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RESUMO

A Edwardsiella tarda é responsavel pela edwardsielose. O tratamento da edwardisielose ndo é totalmente eficaz e
nenhuma vacina comercial esta disponivel no mercado. Nesse sentido, o conhecimento dos processos bioquimicos da
E. tarda é importante para a determinacéo de moléculas alvo, sobretudo de proteinas, para o tratamento ou eliminagao
da bactéria. Uma das proteinas capitais de E. tarda é a adenosina deaminase (EtAD), responsavel pela deaminagéo
da adenosina em inosina no processo de maturagdo do RNA transportador. Mesmo apresentando grande importancia
biolbgica em E. tarda, nenhum estudo relacionado a EtAD. Diante desse cenario, o objetivo desse trabalho € de gerar
a estrutura tridimensional EtAD, bem como, oferecer ao leitor um tutorial facilitado sobre o uso do Modeller, o
principal software de modelagem comparativa. Ap6s a modelagem, verificou-se que as estruturas de EtAD e ECAD
(adenosina deaminase de Escherichia coli) compartilham o mesmo padréo de enovelamento. A semelhanca estrutural
se deve ao percentual de residuos compartilhados entre as duas proteinas, em torno de 77%. O emprego da modelagem
molecular de proteinas pode auxiliar na escolha de novos alvos terapéuticos em potencial. Ademais, este trabalho
fornece ao leitor uma facil e compreensivel introducao sobre o processo de modelagem comparativa.

Palavras-chaves: Edwardsiella tarda, adenosina deaminase, Modelagem comparative, Modeller.

ABSTRACT

The Edwardsiella tarda is responsible for edwardsiellosis. Treatment of edwardsiellosis is not completely effective and
no commercial vaccine is available. In this sense, knowledge of biochemical processes of E. tarda is important for the
determination of target molecules, particularly proteins, for treatment or elimination of the bacterium. One of the
proteins of E. tarda is adenosine deaminase (EtAD), responsible for the deamination of adenosine to inosine in transfer
RNA maturation process. Even with great biological importance in E. tarda, no study was performed with EtAD. Given
this scenario, the objective of this work is to generate EtAD three-dimensional structure, as well as offer the reader a
tutorial on using facilitated Modeller, the main comparative modeling software. After modeling, it was found that the
structures of ECAD (Escherichia coli adenosine deaminase) and EtAD share the same pattern of folding. The structural
similarity is due to the percentage of residues shared between the two proteins, around 77%. The use of molecular
modeling of proteins can help in choosing potential new therapeutic targets. In addition, this paper provides the reader
with an easy and understandable introduction to the comparative modeling process.

Keywords: Edwardsiella tarda, adenosine deaminase, comparative modeling, Modeller.
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1.Introducdo

A Edwardsiella tarda, um bacilo gram-
negativo, ¢ uma bactéria responsavel por uma
doenca hemorrégica, que acomete tanto peixes
de &gua doce, quanto marinhos. A
edwardsiolose, como é conhecida, gera grandes
perdas econdmicas em todo o planeta, seja em
criadouros artificiais ou em ambientes naturais
(HU et al.,2014). Eventualmente, a E. tarda
pode infectar humanos, suscitando um quadro
de gastroenterite de diferentes graus, porém de
facil resolucdo (JANDA; ABBOTT, 1993).

