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Estudo de Modelagem

Molecular por Homologia

para Análise Genômica

Funcional

I – BiP (Binding Protein)

As informações geradas por seqüenciamento
de DNA não permitem prever com precisão as
modificações pós-traducionais (epigenéticas)
e, de modo algum, as interações epistáticas
que podem ocorrer com as proteínas celulares.
Após a síntese da cadeia primária, a maioria
das proteínas passa por modificações antes de
assumir a conformação nativa (O´Donovan et

al., 2001).

A acelerada determinação de seqüências DNA
e sua interpretação (genômica) criaram um
dos maiores desafios para a moderna
biociência: a concomitante determinação da
estrutura, função e expressão das proteínas
codificadas por essas novas seqüências.
Entender a estrutura e função, bem como as
alterações epigenéticas e interações
epistáticas, são fundamentais para determinar
a contribuição individual das proteínas para o
processo vital de um organismo. A realização
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desses estudos requer quantidade
relativamente grande da proteína alvo
purificada e esse constitui um dos maiores
entraves para os avanços no estudo de
proteoma. Isso decorre principalmente das
dificuldades para obter e processar grande
quantidade de amostra e das limitações das
técnicas cromatográficas atualmente em uso.
Vários métodos computacionais que utilizam
seqüências primárias de aminoácidos para
predição da estrutura 3-D e função de
proteínas (modelagem molecular) foram
desenvolvidos  com a finalidade de  contornar o
problema.

A modelagem molecular consiste em estudar a
geometria e a propriedade das moléculas
utilizando técnicas computacionais e tem
contribuído de forma decisiva para elucidar
interações intra/inter moleculares, mecanismos
de reações químicas e estrutura e função de
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proteínas difíceis de serem purificadas em
grande escala. Nesse método, a construção do
modelo de uma proteína utiliza padrões de
geometria de átomos e de ligações químicas,
(especialmente tamanho e ângulos),
informações sobre a geometria de peptídeos
(eles devem ser corrigidos posteriormente por
algum método de otimização do modelo
construído) e dados obtidos de experimentos
físicos, geralmente cristalografia com difração
de raios-X, difração de nêutrons ou estruturas
deduzidas de ressonância nuclear magnética
(NMR). Contudo, esse método é muito
trabalhoso e demanda muito tempo para ser
realizado.

Empregando abordagem um pouco diferente,
a modelagem molecular por homologia utiliza
dados cristalográficos conhecidos para
determinar a estrutura e predizer função de
proteínas desconhecidas. Esse procedimento é
bem mais simples, pois utiliza dados
estruturais existentes, para a construção dos
modelos. As etapas para utilização desse
método incluem: a) identificação do template

(molde) para modelagem da proteína alvo; b)
alinhamento da seqüência-alvo com a
seqüência template; c) construção do
esqueleto carbono do modelo; d) construção
de loops não conservados; e) ajuste do
esqueleto carbono da molécula; f) adição de
cadeias laterais; g) refinamento do modelo,
que consiste principalmente em ajustar a
molécula, para que assuma menor estado de
energia livre (minimização de energia),
utilizando programas como CHARM, AMBER
OU CROMOS. A modelagem molecular por
homologia foi empregada com o objetivo de
obter informações sobre a proteína codificada
pelo gene cBiP, isolado de uma biblioteca de
cDNA de sementes de soja (Figueiredo et al.,
1997; Figueiredo, 1998a,b).

O clone cBiP codifica para o chaperone
molecular residente no retículo endoplasmático,
conhecido como Hsp70 ou BiP (binding
protein). Análises de seqüências de DNA e
proteína, utilizando o programa CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994), revelaram diferenças

entre cBiP e proteínas Hsp70 e BiP de outras
espécies (Figueiredo, 1998a,b). Uma dessas
diferenças é particularmente interessante, pois
consiste em uma mutação na posição 234, em
que o resíduo D (aspártico), presente no sítio de
ligação de ATP de todos os chaperones
moleculares, foi substituido por G (glicina)
(Figueiredo et al., 1997). Vários estudos
revelaram que o resíduo D234 de chaperones
moleculares é importante, pois interage com
moléculas de água no citoplasma, mantendo a
proteína em solução (Milarski & Marimoto,
1989; Prodromou et al., 1997; Wilbanks et al.,
1994). Identificar possíveis efeitos dessa
mutação sobre a estabilidade e função da
proteína cBiP é importante para ajudar a
entender o papel desempenhado por várias
cópias de genes BiP identificadas em soja
(Kalinski, et al., 1995; Figueiredo 1998a,b).

As diferentes proteínas da classe Hsp70
existentes em uma única célula apresentam
grande similaridade de seqüências e tentativas
de purificar uma determinada proteína são
muito difíceis, pois outros membros da classe
são também co-purificados. Neste caso
particular, a modelagem molecular pode
fornecer informações sobre a funcionalidade
de proteínas Hsp70 deduzidas do
seqüenciamento de DNA.

