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Divulgacao

PROTEIN HOMOLOGY MODELING. Modeling methods to derive 3D-structure of proteins have been recently developed. Protein
homology-modeling, also known as comparative protein modeling, is nowadays the most accurate protein modeling method.

This technique can produce useful models for about an order of magnitude more protein sequences than there have been structures

determined by experiment in the same amount of time. All current protein homology-modeling methods consist of four sequential

steps: fold assignment and template selection, template-target alignment, model building, and model evaluation. In this paper we
discuss in some detail the protein-homology paradigm, its predictive power and its limitations.
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INTRODUCAO

As maiores esperancas no campo das ciéncias médicas nas pro-
ximas décadas estdo, sem divida, centradas no Projeto Genoma. Os
pares de bases do genoma humano que foram seqiienciados recente-
mente constituem um “rascunho” importante para a elucidacdo do
genoma completo'?. Desafio maior, entretanto, serd a elucidagdo
estrutural de novos alvos moleculares, principalmente proteinas,
enzimas e receptores, e novas drogas que certamente emergirdo dos
dados provenientes do genoma humano e de outros genomas em
estudo. Estas estruturas serdo a base da revolucdo da “medicina do
futuro” ?, em que a compreensido dos fendbmenos biolégicos a nivel
molecular tera papel cada vez mais relevante. Esta nova medicina
molecular certamente implicard em avancos significativos das técni-
cas de diagnéstico e tratamento. Com isso, espera-se que seja possi-
vel iniciar os tratamentos clinicos no feto ou na primeira infincia,
muito antes do surgimento dos primeiros sintomas.

Neste contexto, esforgos t€m sido feitos em todo o mundo, por
institui¢cdes governamentais e privadas, no sentido de elucidar o maior
ndmero possivel de estruturas tridimensionais (estruturas tercidrias e
quaterndrias) de protefnas*’. Apesar das considerdveis inovagdes téc-
nicas, sobretudo nas dreas de cristalografia de raios-X e difracdo de
néutrons e de ressonancia magnética nuclear (RMN), muitos proble-
mas basicos persistem. A obten¢@o de amostras em quantidade sufici-
ente para os ensaios necessarios €, em muitos casos, dificil e os cristais
obtidos nem sempre tém a qualidade necesséria para o trabalho expe-
rimental (somente uma em cada vinte proteinas, aproximadamente,
produz cristais adequados)®. Além disso, em certas classes de protei-
nas, como por exemplo as proteinas de membrana celular, a determi-
nagdo estrutural € um desafio. Essas proteinas raramente cristalizam e
dificilmente podem ser tratadas de modo satisfatério por RMN.

Por outro lado, a elucidagdo das seqiiéncias de aminodcidos (es-
truturas primdrias) ¢ uma tarefa relativamente mais simples. Por isto,
nota-se hoje um grande hiato entre o nimero de estruturas primdrias
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e secunddrias disponiveis. Para se ter uma idéia do problema, em
outubro de 2001 o SWISS-PROT®*!’, 0 mais importante banco de
dados de estruturas primdrias, inclufa 101.602 seqiiéncias de residu-
os de aminodcidos e, no mesmo periodo, somente 14.301 estruturas
protéicas estavam disponiveis no PDB'!, o principal banco de dados
de estruturas tercidrias de proteinas. Em conseqiiéncia, foram desen-
volvidos outros métodos de elucidacdo de estruturas tridimensionais
de proteinas. E possivel, em principio, predizer a estrutura
tridimensional de proteinas a partir de sua estrutura primdria. Este

método é conhecido como modelagem de proteinas ab initio'*". A

determinag@o da estrutura secunddria de protefnas por este método é

um sério desafio, sendo hoje o maior problema ndo resolvido da

biologia molecular estrutural'®. Ainda ndo dispomos de algoritmos
capazes de simular, com precisdo, a a¢do das leis que regem o pro-
cesso de enovelamento ou empacotamento (“folding”). A principal
razdo ¢ que estas leis ainda ndo sdo perfeitamente conhecidas, o que

torna muito dificil obter conformacdes simultaneamente estdveis e

funcionais a custo computacional razodvel. Apesar dessas dificulda-

des, progressos na predicio da estrutura tridimensional de peptideos

e pequenas proteinas por métodos ab initio t€m sido relatados recen-

temente'>"".

