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As metalotioneinas (MTs) sdo proteinas pequenas (56
a 65 aminoacidos), ricas em cisteina, encontradas em
quase todos os organismos e que apresentam a
capacidade de quelar metais pesados (Romero-Isart &
Vasak, 2002; Robinson et al., 2001; Riek et al., 1999;
Braun et al., 1992). Existem mais de 400 seqliéncias de
metalotioneina (MT) disponiveis no banco de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI),
sendo que 19 destas tém estruturas resolvidas e
depositadas no banco de dados Protein Data Bank
(PDB), oriundas de mamiferos, equinodermas,
crustaceos, fungos e bactérias (Munoz et al., 2002;
Blindauer et al., 2001; Oz et al., 2001; Riek et al., 1999;
Zangger et al., 1999; Peterson et al., 1996; Narula et al.,
1995; Braun et al., 1992; Messerle et al., 1990; Arseniev
et al., 1988; Schultze et al., 1988). Devido a sua
capacidade de seqliestrar metais, estas proteinas
apresentam um elevado potencial para a
biorremediacao de areas contaminadas por metais
pesados ou a biorremocgao de metais valiosos (Cobbett
et al., 2002; Sriprang et al., 2002; Yoshida et al., 2002;
Valls et al., 2000; Chen et al., 1997; Winge et al., 1985).
Até a data presente, a MT foi encontrada
experimentalmente, em duas cianobactérias,
Synechococcus PCC7942 (Huckle et al., 1993) e S.
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vulcans (Shimizu et al., 1992) e outras quatro foram
deduzidas dos genomas de Pseudomonas aeruginosa
(Stover et al., 2000), P, putidalinhagem KT2440 (Nelson
et al., 2000), Anabaena PCC 7120 (Takakazu et al., in
press) e Escherichia coli (P38398) (Robinson et al., 2001).
A Unica estrutura depositada de bactéria, no banco de
dados PDB refere-se a cianobactéria Synechococcus
PCC 7942 com o cédigo 1jjd.pdb (Blindauer et al., 2001).
Esta proteina nao apresenta identidade significativa,
em termos de sequéncia, com nenhuma outra MT de
outros organismos, ou seja, as MTs de outros
organismos apresentam sequéncias de aminoacidos
muito diferentes (como pode ser observado na Fig. 2)
(Blindauer et al., 2001; Valls et al., 2001; Romero-Isart
& Vasak et al., 2002).

Este trabalho corrobora com o recente artigo de Miller
& Attwood (2003), no qual salientam a importancia da
bioinformatica como uma ferramenta essencial para se
analisar os dados gerados e disponibilizados na rede
Internet, bem como para se compreender a estrutura e
funcéo das proteinas. Assim, este trabalho abordou a
andlise estrutural das MTs a fim de se modelar esta
proteina e com isso compreender melhor o
funcionamento da mesma. O conhecimento da
cianobactéria e uma completa analise da MT poderia
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ser muito util em um estudo de utilizacdo desta na
técnica da biorremediacdo para remover metais
pesados do solo e da agua decorrentes das praticas
agricolas atuais.

O grupo de Bioinformatica Estrutural da Embrapa
Informatica Agropecuaria colabora com grupos de
pesquisa interessados em utilizar ferramentas da
Bioinformatica nos seus problemas bioldgicos. Este
projeto estd sendo desenvolvido em colaboracdo com
o Departamento de Genética da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP) e parte da
bioinformatica foi realizada no Nucleo de
Bioinformatica (NBI).

Primeiramente, foram determinados estruturalmente
os sitios ativos e os principais aminoacidos
responsaveis pela atividade da metalotioneina na
bactéria Synechococcus PCC7942, os quais foram
posteriormente comparados com a MT de outros
organismos. E segundo, através do uso de ferramentas
da bioinformatica, foram determinados os aminoéacidos
que deverdao ser mutados para induzir a troca de
atividade, com conseqliente mudanga de afinidade
pelos ions metalicos, de uma metalotioneina para outra.

Material e Métodos

As sequiéncias de MT foram obtidas no site National
Center for Biotechnology Information (NCBI, 2003) com
a busca realizada no banco de proteinas usando a
palavra-chave “metallothionein”.

As estruturas de proteinas MT foram encontradas no
banco de dados PDB (Berman et al., 2000) e
classificadas no Structural Classification of Proteins
(SCOP) (Murzin et al., 1995).

O alinhamento das seqliéncias lineares de proteinas
foi feito usando o software ClustalW (Thompson et al.,
1994). Este software foi desenvolvido para fazer o
alinhamento multiplo de sequéncias de DNA ou de
proteina.