Apesar da grande  importancia
econdmica, a E. tarda ¢ uma bactéria pouco
estudada. Embora  existam  vacinas
experimentais, nenhuma delas é comercializada,
indicando que seu papel protetivo ainda néo
atingiu o patamar desejado (NELSON et al.,
2009). O uso de antibioticos na &gua acarreta
uma série de transtornos, especialmente quanto
a resisténcia aos farmacos (ZHENG et al.,
2012). Dessa maneira, €& mister 0
desenvolvimento de novas vacinas e/ou
farmacos que apresentem resultados
satisfatdrios. Nesse sentido, o conhecimento da
magquinaria bioquimica da bactéria é de suma
importancia na escolha de macromoléculas, tais
como as proteinas, como alvos para o tratamento
e/ou profilaxia da infeccdo. Uma dessas
moléculas é a adenosina deaminase, responsavel
pela maturacdo da molécula de RNA
transportador (tRNA), através da deaminacdo da
adenosina em  inosina,  essencial ao
estabelecimento e manutencdo de qualquer
organismo vivo (LUO; SCHRAMM, 2008).
Mesmo sendo uma molécula potencialmente
importante como alvo para medidas terapéuticas
elou profildticas, nenhum estudo sobre a
adenosina deaminase ainda foi empreendido em
E. tarda.
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A caracterizacdo de uma proteina é
melhor conduzida de posse da estrutura
tridimensional (NADEAU; CARLSON, 2012).
A determinacdo da estrutura proteica pode ser
alcangada por varios métodos experimentais,
como é o caso da difracdo de raios-X e a
ressonancia nuclear magnética, bem como, por
métodos tedricos, também referidos como in
silico. Destes, se destaca a modelagem
comparativa ou por homologia, como 0 método
tedrico mais acurado para a determinacdo de
estruturas proteicas (SCHMIDT et al., 2014).

A modelagem comparativa se baseia na
observacdo geral, onde sequéncias de
aminodcidos  evolutivamente  relacionadas
apresentam estruturas tridimensionais similares,
sendo a conservacdo em nivel estrutural maior
gue a conservagdo da estrutura primaria
(sequéncia de aminodacidos) (WILTGEN; TILZ,
2009). Consequentemente, o modelo estrutural
de uma proteina pode ser construido a partir de
estruturas concebidas por métodos
experimentais, cujas sequéncias de aminoécidos
compartilham  identidade  estatisticamente
significativa (CALIXTO et al, 2013).
Tradicionalmente, o processo de modelagem
comparativa compreende uma série de estagios
consecutivos e repetidos interativamente, até
que seja obtido um modelo estrutural com
parametros satisfatorios (UNAJAK et al., 2014).
A grosso modo, esses passos se resumem a: i)
busca por estruturas (proteina  molde)
relacionadas & proteina-alvo; ii) alinhamento
entre as sequéncias de aminodcidos das
proteinas alvo e molde; iii) constru¢cdo do
modelo. Etapas subsequentes a construgdo do
modelo devem ser consideradas, como o0
refinamento da estrutura, isto é, modelagem dos
loops e dos rotdmeros, minimizacdo da energia
e validacdo da estrutura (MARTI-RENOM, et
al., 2000).
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O Modeller (SALI et al., 1995), é de
longe o software mais popular e eficiente de
modelagem comparativa. No entanto, muitos
usuarios, especialmente aqueles da area de
Ciéncias Biologicas e da Saude, apresentam
dificuldades em se introduzirem no uso do
Modeller. Isso se deve ao fato do programa ndo
apresentar interface grafica, sendo cada
comando inserido através de linhas de comando
num terminal, exigindo prévio conhecimento de
informatica, sobretudo na linguagem de
programacdo Python. Diante desse cenrio, 0s
objetivos deste trabalho sdo de proporcionar aos
leitores, um tutorial detalhado e facilitado sobre
0 uso do Modeller, bem como, de realizar a
determinac&o estrutural da adenosina deaminase
de E. tarda.

2. Materiais e métodos
2.1 Obtencdo da sequéncia e determinagdo
estrutural da EtAD

A estrutura da adenosina deaminase de
E. tarda (EtAD) (GenBank: WP_015683243.1)
(TEKEDAR et al., 2013) foi determinada por
modelagem comparativa, através do método de
restricbes espaciais, empregando o software
Modeller 9.13v  (SALI et al, 1995).
Inicialmente, foram gerados 10 modelos, sendo
0 que apresentou melhor score DOPE, eleito
para este trabalho.

