
HAL Id: hal-01093008
https://hal.inria.fr/hal-01093008

Submitted on 9 Dec 2014

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Primeiro Curso STING Millennium Suite
Chemogenomics: Ferramentas para Analisar

Macromoleculares e Aplicações em Chemogenomics
Paula Kuser, Jair De Siqueira Neto, Jorge Fernandez, Roberto Higa, Christian

Baudet, Goran Neshich

To cite this version:
Paula Kuser, Jair De Siqueira Neto, Jorge Fernandez, Roberto Higa, Christian Baudet, et al.. Primeiro
Curso STING Millennium Suite Chemogenomics: Ferramentas para Analisar Macromoleculares e
Aplicações em Chemogenomics. [Technical Report] 26, Embrapa Informática Agropecuária. 2002.
<hal-01093008>

https://hal.inria.fr/hal-01093008
https://hal.archives-ouvertes.fr


Documentos
26

Primeiro Curso STING Millennium
Suite Chemogenomics: Ferramentas
para Analisar Macromoleculares
e Aplicações em Chemogenomics

Dezem bro, 2002

Ministério da Agricultura,
Pecuária e Abastecimento

ISSN 1677-9274



República Federativa do Brasil

Fernando Henrique Cardoso
Presidente

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento

M arcus Vinicius Pratini de M oraes
M inistro

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária  - Embrapa

Conselho de Administração

M árcio Fortes de Alm eida
Presidente

Alberto Duque Portugal
Vice-Presidente

Dietrich Gerhard Quast
José Honório Accarini
Sérgio Fausto
Urbano Cam pos Ribeiral
M em bros

Diretoria Executiva da Embrapa

Alberto Duque Portugal
Diretor-Presidente

Bonifácio Hideyuki Nakasu
Dante Daniel Giacom ell i  Scolari
José Roberto Rodrigues Peres
Diretores-Executivos

Embrapa Informática Agropecuária

José Gilberto Jardine
Chefe-Geral

Tércia Zavaglia Torres
Chefe-Adjunto de Adm inistração

Kleber Xavier Sam paio de Souza
Chefe-Adjunto de Pesquisa e Desenvolvim ento

Álvaro Seixas Neto
Supervisor da Área de Com unicação e Negócios



Documentos 26

Campinas, SP
2002

Paula Kuser Falcão
Jair Lage de Siqueira Neto
Jorge Hernandez Fernandez
Roberto Hiroshi Higa
Christian Baudet
Goran Neshich

Primeiro Curso STING Millennium
Suite Chemogenomics: Ferramentas
para Analisar Macromoleculares
e Aplicações em Chemogenomics

ISSN 1677-9274
Dezem bro, 2002

Em presa Brasi leira de Pesquisa Agropecuária
Em brapa Inform ática Agropecuária
M inistér io da Agricultura,  Pecuária e Abastecim ento



Embrapa Informática Agropecuária
Área de Comunicação e Negócios (ACN)
Av. André Tosello, 209
Cidade Universitária “ Zeferino Vaz”  – Barão Geraldo
Caixa Postal 6041
13083-970 – Cam pinas, SP
Telefone (19) 3789-5743 - Fax (19) 3289-9594
URL: http://w w w.cnptia.em brapa.br
e-m ail: sac@cnptia.em brapa.br

Comitê de Publicações

Amarindo Fausto Soares
Ivanilde Dispato
José Ruy Porto de Carvalho (Presidente)
Luciana Alvim Santos Romani
Marcia Izabel Fugisawa Souza
Suzilei Almeida Carneiro

Suplentes
Adriana Delfino dos Santos
Fábio Cesar da Silva
João Francisco Gonçalves Antunes
Maria Angélica de Andrade Leite
Moacir Pedroso Júnior

Supervisor editorial: Ivanilde Dispato
Normalização bibliográfica: Marcia Izabel Fugisawa Souza
Capa: Intermídia Produções Gráficas
Editoração eletrônica: Intermídia Produções Gráficas

1a.  edição
on-line - 2002

Todos os direitos reservados

Prim eiro curso STING M il lennium  Suite Chem ogenom is : ferram entas
p ar a an al i sar  est r u t u r as m acr o m o l ecu l ar es e ap l i caçõ es em
chemogenomics  / Paula Kuser Falcão... [et al.].  —  Campinas : Embrapa
Inform ática Agropecuária, 2002.

26 p. : il.  —  (Documentos / Embrapa Informática Agropecuária ; 26).

ISSN 1677-9274

1. Bioinform ática. I. Falcão, Paula Kuser. II. Série.

CDD   – 570.285 (21
st
 ed.)

