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Proteinas sdo moléculas que desempenham os mais
diversos papéis no processo da vida. Existem proteinas
estruturais, proteinas cataliticas, proteinas de
transporte e armazenamento, proteinas do sistema
imune, e proteinas regulatérias (Branden & Tooze, 1999;
Lesk, 2001; Alberts et al., 2002; Creighton, 2003).

As proteinas sdo polimeros que tem uma “cadeia
principal” de unidades repetitivas”- os peptideos -

com uma —“cadeia lateral” ligada a eles (Fig. 1). A
cadeia principal é formada pelos atomos: nitrogénio
(N), carbono alfa (Ca), carbono (C) e oxigénio (O). O
carbono alfa faz a ligacdo com a cadeia lateral. As
proteinas naturais sdo formadas de um repertoério
bésico de 20 aminoacidos. Esses aminoacidos tém
propriedades fisico-quimicas variadas em fung¢éo de
suas cadeias laterais. As estruturas das cadeias
laterais dos 20 aminoacidos estdo ilustradas na Fig. 2.

Fig. 1. Formacao da cadeia polipeptidica. Em cada proteina ha uma cadeia
principal repetitiva e uma sequéncia individual de cadeias laterais.
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Fig. 2. Os vinte aminoacidos que ocorrem naturalmente em proteinas. Os vinte
aminoacidos podem ser representados por simbolos de uma ou trés letras: Ala(A)=alanina,
Arg (R)=arginina, Asn(N)=asparagina, Cys(C)=cisteina, Glu(E)=acido glutamico,
GIn(Q)=glutamina, Gly(G)=glicina, His(H)=histidina, Ile(l)=isoleucina, (Leu(L)=leucina,
Lys(K)=lisina, Met(M)=metionina, Phe(F)=fenilanina, Pro(P)=prolina, Ser(S)=serina,
Thr(T)=treonina, Trp(W)=triptofano, Tyr(Y)=tirosina, Val(V)=valina. (Extraido de http://
www.le.ac.uk/biochem/mp84/teaching/lecture3.html)

A unido dos aminoacidos que gera a cadeia
polipeptidica acontece quando os atomos C,, e N, da
cadeia principal se ligam através de uma ligacao
peptidica. A seqiiéncia dos aminoacidos que formam
a proteina é chamada de estrutura primaria. A estrutura
secundéaria esta relacionada com o dobramento local
da cadeia polipeptidica. A estrutura terciaria € o arranjo
dos elementos da estrutura secundéaria em trés
dimensoes.

O dobramento da cadeia polipeptidica pode ser descrito
de acordo com os angulos de rotacao interna em torno
das ligacdes das cadeias principais (Fig. 3). As ligacdes
entre o N e Co, e entre o Ca e C, sdo ligagbes simples.
As rotacgfes internas em torno dessas liga¢gfes sédo
restringidas por possiveis colisdes dos &tomos quando
a proteina se dobra. A rotagdo em torno da ligagédo N -
Ca é representada pelo angulo ¢, e a rotagdo em torno
de Co. - C é representada por ¢. Algumas combinacdes
de ¢ e ¢ produzem conformagoes estereoquimicamente Fig. 3. Angulos que descrevem o dobramento da
proibidas. cadeia polipetidica.
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A explosdo da genbmica, colocando a disposicdo dos
pesquisadores seqUéncias gendmicas inteiras, fez
aumentar o nimero de seqiéncias de proteinas nos
bancos de dados. No entanto, a resolucdo das
estruturas destas proteinas nao € tdo rapida. Este
aumento no nimero de seqiiéncias esta fazendo com
que estruturas sejam modeladas, baseando-se nas
informacdes de estruturas ja resolvidas.

Métodos de analise de estruturas de proteinas estdo
se tornando fundamentais para entender o
funcionamento destas macromoléculas, para a
modelagem de novas moléculas e para a modelagem
de pequenas moléculas complexadas as proteinas.
Grande parte das reacdes que as proteinas realizam
resultando no funcionamento das mesmas, resulta de
interagdes entre os residuos que as formam. Procura-
se entdo conhecer todos os tipos de mudancas que a
proteina pode sofrer e todas as caracteristicas
estruturais desta.