As andlises dos sitios de ligagcdo foram obtidas no
programa STING (Sequence To and withIN Graphics)
Millennium Suite (SMS) (Neshich et al., 1998), o qual
pode ser acessado pela URL http://
www.cbi.cnptia.embrapa.br/SMS/. O STING Millennium
é composto por uma série de programas,
disponibilizados na Internet, que comeca com a
visualizacdo da estrutura molecular e promove uma
série extensiva de andlises estruturais da molécula.

As tentativas de alinhamento estrutural foram
realizadas no software PrISM (Protein informatics
system for modeling) (Yang & Honig, 1999). Este
software foi desenvolvido para analisar seqliéncias e
estruturas de proteinas, seu papel principal é de prever
estruturas tridimensionais das proteinas.

Resultados e Discussao

A primeira etapa do trabalho consistiu na busca das
estruturas resolvidas de metalotioneina (MT)
depositadas no banco de dados do PDB e classificadas
no SCOP. Os resultados sao apresentados na Tabela 1.
Foram descriminados os organismos, o método de
obtencao da estrutura, o numero correspondente no
PDB, o tipo de isoforma, o tipo de dominio, o ligante
utilizado no PDB, os residuos envolvidos e a afinidade
de cada metalotioneina por ions de metais pesados.
Como pode-se observar na Tabela 1, a maioria dos
organismos se refere aos mamiferos, os quais possuem
trés isoformas com estruturas resolvidas, a MT-1, MT-
2 e MT-3. Exceto no fungo e na bactéria, todas as
estruturas apresentam os dois dominios, denominados
alpha e beta, numa mesma molécula e apresentam
afinidade pelo metal pesado cadmio. O fungo apresenta
somente o dominio beta com afinidade pelos ions
monovalentes (cobre ou prata), enquanto a bactéria
apresenta exclusivamente o dominio alpha com
afinidade pelos ions bivalentes (cadmio ou zinco).

Os dominios alpha e beta foram depositados em PDBs
diferentes, para aquelas estruturas resolvidas por NMR,
provavelmente para uma maior facilidade de anélise.
Assim, a comparacéao foi feita para cada dominio,
mesmo porque estes dominios apresentam
conformacgdes espaciais tipicas. Uma forma usual de
relacionar as diferentes MTs nos organismos é através
da comparacao do numero de metais presentes no sitio
de ligacdo e o numero de aminoacidos envolvidos na
ligacao (Tabela 1, coluna Ligante).

Como pode ser observado na Tabela 1 (colunas: Ligante
e Residuo envolvido), nos mamiferos e no equinoderma
(ourigo-do-mar), o dominio alpha contém 4 ions de Cd*
no sitio de ligacao e apresenta 11 cisteinas diretamente
envolvidas neste contato. O contato é estabelecido
entre o ion de metal e o radical tiol da cisteina numa
ligagao de comprimento médio de 2,53 A para o cadmio
e2,32A para o zinco. Por outro lado, o dominio beta
contém 3 ions de Cd? e 9 cisteinas em contato com o
metal (Blindauer et al., 2001; Oz et al., 2001; Riek et al.,
1999; Zangger et al., 1999; Braun et al., 1992; Messerle
et al., 1990; Arseniev et al., 1988; Schultze et al., 1988).

Nos crustaceos (lagosta e carangueijo), os dois
dominio, alpha e beta contém 3 ions de Cd? com 9
cisteinas em cada dominio (Munoz et al., 2002; Narula
et al., 1995). No fungo a relagdo metal/cisteina foi de 7
ions de Cu'™ ou Ag'* para 10 cisteinas (Peterson et al.,
1996). Na bactéria a MT apresenta caracteristica
semelhante ao dominio alpha de mamiferos, a relagéao
se manteve nos 4 ions de metal bivalente (Cd**) para
11 aminoacidos, mas a diferenga consiste no tipo de
aminoacido, ao invés de apresentar somente cisteinas
no sitio de ligacao, a bactéria apresenta 9 cisteinas e 2
histidinas (Blindauer et al., 2001).
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Tabela 1. Metalotioneinas resolvidas por difragdo de raios X ou RMN, dados extraidos do PDB.

