. Essas estruturas resolvidas através de experimentos sao
depositadas em bancos de dados de proteinas com estruturas resolvidas, como o Protein
Data Bank (PDB) [36]. Existem diferentes técnicas para a predi¢ao experimental da
estrutura 3D de proteinas (e.g., difracdo de Raios-X, drifragdo de Néutrons, epectroscopia
por ressonancia magnética nuclear, crio-microscopia eletronica e difragdo de néutrons),

sendo estas brevemente descritas a seguir.

3.2.1 Daifracao de Raios-X

Neste método, um feixe de Raios-X (RX) incide sobre uma proteina cristalizada que os
refrata sobre um filme ou um detector produzindo um padrao de pontos. Os tamanhos
e angulos dos pontos sao armazenados e a rotacao do cristal para mais feixes de RX ¢é
realizada até que se possuam imagens suficiente para que, através de um software, seja
possivel construir um modelo tridimensional da proteina [37].

A técnica de difragao de Raios-X pode ser separada em trés etapas [38]:

e Obtencao do cristal da proteina. Esta etapa é considerada uma das mais dificeis,
pois nem sempre a proteina pode ser cristalizada, e quando pode ser cristalizada,
nem sempre o cristal possui um grau de pureza e organizacao satisfatério. O cristal
deve ser suficientemente grande (geralmente maior que Imm nas trés dimensoes),
puro na composicao e regular na forma, sem rachaduras internas ou geminagoes,

como exemplificado na Figura|3.1
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Figura 3.1: Exemplos de gotas de cristalizacao. Na primeira linha, da esqueda para a direita,
gota limpida, éleo, precipitado leve, precipitado pesado, quasi-cristal, agrupamento de

cristais agulha. As trés ultimas linhas sao cristais bem formados de diversas conformagdes.
Extraido de Krauss et al. (2013) [39)].

e O cristal é bombardeado por feixes de Raios-X, que sao difratados, incidindo
sobre uma superficie detectora, formando o padrao de difracao. Entao repete-
se o bombardeamento de dezenas a milhares de vezes para poder se construir a

representacao tridimensional da proteina.

e Os dados coletados na etapa anterior sao combinados computacionalmente com
informacoes quimicas complementares para a producgao de um modelo dos atomos
no cristal. Este resultado de dados geralmente é alocado em um banco de dados de

proteinas publico, como o Protein Data Bank [36].

Porém, caso a proteina seja muito pequena (cerca de menos de 100 dtomos), os atomos
se tornam tao bem resolvidos que acabam sendo interpretados como nuvens de regioes
separadas de densidade de elétrons. Por outro lado, estruturas muito grandes (cerca de

dezenas de milhares de 4tomos) os resultados das difragoes se tornam complexos demais
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para o software interpretador. por tubos de densidade eletronica. Ambos problemas
resultam em estruturas nao precisas [40].

Outro problema desta técnica é a necessidade de se ter proteinas em forma de cristal,
uma vez que nem todas as proteinas podem ser cristalizadas, o que reduz a abrangéncia
deste método [37]. Porém, existem esforgos para se resolver compostos nao cristalinos [41]

que podem fazer com que esta tltima restricao diminua.

3.2.2 Difracao de Néutrons

Este método ¢ muito semelhante ao de difracao por RX, a diferenca entre eles é que
o foton de RX interage com a nuvem de elétrons dos atomos, ja que este possui carga,
enquanto que o néutron, interage com o nicleo dos atomos, pois nao possui carga. Isto
faz com que atomos com nuvens de elétrons pequenas, como o Hidrogeénio, sejam mais
facilmente detectados pelos néutrons, ja que os RX tém dificuldade de interagir com sua
nuvem [42].

A obtencao dos néutrons para este método pode vir de duas fontes, fissao nuclear
ou uma fonte de espalacao (SNS, do inglés, Spallation Neutron Source). Consiste de um
acelerador de particulas, neste caso protons, linear ou em combinacao com um sincrotron,
incidindo um feixe de particulas sobre um alvo (um elemento pesado), geralmente de
tantdlio ou tungsténio. Esta interagdo gera néutrons [43] que podem ou nao ser polarizados,
dependendo do material a se estudar [42].

Essa técnica é mais comumente aplicada na difracao com pd, técnica que requer apenas
um po policristalino. Apesar deste uso, essa técnica também pode ser aplicada a um cristal,
porém os cristais devem ser maiores que os usados na técnica de difracao de RX, sendo
comum encontrar cristais com cerca de 1mm? ou mais [44].

O feixe obtido anteriormente entao incide sobre uma amostra que o difrata. As
particulas difratadas incidem sobre detectores, que através do padrao gerado criam uma
estrutura para o material [44]. A resolucao das proteinas geradas com este método

depositadas no PDB até a data deste estudo estd entre 1.05A e 2.7A.
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3.2.3 FEspectroscopia por ressondancia magnética mnuclear

(RMN)

Esse método envolve as propriedades mecanicas quanticas do ntcleo dos atomos, os
spins. Cada atomo, em seu nucleo possui um ambiente eletronico proprio, assim sendo
possivel através de sua leitura a sua identificacao. A preparacao da proteina para este
método consiste em deixa-la altamente purificada em suspensao aquosa. Geralmente as
amostras possuem volume entre 300 a 600 x 107°L e sua concentracio varia entre 0,1x 1073
e 3,0 x 1072 moles [45].

Para se determinar a estrutura, primeiramente deve-se descobrir o seu deslocamento
quimico, isto é, a frequéncia ressonante de um ntcleo relativa a um padrao em um campo
magnético conhecido. Isto pode ser descoberto através de uma atribuigao sequencial, com
informacoes oriundas de varios outros experimentos de RMN. A partir dos deslocamentos
quimicos obtidos, gréaficos bidimensionais contendo os deslocamentos quimicos em ambos
eixos sao gerados onde neles as informagoes de distancia, angulagao e orientagao podem
ser captadas. A intensidade dos sinais lidos determinara a resolucao final da proteina,
visto que uma leitura mais intensa indica uma maior certeza da localiza¢do do dtomo [46].

Com base nesses resultados é possivel a construcao de um modelo tridimensional
através de servigos especializados como o webserver GeNMR [47], o software CYANA [48]
ou o pacote escrito em C++, Xplor-NIH [49]. Esses softwares convertem as restrigoes de
entrada em termos energéticos e tentam minimiza-los, a fim de se obter uma proteina o
mais estavel possivel. Essa etapa produz varios modelos possiveis, que em uma visao mais
ampla, possuem estruturas tridimensionais similares. Apos a geracao do modelo, deve-se
entao valida-lo estruturalmente para que seja atestada a sua qualidade.

Porém, em moléculas muito grandes os testes conduzidos com RMN produzem muitas
sobreposigoes de leituras, dificultando ou até mesmo impossibilitando a sua pratica. Outro
problema enfrentado ao se conduzir experimentos de RMN com proteinas grandes é que o
tempo disponivel para a leitura dos dados durante o experimento é reduzido, reduzindo

assim sua precisao [50].
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3.2.4 Crio-microscopia eletronica

Este método criado e desenvolvido nas décadas de 1980 e 1990, era capaz de produzir
modelos com resolucdo de 10 A, porém no fim de 2013 este método foi capaz de resolver
uma estrutura de 3,4 A e em 2015 gerou um modelo com a resolucio de 2,2 A, mostrando
ser capaz de gerar modelos com resolugoes ainda maiores. Para a obtengao das estruturas,
o etanol liquido congela proteinas suspensas em solucao para reduzir a vibragao de seus
atomos, entao um feixe de elétrons incide sobre a amostra, que é amplificado por uma
lente e incide sobre um detector de elétrons [51].

Estima-se que futuramente este método pode, e deve, substituir o método de difracao
de Raios-X, visto que ele dispensa a necessidade de se cristalizar proteinas, abrangendo um
numero maior de proteinas passiveis de serem modeladas por este método. Apesar de todo
poder deste método os custos ainda sao altos, o que pode postergar a disseminacao do
mesmo. Foi estimado que por dia gasta-se cerca de £ 3 mil para manter os equipamentos
funcionando e £ 1 mil de luz, totalizando £ 4 mil por dia. Para evitar os custos altos e
tornar este método mais disponivel, financiadores criaram instalacoes coletivas onde os
pesquisadores podem marcar um horario para o uso do equipamento, dividindo assim os

custos [51].

3.3 Predicao de estrutura de proteinas em larga

escala

Desde o inicio do sequenciamento de genomas com o método proposto por Sanger
na década de 70 [52] até os dias de hoje [53], os sequenciadores mudaram muito na sua

capacidade e custo de andlise, como mostrado no grafico da Figura |3.2
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Figura 3.2: Valor (em délar) de sequenciamento por megabase (Mb, em azul) e para
o genoma humano (cerca de 3000Mb, em vermelho) de/2001 até 2015. Retirado de
https://www.genome.gov/sequencingcostsdata/ [54]. Ultimo acesso: 02/02/2017.

Com menores precos, mais institui¢oes puderam fazer o uso do sequenciamento, gerando
assim um volume maior de dados. Esses dados precisam ser analisados para que sejam
uteis. Para tal tarefa, ferramentas voltadas para a bioinformaética, visualizacao molecular
e modelagem comparativa vém sendo desenvolvidas para auxiliar os pesquisadores a
examinar, cada vez mais, grandes volumes de dados [55] [56]. Uma das dificuldades de se
lidar com grandes quantidades de dados reside na confiabilidade dos mesmos, de forma que
seja aproveitado o maximo de informacao de maneira correta, a fim de se gerar resultados
confidveis e uteis.

As teorias utilizadas nesta categoria vem de resultados obtidos de experimentos
e observacgoes realizados em proteinas que possuem uma estrutura tridimensional ja
determinada e de conhecimentos sobre as interacoes fisico-quimicas dos seus residuos. Foi
criada para ser uma alternativa aos métodos experimentais, reduzindo o tempo e custo
financeiro final para se obter uma estrutura 3D de uma proteina [48]. As principais técnicas

serao apresentadas a seguir.


https://www.genome.gov/sequencingcostsdata/
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3.4 Modelagem tedrica

Enquanto que os métodos de modelagem experimentais sao caros, pois demandam
equipamentos e reagentes, e 0 acesso a esses equipamentos € limitado, os métodos tedricos
necessitam apenas de computadores, tornando-se acessiveis a todos e com custo reduzido.
Os modelos gerados por estes métodos se baseiam em observacoes de estruturas de proteinas

ja modeladas através dos métodos experimentais.

3.4.1 Template based

3.4.1.1 Modelagem comparativa

Também conhecida como modelagem por homologia, ¢ uma técnica que envolve predizer
a estrutura 3D de uma proteina baseada na semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos
das proteinas molde e modelo. Sendo o molde uma proteina com estrutura tridimensional
ja conhecida, obtida através de métodos experimentais (e.g., RMN, difragado de Raios-
X), tendo seus dados depositados em bancos de dados como o PDB, e o modelo ¢é a
proteina que se deseja obter sua estrutura tridimensional [55]. Essa técnica é possivel pois
pequenas mudancas na sequéncia de aminoacidos da proteina geralmente resultam em
poucas mudangas na sua estrutura 3D final [57].

A modelagem comparativa é constituida por quatro etapas (Figura : (i) selegao
do(s) molde(s), (ii) alinhamento entre molde e modelo, (iii) constru¢do do modelo e
(iv) avaliagdo do modelo. Caso o modelo nao esteja satisfatorio, retorna-se a etapa de
identificacao de molde, selecao do molde ou alinhamento da sequéncia com os moldes para

que uma conformacao aceitavel, de acordo com as necessidades, seja atingida.
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Figura 3.3: Esquema do processo de modelagem comparativa. Baseado em Marti-Renom

et al. (2000) [58].

A primeira etapa, a identificacao dos moldes, consiste em encontrar proteinas com
modelos tridimensionais ja determinados. Atualmente, tem-se bancos de dados como o
PDB e o Protein Data Bank in Europe (PDBe) [59] como repositérios de dados relativos a
proteinas com seus modelos tridimensionais resolvidos. Até a presente data o PDB conta

com mais de 124 mil modelos depositados como mostra o grafico na Figura [3.4]



30

1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017 §

= Proteinas depositadas por ano
= Total de proteinas no banco por ano

Ano

(]
—_
(@]

20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130
Estruturas 103

Figura 3.4: Numero de proteinas depositadas no PDB nos 1tltimos 20 anos.
Dados obtidos em http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?
content=total&seqid=100 [60]. Ultimo acesso: 31/01/2017.

Existem diferentes algoritmos para a predicao 3D de proteinas por modelagem

comparativa. Alguns dos softwares de modelagem comparativa estao listados na Tabela

5161,


http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100
http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100

31

Tabela 3.1: Softwares de modelagem comparativa, seu distribuidor ou desenvolvedor e
suas caracteristicas

Desenvolvido/ '
Programa Metodologia

Distribuido

Constréi um modelo usando as posigoes
Prime [62] Schrodinger, LLC  dos atomos dos moldes. Faz uso do
campo de forga OPLS.

Uma combinacao dos métodos de

) segment-matching e uma abordagem
Chemical

) de adi¢ao/ delegao de regides. Utiliza
MOE [63] Computing

método de busca de loop baseado em
Group,Inc.
conhecimentos prévios e selecao de

rotameros de cadeias laterais.

Servidor automatizado para modelar
as proteinas com o uso do software

ProModell. O SWISS-MODEL utiliza o
SWISS-MODEL [64] ExPASy

campo de forga Gromos96 para realizar

a minimizacao da energia do modelo

gerado.

Criagcao de um modelo baseado na

satisfacao de restricoes espaciais,

baseado e uma funcao densidade de

probabilidade. Faz uso de bibliotecas
MODELLER [65] Sali Lab

internas que podem ser importadas em

qualquer script e Python, dando ao

usuario a possibilidade de integrar a

execucao do Modeller em seus scripts.
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3.4.1.2 Método por conhecimento de enovelamento ou Threading

O método de Threading possui como base a suposicao da existéncia de um numero
finitos de enovelamentos possiveis e na preservagao da estrutura 3D como mais importante
que a preservacao de sua sequéncia na evolucao. O objetivo desta técnica, é estabelecer
uma relagao entre a sequéncia de aminoacidos e um modelo estrutural. Durante este
processo os aminoacidos sao alocados seguindo sua ordem sequencial em uma posicao
estrutural de um modelo tridimensional proteico de uma maneira étima [66]. A modelagem

por Threading é constituida de trés etapas:

e Construcao de uma biblioteca de possiveis dobramentos de modelos estruturais: Esta
biblioteca é construida a partir de estruturas de proteinas conhecidas, geralmente
derivadas de uma base de dados como o PDB[36]. Geralmente as coordenadas
tridimensionais de uma estrutura de proteina sao reduzidas a representagoes mais
abstratas. Os elementos estruturais principais sao definidos pelos elementos de
estrutura secundarias, tais quais, fitas, folhas, hélices e alcas. Com frequéncia, as
informacoes das cadeias laterais sao removidas restando apenas um molde da cadeia

principal [67].

e (Criacao de uma tabela de pontuacao para avaliar toda insercao de uma sequéncia
em um dobramento em particular: as funcoes de pontuacao sao geralmente uma lista
de referéncias estatisticas de cada residuo de aminoacido para cada estrutura ou
ambiente de enovelamento [68] descrevendo o quao favordvel a substituigdo de uma
sequéncia alvo por um molde de estrutura sao [69]. Grande parte das técnicas de
Threading nao fazem uso das fungoes de energia livre dos atomos, como é utilizado
nos métodos Template Free. A maior parte das funcoes de energia sao determinadas
pela analise estatistica das estruturas tridimensionais de proteinas do banco de dados.
Estas fungoes sao referenciadas geralmente como fungoes com base em conhecimentos

prévios.

e Entao, um método para varrer a biblioteca em busca de substituicoes validas, através
de um algoritmo que identifica a relagao sequéncia-estrutura étima. A tarefa principal

é a identificacao da melhor pontuacgao e substituicao sequéncia-estrutura.
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3.4.2 Template Free
3.4.2.1  Ab initio

Baseia-se nos principios da termodinamica e de que a estrutura nativa de uma proteina
corresponde ao valor minimo global de energia livre [70] [71]. Em métodos puramente
ab initio nao se usa nenhum tipo de informacao provida por estruturas ja conhecidas,
como se faz nos métodos baseados em template. As informacoes estruturais de proteinas
previamente determinadas sao utilizadas somente para a parametrizacao dos potenciais
empiricos dos atomos utilizados em campos de forga (fungoes de potenciais energéticos)
como AMBER [72], GROMOS[73], OPLS [74] e outros mais.

