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Muitas das atividades de um organismo estao baseadas
nas atividades das proteinas mediadas pelas suas
interacbes com o meio: agua, sal, acidos nucleicos,
outras proteinas e inUmeras moléculas presentes nos
sistemas. Essas interacbes surgem a partir de forcas
ndo covalentes (Creighton, 1993). Entre as forgas néao
covalentes existentes esta a interagao eletrostatica.
Ligacoes eletrostaticas (idnicas) resultam da atracao
eletrostatica entre dois grupos ionizados com cargas
opostas, tais como os grupos carboxila (-COO") e amina
(-NH3*). Na agua, essas ligacbes sao fracas, mas num
ambiente hidrofébico tal como o contato proteina-
proteina, elas tornam-se mais fortes.

Por que as interacdes eletrostaticas em uma proteina
sdo importantes? Sdo importantes porque: a) interagdes
eletrostaticas sao forgas atrativas de longo alcance; b)
elas podem acelerar a velocidade de associacao das
moléculas; c) proteinas e moléculas de DNA tém muitas
cargas.

Justamente por possuirem um longo alcance e serem
interagdes fortes, as interagcdes eletrostaticas sao

criticamente importantes para entender o
comportamento das moléculas. A interacéo
eletrostatica podera guiar a proteina para a orientagao
correta fazendo com que uma reacéo ocorra.

A estrutura de uma proteina pode ser analisada de uma
forma bastante exaustiva com a utilizacdo do STING
(Sequence To and withIN Graphics ) Millennium Suite
(SMS), uma suite de programas com ferramentas para
analise estrutural de proteinas. Estes programas estao
concentrados em um pacote com o objetivo de oferecer
um instrumento completo para estudos de
macromoléculas. Informacdes como: posi¢cdo dos
aminodacidos na sequiéncia e na estrutura, busca de
padroes, identificagcdo de vizinhanca, ligacdes de
hidrogénio, dngulos e distancias entre atomos, sao
facilmente obtidas. Além disso, o usuario pode obter:
natureza e volume dos contatos atémicos inter e
intracadeias, analise da qualidade da estrutura,
conservacao e relacdo entre os contatos intracadeia,
parametros funcionais podem ser decifrados, etc.

O programa STING original (Neshich et al., 1998) foi
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desenvolvido para permitir um acoplamento
bidirecional das informacdes de sequéncia e estrutura
de uma proteina, e também, para oferecer uma maneira
simples e facil de mapear um Unico aminoéacido (ou
nucleotideo) na sua posicao tridimensional, e vice-
versa. STING Millenium esta expandindo sua lista de
propriedades e é agora uma ferramenta utilizada tanto
para uso didatico como para pesquisa na area da
bioinformatica estrutural.

Uma das propriedades que estdo sendo incorporadas
na nova versao do SMS (versao 3.0) é o valor do
potencial eletrostatico dos residuos da superficie da
molécula.

A determinacéo da distribuicdo de cargas é uma etapa
essencial no estudo das interacOes inter e
intramoleculares ou em comparacoes estruturais. As
reacOes eletrostaticas certamente influenciam o
encontro dinamico entre moléculas. Por exemplo, a
distribuicao de cargas de um sistema enzima-substrato
pode ajudar a atrair essas duas espécies e conduzi-las
para a orientagao necessaria para que a reagao ocorra.

Se duas moléculas se aproximam, os contatos iniciais
ocorrem através de forcas eletrostéticas. As interagdes
eletrostaticas acontecem entre moléculas polares
carregadas ou que tenham um momento de dipolo. Elas
podem ser atrativas ou repulsivas; uma parte
eletropositiva de uma molécula que esta se
aproximando de outra procurara se acomodar (dock)
em uma regiao eletronegativa, enquanto partes com
cargas similares vao se repelir.