 

© Em brapa 2002



Autores

Paula Kuser Falcão

Ph.D. em Física Aplicada, Cristalografia de Proteínas, Pesqui-
sadora da Embrapa Informática Agropecuária, Caixa Postal
6041, Barão Geraldo - 13083-970 - Campinas, SP.
e-mail: paula@cnptia.embrapa.br

Jair Lage de Siqueira Neto

Estudante de Ciências Biológicas, Estagiário da Informática
Agropecuária, Caixa Postal 6041, Barão Geraldo - 13083-970 -
Campinas, SP.
e-mail: jair@cnptia.embrapa.br

Jorge Hernandez Fernandez

Ph.D. em Biologia Molecular, Colaborador Científico do Nú-
cleo de Bioinformática Estrutural da Embrapa Informática
Agropecuária, Caixa Postal 6041, Barão Geraldo - 13083-970 -
Campinas, SP.
e-mail: jorgeh@cnptia.embrapa.br

Roberto Hiroshi Higa

M .Sc. em  Engenharia Elétr ica, Pesquisador da Em brapa
Informática Agropecuária, Caixa Postal 6041, Barão Geraldo -
13083-970 - Campinas, SP.
e-mail: roberto@cnptia.embrapa.br

Christian Baudet

Estudante de Engenharia da Com putação, Estagiário da
Embrapa Informática Agropecuária, Caixa Postal 6041, Barão
Geraldo - 13083-970 - Campinas, SP.
e-mail: christian@cnptia.embrapa.br

Goran Neshich

Ph.D. em Biofísica, Pesquisador da Embrapa Informática
Agropecuária, Caixa Postal 6041, Barão Geraldo - 13083-970 -
Campinas, SP.
e-mail: neshich@cnptia.embrapa.br



Prim eiro Curso STING M il lennium  Suite Chem ogenom ics: Ferram entas para
Analisar M acrom oleculares e Aplicações em  Chem ogenom ics



Apresentação

Tan t o  o  co n h eci m en t o  d o  f u n ci o n am en t o  d as f er r am en t as d e
b io in fo rm át i ca, quan to  os p rob lem as de b io log ia que podem  ser
estudados ou  reso l v i dos po r  m eio  de “ so f tw ares”  u t i l i zados em
com putadores, são um a nova fonte de pesquisa e trabalho para biólogos
in teressados em  ident i f i car  novos genes ou novos padrões e para
matemáticos e cientistas da área de computação que desejam desenvolver
e aplicar novos algoritm os com putacionais a problem as da biologia.

O softw are Sting M il lennium  Suite (SM S) é um a ferram enta im portante
para o pesquisador que trabalha com estruturas de proteínas. As análises
obtidas com a uti l ização do programa podem dar subsídios para entender
questões relativas ao funcionamento dessas moléculas, levando em conta
a relação estrutura/função.

Para contribuir com  a form ação de recursos hum anos nesta nova área
prom issora e m oderna da bioinform ática, o Núcleo de Bioinform ática
Estrutural da Em brapa Inform ática Agropecuária ofereceu o “ Prim eiro
Curso STING M i l lenn ium  Sui te Chem ogenom ics: fer ram entas para
analisar estruturas macromoleculares e aplicações em chemogenomics” .
O curso perm itiu o dom ínio das ferram entas e técnicas de bioinform ática
o f er eci d as p el o  SM S, assi m  co m o  ad q u i r i r  u m  co n h eci m en t o
m ultidiscipl inar em  Biologia M olecular Com putacional. O curso forneceu
diplom a e conteve em  sua organização, seções teóricas e práticas.

José Gilberto Jardine
Chefe-Geral
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Primeiro Curso STING Millennium
Suite Chemogenomics: Ferramentas
para Analisar Macromoleculares
e Aplicações em Chemogenomics

O “ Prim eiro Curso STING M illennium  Suíte Chem ogenom ics”  ocorreu
no  Núcleo  de Bio i n fo rm át i ca Est ru tu ral  da Em brapa In fo rm át i ca
Agropecuária, localizada em  Cam pinas – SP, nos dias 29 e 30 de outubro
d e 2002. O cu r so  f o i  co n st i t u íd o  p o r  p al est r as m i n i st r ad as p o r
pesquisadores da Em brapa ou colaboradores, e por atividades práticas
desenvolvidas nos com putadores do Núcleo de Bioinform ática.