O enovelamento proteico no método ab initio é considerado um problema de otimizacao
global, sendo o objetivo a identificacao dos valores de um conjunto de variaveis como
angulo de torsao e posigao de alguns ou de todos os dtomos [66]. O método ab initio

requer trés elementos [75][76]:

e A representagao geométrica da cadeia proteica: Uma representagao que corresponde

ao modo como a proteina serd representada computacionalmente;

e Uma funcao de potencial: Sao fungoes utilizadas em simulagoes de mecanica molecular

[77], design de proteina [78] e predi¢ao de estrutura proteica [79];

e Uma técnica de busca de superficie de energia: Estes métodos incluem abordagens
como simulacoes de Monte Carlo que nao utilizam forcas porém compara energias
através da distribui¢cao de Boltzmann [80], simula¢oes de dinamica molecular de

proteinas [81], entre outros.

3.4.2.2 De novo

Diferentemente do método ab initio, o método de novo faz uso de informacoes obtidas
através de preditores de estruturas secundarias, fragmentos de proteinas e modificacao da
funcao de energia. A predicao de estruturas secundarias engloba as técnicas que visam
sugerir quais estruturas secundarias estao presentes na sequéncia e onde elas se localizam.
Através de abordagens como levar em consideracao a propensao de cada residuo ser uma
determinada estrutura secundaria e os efeitos trazidos pelos residuos adjacentes, foi possivel

alcangar uma acuracia superior a 60% nas predigoes, atualmente os preditores de estrutura
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secundaria possuem desempenho na precisao em torno de 80% [35]. Em 2017, Trevizani
et al. [82] conduziu um estudo que corroborou que o uso de preditores de estruturas
secundarias é capaz de melhorar a qualidade dos modelos gerados.

Com o aumento dos bancos de dados de proteinas, mais informacao sobre estruturas
conhecidas ficaram disponiveis, entao, através de ferramentas computacionais, as
informagoes de enovelamento provenientes destas estruturas puderam ser inclusas nas
predicoes. Esta abordagem consiste em, a partir de uma biblioteca de fragmentos, buscar
a semelhanca entre as sequéncias dos fragmentos e a sequéncia da proteina a qual deseja-se
modelar. Entao, um conjunto de fragmentos que possivelmente gerarao a estrutura sao
selecionados, pois uma mesma sequéncia pode gerar estruturas diferentes do mesmo modo
que sequencias diferentes podem gerar uma mesma estrutura. Esta selecao dos fragmentos
se da com base em uma pontuagao, proveniente do grau da similaridade entre a sequéncia
e cada fragmento, bem como o resultado da predigao do software preditor utilizado. Ao se
classificar por essa pontuagao, os melhores resultados serao os fragmentos escolhidos para
a montagem da proteina [35].

As principais limitagoes deste método sdo a aplicacao restrita a sequéncias curtas (<150
residuos) e a dificuldade em se parametrizar as fungoes estatisticas utilizadas, visto que

uma ma configuragao destas fungoes acarretard em modelos com qualidade reduzida [35].

3.5 Validacao dos resultados

Todas as estruturas 3D geradas, tanto por métodos experimentais durante a fase
computacional quanto os métodos in silico devem passar pelo processo de validagao,
para se assegurar a qualidade dos modelos. Alguns softwares comumente utilizados para
validacao de proteinas (principalmente de modelos 3D) sdo o Molprobity [83], Procheck

[84] e Procheck-NMR [85].

3.6 Auxilio de workflows na predicao de estrutura
tridimensional de proteina em larga escala

Em um cenéario onde se possui um volume de proteinas modeladas cerca de 3 vezes

menor que o numero de sequéncias curadas manualmente (3.5)), algo precisa ser feito para
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reduzir esta diferenca. Uma das possiveis abordagens é a automatizacao do processo de

obtencao das estruturas, que pode ser feita através de um workflow.
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Figura 3.5: Comparacao dos tamanhos dos bancos de dados de estruturas e sequéncias de
proteinas. Quantidade de sequéncias de proteinas obtida de: http://web.expasy.org/
docs/relnotes/relstat.html, iltimo acesso em 20-04-2017. Quantidade de estrutura
de proteinas obtida de: http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.
do?content=total&seqid=100, ultimo acesso em 20-04-2017

Por suportar a reprodutibilidade de tarefas de maneira organizada, através de entradas
e saidas de arquivos e dados [21], os workflows podem ser utilizados para modelar e analisar
estruturas tridimensionais de proteinas, reduzindo a necessidade de intervencao humana
em algumas etapas. Um workflow pode auxiliar na organizacao e definicao de ordem
de execucao de softwares, bem como manter a clareza dos processos que ja foram e que
serao cumpridos. Estas medidas permitem aos usuérios gerar uma quantidade maior de
dados em um tempo reduzido, em comparagao com o tempo necessario para se modelar

manualmente um conjunto de proteinas.


http://web.expasy.org/docs/relnotes/relstat.html
http://web.expasy.org/docs/relnotes/relstat.html
http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100
http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100
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4 MHOLIline

O MHOLIline é um workflow cientifico desenvolvido para automatizar a modelagem
tridimensional e andlise de proteinas. Sua origem data do ano de 2004, sendo apresentado

por Shaila C. S. Rossle em sua tese de Doutorado na Universiadade Federal do Rio de

Janeiro (UFRJ) [86].

4.1 MHOLIline 1.0

Em 2007, uma parceria da UFRJ com o Laboratério Nacional de Computagao Cientifica
(LNCC) deu inicio ao desenvolvimento da primeira versao web do MHOLIline [87, 88|, sendo
langada em 2010 no enderego eletronico www.mholline.lncc.br. A partir de um arquivo
texto de entrada no formato FASTA os dados podem percorrer até sete modulos do

workflow, como apresentado na Figura

»1ME4: A| PDBID | CHAIN|SEQUENCE

APAAVDUWRARGAVTAVEDQGQCGSCWAFSATGNVE CQWF LAGHPLTHLS EQMLYSCDETRSGES GG LMHNAF EWIVQENN
GAVYTEDSYPYASGEGISPPCTTSGHTVGATITGHVE LPQDEAQI AAWL AVINGPVAVAVDASSHMTYTGOVMTSCVSEQL
DHEVLLVGYNDS AAVPYWIIKNSHT TOWGEEGY IRIAKGSNQCLVEEEASSAVVG

Figura 4.1: Exemplificacao de uma sequéncia no formato .fasta.

i

Figura 4.2: Representacdo esquemética do fluxo de processos do MHOLline 1.0 [87,
88]. Obtido em http://www.mholline.lncc.br/images/workflow_scheme.png. Ultimo
acesso: 01/02/2017.

Fasta
| File

O MHOLIline 1.0 é composto por trés particoes como pode ser visto na Figura

e MHOL-core - Nicleo do MHOLIine. Nesta particao encontram-se todos os scripts de
processamento de dados do MHOLIline. As linguagens utilizadas nesta particao sao

PERL, C e ShellScript;


www.mholline.lncc.br
http://www.mholline.lncc.br/images/workflow_scheme.png
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Figura 4.3: Workflow completo do MHOLIline 1.0. textWorkflow criado através da
ferramenta draw.io [89).

e MHOLweb - Interface existente entre os jobs submetidos e os usuarios. Através desta
é possivel fazer submissao, analise do progresso dos dados no workflow do MHOLIline
e download dos resultados. Esta particao do MHOlline utiliza linguagens como PHP,
JavaScript e CSS além dos protocolos HT'TPS e FTP;

e MHOLdb - Base de dados. Utilizada para armazenamento de informacoes do
MHOLIline, como usudrios, jobs e dados relativos ao sistema. O sistema de
gerenciamento de banco de dados utilizado nesta particao é o MySQL, com a

interface PHPMyAdmin.

MHOLdb MHOLcore MHOLweb

. . (PHP, JavaScript,
(MySQL, PHPMyAdmin) (Perl, C, ShellScript) HTTPS, FTP, CSS)

Figura 4.4: Estrutura do MHOLIline 1.0. O MHOLIine ¢ dividido em MHOLdb (azul),
MHOLcore (verde) e MHOLweb (laranja). Obtido de Reis et al. (2014) [90].

No acesso ao MHOLIline existem trés tipos de permissao de usudrio:

e Usudrio Nao Logado: Qualquer usuério que se conecte ao site do MHOLIine [91] e

submeta um job sem logar em uma conta. Usudrios deste grupo estao restritos a
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submissao de jobs com até no maximo 50 sequéncias e seus resultados serao recebidos

por e-mail (caso informado) e através de um link com uma chave SHA-512;

e Usudrio Logado: Para se tornar um usuéario logado, deve-se submeter um pedido
de cadastro, onde o solicitante deve informar dados pessoais como nome, e-mail,
instituicao e dados sobre o projeto no qual o MHOLIline sera utilizado. O usuério
logado pode submeter arquivos sem limite de nimero de sequéncias, os términos de
seus jobs sao notificados via e-mail e o usuario pode acessar os resultados através de

uma interface prépria de gerenciamento de jobs, sem a necessidade de se guardar um

link.;

e Administrador: O administrador é uma conta de usuario especial criada para
gerenciamento: (i) dos dados de outros usudrios, dentre suas fungées destacam-se o
aceite ou rejeigao de novas aplicagoes de usudrios no MHOLline, (ii) de atualizagao
dos repositérios e backup e restauragao do sistema, e (iii) dos relatérios de estatisticas
de uso do sistema. Apesar de ser uma conta administrativa, o administrador pode
submeter jobs e analisd-los como qualquer outro usuario, seu modo de recebimento

de notificagoes de término de jobs é idéntica a de um usudario logado.

Atualmente o MHOLIine 1.0 conta com 73 usuarios e ja processou 656.315 sequéncias,
totalizando 13.396.745 segundos (mais de 37.213 horas) de processamento [91]. Estas
estatisticas englobam todas as atividades realizadas no MHOLIine 1.0 de 2009 até marco

de 2017. A funcao de cada um dos sete médulos do MHOLIine sera descrita a seguir.

4.1.1 HMMTOP

O HMMTOP é um preditor de hélices transmembranares, o qual utiliza o0 método de
cadeia oculta de Markov para identifica-las através da divergéncia maxima da composicao
de aminoacidos de segmentos de sequéncias [92, [03]. A saida resultante é dada por um

arquivo no formato texto.

4.1.2 BLAST

O BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool) é um software de busca de

similaridade entre sequéncias contra bancos de dados. O BLAST é uma das ferramentas
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mais usadas em bioinformatica. O processo de busca no BLAST pode ser subdividido em
trés médulos: Setup, Scanning e Traceback [94].

O modulo de Setup consiste na leitura da sequéncia, aplicagao de filtros e construgao
de uma tabela de pesquisa (e.g., tabela hash) com as sequéncias. O segundo mdédulo, de
scanning, engloba a busca na base de dados, escaneando cada sequéncia dada como entrada
em busca de encontros, chamados hits, correspondentes as palavras contidas na tabela
de pesquisa. A partir dos hits sao gerados alinhamentos sem gapsﬂ, que se obtiverem
uma pontuacao superior a um determinado limite serao reprocessados com a adi¢ao de
gaps, e se novamente excederem outro limite serao guardados para processamento futuro
sendo classificados como alinhamentos preliminares. Esta etapa também compreende
otimizacoes como retornar apenas resultados significativos como a pontuacao e o tamanho
do alinhamento, reduzindo o uso de memoéria e CPU. O terceiro moédulo, de traceback,
compreende a localizagao das insercoes e delecoes nos alinhamentos que obtiveram hits
[94].

Apéds o processamento, uma lista é retornada com todos os hits ordenados em ordem
decrescente das pontuacoes dos resultados. Para o MHOLIline o BLAST ¢é utilizado para
buscas no banco de dados PDB, sendo toda consulta executada localmente no préprio

servidor do MHOLIline (em cépia local do repositério do PDB).

4.1.3 BATS

O BATS (do inglés, BLAST Automatic Targeting for Structures) é capaz de identificar
as sequencias que as técnicas de modelagem sao capazes de atuar, separando o resultado
do BLAST em 4 grupos de acordo com os critérios descritos na Tabela 1.1 O BATS usa
um indice para denotar a cobertura, chamado LVI (Length Variation Index), que pode ser

calculado de acordo com a equacao [4.1}

Qr — N
Qr

Onde @, é o tamanho da sequéncia de entrada e Ny; ¢ o nimero de aminoacidos

LVI = (4.1)

alinhados entre a sequéncia de entrada e o hit em questao.

2Espacamentos inseridos em uma sequéncia de um alinhamento para que os caracteres sucessivos se
alinhem segundo algum critério definido pelo algoritmo de alinhamento. No ponto de vista biolégico, um
gap representa uma delecao na sequéncia na qual ele foi inserido ou uma inser¢ao na(s) sequéncia(s) na(s)
qual(is) ele nao foi inserido.
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Tabela 4.1: Classificacao dos grupos do MHOLIline para os resultados do BLAST

Classe Critérios
GO Sequéncia nao alinhada
G1 E-value > 10e-5 ou identidade < 15%
G2 E-Value < 10e-5 e Identidade > 25% e LVI < 0,7

G3 E-Value < 10e-5 e (Identidade entre 15% e 25% ou LVI > 0,7)

Para os grupos G0, G1 e G3, apesar de na literatura nao terem sido descritas formas
eficientes de se modelar as proteinas destes grupos, estima-se que as técnicas eficazes sejam
descritas na Tabela 4.1 ou uma combinacao entre elas.

As proteinas classificadas como G2, passiveis de serem utilizadas na modelagem por
homologia, o tinico método utilizado pelo MHOLIline atualmente, sao ordenadas por uma
pontuacao, dada pela equagao 4.2 seguidamente como segundo critério de ordenacgao a
resolucao do molde. A proteina que ficar na primeira posicao desta lista sera utilizada
como molde para a modelagem [88]. O MHOLIine se restringiu a selecionar apenas um
molde visto que as melhorias causadas por miultiplos moldes nao sao estatisticamente

relevantes [95].

Sy = WiP, + WP, + W, P, + WPl + W,P, (4.2)

Sendo W; o peso e P; o valor da identidade resultante do BLAST, W, o peso e P, a
pontuacao da similaridade resultante do BLAST, W,, o peso e P,, o nimero de aminoacidos
alinhados, W, é o peso e Pl o valor do indice LVI (descrito na Equacao e W, é o peso
e P, o valor do indice GRSI (Gap Relative Strength Index) denotado por

wG, + G,
QL

onde w é a penalidade para a abertura de um gap novo, G, é o nimero de gaps novos

GRSI = (4.3)

abertos, G, e p nimero de gaps adicionados em um gap jé existente e ); é o tamanho da

sequencia de input.

4.1.4 Filters

O Filters é uma ferramenta desenvolvida pela equipe do MHOLIine para classificar

as sequéncias selecionadas como G2 pelo BATS, denotando a qualidade final do modelo
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gerado com base nos valores de identidade e LVI [88]. A classificacao pode ser conferida

na Tabela 4.2

Tabela 4.2: Classificacao do FILTERS para os resultados do BATS para o grupo G2

Qualidade Identidade Cobertura

Very High > 5% > 90%
High > 50% e <75% > 90%

Good > 50% > 70% e <90%
Medium to Good > 35% e <50 % > 70%
Medium to Low > 25% e <35% > 70%

Low > 25% > 50% e <70%

Very Low > 25% > 30% e <50%

4.1.5 ECNGet

Ferramenta criada pela equipe do MHOLIline para capturar o nimero EC (do inglés,
Enzyme Comission) para cada sequéncia no grupo G2. Através de base de dados obtidas
no Uniprot (Universal Protein Resource) e no ExPASy (Ezpert Protein Analysis System)
é possivel estabelecer uma relagao entre o cidigo de identificagao da proteina (textitPDB

ID) e seu numero EC, sendo capaz de identificar enzimas com mais de um nimero EC [8§].

4.1.6 Modeller

Software capaz de modelar proteinas com base em moldes ja existentes, partindo de um
molde com estrutura tridimensional j& determinada, valendo-se da similaridade estrutural
e funcional do modelo e molde para sugerir a possivel estrutura tridimensional do modelo
desejado [58]. As restrigbes espaciais para se determinar a conformagao do modelo se
baseiam em andlises estatisticas envolvendo algumas caracteristicas do modelo e seus
moldes, como por exemplo as distancias entre os C, da proteina e valores de angulos
diedrais de cadeias principais de proteinas equivalentes. Essas caracteristicas sao expressas
por uma funcao densidade de probabilidade e podem ser utilizadas diretamente como
restrigoes espaciais. As restri¢oes espaciais e os termos de energia CHARMM [96] sao
combinados em uma func¢ao objetivo. Finalmente, o modelo é obtido pela otimizacao

da funcao objetivo em um espago cartesiano. Esta otimizacao é feita através do método
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de fun¢ao alvo variavel [07] empregando métodos de gradientes conjugados e dinamica
molecular com recozimento simulado. [98] A conformagao 3D final é dada como um arquivo

texto no formato PDB.

4.1.7 Procheck

O Procheck é um avaliador de estruturas tridimensionais proteicas composto de cinco
ferramentas chamadas de clean.f, secstr.f, nb.c, anglen.f e pplot.f, sendo executadas
na ordem citada. A entrada do Procheck é um arquivo de estrutura tridimensional de
proteina (formato PDB) e opcionalmente um arquivo de texto contendo informacgoes para
plotagem e resultados de saida.