A ferramenta mais bem sucedida de predi¢do de estruturas
tridimensionais de proteinas ¢ a modelagem por homologia, tam-
bém conhecida como modelagem comparativa (“‘comparative protein
modeling ”)"%. Esta abordagem baseia-se em alguns padrdes gerais
que t&m sido observados, em nivel molecular, no processo de evolu-
¢éo bioldgica®:

(a) homologia entre seqiiéncias de aminodcidos implica em seme-
lhanga estrutural e funcional;

(b) proteinas homoélogas apresentam regides internas conservadas
(principalmente constituidas de elementos de estrutura secunda-
ria: hélices-o e fitas-B);

(c) asprincipais diferencas estruturais entre proteinas homologas ocor-
rem nas regides externas, constituidas principalmente por alcas
(“loops”), que ligam os elementos de estruturas secunddrias.

Outro fato importante € que as proteinas agrupam-se em um nu-
mero limitado de familias tridimensionais®. Estima-se que existam
cerca de 5.000 familias protéicas®. Conseqiientemente, quando se
conhece a estrutura de pelo menos um representante de uma famdlia,
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¢é geralmente possivel modelar, por homologia, os demais membros
da familia.

Apresentamos neste artigo os principios basicos da metodologia
de modelagem de proteinas por homologia, suas limita¢des e pers-
pectivas futuras de aplicacao.

PROTEINAS HOMOLOGAS

O mecanismo evoluciondrio de duplica¢do de genes, associado
as mutagdes, leva a divergéncias moleculares e, conseqiientemente,
a formacdo de familias de proteinas estruturalmente relacionadas.
Proteinas derivadas de um ancestral comum sdo ditas homélogas®.
Em fun¢do do nimero de muta¢des envolvidas, as seqiiéncias de
aminodcidos de proteinas homdlogas podem ser, idénticas, seme-
lhantes ou dissemelhantes. Conseqiientemente, a semelhanga entre
as seqiiéncias de aminodcidos em proteinas homologas, expressa pelo
grau (percentual) de identidade, ¢ menos preservada do que a seme-
lhanga de estruturas tridimensionais. Em outras palavras, as estrutu-
ras tridimensionais de proteinas homdlogas tendem a se conservar
porque a estrutura ancestral comum € crucial para a manutencdo da
fungdo das proteinas®.

A conservacio de residuos em proteinas homdlogas é notdvel.
Seqiiéncias de residuos de aminodcidos de proteinas com cerca de
30% de identidade, apenas, podem ter excelente sobreposicao das
cadeias principais (“protein backbone”), com desvios de minimos
quadrados (“rmsd”) da ordem de 2 A%, comparéveis aos valores de
“rmsd” da ordem de 0,7 A encontrados em proteinas idénticas em
diferentes formas cristalinas® e da ordem da resolugéo da estrutura
cristalografica de muitas das proteinas disponiveis no PDB.

E importante enfatizar que a conservacio da estrutura tercidria
de proteinas homoélogas nio é uma propriedade intrinseca das prote-
inas, mas uma conseqtiéncia da evolug@o, regida por restricdes fun-
cionais. Assim por exemplo, a mudanca randomica de 70% dos
aminodcidos constituintes de uma protefna levaria certamente a uma
grande mudancga conformacional e possivel perda da fung¢ao®.

MODELAGEM DE PROTEINAS POR HOMOLOGIA

A modelagem de uma proteina (proteina-problema) pelo méto-
do da homologia baseia-se no conceito de evolu¢do molecular. Isto
é, parte-se do principio de que a semelhanca entre as estruturas pri-
madrias desta proteina e de proteinas homoélogas de estruturas
tridimensionais conhecidas (proteinas-molde) implica em similari-
dade estrutural entre elas®'.

Os métodos correntes de modelagem de proteinas por homologia
implicam basicamente em quatro passos sucessivos:
¢ identificacdo e sele¢@o de proteinas-molde;

e alinhamento das seqiiéncias de residuos;
e construgio das coordenadas do modelo;
e validacdo.