2.2 Aporte de software e de hardware

Neste trabalho foram utilizados os
seguintes  softwares: UCSF  Chimera
(PETTERSEN et al., 2004) disponivel em:
<https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/>,

GNUPLOT, disponivel em:
<http://www.gnuplot.info/> e Modeller 9.13v,
disponivel em <http://

http://salilab.org/modeller/>. O Modeller é um

software gratuito para fins académicos. No
entanto, é necessario que o usuario se cadastre
no website do programa para obter a licenca de
uso. Todos os softwares foram executados no
sistema operacional Linux (Ubuntu 13.10v),
devido sua robustez, estabilidade e eficiéncia.
Caso o usuério tenha dificuldade em instalar os
programas, 0 mesmo podera instala-los com o
auxilio do Central de Programas do Ubuntu. A
configuracdo de hardware, no qual o estudo foi
realizado é a seguinte: processador Intel®
Core™ {7-4790, 32 Gb de memoria RAM (1600
MHz), GPU VGA GigaByte GeForce GTX660
Ti 2048MB, HD com capacidade de 1 Th.

3. Resultados e discusséo
3.1 Busca por estruturas relacionadas a EtAD

A primeira etapa da modelagem
comparativa é a busca por estruturas que possam
servir como molde (template). Diferentes
abordagens podem ser adotadas para esse fim.
No entanto, todas se resumem a uma exaustiva
pesquisa no Protein Data Bank (PDB). A
abordagem mais simplificada para a busca de
estruturas molde é através de alinhamento local,
via BLAST (Basic Local Alignment Search Tool
- <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast>),
utilizando como entrada a sequéncia a ser
modelada contra um banco de dados restrito, no
caso, “Protein Data Bank proteins (pdb)”.
Contudo, neste trabalho, a busca por estruturas
molde serd empreendida pelo Modeller 9.13v,
ndo apenas como demonstrativo de todo o
aporte do software, mas também para propiciar
ao usuario, um contato com as principais
ferramentas do programa.

Este estudo sera conduzido com a
determinacgdo da estrutura terciaria da EtAD. A
sequéncia de aminoécidos da EtAD esta
disponivel no GenBank
(<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/>),
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sob 0 nimero de acesso WP_015683243.1
(TEKEDAR et al, 2013). A sequéncia
recuperada no GenBank esta no formato FASTA
(Fig. 1A). No entanto, o formato FASTA néo é
admitido como entrada pelo Modeller, sendo
necessario a conversao da sequéncia de
aminoacidos para o formato PIR (Fig. 1B). A

Edwardsiella tarda por modelagem comparativa)

conversdo pode ser feita através do website
<http://genome.nci.nih.gov/tools/reformat.html
>. Apods a conversdo para o formato PIR, a
sequéncia deverd ser transferida para o editor de
texto Gedit, nomeada como “EtAD” e salva no
formato .ali.

Figura 1. Diferentes formatos de sequéncia para EtAD. A) Sequéncia em formato FASTA. O nome
da sequéncia ¢ precedido pelo sinal “>”, que indica a identificagdo da sequéncia. Imediatamente
abaixo, localiza-se o inicio da sequéncia. B) Sequéncia em formato PIR. A identificagdo da sequéncia
¢ precedida por “>P1”. A linha imediatamente abaixo da identificaggo traz informagdes acerca da
sequéncia. O fim da sequéncia é determinado pelo asterisco.

A) >ELAD

MTQRDDSDWMRHALQLAEKARAQGEVPVGAVLVLNDRVIGEGWNRPITRHDPTAHAEIMALQQGGATIMQN
YRLLEATLYVTLEPCVMCAGAMVHSRIRRLVYGAPDLKTGAAGSLLDVLGHPGMNHRIEVCGGYLADACA

AQLSDFFRQRRAQKRAERDARRRAERDDAE

B) =P1;EtAD

MTQRDDSDWMRHALQLAEKARAQGEVPVGAVLVLNDRVIGEGWNRPITRHDPTAHAEIMALQQGGAIMQN
YRLLEATLYVTLEPCVMCAGAMVHSRIRRLVYGAPDLKTGAAGSLLDVLGHPGMNHRIEVCGGVLADACA