O o b j et i v o  d o  cu r so  f o i  f am i l i ar i zar  p esq u i sad o r es d e ár eas d e
b i o tecno l og i a, com o  genét i ca, b i oqu ím i ca, b i o l og i a m o l ecu l ar  e
bioinform ática, com  as novas ferram entas disponíveis para a análise de
estruturas m acrom oleculares, juntam ente com  a expl icação de novas
abordagens e m etodologias para o estudo das m acrom oléculas.

Com  o grande aum ento de projetos genom a, que tem  com o objetivo
identif icar todos os gens de um  organism o, identif icar as sequências de
DNA e as proteínas que são codificados por estes, há uma grande procura
por  p rogram as que consigam  ex t rai r  in fo rm ações im por tan tes de

Introdução
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est ruturas de proteínas aum entando o conhecim ento das m esm as.
Existem  atualm ente centenas de projetos genom a em  andam ento em

laboratór ios de todo o m undo. Estes pro jetos t rouxeram  a públ ico

m ilhares de seqüências de proteínas com  função ainda desconhecida. O
estudo e análise de m acrom oléculas com  estrutura já desvendada pode

ajudar na determ inação de proteínas hom ólogas.

O público-alvo do curso foi consti tuído por grupos de pesquisadores

participantes do projeto “ Aplicações de BioInformática com alta demanda

por  CPUs na era pós-genom a (BIpósG)” , f i nanciado  pela agência
Financiadora de Estudos e Projetos l igada ao M inistério da Ciência e

Tecnologia  (FINEP/M CT).

Os aspectos gerais abordados no curso foram : busca por sim ilaridade de

seqüências, dinâm ica e estrutura de m acrom oléculas, características de

superfície determ inando interações m oleculares e chem ogenom ics.

A busca por sim ilaridade de seqüências de am inoácidos é realizada com
o objetivo de identif icar relações de evolução, estruturais e funcionais

entre as seqüências que estão sendo estudadas. Esta busca é feita através

de um  alinham ento de seqüências, que é um  processo com putacional
com  o objetivo de dispor seqüências alinhadas de form a a ressaltar as

sim ilaridades entre elas e que perm ita dizer se as seqüências tem  um a

sim ilaridade suficiente que justi f ique inferir que elas são hom ólogas.
Em b o r a o s t er m o s si m i l ar i d ad e e h o m o l o g i a são  m u i t as v ezes

confund idos, nesta si tuação eles possuem  sign i f i cados d i ferentes.

Sim ilaridade é um a quantidade que pode ser expressa em  por exem plo,
porcentagem  de identidade. Hom ologia, por outro lado, se refere a um a

co n cl u são  t i r ad a d esses d ad o s q u e d o i s g en s t em  u m a h i st ó r i a

evolucionária com um .

A relação est ru tura-função é m ui to  sign i f i cat i va em  pro teínas (ou

macromoléculas). Para entender o funcionamento dos sistemas biológicos
e os m ecanism os de ação da v ida, é necessár io  entender  com o as

proteínas funcionam , e conseqüentem ente, precisa-se conhecer e ter

fer ram entas para anal isar  suas est ru turas. Estudar  a d inâm ica das
proteínas signif ica estudar as energias envolvidas na estabi l idade da

estrutura tr idim ensional da proteína ou em  alterações da estrutura.
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A im portância de estudar-se as superfícies das proteínas advém  do fato

de que a m aioria das interações entre proteína-proteína, proteína-DNA,

proteína-l igante, ocorrem  nas superfícies.

Chem ogenom ics, além  de ser um  term o m uito recente, é um a nova área

de estudo  den t ro  da qu ím ica-genôm ica. Nesta ciência, pequenas

m oléculas já bem  conhecidas de um a determ inada fam ília são uti l izadas
para elucidar a função e o papel biológico de outro m em bro da m esm a

família cuja função ainda é desconhecida. Este método genômico-quím ico

pode representar uma nova maneira de identif icar moléculas alvo e assim
acelerar  dram at icam ente o processo de desenvolv im ento de novos

fárm acos.

O curso foi dividido em  três etapas:

1) Estudo de propriedades da estrutura de proteínas: proteínas e áci-

dos nucléicos são os m aiores responsáveis por todas as reações

que ocorrem  nas vias bioquím icas dos seres vivos. Cada proteína
têm  sua própria função e o estudo das estruturas das proteínas é

im portante em  vários aspectos. As estruturas confirm am  as m u-
danças de evolução que ocorrem  em  espécies relacionadas, atra-

vés de m utações randôm icas. Um a vez que estas m utações podem

levar a desordens genéticas e doenças no nível m olecular, um  en-
tendim ento claro da natureza dessas doenças depende da deter-

m inação precisa de sua estrutura. Além  disso, quando se conhece

bem  a estrutura de um a enzim a, um  inibidor adequado pode ser
desenhado, criando um  novo fárm aco. Esta etapa foi constituída

de apresentações orais, incluindo um a palestra introdutória. Em

seguida, foi realizada um a atividade prática, onde os participantes
puderam  vivenciar toda a teoria apresentada nas palestras iniciais

desta etapa, através do módulo JPD1 (Java Protein Dossier) do SMS

(Sting M il lennium  Suite). Todas as atividades desenvolvidas estão
descritas detalhadam ente em  item  posterior.