A Figura 1 mostra um esquema geral do processo de modelagem
de protefnas por homologia. Para cada um dos passos existe um grande
nimero de métodos, programas e servidores especificos da rede
mundial de computadores (Internet) (Tabela 1). Servidores sdo com-
putadores que fornecem dados e servigos para a Internet, comparti-
lhando seus recursos.

Identificacfo e selecio de proteinas-molde

A primeira etapa do método ¢ a identificacdo de pelo menos uma
proteina de estrutura tridimensional conhecida, que servira de mol-
de para a determinagdo da estrutura da proteina-problema®. Duas
situacdes sdo, em geral, possiveis:
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Figura 1. Esquema geral da modelagem de proteinas por homologia

(a) conhece-se a familia protéica a que pertence a proteina-proble-
ma;
(b) nao se sabe a que familia a protefna-problema pertence.

No primeiro caso, ¢ suficiente selecionar a proteina-molde dire-
tamente do PDB. Como um exemplo deste tipo de selecio de prote-
inas-molde, veja a referéncia 20.

No segundo caso, o método mais simples é procurar de forma
sistemdtica um ou mais moldes adequados em um banco de dados de
estruturas primdrias derivadas de proteinas armazenadas no PDB.
Podem ser utilizadas ferramentas de busca, como o BLAST?® ou o
FastA%¥, bancos de dados de seqiiéncias de pares de bases de DNA
ou de aminoécidos, como por exemplo, o GenBank* ou o SWISS-
PROT?®'° ou, ainda, outras ferramentas, como o ‘Protein Identification
Resource” (PIR)'.

Se o grau de identidade entre as estruturas primdrias das protei-
nas-molde e da protefna—problema for igual ou superior a cerca de
25%, quando o numero de residuos € superior a 80, existe grande
probabilidade de que estas proteinas tenham estruturas
tridimensionais semelhantes® e pode-se construir um modelo para a
proteina-problema.

Nos casos em que a identidade entre as seqiiéncias ¢ inferior a
cerca de 25%, a melhor maneira de atacar o problema ¢ utilizar mé-
todos de compatibilidade seqiiéncia-estrutura (“threading” ou “3D
template matching methods”)*°. Estes métodos baseiam-se na ava-
liacdo da compatibilidade entre as estruturas tercidrias da proteina-
problema e de potenciais proteinas-molde. Isto €, escolhe-se a prote-
ina-molde cuja estrutura tercidria é “mais adequada” em relacdo a
seqiiéncia da protefna-problema. A avaliag@o seqiiéncia/estrutura é
feita por meio de um potencial empirico derivado de uma tabela de
contatos de residuos observados em proteinas de estrutura conheci-
da*. Esses métodos de sele¢io de estruturas-molde sdo menos preci-
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Tabela 1. Alguns programas e servidores da Internet tteis na modelagem por homologia (maio de 2002)
Nome Tipo* Endereco na Internet Ref.
Bancos de dados
SRS S srs.ebi.ac.uk/ 32
CATH S www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath/ 33
GenBank s www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank 34
MODBASE S guitar.rockefeller.edu/modbase/ 35
PDB S www.rcsb.org/pdb/ 11
SWISS-PROT S www.ebi.ac.uk/swissprot 8-10
Bioinformatica geral
Expasy S wWww.expasy.org/
Fontes de estruturas-molde
BLAST S www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 36
FastA S www?2.ebi.ac.uk/fasta3 37
UCLA-DOE FRSVR S fold.doe-mbi.ucla.edu/ 38
PROFIT p www.bioinf.org.uk/software/ 39
Alinhamento de seqiiéncias
BLAST S www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 40
CLUSTAL s www.ebi.ac.uk/clustalw/ 41
FastA S www?2.ebi.ac.uk/fasta3 37
MULTALIN S prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html 42
Modelagem de proteinas
MODELLER p guitar.rockefeller.edu/modeller/modeller.html 43
SWISS-MOD S www.expasy.ch/swissmod 44
SWISS-MODEL S www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html 45-47
SwissPdbViewer p ca.expasy.org/spdbv/ 47
Validacdo de modelos
BIOTECH S biotech.embl-heidelberg.de:8400/ 48
PROCHECK p www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html 49
WHATCHECK p www.cmbi.kun.nl/swift/whatcheck/ 48
PROVE S www.ucmb.ulb.ac.be/UCMB/PROVE 50

* s: servidor; p: programa

cas estruturais comuns, tais como, elementos de estrutura secunda-
ria e residuos cataliticos'. No processo, ocorrem espagos vazios
(“gaps”), representados no alinhamento por linhas tracejadas (Figu-

sos que os métodos precedentes, mas poderdo vir a se tornar ferra-
mentas muito uteis para a sele¢io dos moldes®.

