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a partir da sequéncia de aminoacidos e a
predicdo a partir da estrutura tridimensional da
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METODO E SISTEMA PARA PREDICAO DE FUNCOES DE
PROTEINAS

CAMPO DE APLICACAO

[0001] A presente invencdo refere-se a métodos e sistemas

relacionados a determinagcdo da funcdo de sequéncia de amino&cidos. Mais
especificamente, a presente invencdo aborda métodos e sistemas para
predicdo da funcdo de uma proteina a partir da estrutura de sequéncias

gendmicas, metagendmicas, protedbmicas e transcriptdbmicas em larga escala.

ESTADO DA TECNICA
[0002] As proteinas sdo grandes moléculas, também chamadas

de macromoléculas, que sdo constituidas essencialmente por aminoacidos que
se organizam em uma determinada sequéncia especifica.

[0003] A diferenca entre essas estruturas reside, sobretudo, na
forma de organizacdo desses aminoacidos, determinado por uma sequéncia
genética que provoca o enovelamento da referida macromolécula em uma
estrutura tridimensional especifica que determina a atividade e funcéo protéica.

[0004] O numero de cadeias proteicas que possui sua funcdo bem
caracterizada ainda € pequeno, principalmente quando se trata de longas
cadeias de aminoacidos.

[0005] Para determinar ou predizer a funcdo de uma proteina,
podem ser utilizadas técnicas experimentais e também buscas por similaridade
com sequéncias conhecidas ou anotadas, que tenham elevado grau de
identidade com a sequéncia de interesse.

[0006] Entre as propostas para determinacdo da funcdo de uma
proteina as técnicas de anotacao ou predicao funcional de sequéncias podem
ser citadas. Essas técnicas geralmente classificam as estruturas em grupos a
partir de similaridades encontradas com proteinas de outras espécies, sendo

essa uma rica fonte para a anotacao funcional.
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[0007] Assim, nesse caso a estratégia tradicional € procurar por
similaridades em bancos de dados, por sequéncias protéicas com funcdes
conhecidas que tenham similaridade com a sequéncia que se deseja analisar.

[0008] Com essa perspectiva, varios métodos tém sido
desenvolvidos na tentativa de obter informagé&o funcional sobre uma sequéncia
de aminoacidos. Os métodos mais tradicionais incluem o alinhamento de
sequéncia e analise de motivos locais da sequéncia. Nestes métodos, €
calculado o grau de identidade da sequéncia de aminoacidos entre uma
sequéncia experimental de interesse e uma ou mais sequéncias que tem a
fungéo conhecida no banco de dados.

[0009] Métodos de alinhamento, tais como do sistema BLAST
(acrénimo em inglés para: Basic Local Alignment Search Tool) ou FASTA séao
utilizados para essa finalidade.

[00010] Embora esse procedimento venha sendo otimizado ao
longo do tempo com bancos de dados publicos, por exemplo como os sistemas
acima mencionados, ainda persistem limitacbes que podem comprometer e
dificultar a andlise em determinadas situacdes, como a demora de varios dias
ou semanas, mesmo quando se utiliza servidores de alto desempenho.

[00011] Além disso, outras implicacBes que limitam o uso desses
sistemas é a auséncia de substancial similaridade das sequéncias e, ainda,
novas sequéncias que muitas vezes nao encontram coincidéncias com
sequéncias conhecidas.

[00012] Outra limitacdo relata por Hobohm e Sander, é que os
métodos puramente de alinhamento de sequéncias ndo sdo capazes de
detectar semelhancas estruturais e funcionais quando a identidade de
sequéncia é inferior a 25 % (HOBOHM, Uwe; SANDER, Chris. A sequence
property approach to searching protein databases. Journal of molecular biology,
v. 251, n. 3, p. 390-399, 1995).
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[00013] Em alternativa para superar os inconvenientes da técnica
de alinhamento de sequéncias, foram propostos métodos e sistemas baseados
em pequenos fragmentos de sequéncias, também conhecidos como motivos,
para auxiliar na identificacdo da funcdo da proteina, sendo que ao invés de
utilizar as sequéncias completas ou inteiras, essas técnicas usam apenas
partes da cadeia de aminoacidos.

[00014] Assim, como pode ser deduzido das técnicas relatadas
acima, a determinacdo da atividade da proteina € baseada integralmente
apenas na estrutura primaria da mesma, que fornece informacao limitada
acerca de sua natureza fisico-quimica e funcionalidade.

[00015] Contudo, a estrutura primaria aborda apenas a sequéncia
linear dos aminoacidos que se unem por ligacdes peptidicas, sem levar em
consideracdo informacfes das estruturas secundarias e terciarias, as quais
abordam a conformacao local de algumas regifes da cadeia polipeptidica e o
arranjo tridimensional da cadeia polipeptidica com interacdes entre
aminoacidos mais distantes, respectivamente.

[00016] Essa conformacdo tridimensional €  diretamente
responsavel pelas propriedades biolégicas da proteina, tais como atividade
enzimatica e especificidade de ligacdo dessa macromolécula.

[00017] Ainda que existam numerosas metodologias que usem a
estrutura primaria da proteina para inferir sua funcdo, o conhecimento da
estrutura tridimensional da mesma é considerado mais assertivo e confiavel na
averiguacédo das fun¢des bioquimicas.