A primeira ferramenta, o clean.f, executa a “limpeza” do arquivo de entrada,
assegurando-se que os atomos estejam devidamente classificados de acordo com as regras
definidas pela IUPAC (do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry)
[99]. A segunda ferramenta, o secstr.f, é responsavel por criar a montagem da estrutura
secundaria, residuo a residuo de acordo com o método modificado de Kabsch e Sander
[T00]. A terceira, o nb.c, identifica todas interagoes nao ligadas entre pares de residuos.
Estas interacoes sao definidas como o contato entre 4tomos mais préximo menor que 4 A e
os atomos se encontram separados por quatro ou mais ligagoes. A quarta ferramenta, o
anglen.f, calcula o tamanho e os angulos formados pelas ligacoes da cadeia principal.
A quinta e tiltima, o pplot.f, gera os graficos de saida com os dados obtidos nos outros
softwares do Procheck. A saida do Procheck consiste em varios graficos no formato

postscript em conjunto com uma avaliacao, em arquivo texto, do grafico de Ramachandran

dos residuos da proteina fornecida [84].

Nessa dissertacao, o desenvolvimento da segunda versao do MHOLIine serd o alvo
principal do trabalho considerando-se as atuais necessidades dos usuarios. O MHOLIline

2.0 serd apresentado no Capitulo [6]
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Residuesin additional allowed regions [ab,l,p] 25 13.7%

Residuesin generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 6 3.3%

Residuesin disallowed regions 1 5%

Number of non-glycine and non-proline residues 183  100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 1

Number of glycine residues (shown as triangles) 23

Number of proline residues 8

Total number of residues 215

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

1 IME4AAPDBIDCH.B99990001_01.ps

Figura 4.5: Gréfico de Ramachandran da proteina IME4[101] gerado pelo software Procheck
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Desenvolver a ferramenta MHOLIline 2.0 com a adi¢ao de novas ferramentas e com foco

na area de resubmissao de proteinas para remodelagem e refinamento de modelos.

5.2 Objetivos Especificos

Adigao de novos softwares no workflow do MHOLIine.

Otimizar a execugdo do software Modeller visando economizar tempo no

processamento do workflow.

e Criar uma ferramenta para refinamento automatico e manual de modelos 3D de

proteinas gerados via MHOLline.

e Criar um método para agrupamento de modelos 3D baseado em qualidade estrutural.



6 MHOLline 2.0

A partir de 2013, foi estabelecida uma nova parceria agora com a Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF) para o desenvolvimento da versao 2.0 do MHOLIline. Essa versao
conta com a adi¢ao de novos médulos, bem como uma area de refinamento de proteina para
que os usudrios sejam capazes de analisar e otimizar os modelos ja gerados no workflow
principal do MHOLIline. O MHOLIline 2.0 conta com doze softwares em seu workflow

principal e mais trés na area de ressubmissao, como apresentado no esquema de processos

mostrado na Figura [6.1]

Arquivo fasta

k. k. A
TMHMM HMMTOP BLAST SignalP PSIPRED
dos. de 4
ransmemoranares {.1xt) -
. Informagao de
Alinhamento i
{-hmi) pepnIED =
-Ixt}
MHOLdbD pe BATS PDE
r Apenas G2
k.
FILTERS Eetrturs 20
Todas 35 (.atm, fasta)
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ECMGET MODELLER
Todas proteinas
modeladas
¥
JMOL Procheck Molprobity DSSP
Analise de Ramachandram
Valores de enengia {-pdf}
{MOCELLER}
L y
Ressubmissdo €

Figura 6.1: Workflow completo do MHOLIline 2.0. Workflow criado com a ferramenta [?].

Apesar das adigoes feitas no MHOLIine 2.0, a estrutura das parti¢oes nao necessitou ser
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alterada, mas houveram alteracoes dentro de cada particao. No MHOLcore houve a adicao
da linguagem Python em sua lista de linguagens utilizadas. No MHOLdb houve otimizagao
dos tipos de dados e nos formatos das tabelas, visando reduzir o tempo de consulta sem
aumentar o tamanho da base de dados, além de evitar overload. No MHOLweb houve
a mudanca de toda a interface, para um modelo mais moderno e intuitivo. A seguir,
sera apresentada uma breve descricao dos softwares acrescentados no MHOLIine 2.0 em

comparagao com sua versao 1.0.

6.1 SignalP

O SignalP é um identificador de regides de peptideo sinal [[| e de sitios de clivagem, e
foi incorporado ao MHOLIine 2.0 com o objetivo de detectar esses tipos de segmentos em
regides nao cobertas por moldes. Atua com base em redes neuronais [103], treinadas para
conjunto de dados de procariotos e eucariotos, sendo que procariotos foram subdivididos em
dois grupos, gram-positivos e gram-negativos (sendo que virus, fagos, proteinas organelares,
Archaebacteria e Mycoplasma nao estao inclusos nos datasets).

Posteriormente, na versao 2.0 do SignalP, o método de modelo oculto de Markov foi
adicionado visando aumentar a precisao das predigoes [104]. A versao 3.0 do programa
nao apresentou grandes modificagbes. A partir da versao 4.0, o SignalP se tornou capaz de
distinguir entre regides de peptideo sinal e regides transmembranares, e também ocorreu a
substituicao do método de modelo oculto de Markov por apenas redes neuronais novamente
[T05]. A versao do SignalP utilizada no MHOLIline2.0 ¢é a versao 4.1

Como arquivo de entrada, o SignalP recebe um arquivo de sequéncia de aminoacidos
no formato |.fasta. Como resultado, o programa gera um arquivo de texto (Figura
mostrando se existe ou nao uma regiao de peptideo sinal, caso positivo, apresenta também

a informacao de qual é o ponto de clivagem do peptideo.

3Sequéncia entre 15 e 30 residuos de aminoécidos presente na regiao N-terminal de proteinas com o
papel de sinalizar para a protefna o local no qual ela deve ser ativada. [102]
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# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 37 0.538

max. Y 37 0.272

max. S 41 0.296

mean S 1-36 0.133

D 1-36 0.197 0.450 NO

Name=1ME4: A | PDBID | CHAIN | SEQUENCE
SP="NO’ D=0.197 D—cutoff=0.450 Networks=SignalP -noT

Figura 6.2: Arquivo de saida do SignalP para a proteina 1IME4 [101].

6.2 PSIPRED

O PSIPRED é um preditor de estrutura secundaria em proteinas que tem como base
uma rede neuronal de duas camadas baseada nos resultados das matrizes geradas pelo
PSI-BLAST. Inicialmente, um perfil é obtido através de uma consulta com o PSI-BLAST
[106], visto que ele gera estes arquivos durante a sua execugao em busca de homdlogos
distantes [107].

Os perfis sao utilizados como arquivos de entrada para a predicao de estrutura
secunddaria, eliminando-se assim a etapa computacionalmente mais custosa, a de
alinhamento multiplo, reduzindo significativamente o tempo necessario para se obter
a predicao da estrutura secundaria. A fim de se produzir perfis altamente sensiveis, um
banco de dados de proteinas nao redundantes é compilado extraindo-se sequéncias nao
idénticas de alguns bancos de dados ptiblicos, entao o software SEG [108] é utilizado para
se remover regioes com pouca informacgao e outro software é utilizado para se remover as
regioes de transmembranas.

O PSI-BLAST produz uma matriz de pontuacao especifica de dimensao 20 x M
elementos, onde M é o tamanho da sequéncia de entrada. Esta matriz é utilizada como
dado de entrada da rede neuronal, que ¢é treinada através do método de backpropagation com
cross-validation. Os valores utilizados no treinamento foram: Momentum: 0.9, Learning
rate: 0.005 e para evitar o excesso de treinamento, 10% da amostra de treinamento nao foi
utilizada para treinar, mas sim, utilizada para avaliar a performance durante o treinamento.
Esta parcela de 10% nao foi utilizada para calcular os ajustes dos pesos da rede. O critério

de parada foi quando houve uma piora na performance avaliada.
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A partir de testes realizados com o PSIPRED, de um conjunto de 23 predicoes, pelo
menos 17 estavam corretas, resultando em pelo menos 70% de acuracia [109], o que faz
com que, ainda hoje, seja um dos softwares mais utilizados para esta finalidade.

Como arquivo de entrada o PSIPRED recebe um arquivo de sequéncia no formato
.fasta. Como arquivo de saida, gera um arquivo de texto (Figura contendo qual
estrutura secundaria foi prevista para cada residuo, assim como um valor de confianca

para essa predicao.

# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V3.5)

Conf: 996434454786200134687653356666666644456535996335322112245689
Pred : OCCOCCOCOCCOCCCCOCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHACOCCCCOCCCCEEECOCCC
AA: APAAVDWRARGAVTAVKDQGQOGSCWAFSAIGNVECQWFLAGHPLTNLSEQMLVSCDKTD
10 20 30 40 50 60

Conf: 999998831689999971788644458888667899899999999863059941232894
Pred : CCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCOCCCOCCCOCCCOCCCCCCCCCEEEEEEEECCC
AA: SGCSGGLMNNAFEWIVQENNGAVYTEDSYPYASGEGISPPCTTSGHTVGATITGHVELPQ)
70 80 90 100 110 120

Conf: 199999999851997999970247410474264489975781799998227999524999
Pred : HHHHHHHHHHHCCCEEEEEEECCCCCCCCCEEECCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCEEEE
AA: DEAQIAAWLAVNGPVAVAVDASSWMTYTGGVMTSCVSEQLDHGVLLVGYNDSAAVPYWIL
130 140 150 160 170 180

Conf: 53578997656159997079953200233223469
Pred : BOCCOCCCOCCCEEEEERCCCOCCCOCCCOCCCCC
AA: KNSWITQWGEEGYIRIAKGSNQCLVKEEASSAVVG
190 200 210

Figura 6.3: Arquivo de saida do PSIPRED para a proteina 1IME4 [101].
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6.3 TMHMM

O TMHMM é um software para predicao de hélices transmembranares através do
método de cadeia oculta de Markov. Apesar de métodos experimentais serem capazes
de mostrar a existéncia de uma estrutura de transmembrana [I10], nao é possivel de se
determinar a posi¢ao com total exatidao de seus componentes [I11]. Trabalhando com
estes preceitos, a fim de se minimizar os erros, no conjunto de dados de teste nao foram
incluidas proteinas que obtiveram topologias divergentes em diversos experimentos e nao
estava claro qual a topologia seria a correta.

Com um conjunto de dados de 645 proteinas com estruturas secundarias ja conhecidas,
foi mostrado em estudo que o TMHMM foi capaz de separar com sucesso as proteinas
integralmente membranares e soltiveis em &dgua. Menos de 1% das proteinas nao
membranares analisadas obtiveram uma classificacao errada e apenas uma, de 160 proteinas
de membrana foi classificada erroneamente. Porém, o conjunto negativo utilizado nao
continha proteinas com peptideo sinal.

O conjunto de peptideo sinal utilizado para o treino do TMHMM, foi o mesmo conjunto
utilizado para treinar o software SignalP, afim de se avaliar a capacidade de diferenciacao
entre hélices de membrana e peptideos sinais do TMHMM. Tal conjunto, composto por 1011
sequéncia eucarioticas, 141 Gram-positivas e 266 Gram-negativas, continha o peptideos
sinais e 30 aminodcidos apds o sitio de clivagem [112].

Para hélices transmembranares o TMHMM obteve sucesso em cerca de 77-78% das
topologias. A determinacao dos resultados da predicao de transmembranas se da em trés

etapas [112):

Etapa 1: Consiste em corrigir as incertezas nas fronteiras dos resultados (e.g., Mudanca de
uma regiao de transmembrana para uma regiao interna ou externa da proteina).
Para tal, uma area de doze residuos (6 em cada parte) ¢ transformada em um
caractere curinga, estes caracteres denotam qualquer uma das trés classes (Interna,
Transmembrana, Externa), caso uma das regides seja menor do que seis residuos os
dois residuos centrais sao mantidos enquanto que os demais sao transformados em
caracteres curinga. As areas com caracteres curinga serao estimadas com a adigao

de ruido e posteriormente otimizadas conforme a probabilidade de suas ocorréncias.

Etapa 2: Consiste em refazer a primeira etapa, porém com a criacao de areas de caracteres
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curinga com dez residuos ao invés de doze e sem a adicao de ruido na etapa de

estimativa.

Etapa 3: Nesta etapa o modelo gerado é otimizado novamente para entao ser retornado ao

usuario.

Como arquivo de entrada o TMHMM recebe um arquivo de sequéncia no formato
.fasta. Como arquivo de saida, o TMHMM gera arquivos de texto com as porcentagens
de suposicao para as trés classes, bem como um grafico sobre esses dados para facilitar a

visualizacao pelo usudrio.

# 1MFE4: A | PDBID | CHAIN | SEQUENCE

# AA inside membr outside
1A 0.16317 0.00000 0.83683
2 P 0.16317 0.00000 0.83683
3 A 0.16317 0.00000 0.83683
4 A 0.16317 0.00000 0.83683
5V 0.16317 0.00000 0.83683
6 D 0.16317 0.00000 0.83683
7TW 0.16317 0.00000 0.83683
8 R 0.16317 0.00000 0.83683
9 A 0.16317 0.00000 0.83683
10 R 0.16317 0.00000 0.83683
11 G 0.16317 0.00000 0.83683
12 A 0.16317 0.00000 0.83683
13V 0.16316 0.00001 0.83683

Figura 6.4: Fragmento do arquivo de saida do TMHMM da proteina 1ME4 [I01] mostrando
as porcentagens dos residuos estarem em cada uma das trés classes.

6.4 DSSP

O DSSP é um interpretador de estruturas secundarias do tipo a-hélice, residuo isolado
em uma ponte do tipo f, fita 5 estendida (com participacao em uma folha ), 3-hélice,
5-hélice, volta por ligagao de hidrogénio e dobras [100].

Como arquivo de entrada o DSSP recebe um arquivo de estrutura tridimensional de
proteina no formato .pdb. Como resultado o DSSP retorna um arquivo de texto (Figura

?7?) contendo as informagoes da estrutura interpretada.


.fasta
.pdb

ol

# RESIDUE AA STRUCTURE
1 1 A

2 2 P

3 3 A S
4 4 A

5 ) A% E
6 6 D E
7 7 W H
8 8 R H
9 9 A H
10 10 R H
11 11 G T
12 12 A

13 13 A%

14 14 T

15 15 A

16 16 A%

17 17 K

18 18 D B
19 19 Q

20 20 G T

Figura 6.5: Fragmento do arquivo de saida do DSSP da proteina 1ME4 [T01].

Neste arquivo de saida, a primeira coluna é um contador, a segunda coluna é o nimero
do residuo, na terceira coluna qual aminoacido que este residuo é e na quarta coluna é o
tipo de estrutura secundaria prevista, a correspondéncia de cada letra com a sua estrutura

secunddria utilizada pelo MHOLIine se encontra na Tabela [6.1]

Tabela 6.1: Relacao da codificacao da coluna "STRUCTURE”do arquivo de saida do
DSSP e suas estruturas secundarias correspondentes.

Caractere  Estrutura correspondente

H, G, 1 a-Hélice
B, E Fita-f
LT, S, «” Alga
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6.5 Molprobity

O Molprobity [83] é um avaliador de proteinas e estruturas de acidos nucléicos nos niveis
global e local. Primeiramente, o Molprobity detecta se o arquivo possui uma quantidade
de hidrogénios satisfatoria, visto que a presenca destes é um pré-requisito exigido para a
andlise de contato entre atomos, caso a quantidade seja insuficiente a ferramenta REDUCE
[T13] é utilizada para inserir e otimizar os hidrogénios.

Apés a etapa de verificagdo/adi¢ao de hidrogénios, a andlise de contato entre dtomos é
feita a partir da ferramenta PROBE [114], que cria esferas com raio de 0.5A em volta da
superficie de van der Waals dos atomos visando medir as sobreposicoes ocorrentes entre
estes campos. Quando atomos que nao possuem ligagoes coordenadas entre si se sobrepoem
em mais que 0.44 é sinalizado um conflito forte. Esse tipo de sinalizacéo indica que pelo
menos um dos dois atomos foram modelados de forma incorreta, visto que conflitos como
este nao ocorrem na natureza. Como resultado desta etapa, uma pontuagao chamada de
‘clashscore’ é computada a partir do nimero de conflitos fortes/ 1000 atomos.