O processo de constru¢do de um modelo de uma
proteina por homologia normalmente segue alguns
passos:

e ¢ feito um alinhamento das seqiiéncias da pro-
teina que se quer modelar e a proteina
homaéloga. Quanto maior a percentagem de iden-
tidade neste alinhamento, mais facil sera a mo-
delagem;

e baseado neste alinhamento é gerado um mode-
lo da cadeia principal da proteina;

e apos obtido o modelo da cadeia principal, as
cadeias laterais devem ser colocadas no mode-
lo. No momento de colocar as cadeias laterais
dos aminoacidos nos modelos, o maior proble-
ma é que muitos aminoacidos tém varias con-
formacdes favoraveis (rotameros).

Métodos de analise de estruturas sdo utilizados no
estudo de modelagem. O método de andlise estrutural
desenvolvido no grupo de bioinforméatica estrutural da
Embrapa Informética Agropecuaria (http://
www.cbi.cnptia.embrap.br/SMS) procura mapear o
maior nimero de informacdes relativas as estruturas
das proteinas com estruturas conhecidas, depositadas
no Protein Data Bank (Berman et al., 2000), formando
um sumario completo da proteina em estudo. O
objetivo deste trabalho é descrever duas novas
propriedades que serdo incorporadas neste método,
rotdmeros e ocupancia. A colocacao correta das cadeias
laterais no modelo é uma das etapas principais da
constru¢do de um modelo por homologia. Portanto,
todas as informacdes referentes as varias
conformacdes que as cadeias laterais podem assumir
em uma estrutura é de grande importancia no momento
da construcdo de um modelo tridimensional de uma
proteina.

Conformacao das Cadeias Laterais
(Rotameros)

Os atomos dos 20 aminoéacidos geralmente
encontrados nas proteinas, séo nomeados para facilitar
sua identificagdo. O carbono central da cadeia principal
do aminoacido é chamado de alfa (o). Neste carbono
alfa esta ligada a cadeia lateral do aminoacido e os
atomos das cadeias laterais sdo denominados B, v, 9, €,
e {, em ordem de distancia do carbono . Veja como
exemplo dois aminoacidos mostrados na Fig. 4. Esta
mostrado ai somente o carbono alfa da cadeia principal
e a cadeia lateral do aminoacido. Os atomos N, C e O
da cadeia principal ndo estdo presentes. No caso do
aminoécido lisina, por exemplo, o carbono alfa é o
primeiro na parte inferior do desenho, sendo seguido
pelo carbono beta (B), carbono gama (y), carbono delta
(8) carbono epsilon (g) e finalmente o nitrogénio zeta ({).
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Fig. 4. Exemplos da nomenclatura dos atomos
das cadeias laterais de dois aminoacidos: lisina
e tirosina.

As conformacdes das cadeias laterais, assim como as
conformacdes da cadeia principal como descrito acima,
também séo descritas por angulos de rotagéo interna
(dngulos de torsdo), denominados chil, chi2, chi3, etc.,
como ilustrado na Fig. 5 para o caso do aminoacido
lisina. Cadeias laterais diferentes, tém quantidades de
graus de liberdade diferentes. A cadeia lateral de uma
arginina, por exemplo, tem cinco angulos de rotagéo
interna. Os aminoacidos glicina e alanina nao tém
nenhum angulo de rotacgdo (Lesk, 2001).
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C
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Fig. 5. Angulos de torcéo da lisina.
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As conformacdes de qualquer cadeia lateral
correspondendo a diferentes combinag¢des de valores
dos angulos chi sdo chamadas rotameros. Os
rotdmeros sao geralmente definidos como as
conformacdes de menor energia.

