64

Pesquisa

Novos métodos comp

Daniel John Rigden

Pesquisador na Area de Bioinformdtica
Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia — Cenargen/Embrapa
Brasilia, DF
daniel@cenargen.embrapa.br

Luciane Vieira de Mello
Pesquisadora na Area de Bioinformdtica
Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia — Cenargen/Embrapa
Brasilia, DF
mello@cenargen.embrapa.br

Anotagéo Funcional

Computacional de Proteinas

Fotos e ilustracoes cedidas pelos autores

ais poderdo preencher lacunas do sistema de anofacio atual

Introducio

caracteristica mais importante de

uma proteina é sua func¢io. Pode

até mesmo se dizer que a existén-

cia de uma proteina depende da
sua fungdo; enquanto que o DNA nio-
codificante de um organismo pode incluir
copias nao-transcritas de genes. Sendo as-
sim, o custo energético de sintetizar uma
proteina assegura que somente proteinas
com fun¢des necessdrias para um organis-
mo sejam produzidas. A funcio de uma
proteina pode ser descrita em virios niveis
de detalhes, do fisiologico — proteina X esta
envolvida no processo de replicacio de
células —, até o quimico —proteina X catalisa
a hidrolise de um certo substrato. Para se
determinar experimentalmente a fun¢io mo-
lecular de uma proteina, é necessario puri-
fica-la (as vezes com a ajuda de técnicas
modernas de biologia molecular), e, em
seguida, testar sua atividade biologica. Os
resultados podem ou nao fornecer dados
sobre as fungoes in vivo da proteina. Alter-
nativamente, pode-se utilizar novas metodo-
logias, como microarranjo (microarrays)ou
andlise protedmica, quando o objetivo é
focalizar diretamente nos niveis de expres-
sao de determinadas proteinas, ou na ex-
pressao dos genes que as codificam, sob
diferentes condi¢coes ambientais, ou em di-
ferentes etapas do desenvolvimento. Esses
métodos fornecem indicacdes da funcao in
vivo da proteina, mas, ao contririo dos
ensaios, dizem pouco sobre a fun¢io em
termos quimicos e bioquimicos. Todas essas
técnicas exigem um investimento significati-
VO em equipamento e tempo, tanto que no
podemos pensar em estudar diretamente
mais do que uma minudscula fracio de
proteinas de interesse.

Ao contririo, sequéncias biolégicas sao
atualmente obtidas a um custo relativamente
baixo. Isso reflete no crescimento exponen-
cial do tamanho dos bancos de dados de
seqiéncias. Porém, essa vasta quantidade
de dados € de pouco valor cientifico ou
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aplicado, sem a sua adequada anota¢iao
funcional. Como experimentos laboratori-
ais dificilmente vao ser capazes de tratar
essa grande quantidade de dados, o cami-
nho alternativo € através da andlise com-
putacional. Embora jd existam sistemas
computacionais capazes de anotar, até
certo ponto, todas as novas seqiéncias
que véem sendo determinadas, estes ain-
da apresentam graves falhas. Além de
produzir uma anotacao significativamen-
te incompleta, erros estao sendo introdu-
zidos na anotagao de algumas seqiiéncias
que, pela natureza do sistema, podem
rapidamente ser propagados a outras se-
qiiéncias a serem analisadas.

Essa revisao é dividida em trés partes.
Na primeira, descreve-se brevemente o
modo atual de anotacio funcional com-
putacional, destacando suas falhas. Na
segunda parte, sio discutidas as novas
possibilidades para a anotac¢ao funcional
computacional, cujo desenvolvimento foi
estimulado pelos projetos genoma. E fi-
nalmente, as novas idéias que buscam
informagoes sobre funcao através de ana-
lises de estruturas sao avaliadas. Um resu-
mo do fluxo de dados durante o processo
de anotacido funcional esta ilustrado na
Figura 1.

Osistemaatual de anotacio
funcional computacional

Atualmente, novas seqliéncias biolo-
gicas sao anotadas funcionalmente sim-
plesmente através da compara¢io com
seqiiéncias existentes, que sio armazena-
das em bancos de dados como, por
exemplo, o GenBank (http://www.ncbi.
nlm. nih. gov/ entrez/query. fcgi?db =
Protein). BLAST (Altschul et al, 1990) é o
programa padrio para essa comparacio,
devido a sua extrema eficiéncia. Esse
programa possibilita a comparacio das
milhares de novas sequiéncias geradas
diariamente, com as depositadas em ban-
cos de dados, que véem crescendo expo-



nencialmente. Assim, a nova

adequada é ignorada pelos sis-

seqliéncia é comparada com Métodos de temas automatizados, uma vez
outra ja existente e bem carac- Fontes de Tipos de anotagio que o grau de similaridade da
terizada, e que apresentou o dados dados funcional nova proteina € menor com

maior grau de similaridade com
a nova seqiiéncia, sendo sua
funcao transferida para esta.
Dependendo do grau de simi-

laridade, a anota¢ao pode ser
modificada de “Proteina X~
para "Proteina X-provavel  ou
“Semelhante a proteina X, re-

tais proteinas. A comparacio
das anotacoes automatizadas
realizadas por trés diferentes
grupos do genoma de Myco-
plasma genitaliummostrou que
as anotacdes possuiam, pelo

fletindo assim uma incerteza
na transferéncia de funcao,

menos, 8% de erro (Brenner,
1999).

