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Introdução 

Esse projeto objetiva o desenvolvimento de um pipeline computacional automatizado 

para detecção de estruturas atômicas de macromoléculas de interesse biológico em imagens de 

microscopia eletrônica (ME) de contraste negativo. A coleta de imagens em contraste negativo 

permite a rápida caracterização estrutural da amostra e sua qualidade, sendo comumente 

utilizada como etapa prévia a determinação em alta resolução de estruturas macromoleculares 

por crio-microscopia eletrônica. Entretanto, essas amostras podem ser bastante complexas e 

heterogêneas, o que dificulta a interpretação e caracterização estrutural da macromolécula em 

estudo. Portanto, a aplicação do pipeline permitirá ao usuário interpretar as imagens obtidas no 

microscópio eletrônico utilizando modelos atômicos estruturais, determinados 

experimentalmente ou obtidos por modelagem molecular, que representam a macromolécula 

de interesse e suas possíveis conformações. Para isso, o pipeline percorrerá um caminho 

inverso ao single particle analysis, partindo do modelo atômico e utilizando projeções 2D desse 

modelo para realizar buscas nas micrografias. Como caso de estudo, o pipeline será aplicado 

em micrografias de amostras de uma proteína do SARS-CoV-2, e para detecção, serão 

utilizados modelos estruturais dessa proteína oriundos de simulações de dinâmica molecular 

coarse-grained. Em especial, o projeto avaliará a importância desse modelo de simulação para 

interpretação das imagens de ME. Com a implementação do pipeline, é esperado uma melhoria 

na interpretação das imagens coletadas, facilitando a tomada de decisão por parte do usuário e 

economizando tempo e recursos. Com a combinação de modelos estruturais e imagens de ME, 

os usuários poderão produzir interpretações estruturais e gerar ou validar suas hipóteses. O 

pipeline pode ainda ser futuramente expandido a outras técnicas de imagem, como tomografia 

crio-eletrônica (Ortiz et al., 2006). 

Estado da arte 

Os avanços na técnica de ME juntamente com o desenvolvimento de novos algoritmos 

voltados ao processamento de imagens obtidas por ME estão proporcionando um exponencial 

crescimento na determinação de novas estruturas macromoleculares de interesse biológico, 

como proteínas, ácidos nucleicos e partículas virais. Nesse contexto, a técnica de crio-

microscopia eletrônica (Cryo-EM) nos últimos anos vem permitindo a determinação de 

estruturas cada vez mais complexas (Ribeiro-Filho et al., 2020) e em resolução atômica 

(Callaway, 2020). Para determinação da estrutura tridimensional das macromoléculas, as 

imagens (micrografias) obtidas pelo microscópio eletrônico são submetidas a um conjunto de 

técnicas de processamento de imagem denominado single particle analysis (SPA) que permite 

a construção de um mapa de densidades que pode ser visualizado na forma de um volume 3D 

(Afanasyev et al., 2017). Esse mapa é a referência para a construção do modelo atômico da 

macromolécula. Entretanto, um grande desafio ainda enfrentado para determinação de 

estruturas por Cryo-EM é a heterogeneidade da amostra analisada, tanto do ponto de vista de 

flexibilidade da macromolécula alvo quanto da capacidade desta de transitar entre diferentes 

estados oligoméricos. 



  
 

   
 

Como uma etapa prévia a coleta de imagens por Cryo-EM, a técnica de contraste 

negativo (negative staining em inglês) é aplicada para caracterizar rapidamente a amostra 

analisada e diagnosticar sua qualidade. Essa técnica permite a visualização em baixa resolução 

da macromolécula que compõe a amostra analisada e possibilita a avaliação de tamanho e 

formato da macromolécula, grau de oligomerização e heterogeneidade conformacional. Um 

exemplo da importância dessa técnica, foi a recente caracterização de uma das proteínas do 

SARS-CoV-2 pelo LNBio e LNNano (resultados em fase de publicação). Nesse caso, a 

proteína do SARS-CoV-2 mostrou-se bastante heterogênea, com a formação de diferentes 

estados oligoméricos e diferentes conformações, dificultando sua interpretação estrutural.  

Para colaborar na interpretação estrutural de macromoléculas nesses casos complexos, 

métodos computacionais podem fornecer informações preditivas relevantes em um intervalo 

curto de tempo. Para este fim, técnicas de modelagem por homologia juntamente com docking 

molecular podem predizer estruturas de macromoléculas compostas por vários domínios, assim 

como simulações de dinâmica molecular podem amostrar o espaço conformacional de 

macromoléculas flexíveis e complexas. Diante do mesmo objetivo, torna-se extremamente 

vantajosa a integração de métodos de modelagem computacional e imagens de ME para superar 

desafios e problemas de biologia estrutural de forma eficiente.  

Objetivos  

• Implementar pipeline de detecção automatizada de modelos atômicos 3D de 

macromoléculas biológicas em imagens de contraste negativo utilizando rotinas 

disponíveis à comunidade científica;  

• Comparar e aprimorar acurácia e desempenho das rotinas implementadas no pipeline;  

• Avaliar a utilização de simulações de dinâmica molecular com modelo CG como forma 

de amostragem conformacional para detecção e interpretação de partículas nas imagens 

de contraste negativo. 

Metodologia  

O pipeline compreenderá três tarefas principais (Figura 1) e será desenvolvido na 

linguagem de programação Python (https://www.python.org/). Em uma primeira etapa do 

projeto, utilizaremos rotinas de programas disponíveis à comunidade científica para construção 

do pipeline e avaliação de acurácia e desempenho. Em uma segunda etapa, implementaremos 

e/ou otimizaremos os algoritmos buscando melhorias na acurácia e desempenho do pipeline.  