Em geral, os valores de chil - a rotagcdo em torno da
ligacédo Ca - Cp - ficam em torno de 60° (gauche-), 180°
(trans), 60° (gauche+). A analise estatistica dos padrdes
dos angulos conformacionais produziram as
“bibliotecas de rotdmeros™ (Lovell et al., 2000;
Dunbrack Junior & Cohen, 1997), colec¢Bes das
conformacdes das cadeias laterais preferenciais. A
utilizagao das informagdes contidas nas bibliotecas de
rotdmeros permite que os pesquisadores que estejam
determinando ou modelando a estrutura de uma
proteina possam usar as conformagdes mais provaveis,
economizando tempo e produzindo uma estrutura que
tem maiores chances de estar correta. Uma observacéo
que também é util para a modelagem de proteinas
relacionadas é que as conformag¢des das cadeias
laterais tendem a ser conservadas. Ou seja, residuos
homoélogos em proteinas relacionadas tem
conformacéo similar das cadeias laterais. Isso acontece
devido as interagfes que ocorrem com o0s residuos
vizinhos.

Dupla Ocupancia

Devido a melhoria dos equipamentos utilizados para
determinar estruturas de proteinas através de difracao
de raios X (detetores, luz sincrotron), esta sendo
possivel “enxergar” mais detalhes das estruturas. Os
cristais que séo difratados nos raios X sdo formados
por milhares de moléculas arranjadas simetricamente
e cercadas por agua (30-60% do volume total do cristal
é agua), o que permite a mobilidade das moléculas.
Alguns residuos, principalmente aqueles com cadeia
lateral maior, podem ocupar posi¢cdes diferentes nas

varias moléculas que compdem o cristal. Esta
flexibilidade algumas vezes pode ser percebida nos
mapas de difracdo que sdo analisados na determinacgao
da estrutura (Fig. 6).

Fig. 6. Exemplo de densidade eletro-
nica obtida em um experimento de
cristalografia por difracdo de raios X
de uma proteina. O residuo tirosina
tem densidade eletrénica visivel para
ser modelado em duas posicdes.

Quando o cristalégrafo identifica que o residuo tem
essa flexibilidade, ele determina as coordenadas (X, v,
z) para as duas possiveis posi¢cdes dos atomos do
residuo, determinando inclusive o grau de ocupancia
(0 a 100%) nos campos 4 e 12 do arquivo de
coordenadas da estrutura. Este arquivo € um arquivo
padrédo, chamado de arquivo pdb (Berman et al., 2000),
que contém as informacgdes da estrutura da proteina.
Neste arquivo as coordenadas dos atomos devem ter
o seguinte formato:

Campo Colunas Formato Descrigdo
1 1 - 6 A6 ATOM ou HETATM
2 7 - 11 I5 numero serial do atomo
- 12 - 12 1X
3 13 - 16 A4 nome do atomo (“ CA ™ “ ND1”)
4 17 - 17 A cddigo alternativo (se houver)
5 18 - 20 A3 cdédigo de trés letras do amino acido
- 21 - 21 1X
6 22 - 22 Al cbdigo identificador da cadeia
7 23 - 26 I4 nimero sequencial do residuo
8 27 - 27 Al cbdigo de insercdo (se houver)
- 28 - 30 3X
9 31 - 38 F8.3 coordenada x do atomo
10 39 - 46 F8.3 coordenada y do atomo
11 47 - 54 F8.3 coordenada z do atomo
12 55 - 60 F6.2 valor da ocupéncia
13 61 - 66 F6.2 fator de temperatura
- 67 - 67 1X
14 68 - 68 I3 nimero da nota de rodapé
Exemplo
1 2 3 5 6

12345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678

ATOM 1751 N GLY C 250
ATOM 1752 CA GLY C 250
ATOM 1753 C GLY C 250
ATOM 1754 O GLY C 250

32.
32.

31

30.