A préxima etapa consiste em analisar angulos de torgao, que compreende na verificacao
da distribuicao dos residuos da proteina em um espaco tridimensional de acordo com os
valores ¢ e ¥ no grafico de Ramachandran para cadeia principal e do rotametro y para
as cadeias laterais. As distribuicoes de referéncia, utilizadas para construir os resultados
desta etapa tém como base 10° residuos em 500 arquivos. Como resultado desta etapa, 4
plotagens dos graficos de Ramachandran sao feitos, sendo uma para Glicinas (Gly), uma

para Prolinas (Pro), uma para residuos préximos a Prolinas (pre-Pro) e demais residuos

(Figura [6.6)).
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Figura 6.6: Grafico de Ramachandran da proteina 1ME4 gerado pelo software Molprobity.
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A quarta e ultima analise executada é a de geometria covalente. Nesta, é examinado o
tamanho e angulos das ligacoes entre os atomos da cadeia principal, retornando os residuos
considerados como tendo geometria proibitiva (denominados de outliers).

Como arquivo de entrada, o Molprobity recebe um arquivo de estrutura tridimensional
de proteina no formato .pdb. Como arquivo de saida o Molprobity retorna um arquivo no
formato |.pdf com o gréfico de Ramachandran, o ntimero de outliers e a porcentagem de

residuos em regioes favoraveis e permitidas.

6.6 Jmol e Jsmol

O Jmol [I15] e o JSmol [I16] sao softwares para visualizar e interagir com proteinas
em um ambiente tridimensional, sendo o Jmol feito em java, podendo ser executado
localmente, e o JSmol construido em Javascript, sendo adicionado a paginas web e
podendo ser executado em uma quantidade maior de dispositivos. Durante a execucao do
MHOLIine, o Jmol é utilizado para a geracao de thumbnails das estruturas modeladas para
complementar a pagina de resultados. O JSmol é utilizado para o usuario poder visualizar
a proteina gerada pelo workflow principal do MHOLIine eliminando a necessidade de
baixar o arquivo de estrutura para visualizagao local. Seu arquivo de entrada é um arquivo

de estrutura tridimensional de proteina no formato |. pdb.

6.7 Refinamento

Por ser o objetivo principal desta dissertagao, o desenvolvimento deste médulo bem

como os testes aplicados serdo descritos no capitulo 7]

6.8 Fluxo de dados

Nesta secao mostra-se o fluxo de dados no workflow do MHOLIline2.0 com a ferramenta
de ressubmissao. A Figura [6.1] no inicio deste capitulo, ilustra o fluxo de dados do
MHOLIine 2.0, com input e output de arquivos. O fluxo se inicia quando o usuario submete
um arquivo de sequéncias do formato .fasta. Este arquivo serve como input dos softwares
TMHMM, HMMTOP, BLAST, SignalP e PSIPRED. Os outputs dos softwares TMHMM

(.txt) e PSIPRED (.ss2) sao diretamente utilizados na ferramento de Ressubmisséo.


.pdb
.pdf
.pdb
.fasta
.txt
.ss2
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O output do software BLAST (.html) é utilizado pelo BATS. O BATS é um script
escrito em PFERL usado para classificar os resultados do BLAST. Os resultados da
classificagao sao armazenados no banco de dados MHOLdb.

As proteinas que forem classificadas pelo BATS como grupo G2 sao entao encaminhadas
para a ferramenta FILTERS, um script em PERL criado para classificar as proteinas
em 7 categorias (Very High, High, Good, Medium to Good, Medium to Low, Low e Very
Low). Os resultados do FILTERS sdo também armazenados no banco de dados MHOLdb.
Todos os grupos classificatorios do FILTERS serao modelados pelo Modeller. Para isso, a
sequéncia de aminoacidos de cada proteina é alinhada com a sequéncia de melhor resultado
selecionado pelo BATS, lido do banco de dados de estrutura 3D (PDB). Esse alinhamento
junto com um conjunto de scripts sao encaminhados para a execucao do Modeller para a
geragao dos modelos 3D.

O ECNGET é uma ferramenta que utiliza o ID do PDB que obteve o melhor resultado
no BATS para cada sequéncia de entrada a fim de buscar o seu Enzyme Comission
Number, ja processado e armazenado no MHOLdb. A partir do resultado do Modeller
(.pdb), o JMOL é usado para gerar um thumbnail (.png) da proteina modelada e para
visualizar na interface do MHOLweb em tempo real o modelo gerado. As andlises de
Ramachandran sao executadas pelo Procheck gerando arquivos Post Script (\.ps) e texto
e pelo Molprobity gerando arquivos no formato .pdf. Os resultados de analise de energia
do Modeller e as informagoes sobre a qualidade estereoquimica gerada pelo Molprobity
(outliers e porcentagem de residuos em regides permitidas) sdo usados na ferramenta de
Ressubmissao.

Na Ressubmissao, os dados coletados dos softwares TMHMM, PSIPRED, SignalP,
Molprobity e BLAST sao usados para prover os usuario com informacoes relevantes
que possam auxilid-lo no refinamento manual, bem como tornar possivel o refinamento

automatico.

6.9 Banco de dados MHOLdAb no MHOLIline 2.0

O banco de dados do MHOLIline 2.0 atualmente possui 16 tabelas e 13 chaves
estrangeiras, como pode ser verificado na Figura E possivel notar que as tabelas

“ecnget”, “chain”, “resolution” e “sistema” nao possuem chaves secundérias, porém elas
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se relacionam através do registro “pdb_id”, também presente nas tabelas “refinement”,
“summary”, “bats_filter” e “champ”. O motivo pelo qual nao se colocou uma chave
estrangeira para estas tabelas se deu pela intencao de se reduzir o cruzamento de tabelas,

que aumentam o tempo de consulta ao banco de dados.

refinement

fasta_sequences

fasta_sequence_id id_fasta_sequence summary
query id_upload_fasta
pdb_id query_no data
chain name_query id_user ke
end_date sequence time_hmmtop
refine_execution_id time _tmhmm
id_upload_fasta time_signalp
sequence_run_id time_psipred
PLOCEsS0S! time_blast
’ - time_bats
[<]id_upload \ time_filters
‘ id_exec A time_ecnget
load fasta id / ?gr?:?np time_modeller
upload_fasta_i - time_procheck
query [<|_upload_fasta_id signalp time_pmolprobity
query_length query psipred time_total
query_name query_name blast qtd_sequencia
pdb_id pats proc_id
Ivi filters
length_hit ecnget
grsi pdb_id modﬁlleL
gap _ resolution procheck
|derl1tl|ty organism molprobity
positives method status programs
score has ss info cancel id_prog
evalue id_user kal
grouping_statement hmmtop
roup_name tmhmm
glastpoutput file Mploaciiasta signalp
chain_ id user psipred
beginning_aa data blast
ending_aa filename bats
naali ip filters
fl nstart ecnget
f2 modeller
qtd_seq
emailtk pracheck
hash molprobity
data final escolha_signalp
seqbygroup ‘
upload fasta_id
query ‘
query_name pdb_id fname
sp_id ‘ login
ec_id - |_id_upload senha
bats filter ec_description “<{7id_proc email
It id_user phone
upload_fasta_id time_hmmtop instjtytion
query time_tmhmm position
query_length time_signalp labname
query_name pdb_id time_psipred city
pdb_id chain time_blast state
lvi sequence_length time_bats country
length_hit hetatm time _filters fnamelL
grsi time_ecnget InameL
gap time_modeller emailL
identity time_procheck phonel
positives sistema time_molprobity institutionL
score data labnameL
evalue status tempo_total positionL
grouping_statement pdbfastafile hmmtop cityL
group_name pdbstructure tmhmm stateL
blast_output_file ecnget signalp countryL
chain resolution psipred name_project
beginning_aa pidfastafile blast finantial_suport
ending_aa pidstructure bats end_date
naali pidecnget filters justificative
1 pidresolution ecnget permission
2 modeller status
procheck data
molprobity

Figura 6.7: Modelo entidade-relacionamento do banco de dados MHOLdb do MHOLIline
2.0. Modelo gerado através do software phpMyAdmin [T117].
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6.10 Controle de versao do MHOLIline 2.0

O controle de versao do MHOLIline 2.0 ¢é feito através de backups periédicos. Para
tal, um script escrito na linguagem shellscript foi desenvolvido onde todas as pastas e o
banco de dados sao compactados separadamente e alocados em um diretério proprio em
um hard disk (HD) separado, possuindo como nome o identificador de origem (MHOLcore,
MHOLweb ou MHOLdb), acrescidos da data do backup de forma a manter o histérico de
mudancas no MHOLIline. Atualmente este script roda manualmente, porém é possivel

criar uma rotina de backup peridédico através do uso da ferramenta crontab do sistema

UNIX.

6.11 Validacao do MHOLIline 2.0

Em agosto de 2016 foi feito um teste de carga no MHOLIine 2.0, visto que neste periodo
ocorreu a VIII EMMSB (Escola de Modelagem Molecular de Sisteas Bioldgicos) [118] no
LNCC. Durante a escola os usuarios presentes fizeram o feedback sobre as interfaces e as
funcionalidades do MHOLIline 2.0.

Os feedbacks fornecidos sobre os softwares incorporados foram todos positivos, ja que
o MHOLIline passou a prover uma quantidade maior de informagoes sobre as proteinas
submetidas. Quanto a area de refinamento, os feedbacks sobre a interface também foram
todos positivos, com destaque para a apresentacao simples e direta de informacgoes tteis
aos pesquisadores.

Também foram recebidos feedbacks a respeito de funcionalidades desejadas, como por
exemplo, a adicao do nome do organismo a qual cada modelo da lista de possiveis templates
pertence. As sugestoes apresentadas pelos usuarios foram implementadas e ja estao em
funcionamento do worflow. Algumas sugestoes foram implementadas ainda durante a

EMMSB e os usudrios também as elogiaram.
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7 Desenvolvimento da Ferramenta

de Refinamento de Proteinas

A area de refinamento consiste em uma sessao do MHOLIine voltada especificamente
para usudrios cadastrados (com login). Nela é possivel analisar os resultados da saida do
workflow original do MHOLIine com algumas informacoes a mais em uma interface unica,
e fazer algumas alteracoes tais como a troca do molde ou a adigao de até no maximo trés
moldes (para alinhamentos miltiplos), para serem utilizados em uma nova modelagem
comparativa executada pelo software Modeller [58]. Existem dois tipos de refinamento que

o MHOLIline é capaz de realizar, o automatico e o manual, ambos serao descritos a seguir.

7.1 Refinamento Automatico

Caso o usudario opte pelo refinamento automaético, as regides de gap no alinhamento sao
mapeadas, ou seja, cada sequéncia molde tem os caracteres de seu alinhamento classificados
como: (i) alinhamento com gap ou (ii) alinhamento sem gap. Em um alinhamento, o gap

representa uma inser¢ao ou uma delecao de um residuo e a sua representacao é feita pelo

sinal “-”, como pode ser observado no alinhamento da Figura [7.1]
query MGKEKKKATNKDGGNDGGGGGKAAKDTSGGSGY TKVKVRHI LCEKHGRAMEALKK INEGSSFADVAREYSEDKAR
template  —----mmmm oo NA- - -VKVRHILCEKHGKIMEAMEK LKSGMRFNEVAAQYSEDKAR
query SGGDLGWKRRGEMVGPFQEAAFALPKGGM- - - - - TPEPVKTSFGYHIILVEDKQ

template  QGGDLGWMTRGSMVGPFQEAAFALPVSGMDKPVFTDPPVKTKFGYHIIMVEGRK

Figura 7.1: Exemplo de alinhamento com gaps.

Um consenso de gaps a partir das sequéncias do molde é gerado da seguinte forma:

(Passo 1) Se houver somente uma sequéncia molde, o consenso serd a prépria sequéncia, caso
contrario, uma operacao légica AND serd realizada entre as sequéncias dos moldes.
Tal operacao é codificada da seguinte maneira: 1 - Posi¢coes com gap; 0 - Posicoes
sem gap. O resultado desta operacao é uma sequéncia que onde houver gap, significa

que existe um gap naquela posicao em todas sequéncias moldes.
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(Passo 2) No passo seguinte, essa sequéncia codificada fard uma operagao logica OR, desta vez,
com o resultado da predicao do PSIPRED (Figura), sendo agora recodificada
da seguinte maneira: 1 - Existe nessa posicao uma predicao de estrutura secundaria

do tipo a-Hélice ou Fita-3; 0 - Caso contrario.

(Passo 3) O resultado dessas operagoes é combinado (Figurd7.2tb), gerando-se uma sequéncia
final onde 1 é o resultado da predicao do PSIPRED para regioes com gap na sequéncia

consenso do Passo 1, e 0 é um gap (-).

(Passo 4) Este resultado serd entao variado em tamanho e posigao, respeitando os limites nos
quais as regides com restrigao de estrutura secundéria (predita pelo PSIPRED) foi

delimitada (Figurg7.2tc).

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Restri¢ao baseada no
resultado do PSIPRED do modelo ! . . ! ' ! ! B B B B
a)
Consenso dos gaps dos moldes X X - - - - - - - - X
Restricao com
b) b'e X r T T T r - - - X
consenso

Exemplo de variagao de
c) o X X - T T T - - - - X

restrl(;ao com consenso

Figura 7.2: Operagao de aplicagao de restricao no modo de refinmento automdtico. Sendo “r”:

“_”. [{S )N

Restrigao, “”: Gap e “x”: Nao gap. a) Checagem se algum fragmento de resultado do PSIPRED
se localiza em uma regiao de gap. b) Resultado da checagem executada na etapa anterior. c)
Variacao do resultado da etapa anterior para gerar varias combinagoes de restrigao.

Um pseudocddigo ilustrando o processo de criacao das restricoes pode se conferido no
Algoritmo [1] contido no Apéndice deste trabalho.

Durante a etapa de criacao das restrigoes, a quantidade de combinagoes possiveis,
levando em consideragao as restricoes existentes, é calculada para determinar o modo
como o refinamento automatico ird tratar os resultados. O calculo da probabilidade é feito
da seguinte maneira: (i) Cada tipo de restrigao é calculada separadamente como uma
combinagcao simples de n elementos dois a dois, onde n é a diferenca entre o niimero do
residuo final e o inicial da restrigao; (ii) Apds calcular cada tipo de restri¢ao separadamente,

novamente uma combinacao simples entre os resultados das combinagoes individuais é
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feita a fim de se descobrir a quantidade m total de combinagoes possiveis para as restrigoes
dadas.

No MHOLIline2 foi implementada uma tomada de decisao automaéatica baseada no
valor de m. Este niimero serve como ponto de corte para determinar como os resultados
da modelagem serao dispostos para o usuario. Existem trés abordagens atualmente

implementadas, descritas também no fluxograma da figura [7.3}

e m > 50: Existem cinquenta ou mais combinacoes de restricao. Neste caso uma
selecao aleatdria de 50 combinagoes é feita para serem modeladas e agrupadas (de
acordo com o método apresentado no segao [7.5)) antes de serem retornadas para o

usuario;

e 20 < m < 50: Existem mais que vinte e menos de cinquenta combinacoes. Todas
as combinagoes possiveis sao modeladas e agrupadas (de acordo com o método

apresentado no secao |7.5)) antes de serem retornadas para o usuario;
s )

e m < 20: Existem vinte ou menos combinacoes. Nesse tultimo caso, todas as

combinagoes sao modeladas e retornadas para o usudrio.
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Inicio

Existe até
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Nao

combinacoes
de

restrigao?

Existe até

50

Modelar todas opgoes

e retornar todas ao

usuario. restricoes

JNQO
Modelar todas opgoes, Fazer selecao aleatéria de 50
agrupar e retornar restricoes a serem modeladas,
os resultados para o agrupar e retornar ao usuario os
usuario. resultados.

Figura 7.3: Esquema das tomadas de decisoes sobre como os resultados serao retornados
para o usuario no refinamento automatico.

Na auséncia de regides com estrutura secundaria predita pelo PSIPRED situadas em
regioes de gap, as regides de loop (ou voltas) nessas regioes sao otimizadas e os resultados
agrupados. Por fim, caso nao haja gap no alinhamento, 20 proteinas serao geradas sem

qualquer restricao ou otimizacgao e os resultados serao retornados para o usuario.