Todas as estruturas de proteinas elucidadas sao
depositadas no Protein Data Bank-PDB (http://
www.rcsb.org/pdb/), o maior depositério de distribuigao
para dados estruturais de moléculas bioldgicas. As
estruturas tridimensionais de proteinas se tornaram
uma parte importante do processo de descoberta de
novos farmacos. Neste processo precisa-se obter o
maior niumero de informacgodes possiveis sobre as
macromoléculas, suas caracteristicas estruturais,
propriedades quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas. O
sitio ativo da proteina, local onde ocorre a reagao pela
qual a proteina é responsavel, € um espacgo que deve
ser preenchido em termos de cargas e forma.

Com o intuito de disponibilizar um banco de dados de
valores de potencial eletrostatico para todas as
estruturas de proteinas depositadas no PDB, foi
utilizado o programa GRASP (Graphical Representation
and Analysis of Structural Properties) (Nicholls et al.,
1991) para geragao deste banco de dados. GRASP ¢é
um programa de analise e visualizacao de moléculas
particularmente util para a visualizacdo e manipulacao
das superficies das moléculas e suas propriedades
eletrostaticas. O programa contém algoritmos para a
resolucado da equacao Poisson-Boltzmann que permite
uma descricao do campo eletrostatico gerado pelas
cargas existentes na molécula.

GRASP é um programa gréafico escrito para maquinas
Silicon Graphics e tem uma linguagem prdépria (grasp
script language - gsl). Um script (Fig. 1) foi desenvolvido
em gsl para gerar a superficie da proteina (Fig. 2),
calcular o potencial eletrostatico desta e escrever um
arquivo com os valores de potencial eletrostatico
calculados para cada 4&tomo. Os 4tomos de hidrogénio
foram adicionados aos arquivos do PDB utilizando o
programa hgen da suite de programas CCP4
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994).
Hgen gera atomos de hidrogénio para um arquivo com
as coordenadas de uma proteina usando um
comprimento de ligacao de 1,0 A.

Para poder viabilizar o calculo do valor de potencial
eletrostatico em larga escala para aproximadamente
19.000 estruturas do PDB, foi escrito um script na
linguagem Perl (Fig. 3) que chama o programa GRASP.

Macro Name: Electrostatic_Potential

Menu Cascade Begin

menu :GRASP | Read

menu :Read Submenu | Radius/Charge File (+Assign)
menu :Charge and Size File List | full.crg

Menu Cascade End

Menu Cascade Begin

menu :GRASP | Calculate

menu :Calculate Submenu | New Potential Map
Menu Cascade EndMenu Cascade Begin

menu :GRASP | Build

menu :This Structure.. | Molecular Surface

menu :Which Atoms | All Atoms

Menu Cascade End

DRAW

Menu Cascade Begin

menu :GRASP | Calculate

menu :Calculate Submenu | Pot. via Map at Surfaces/
Atoms

menu :Which Atoms | All Atoms

menu :What Surface | All Surfaces

Menu Cascade End

DRAW

Menu Cascade Begin

menu :GRASP | Write menu :Write Submenu | Atom
(PDB) File

line :pdb.ep

menu :Coordinate Type | Absolute Centering

menu :Format of Atom File | 2 Prop. PDB, extended
fields

menu :Atom Property | Potential

menu :Atom Property | Charge

menu :Which Atoms | All Atoms

Menu Cascade End

DRAW

Key :Control Z

Fig. 1. Script em GRASP script language para gerar
a superficie de uma proteina e os valores de potenci-
al eletrostatico associados a ela.
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#l/usr/local/bin/perl
#
# GRASP-ht.
#
# Chama e executa o GRASP: GRASP -rx potential_full. mac
1acb.pdb
# para cada entrada dos arquivos *.pdb
#
@files = Is -c1 *.pdb*;
for ($i=0,3i<=$#files;$i++) {
Spdb=$files[$i];
$code = substr($pdb,0,4);
system (“echo | GRASP -rx potential_full. nac $pdb”);