[00018] Assim, os métodos baseados unicamente em estrutura
primaria ndo sao capazes de determinar com alta precisdo a funcdo de uma
proteina e/ou polipeptideo.

[00019] Em contrapartida, esse tipo de metodologia necessita de
estudo acurado da forma tridimensional, que figura como sua maior

desvantagem por necessitar experimentos demorados.
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[00020] Assim, nos ultimos anos, tém sido feitas novas abordagens
para inferir a funcao de proteina, tal como descreve a patente US7,880,738 que
aborda uma ferramenta para visualizacdo e suporte para analise estrutural de
moléculas em 3D, listagem de sequéncia, informacdes quimicas e bioldgicas,
sendo que esse guia ainda descreve utilidades para a andlise da estrutura
protéica. Contudo, esse sistema demanda atuacdo constante do técnico para
realizar as analises e afericio de cada molécula individualmente e
manualmente, ndo sendo capaz de realizar a determinacdo automaticamente e
em larga escala.

[00021] O documento internacional WO2007140061 descreve um
meétodo para determinacdo de uma estrutura de equilibrio, tal como estrutura
secundaria de um polipeptideo, uma proteina ou uma regido de dobragem
autbnoma, os quais ditam a funcdo e atividade biol6gica dos mesmos. Essa
metodologia ndo utiliza estruturas terciarias para determinar a funcdo da
proteina.

[00022] O documento de patente US2005089878 aborda métodos
para deteccao de residuos funcionais na superficie de proteinas que fazem a
determinacdo das contagens de anotacdo funcionais de uma proteina e a
compara com distribuicbes de pontuacdes de anotacdo funcionais
semelhantes, derivados de uma pluralidade de proteinas de referéncia. Tendo
em conta essa comparacao, um cluster funcional é anotado ou ndo. Tal como
documento anterior, 0 metodo proposto por essa descricdo também néo aborda
a determinacado da funcéo de uma proteina a partir da anélise de uma estrutura
terciaria.

[00023] A publicacdo de GABDOULLINE, Razif R. et al. ProSAT:
functional annotation of protein 3D structures. Bioinformatics, v. 19, n. 13, p.
1723-1725, 2003, aborda um sistema para efetuar o mapeamento
automatizado de anotacdes funcionais que permite que locais funcionais sejam
prontamente identificados. O preceito de referido sistema € mapear em uma

estrutura 3D de uma proteina e os aminoacidos responsaveis por executar sua
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funcdo, entdo essas informagBes sdo retiradas de uma anotagdo prévia
realizada por meio da sequéncia de aminoacidos da proteina que o usuario
insere no sistema junto com o modelo 3D. Ou seja, ele ndo realiza nenhum tipo
de determinacdo, somente o0 mapeamento da mesma.

[00024] O documento YACHDAYV, Guy et al. Predict Protein — an
open resource for online prediction of protein structural and functional features.
Nucleic acids research, p. gku366, 2014 evidencia um analisador de sequéncia,
capaz de gerar resultados de caracteristicas estruturais e funcionais de dada
proteina, sendo composto por mais diversas ferramentas. Apesar de o
analisador realizar mesmas anotagcdes funcionais, o mesmo nao realiza
anotacao estrutural de seus modelos preditos para tentar validar a anotacdo a
partir das sequéncias de aminoacidos e também ndo especifica henhum
mecanismo para andlise da qualidade dos modelos gerados. Além disso, 0s
dados gerados pelo Predict Protein tem baixo grau de confiabilidade, devido a
auséncia de afericdo do modelo gerado.

[00025] O documento US20040185486 descreve um método para
encontrar semelhancas 3D em estruturas de proteinas de uma primeira
molécula e de uma segunda molécula, mediante o fornecimento de
informacdes pré-selecionadas em relagcdo a primeira molécula e a segunda
molécula e a comparacdo entre as mesmas usando analise de segmentos
continuos (LCS), andlise de distancia global (GDT), andlise de funcédo de
alinhamento local global (LGA_S) e por fim verificando o alinhamento
construido e repetindo os passos para encontrar as regides de semelhancas
3D em estruturas de proteinas. Contudo, para realizacdo desse método é
necessario conhecer previamente a estrutura 3D.

[00026] Outro documento do estado da técnica que busca resolver
0 mesmo problema é o WO0005414, que reivindica um método e sistema para
a determinacdo da funcdo bioquimica da proteina, tendo como base

conformacao estrutural e dominios da mesma, que sao determinados a partir
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de ferramentas de ressonancia magnética nuclear (RMN). De forma geral,
referido método aborda as etapas:

a) identificar um dominio de polipeptideo que se dobra ou enovela de

forma estavel, com uma estrutura tridimensional definida;

b) determinar a estrutura tridimensional desse dominio estavel;

C) comparar a estrutura da etapa anterior com aquelas contidas em

banco de dados de estruturas com funcées conhecidas

d) correlacionar as estruturas definidas e definir a funcédo bioquimica

da estrutura em analise.

[00027] Essa tecnologia também € dependente de aparelhos
acessoérios ao método, tal como o RMN, tornando o procedimento mais
demorado e oneroso.

[00028] Portanto, as atuais tecnologias de determinacao da fungéo
de proteinas ainda sdo complexas, demoradas e dependentes de
eguipamentos acessorios.