7.2 Refinamento Manual

Caso o usuario opte pelo refinamento manual é possivel trés opc¢oes, como descritas

abaixo e mostrado na Figura[7.0]:

e Fazer a clivagem de peptideo sinal, caso exista e tenha sido detectada pelo
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SignalP através de um botao, eliminando a necessidade do usuério fazer a delecao

manualmente e preencher a regiao com gaps, ou até mesmo refazer o alinhamento;

e Adicionar restrigoes de estrutura secundaria no Modeller, como hélices, fitas, folhas
e distancia entre atomos, fazendo com que o proprio MHOLIine gere o script em

Python (Figura para ser executado no Modeller com o uso da biblioteca paralela;
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from modeller import =x
from modeller. parallel import x
from modeller.automodel import x

from modeller.scripts import complete_pdb

class MyModel(automodel ):

def special_restraints (self, aln):

rsr = self.restraints
at = self.atoms
#====== Alpha heliz:

rsr.add(secondary_structure.alpha(

self . residue_range (’48:7,°57:7)))

——— Strand:

rsr.add(secondary_structure.strand (

self.residue_range (’60:’,766:7)))

———— Sheet:

rsr.add(secondary_structure.strand (

self .residue_range (’25:7,732:7)))
rsr.add(secondary_structure.strand (
(

self.residue_range (’40:7,744:7)))

rsr.add(secondary_structure.sheet (at|[ 'N:257],at[’0:447],

sheet_h_bonds=-5))

a = MyModel(env, alnfile=’11ME4APDBIDCH. ali’, knowns=(’1F2A_A’),

sequence="1_1ME4APDBIDCH’ , assess_methods=(assess .DOPE, assess.DOPEHR,

assess.normalized_dope, assess.GA341))

a.starting_model = 1

a.ending_model =1

a.library_schedule = autosched.slow
a.max_var_iterations = 300
a.md_level = refine.slow
a.repeat_optimization = 2

a.max_molpdf = 1e6

a.make ()

Figura 7.4: Cédigo em Python de restricao de estrutura secundaria no Modeller.
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e Otimizar loops com o Modeller, gerando o script em Python (Figura do Modeller

com o uso da biblioteca paralela, com todas otimizagoes solicitadas pelo usuario.

from modeller import x

from modeller.automodel import x

# Create a new class based on ’loopmodel’ so that we can redefine
# select_loop_atoms (mnecessary)

class MyLoop(loopmodel):

# This routine picks the residues to be refined by loop modeling

def select_loop_atoms (self):

# One or more loops from residue X to Y inclusive

return selection (

self.residue_range(’28:7, 731:7),
self .residue_range (’45:7, "47:"7),
self.residue_range (’55:’, '60:")
)

Figura 7.5: Cédigo em Python de uma classe contendo parametros de otimizagao de loops
no Modeller. A necessidade de uma classe em um arquivo separada foi necessaria pois ao
se usar a bibloteca paralela, cada processo precisa ter acesso aos parametros de restrigao.
A solucao encontrada foi separar a classe em um arquivo préprio. No outro arquivo, os
comandos contidos sdo os mesmos da Figura [7.4] excluindo-se a classe ”MyModel”e a
classe instanciada serd a classe criada "MyLoop”e nao a deletada ”MyModel”.
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refinar

Sim
mais?

lNéo

Fim

Figura 7.6: Esquema da etapa de refinamento manual no MHOLIine2.0.

As funcionalidades de realinhamento, clivagem, restricao e otimizacao foram criadas
para reduzir o trabalho do usuario em realizar estas etapas manualmente, através de
uma interface amigavel e intuitiva. Ao se escolher um tnico molde novo, o script do
Modeller salign, para alinhamentos pareados é usado. Caso o usuario escolha mais de
um molde, o software Clustal() é utilizado. O motivo da escolha de softwares diferentes
para alinhamentos multiplos e pareados se deu pois o Clustal{) produziu um resultado de

qualidade superior que o salign, porém em um alinhamento pareado, o salign gerou um
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resultado melhor que o Clustalf). O processo de selecao do algoritmo de alinhamento se

encontra na Segao [7.4]

7.3 Reducao no tempo de execucao do Modeller

Visando escolher as melhores condigoes para uma melhor experiéncia do usuério (e.g.,
menor tempo de processamento) e um resultado de qualidade, algumas otimizagoes foram
feitas na execugao do Modeller. O Modeller possui uma biblioteca paralela, introduzida
na versao 9.1 lancada em 2007, que é capaz de paralelizar seus calculos em multiplos
processadores. Quando se constréi dois modelos ou mais em um mesmo script, o médulo
paralelo executa uma instancia do Modeller para cada modelo, por exemplo, em um
script onde se constréi 10 modelos deseja-se distribuir os trabalhos para dois ntucleos,
esperando-se que cada nucleo ird modelar 5 proteinas cada [65].

Por ainda ser uma biblioteca experimental, realizamos testes de tempo e qualidade
em um computador com a seguinte configuracao: Processador Intel® Core™?2 Quad
CPU (28200 com clock de 2.33GHz x 3, placa de video NVIDIA GT X470 com driver
Gallium 0.4 on NV CO0 visto que apresentou maior estabilidade no sistema que o driver da
NVIDIA, 4GB de meméria RAM (2 x 2GB) com frequéncia de 800M H z cada, Sistema
Operacional Linux Ubuntu 14.04 Trusty Tahr (x86_x64). Esta configuragao foi escolhida
pois se assemelha muito a configuracao atual do servidor que hospeda atualmente a versao
web.

A sequéncia fasta da cadeia A da proteina 5FPY [I19], contendo 666 aminoacidos, foi
submetida ao MHOLIline2.0 que sugeriu como molde a cadeia B da proteina 1CU1 [120],
contendo 645 aminoacidos. Porém, na etapa de refinamento o seu molde foi propositalmente
modificado para a cadeia A da proteina 1HEI [121], contento 451 aminodcidos. O motivo
desta mudanca, apesar de 5FPY e 1CU1 serem hidrolases e a 1HEI ser uma helicase,
deu-se pela intencao de avaliar o desempenho de tempo de modelagem do Modeller com
e sem a biblioteca paralela, e nao o de gerar um modelo de alta qualidade. O objetivo
deste ensaio era ter um teste controlado para comparacao de tempo de uma proteina
em condicoes ideais e de restricao. Para tal, precisava-se de uma proteina com uma
cobertura no alinhamento menor, que possibilitasse a funcao automatica de refinamento

do MHOLIline2.0 gerar restrigoes a serem aplicadas pelo Modeller.
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As restricoes aplicadas neste teste foram:
e o-hélices: do residuo 48 ao 57 e do residuo 207 ao 215;

e Folha-f com fitas antiparalelas: do residuo 25 ao 32 e do 40 ao 44 iniciando no
nitrogénio (N) do residuo 25 e finalizando no oxigénio (O) do residuo 44 com 5
ligagoes de hidrogénio (HB), do residuo 25 ao 32 e do 68 ao 72 iniciando no residuo
25(N) e finalizando no residuo 72(0) com 5 HB e do residuo 25 ao 32 e do 77 ao 83

iniciando no residuo 25(N) e finalizando no residuo 83(O) com 5 HB;

e Folha-f com fitas antiparalelas: do residuo 116 ao 121 e do 86 ao 90 iniciando no
residuo 86(N) e finalizando no residuo 121(O) com 5 HB e do residuo 116 ao 121 e do
109 ao 112 iniciando no residuo 109(N) e finalizando no residuo 116(O) com 4 HB;

e Folha-3 com fitas antiparalelas: do residuo 138 ao 143 e do 146 ao 153 iniciando no
residuo 138(N) e finalizando no residuo 153(0O) com 7 HB e do residuo 138 ao 143 e
do 146 ao 153 iniciando no 138(N) e finalizando no residuo 153(O) com 6 HB;

e Folha-f com fitas antiparalelas: do residuo 183 ao 195 e do 198 ao 206 iniciando no
residuo 183(N) e finalizando no residuo 206(0O) com 9 HB, do residuo 183 ao 195 e
do 662 ao 665 iniciando no residuo 183(N) e finalizando no residuo 665(0O) com 4 HB
e do residuo 183 ao 195 e do 159 ao 161 iniciando no residuo 159(N) e finalizando no

residuo 161(O) com 3 HB.

Adicionalmente, outras quatro proteinas classificadas como Very High foram
remodeladas sem qualquer restricao ou mudanca do molde, a fim de se verificar apenas
se o desempenho no processamento e qualidade dos modelos gerados seriam semelhantes
aos do modelo originalmente gerado pelo workflow. Detalhes do conjunto teste pode ser

observada na Tabela [T.1]



Tabela 7.1: Informacoes do conjunto de proteinas usadas nos testes de tempo e de comparagao entre os modos automatico e manual.

Refinamento

PDB ID Cadeia

CATH®

PDB ID Cadeia

NR

Restricao

2W4J

1JG8

5M5U

1HIS8

5FPY®

NR SCOP*
277 NC
347 a/p
365 NC
664 /B
666 NC

a/p

NC

NC

NC

1JKS

1JG8

1UTC

10VJ

1HEI

A

294

347

363

664

451

1-4/ 358-365

1-221/ 663-666

NC

NC

NC

NC

a-hélices: 48-57; 207-215.

Pares de fitas-f3
antiparalelas: 25-32/
40-44; 25-32/ 68-72; 25-32/
77-83;  116-121/ 86-90;
116-121/ 109-112; 138-143/
146-153; 138-143/ 146-153;
183-195/ 198-206; 183-195/
662-665; 183-195/ 159-161.

NR: ntimero de residuos. NC: ndo contém. ¢ Classificagdo de acordo com o SCOP [122]. ® Classificacdo de acordo com o CATH [123]. “Esta proteina teve seu

molde alterado para simular de modo controlado uma condigao de uma proteina com cobertura reduzida.

89
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Para os testes de tempo trés modelagens de cada proteina foram executadas gerando
20 modelos em cada execug¢ao, no caso paralelo foram utilizados duas threads, divididas
em um nucleo cada, para nao comprometer o processamento do servidor, caso multiplos
refinamentos sejam disparados simultaneamente no servidor, sendo medidos com a funcao
time do Linux. As modelagens foram executadas uma por vez e o computador nao foi
utilizado para quaisquer tarefas adicionais. Entao a partir dos trés resultados de tempo
real, a média aritmética simples dos tempos medidos foi calculada para se obter o tempo
médio de execugao do Modeller com e sem a biblioteca paralela.

o p
7,000 |- =1 |JOoNP
—E
6,000 |- .
=
2 5,000 |- .
On
=
5]
X
S 4,000 | .
s
o) ES ]
o,
é 3,000 |- — — .
2,000 |- .
1,000 |- ’_‘ H H .

I I I I I
2W4J (277) 1JG8 (347) 5M5U (365) 1HI8 (664) 5FPY (666)

Figura 7.7: Média do tempo real (em segundos) de trés execugoes de modelagem do conjunto
teste. Modelos gerados com (P, em azul) e sem (NP, em verde) a biblioteca paralela do
Modeller. Entre parénteses esta descriminado o ntimero de residuos de aminoacidos de
cada proteina.

A partir da comparacao dos resultados, exibidos na Figurd7.7] conclui-se que, a respeito
do tempo, a modelagem paralela se mostrou muito superior, obtendo uma melhora de

cerca de 200% em todos os casos, como pode ser conferida na tabela [7.2
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Tabela 7.2: Comparacao entre o tempo real de execugao do conjunto teste usando ou nao

o pacote paralelo do Modeller.

Paralelo Nao Paralelo
ID NR*

Média ~ RMSD  Média  RMSD

2W4J 277 1192157 3,039 2249483 13,047
1JG8 347 1529,130 10,674 2840,477 17,875
5M5U 365 1531,863 8,943 2942307 18,600
1HI8 664 3557,173 95,115 6235,250 42,400
5FPY ® 666 3585933 7,840  7044,951 32,909
S5FPY ¢ 666 4238,287 152,829 8137,087 107,560

2NR: ntimero de residuos de aminoécidos. * Proteina modelada com mudanca de molde (de 1CU1 para

1HEI) e com restrigoes. ¢ Proteina modelada sem mudanca de molde e sem restri¢oes.

Em relacao a qualidade, os 20 modelos gerados para cada proteina tiveram os valores
de pontuagoes de energia calculadas pelo Modeller: molpdf (Figura [7.8al), nDOPE (Figura
7.8c) e DOPE-HR (Figura|7.8b)). O desvio médio quadratico (RMSD) (Figura [7.8d|) dos 20

modelos foi calculado com a ferramenta Pymol [124] e os valores de outlier (Figura

e residuos alocados em regides favoraveis (Figura [7.8f) computados com o MolProbity.

O resultado de cada método é a média aritmética simples dos valores obtidos. A partir

destes resultados, conclui-se que o uso da biblioteca paralela nao interfere negativamente

na geracao dos modelos do Modeller.
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Figura 7.8: Comparacao dos resultados obtidos para o teste da biblioteca paralela do
Modeller. Os valores de Molpdf, DOPE-HR e nDope scores foram calculados com o software
Modeller e o desvio padrao foi calculado com a ferramenta Pymol para 20 modelos gerados
com (P, em azul) e sem (NP, em verde) a biblioteca paralela do Modeller. Entre parénteses
esta descriminado o nimero de residuos de aminoécidos de cada proteina.
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A partir destes resultados, levando em consideracao a diferenca nao significativa da
qualidade dos modelos e da diferenca significativa na redugao do tempo de execucao,
concluiu-se que o uso da biblioteca paralela do Modeller pode ser usada para agilizar o
refinamento. Esta opc¢ao serd inclusa quando mais de uma proteina for modelada pelo
mesmo script do Modeller, caso contréario, o uso desta biblioteca nao oferece vantagens no

tempo de processamento.

7.4 Escolha do software de alinhamento de
sequéncias

Outro problema a ser resolvido na ferramenta de refinamento e remodelagem de
proteinas ¢ a escolha do software de alinhamento a ser usado. Os testes foram conduzidos
para se selecionar qual seria o melhor software para alinhamento multiplo e para

alinhamento pareado.

7.4.1 Testes de alinhamento maltiplo

Os softwares analisados para alinhamento global multiplo foram o ClustalQ [125],
MUSCLE [126] e T-COFFEE [127].

As anélises foram conduzidas utilizando a proteina cruzipaina (PDB ID 3IUT) [12§],
um monémero de 221 aminodcidos com resolucdo de 1.2A pertencente ao organismo
Trypanossoma cruzi. Essa proteina foi alinhada contra as trés proteinas que obtiveram os

menores e-value em alinhamento com BLAST:
e 3HD3 [129], homodimero de 215 aminodcidos com e-value = le — 157;
e 1EWP [I30] mondémero de 215 aminoédcidos com e-value = 3e — 156;
e 4XUI [131] homotrimero de 216 aminoacidos com e-value = 3e — 156.

Foi gerado um arquivo tnico com todas as sequéncias e entao utilizado como entrada
para todos os softwares de teste. Somente o tempo foi levado em consideracao nesta
secao pois a qualidade do alinhamento gerado foi muito semelhante ou igual entre os trés
programas. Para tal analise, o tempo de execucao de cada software foi medido com a

funcao time do linux utilizando o tempo real. Cada software foi executado dez vezes para
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reduzir qualquer interferéncia que processos secundarios do sistema operacional tenham
causado, e a média e desvio padrao dos tempos foram calculados. Os resultados desta

analise estao dispostos na Figura [7.9
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Figura 7.9: Tempo médio real de execugao dos softwares de alinhamento global multiplo
Clustal€2, MUSCLE e T-COFFEE. Os valores médios foram obtidos a partir de 10 execugoes
de cada software.

A partir destes resultados, podemos observar que o clustal(2 foi mais eficiente quanto
ao tempo de execucao, sendo assim selecionado para uso na etapa de alinhamento miiltiplo

e realizacao de testes de alinhamento pareado.

7.4.2 Testes de alinhamento pareado

Os testes de alinhamento global pareado foram executados com a ferramenta clustal(2 e
a funcao salign do Modeller. Cada software foi executado dez vezes para reduzir qualquer
interferéncia que processos secundarios do sistema operacional tenham causado, e a média
e desvio padrao dos tempos foram calculados.

Para este teste, a proteina 5FPY de 666 residuos foi alinhada com a proteina 1HEI
de 451 residuos e o seu tempo real de execucao foi medido com a fungao time do Linux
(Figura[7.10)). A razdo da escolha de um molde com tamanho menor que o modelo se deve

a intencao de forgar o algoritmo de alinhamento a inserir gaps nas sequéncias, a fim de se
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testar o desempenho dessas duas ferramentas.
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Figura 7.10: Tempo médio real de execucao dos softwares de alinhamento global pareado
salign e Clustal(2. Os valores médios foram obtidos a partir de 10 execucoes de cada
software.

A qualidade do alinhamento gerado por ambas abordagens foi idéntica, permitindo
comparar diretamente o tempo de execugao. A diferenca de tempo do ClustalQ2 em relagao
ao salign pode ser compensada pela necessidade de reprocessamento dos dados de saida do
Clustalf2 e a falta dela para os dados do salign, visto que este tltimo ja produz resultados
no formato de entrada do Modeller, evitando assim reprocessamentos. Outro motivo pelo
qual o salign obteve uma pequena desvantagem ¢ pelo fato de ele ser utilizado para gerar
dois arquivos, enquanto o ClustalQ2 apenas um. O motivo de um arquivo extra é somente
para facilitar a visualizacao do alinhamento pelo usudario e prover o arquivo de entrada do
Modeller simultaneamente.