1 JPD – Java Protein Dossier ferramenta computacional interativa do programa SMS
que apresenta em forma gráfica as principais características físico-químicas de estru-
turas macromoleculares descritas em arquivos PDB.
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2) M odelagem  e análise de estruturas protéicas: quando a seqüência
de um a determ inada proteína tem  alto grau de identidade (~50%)
com  outra, cuja estrutura já foi determ inada, é possível construir
um  m odelo tr idim ensional da proteína genôm ica cuja estrutura é
desconhecida. A m odelagem  de proteínas ut i l iza ferram entas
computacionais para construção de modelos da estrutura protéica.
A partir da busca de outras proteínas com  estrutura conhecida e
seqüência sim ilar de am inoácidos, faz-se um alinhamento múltiplo
das seqüências, escolhe-se os m elhores hom ólogos potenciais
cujas estruturas tr idim ensionais  serão usadas com o base para
construção da proteína a ser m odelada. Pode-se fazer tam bém  a
construção de estruturas de m utantes da proteína através de
alterações de sua seqüência. A modelagem, quando possível, reduz
o tem po necessário para determ inação de um a estrutura além  de
ter um custo econômico mais baixo. Existem vários programas para
modelagem de estruturas protéicas, sendo que neste curso usou-
-se o program a M odeller (M arti-Renom  et al., 2000).

3) Im pressão d ig i tal  de p ro teínas: é o  reg ist ro  de con to rnos e
propriedades eletrostát icas da superfície da proteína, út i l  para
anál ise das possib i l idades de l igação da proteína com  outras
m oléculas. É na interação que ocorre entre as superfícies proteína-
-p ro teína, p ro teína-l i gan te que acon tecem  as reações m ais
im portantes das m acrom oléculas. A com plem entariedade destas
superfícies é fundam ental para que essas interações aconteçam .
Existe um método que calcula uma impressão digital bidimensional
das proteínas e ligantes, possibil itando encontrar quais impressões
digitais se com plem entam , reduzindo assim  o tem po necessário
para se encontrar um inibidor adequado para determ inada proteína.
Este m étodo, desenvolvido pelo colaborador Bernard M aigret, foi
apresentado no curso.

A m etodologia para a realização do curso foi separar os participantes em
nove duplas, perm itindo que apenas dois participantes ocupassem  um a
m áquina, nas quais foram  abertas contas específicas para uso durante o
curso. Com  a disponibil idade de um a m áquina para cada duas pessoas,
foi  possível  prat icar todos os exercícios. As etapas são descr i tas no
decorrer do docum ento.
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Cronograma do Curso

29/10/2002

Manhã Atividade

08:30 - 09:40 1. Palestra descrevendo os objetivos do curso. (Goran
Neshich)

2. Apresentação introdutória descrevendo a dinâm ica do
curso. (Goran Neshich)

09:40 - 10:00 Intervalo

10:00 - 12:00 3. Exploração com pleta do SM S e seu com ponente Java
Protein Dossier (JPD)4. Exercício Prático I: estudando
p r o p r i ed ad es est r u t u r ai s d e p r o t eín as. U so  d e
ferram entas do SM S e JPD para estudar estruturas
protéicas.

Tarde Atividade

13:30 - 15:00 5. Exercício Prático II: Modelando e Analisando Estruturas
de Proteínas

15:00 - 15:20 Intervalo

15:20 - 17:00 Exercício Prático II: M odelando e Analisando Estruturas

de Proteínas (continuação)

30/10/2002

Manhã Atividade

08:30 - 09:40 6. Sem inár io do prof . Dr. Bernard M aigret : “ Cr iando
im pressões digitais”

09:40 - 10:00 Intervalo

10:00 - 12:00 7. Exercício Prático III: Im pressões digitais de proteínas

Tarde Atividade

13:30 - 15:00 8. Entendendo as harm ônicas esféricas.