Alinhamento das seqiiéncias de residuos de aminoacidos

Definido o molde, passa-se ao alinhamento da seqtiéncia-pro-
blema com a seqiiéncia-molde. O objetivo do alinhamento € alinhar
residuos estruturalmente equivalentes levando em conta caracteristi-

ra 2), que correspondem, principalmente, as regides de alcas.

Se, na etapa de identificacdo de moldes, mais de uma estrutura
for selecionada, procura-se alinhar a seqiiéncia-problema com as
seqiiéncias de todos os moldes disponiveis. Neste caso, obtém-se
um alinhamento muiltiplo. Este tipo de alinhamento é considerado

hsDHFR 1 .. i _.Ql-m KNEDT E‘Ri QR I‘TSS‘EGE\QH V LM G TR SHE SR
ecDHFR 1 nta H?4IL TANG EDHAL L ME. oo WV IMGEIK T shie i
ggDHFR 1 . .VRS u..ar C‘QHM EDGHL u Y[— STSHV E.GI\QHK'NE' Befure
caDHFR 1 MLEPNYV I'ﬂv [—P.‘—.L YHEE IRY] [—D I‘RI‘T[—E‘III‘RH ESyWEE TIOF R P
hsDHFR 68 KGEITNLVLSEELKEEE. .. .QGAHFLSRﬂDmL[—:LTEQPE' ANEVDMVWI m[— EAMIIHP GHLE
=cDHFR 58 EGETCIVMTEOALELPGVRDANGAIFVINVISDEMRFAQEESVG VAYVI[EEAETIEFER. . .. ... LA
ggDHFR 68 EDRIINIVLSJELKERP....KGAHYLSKE DD 1..;1..1..[:'“912|L1I SHV) nhml TAWYHAAMEEE IHHE]
caDHFR 70 PODRILNIILSEISYEW. .. ... ... EIIDD&: A=sTEssLuLvSDVERVFIL ELYHELIHNNS LV SH
hsDHFR 134 I]Q DF E S DfigE P EIELE[—Z‘L’[—ZLLE‘ YEEVLEDVOEREGIKYRFEVEERND . . . .

ecDHFR 118 I OMEL . ........ VERLYEGEDTYVDLAMMVED YEQUGMMEHD LHTYF TRR KEELTE .

ggDHFR 134 RELH. .. . EFESDEIYFP . EIDYKDFELLTEYP GVPADIQERDEIQYKFEY TLAQ .

zaDHFR 131 LI EMEHP SPESTEMDRILEFP LESWTKOPKSELOKFVED TV LIBDD I KE GDF TR Y TLW TRE

Figura 2. Alinhamento miiltiplo das seqiiéncias de di-hidrofolato redutase (DHFR) humana, de Escherichia coli, de figado de galinha e de Candida albicans.
As dreas escuras do alinhamento indicam residuos conservados idénticos e os retdngulos indicam regioes em que mais de 80% dos residuos sdo semelhantes,
de acordo com suas propriedades fisico-quimicas. O programa CLUSTAL* foi utilizado para o alinhamento
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como sendo mais confidvel que o alinhamento simples que envolve
apenas duas seqiiéncias. A razdo disto estd em que o alinhamento
multiplo permite detectar mais facilmente as caracteristicas estrutu-
rais comuns de proteinas homdlogas.

Como exemplo de alinhamento muiltiplo, a Figura 2 mostra um
alinhamento de seqiiéncias de di-hidrofolato redutases (DHFRs) de
quatro fontes: humana (hsDHFR)*, de Escherichia coli (eccDHFR)Y,
de figado de galinha (ggDHFR)® e de Candida albicans (caDHFR).