Pelas facilidades oferecidas pelo algoritmo salign e por obter uma diferenca de tempo
nao significativa em rela¢ao a outra abordagem proposta (Clustal(?), este foi escolhido
como ferramenta de alinhamento pareado a ser usada na ferramenta de refinamento do

MHOULIine 2.0.
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7.5 Ferramenta de Agrupamento

Como citado anteriormente, em alguns casos é necessario fazer o agrupamento dos
resultados para facilitar a analise pelo usuario. Apesar de ja existirem ferramentas de
agrupamento de proteinas, como o cd-hit [I32] e o MaxCluster [I33], elas nao atendem
as necessidades deste estudo pois neste trabalho deseja-se fazer uma comparagao nao da
semelhanca estrutural 3D entre os modelos, mas sim da qualidade dos modelos gerados.
Para isso, um script em Python3 foi criado e para esta tarefa, optou-se pelo algoritmo
Mean Shift [134] devido & sua simplicidade de parametros de entrada, como por exemplo
nao requerer abordagens para se descobrir a quantidade de agrupamentos que deve ser
gerada, aliado com um resultado de agrupamento semelhante a triagem humana feita por
especialistas (observado durante essa pesquisa).

O Mean Shift é um método nao paramétrico que busca o maximo de uma funcao de
densidade dado um conjunto de dados discretos como entrada [135]. O algoritmo executa

o calculo da seguinte equagao:

ZwieN(:v) K(xl - ZC)

M(z) = (7.1)
sendo N(z) a vizinhanga de x onde K (x) # 0, K (z; —z) uma fungao kernel, esta determina
os pesos dos pontos proximos para o calculo da média. A diferenga entre M(x) e x é o
desvio da média (Mean Shift). Entao o algoritmo executa a operagao = < M (x) até que
haja uma convergéncia de M (x).

O Mean Shift é considerado um algoritmo de subida de encosta (Hill Climbing), visto
que ele se inicia com uma conformacao qualquer e tenta otimiza-la até nao haver mais
convergéncia dos resultados. Cada desvio é definido por um vetor de desvio da média,
este apontando sempre para a direcao do maior aumento da densidade. A cada iteracao,
o kernel é desviado para o centrdide do agrupamento. O célculo da média no algoritmo
pode variar dependendo do kernel usado. Caso seja um kernel Gaussiano, a média sera
ponderada, atribuindo um peso para cada elemento [134].

Nessa dissertacao, utilizou-se o Python 3.4 com as seguintes bibliotecas: scikit-learn
versao 0.18.1 [136], pandas versao 0.19.2 [137] e numpy versao 1.11.2 [138]. Os dados de
entrada sao os valores de energia gerados pelo Modeller (Molpdf, DOPE-HR e nDope)

e os resultados da andlise do grafico de Ramanchandran gerado pelo Molprobity, sendo
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considerado somente os valores de numero de Qutliers e a quantidade de residuos alocados
em regioes favoraveis. Apesar de nao serem utilizados durante o agrupamento os valores
das pontuagoes GA341 e DOPE geradas pelo Modeller também sao inclusas nos resultados
para dispor ao usuario um conjunto de informacgoes completo.

Uma vez que todos os dados necessarios estao disponiveis, o script 1é o arquivo de
entrada e carrega os valores, normaliza cada dado de entrada pelo seu méaximo, realiza
uma andlise de componentes principais (PCA) [139, [140] visando reduzir as dimensoes de
dados de cinco para dois, restando apenas os dois dados mais significativos. O MeanShift
é entao executado, seus resultados sao salvos em um arquivo do tipo .csv onde constam
cada modelo gerado e o seu grupo designado pelo MeanShift.

Para determinar se a ferramenta de agrupamento criada é eficaz, a proteina S5FPY
foi modelada com e sem restrigoes, gerando 20 modelos cada uma. Os dois testes de
modelagem foram agrupados separadamente e seus resultados foram dispostos em graficos
de dispersao. Por fim, foram realizadas comparagoes entre as classificagoes realizadas pelo

script e um especialista da area.


.csv

8 Resultados e Discussao

8.1 Interface de Submissao

7

A interface de submissao foi refatorada (Figura [8.1)), sendo adicionados os novos

softwares disponiveis no MHOLIline 2.0. O portal passou a dar suporte também a submissao

de arquivos através de todos os navegadores web.

~MHOLIline

A NEW JOB SUBMISSION MANUAL TUTORIAL TEAM CONTACTUS FAQ

REGISTER

New Job Submission

ATTENTION: To Submit more than 50 sequences per FASTA file ACCESS YOUR ACCOUNT.

v/ MODULE Module Description

A HMMTOP Prediction of protein transmembrane regions using hidden Markov model.

_ Prediction of transmembrane helices regions.

v SIGNALP Predicts the presence and location of signal peptide cleavage sites in amino

acid sequences from different organisms: ® Euk ) Gram+ ) Gram-

v PSIPRED A highly accurate method for protein secondary structure prediction.
) A tool to find regions of similarity between biological sequences.

A method to analyse BLAST results, defining the best template to be used in
the comparative modelling.

FILTERS A tool to group sequences according to BATS score getting information about
model quality.

A tool that associates at least one Enzyme Commission (EC) number to each
sequence that can be modelled. The EC number is assigned according to the
PDB template.

(ZLe 120N 3 Production of 3D homology models of proteins structures.
22 lelel ol Gl Protein structure validation program.

IR Lol )M A tool that offers quality validation for three-dimensional structures of
macromolecules.

email Address (optional):

Upload your FASTA file: @ | Escolher arquivo |Nenhum arquivo selecionado ( SUBMIT |

Access your account.

LOG IN

Forgot password?

Figura 8.1: Interface de submissao de arquivos para um usuario nao logado.

8.2 Interface de Resultados

A interface de resultados (Figura do MHOLIine foi refatorada de forma a dar

suporte aos resultados dos novos softwares e permitir ao usuario acessar a area de resultados
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em detalhe. Os resultados em detalhe sao referentes a cada job separado, oferecendo ao

usuario detalhes de cada sequéncia submetida no respectivo job.

ICON LEGENDS

Other Files Independent Interdependent

[ original Hmmtop S Signalp Blast [ Bats @ Filters 3 ECNGet
s Tmhmm P psipred [ Modeller [ Procheck & E G2
Summary Molprobity

Module Status Legend

I Executed M Not Executed Not Selected
'mestrado’ Results - ALL JOBS
Showing 1 - 10 of 15 Results Results: 10 - Page: 1 of 2

JOBdissertacao

Date Status  Original Result Files Summary Actions
OUTPUT
SR BB FREMEP [ Fp— ]
(M)

2017-02- RESUME [ DOWNLOAD ]
02 Finished & [BRFRE M| s .
10:43:21 | canceL |
INPUT [ DELETE ]

Esepl @AM

Figura 8.2: Interface de resultados do MHOLline.

Foi criada uma interface de visualizacao detalhada dos resultados (Figura na qual
é possivel o usudrio visualizar informagoes das proteinas dos grupos (G0, G1, G2 ou G3)
separadamente, e no grupo G2 é possivel selecionar quais grupos do Filters (Very High,
High, Good, Medium to Good, Midim to Low, Low e Very Low) deseja-se visualizar. Para
estas proteinas no grupo G2 é possivel realizar de forma individual o refinamento de cada

proteina.



79

Detailed 'JOB1ME4' Results

Filtering the results

Group
060 ©OG1L ®@G2 O G3

G2: E-value £ 10e-5 AND Identity = 0.25 AND LVI £ 0.7
Quality [ Select all | Unselect all ]
[QTVery High [;[T High [Qf Good [;[T Medium to Good [QT Medium to Low [QT Low @Very Low

L RETURN J { SEARCH J
Showing 1 - 1 of 1 Results Results: 10 |~ Page: 1 : ofl
PROTEIN Sequence ID 4 Length & HETATM 2 Quality 2
{ REFINE J
Sequence 1ME4:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
name:
Seq. #: 1 Length: 215 Group: G2 Quality: Very High
PDB ID: 1ME4 PDB Chain: A Method: X-RAY DIFFRACTION
Length: 215 Resolution: 1.2 EC #: 3.4.22.51
Jmol HETATM: ETHYL]-CARBAMIC ACID BENZYL ESTER
Organism: TRYPANOSOMA CRUZI

Figura 8.3: Interface de resultados detalhados no MHOLIine 2.0. Interface criada para
prover mais detalhes de cada proteina e ser o acesso para o refinamento de proteinas.

8.3 Interface de Refinamento

Na &rea de refinamento, os usuarios logados podem analisar os resultados
individualmente de cada modelo gerado pelo MHOLIine como mostrado na Figura [8.4]
Nesta interface tinica, o usuario pode optar por realizar uma remodelagem da sua proteina

de interesse de forma automatica ou manual.
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Model Refinement

Refinements Results v
Change template / Add Template (up to three) v
Clevage Site v
Restrictions v
Optimizations v

RETURN RESET
Labels:

DSSP (in the sequence): M Alpha structure [ Beta structure [ Coil
TMHMM (over the sequence): === Inside === Transmembrane Helix == Outside
PSIPRED (over the query sequence): [l Alpha structure [ Beta structure [l Coil

Alignment
cccccccecccccccccccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhcccceeccccceeeccccc -

1_1ME4APDBIDCH 1 apasvollls~vTavengcocss I - - - L 7 LS - 7o

1F2A_A 1 apasvolllG~vTAveDoaocss I - = -7 L 7 L s I v« 7o

cccccccchhhhhhhhhhocccocococcCoccCCCCECCCCCCECCCCECeRECCCECECC

L AV TEDSYPYASGEGISPPCTTSGHTVGATITGHVELRPQ

1_1ME4APDBIDCH 61 S

1F2A_A 51 S

1_1ME4APDBIDCH 121 o - 7 v v A vo Al TGGVMTS CVSEQLDHGVL LVGYNDSAAVPYWIT

1F2A_A 115 0| = ~ v 2 v & vo & I TG GVMT SCVSE - LDHGVLLVGYN- - - - VPYWII

1_1ME4APDBIDCH

Edit Alignment N

Remodel Type:

MANUAL AUTOMATIC

Figura 8.4: Interface de refinamento no MHOLIline 2.0.
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Uma das possiveis alteragoes no modelo original é a troca de molde ou a adicao de até
no maximo trés moldes para a geracao de um novo modelo através do software Modeller

[58]. Essa interface pode ser vista na Figura

Add (up to three) / Change Template

Select PDB Organism Score Resolution
Nif 3FCX_A HOMO SAPIENS 9.9999 1.5
d 3FCX_B HOMO SAPIENS 9.9999 1.5
UJ 3FCX_A HOMO SAPIENS 9.9999 1.5
O 3FCX_B HOMO SAPIENS 9.9999 1.5
(] 3I6Y_A OLEISPIRA 9.9999 1.75
ANTARCTICA

O 316Y_B OLEISPIRA 9.9999 1.75
ANTARCTICA

(] 3I6Y_A OLEISPIRA 9.9999 1.75
ANTARCTICA

O 316Y_B OLEISPIRA 9.9999 1.75

| REALIGN |

Figura 8.5: Interface para troca ou adi¢ao de moldes na sessao de refinamento.

O usudrio ainda pode fazer o download do alinhamento (formato .aln) para refind-lo
localmente em sua maquina, fazendo o upload do arquivo editado, no mesmo formato

(.aln), que entdo sera processado pelo servidor para ser remodelado (Figura .

Edit Alignment v

STEP 1: Download the alignment in .aln format

[DOWNLOAD ALIGNMENT]

STEP 2: Edit the alignment in your machine with a text editor. (E.g.: Notepad, Kate, Gedit)
STEP 3: Upload the edited alignment in .aln format.
Escolher arquivo Nenhum arquivo selecionado

L=

STEP 4: Choose the remodel type: Automatic or Manual.

Figura 8.6: Interface com instrugoes dos passos necessarios para se utilizar um alinhamento
modificado pelo usuério.

Caso o usuario opte pelo refinamento manual é possivel:

e Fazer a clivagem de regides detectadas pelo SignalP como mostrado na Figura [8.7}
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Clevage Site A

This sequence has a clevage site!

It is located between positon 18 and position 19.

Figura 8.7: Interface para clivagem de peptideo sinal.

e Adicionar restrigbes de estruturas secunddrias no Modeller, como hélices, fitas, folhas

e distancia entre dtomos, como mostrado na Figura [8.8}

Figura 8.8: Interface para adi¢ao de restricoes para estruturas secunddarias no Modeller.

e Otimizar loops com o Modeller como mostrado na Figura

Optimizations A

Loop optimization d
New Loop restriction

Starting residue Ending residue
Remove

Figura 8.9: Interface para otimizacao de loops no Modeller.

Caso o usuario opte pelo refinamento automatico, nao havendo gaps, 20 modelos sao
gerados sem restrigao alguma, se houver predigoes de estrutura secundaria em regiao de
gaps, estas sao aplicadas, caso haja gaps porém sem predigoes de estrutura secundaria em
toda extensao do alinhamento, a otimizacao de loop é aplicada nesta regiao.

Apés os refinamentos (manual e/ ou automético), o usudrio pode acompanhar seus
novos resultados como mostrado na Figura [8.10] O usudrio tem a sua disposigao para

download o modelo original gerado pelo workflow e os dois ultimos refinamentos testados.



Refinements Results

Run
number

Original
file

1

3

4

Download Clived

DOWNLOAD NO

DOWNLOAD NO

DOWNLOAD NO

These results are not avaible NO
anymore to download.

These results are not avaible NO
anymore to download.

Processed
in
2017-01-04
16:53:27

2017-01-19
14:30:26

2017-01-19
14:30:15

2017-01-17
15:29:10

2017-01-06
17:22:54

A
Template Teg:]zliite
1ME4 A
1F2A A
1ME3 A
1ME4 A
1ME3 A

Figura 8.10: Interface de escolha de moldes.

8.4 Teste da ferramenta de Refinamento

83

No intuito de se fazer uma simulagao controlada da modelagem de uma proteina

com uma cobertura reduzida, modificou-se, o molde da proteina 5FPY, que era 1CU1

para 1HEI, causando assim uma regiao de gap de cerca de 33% na proteina alvo. O

teste de refinamento foi submetido aos moédulos Manual e Automatico, com restricoes

apresentadas na Tabela[7.1] A qualidade dos resultados obtidos pode ser observada através

do alinhamento estrutural entre o modelo original e os novos gerados, apresentado na

Figura [8.11]
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Figura 8.11: Alinhamento 3D da proteina 5FPY, usando a ferramenta de refinamento do
MHOLIine, com o molde 1CU1. Proteina refinada no modo automético (azul) e modo
manual (magenta). O modelo original da 5FPY estd representado em amarelo e seu molde
1CU1 em verde. (A) Visualizagao completa da proteina. (B) Visualizagdo em detalhe da
proteina com sua parte enovelada. Alinhamento estrutural obtido via software Pymol

[r24)

Visualmente, nota-se que a proteina gerada através do refinamento automético (Figura
em cor azul) ndo gerou estruturas secunddrias nem um enovelamento de parte da
proteina, no refinamento manual (Figura em cor magenta) houve um enovelamento,
porém nao semelhante ao modelo original gerado no workflow principal (Figura em
cor amarela) nem ao molde 1HEI (Figura em cor verde). O melhor desempenho
relativo do modo manual deveu-se ao uso de restrigcoes de contato entre os residuos. Sendo
assim, é sugerido que proteinas com uma cobertura pequena sejam refinadas com mais
moldes e com o uso de restri¢coes de contanto usando preferencialmente o modo manual.

Testes no modo automatico da ferramenta de refinamento do MHOLIline 2.0 foram
conduzidos para se inferir até qual classificacao do BATS a qualidade do modelo pode ser
melhorada quantitativamente e qualitativamente. Neste teste, foi escolhida uma proteina
do organismo Trypanossoma cruzi [141] em cada grupo classificatério da ferramenta Filters
do MHOLIline ( Very High, High, Good, Medium to Good, Medium to Low, Low e Very Low),
a fim de se atestar a qualidade da melhora dos resultados com o refinamento automatico.

As informagoes das proteinas desse novo conjunto teste podem ser obtidas na Tabela [8.1]



Tabela 8.1: Informacoes do conjunto de proteinas usadas nos testes de modelagem para todos os grupos classificatérios do Filters.

Modelo Molde Refinamento
Nome Qualidade NR PDB ID Cadeia Nome NR SCOP CATH Regiao sem cobertura Restricao
protein inhibitor of
Tc00.1047053506925.104  Very High 90  1CMI [142] B neuronal nitric oxide 85  a+f a+f 1-5 N
synthase
Tc00.1047053506925.310  High 413 1LWD [[43] A Socitrate 413 o/f  a/B 1/ 392/ 415-416 N
’ ’ ! dehydrogenase
peptidyl prolyl Variacses d
Tc00.1047053508153.490 ~ Good 124 1FJD [144] A cis/trans isomerase 104 a+8  a+f  1-25/ 105-110 ariagoes ce
: a-hélice 4:7
(PPIASE)
Medium to . inorganic 1-29/ 56-59/ 191-194/ Variacoes de
Tc00.1047053508153.820 Good 276 1E9G [145] A pyrophosphatase 286 Ié; a/p 973-279/ 288-318 fita-3 5:8
Medium to 1 - 1-30/ 41-341/ 394-401/
Tc00.1047053511667.30 Low 112 1MS9 [146] A trans-sialidase 622 B 154 448-588 ) 593-622 N
_ Qo 1-76/ 114-116/ 203-206/ Sorteio entre
Tc00.1047053506435.200 Low 428 1VHN [147] A p“%a“vg . W 318 /B a/B 259-260/ 307-310/ 367- restricoes
oxidoreductase 370/ 393-429 variadas
carboxy-terminal
domain RNA 1-115/ 157-167/ 179- Sorteio entre
Tc00.1047053508153.210  Very Low 371  1TAO [148] A polymerase II 197 «/p a/p 183/ 299-322/ 329- restri¢oes
polypeptide A small 333/ 342-371 variadas

phosphatase 1

NR: numero de residuos.