Embora os erros de inter-

em casos onde a similaridade

pretacdo claramente contribu-
am para uma anotacao erro-

entre as duas sequéncias seja
considerada baixa.

A principal vantagem do
sistema atual encontra-se na
sua eficiéncia, que, mesmo
em face da avalanche de se-
qiiéncias novas, possibilita a
anotagiao rapida de todas as
novas seqiiéncias. Porém, estd
ficando cada vez mais claro
que o sistema atual tem sérias
falhas. Uma falha nao muito
grave é a incapacidade do
sistema em anotar novas se-
qiiéncias que ndo apresentam
similaridade significativa com
seqiiéncias existentes. Os re-
sultados de projetos de geno-
ma mostram que, em cerca de
40% dos casos, uma sequién-
cia ndo mostra similaridade
significativa com uma proteina ja carac-
terizada (Gerltand Babbitt, 2000). Nesses
casos, o sistema atual é incapaz de
fornecer uma anotacio til.

Uma falha mais grave, € uma série de
problemas capazes de introduzir erros
nas anotacoes funcionais dos bancos de
dados. Uma vez que nio existem dados
experimentais sobre a grande maioria
das proteinas, o sistema computacional
transfere anotacoes de funcoes para
novas seqliéncias com uma freqiéncia
muito maior do que a transferéncia pro-
veniente de dados laboratoriais. Assim,
fica claro que qualquer erro que seja
introduzido na anota¢io computacio-
nal, serd rapidamente transmitido a mul-
tiplas novas seqtiéncias (Karp, 1998).

Uma fonte rica de erros de interpre-
tacao de sequéncias encontra-se na in-
terpretacao erronea, ou superinterpreta-
¢ao dos resultados do BLAST (Pertsem-
lidis e Fondon, 2001). O BLAST mede
similaridade local de duas sequéncias.
Entre as propriedades nao medidas pelo
programa estao a similaridade global, a
similaridade funcional, a similaridade

nea, um outro fator ainda mais
problemdtico é a anotacio por

Fig 1: Fluxo de dados durante o processo de
anotacdo funcional. Linhas interrompidas indi-
cam tradugao (DNA - Proteina)

estrutural e a homologia (ancestral em
comum). O mau entendimento do algo-
ritmo do programa e, portanto, das limi-
tacOes associadas aos seus resultados,
pode levar usuarios leigos a conclusoes
erradas (Pertsemlidis e Fondon, 2001).
Um artigo publicado na revista Nature
(Ichikawa et al., 1997), e subseqlente-
mente retratado, ¢ um exemplo impor-
tante (e famoso) de como erros de
interpretacdo podem levar a conclusdes
errbneas do estudo. Problemas adicio-
nais podem haver nos sistemas automa-
tizados, nos quais a anotacgio € feita sem
intervencao humana (Doerks et al., 1998).
Por exemplo, a maior similaridade local
entre uma nova seqliéncia e seqiiéncias
existentes pode ficar fora das regides
responsaveis pela atividade da proteina.
Assim, a anotacdo da nova proteina
ficara, pelo menos, incompleta e, algu-
mas vezes, incorreta. Também siao co-
muns os casos nos quais a seqiéncia
mais parecida com a nova proteina nao
possui uma funco anotada, ou € anota-
da com uma fung¢ao secunddria da pro-
teina. Dessa forma, a anotacio mais