A pesquisa no banco de dados, por homologia
de domínios de proteína (EMOTIF), revelou a
existência de dois sítios potenciais de ligação de
ATP na proteína cBiP. Esses domínios também
estão presentes em proteínas cinases e em
ATPases. O primeiro sítio potencial de ligação
de ATP está localizado na extremidade
carboxi-terminal de cBiP e o alinhamento de
seqüências de aminoácidos com proteínas
Hsp70 e o consenso de ligação de ATP de
proteínas cinases é mostrado na Figura 1. O
consenso para ligação do nucleotídeo foi
identificado tanto em proteínas Hsp como em
BiP e consiste da seqüência L-G-X-G/V-X-X-G-
X-K, seguida de 13 resíduos de aminoácidos e
uma Lisina (K), no final da seqüência. Esse
domínio é bastante similar àqueles
identificados em proteínas cinases e proteínas
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que ligam ATP, como lactato desidrogenase,
glutationa redutase e álcool redutase (Gaut &
Hendershot, 1993; Hanks et al., 1988;
Wierenga & Hol, 1983). Contudo, em
proteínas da classe Hsp70 e BiP, esse domínio
(LGIETVGGVMTKLIPRNTVIPTKK) parece não
ser funcional, pois foi demonstrado que a
região carboxi-terminal da proteína BiP de
humanos foi incapaz de ligar-se à coluna de
ATP-agarose (Bork et al., 1992).

O segundo sítio de ligação de ATP na proteína
deduzida do clone cBiP está localizado na região
amino-terminal (Figura 1). É nessa região de
cBiP que se encontra a mutação G234 (Figura
2). Esse domínio é equivalente ao sítio amino-
terminal de ligação de ATP de chaperones
moleculares, cujas estruturas cristalográficas
foram resolvidas (Flaherty et al., 1991; Xu et

al., 1997; Zhu et al., 1996). Maior identidade
de seqüências pode ser verificada entre cBiP e o
fragmento de 44 kDa de Hsp70 de bovinos e,
por esse motivo, foi utilizada como referência
para iniciar a modelagem molecular. O domínio
completo de ligação de ATP do polipeptídeo
deduzido do clone cBiP consiste de 284
resíduos de aminoácidos, sendo que os resíduos
que participam na interação com ATP são

conservados e estão localizados na mesma
posição no domínio, em relação à proteína
Hsp70 de bovinos (Figura 2). A única exceção
consiste do resíduo G em BiP de soja, na
posição equivalente ao resíduo D, em Hsp70
de bovinos. Essa seqüência da proteína cBiP
foi utilizada para realizar o estudo preliminar
de modelagem por homologia com a proteína
Hsp70 de bovinos, usando o programa de
modelagem do Swiss-Model (Peitsch, 1996). É
interessante destacar que, anteriormente, as
análises comparativas de seqüências de
aminoácidos não indicaram qualquer
identidade entre a proteína cBiP e hexocinases
e outras ATPases. Isso ocorreu,
provavelmente, devido ao fato de que o
alinhamento de seqüências primárias não pode
ser usado para revelar relações entre proteínas
muito distantes sem que informações
adicionais sejam fornecidas, pois o
alinhamento se torna impossível de ser
realizado abaixo de 25% de identidade
quando mais de 80 resíduos são considerados
(Altschul et al., 1990;  Bork et al., 1992).

Na modelagem molecular por homologia, a
confiabilidade nos resultados é maior quando
existem várias estruturas 3D disponíveis para

Figura 1. Localização de seqüências consenso para ligação de ATP em proteínas da família Hsp70. A comparação entre proteínas
Hsp70 e BiP indicou a presença da seqüência consenso com o sítio carboxi-terminal de ligação de ATP presente em proteínas cinases
(Hanks et alii, 1988). X, representa qualquer resíduo de aminoácido. Na parte de baixo da figura foi feita a representação linear de BiP,
mostrando a localização amino-terminal do sítio potencial de ligação de ATP e, do fragmento de 44 kDa que liga ATP em Hsp70 de
bovinos com os respectivos subdomínios.
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comparações. Com a finalidade de obter o
refinamento da estrutura 3D de cBiP, foi
realizada a comparação das seqüências
primárias de aminoácidos do sítio de ligação
de ATP, das proteínas cBiP e Hsp70 de
bovinos com actina e hexocinase (Figura 3).
Apesar de possuírem funções biológicas
bastante diferenciadas, as proteínas actina,
Hsp70 de bovinos e hexocinases apresentam
estruturas tridimensionais similares. Essas
proteínas catalisam a hidrólise do ATP ligado
(Hsp70) ou a transferência do grupo fosforil
(ATPases) por meio de mudança
conformacional em dois domínios (I e II) com
topologia βββαβαβα circundando o
nucleotídeo (Bork et al., 1992; Flaherty et al.,
1990; 1991). Cada domínio é composto pelos
subdomínios IA e IIA, que apresentam