[00029] Consequentemente, existe a necessidade de provisdo de
uma metodologia de suporte que permita lidar com a crescente quantidade de
dados que sdo obtidos a partir de sequenciadores genéticos, tal como um
método automatizado que permita realizar a determinacdo da funcdo da
proteina a partir da estrutura de sequéncias genbmicas, metagenémicas,
protedbmicas e transcriptbmicas em larga escala, com garantias de
confiabilidade e que ofereca solu¢cdes mais rapidas.

[00030] Destarte, para superar os problemas e deficiéncias do
estado da técnica a presente invencdo descreve um metodo para determinagao
da funcdo de uma proteina, baseado em uma sequéncia primaria inicialmente
fornecida.

[00031] Em continuidade, a presente invengdo supera oS
problemas e desvantagens do estado da técnica ao prover um método e
sistema que garante confiabilidade de resultados e que é capaz de realizar

determinacdes em larga escala de forma rapida e eficiente.
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SUMARIO

[00032] Desse modo a presente invengao proporciona avangos em
relacdo as técnicas convencionais para determinacdo da funcdo de uma
sequéncia de proteina.

[00033] De forma geral, uma modalidade da presente invencéo
aborda um método para predicdo da funcdo de uma proteina, a partir de uma
sequéncia de aminoacidos, que compreende:

(i) a predicéo direta a partir da sequéncia de aminodacidos e

(if) a predi¢ao a partir da estrutura tridimensional da referida sequéncia

de aminoacidos e

(i) a posterior comparacao entre as duas para gerar a funcdo da

mesma.

[00034] A predicdo da funcdo da proteina a partir de uma estrutura
tridimensional compreende ainda as etapas:

(iia) modelagem;

(iib) filtragem,;

(lic) alinhamento estrutural.

[00035] Em outra modalidade a presente invencdo aborda um
sistema a predicdo da funcdo de uma proteina, sendo que referido sistema
implementa o método da presente invencao de forma totalmente automatizada.

[00036] Assim, a presente invencao proporciona avangos em
relacdo as técnicas convencionais de determinacdo da funcdo de proteinas, ao
realizar a predicdo também a partir de uma estrutura tridimensional e,
sobretudo, ao propor uma etapa de filtragem, a qual é responsavel por conferir
confiabilidade ao método, além de torna-lo mais rapido e sem a necessidade
de intervencdo humana.

[00037] Estes objetivos e vantagens da invencdo seréo
imediatamente valorizadas pelos versados na técnica a partir da descricdo
detalhada das modalidades de invencdo que se segue, a qual também sera

melhor compreendida em conjunto com as figuras e exemplos.
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DESCRICAO DAS FIGURAS
[00038] As Figuras anexas sdo incluidas para fornecer um melhor

entendimento da matéria e sdo aqui incorporadas por constituirem parte desta
especificacdo, bem como ilustram formas de realizacdo da presente invencao
e, em conjunto com a descricdo e as reivindicagbes anexas, servem para
explicar os principios da presente invencao.

[00039] A Figura 1 é um diagrama esquematico de uma modalidade
da presente invencdo que demonstra, de forma geral, 0 método da presente
invencao.

[00040] A Figura 2 é um diagrama esquematico de uma modalidade
de realizacdo da presente invencdo, que descreve as etapas compreendidas
pelo método.

[00041] A Figura 3A-3C sao estruturas tridimensionais que
demonstram o alinhamento estrutural entre moldes e modelos gerados por uma
etapa da presente invencdo. 3A mostra um modelo aprovado pela etapa de
fitragem do método e 3B e 3C mostram proteinas que tiveram seus modelos
reprovados na etapa de filtragem da presente invencao.

[00042] A figura 4 mostra um grafico de Numero de proteinas em
funcdo das categorias funcionais para: metabolismo, processo celular e
sinalizacdo, processamento e armazenamento de informacfes, pobremente

caracterizadas, fixacdo de nitrogénio e resisténcia a antibioticos.

DESCRICAO DETALHADA

[00043] Caracteristicas e vantagens adicionais da invencao serao

apresentadas na descricdo detalhada que se segue e em parte serdo
prontamente evidentes para 0s peritos na técnica a partir desta descricdo e
com seus exemplos, ou reconhecidas pelas praticas das formas de realizacéo,
tal como aqui descrito, incluindo a descricdo detalhada, o resumo, as

reivindicagdes, assim como os desenhos anexos.
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[00044] Deve ser entendido que tanto a descricdo geral anterior
guanto a seguinte descricao detalhada e as formas de realizagdo da invencéo
com seus exemplos, destinam-se a proporcionar uma Vvisdo geral para
compreender a natureza e carater do invento, tal como é reivindicado. As
figuras anexas sao incluidas para proporcionar uma maior compreensao do
invento e constituem uma parte desta especificagéo.

[00045] Além disso, no intuito de esclarecer e permitir o completo
entendimento da presente invencdo, os termos usados na descricdo seguinte
séo definidos.

[00046] Desse modo, ao longo desta descricdo, 0 termo
"compreende” e suas variacbes devem ser entendidas como implicando a
inclusdo de um elemento declarado, ou etapa, ou grupo de elementos, ou
etapas, mas nao a exclusdo de qualquer outro elemento, inteiro ou etapa, ou
grupo de elementos, inteiros ou etapas.