Bomica par depresafies
a superflcie

Boasca por exeroples de
evaluplie comwergps b

comparacio, ou seja, a relacao
complicada entre o grau de
similaridade existente entre
duas sequiéncias, e a similari-
dade funcional entre elas. Re-
sumindo, com alta identidade
entre as seqUéncias (>80%),
pode-se assumir que as suas
funcdes sejam idénticas. Po-
rém, na faixa de baixa identi-
dade (<30%) é freqientemente
observado que existem dife-
rencas nas suas funcdes, e
pode haver proteinas claramen-
te relacionadas evolucionaria-
mente, mas com fun¢des total-
mente diferentes (Todd et al.,
2001). Uma das medidas que
foi usada para analisar a rela-
¢ao identidade de seqiiéncia e similari-
dade de funcao foi o codigo EC. Esse
ndimero, que tem quatro campos na
forma a.b.c.d, aloca as enzimas baseado
nas suas atividades cataliticas — cada
atividade diferente recebendo um deter-
minado cédigo. O primeiro digito do
codigo indica atividade geral, ex. hidro-
lase, com os digitos seguintes referindo-
se a detalhes da atividade. Assim, duas
enzimas que catalisam o mesmo tipo de
reacao, mas que utilizam substratos dife-
rentes, terdo cédigos compartilhados nos
primeiros trés digitos, mas com o ultimo
digito diferente. Foi observado que, aci-
ma de 50% de identidade de seqiiéncia
entre um par de enzimas, a variacao no
codigo EC é rara, porém presente (Figura
2a). Na faixa de 30% a 40%, a situacdo é
diferente; s6 os trés primeiros nimeros
podem ser previstos com uma precisao
de 90%. Com menos de 30% de identida-
de entre duas enzimas, pares de seqiién-
cias apresentando diferencas até mesmo
no primeiro digito dos cédigos EC sao
comuns (Figura 2a). Para a anotac¢io
computacional funcional, essas consi-
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deragoes teriam pouca im-
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sdo de proteinas de func¢des

portancia se, na maioria dos 1M}
casos, houvesse umalto grau
de identidade entre a nova
proteina e a mais semelhan-
te presente no banco de da-
dos. Isso porque, dessa for-
ma, poderiamos teralta con-
fianca na identidade de fun-
¢do entre as duas proteinas.
No entanto, infelizmente,
como mostra um estudo re-
cente (Devos e Valencia,
2001; Figura 2b) isso esta i

il

|
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v conhecidas, os projetos de
genoma estrutural (Thornton,
2001) vao ter como resultado
muitas proteinas com estrutu-
ras determinadas, porém com
—  fungdes desconhecidas.

Genoémicacomputacional

Entre os cinco diferentes
-1 métodos que podem seragru-
4 pados sob esse titulo, trés sio
i estreitamente dependentes das

longe de ser verdade. Anali- 1
sando o grau de identidade
entre proteinas anotadas para
trés genomas e as seqiiénci-

L=

20 4l il il

porcemtagem de identidisde entre pares de enzimas

1o seqiiéncias provenientes dos
projetos de genomas comple-
tos!, assim nao se aplicando
as sequéncias derivadas de

as mais parecidas disponi- il I
veis, foi observado que, num 5l
caso tipico (50% dos casos), i
somente 25%-35% de identi- A -

dade de sequiéncia (Figura
2b). Porém, como explicado
acima, € justamente nessa
faixas de identidade de se-
quiéncia que a relacio entre
identidade de seqiiéncia e
similaridade de fun¢ao per-
mitem a transferéncia confi-
avel de func¢ao. Resumindo, il
na faixa de identidade de
seqiiéncia na qual uma ano-
tacao funcional é tipica, uma
fracao significativa das ano-
tacoes vai ser provavelmen-
te realizada erroneamente.
Grandes erros, por exemplo
no primeiro digito do cédigo
EC, vao ser menos comuns
do que erros considerados
menores, ou seja, no ultimo
digito do c6digo, por exem-
plo. Nas anotacoes dos trés
genomas analisados, foi es-
timado que o primeiro digito
estava errado em 2% dos
casos, enquanto que, para o ultimo
digito, mais de 30% das anotacoes esta-
vam incorretas.

Assim, tendo-se conhecimento das
limitacdes dos métodos de anotacio
atualmente disponiveis e utilizados, seja
pela anotacdo equivocada, seja pela
incapacidade de anotar cerca de 40%
das proteinas, novos métodos computa-
cionais para anotaclo funcional véem
sendo buscados. Hoje, ap6s alguns anos
de progresso notavel, existem novas me-
todologias complementares ao sistema
tradicional de comparacio de seqiiénci-
as. Na sua maioria, elas podem ser
divididas em duas categorias. Primeiro,

L]
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m 40 &0 B

porcentagem O el emine seqiil

Fig 2: O problema fundamental da transferéncia de anota¢ao
funcional. a) Aos niveis mais baixos de identidade de se-
quiéncia, a porcentagem dos casos nos quais a funcio é
idéntica (4 digitos do codigo EC sio iguais) é baixa (linhas
continuas); e os pares com funcodes nao-relacionadas (ne-
nhum digito do c6digo EC em comum) alta (linhas interrom-
pidas). b) Tipicamente, durante o processo de anota¢ao fun-
cional computacional, a porcentagem de identidade entre a
proteina a ser anotada e a seqiiéncia encontrada no banco
de dados € baixa - entre 20% e 40%. (Dados de Devos e Va-
lencia, 2001)