15:00 - 15:20 Intervalo

15:20 - 17:00 Entendendo as harm ônicas esféricas
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Parte 1
Para dar  in ício  ao curso, o  Dr. Goran Nesh ich, l íder  do Núcleo de

Bioinform ática Estrutural da Em brapa, apresentou os objetivos e a form a

com o seriam  m inistradas as palestras e atividades práticas. Em  seguida
ministrou uma palestra explorando de forma abrangente o software STING
M illennium  Suite (SM S) e seu com ponente Java Protein Dossier (JPD),

dando início à prim eira etapa do curso.

O STING M il lennium  Suite (SM S) (Neshich et al., 2003) é um a suite de
program as para análise de estruturas de proteínas e a relação com  a sua

função. O Java Protein Dossier é um a apresentação das propriedades da

proteína (um  cartoon). Sua form a de apresentação tem  a vantagem  de
perm itir que diversas propriedades sejam  observadas sim ultaneam ente,

facil i tando a análise das propriedades da proteína.

A p ó s a p al est r a i n au g u r al , o s p ar t i ci p an t es d o  cu r so  t i v er am  a
oportunidade de executar um a at ividade prát ica ut i l izando o m ódulo

descrito.

Foram  apresentadas três serino proteases com plexadas a respectivos
inibidores para que os participantes pudessem  analisar três com plexos

de proteína/inibidor no m ódulo JPD:

1SLU - enzim a tripsina com plexada com  ecotina.

1M TU - Inibidor do fator  Xa em  com plexo com  tripsina bovina

1PPF - elastase com plexada com  inibidor de ovom ucoide

Estes três complexos foram pré-selecionados pela equipe de organização,

sendo considerados bons m odelos para f inalidade didática, facil i tando a

com preensão dos part icipantes e contr ibuindo para um  aprendizado
efetivo.

Os recursos do m ódulo JPD foram  am plam ente dem onstrados aos

participantes, explicando com o esta ferram enta pode facil i tar o estudo

de estruturas m acrom oleculares. A Fig. 1 m ostra o JPD em  uso com  o
com plexo 1SLU, um  m utante N143H, E151H de tr ipsina aniônica de rato

com plexada com  o inibidor ecotina A86H.
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Parte 2
Na segunda etapa do curso, foram seguidos passos para se entender como
funciona a m odelagem  m olecular. As aulas teór ica e prát ica foram
m inistradas pela Dr. Paula Kuser Falcão e pelo colaborador Dr. Jorge
Hernandez Fernandez. O f luxogram a a seguir descreve as etapas que
f o r am  seg u i d as p ar a ex p l i car  co m o  f u n ci o n a a m o d el ag em  d e
macromoléculas, desde a busca por seqüências homólogas até a obtenção
de um  m odelo da proteína em  questão. O fluxogram a que se segue foi
apresentado durante o curso. Os participantes acompanharam a atividade
prática de m odelagem  seguindo os passos do fluxogram a.

Fig. 1. Exem plo do t ipo de f igura que foi uti l izada no curso para ser

analisada e estudada pelos particpantes. Dossier de várias características

estruturais do com plexo  1SLU criado pelo program a JPD.
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Fig. 2. Fluxogram a da segunda etapa do curso: m odelagem  e  análise

estrutural de proteínas.
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Com o descrito no fluxogram a (Fig. 2), os participantes receberam  um a
de três possíveis seqüências de am inoácidos, sim ulando um a proteína
de interesse sem estrutura resolvida. Os partipantes deveriam fazer busca
por seqüências potencialm ente hom ólogas em  di ferentes bancos de
dados, incluindo o Protein Data Bank (PDB) (Berm an et al., 2000). A busca
por seqüências hom ólogas foram  executadas com  o auxíl io do softw are
Blast (Altschul et al., 1990), instalado localm ente. Um a vez encontradas
essas seqüências foi feito o alinhamento múltiplo das seqüências obtidas
na busca com  o program a ClustalW (Thom pson et al., 1994). Após obter
o alinham ento, o m ódulo JPD do SM S, foi uti l izado para escolher um a
estrutura de um a proteína sem elhante à proteína de interesse, para ser
uti l izada na m odelagem  m olecular. Eram  considerados o m aior núm ero
de am inoácidos idênticos, ou conservados, as estruturas que tivessem
sido resolvidas a um a m elhor resolução, ou seja, com  m ais detalhes, a
melhor estereoquím ica, entre outros aspectos. Após a escolha do modelo
inicial, foi feita a m odelagem  com  o program a M odeller (M arti-Renom  et
al., 2000).

O uso do programa Modeller exigiu um acompanhamento passo a passo,
conform e descrito no parágrafo a seguir.