A maior parte dos métodos de alinhamento baseia-se em técni-
cas de programagio dinAmica®®'. Os programas mais utilizados nos
processos de alinhamentos sdo 0 BLAST, o FastA¥, o CLUSTAL*,
e o MULTALIN®, todos disponiveis como servidores na Internet
(Tabela 1).

Apds o alinhamento, é possivel reconhecer regides estrutural-
mente conservadas e regides varidveis. As primeiras correspondem
as regides de mdxima similaridade, isto €, em que as conformacdes
sdo muito semelhantes. Nas regides varidveis ndo hd, em geral, cor-
respondéncia estrutural, encontram-se principalmente alcas.

O melhor alinhamento de varias seqiiéncias de estrutura conhe-
cida é obtido por sobreposi¢do das moléculas ou a partir de restri-
cdes espaciais. Pode-se melhorar a qualidade do alinhamento das
seqiiéncias com o auxilio de outras informagdes. Assim, por exem-
plo, quando se tem vdrias seqiiéncias homologas, pode-se construir
um perfil estrutural da familia protéica®>. Além disso, pode-se usar
informacdes provenientes das estruturas-molde como guia para o
alinhamento®. As informagdes permitem modificar iterativamente o
alinhamento e, portanto, a estrutura tridimensional da proteina-pro-
blema. Cautela é importante neste tipo de procedimento para evitar
modifica¢des drasticas na conformag@o do arcabougo estrutural do
modelo.

Como a avaliagdo de um modelo tridimensional é mais facil que
a de um alinhamento de seqiiéncias, um bom procedimento é gerar
vérios modelos alternativos e escolher o mais satisfatério quando ha
divida sobre o alinhamento®.

Construciao do modelo (geracio das coordenadas cartesianas)
Modelagem das regioes estruturalmente conservadas

A localizag@o no espago tridimensional do maior nimero possi-
vel de dtomos da proteina-problema depende do alinhamento®. A
construcdo da parte interna da proteina-problema baseia-se na idéia
de que a conformagdo da cadeia principal da estrutura-molde pode
ser transferida para ela. Existem muitos métodos de modelagem des-
sas regides conservadas. Os mais importantes sdo a modelagem pela
unido de corpos rigidos (“modeling by rigid-body assembly”)%¢%, a
modelagem pela combinacdo de segmentos (“modeling by segment
matching”)®° e a modelagem pela satisfa¢do de restrices espaciais
(“modeling by satisfaction of spatial restraints”)* 71", Por razdes de
espaco, ndo descreveremos estes métodos.

Modelagem das regides de alcas

As diferencas funcionais entre membros de uma mesma familia
protéica sdo, em geral, conseqiiéncia de diferencas estruturais na
superficie externa das proteinas. Estas diferengas provém de substi-
tui¢des, eliminagdes e insercdes de residuos nas cadeias de proteinas
homologas, principalmente nas alcas, as regides mais expostas da
proteina. Por serem regides estruturalmente varidveis, as algas geral-
mente determinam a especificidade das proteinas, contribuindo para
a estrutura dos sitios de ligacdo (no caso de enzimas, sitios ativos).
Conseqiientemente, a modelagem das alcas € uma etapa essencial na
geracdo de modelos protéicos por homologia™.

Quim. Nova

A modelagem das alcas pode ser vista como um problema de
enovelamento de protefnas. A conformacdo de um segmento de ca-
deia polipeptidica deve ser obtida a partir de sua seqiiéncia. As alcas,
entretanto, sdo geralmente pequenas e isto provoca distor¢des de
enovelamento dificeis de avaliar a priori™. Além disto, a conforma-
¢30 de um dado segmento (de al¢a) € influenciada pela estrutura do
resto da proteina™. Em outras palavras, as conformagdes das alcas
devem ter baixa energia interna e ndo interagir desfavoravelmente
com o restante da proteina®. Devido a estas complica¢des, a mode-
lagem de algas €, sem duvida, a etapa mais dificil da predi¢cdo de
modelos de proteinas. Conseqiientemente, € nestas regides que a pro-
babilidade de ocorrerem erros de modelagem ¢ maior.