AQLSDFFRQRRAQKRAERDARRRAERDDAE*

Para iniciar o processo de busca por
estruturas relacionadas, o usuario devera
adquirir o arquivo pdb 95 no website
<https://salilab.org/modeller/supplemental.htm
I>. O arquivo pdb_95 relne as sequéncias de
aminoacidos  disponiveis no PDB que
compartilham até 95% de identidade entre si, ou
seja, um banco de dados nédo redundante. Outra
particularidade do banco de dados pdb_95 é que
todas as sequéncias estdo no formato PIR. Os
comandos do Modeller sdo realizados por
intermédio de scripts escritos em Python, ou
seja, de arquivos que contém as informagdes
acerca de cada comando. O script que iniciara a
busca por estruturas relacionadas esta contido na
figura 2 e devera ser transcrito para o editor de
texto, nomeado como “scriptl” e salvo com a
extensdo .py. De posse dos trés arquivos
mencionados até aqui (EtAD.ali; pdb_95.pir;
scriptl.py), o usuario deverd criar a pasta

“Tutorial Modeller” e aloca-los na pasta recém-
criada. O scriptl deverd ser executado a partir
de um terminal enderecado ao diretério
“Tutorial Modeller”, através do comando
“Mo0d9.13 scriptl.py”. A entrada “Mod9.13”
inicia o environment do Modeller e é exclusiva
para cada versdo, por exemplo, na versdo 9.7 o
environment é carregado pela entrada
“Mod9.7”. Apds a execugdo do scriptl, serdo
gerados 4 arquivos: i) scriptl.log, arquivo de
registro que contém todas as informagdes sobre
a execucdo do scriptl; ii) build_profile.ali,
apresenta o alinhamento entre as sequéncia alvo
e as sequéncias do pdb_95; iii) build_profile.prf,
possui informacbes importantes a respeito dos
alinhamentos, tais como percentual de
identidade entre os residuos e e-value (valor de
E); iv) pdb_95.bin, conversdo do arquivo
pdb_95.pir para o formato binario.
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Figura 2. Script 1, escrito em Python. As informagdes desta figura deverdo ser fielmente transcritas para o bloco
de notas e, posteriormente, o arquivo devera ser salvo como “script2.py”. A execugdo do script depende da presenga
dos arquivos “pdb_95.pir” e “EtAD.ali”. As cores azul, rosa e preto sdo padrdo do Python.

from modeller import *

log.verbose()
env = environ()

#-- Preparacao dos arquivos de entrada

#-- Leiltura no banco de dados de sequencia
sdb = sequence_db(env)

sdb.read(seq_database_file='pdb_95.pir”, seq_database_format='PIR',
chains_list="ALL', minmax_db_seq_len=(30, 4000), clean_sequences=True)

#-- Transcrever o banco de dados de sequencia no formato binario
sdb.write(seq database file='pdb 95.bin', seq database format='BINARY',

chains_list="ALL")

#-- Leltura do banco de dados binario

sdb.read(seq_database_file='pdb_95.bin', seq_database_format='BINARY',

chains_list="ALL")

#-- Leitura da sequencia/falinhamento alvo
aln = alignment(env)

aln.append(file='EtAD.ali', alignment_format="PIR', align_codes="ALL")

#-- Conversao da -—equenciafalinhamento de entrada

# profile format
prf = aln.to_profile()

#-- Pesquisa no banco de dados de sequencia e escolha das sequencias homologas
prf.build(sdb, matrix_offset=-450, rr_file='S${LIB}/blosum62.sim.mat’,
gap_penalties_1d=(-500, -50), n_prof_iterations=1,

check_profile=False, max_aln_evalue=0.01)

#-- Escrever o arquivo de saida do perfil no formato texto
prf.write(file="build_profile.prf', profile_format='TEXT')