Rato X-ray  4mt2 MT-2 alpha
+ beta

Rato NMR Tmrt MT-2 alpha
2mrt MT-2 beta

Coelho NMR Tmrb MT-2 alpha
2mrb MT-2 beta

Camundongo NMR 1ji9 MT-3 alpha
1dfs MT-1 alpha

1dft MT-1 beta

Humano NMR Tmhu MT-2 alpha
2mhu MT-2 beta

Ourico-do-mar NMR 1qjk - alpha
1qjl - beta

Carangueijo NMR 1dmc MT-1 alpha
1dme MT-1 beta

Lagosta NMR 1j5I MT-1 alpha
1j5m MT-1 beta

Fungo NMR Tagr - beta
Taoo - beta

Bactéria NMR 1jjd - alpha

A segunda etapa consistiu no alinhamento das
seqliéncias de MTs, utilizando o software ClustalW, e
na verificacdo dos provaveis sitios de ligacdo. A
homologia observada nas seqliéncias do dominio
alpha (Fig. 1) apresenta a seqiiéncia CCxCC ou CxCC,
exceto para a bactéria que espacialmente comporta-
se como dominio alpha porém sem homologia na
seqliéncia de aminoéacidos. O dominio beta (Fig. 2)
apresenta um padrao (CxC)n, onde: C é o aminoéacido

Organismo PDB
Coelho 1mrb
Humano 1mhu
Rato 4amt2
Rato 1mrt

Camundongo 1dfs
Camundongo 1ji9
Carangueijo 1dmc
Lagosta 1j51 -

1qgk -PDVEEVIE B
1iid - TLVKEAREPELENVOP

Equinoderma
Bactéria

Cd,+2Zn, 20 Cis Zn/Cd/Cu Braun et al., 1992
Cd, 11 Cis Zn/Cd/Cu Schultze et al., 1988
Cd, 9 Cis

Cd, 11 Cis Zn/Cd/Cu Arseniev et al., 1988
Cd, 9 Cis

Cd, 11 Cis Zn/Cd/Cu Oz et al., 2001

Cd, 11 Cis Zangger et al., 1999
Cd, 9 Cis Zangger et al., 1999
Cd, 11 Cis Zn/Cd/Cu Messerle et al., 1990
Cd, 9 Cis

Cd, 11 Cis Cd Riek et al., 1999

Cd, 9 Cis Cd

Cd, 9 Cis Zn/Cd/Cu Narula et al., 1995
Cd, 9 Cis

Cd, 9 Cis Cd Munoz et al., 2002
Cd, 9 Cis Cd

Cu, 10 Cis Cu Peterson et al., 1996
Ag, 10 Cis Ag

Cd 9Cis+2His Cd/Zn Blindauer et al., 2001

cisteina, x um aminoacido qualquer e n o numero
de repeticoes do padrao. Além disso, o
posicionamento dos dominios podem variar para
cada MT, o dominio alpha corresponde ao C-terminal
para os mamiferos e crustaceos e N-terminal para o
equinoderma. Conseqlientemente o dominio beta
corresponde ao N-terminal para os mamiferos e
crustaceos e C-terminal para o equinoderma (Riek
et al., 1999).

Fig.1. Alinhamento do dominio alpha. Legenda das cores: Fundo amarelo, sitio de ligacao; Letras brancas,
aminoacidos apolares, Letras verdes, polar sem carga; Letras vermelhas, carga negativa; Letras azuis, carga
positiva; Azul-claro, histidina; Amarelo, cisteina. Os tragcos vermelhos correspondem as alpha hélices da estru-
tura e os tracos azuis correspondem as folhas beta pregueadas.
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Algumas informacdes importantes podem ser retiradas
das Fig. 1 e 2, as cores com fundo amarelo
correspondem aos sitios potenciais de ligacao, definido
pelo programa Sting Millenium Suite (SMS). Pode-se
observar que todas as cisteinas foram responsaveis
pela ligacdao com o metal, conforme descrito na
literatura (Blindauer et al., 2001; Riek et al., 1999;
Peterson et al., 1996; Braun et al., 1992; Messerle et al.,
1990; Arseniev et al., 1988; Schultze et al., 1988), exceto
os pdbs Tmhu e 4mt2 que nao incluiram uma cisteina.
Além disso, na bactéria (1jjd) as duas histidinas
assinaladas também estao de acordo com a referéncia
(Blindauer et al., 2001). No entanto, os aminoacidos
como a serina (S) (pdb: 2mrt), glutamina (Q) (pdbs: 1aqr
e 1aoo), valina (V) (pdb: 1ji9) e lisina (K) (pdbs: 4mt2,
Tmhu e 1ji9) também foram associadas ao sitio de
ligacao, devido a distancia destes aminoacidos estarem
no intervalo de 2,8 a 3,2 A, sem no entanto participar
ativamente da ligagdo com o ion de metal. Os dominios
alpha da MT de lagosta (pdb: 1j5l), do equinoderma
(pdb: 1qgjk) e de rato (pdb: 4mt2) apresentaram alpha
hélices, como pode ser observado nos grifos em
vermelho da Fig. 1, sendo as Unicas a apresentarem
algum tipo de estruturas secundarias detectadas pelo
software SMS. Curiosamente a MT de rato obtida por
raios X com resolugao de 2,0 A (pdb: 4mt2) diferiu
ligeiramente no SMS da mesma seqiiéncia obtida por
NMR (pdb: 1mrt), embora em Braun et al., (1992), as
duas estruturas tenham apresentado arquiteturas
moleculares idénticas.