[00047] O termo “estrutura primaria” deve ser entendido como uma
sequéncia de aminoacidos, de qualquer tamanho, tal como um peptideo, um
polipeptideo ou uma proteina.

[00048] O termo “estrutura terciaria” deve ser entendido como a
estrutura tridimensional da sequéncia de aminoacidos e que carrega consigo a
informacé&o de estrutura primaria e secundaria.

[00049] A presente invencdo aborda um método para a predicdo da
funcdo de uma proteina com base no fornecimento somente de uma sequéncia
de aminoacidos, realizando conjuntamente a predi¢cdo para sequéncia linear ou
estrutura primaria e para uma estrutura tridimensional ou estrutura terciaria.

[00050] Assim a predicao € realizada concomitantemente de duas
formas, uma primeira predicdo € realizada com base na estrutura primaria e
uma segunda predicdo € realizada com base em uma estrutura terciaria,
ambas a partir de uma mesma sequéncia de aminoacidos que é fornecida.

[00051] Como ja destacado, esses dois tipos de predicdo ocorrem

paralelamente e independente um do outro.
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[00052] Nesse sentido, referido método compreende as etapas:

(a) fornecimento de uma sequéncia de aminoacidos;

(b) predicao da funcao a partir de uma estrutura primaria da sequéncia

de aminoacidos fornecida na etapa (a);
(c) predicao da funcéo a partir de uma estrutura terciaria da sequéncia
de aminoacidos fornecida na etapa (a);

(d) comparacao das etapas (b) e (c) e

(e) determinacédo da funcao da proteina.

[00053] A sequéncia de aminoacidos, tal como um peptideo, um
polipeptideo ou uma proteina pode ser obtida a partir de um sequenciador.

[00054] A etapa de predicdo com base na sequéncia primaria, ou
etapa (b) compreende o alinhamento sequencial e a comparacdo da sequéncia
a ser analisada com um banco de dados de sequéncias com funcbes ja
conhecidas e assim atribuir a funcdo a proteina.

[00055] A etapa de predicdo funcional a partir de uma estrutura
tridimensional engloba as etapas de:

0] modelagem,

(i) filtragem,

(i)  comparacdo com um banco de dados e

(iv)  predicdo da funcdo a partir da estrutura 3D para posterior

comparacao com a predicdo a partir da estrutura primaria que é
realizada paralelamente.

[00056] Importante destacar que para se inferir uma fung¢éo a nova
sequéncia, o alinhamento entre as sequéncias primarias deve ser de alta
qualidade, podendo mesmo assim conduzir a predicdes de baixa
confiabilidade, sendo que essa questdo pode ser superada mediante o uso de
técnica de modelagem comparativa para inferir a fungdo para uma proteina, tal
como é proposto por esse invento.

[00057] Dessa forma, a etapa de modelagem trata-se de uma

modelagem comparativa que se baseia na construcdo de modelos 3D e na
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identificacdo de motivos estruturais que auxiliam na determinagdo da funcao
protéica.

[00058] Desse modo, a modelagem comparativa € a técnica mais
bem sucedida de predicédo de estruturas tridimensionais (3D). Esta abordagem
baseia-se no conhecimento de que a conformacao estrutural de uma proteina é
mais conservada que sua estrutura primaria durante o processo evolutivo, e
gque pequenas mudancas na sequéncia, em geral, resultam em sutis
modificacdes na estrutura tridimensional.

[00059] Além disso, proteinas homdélogas apresentam regides
internas conservadas (principalmente constituidas dos elementos de estrutura
secundaria, hélices-a e fitas-B) e as principais diferencas estruturais ocorrem
nas suas regiées externas, constituidas principalmente por al¢as (loops), que
ligam os elementos de estruturas secundarias.

[00060] Como mencionado, a similaridade estrutural entre duas
proteinas pode ser sugerida pela comparagdo de sequéncias de aminodacidos.
Por exemplo, se uma determinada proteina de levedura, que possua sua
estrutura tridimensional resolvida experimentalmente, tiver sequéncia primaria
similar a uma proteina humana de interesse, é entdo possivel utiliza-la como
molde para construir um modelo estrutural para a proteina humana, pelo
método de modelagem comparativa.

[00061] Para esse processo de obtencdo de um modelo protéico
tridimensional, por meio da estratégia da modelagem comparativa, sao
necessarias basicamente quatro etapas principais:

- identificacdo de referéncias de estrutura;;

- alinhamento entre sequéncias — alvo e molde(s);

- construcao do modelo;

- validagao do modelo

[00062] A acuracia exigida para um modelo depende do propdsito
da sua utilizacdo. Se o modelo proposto para a proteina for utilizado para

desenho de ligantes, ele deve ter alta precisao do sitio de ligacdo. Porém, se o
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interesse for identificar interfaces de interacdo com outras moléculas, utilizando
padrbées de superficies, ou inferir fun¢cdes de proteinas para fins de predicédo
funcional, o0 modelo ndo precisa ter uma alta precisdo. Portanto, modelos
tridimensionais de proteinas podem ser utilizados para diversos fins e a
acuracia requerida de cada um vai depender da(s) aplicacdo(¢cdes) que se
pretende dar a ele.