#-- Converter o arquivo de saia do profile para o formato alinhamento

aln = prf.to_alignment()

#-- Escrever o arquivo de saida do arquivo de alinhamento
aln.write(file='build_profile.ali', alignment_format='PIR')

3.2 Sele¢do da estrutura molde

A selecdo da estrutura molde envolve
uma série de consideracdes, tais como,
percentual de residuos idénticos e similares,
cobertura do molde, confiabilidade do
alinhamento (expresso pelo e-value), entre
outros (DAI et al.,, 2014). Apbs executar 0
scriptl, o usuario deverd abrir o arquivo
“build_profile.prf’, através do Gedit, para

acessar as informacdes sobre o alinhamento.
Sobre o arquivo “build profile.prf” (Fig. 3),
chama a atenc¢do as informagGes contidas nas
colunas de ndmero 2, 11 e 12, as quais
correspondem ao identificador da proteina no
PDB, ao percentual de identidade entre a
sequéncia de EtAD e sequéncia do PDB e a
confiabilidade do alinhamento (quanto mais
préximo de zero, menor é a possibilidade do
alinhamento  ter ocorrido ao  acaso),
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respectivamente. O percentual de residuos
idénticos entre a sequéncia alvo e o molde é
diretamente proporcional & qualidade do modelo
gerado (MOBAREC et al., 2009). No entanto,
do ponto de vista pratico, sequéncias alvo e

Edwardsiella tarda por modelagem comparativa)

molde que compartilham pelo menos 25% de
identidade podem gerar modelos de boa
qualidade (VALLAT et al., 2008).

Figura 3. Representagdo do “build_profile.prf”. As sequéncias foram omitidas para melhor apresentacéo dos dados.
A segunda coluna se refere ao cddigo de acesso da proteina no PDB. A décima coluna aponta a cobertura do
template sobre a proteina alvo. Por Gltimo, a décima primeira e décima segunda colunas, correspondem ao
percentual de residuos idénticos e ao e-value, respectivamente. As proteinas marcadas em vermelho se referem as

potenciais candidatas a proteinas molde.
% Numb

of sequences: 17
of il : 17

e Sl e e e S

5{LIB}/blosum62.sim.mat

Baseado no percentual de identidade, e-
value e cobertura (Fig. 3), sete estruturas foram
selecionadas para a préxima etapa desse estudo.
As proteinas selecionadas sdo as seguintes e
estdo representadas pelo nimero de acesso no
PDB: 2B3J; 3DH1; 2NX8; 30CQ; 1WKQ;
IWWR e 1Z3A. Como esperado, todas as
sequéncias  selecionadas correspondem &
deaminases de diferentes espécies. Todas as
estruturas mencionadas deverdo ser recuperadas
no PDB e armazenadas na pasta “Tutorial
Modeller”. O préximo passo serd comparar as
estruturas e avaliar qual estrutura é mais
apropriada para ser empregada como molde.
Antes de proceder com a avaliacdo, 0 usuario
devera transcrever fielmente as informagdes
contidas na figura 4 para o editor de texto,
nomear o arquivo como “script2” e salva-lo com

dm

]
-4
[=l'=N=]

o

[}
~ & -t
R L

w

[

ORI RS = s

ol o o

1
[= ==

[

a extensdo .py. Para realizar a comparacdo o
usuario devera executar o script2 através da
seguinte linha de “mod9.13
script2.py”.

A execucdo do script2 conduzird a
criagdo do arquivo “script2.log”. Este arquivo
apresenta um comparativo entre as proteinas
candidatas & estrutura molde, além de gerar um
dendograma (Fig. 5). As informacdes contidas
no “script.log” e no “build profile.prf”
auxiliardo o leitor na escolha da proteina. Como
demonstrado no dendograma as proteinas
30CQ e 1Z3A sdo praticamente idénticas. No
entanto 1Z3A apresenta maior cobertura de
sequéncia com EtAD do que 30CQ, além de
apresentar percentual de identidade ligeiramente
maior. Dessa forma, a estrutura 30CQ sera
excluida do estudo. A resolucdo da estrutura,