Organismo
Coelho
Humano

Rato

Rato
Camundongo
Lagosta
Carangueijo
Fungo
Fungo
Equinoderma

M
M
M
M
M
P
P

» T T U 0UTUTTUTUTTU

Fig. 2. Alinhamento do dominio beta.

Conclusoes

A caracterizacdo dos sitios ativos e dos respectivos
aminoacidos das MTs foram obtidos com a informacao
do programa SMS e comparados com a literatura. De
modo geral, houve uma concordancia com o tipo de
aminoacido responsavel pela ligacdo com o metal
pesado, essencialmente a cisteina e no caso da bactéria
também a histidina. Os alinhamentos mostraram a
semelhanca entre as MTs de organismos filogene-

Os alinhamentos do dominio alpha (Fig. 1) e beta (Fig.
2) apresentaram uma elevada homologia entre as MTs
de mamiferos, bem como entre os crustaceos (lagosta
e carangueijo). No entanto, o equinoderma (ouri¢go-do-
mar), fungo e bactéria diferiram entre si e das demais
seqiiéncias. Este fato pode ser explicado pela distancia
filogenética que estes organismos apresentam. Kagi e
colaboradores (Kagi et al., 1979; Kagi et al., 1987)
determinaram o alinhamento de sequiéncias entre
mamiferos, e entre crustaceos, mas nao incluiram um
alinhamento contendo estes dois grupos juntos, nem
mesmo as bactérias e fungos. Esta informacao, no
entanto, é importante para justificar o fato destas
seqiiéncias serem classificadas em familias diferentes
para cada classe de organismos, mesmo quando
apresentam fungbes semelhantes.

Finalmente, a terceira etapa consistiu na verificagcdo do
alinhamento estrutural das proteinas, incluindo a MT
da Synechococcus. No entanto, um problema foi
encontrado no decorrer desta fase. Como em sua
maioria as MTs nao apresentam estruturas secundarias
bem determinadas, ficou muito limitada, senao
inviabilizada a possibilidade de uma maior exploracao
desta proteina em softwares como o PrISM. Até que
sejam desenvolvidas novas versdes deste sofware, ou
de qualquer outro, que permitam analises estruturais
sem a informacgao da estrutura secunddria, a analise
estrutural da MT néo pode ser realizada, pois o software
PrISM utiliza as proprias estruturas secundarias para
executar o alinhamento estrutural.

I U U

ticamente préximos e, em contrapartida, suas
diferencas perante organismos mais distantes. A
demonstragao do alinhamento utilizando o SMS facilita
a visualizacdo dos tipos de aminoacidos, bem como
favorece a observagao conjunta do sitio ativo.

Apesar da obtencao de resultados positivos, o projeto
nao teve continuidade por dois motivos: primeiro em
virtude de dificuldades de obtencdo de maior nimero
de estruturas desta famila protéica e segundo, e mais
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importante, pela auséncia de estrutura secundaria nesta
proteina, a qual seria utilizada para os alinhamentos
estruturais e posteriormente verificada com a técnica
da mutacao sitio-dirigida num laboratério de biologia
molecular. Futuramente, se um numero maior de
estruturas forem obtidas, talvez se possa dar
continuidade ao projeto.

Glossario

Alinhamento estrutural: alinhamento das proteinas
baseados na sua estrutura buscando homologia.

Biorremediacao: remediacdo de areas contaminadas
com agentes poluidores, como os metais pesados,
utilizando microrganismos.

Biorremocao: remocao de metais valiosos do ambiente
utilizando microrganismos.

Estruturas secundarias: conformacdao que os
aminoacidos assumem em uma proteina. As
conformagdes mais comuns séo as alfa-hélices e as fitas
beta.

Homologia: semelhancga que as sequiéncias de proteinas
apresentam entre individuos de mesma origem
filogenética.

Isoformas: formas diferentes que uma proteina
apresenta dentro de uma mesma familia.

Metais pesados: metais que apresentam densidade
maior que 5 g.ml', como o cadmio, mercurio, zinco,
cobre, prata, ouro, entre outros.

Sitio ativo: local da proteina onde ocorre a ligagdo com
o substrato.
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