Roteiro para modelagem recebido e acompanhado pelos

participantes do curso:

1) Logar na m áquina com o usuário tem pus e senha senhatem p;

2) Abrir a pasta SM Scg no canto superior direito da tela.

3) Abrir o Internet Explorer na página do curso.

4) Abrir em  Program  Details o II Practical Exercise e ler o f luxogram a.

Busca por homologia nos bancos de dados (Sequence

Databases Search):

5) Abrir o arquivo texto com  a seqüência inicial em  form ato fasta.

6) Abr i r  em  Sof tw ares o program a Blast , e fazer  um a busca por
hom ologia da seqüência inicial contra o banco de nucleotídeos -
nr(nucleotide) - usando o tblastn.

7) Observar a quantidade de seqüências nucleotídicas que a busca
por hom ologia retornou nessa base de dados.
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8) Voltar ao brow ser com  a página do curso e abrir novo program a
Blast. Desta vez fazer uma busca por homologia da seqüência ini-
cial contra um  banco de proteínas - nr (protein) - usando o blastp.

9) Observar a quantidade de hits retornados nessa busca e com parar
com  a busca anterior.

10) Executar m ais um a vez o program a Blast, m as dessa vez contra
um  banco de estruturas - pdb - usando o blastp.

11) Abrir em  Softw ares o program a PSI-Blast, e fazer a m esm a busca
anterior.

12) Com parar o resultado da últ im a busca com  os resultados das bus-
cas anteriores.

Alinhamento (Sequence Alignment):

13) Abrir na página do curso, no cam po “ Data Bases”  o “ PDB” e con-
ferir se a base de dados PDB está selecionada.

14) Selecionar e copiar (“ Ctrl C” ) os 10 m elhores hits e colar (“ Ctrl V” )
no cam po de “ Identif iers” . Clicar em  “ Subm it” .

15) Copiar (“ Ctrl C” ) as seqüências do PDB requeridas.

16) Abrir o arquivo da seqüência inicial na pasta SM Scg. Colar (“ Ctrl
V” ) as seqüências de m elhores hits do Blast, e em  seguida salvar
esse conjunto de seqüências com o “ al ig_strc.txt”  na m áquina
gaviao.

17) Executar o program a X-Server (o l ink está na pasta do curso -
SM Scg).

18) Abr i r  um  SSH, logando na m áquina “ gav iao”  com o usuár io
“ guest0?”  e senha sm scg.

19) Digitar “ tcsh”  para m udar o shell de bash para tcsh. Em  seguida
digitar “ setenv DISPLAY nom e_da_m áquina_local:0.0” .

20) Executar o program a ClustalX digitando” “ clustalx” .

O resultado do al inham ento das seqüências deve ser aval iado
m anualm ente.

Verificando a Estrutura (Looking at structure):

21) Launch Java Protein Dossier from :

http://bsgi.cbi.cnptia.em brapa.br/SM S/
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Colocar código do PDB para proteína que foi escolhida com o m odelo no
Blast Sting it!

Construindo a estrutura (Homology Modeling):

21) M odeling com  M odeller :

A partir do folder SM Scg, abrir duas shells SshClient .

Conectar na m áquina “ ganso”  nas duas shells: Quick Connect :

Host nam e: ganso

Usernam e: guest0?

Passw ord: sm scg

21.1) Shell 1:

Entrar no nodo específico

$rsh node? (ex. guest01 ‘ node1)

$tcsh

21.2) Shell1

Copiar pdb que será usado com o m odelo:

$cd m odeller

$cp /db/dpb/xxx.pdb .

21.3) Shell2 : Editar arquivo ALIGN2D.top

$cd m odeller

$ pico ALIGN2D.top - script para fazer al inham ento entre m odelo e
target

M udar:

f i le.pdb : pdb que sera usado com o m odelo

pdb nam e: código do pdb

seq.txt : arquivo onde será colocado a seqüência a ser m odelado
(target)

seq : código da seqüência

fi le.al i  : nom e do arquivo onde será colocado o alinham ento entre
m odelo e target
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21.4) Shell2: Editar arquivo SEQ.txt e m udar nom e

$ pico SEQ.txt

Colocar seqüência target no lugar de XXXX (m anter “ * ”  no final da
seqüência).

Adicionar o sinal > antes de P1.