Figura 2. Alinhamento de seqüências de aminoácidos de Hsp70 de bovinos e da proteína deduzida do clone cBiP da soja. Os números
indicam as posições dos aminoácidos em Hsp70. Os aminoácidos sublinhados correspondem aos resíduos que interagem com o
nucleotídeo. O resíduo sombreado, assinala a substituição D234 de Hsp70 por G234 em cBiP. Em Hsp70, esse resíduo interage com a
ribose do nucleotídeo por meio de ligação com H2O (Flaherty et al., 1990). Essa seqüência de aminoácidos da proteína cBiP foi utilizada
para fazer a modelagem molecular por homologia.

essencialmente a mesma estrutura: folha β
circundada por hélices conectadas por “loops”
de topologia idêntica, que provavelmente
devem ter surgido por duplicação gênica
(Figura 3) (Flaherty et al., 1990; 1991; Kabsch
et al., 1990). O fosfato do ATP é ligado nos
resíduos localizados em dois “β-hairpin”, um
em cada subdomínio IA e IIA. Turnos β1-β2 de
cada domínio formam pontes de hidrogênio
com fosfatos do ATP e resíduos conservados
Asp, Glu ou Gln coordenam Mg2+ e Ca2+ por
meio de ligações com água (Gaut &
Hendershot, 1993; Ramakrishnan et al.,
1997).
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Figura 3. Seqüência das regiões conservadas nas proteínas da superfamília com topologia bbbababa. A seqüência de hexocinase está
numerada a partir da seqüência traduzida do gene hexocinase B de levedura (Frohlick et al., 1985), e cBiP, a partir da proteína madura
(sem peptídeo sinal). O alinhamento foi baseado apenas na equivalência da estrutura tridimensional (Flaherty et al., 1991). Somente as
regiões que são estruturalmente equivalentes nas cinco proteínas são mostradas. As regiões sombreadas na cor rosa, indicam os
resíduos que são idênticos em todas as seqüências, ou que possuem equivalência estrutural e funcional para ligação do nucleotídeo no
sítio de ATP. Os pontos na seqüência da proteína cBiP, indicam os resíduos de aminoácidos idênticos à Hsp70 de bovinos. Na figura, os
símbolos        e         indicam estruturas em folha b e a-hélice, respectivamente. GK, glicerol cinase (baseado em Huley, 1996).

Pode ser verificado que essas três classes de
proteínas não são apenas similares em suas
estruturas tridimensionais, mas também em
alguns aspectos do mecanismo de
funcionamento (Bork et al., 1992; Hurley,
1996). O sítio ativo dessas proteínas contém
resíduos idênticos ou similares e a estrutura
geral dos subdomínios sugere a possibilidade
de movimento dos interdomínios das moléculas
que, provavelmente, estariam associadas com
a atividade ATPásica. De fato, é necessário
que se faça uma rotação de aproximadamente
30o para obter a superposição ótima das
imagens tridimensionais de actina ou Hsp70
com ATP ligado, e da hexocinase sem ATP
(Bork et al., 1992). Esse dado indicou que, no
primeiro caso, as estruturas estariam no
estado fechado (actina e Hsp70) e, no
segundo, estariam no estado aberto
(hexocinase). Os resultados de cristalografia
da proteína hexocinase reforçaram essa idéia,
por demonstrarem a ocorrência de grande
mudança na conformação da proteína, antes
(aberto) e após a ligação do ATP (Bennett &
Steitz, 1980; Steitz et al., 1976).

De modo semelhante à estrutura do domínio
de ligação de ATP de Hsp70 de bovinos e de
ATPases, cBIP apresenta os domínios I e II e
respectivos subdomínios IA e IIA, IB e IIB,
formando uma díade quase simétrica (Figuras

2 e 4), sugerindo que as substituições de
aminoácidos ocorridas na proteína deduzida
do clone cBiP não alteram de forma
significativa a sua estrutura no domínio de
ligação de ATP. Contudo, conforme pode ser
observado na Figura 2, a presença do resíduo
G em BiP de soja é particularmente
importante, pois ocupa posição equivalente
ao resíduo D234 de Hsp70. Esse resíduo está
diretamente envolvido na interação da
proteína com a ribose do nucleotídeo, sendo,
portanto, importante para a estabilização da
ligação do ATP (Flaherty, et al., 1994).