comando
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junto com o percentual de identidade, e-value e
cobertura, ¢ um dos pontos capitais que
contribuem para a qualidade final do modelo.
Nesse sentido, a estrutura 3DH1 também foi
excluida do estudo por apresentar baixa
resoluco (2,8 A), quando comparada as demais.
Mesmo apresentando resolucdo satisfatéria, as

estruturas IWKQ, 1IWWR, 2NX8, 2B3J foram

excluidas do estudo por apresentarem baixo
percentual de identidade e/ou cobertura com
EtAD. Consequentemente, a estrutura eleita
como proteina molde foi 1Z3A, correspondente
a adenosina deaminase de Escherichia coli
(EcAD), que apresenta 77% de identidade com
EtAD (LUO, M.; SCHRAMM, 2008).

Figura 4. Script 2, escrito em Python. As informagBes desta figura deverdo ser fielmente
transcritas para o0 bloco de notas e, posteriormente, o arquivo devera ser salvo como

“script2.py”’.
from modeller import *

env
aln

environ()
alignment(env)

for (pdb, chain) in (('1WKQ', 'A'), ('1WWR', 'A'), ('1Z3A', 'A'),
('2B33', 'A'), ('2nX8', 'A'), ('3DH1', 'A'),

('30CQ", 'A")):

m = model{env, file=pdb, model_segment=('FIRST:'+chain, 'LAST:'+chain))
aln.append_model(m, atom_files=pdb, align_codes=pdb+chain)

aln.malign()
aln.malign3d()
aln.compare_structures()

aln.id_table(matrix_file='family.mat')

env.dendrogram(matrix_file="'family.mat', cluster_cut=-1.0)

Figura 5. Dendograma com as sete estruturas candidatas a template. O dendograma pode ser
encontrado no arquivo “script2.log”. A resolugdo de cada estrutura ¢ indicada pelo caractere “@”

em A (&ngstrom).

.................... 1WKQA @1.2  96.1875
.................... 1WWRA @1.8 52.0000

-------------------- 2B3JA @2.0 57.2500

- 1Z3AA @2.0 9.0000

|
.................... 30CQA @2.0  60.0000
.................... 2NX8A @2.0  69.0000

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 3DH1A @2.8

99.6750

83.9812 68.2875 52.5937 36.9000 21.2062
91.8281 76.1344 60.4406 44.7469 29.0531 13.3594
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3.3 Alinhamento da EtAD com a estrutura molde

Tendo em vista que o Modeller se baseia
nas restrices espaciais para a construgdo do
modelo, a qualidade do alinhamento esta
diretamente relacionada com o sucesso da
modelagem  (ESWAR el al, 2008).
Preferencialmente, o alinhamento entre a
sequéncia alvo e a estrutura molde deve ser
realizado pelo comando align2d do Modeller. O
align2d é diferente dos demais métodos de
alinhamento, pois considera as informacdes
estruturais do modelo na construgdo do
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alinhamento. Para realizar o alinhamento entre
EtAD e 1Z3A, o usuério devera transcrever
fielmente as informacdes contidas na figura 6 para
0 editor de texto, nomear o arquivo como
“script3” e salvar com a extensdo .py na pasta
“Tutorial Modeller”. Para realizar a comparacao o
usuario devera executar o script3 através da
seguinte  linha de comando “mod9.13
script3.py”. Apods a execugdo do script3, serad
gerado o arquivo EtAD-1Z3A.pap (Figura 7). Este
arquivo apresenta o alinhamento entre a
sequéncias de EtAD e 1Z3A.