Os métodos de predigdo de algas classificam-se em: métodos ab
initio™"” e métodos comparativos, baseados na semelhanga com frag-
mentos de estruturas conhecidas’™®. A predi¢do de al¢as por méto-
dos ab initio baseia-se em uma andlise conformacional que depende
do ambiente estrutural e é guiada por uma fungdo de energia. Os
métodos comparativos utilizam bancos de dados de estruturas de al-
cas de proteinas armazenadas no PDB, nos quais pode-se procurar,
para cada alca da proteina-problema, estruturas que tenham as con-
formagdes energética e geometricamente mais favordveis. Uma vez
obtidos os modelos de alca, o sistema é otimizado por mecanica
molecular. Esta metodologia é mais eficiente quando o nimero de
aminodcidos das algas é pequeno, geralmente menor do que oito®.

Pode-se reduzir, em alguns casos, as limitacdes inerentes aos
métodos comparativos pela aplicagdo de métodos hibridos, que com-
binam a abordagem por bancos de dados e os métodos ab initio®'*.
As alcas modeladas sdo selecionadas de acordo com critérios como
a exposicdo de grupos hidrofébicos na superficie e a necessidade de
baixas energias conformacionais relativas.

Modelagem das cadeias laterais

Como no caso das algas, as conformacdes das cadeias laterais
também sdo modeladas a partir de dados estéricos e energéticos de
estruturas semelhantes obtidos experimentalmente®*. A modelagem
¢ feita com o auxilio de bancos de dados de rotdmeros permitidos de
cadeias laterais (), ), derivados de estruturas tercidrias do PDB de
alta resoluciio®. A Figura 3 define esquematicamente os angulos
torcionais de proteinas envolvidos na andlise.

Figura 3. Definicdo dos dngulos torcionais da cadeia principal (¢ e y) e
das cadeias laterais (y,)

A utilizagdo de “bibliotecas” de cadeias laterais (ou “colecdes”,
termo menos utilizado na drea) como, por exemplo, a desenvolvida
por Dunbrack Jr. e colaboradores®’, é um dos métodos mais eficien-
tes de predi¢do da estrutura das cadeias laterais de proteinas. Elas
permitem estimar a probabilidade de cada cadeia lateral assumir uma
determinada conformag@o (), ) em fungdo dos angulos confor-
macionais da cadeia principal (¢ e ¢) e do tipo de residuo. A preci-
sdo aproximada do método € de 82% para o angulo diedro y, e de
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72% para os diedros ), € X,, tomados simultaneamente. Esta preci-
sdo ¢é alcancada para pares de estruturas que compartilham de 30 a
90% de identidade.

Quando as cadeias laterais estio localizadas na superficie da pro-
tefna, deve-se incluir termos de solvata¢do no processo de modela-
gem®¥. Além disso, a inclusdo de termos que descrevem as ligagdes
hidrogénio melhora significativamente a predicdo da estrutura das
cadeias®.

Pontes de dissulfeto sdo um problema especial e as cadeias late-
rais deste tipo sdo modeladas com o auxilio de informacdes estrutu-
rais derivadas de pontes de dissulfeto equivalentes em estruturas se-
melhantes®! 2.

Otimizagdo do modelo gerado

Ap0s a construgdo do modelo da proteina-problema é necessa-
rio otimiza-lo. As intera¢des desfavordveis entre &tomos nao-ligados
(“nonbonded contacts”), bem como as energias de angulos torcionais
e de ligacdo sdo otimizadas por mecénica molecular®. Como regra
geral, esta otimizag¢do ndo pode ser extensiva para ndo desviar o sis-
tema de seu molde original®. Conseqiientemente, as etapas de
otimizacdo e validagdo do modelo devem ser efetuadas simultanea-
mente.

Validacao do modelo

A validagdo ¢ uma etapa essencial que pode ser executada em
diferentes niveis de organizacdo estrutural. Deve-se avaliar a quali-
dade do empacotamento global da proteina, os possiveis erros estru-
turais em regides localizadas e os pardmetros estereoquimicos®. A
Tabela 1 lista alguns métodos de validacao.

Como a qualidade do modelo depende muito da estrutura da pro-
tefna-molde utilizada, € preciso que esta tltima tenha sido obtida em
boa resolucio e com um fator-R satisfatério. E preferivel usar como
modelos estruturas cuja resolucdo seja igual ou superior a 2 Ae fa-
tor-R inferior a 20%".