M udar “ nam e”

$ m v SEQ.txt xxx.txt

21.5) Shell1 : Rodar program a

$ m od6v2 ALIGN2D.top

Quando o program a  term ina de rodar im prim e a f lag STOP na tela e
gera arquivos .log e .al i

21.6) Shell2 : Editar arquivo M ODEL.top

$pico M ODEL.top

M udar: “ f i le.al i” , “ pdb nam e” , “ seq”

21.7) Shell1 : Executar program a

$ m od6v2 M ODEL.top

Avaliação da qualidade do modelo construído (Evaluating the

quality of the model):

22) Checar a qualidade da estrutura com  Procheck(Laskow ski,) e SM S

22.1) Procheck

Colocar o pdb m odelado no diretório procheck

$ procheck xxx.pdb cadeia(se existir) resolução

Procheck cria vários arquivos .ps

Transferir arquivos .ps para PC .

Abrir program a gsview  que está na pasta SM Scg e visualizar arquivos
.ps

23) Com parar estruturas com  SM S Java Protein Dossier (JPD)

23.1) Copiar os arquivos pdb da ganso para a gaviao: Clicar no ícone
“ New  File Transfer Window ” , nas duas m áquinas e transferir o arqui-
vo, arrastando de um a m áquina para outra.

23.2)Abr i r  SM S Java Pro tein  Dossier  (JPD) do endereço: h t tp ://
bsgi.cbi.cnptia.em brapa.br/SM S/
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Escrever nom e do arquivo pdb e cl icar em  Sting it.

23.3) Colocar o pdb m odelo para com parar

Clicar no ícone “ New  PDB” (folha em  branco), ou no com ando File,
New  PDB.

Escolher Split w indow  e escrever o nom e do PDB.

Após a obtenção do m odelo, novam ente o m ódulo JPD foi uti l izado para
com parar o m odelo construído com  a estrutura m olde. Foram  então
introduzidas m udanças nos am inoácidos que eram  diferentes no m odelo
i n i ci al  e n a p r o t eín a m o d el o , co m  a f i n al i d ad e d e o b t en ção  d e
p r o p r i ed ad es d esej ad as p ar a o  m o d el o  co n st r u íd o . To d as as
possibil idades de m odelagem  foram  discutidas entre os participantes e
os organizadores.

Parte 3
Na terceira etapa, tivemos um sem inário do colaborador prof. Dr. Bernard
M aigret (CNRS – Nancy, France) sobre esféricas harm ônicas e com o elas
podem  representar  a im pressão d ig i tal  (f ingerpr in ts) de est ru turas
macromoleculares. As harmônicas esféricas são funções matemáticas que
podem  ser usadas para decom por outras funções usando-as com o base.
Fo i  dem onst rado  com o pode-se fu tu ram ente ob ter  o  paream ento
(m atch ing ) de algum as m olécu las, com o enzim as, com  in ib idores
específ i cos para um  determ inado sít io , u t i l i zando-se os m apas de
contorno, que são representações gráficas das esferas harm ônicas das
estruturas m oleculares, ou seja, as próprias im pressões digitais.

O p r o cesso  d e d o cki n g  co n si st e n a u t i l i zação  d e f er r am en t as
com putacionais para prever com plexos entre estruturas de proteínas e
ligantes, ou com plexos proteína-proteína, proteína-DNA. A m aioria dos
processos biológicos ocorrem devido a estas interações. O conhecimento
dos complexos fornece informações sobre o funcionamento das proteínas.
Os program as de docking tentam  encontrar o encaixe perfeito para duas
est ru turas tentando vár ias or ientações, cr iam  b i lhões de possíveis
complexos, avaliam estes complexos e prevêem qual deve ser o complexo
correto. O program a m ais uti l izado atualm ente para este t ipo de cálculo
é o AutoDock (M orris et al. 1998, 1996; Goodsell &  Olson, 1990).
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Fig. 3. Cartoon explicativo descrevendo de form a visual com o será feito

o casam ento (docking) de pares enzim a/inibidor através dos m apas de
contorno (im presões digitais).
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O program a desenvolvido por Cai et al. (2001) do laboratório de um  dos
colaboradores do grupo, Dr. M aigret, foi instalado nas m áquinas do NIB
especialm ente para o curso. A Dra. Paula Kuser desenvolveu um  tutorial
para operar este programa. Os participantes do curso, seguiram o tutorial
e u t i l i zar am  o  scr i p t  q u e j á h av i a si d o  d esen v o l v i d o  p ar a cr i ar
“ f ingerpr in ts”  de t rês enzim as e de t rês l igantes que hav iam  sido
previamente selecionados, e m isturados. Com um programa desenvolvido
pelo Dr. M ichel  Yam agishi , fo i  possível  encontrar  qual  enzim a ser ia
com plem entar a qual l igante, fazendo então os paream entos enzim a/
l igante. Esta etapa é de grande im portância para os pesquisadores que
estão interessados em  encontrar inibidores para os sít io-ativos de suas
proteínas de estudo, um a vez que reduz m uito o processo de busca.