286 1.882 43.206 1.00 22.00
365 1.086 41.969 1.00 21.39
.538 1.735 40.864 1.00 20.79
621 2.527 41.152 1.00 21.58
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Java Protein Dossier

A ferramenta Java Protein Dossier do pacote de
programas Sting Millennium Suite (SMS-http://
www.cbi.cnptia.embrapa.br/SMS/) tem como funcéo
fornecer um sumario completo de varias caracteristicas
estruturais das proteinas como por exemplo: estrutura
secundaria, fatores de temperatura, contatos entre
residuos, entropia, qualidade estereoquimica, entre
varios outros. Este sumario representa varias
propriedades através de cdédigos de cores,
apresentando de uma maneira Unica uma informagéo
bastante completa das propriedades de uma estrutura
de macromolécula. O JPD esta sempre expandindo sua
lista de propriedades adicionando parametros
considerados importantes na analise da estrutura de
uma proteina.

Os dois parametros descritos, rotdmero e dupla
ocupéncia sdo informac¢des estruturais importantes
para a analise estrutural de uma macromolécula. Estes
parametros serdo integrados ao relatorio de anélise
gerado pelo JPD. A Fig. 7 mostra a informacgéo de
ocupancia ja marcados no JPD. Com isso o pesquisador
visualiza imediatamente quantas e quais possibilidades
de conformacdo aquela cadeia lateral pode assumir
numa determinada molécula. Nesta Fig., a primeira
linha se refere a seqiiéncia de aminoacidos da proteina,
e a segunda é a linha da dupla ocupancia. As cores
correspondem ao grau de ocupancia que foi
determinada no arquivo depositado no banco de dados
(amarelo =21-40%, azul claro=41-60%, azul escuro=61-
80%). Esta informacéo vai ser colocada na verséo 3.0
do JPD, que ainda esta em desenvolvimento.

Aqueles residuos que podem assumir conformacdes
diferentes da cadeia lateral serdo marcados no JPD e
as opc¢des de rotdmero existentes serdo listadas
baseadas nas bibliotecas de rotameros (Lovell et al.,
2000; Dunbrack Junior & Cohen, 1997). A
implementacdo da marcac¢do dos rotdmeros estad em
desenvolvimento.
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Quando o arquivo com as coordenadas da proteina tiver
algum residuo com dupla ocupéancia, o JPD mostra uma
linha onde aqueles residuos ficam coloridos,
permitindo uma visualizacdo imediata dos residuos
com esta propriedade.

Mais detalhes sobre o funcionamento completo do
modulo JPD poderéo ser encontrados no artigo sobre
esta ferramenta (Higa et al., 2003).

Consideracoes Finais

A demanda por modelos de estruturas para os quais
nao existem dados experimentais € muito grande para
muitos projetos de desenho racional de drogas. No
entanto, a determinacdo da estrutura a partir da
seqiiéncia é um problema que tem se mostrado muito
dificil. A modelagem por homologia tem se mostrado
muito Uutil para esta situagdo. Em modelagem por
homologia, um modelo é gerado baseado na estrutura
conhecida de uma proteina homologa.

Informacdo sobre possiveis combinacbes e
conformagdes dos aminoacidos, rotdmeros e
possibilidades de localizacéo das cadeias laterais, é de
uma ajuda inestimavel no momento de decidir como
0s aminoacidos serdo dispostos ao longo da cadeia
polipetidica (Bower et al., 1997).

Nos ultimos quatro anos, o numero de estruturas de
moléculas bioldgicas depositadas no banco de dados
de proteinas (PDB) duplicou. Existermn no momento
quase 20.000 estruturas disponiveis. Este aumento de
dados requer uma maneira facil e rdpida de acesso a
estes dados e muita organizacdo. Ndo apenas as
informacgdes presentes nos arquivos de estruturas sdo
de interesse para a comunidade cientifica, mas também
as informagfes derivadas dos dados estruturais que
nao se encontram nos arquivos. Além disso, ha muita
informacéo adicional que pode ser oferecida. Quanto
maior o volume de informagdo disponivel sobre as
estruturas de proteinas, mais facil serd a modelagem
de novas estruturas.
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Fig.7. Sumario do JPD para uma parte da proteina de cédigo 1bxo mostrando os residuos com dupla ocupancia
marcados.
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