Figura 6. Script 3, escrito em Python. As informacdes desta figura deveréo ser fielmente
transcritas para o bloco de notas e, posteriormente, o arquivo devera ser salvo como
“script3.py”.

from modeller import *

env = environ()

aln = alignment(env)

mdl = model(env, file='1Z3A', model_segment=('FIRST:A','LAST:A'))
aln.append_model(mdl, align_codes='1Z3AA', atom_files='1Z3A.pdb")
aln.append(file="EtAD.ali', align_codes='EtAD')

aln.align2d()

aln.write(file="EtAD-1Z3A.ali', alignment_format='PIR")
aln.write(file="EtAD-1Z3A.pap', alignment_format='PAP")

Figura 7: Alinhamento entre os residuos de EtAD e 1Z3A (EcAD) realizado pelo
align2d. Os asteriscos apontam os residuos idénticos.

_aln.pos 10 20 30 40 50 60

1Z3AA SEVEFSHEYWMRHALTLAKRAWDEREVPVGAVLVHNNRVIGEGWNRPIGRHDPTAHAEIMALRQGGLY

EtAD -MTQRDDSDWMRHALQLAEKARAQGEVPVGAVLVLNDRVIGEGWNRPITRHDPTAHAEIMALQQGGATL
Consr\fd khkkdkkk ki * * kK

_aln.p 70 80 90 100 110 120 130

1Z3AA MONYRLIDATLYVTLEPCVMCAGAMIHSRIGRVVFGARDAKTGAAGSLMDVLHHPGMNHRVEITEGIL

EtAD MQNYRLLEATLYVTLEPCVMCAGAMVHSRIRRLVYGAPDLKTGAAGSLLDVLGHPGMNHRIEVCGGYL
COnSrVd khkkdk * * Kk & ek * * &

_aln.pos 140 150

1Z3AA ADECAALLSDFFRMRRQEIK

EtAD ADACAAQLSDFFRQRRAQKR

COnSrVd *k *kk *hkkkkd ki
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3.4 Construgdo do modelo

Apds o alinhamento entre a sequéncia
alvo e a proteina molde, o Modeller calculara
automaticamente as coordenadas do modelo,
através do comando “automodel”. Devido as
diferentes conformacBes possiveis que uma
proteina pode adotar, sobretudo nas regides das
alcas, é importante a geracdo de pelo menos 10
modelos estruturais. Posteriormente, o modelo
que apresentar os melhores pardmetros sera
eleito para o refinamento, isto é, minimizagao da
estrutura, modelagem dos loops e dos
rotdmeros. A constru¢do do modelo estrutural
da EtAD foi alcangado apds a execucdo dos
dados presentes no script4. Os dados que
compde o script4 estdo disponiveis na figura 8 e
deverdo ser transcritos para o editor de texto,

nomeado como “script4” e salvo com a extensao
.py na pasta “Tutorial Modeller”. Para executar
0 scriptd, o usuario deverd inserir a seguinte
linha de comando no terminal “mod9.13
scriptd.py”. Apods a geragdo dos modelos, sera
criado o arquivo script4.log, que apresenta 0s
registros da construcdo dos modelos. Dentre as
informacdes, destaca-se o valor do DOPE
(Discrete Optimized Protein Energy) score,
usado para escolher o melhor modelo entre os
10 gerados. De acordo com o scriptd.log, a
estrutura que alcangou 0 menor DOPE score e,
portanto, o melhor score, foi a estrutura
EtAD.B99990009.pdb (DOPE  score -
16681.77930).

Figura 8. Script 4, escrito em Python. As informagdes desta figura deverédo ser
fielmente transcritas para o bloco de notas e, posteriormente, o0 arquivo devera ser

salvo como “script4.py”.
from modeller import *

from modeller.automodel import *
#from modeller import soap_protein_od

env = environ()

a = automodel(env, alnfile='EtAD-1Z3A.all’',
knowns="1Z3AA', sequence='EtAD',
assess_methods=(assess.DOPE,

a.starting_model = 1
a.ending_model = 10
a.make()

O valor do DOPE para cada residuo em
individual pode ser calculado através do script5.
Antes de executar o scripts, o usuario devera
transcrever fielmente as informagfes contidas
na figura 9 para o editor de texto, nomear o
arquivo como “script5” e salva-lo com a
extensdo .py no diretorio “Tutorial Modeller”. A