O tutorial para este exercício está descrito a seguir:

• Abra SSH Secure Shell Client, e log in na m áquina  “ gaviao”  com  o
user nam e” “ guest0?”  (passw ord sm scg).

• Digite $ cd FINGERPRINT para entrar no diretório.

• Digite $ pico Input para editar o arquivo FINGERPRINT.

• Selecione “ LIG”  (para calcular o superfície do l igante)) ou” “ CAV”
(para calcular a superfície da cavidade). Esta escolha deve ser feita
na l inha 27. Para ver o núm ero das l inhas digite “ Ctrl C” . Quando o
arquivo estiver editado, digite“ Ctrl X”  para fechá-lo, “ Y”  para con-
firm ar e “ Enter” e.

• Digite $ l l  PDB/ para verif icar se o diretório PDB contém  o arquivo
para calcular PDB os m apas. Caso o arquivo não estiver lá copie-o
digitando type $ cp /pdb/fi lenam e.pdb ./PDB

• Após digite $ pico pdb_list e escreva “ “ f i lename.pdb”  .

• Quando todos os arquivos estiverem  corretos, digite $ f ingerprint
para rodar o algoritm o.

• Após o f inal do cálculo, se você selecionou LIG, digite $ m v PDB/
fi lenam e.kin PDB/fi lenam e_lig.kin; se você selecionou CAV, type $
m v PDB/fi lenam e.kin PDB/fi lenam e_cav.kin

Visualização dos mapas de contorno

• Para ver os m apas de contorno gerados com  FINGERPRINT, digite
$ cd PDB,   e “ m age” .
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• Um a janela gráfica será aberta na tela.

• Clicar no ícone “ Proceed” .

• Clicar em  “ File” , “ Open New  Kin File” .

• Selecionar seu  f i lenam e.kin e cl icar “ OK

Considerações Finais e Avaliação
O curso mostrou-se bastante produtivo, tendo obtido excelente avaliação
feita pelos próprios participantes. A seguir a Tabela 1 apresenta a opinião
dos participantes. O curso deve ser oferecido novam ente no ano de 2003.

Também foram feitos comentários aos organizadores do curso, transcritos
a seguir:

“ O curso foi excelente. Sugiro som ente que vocês dêem  um a no-
ção de UNIX para todos no início. Acredito que assim  vocês eco-
nom izariam  tem po. Parabéns, foi ótim o! ”

“ Apesar de ser um assunto“ ‘não-habitual’ no meu trabalho, foi uma
introdução m uito bem  feita ao assunto, despertando m ais m inha
atenção para o assunto. Com o agora possuo um  conhecim ento

0 - péssimo 1-ruim 2 - razoável 3 - bom 4 - muito bom 5 - excelente

Conforto das instalações 0 0 0 4 5 8 4,2

Tempo de duração do curso 0 0 2 3 6 6 3,9

Objetividade e clareza 0 0 1 2 5 9 4,3

Didática na transmissão das informações 0 0 0 3 6 8 4,3

Conhecimento sobre os assuntos abordados 0 0 1 1 3 12 4,5

Nível de aproveitamento do conteúdo

abordado em minhas atividades profissionais 0 0 0 7 3 6 3,9

Avaliação geral do curso 0 0 0 0 7 10 4,6

Questões 0 1 2 3 4 5 média

Tabela 1. Avaliação dos participantes do curso.
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m ínim o, posso agora pensar e ter dúvidas sobre o assunto. Devido
a dif iculdade de alguns tem as, não entendi tudo m as acredito que
foi m uito bem  levado. Parabéns pelo curso! ”

“ Sugiro a criação de cursos de 1 dia sobre um  dos vários progra-
m as existentes (treinam ento). Colocam  tutoriais na rede, caso ain-
da não existam , com  exem plos sim ples e com plicados.”

“ Precisa-se de m ais tem po pela com plexidade do tem a.”

“ Na m inha opinião o curso poderia ter uma duração de 3 ou 4 dias.”

“ Achei o curso bastante am plo. Gostaria que outros cursos m ais
específicos fossem oferecidos. Gostaria também de parabenizar os
organizadores. No geral foi excelente. Um a sugestão é fazer cur-
sos m enores (m enos pessoas) e pessoas com  conhecim entos an-
teriores parecidos.”

“ M ais tem po para exercícios práticos - curso on-l ine.”
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