[00063] Um dos fatores importantes para a correta predicdo
estrutural das proteinas é o alinhamento sequencial utilizado e a escolha de um
bom molde para constru¢cdo do seu modelo tridimensional.

[00064] Nesse estdgio € fundamental realizar um refinamento da
busca de uma estrutura tridimensional que sera o molde para sequéncia que se
deseja inferir a funcéo. Para isso séo identificadas sequéncias que podem ser
utilizadas nas técnicas de modelagem comparativa com a escolha do molde
para constru¢cado do modelo 3D.

[00065] Portanto, o refinamento na busca da estrutura que sera
utilizada como molde para a sequéncia que se pretende determinar a funcéo é
fundamental para a etapa de modelagem da estrutura 3D.

[00066] Em uma forma de realizagdo a modelagem comparativa
compreende a identificacdo de sequéncias que serdo utilizadas para a
modelagem comparativa e a escolha do molde a ser utilizado na construcdo da
estrutura 3D.

[00067] Em uma forma de realizacdo preferencial da presente
invencdo a modelagem comparativa pode utilizar um programa denominado
BATS (BLAST Automatic Targeting for Structures) que identifica as sequéncias
que serao utilizadas e também os moldes aplicaveis as referidas sequéncias.
Além disso, o BATS filtra os resultados provenientes do BLAST, deposita-os
em um banco de dados proprio e analisa os resultados do BLAST. Nesta
andlise & gerada uma pontuacéo final propria (Sf) que é determinada pelos
valores filtrados do BLAST para numero de aminoacidos alinhados, identidade
e similaridade, e por mais dois indices calculados pelo BATS, o LVI (Lenght

Peticao 870160077179, de 20/12/2016, pag. 14/26



13/20

Variation Index) e o GRSI (Gap Relative Strengh Index), conforme equacéao (1)
evidenciada a seguir:
St = WiPi +WsPs +WnPn +WLviPLvi +WeRrsIPGRrsi (),
em que Wi, Ws, Wn, Wivi e Wersi sdo, respectivamente, os pesos de
identidade, similaridade, numero de aminoacidos alinhados, LVI e GRSI, e P,
Ps, Pn, Puvi € Persi correspondem a pontuagdo atribuida a porcentagem de
identidade, porcentagem de similaridade, numero de aminoacidos alinhados,
LVI e GRSI, respectivamente.

[00068] O LVI é usado para identificar dentre as sequéncias
similares, aquela que possui um numero de aminoacidos mais préximo do
namero de aminoacidos da sequéncia alvo, ou seja, aquela que oferece uma
melhor cobertura, sendo que LVI < 0,1 € equivalente a uma cobertura = 90%.

[00069] J4 o GRSI de cada alinhamento serve para identificar,
dentre as sequéncias similares, as que possuem o0 menor nimero de intervalos
possivel, posicionados de forma pouco dispersa ao longo do alinhamento com
a sequéncia alvo.

[00070] Apo6s a modelagem da estrutura 3D, € realizada a filtragem
dos modelos gerados.

[00071] Essa é a etapa fundamental do método da presente
invencado, pois os filtros separam os modelos gerados na etapa anterior, de
acordo com a qualidade necessaria para se inferir funcdo a estrutura
tridimensional.

[00072] Assim a etapa de filtragem define quais modelos sé&o bons
para seguir para etapa seguinte e aqueles que podem ser descartados. Trés
filtros sé@o aplicados para analisar os modelos gerados e garantir a qualidade
da predicao funcional prevista pelo método a partir da estrutura 3D da proteina.

[00073] Essa analise é realizada em trés sub-etapas:

- definic&o de valores de identidade e cobertura,

- avaliacao da qualidade estereoquimica e
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- avaliagéo dos valores de alinhamento estrutural entre molde utilizado

e modelo gerado.

[00074] As sub-etapas podem ser realizadas em qualquer ordem,
sendo que preferencialmente primeiro é realizada a definicdo de valores de
identidade e cobertura, seguidos pela avaliacdo dos valores de qualidade
estereoquimica e, por fim, a avaliagdo dos valores de alinhamento estrutural
entre molde utilizado e modelo gerado.

[00075] Essa filtragem garante que dados em larga escala serédo
analisados de forma rapida, uma vez que aqueles modelos néo interessantes
séo descartados. Além disso, esse estagio também é responsavel por garantir
a confiabilidade dos resultados do método da invencao.

[00076] Dessa forma, uma sub-etapa da filtragem baseia-se em
critérios de identidade e cobertura do alinhamento sequencial feito entre a
proteina alvo e a proteina identificada como sendo o melhor molde a ser
utilizado para a construcdo da estrutura tridimensional da proteina. Esses
critérios compdem uma classificacdo em grupos é dada em funcdo de
percentuais de identidade cobertura, conforme tabela a seguir:

[00077] Tabela 1: Classificacdo gerada para as proteinas que

tiveram modelos tridimensionais construidos no seu sistema.