NC: ndo contém. ¢ Classificagio de acordo com o SCOP [122]. ° Classificacio de acordo com o CATH [123].

ag
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Cada proteina desse novo conjunto teste foi modelada de acordo com o esquema
de classificagao do modo automatico do refinamento do MHOLIine2.0, portanto tendo
uma quantidade variada de modelos, dependendo entao muito do seu alinhamento. Os

resultados dos testes estao dispostos a seguir e maiores detalhes podem ser observados nas

Tabelas [10.2], [10.3], [10.4] [10.5] [10.6] e [10.7] do Apéndice dessa dissertacao:

e Very High: Ao gerar 20 modelos com o refinamento automatico obteve-se uma
melhora nao significativa dos resultados de energia do Modeller e no Molprobity
nao houve alteracoes. Uma imagem do modelo que obteve a melhor combinacao de

resultados alinhada com o seu molde pode ser conferido na Figura [8.12

Figura 8.12: Teste de refinamento de proteina classificada como Very High. Modelo refinado
automaticamente (em azul) alinhado com seu molde, 1ICMI [143] cadeia B (em verde),
e proteina modelada no workflow principal do MHOLIline (em amarelo). Alinhamento
estrutural obtido via software Pymol [124].

e High: Ao gerar 20 modelos com o refinamento automatico obteve-se uma melhora
nao significativa na avaliagao de energia do Modeller, as estruturas mantiveram-se
estaveis e o Molprobity nao obteve mudancas significativas. Uma imagem do modelo
que obteve a melhor combinacao de resultados alinhada com o seu molde pode ser

conferido na Figura [8.13}
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Figura 8.13: Teste de refinamento de proteina classificada como High. Modelo refinado
automaticamente (em azul) alinhada com seu molde, 1ILWD [142] cadeia A, (em verde)
e proteina modelada no workflow principal do MHOLIline (em amarelo). Alinhamento
estrutural obtido via software Pymol [124].

e Good: Ao gerar 6 modelos com o refinamento automatico nao se obteve uma melhora
significativa nos resultados de energia do Modeller, porém houve uma melhora nos
resultados do Molprobity, sendo uma reducao na quantidade de Qutliers de 3 para 1,
e um aumento na porcentagem da quantidade dos residuos em regioes favoraveis e
permitidas. Uma imagem do modelo que obteve a melhor combinacao de resultados

alinhada com o seu molde pode ser conferido na Figura

Figura 8.14: Teste de refinamento de proteina classificada como Good. Modelo refinado
automaticamente (em azul) alinhada com seu molde, 1FJD [I144] cadeia A, (em verde)
e proteina modelada no workflow principal do MHOLIline (em amarelo) Alinhamento
estrutural obtido via software Pymol [124].
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e Medium to Good: Ao se gerar 10 modelos nao se obteve melhora significativa nos
resultados de energia do Modeller, porém obteve-se uma melhora na estrutura, de
acordo com os resultados do Molprobity, sendo a reducao, dois residuos que se
encontravam como outliers na parte interna da estrutura foram otimizados. Uma
imagem do modelo que obteve a melhor combinagao de resultados alinhada com o

seu molde pode ser conferido na Figura [8.15}

Figura 8.15: Teste de refinamento de proteina classificada como Medium to Good. Modelo
refinado automaticamente (em azul) alinhada com seu molde, 1E9G [145] cadeia A, (em
verde) e proteina modelada no workflow principal do MHOLIline (em amarelo). Alinhamento
estrutural obtido via software Pymol [124].

e Medium to Low: Ao se gerar 10 modelos nao se obteve uma mudanca significativa
nos resultados de energia do Modeller, porém obteve-se uma reducao no nimero de
Outliers e um aumento na porcentagem de estruturas em regices favoraveis. Uma
imagem do modelo que obteve a melhor combinacao de resultados alinhada com o

seu molde pode ser conferido na Figura [8.16}
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Figura 8.16: Teste de refinamento de proteina classificada como Medium to Low. Modelo
refinado automaticamente (em azul) alinhada com seu molde, 1MS9 [146] cadeia A, (em
verde) e proteina modelada no workflow principal do MHOLIline (em amarelo). Alinhamento
estrutural obtido via software Pymol [124].

e Low: Ao se gerar 50 modelos obteve-se uma melhora significativa nos resultados de
energia do Modeller, porém nao se obteve melhoras significativas nos resultados do
Molprobity. Uma imagem do modelo que obteve a melhor combinagao de resultados

alinhada com o seu molde pode ser conferido na Figura

Figura 8.17: Teste de refinamento de proteina classificada como Low. Modelo refinado
automaticamente (em azul) alinhada com seu molde, 1VHN [I47] cadeia A, (em verde)
e proteina modelada no workflow principal do MHOLIline (em amarelo). Alinhamento
estrutural obtido via software Pymol [124].

e Very Low: Ao se gerar 50 modelos nao se obteve uma melhora significativa nos

resultados de energia do Modeller, porém obteve uma melhora significativa nos
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resultados do Molprobity, contudo nao houve uma melhora na qualidade da estrutura
tridimensional final da proteina. Uma imagem do modelo que obteve a melhor

combinagao de resultados alinhada com o seu molde pode ser conferido na Figura

B.I8

Figura 8.18: Teste de refinamento de proteina classificada como Very Low. Modelo refinado
automaticamente (em azul) alinhada com seu molde, 1TAO [I48] cadeia A, (em verde)
e proteina modelada no workflow principal do MHOLIline (em amarelo). Alinhamento
estrutural obtido via software Pymol [124].

Com base na analise dos dados acima, conclui-se que apesar de uma melhora, mesmo
que nao signficativa em todos os grupos do Filters, pode-se notar visualmente que o que
determina a possibilidade do refinamento ser efetivo é a cobertura da sequéncia pelo(s)
molde(s), visto que a proteina do grupo Medium to Low, apresentou-se superior as proteinas
dos grupos Medium to Good, Low e Very Low.

Através desta observacao, sugere-se que caso haja regices de gaps extensas na sequéncia
do modelo, seja feito um alinhamento multiplo a fim de se reduzir o impacto de um
alinhamento com uma cobertura baixa. Acredita-se que o valor minimo seja de 70% devido
ao fato de que as proteinas dos grupos Low e Very Low possuirem cobertura inferior a 70%
e ambas nao terem obtido resultados finais significativos no refinamento. Portanto, caso
a proteina nao tenha sido classificada pelo Filters como pelo menos Medium to Good, é
recomendado que seja feito um alinhamento multiplo para se tentar aumentar a cobertura

final.
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8.5 Agrupamento de dados

Os graficos de dispersao gerados pelos testes executados sem restri¢oes e com

restri¢coes foram inspecionados manualmente por especialista e foi notado que o

agrupamento fornecido pelo MeanShift se assemelhou ao resultado de separagao manual.
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(a) Proteina modelada sem restrigoes. (b) Proteina modelada com restrigoes.

Figura 8.19: Gréficos de dispersao da proteina 5FPY gerados com o script de agrupamento.
Os circulos maiores representam a conformagao medoéide de cada grupo.

Também notou-se que proteinas com caracteristicas semelhantes tenderam a se agrupar
no mesmo conjunto. Tal afirmagao se baseia nos resultados de agrupamento dispostos no
arquivo . csv e pode ser conferido na tabela de dados de entrada do script de agrupamento

na Tabela [8.2f e na tabela de grupos resultante da execucao do script de agrupamento

(Tabela [10.1)).


.csv

Tabela 8.2: Dados de entrada do script de agrupamento da proteina 5FPY com restrigoes.

Modelo DOPE DOPEHR GA341 NDOPE MOLPDF  Allowed Outlier
1.5FPY.B99990001 -6.293.348.438 -5.012.426.172 1.0 0.28671  34.996.521  98.3 11
1.5FPY.B99990002 -6.148.621.094 -4.796.979.688 1.0 0.44061  459.655.518 97.4 17
1.5FPY.B99990003 -6.205.260.547 -5.098.928.516 1.0 0.38038  34.262.832  98.2 12
1.5FPY.B99990004 -628.666.875  -5.155.321.875 1.0 0.29381  350.668.555 98.6 9
1.5FPY.B99990005 -6.256.751.172 -5.068.316.797 1.0 0.32562  353.274.146 97.7 15
1.5FPY.B99990006 -6.229.152.344 -5.022.223.438 1.0 0.35497  351.500.244 98.6 9
1.5FPY.B99990007 -6.029.044.141 -4.699.273.047 1.0 0.56776  379.673.706 97.9 14
1.5FPY.B99990008 -6.229.187.891 -5.015.666.016 1.0 0.35493  444.366.797 98.0 13
1.5FPY.B99990009 -6.077.190.234 -4.780.326.562 1.0 0.51657  351.867.358 98.0 13
1.5FPY.B99990010 -6.211.791.406 -4.772.741.406 1.0 0.37343  420.516.748 98.3 11
1.5FPY.B99990011 -6.055.985.156 -4.828.841.797 1.0 0.53912  357.781.665 98.6 9
1.5FPY.B99990012 -6.148.073.047 -4.885.971.875 1.0 0.44119  422.902.002 97.6 16
1.5FPY.B99990013 -6.257.944.922 -4.975.738.672 1.0 0.32435  341.404.053 98.9 7
1.5FPY.B99990014 -6.037.747.266 -4.759.833.594 1.0 0.55851  369.534.521 98.2 12
1.5FPY.B99990015 -6.377.746.484 -5.126.914.844 1.0 0.19696  349.062.476 98.2 12
1.5FPY.B99990016 -6.042.120.703 -4.714.204.297 1.0 0.55386  415.898.291 98.0 13
1.5FPY.B99990017 -6.259.373.828 -4.937.498.828 1.0 0.32283  3.794.302 97.7 15
1.5FPY.B99990018 -6.210.810.938 -4.974.873.828 1.0 0.37448  340.938.379 98.3 11
1.5FPY.B99990019 -6.304.007.812 -5.147.684.375 1.0 0.27537  378.002.637 98.8 8
1.5FPY.B99990020 -6.182.810.547 -5.061.916.406 1.0 0.40425  356.748.975 98.0 13

¢6
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9 Conclusoes e Perspectivas Futuras

Dos desenvolvimentos e implementagoes de funcionalidades no MHOLIine 2.0 podemos

concluir que:

e Com as adicoes dos softwares SignalP, PSIPRED, TMHMDM, DSSP, Molprobity, Jmol
e Jsmol a capacidade do MHOLIine de fornecer informacoes relevantes para o estudo
de proteinas aumentou, completando as analises dos pesquisadores e atendendo parte

das requisicoes dos usuarios do MHOLIline 1.0, vindas do feedback.

e A interface de usuério criada para o refinamento e remodelagem das proteinas se
mostrou simples, com funcionalidades que ajudam o pesquisador a fazer a analise
da proteina reduzindo o trabalho do pesquisador sem comprometer a qualidade do

modelo.

e Os testes de qualidade efetuados com a biblioteca paralela do Modeller se mostraram
eficazes com uma modificagao nao significativa da qualidade dos modelos gerados e

reduzindo o tempo de geracao dos Modelos em cerca de 50%.

e A partir dos testes realizados na ferramenta de agrupamento desenvolvida neste
trabalho, notou-se a alta semelhanca entre os agrupamentos manuais e os realizados
pela ferramenta, além de alocar proteinas com resultados semelhantes no mesmo
grupo, provando que a ferramenta de agrupamento criada neste estudo atingiu o seu
objetivo, que era separar os modelos gerados em grupos com membros semelhantes,

facilitando assim a andlise do usuario sem a perda de qualidade.

e Baseado nos resultados de qualidade dos modelos refinados através da ferramenta de
refinamento do MHOLIline, conclui-se que apesar de nao ser eficaz em proteinas com
baixa cobertura, se mostrou eficaz em reduzir os Qutliers, aumentar os valores de

residuos em regioes favoraveis e melhorar as pontuagoes de energia do Modeller.

e Com todas essas modificagoes, conclui-se que toda a interface de usuario avancado
provou ser 1til, reduzindo o trabalho dos pesquisadores e gerando modelos de

qualidade.
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Como perspectivas futuras podemos citar:

e Adicionar mais ferramentas ao escopo do refinamento do MHOLIine 2.0, como as de
predicao de estrutura secundaria (e.g., Jpred [149], RaptorX Property Prediction
[150], Predict Protein [151]) no intuito de gerar andlises de consenso e poder oferecer

ao usuario uma predicao mais acurada.

e Também ¢ sugerida a analise mais a fundo para a validacao do algoritmo de
agrupamento, visto que atualmente a escolha deste deu-se principalmente pela
inspecao visual, havendo a necessidade de uma validacao através de um estudo mais

aprofundado.

e Ainda pode-se sugerir a filtragem de combinagoes provenientes do refinamento
automatico a fim de se evitar algumas combinacgOes que nao gerem estruturas

secundarias biologicamente estaveis, como hélices com menos do que trés residuos.

e Sugere-se fortemente a adigao de um preditor de contato para se obter informacgoes

de distancia 3D entre residuos sequencialmente afastados.

e Pode-se adicionar também outros métodos de modelagem de proteinas para os grupos

G0, G1 e G3, aumentando a capacidade do MHOLIline de modelar mais proteinas.

e Devido a quantidade de combinagoes possiveis no refinamento automatico, mesmo
quando algumas combinacoes sao excluidas através de um filtro, sugere-se a
implantagao de uma heuristica (e.g., algoritmo genético) para tratar de uma maneira

mais seletiva os resultados, retornando ao usuario resultados mais signficativos.

e Sugere-se implementar uma rotina de reuso de dados para que o usuario possa fazer
o download e armazenamento das informagoes de execucao de um job para, caso
deseje futuramente, poder reutilizar os dados desse job na ferramenta de refinamento,

fazendo o upload desses dados.

e Por fim, recomenda-se mais testes relacionados a area de refinamento do MHOLIline

2.0 para assegurar a robustez dos métodos a excecoes.
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10 APENDICE

Algorithm 1: Pseudocddigo da geracao de restricao.
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ali = [¢‘DNSS----- PPAVPQ’ 7,
rest = ‘‘CCCSSSSSSCCCCCS’?

consenso = pop(ali)
foreach element IN ali
do

i=20
foreach c IN element
do
if ¢ == -7 AND
‘ consenso[i]
end
else
‘ consenso[i]
end
i++
end
end
pop(ali)
i=20

foreach c¢ IN consenso
do

if ¢!=""
then
‘ rest[i] = =
end
i++
end
i=0

foreach c¢ IN consenso
do

¢ ¢-NSS----- PPAVPQ’ ’] // Lista de sequéncias
// Predigdo de estrutura secundaria do modelo

// Remogdo do primeiro elemento de ali

// Criagdo do consenso

// Para cada caractere em element

consensofi] == ’-’ then

// Descarta o primeiro elemento da lista
// Para cada caractere em consenso
// Se o caractere nfo for um gap

// A restrig8o na mesma posigdo serd ignorada

// Gerando variag83o da esquerda para direita

if (i == 0 OR restfi-1] == ’-’) AND restfi] = - AND ¢ != ’-” then

‘ sortear se rest[i] sera ’-’

end
it++
end
i = tamanho de rest
while i > 0
do
if ¢ /="~
then

// Gerando variag8o da direita para a esquerda

// Se o caractere nfo for um gap

sorteio se rest[i] sera ’-’

end
i__

end




Tabela 10.1: Tabela de resultados do script de agrupamento.

Filename

Cluster

CLUSTER MEDOID:

CLUSTER MEDOID:

CLUSTER MEDOID:

1.5FPY.B99990003.pdb
1.5FPY.B99990001.pdb
1.5FPY.B99990003.pdb
1.5FPY.B99990004.pdb
1.5FPY.B99990005.pdb
1.5FPY.B99990006.pdb
1_5FPY.B99990008.pdb
1.5FPY.B99990010.pdb
1.5FPY.B99990013.pdb
1 5FPY.B99990015.pdb
1.5FPY.B99990017.pdb
1.5FPY.B99990018.pdb
1.5FPY.B99990019.pdb
1.5FPY.B99990020.pdb
1.5FPY.B99990014.pdb
1.5FPY.B99990007.pdb
1. 5FPY.B99990009.pdb
1.,5FPY.B99990011.pdb
1.5FPY.B99990014.pdb
1.5FPY.B99990016.pdb
1.5FPY.B99990012.pdb
1.5FPY.B99990002.pdb
1.5FPY.B99990012.pdb

o O O O O o o o o o o o o o

—_ = =

—_

NN NN = =
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Tabela 10.2: Comparagao dos resultados das pontuagoes de molpdf para o conjunto teste usando ou nao o pacote paralelo do Modeller.