#soap_protein_od.Scorer(),
assess.GA341))

execucacdo do script5 é realizada através do
comando “mod9.13 script5.py”. O resultado do
DOPE podera ser convertido em grafico, por
intermédio do programa GNUPLOT, através do
comando ‘plot "EtAD.profile" using 1:42
with lines’.
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Figura 9. Script 5 escrito em Python. As informag@es desta figura deverdo ser fielmente
transcritas para o0 bloco de notas e, posteriormente, 0 arquivo devera ser salvo como

“script5.py”

from modeller import *
from modeller.scripts import complete_pdb

log.verbose() # request verbose output
env = environ()

env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib') # read topology
env.libs.parameters.read(file="'$(LIB)/par.lib') # read parameters

# read model file
mdl = complete_pdb(env, 'EtAD.B99990009.pdb')

# Assess with DOPE:
s = selection(mdl) # all atom selection
s.assess_dope(output="ENERGY_PROFILE NO_REPORT', file='EtAD.profile',

normalize_profile=True, smoothing_window=15)

Figura 10. DOPE para cada residuo em individual. A energia de cada residuo permanece

relativamente baixa

T T T T
"EtAD.profile" using 1:42 ——

-0.025 | | T
,—-'Ill'-
-0.03 —A\I I.“ 'ﬁ,l /J‘-L i
II | 1 | |I
| n I.' \ / I|I
-0.035 |- |I|| II|| \ Irl.l llnl"—.l /f || -
|| ||I I\ II II| r\)’ || /_‘ |II
-0.04 |'F I' I'I \ ﬂ ."/ \ 'I \ .
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| | || / || lI| |
-0.045 - l"—f! v l\l Il'l \ ’"'uv.a'l .
'|| ||' N
U
-0.05 | | 1 | 1 | |
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passara por testes de validagdo, tais como

Ap6s a avaliagdo, varios outros passos
deverdo ser realizados para alcancgar a validacéo
da estrutura. Via de regra, a estrutura, apds sua
determinacdo, devera ser refinada, através da
minimizacao da energia e modelagem dos loops
e rotdmeros. Uma vez refinada, a estrutura

PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1996),
Verify3aD (EISENBERG et al., 1997), ProSa
(WIEDERSTEIN; SIPPL; 2007) e Erratv2
(KOH et al., 2003), a fim de certificar a
confiabilidade da estrutura. No entanto, este
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trabalho se limita a concep¢do do modelo. A
estrutura tridimensional da EtAD, bem como do
molde (EcAD) (Fig. 11) pode ser visualizada
por intermédio de programas de visualizagéo,
tais como UCSF Chimera e VMD. EtAD e

ECAD compartilham o mesmo padrdo de
enovelamento e sio compostas por 4 a-hélices e
cinco fitas-p.

Figura 11. Estrutura tridimensional da adenosina deaminase. A) Representacdo em
fitas da EtAD (EtAD.B99990009.pdb). B) Representacdo em fitas da ECAD (1Z3A)
usada como molde. Amarelo, vermelho e ciano correspondem as a-hélices, fitas-p e

alcas (loops), respectivamente.

4. Conclusao

A luz do conhecimento estrutural,
diversos processos envolvendo proteinas podem
ser compreendidos e melhores analisados. A
determinacdo da estrutura proteica possibilita,
além da caracterizagdo inicial, informages
sobre o funcionamento da proteina. Essas
informagdes podem  ser Gteis no
desenvolvimento de estratégias que buscam
aumentar a atividade de determinadas enzimas,
como no caso das mutagdes sitio-dirigidas, bem
como no desenvolvimento de inibidores e/ou
blogueadores da atividade proteica, como
comumente ocorre no desenho racional de
farmacos. Ademais, este trabalho possibilita ao
leitor lancar-se no campo da Biologia

z

)

WS
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=

Computacional, através de um tutorial
experimental extremamente facilitado.
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