Para utilizar o pipeline, o usuário submeterá um conjunto de imagens de ME da amostra 

da sua macromolécula alvo. No projeto, como caso de estudo serão utilizadas imagens obtidas 

no LNNano de contraste negativo de uma proteína relacionada a um coronavírus purificada no 

LNBio. Juntamente com as imagens, o usuário submeterá um arquivo de metadados que 

conterá o tamanho do pixel de cada micrografia e o conjunto de modelos 3D atômicos de 

referência da macromolécula alvo no formato PDB. Essas estruturas podem ser oriundas do 

Protein Data Bank (PDB), podem ser modelos obtidos por homologia, ou quadros de 

simulações de dinâmica molecular. No presente projeto, como caso de estudo esses modelos 

serão quadros de simulações de dinâmica molecular com modelo CG. As simulações CG da 

proteína em estudo serão produzidas com o programa CafeMol (Kenzaki et al., 2011) e uma 

rotina disponível no CafeMol realizará a conversão de modelo CG para modelo atomístico.  



  
 

   
 

 
Figura 1: Fluxograma simplificado do funcionamento do pipeline. 

Implementação do pipeline 

A primeira tarefa do pipeline corresponderá a construção de mapas de densidade 

simulados a partir de modelos atômicos da proteína de estudo submetidos pelo usuário (Figura 

1). Para cada um dos modelos (no caso de estudo, quadros da simulação) no formato PDB, 

serão construídos os mapas de densidade simulados no formato MRC. Na primeira etapa do 

projeto, utilizaremos a rotina pdb2mrc do programa EMAN2 (Tang et al., 2007). Essa rotina, 

produz densidades Gaussianas 3D para cada átomo da proteína e então insere estas densidades 

Gaussianas de todos os átomos em uma grade 3D para produzir um mapa de densidade 

simulado para toda a proteína. Esse método é amplamente utilizado (Igaev et al., 2019; Kim et 

al., 2019) na área de processamento de imagens de ME, porém teve sua origem na construção 

de mapas de densidade eletrônica simulados a partir de estruturas atômicas resolvidas por 

difração de raio-X. Quando utilizado para simular mapas em baixa ou intermediária resolução 

(8-20 Å), como no caso do presente projeto que envolve imagens de contraste negativo 

(resolução máxima aproximada de 20 Å), esse método produz uma aproximação aceitável. 

Entretanto, no contexto do Cryo-EM e estruturas de alta resolução, esse método possui 

limitações por não considerar características atômicas próprias como carga e ligações (Mostosi 

et al., 2019). 

A segunda tarefa do pipeline utilizará os mapas de densidade simulados construídos na 

tarefa anterior e projetará esses volumes 3D em imagens 2D com determinada amostragem 

angular (Figura 1). Tais projeções corresponderiam as possíveis orientações da proteína no 

campo de visão do microscópio. Essa tarefa será implementada utilizando a função 

Angular_project_library do programa xmipp (de la Rosa-Trevín et al., 2013) e para cada mapa 

de densidade será construída uma coleção de possíveis projeções. Nessa tarefa, dependendo da 

amostragem angular escolhida e da resolução do mapa de origem, pode-se obter um conjunto 

grande projeções com projeções redundantes. Portanto, essa etapa poderá ser otimizada, 

conforme descrito na seção seguinte. Ainda nessa tarefa, o tamanho do pixel das imagens 

projetadas será ajustado para ser compatível ao das micrografias de contraste negativo.  

Na terceira tarefa, as micrografias de contraste negativo serão examinadas para 

detecção das projeções da proteína alvo, representando suas diferentes orientações no plano, 

ou seja, essa etapa pode ser tratada como um problema de template matching (Figura 1). Em 

uma primeira etapa do projeto, a busca será realizada por correlação cruzada, métrica 

originalmente abordada em (Saxton & Frank, 1976) e implementada no programa Imagic-4D 

(van Heel et al., 2012). O desempenho do procedimento de busca será avaliado, uma vez que 

a correlação cruzada é dependente da rotação da projeção, o que tornará a etapa 

computacionalmente custosa.    

Como resultado da terceira tarefa,  as partículas mais similares com as projeções serão 

identificadas nas micrografias originais. O pipeline permitirá visualização comparativa, lado a 



  
 

   
 

lado, das partículas detectadas e suas projeções similares. Além disso, será calculada estatística 

das partículas detectadas, o que pode colaborar, por exemplo, na identificação prévia de 

possível viés na orientação das partículas na grade utilizada na ME.  

Otimização do pipeline 

Após a implementação do pipeline, o presente projeto propõe-se a otimizar as rotinas das três 

tarefas descritas anteriormente. Para a primeira tarefa, a partir dos conhecimentos obtidos da 

rotina pdb2mrc, propõe-se avaliar sua utilização no contexto de alta resolução. Para a tarefa 

seguinte, busca-se a redução do espaço amostral de projeções, a partir da aplicação de técnicas 

de classificação, a fim de selecionar de forma não-supervisionada as projeções únicas. Para a 

última tarefa, diferentes algoritmos de template matching e aprendizado de máquina 

disponíveis na literatura serão testados; principalmente, os que possam se beneficiar de 

programação paralela tanto em CPU quanto GPU. Todas as otimizações implementadas ao 

pipeline buscarão o aumento da acurácia e desempenho. 
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