Um primeiro requisito a que uma proteina adequadamente mo-
delada deve atender é ter uma estrutura tercidria satisfatéria®. Sua
qualidade depende da proteina escolhida como molde e do alinha-
mento calculado. E importante verificar se existem grandes diferen-
¢as conformacionais ndo explicadas entre os elementos de estrutura
secunddria (regides conservadas) das estruturas-molde e da estrutu-
ra—modelada®.

A qualidade estereoquimica do modelo é de importancia funda-
mental. O programa mais utilizado na avaliacdo dos parimetros
estereoquimicos, 0o PROCHECK®, avalia os comprimentos de liga-
¢do, os angulos planos, a planaridade dos anéis de cadeias laterais, a
quiralidade, as conformagdes das cadeias laterais, a planaridade das
ligacdes peptidicas, os Angulos torcionais da cadeia principal e das
cadeias laterais, o impedimento estérico entre pares de 4tomos ndo-
ligados e a qualidade do grdfico de Ramachandran®. O gréfico de
Ramachandran ¢ particularmente ttil porque ele define os residuos
que se encontram nas regides energicamente mais favordveis e des-
favordaveis e orienta a avaliagdo da qualidade de modelos tedricos ou
experimentais de proteinas.

E necessdrio avaliar também as interacdes entre a estrutura mo-
delada e o0 meio, essencialmente dgua. Neste tipo de andlise, pode-se
usar o programa WHATCHECK®*, que d4 informacdes sobre a for-
macdo de regides centrais hidrofébicas, a acessibilidade de residuos
e dtomos a moléculas de solvente (dgua), a distribuicao espacial de
grupos idnicos, a distribui¢do das distancias atdmicas e das ligacdes
hidrogénio da cadeia principal. No mesmo contexto, o programa
PROSAII” avalia o ambiente de cada aminodcido da protefna mode-
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lada (validacao localizada), tendo como referéncia o ambiente espe-
rado em proteinas andlogas de alta resolug@o.

Outras metodologias baseadas em mecanica molecular, cdlculos
de energia livre de solvatacio ou métodos estatisticos tém sido testa-
das®. Estas metodologias sdo, em principio, capazes de estimar a
qualidade da estrutura tercidria dos modelos de proteinas.

LIMITACOES DO METODO E POSSIVEIS ERROS

Em muitos casos, a probabilidade de ocorréncia de erros em um
modelo de proteina construido pelo método da homologia é inversa-
mente proporcional ao grau de identidade entre as seqiiéncias de
residuos utilizadas. No entanto, Chothia e Lesk demostraram que
relagdes mais complexas entre a qualidade de modelos gerados e o
grau de identidade com o molde sdo possiveis®'. Em conseqiiéncia,
modelar uma proteina com baixo grau de identidade com o molde
utilizado é geralmente muito mais dificil.

Em geral, os erros ndo se distribuem igualmente por toda a es-
trutura®’. Como um primeiro critério, os rmsd das distincias entre os
atomos da cadeia principal de estruturas conservadas de pares de
proteinas dependem do grau de identidade das seqiiéncias utiliza-
das’'. Pares de protefnas com grau de identidade superior a 50%,
aproximadamente, apresentam, em geral, rmsd inferior a cerca de
1,0 A para a proteina como um todo.

As regides cuja estrutura é conservada sao mais confiaveis que
as regides de algas. Quando o grau de identidade € superior a cerca
de 30%, os residuos formados por hélices-a. e fitas-f tém, em geral,
bom alinhamento com os residuos correspondentes do molde. Abai-
xo deste grau de identidade, as fitas aparentemente se alinham me-
lhor que as hélices?'.

As etapas mais problematicas da modelagem de protefnas por
homologia s@o o alinhamento das seqiiéncias e a modelagem das
regides de alcas. Muitos avangos t€m sido feitos nos métodos de
alinhamento de seqiiéncias®. J4 a modelagem de al¢as ainda é um
fator limitante, principalmente quando o nimero de residuos é gran-
de?'.