Grupo Identidade Cobertura
(Muito Alto) G1 >= 75% >= 90%
Alto G2 >=50% e < 75% >= 90%
Bom G3 >= 50% >=70% e < 90%
MédioBom G4 >= 35% e < 50% >=70%
MédioBaixo G5 >= 25% e < 35% >=70%
Baixo G6 >=25% >=50% e < 70%
Muito Baixo G7 >= 25% >= 30% e < 50%

[00078] De acordo com essa classificacdo, apenas as estruturas

gue apresentem identidade superior ou igual a 25 % e cobertura superior ou
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igual a 70% serdo submetidas a proxima etapa. Em contrapartida, as estruturas
gue néo satisfizerem essa demanda, nédo serdo consideradas.

[00079] Em continuidade, outra sub-etapa de filtragem é composta
pela avaliacdo da qualidade estereoquimica dos modelos construidos e em
uma forma de realizagdo preferida, 0 método da presente invencgéo utiliza o
Gréfico de Ramachandram para essa finalidade.

[00080] O Grafico de Ramachandran define os valores permitidos
dos angulos de torcao ¢ e w em estruturas tridimensionais indicando os
residuos que se encontram nas regibes mais favoraveis e desfavoraveis,
prevendo conflitos estéricos, e orientando na avaliagdo da qualidade dos
modelos tedricos ou experimentais de proteinas.

[00081] Com base nesse grafico essa sub-etapa realiza a avaliacédo
estereoquimica das estruturas, sendo que os parametros de avaliacdo sédo de
que pelo menos 75% dos aminoacidos da estrutura gerada esteja em regides
favordveis e no maximo 4% em regibes proibidas do Gréafico de
Ramachandran.

[00082] A outra sub-etepa de filtragem é baseada na avaliacdo dos
valores de alinhamento estrutural entre molde utilizado e modelo gerado. Isso
pode ser realizado com base na técnica descrita como RMSD.

[00083] O RMSD ¢é a media do desvio médio entre as estruturas
das proteinas alinhadas, ou seja, o desvio encontrado entre duas proteinas
durante alinhamento estrutural, sendo a referéncia o molde. O RMSD é

calculado conforme equacéo a seguir:

(1)

em que O é a distancia entre os N pares de atomos equivalentes.
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[00084] Apoés a etapa de filtragem e eliminacdo dos modelos ruins é
realizada a predigdo estrutural por dominios e superfamilia de cada estrutura
alvo.

[00085] O método, bem como o sistema da presente invengao tem
aplicacbes nas mais diversas &reas para analise de diferentes amostras
oriundas das ciéncias Omicas: gendmica, metagendémica, transcriptomica,
protedmica etc.

[00086] Conforme ja mencionado, uma outra modalidade do
presente invento aborda um sistema para predicdo da fungéo de proteinas.

[00087] Esse sistema compreende meios que sdo responsaveis
pela implementacdo das etapas descritas pelo método e permite ao usuario
que as realize de forma automatizada e eficiente para qualquer nimero de
proteinas.

[00088] De tal modo o sistema compreende meios para
identificacdo de sequéncia de aminoacidos; meios para predicdo da funcéo a
partir de uma estrutura primaria da referida sequéncia de aminoacidos; meios
para predicdo da funcdo a partir de uma estrutura terciaria da referida
sequéncia de aminoacidos e meios para comparacao dessas funcées preditas.

[00089] Héa que se salientar que os meios para predicao da funcéo
a partir de uma estrutura primaria funcionam independentemente dos meios
para predicdo da funcdo a partir de uma estrutura terciaria, sendo que ambos
podem atuar em paralelo sem que um atrapalhe o funcionamento do outro.

[00090] Os meios para predicao da funcao a partir de uma estrutura
primaria da referida sequéncia de aminoacidos sdo responsaveis por realizar o
alinhamento sequencial e a comparacdo com banco de dados de funcbes de
sequéncias e 0s meios para predicdo da funcdo a partir de uma estrutura
terciaria da referida sequéncia de aminoacidos compreendem ainda meios de
modelagem, meios de filtragem e bancos de dados de familias e de dominio de
funcdes.

[00091] Exemplos
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[00092] Exemplo 1 — Determinagdo em proteinas da bactéria

endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus.
A bactéria endofitica Gram-negativa Gluconacetobacter diazotrophicus €
normalmente encontrada em plantas como cana-de-agUcar, abacaxi, café e
batata-doce, sendo responsavel pela fixacdo de nitrogénio atmosférico e, pela
poténcia de diferentes beneficios nas plantas hospedeiras (Current Science,
83:137-145, 2002; Proteomics 8:1631-1644, 2008). 3778 sequéncias protéicas
foram preditas pelo genoma da G. diazotrophicus PALS5 [Refseq: NC_010125]

[00093] Assim, foi utilizado o método e o sistema da presente
invengao para investigar essas 3778 sequéncias com 0 intuito de comparar 0s
seus resultados com aqueles obtidos a partir de determinacdes feitas pelos
métodos convencionais, que se baseiam somente em estruturas primarias das
proteinas.

[00094] Foram construidos modelos para 1773 sequéncias de
proteinas utilizando a modelagem de estrutura tridimensional e em seguida
foram utilizados os filtros descritos anteriormente para a validagcdo dos modelos
construidos e selecdo daqueles que teriam a predi¢do funcional determinada a
partir da estrutura.

[00095] O primeiro filtro selecionou apenas estruturas de acordo
com 0s seguintes parametros: e-value > 0.00001, que correspondem a
identidade > 25% e cobertura >70%.