Burface Patantial

print “$pdb,\n”;
$a="pdb.ep”;
$b=$code.”.ep”;
system (‘mv $a $b”);
}
Fig. 2. Exemplo de mapa de superficie de uma Mo- Fig. 3. Scriptem Perlchamando o programa GRASP.
lécula gerada com GRASP colorida de acordo com o
potencial eletrostatico - vermelho: carga negativa,
azul: carga positiva.
O script mostrado na Fig. 3 chama o programa eletrostatico como aquela ilustrada na Fig. 2 e um
GRASP, e manda executar o script mostrado na Fig.1. arquivo “nome do pdb”.ep (Fig. 4) com os valores de
Este por sua vez gera uma figura de potencial potencial eletrostatico.
at res c n X y z ep
ATOM N LYS A 58 40.023 67.761 16.791 0.11993E+01
ATOM H1 LYS A 58 40.976 67.493 16.934 0.97139E+00
ATOM CA LYS A 58 38.969 66.989 17.435 0.23117E+01
ATOM H1A LYS A 58 38.406 66.588 16.712 0.11866E+01
ATOM C LYS A 58 38.091 67.863 18.331 0.28893E+01
ATOM 0 LYS A 58 36.877 67.650 18.407 0.14945E+01
ATOM CB LYS A 58 39.507 65.875 18.329 0.23733E+01
ATOM H1B LYS A 58 38.723 65.336 18.637 0.50510E+00
ATOM H2B LYS A 58 39.943 66.310 19.117 0.31292E+01
ATOM CG LYS A 58 40.509 64.913 17.734 0.16905E+00
ATOM H1G LYS A 58 40.041 64.306 17.092-0.10621E+01
ATOM H2G LYS A 58 41.214 65.430 17.249 0.17333E+01
ATOM CD LYS A 58 41.163 64.078 18.829 0.35404E+01
ATOM H1D LYS A 58 41.384 64.676 19.599 0.52219E+01
ATOM H2D LYS A 58 40.516 63.377 19.127 0.52401E+00
ATOM CE LYS A 58 42.437 63.397 18.359 0.11341E+02
ATOM H1E LYS A 58 42.565 62.560 18.891 0.22885E+01
ATOM H2E LYS A 58 42.335 63.165 17.392 0.46236E+01
ATOM NZ LYS A 58 43.651 64.249 18.517 0.34877E+02
ATOM H1Z LYS A 58 43.542 65.087 17.983 0.46322E+02
ATOM H2Z LYS A 58 43.771 64.482 19.482 0.25900E+02
ATOM H3Z LYS A 58 44.454 63.749 18.192 0.20712E+02

Fig. 4. Parte de arquivo de saida do programa GRASPcom os valores de potencial eletrostatico
inseridos na ultima coluna. at: tipo de atom; res: tipo de residuo; c: cadeia; n: niumero do
residuo; x,y,z: coordenadas; ep: valor do potencial eletrostatico.
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As informacodes geradas com o calculo do potencial
eletrostatico estao incorporadas ao aplicativo Java
Protein Dossier (Fig. 5) da versao 3.0 do SMS.

O Java Protein Dossier é uma atualizacdo do ja
existente Protein Dossier (versado 2.2 do SMS), onde
foram acrescentados, além do potencial eletrostatico,
os parametros de curvatura, hidrofobicidade, dupla
ocupancia e acessibilidade relativa, que sdo também
parametros importantes na analise das estruturas tri-
dimensionais de proteinas.

A maior contribuicdo do JPD (comparado com o
Protein Dossier) é a possibilidade de consultar
qualquer informacgcdo dos pardmetros mapeados
através do clique do mouse. A inser¢ao do potencial
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eletrostatica em um Unico arquivo, juntamente com
as informacdes de estrutura secundaria,
acessibilidade, entropia entre outros oferece uma
rigueza de informacdes e facilita a visualizacao de
sitios importantes da proteina, potenciais sitios para
ligantes, sitios de atividade, etc.

O programa SMS desenvolvido no Nucleo de
Bioinformdtica Estrutural (NBI) da Embrapa
Informatica Agropecuaria, pode ser utilizado por
qualgquer pessoa através do site http://
www.cbhi.cnptia.embrapa.br. A versdao atual
disponivel no site é a versao 2.2, e a nova versao
que inclui o resultado exposto neste trabalho esta
disponivel no beta site do NBI e sera instalada para
acesso externo no inicio de 2003.
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Fig. 5. Java Protein Dossier, com informacgdes de potencial eletrostatico incorporados na linha E. Potential.
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