2W4J 1JG8 5M5U 1HIS S5FPY
Modelo
pe NP? pe NP pe NP pe NP pe NP?

1 1291,862 1292,042 1497,138 1554,195 1885,499 1816,347 3419,449 3043,687 3499,652 3378,920

2 1230,992 1335969 1522270 1541,183 1849,046 1868,046 3120,031 3143,829 4596,555 3543,628

3 1286,322 1239,787 1383,656 1452543 1821,750 1802,095 3472,731 3397,085 3426,283 3441,791

4 1220,480 1524,174 1537,191 1363,813 1862,326 1976,850 3143,016 3324,770 3506,686 4924,947

5 1343,982 1233,973 1346,802 1402,041 1993,304 1808,000 3651,821 3189,006 3532,741 3653,455

6 1227,092 1373,261 1445,188 1370,944 1898,407 2534,065 3118,890 3283,486 3515,002 3696,805

7 1269,792  1279,443 1467,023 1499,100 2109,930 1864,313 3280,219 3112,931 3796,737 3481,125

8 1264,360 1345,186 1516,453 1327,724 2037,907 1917,.860 3235,384 3239,922 4443,668 3707,963

9 1239,586 1223,436 1465,796 1388,335 1862,518 1884,467 3221,232 3107,719 3518,674 3355,143
10 1266,232 1252,789 1413,981 1357,788 1840,520 1881,599 3198,126 3159,369 4205,167 3551,123
11 1249980 1419,761 1567,877 1657,995 2009,079 2025,823 3284,022 3172,320 3577,817 4054,370
12 1273,823 1270,840 1423,124 1534,259 1982,210 1807,513 3142,733 3142,534 4229,020 3719,227
13 1238,200 1436,803 1553,228 1397887 1942,711 1927877 3119,415 3348,714 3414,041 3617,918
14 1243,515 1208,928 1386,310 1416,664 1907,187 1905,924 3257,975 3161,957 3695,345 3465,323
15 1270,298 1432,583 1400,682 1611,888 1784,933 1879,904 3286,296 3017,075 3490,625 3437,016
16 1307,211 1244,543 1439,862 1380,722 1933,736 2074,365 3150,489 3264,424 4158,983 3670,874
17 1319471 1285921 1503,533 1398,385 1966,947 1846,794 3303,102 3169,907 3794,302 3698,602
18 1355,935 1308,766 1405,507 1460,949 1926,607 1880,804 3505,503 3264,167 3409,384 3426,108
19 1239,729 1475,618 1423,429 1402,980 1886,355 1995,190 3387,329 3128,952 3780,026 3764,761
20 1329,202 1271,818 1358,318 1482,480 1888,290 1972,164 3148,085 3144,952 3567,490 3706,225
Média 1273,403 1322,782 1452,868 1450,094 1919,463 1933,500 3272,292 3190,840 3757,910 3664,766
Desvio Padrao 39,076 89,416 64,044 88,337 77,439 156,079 144,631 96,202 357,089 331,522

Rodadas considerando (“P) e nao considerando (°NP) o uso da biblioteca paralela do Modeller.

VIl



Tabela 10.3: Comparagao dos resultados das pontuagoes de DOPE-HR para o conjunto teste, obtido com o software Modeller.

2W4J 1JG8 5M5U 1HIS 5FPY

Modelo

pe NP® pe NP? pe NP? pe NP? pe NP?

1 -32866,359 -33141,137 -40767,082 -40815,684 -38651,734 -39379,496 -76544,711 -78077,227 -50124,262 -50190,559
2 -32679,445 -32223,010 -40104,438 -40708,328 -39400,875 -39188,605 -78103,297 -77425,031 -47969,797 -50100,992
3 -32646,053 -32700,414 -40352,805 -40723,508 -39673,109 -39136,273 -77429.000 -76682,211 -50989,285 -51127,496
4 -32834,754 -31915,963 -40015,969 -40822,387 -39372,211 -38659,922 -77768,164 -77189,984 -51553,219 -48432,238
5 -32921,785 -33001,633 -40985,598 -40515,723 -39107,344 -39358,574 -76910,391 -77093,234 -50683,168 -49398,473
6 -32998,855 -32561,104 -40418,168 -40630,977 -39277,828 -38678,305 -77930,477 -76350,734 -50222,234 -47527,137
7 -32657,338  -32462,076 -40754,586 -39888,770 -38944,207 -39094,406 -77571,008 -77966,984 -46992,730 -49220,137
8 -32517,107 -32593,705 -40252,801 -40830,684 -38880,141 -39206,867 -77213,414 -77174,938 -50156,660 -51520,254
9 -33164,887 -32681,629 -40185,188 -40526,027 -39037,891 -39030,848 -77239,750 -78017,195 -47803,266 -48891,813
10 -32648,223  -32942.543 -40721,934 -41394,117 -39280,719 -39526,898 -77189,117 -77160,633 -47727,414 -49511,516
11 -32786,805 -32484,336 -40341,781 -40221,168 -38866,539 -39036,547 -77019.,445 -77633,172 -48288,418 -48820,156
12 -32602,199 -32645,732 -40977,586 -40516,918 -39379,316 -39592,598 -77072,125 -77996,719 -48859,719 -50993,156
13 -33010,707 -32072,514 -40697,805 -40916,016 -39146,070 -39005,469 -78742,422 -76991,773 -49757,387 -48204,820
14 -32371,703 -32886,184 -40972,469 -40308,930 -39148,441 -39039,324 -77221,148 -77417,953 -47598,336 -49382,316
15 -32643,023 -31623,023 -40870,539 -40821,730 -39669,965 -39221,828 -77484,148 -77746,758 -51269,148 -50905,289
16 -32561,463 -33207,660 -40557,254 -40860,848 -38961,199 -38069,938 -77393,719 -76967,625 -47142,043 -50250,277
17 -32606,803 -32758,791 -40675,418 -40674,129 -39172,676 -39598,938 -76112,766 -77952,039 -49374,988 -51058,777
18 -32835,195 -32527,334 -40672,211 -40850,844 -39051,043 -39672,137 -76295,406 -77192,234 -49748,738 -51138,574
19 -32626,434 -32068,426 -40460,023 -40729,969 -39265,055 -39577,176 -76742,344 -77192,836 -51476,844 -50737,230
20 -32519,766 -32961,098 -40855,465 -40611,934 -39592,590 -38589,902 -77236,266 -77633,594 -50619,164 -50073,004
Média -32724,945 -32572,916 -40581,956 -40668,434 -39193,948 -39133,203 -77260,956 -77393,144 -49417,841 -49874,211
Desvio Padrao 192,095 409,082 292,458 297,505 266,175 393,790 594,186 466,533 1469,324  1098,934

Rodadas considerando (“P) e ndo considerando (°NP) o uso da biblioteca paralela do Modeller.
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Tabela 10.4: Comparagao dos resultados das pontuacoes de nDOPE para o conjunto teste, obtido com o software Modeller.

2W4J 1JG8 5Mb5U 1HIS 5FPY
Modelo

pe NP pe NP? pe NP® pe NP?® pe NP?®
1 -1,708 -1,737 -1,818 -1,816 -0,936 -0,986 -1,413 -1,482 0,287 0,363
2 -1,712 -1,678 -1,762 -1,814 -0,977 -0,934 -1,485 -1,476 0,441 0,432
3 -1,690 -1,688 -1,774 -1,842 -1,006 -0,985 -1,462 -1,412 0,380 0,197
4 -1,735 -1,637 -1,766 -1,832 -0,992 -0,916 -1,464 -1,454 0,294 0,425
5 -1,762 -1,707 -1,840 -1,809 -0,986 -0,992 -1,448 -1,452 0,326 0,428
6 -1,713 -1,677 -1,787 -1,820 -0,977 -0,910 -1,484 -1,402 0,355 0,518
7 -1,706 -1,688 -1,812 -1,758 -0,943 -0,965 -1,476 -1,485 0,568 0,385
8 -1,696 -1,716 -1,783 -1,833 -0,978 -0,962 -1,451 -1,462 0,355 0,218
9 -1,738 -1,727 -1,794 -1,820 -0,973 -0,966 -1,441 -1,462 0,517 0,505
10 -1,712 -1,739 -1,830 -1,874 -0,974 -0,993 -1,459 -1,470 0,373 0,413
11 -1,735 -1,670 -1,818 -1,757 -0,942 -0,972 -1,443 -1,470 0,539 0,501
12 -1,705 -1,705 -1,861 -1,800 -1,032 -0,991 -1,452 -1,467 0,441 0,380
13 -1,728 -1,652 -1,822 -1,817 -0,945 -0,955 -1,517 -1,445 0,324 0,516
14 -1,689 -1,723 -1,842 -1,806 -0,995 -0,963 -1,434 -1,466 0,559 0,476
15 -1,704 -1,596 -1,828 -1,855 -0,993 -0,983 -1,453 -1,477 0,197 0,316
16 -1,690 -1,746 -1,813 -1,831 -0,957 -0,871 -1,459 -1,439 0,554 0,291
17 -1,703 -1,719 -1,822 -1,808 -0,969 -1,016 -1,419 -1,472 0,323 0,161
18 -1,708 -1,698 -1,789 -1,861 -0,936 -1,019 -1,414 -1,455 0,374 0,374
19 -1,686 -1,645 -1,814 -1,811 -0,963 -1,009 -1,432 -1,461 0,275 0,428
20 -1,691 -1,717 -1,845 -1,797 -1,009 -0,914 -1,467 -1,475 0,404 0,217
Média -1,711 -1,693 -1,811 -1,818 -0,974 -0,965 -1,454 -1,459 0,394 0,377
Desvio Padrao 0,020 0,038 0,027 0,028 0,025 0,038 0,025 0,021 0,104 0,108

Rodadas considerando (“P) e nao considerando (°NP) o uso da biblioteca paralela do Modeller.
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Tabela 10.5: Comparagao do resultados dos valores de RMSD para o conjunto teste, obtido com o software Pymol.

2W4J 1JG8 5M5U 1HIS8 5FPY!
Modelo

pe NP® pPe NP? pPe NP? pPe NP? pe NP

1 0,138 0,109 0,089 0,121 0,120 0,146 0,118 0,118 2,125 2,125
2 0,097 0,152 0,120 0,107 0,120 0,122 0,102 0,104 2,108 2,128
3 0,129 0,114 0,099 0,100 0,138 0,138 0,122 0,115 2,069 2,271
4 0,146 0,127 0,104 0,100 0,134 0,130 0,102 0,104 2,042 2,206
5 0,107 0,119 0,094 0,096 0,146 0,142 0,120 0,103 2,018 2,136
6 0,119 0,101 0,096 0,108 0,136 0,122 0,104 0,108 2,104 2,304
7 0,098 0,105 0,102 0,108 0,139 0,160 0,116 0,116 2,102 2,258
8 0,146 0,128 0,114 0,100 0,169 0,140 0,103 0,115 2,059 2,076
9 0,119 0,108 0,120 0,108 0,155 0,128 0,110 0,109 2,211 2,176
10 0,135 0,108 0,089 0,120 0,115 0,130 0,125 0,116 2,128 2,056
11 0,130 0,120 0,111 0,100 0,136 0,127 0,113 0,109 2,119 2,165
12 0,111 0,122 0,165 0,095 0,142 0,156 0,109 0,107 2,066 2,120
13 0,103 0,165 0,103 0,147 0,153 0,126 0,096 0,121 1,987 2,285
14 0,126 0,100 0,120 0,105 0,147 0,144 0,117 0,098 2,063 2,093
15 0,138 0,160 0,088 0,116 0,166 0,126 0,104 0,099 2,069 2,089
16 0,126 0,114 0,094 0,110 0,127 0,142 0,096 0,106 2,058 2,166
17 0,121 0,109 0,119 0,137 0,154 0,154 0,121 0,099 2,231 2,134
18 0,123 0,128 0,117 0,132 0,133 0,141 0,155 0,102 2,163 2,070
19 0,108 0,117 0,096 0,125 0,134 0,149 0,118 0,104 1,939 2,186
20 0,111 0,103 0,149 0,103 0,131 0,147 0,088 0,095 2,251 2.327
Média 0,122 0,120 0,109 0,112 0,140 0,139 0,112 0,107 2,096 2,169

Desvio Padrao 0,015 0,018 0,019 0,014 0,014 0,011 0,014 0,007 0,076 0,080

LA proteina 5FPY teve seu RMSD calculado com a proteina 1CU1 ao invés de seu molde original 1HEI, no intuito de simular uma condicao
de protefna com cobertura reduzida. Rodadas considerando (*P) e nao considerando (°NP) o uso da biblioteca paralela do Modeller.
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Tabela 10.6: Comparacao da quantidade de outliers no grafico de Ramanchandran, obtido para o conjunto teste com o software Molprobity.

2W4J 1JG8 5M5U 1HIS 5FPY
Modelo

pe NP? pe NP? pe NP?® pe NP pe NP?
1 0 0 1 0 2 0 4 3 11 15
2 0 0 1 1 0 0 3 3 17 7
3 0 0 1 2 1 0 3 3 12 10
4 0 0 1 2 0 1 3 3 9 17
5 0 0 0 1 2 0 3 3 15 13
6 0 0 1 0 1 1 3 3 9 9
7 0 0 2 1 0 0 4 3 14 19
8 0 0 1 1 0 0 3 2 13 15
9 0 0 1 1 0 0 3 3 13 11
10 0 0 1 0 0 1 1 3 11 11
11 0 1 1 1 1 0 3 3 9 12
12 0 0 1 1 0 0 3 3 16 14
13 0 0 1 2 0 0 3 3 7 9
14 0 0 1 1 1 1 3 3 12 13
15 0 0 1 1 0 0 2 3 12 13
16 0 0 1 1 1 1 3 4 13 11
17 0 0 1 1 2 0 3 3 15 15
18 0 0 0 0 1 0 3 3 11 12
19 0 0 1 1 1 0 3 3 8 13
20 0 0 1 1 0 1 3 3 13 11

Média 0,000 0,050 0,950 0,950 0,650 0,300 2,950 3,000 12,000 12,500

Desvio Padrao 0,000 0,218 0,384 0,589 0,726 0,458 0,589 0,316 2,627 2,784

Rodadas considerando (“P) e nao considerando (°NP) o uso da biblioteca paralela do Modeller.
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Tabela 10.7: Comparagao da porcentagem do nimero de residuos alocados em regioes favoraveis no grafico de Ramanchandran, obtido para
o conjunto teste com o software Molprobity.

2W4J 1JGS8 5M5U 1HIS 5FPY
Modelo
pe NP? pe NP? pe NP? pe NP? pe NP?
1 100 100 99,7 100 99.4 100 99,4 99,5 98,3 97,7
2 100 100 99,7 99,7 100 100 99.5 99,5 97,400 98,900
3 100 100 99,7 99,4 99.7 100 99,5 99,5 98,200 98,500
4 100 100 99,7 99,4 100 99,7 99.5 99,5 98,600 97,400
5 100 100 100 99,7 99.4 100 99,5 99,5 97,700 98,000
6 100 100 99,7 100 99,7 99,7 99.5 99,5 98,600 98,600
7 100 100 99.4 99,7 100 100 99,4 99,5 97,900 97,100
8 100 100 99,7 99,7 100 100 99,5 99,7 98,000 97,700
9 100 100 99,7 99,7 100 100 99,5 99,5 98,000 98,300
10 100 100 99,7 100 100 99,7 99.8 99,5 98,300 98,300
11 100 99,6 99,7 99,7 99,7 100 99,5 99,5 98,600 98,200
12 100 100 99,7 99,7 100 100 99.5 99,5 97,600 97,900
13 100 100 99,7 99,4 100 100 99.5 99,5 98,900 98,600
14 100 100 99,7 99,7 99.7 99,7 99,5 99,5 98,200 98,000
15 100 100 99,7 99,7 100 100 99,7 99,5 98,200 98,000
16 100 100 99,7 99,7 99,7 99,7 99,5 99,4 98,000 98,300
17 100 100 99,7 99,7 99.4 100 99.5 99,5 97,700 97,700
18 100 100 100 100 99.7 100 99.5 99,5 98,300 98,200
19 100 100 99,7 99,7 99.7 100 99,5 99,5 98,800 98,000
20 100 100 99,7 99,7 100 99,7 99.5 99,5 98,000 98,300
Média 100,000 99,980 99,715 99,715 99,805 99,910 99,515 99,505 98,165 98,085

Desvio Padrao 0,000 0,087 0,115 0,177 0,218 0,137 0,085 0,050 0,393 0,420

Rodadas considerando (“P) e nao considerando (°NP) o uso da biblioteca paralela do Modeller.
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