[00096] Durante a etapa de validacdo dos modelos, verificou-se a
importancia da utilizacdo dos trés filtros utilizados pelo método e sistema da
presente invencgao.

[00097] Com a utilizacdo somente dos valores de cobertura e
identidade, 106 proteinas seriam descartadas; com o uso do filtro de qualidade
estereoquimica, 223 proteinas seriam descartadas pelos parametros de
qualidade definidos no Gréfico de Ramachandran e se fosse usado o filtro de
alinhamento estrutural entre molde e modelo, 220 proteinas teriam sido

descartadas.
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[00098]

invencdo em que os trés parametros descritos no paragrafo anterior sdo

Porém, com a utilizacdo da etapa de filtragem da presente

usados em conjunto e, preferencialmente, em uma sequéncia especifica, foram
entdo descartadas 383 proteinas, sendo que algumas foram descartadas por
somente um dos métodos.

[00099]

importancia da utilizacdo de mais de um filtro para validacdo dos modelos

As Figuras 3A-C mostram modelos de boa qualidade e a

construidos na etapa de modelagem. Nessas figuras, a estrutura em preto
mostra os modelos construidos pelo método e sistema da presente invencao,
enquanto que as estruturas em cinza mostram as proteinas obtidas a partir do
banco de dados PDB (Protein Data Bank).

[000100]
proteina gi162146620 com boas caracteristicas estruturais e que foram

Na Figura 3A, observamos o modelo gerado para a

validadas pelos 3 filtros utilizados. Em B, o modelo gerado para a proteina de
0i162148534. Em C, modelo gerado para a proteina de @i162146689. Os
valores de cada filtro para os modelos gerados A, B e C sdo mostrados
conforme Tabela 1 a sequir:

[000101]

modelos de estruturas tridimensionais geradas pela etapa de modelagem

Tabelal: Resultados das etapas de filtragem para trés

comparativa da presente invencao.

Modelos Gerados

Filtro
A B C
Identidade (1) e 35% > | > 50% | >25%; | >25%;
Cobertura (C) (%) C>70% 70%> C >50% 50%> C >30%
91,4% em regidbes | 78.4% em 43.7% em
favoraveis e regides regides

Validacao

estereoquimica (%)

0% nas regides

proibidas

favoraveis e
1.4% nas regides

proibidas

favoraveis e
10.3%

regioes

nas
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proibidas

Alinhamento
estrutural entre
0,884 A 11,349 A 1.525 A
molde e modelo (A

de RMSD)

[000102] E importante observar que devido as etapas de filtragem
que compdem o método da presente invencdo, os modelos B e C foram
considerados inaptos a ter a funcdo protéica determinada e, portanto, foram
descartados pela etapa de filtragem definida pelo método da presente
invencado, sendo que apenas o modelo A foi considerado apto para a predicao
de sua funcdo. Muito embora o modelo B estivesse dentro dos parametros
definidos como aceitaveis para qualidade estereoquimica 0 mesmo nao
apresentou 0s mesmos resultados para o alinhamento estrutural entre o
modelo gerado e molde, enquanto que o modelo C ndo mostrou um valor
aceitavel na validacdo estereoquimica, apresentando valores fora dos padrdes
estabelecidos no presente método para regibes favoraveis e regides
desfavoraveis.

[000103] Sem a utilizacdo dessa etapa de filtragem os modelos B e
C teriam sua funcdo determinada, mas essa resposta nao teria confiabilidade
que é conseguida pelo método e sistema da presente invencao, gracas a etapa
de filtragem.

[000104] Exemplo 2: Categorias Funcionais

[000105] Foram separados 1390 modelos com boa qualidade
estrutural que passaram pela etapa de filtragem em 2 grupos: (1) proteinas que
ja possuiam uma funcéo predita somente utilizando estrutura primaria e (2)
proteinas preditas como hipotéticas no banco de dados.

[000106] Dessa forma, com os dados oriundos de (1), foi possivel
tracar um paralelo entre as predicbes funcionais oriundas das duas

metodologias (predicdo a partir da estrutura primaria e predicdo a partir da
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estrutura terciaria), onde 66% das proteinas obtiveram atribuicdo da funcéo da
proteina alvo igual a funcéo j& predita pela anotagéo convencional.

[000107] Ja& com os dados oriundos de (2), foi possivel realizar a
predicdo de funcdo utilizando exclusivamente a abordagem estrutural para 86
proteinas, das 96 pertencentes a esse grupo, demonstrando a importancia do
método e sistema da presente invengcdo como ferramenta na gendmica
estrutural.

[000108] Na figura 4 € possivel observar as categorias funcionais
preditas para essas 86 proteinas, que anteriormente eram caracterizadas
apenas como proteinas hipotéticas pelo banco de dados (que utiliza apenas a

abordagem sequencial para inferir funcao).
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REIVINDICACOES

1 — Método para predicdo da funcdo de proteinas, caracterizado por
compreender as etapas:

(a) fornecimento de uma sequéncia de aminoacidos;

(b) predicdo da funcdo a partir de uma estrutura primaria da sequéncia
de aminoacidos fornecida na etapa (a) ;

(c) predicdo da funcdo a partir de uma estrutura terciaria da sequéncia
de aminoacidos fornecida na etapa (a)

(d) comparacéo das etapas (b) e (c)

(e) determinacéo da funcao da proteina.