Em alguns casos, cerca de 27% de identidade entre as seqiiénci-
as ¢ suficiente para um bom alinhamento e, conseqiientemente, para
um bom modelo. Hd casos, porém, em que apesar do alto grau de
identidade e do bom alinhamento nio se obtém modelos satis-
fatérios®'. Cada modelagem é um problema particular e deve-se ter
sempre em mente que a construgdo de um modelo de proteina é uma
tarefa que deve ser fundamentada em principios de evolu¢ao molecular
para cada grupo especifico de proteinas homologas. Quando as pro-
tefnas t€m vérios dominios, a constru¢do do modelo é um processo
ainda mais complexo.

Em resumo, os erros normalmente encontrados em modelos de
proteinas gerados por homologia podem ser divididos em cinco ca-
tegorias®?’:

1. Erros de modelagem das cadeias laterais. Quando o grau de
identidade entre a estrutura-problema e a estrutura-molde é baixo
podem surgir problemas de encaixe de algumas cadeias laterais no
corpo principal do modelo, formando regides interrompidas.

2. Deslizamento em regides do alinhamento. Divergéncias en-
tre seqiiéncias podem provocar distor¢des durante a localizagdo dos
residuos da cadeia principal, mesmo que o enovelamento global do
modelo seja satisfatério. A utilizag@o de vdrias protefnas-molde pode
reduzir este tipo de erro.

3. Erros em regioes sem molde. Este tipo de erro pode ocorrer
em segmentos da estrutura-problema que ndo tém equivalentes na
estrutura-molde, principalmente em regides de alcas grandes. A ava-
liacdo critica do alinhamento proposto e do ambiente em que a alga
estd localizada pode levar a superagdo deste tipo de erro.
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4. Erros de alinhamento. Ocorrem principalmente quando o
grau de identidade entre as seqiiéncias envolvidas ¢ inferior a 30%.
Para reduzi-los, deve-se dar preferéncia a alinhamentos mdltiplos e,
se possivel, modificar iterativamente as regides do alinhamento tidas
como problematicas.

5. Moldes incorretos. Este tipo de erro € mais provavel quando
o grau de identidade é inferior a 25%. Nestes casos, deve-se buscar
parametros experimentais e modificar com cautela o alinhamento.

COMENTARIOS FINAIS

A modelagem por homologia pode ser titil quando as estruturas
de proteinas baseadas em cristalografia de raios-X ou RMN néo es-
tdo disponiveis. A modelagem de proteinas por homologia tem sido
importante nas dreas de biologia estrutural, bioquimica e bioffsica,
particularmente em estudos relacionados com os genomas. Aqui, seu
potencial € imenso, pois a técnica é capaz de acelerar o processo de
elucidagdo de estruturas protéicas em curto espaco de tempo e a cus-
tos reduzidos.

Apesar das limitagdes inerentes ao método, a modelagem de pro-
tefnas por homologia é uma ferramenta adequada para a predicdo
tedrica da estrutura de protefnas. A técnica tem sido aplicada com
sucesso na industria farmacéutica e na pesquisa fundamental, sendo
uma poderosa alternativa para a superacdo dos problemas envolvi-
dos na elucidag@o de estruturas protéicas por técnicas experimen-
tais.

Para uma revisdo do progresso na drea de modelagem de protei-
nas, bem como a validacdo e limita¢des das técnicas atualmente uti-
lizadas, recomenda-se ao leitor uma consulta ao “Critical Assessement
of Techniques for Protein Structure Prediction” (CASP)*. Trata-se
de uma conferéncia bianual, onde se avaliam os métodos tedricos
disponiveis para a predicdo de estrutura de proteinas.

Durante a conferéncia, especialistas em cristalografia e em RMN
de proteinas submetem aos participantes seqiiéncias de proteinas cujas
estruturas tercidrias foram recentemente elucidadas e ainda nao
divulgadas. Vdrios grupos, das dreas de modelagem de proteinas por
homologia, por métodos ab initio e enovelamento de proteinas
(“protein folding”), tentam elucidar as estruturas obtidas experimen-
talmente. Deste modo, os métodos tedricos para predicdo de protei-
nas podem ser validados e uma visdo geral do estado-da-arte ¢ obti-
da.

O CASPS aconteceu entre os dias 1 e 5 de dezembro de 2002 no
Asilomar Conference Center em Pacific Grove, préximo a Monterey,
Califérnia, EUA”.
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