O modelo 3D de cBiP, com os resíduos de
aminoácidos envolvidos nas ligações com
ATP, são mostrados na Figura 4. Salienta-se
que todas as proteínas Hsp70 descritas até o
momento apresentam o resíduo D na mesma
posição do resíduo G da proteína deduzida do
clone cBiP (Figueiredo, 1998a, b). Ao passo
que, em Hsp70, a ligação com o ATP é
mediada por três pontes de hidrogênio, na
proteína actina, somente duas ligações desse
tipo são suficientes para manter o nucleotídeo
ligado. Por esse motivo, foi cogitada a
possibilidade de cBiP também manter a
estabilidade de ligação do ATP com a
formação de apenas duas pontes de
hidrogênio com a ribose do nucleotídeo. Para
testar essa hipótese, procedeu-se à
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modelagem molecular por homologia da
proteína Hsp70 de bovinos, substituindo
apenas o resíduo D234 por G234. O resultado
revelou que a energia livre necessária para
manter a estrutura nativa da proteína é de
+5,6 kCal. Valores positivos e tão elevados
de energia livre são termodinamicamente
incompatíveis com os sistemas biológicos;
portanto, foi possível concluir que o gene
cBiP não é funcional.

Em vários organismos, ficou demonstrado que
BiP é essencial para manter a viabilidade celular.
Várias mutações letais foram descritas na única
cópia de BiP em leveduras. Em soja, foram
identificadas quatro isoformas do gene BiP
(Kalinski et al., 1995; Figueiredo et al., 1997;
Figueiredo, 1998a,b), indicando a existência
de uma família multigênica codificando a
proteína. Em tabaco (Denecke et al., 1991),
milho (Boston, comunicação pessoal) e feijão
(Figueiredo e Goulart Filho, dados não
publicados), o gene que codifica BiP também foi
descrito como uma família multigênica
enquanto que, em espinafre, leveduras e
animais existe apenas uma cópia de BiP por
genoma (Anderson et al., 1994; Ting & Lee,
1988). O significado exato de algumas
espécies de plantas possuírem várias cópias
do gene BiP, enquanto que outras apresentam
apenas uma cópia, não é compreendido. Tem
sido especulado que os diferentes membros
da família multigênica codificam isoformas
contendo pequenas diferenças de especificidade
com o substrato e, por isso, desempenham
funções diferentes, ou, ainda, que apresentam
padrões de expressão diferentes para resposta
aos estímulos ambientais.

O número de cópias de BiP em tabaco e soja
poderia ser parcialmente explicado pelo caráter
autotetraplóide dessas espécies. Também em
milho, uma espécie considerada por muitos
anos como sendo diplóide, a existência de
várias cópias de BiP no genoma pode ser
decorrente de poliploidia, a julgar pelas
evidências recentes de sua origem alotetraplóide
(Gaut & Doebley, 1997). Contudo, em

espinafre, uma espécie triplóide, a existência
de apenas um gene BiP indicou que o número
de cópias de BiP em uma espécie não se deve
apenas à ocorrência de poliploidia. Além
disso, no caso da soja, uma espécie
autotetraplóide e de autofecundação, o
isolamento de três isoformas de BiP em uma
única variedade (Kalinski et al., 1995) mostra
claramente a existência de mais de dois loci

para os genes BiP no genoma dessa espécie.
Do mesmo modo, procedeu-se à modelagem
molecular por homologia, dos genes
identificados por Kalinski e colaboradores
(1995) e novamente os resultados indicaram a
presença de dois pseudogenes (dados não
mostrados).

O conjunto dos resultados da análise por
modelagem molecular de proteínas BiP da soja
revelou que as várias cópias de BiP
representam pseudogenes, e portanto, não
representam alternativas evolutivas para
atividade diferencial para resposta a diferentes
tipos de estresse. Também em humanos,
foram identificadas duas cópias de genes BiP,
mas apenas uma era funcional, a outra era um
pseudogene (Ting & Lee, 1988). Os resultados
obtidos nesse estudo indicaram, ainda, a
importância do método de modelagem
molecular por homologia para estudos de
genômica funcional. Atualmente, estamos
empregando essa abordagem para analisar as
diferentes isoformas deduzidas de cópias
múltiplas do gene BiP, descritas em tabaco e
milho, para verificar a possibilidade de
ocorrência de pseudogenes de BiP nessas
espécies.
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Figura 4. Diagrama do domínio de ligação de ATP da proteína deduzida do clone cBiP. As regiões
em vermelho mostram as posições dos resíduos de aminoácidos (relacionados na tabela) que
interagem com ATP. A substituição do resíduo D (D234 em Hsp70 de bovinos), presente em todas
as proteínas da família Hsp70, por G na proteína cBiP, foi destacada em azul. As extremidades N-
terminal e carboxi-terminal estão representadas em verde. A estrutura tridimensional foi gerada
usando ProMod/Swiss-Model (Peitsch, 1996) e processada no programa RasWin Molecular
Graphics (Copyright 1993, 1994; R. Sayle).
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