2 - Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela etapa
(b) compreender o alinhamento seqiencial, a comparacdo com um banco de
dados de sequéncias e a obtencdo de modelo tridimensional.

3 — Método, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado pela
etapa (c) compreender ainda:

(i) modelagem de estrutura tridimensional;

(i) filtragem dos modelos da etapa (i);

(i) comparacgdo com banco de dados para atribuicdo de fungéo.

4 — Método, de acordo com as reivindicacdes 3, caracterizado pela etapa
(i) de modelagem compreender a identificacdo da sequéncia de aminoacidos, o
alinhamento dessa sequéncia, construcdo e a validagdo de modelo
tridimensional.

5 — Método, de acordo com as reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pela
etapa (ii) de filtragem compreender:

- definicho de valores de identidade e cobertura da estrutura
tridimensional gerada,

- avaliacdo da qualidade estereoquimica e

- avaliacao dos valores de alinhamento estrutural entre molde utilizado e

modelo gerado.
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6 — Método, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelas sub
etapas de filtragem serem realizadas em qualquer ordem, sendo
preferencialmente realizada: a definicdo de valores de identidade e cobertura,
em seguida avaliacdo da qualidade estereoquimica e avaliacdo dos valores de
alinhamento estrutural.

7 — Método, de acordo com as reivindicacbes 1 a 6, caracterizado pela
sub-etapa de definicdo de valores de identidade e cobertura selecionar apenas
estrutura com identidade igual ou superior a 25% e cobertura igual ou superior
a 70%.

8 — Método, de acordo com as reivindicagbes 1 a 7, caracterizado pela
sub-etapa de avaliacdo estereoquimica utilizar o Grafico de Ramachandram.

9 — Método, de acordo com as reivindicacdes 7 e 8, caracterizado pela
avaliacdo estereoquimica selecionar estrutura com pelo menos 75% de
aminoacidos em regides favoraveis e no maximo 4% de aminoacidos em
regioes proibidas.

10 — Método, de acordo com as reivindicacdes 1 e 9, caracterizado pela
sub-etapa (iii) de alinhamento estrutural utilizar a técnica de RMSD.

11 — Método, de acordo com as reivindica¢cdes 1 a 10, caracterizado por
analisar sequéncias genbmicas, metagendmicas, protebmicas e
transcriptbmicas.

12 — Sistema para predicao da funcdo de proteinas, caracterizado por
compreender:

- meios para identificacdo de sequéncia de aminoacidos;

- meios para predicdo da funcdo a partir de uma estrutura primaria da
referida sequéncia de aminoécidos;

- meios para predi¢cdo da funcé@o a partir de uma estrutura terciaria da
referida sequéncia de aminoacidos;

- meios para comparagao de fungdes preditas.

13 - Sistema, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado pelos

meios para predicdo da funcdo a partir de uma estrutura primaria da referida

14/38



3/3

sequéncia de aminoacidos realizarem o alinhamento sequencial e comparacao
com banco de dados de fungdes de sequéncias.

14 — Sistema, de acordo com as reivindicacdes 12 e 13, caracterizado
pelos meios para predicdo da funcdo a partir de uma estrutura terciaria da
referida sequéncia de aminoacidos compreenderem ainda meios de
modelagem, meios de filtragem e bancos de dados de familias e de dominio de

funcdes.
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A - fornecimento de uma sequéncia de

aminoacidos
B - predicdo da funcao a partir C -predicdo da funcdo a partir de
de uma estrutura primaria da uma estrutura terciaria da
sequéncia de aminoacidos sequéncia de aminoacidos
fornecida na etapa A fornecida na etapa A

|

D - comparacao das etapas (B) e (C)

E- determinacéo da funcéo da proteina

Figura 1

7/38




2/4

A - fornecimento de uma sequéncia de aminoacidos

|
modelagem
I
filtragem
B - predicdo da funcao a partir [
de uma estrutura primaria da comparacao com
sequéncia de aminoacidos banco de dados
. [
fornecida na etapa A predicao da

fungéo a partir da

estrutura 3D

D - comparacao das etapas (B) e (C)

E- determinacgéo da funcéo da proteina

Figura 2
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Figura 3A

Figura 3B
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Figura 3C

B Metabolismo

1 Processo Celular e Sinalizagao

M Processamento e

armazenamento de

informacgdes
W Pobremente Caracterizadas

M Fixacdo de Nitrogénio

Resisténcia a antibidticos

Categorias Funcionais

Figura 4
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RESUMO
METODO E SISTEMA PARA PREDICAO DE FUNCOES DE
PROTEINAS

A presente invencado refere-se a métodos e sistemas relacionados a
predicdo da funcdo de sequéncia de aminoacidos oriundas de abordagens
gendmicas, metagendmicas, protedmicas e transcriptbmicas em larga escala.
O método para predicdo da funcdo de uma proteina, a partir de uma sequéncia
de aminoécidos, que compreende a predicdo direta a partir da sequéncia de
aminoécidos e a predicdo a partir da estrutura tridimensional da referida
sequéncia de aminoacidos com a posterior comparagcdo entre as duas para

gerar o resultado.
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