as metodologias em decorréncia dos
projetos genoma (Marcotte, 2000). Isso
porque esses projetos geraram informa-
coes, que sao a base das novas técnicas,
tais como a posicio de determinados
genes, ou, simplesmente, devido a gran-
de quantidade de seqiéncias atualmen-
te disponiveis. A segunda categoria con-
tém metodologias que utilizam o aspecto
estrutural (Thornton et al., 2000). Esses
aspectos estruturais sdo provenientes,
tanto de modelos protéicos, como de
estruturas tridimensionais determinadas
experimentalmente. Ao contririo da situ-
acdo atual, na qual a maioria das estru-
turas determinadas experimentalmente
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4 outras fontes, como genomas
1 expressos (funcionais) e pro-
teomas. Esses métodos sio
denominados perfis filogené-
ticos (filogenetic profile), con-
texto gendmico (genome con-
text) e genoma diferencial (sub-
traction of genome).

O mais simples, porém o
menos eficiente, desses méto-
dos é o genoma diferencial
(Huynen et al., 1997). Esse
Il método procura localizar ge-
nes envolvidos em aspetos
fisiologicos importantes de um
organismo pela comparacao
do seu genoma com o de um
organismo parecido, mas com
caracteristicas diferentes. Por
exemplo, pode-se comparar
os genomas de duas bactéri-
as, filogeneticamente proxi-
mas, sendo que uma possui
patogenicidade e a outra nao.
Assim, espera-se que os genes
associados com a patogenici-
dade estejam presentes so-
mente no genoma da bactéria
patogénica. Embora resulta-
dos interessantes venham sendo obti-
dos, a desvantagem do método € que os
genes associados com a propriedade de
interesse sempre fardo parte de uma
grande lista de genes, incluindo muitos
que estao presentes no organismo pato-
génico, mas que nio estdo associados
com a doenca.

A técnica de perfil filogenético (Pelli-
grini et al., 1999) é baseada numa pro-
posta muito simples - que componentes
de complexos macromoleculares ou
enzimas de uma certa via metabélica vao
ser herdados concomitantemente. As-
sim, os componentes isolados dos com-
plexos ou vias, que, quando presentes




isoladamente nas células, sao incapazes
de exercer suas fungoes, nao sao encon-
trados separadamente. Na primeira eta-
pa, um perfil de uma proteina é constru-
ido, composto de dados de presenca ou
auséncia da proteina em virios geno-
mas. Depois, faz-se uma busca por ou-
tras proteinas com o mesmo perfil de
presenca ou auséncia, ou um perfil
pouco diferente. Essas sao indicadas
como proteinas possivelmente relacio-
nadas funcionalmente com a proteina
utilizada para a construcio do perfil. No
trabalho original, perfis construidos para
proteinas do ribossomo, do flagelo (com-
plexos macromoleculares) e da via bio-
sintética de histidina (via metabdlica)
produziram resultados que estavam de
acordo com os dados experimentais,
demonstrando a validade desse método
(Pelligrini etal., 1999). A dependéncia do
método de perfis filogenéticos dos geno-
mas completos € devida aos estudos de
genes ou de proteinas expressas nio
fornecerem dados definitivos sobre a
presenca ou auséncia de um particular
gene no genoma relevante.

Métodos de contexto gendmico usam
aexisténcia de agrupamento (clusters) de
genes nos genomas de procariotos (Over-
beek etal., 1999a). Embora as razoes e 0s
mecanismos responsiveis pela manu-
tenc¢ao desses agrupamentos sejam des-
conhecidos, sua caracteristica mais mar-
cante é a composicio de genes funcio-
nalmente relacionados. Assim, podemos
inferir uma relacao funcional entre os
genes presentes em novos agrupamen-
tos descobertos. Dois aspectos distintos,
mas complementares, dos agrupamen-
tos, tém poder para preverem a rela¢cao
de funcao — a conservacio de uma
distdncia pequena entre um par de genes
(Overbeek etal., 1999b) e a conservacao
da ordem dos genes no DNA (Overbeek
etal., 1999a). Assim, podemos comparar
genomas (e nio seqiiéncias individuais,
como ¢ tradicionalmente feito) buscan-
do agrupamentos de genes em genomas
filogeneticamente distantes, e inferiruma
relacdo funcional entre os genes compo-
nentes. Observa-se que proteinas que se
interagem fisicamente apresentam uma
tendéncia particular de serem codifica-
das por genes de ordem conservada.
Dessa forma, ha uma dependéncia entre
os métodos de contexto gendmico pelas
sequéncias oriundas dos projetos de
genoma completo. Isso ocorre, uma vez
que projetos de genoma expresso e

Fig 3: A grande cavidade entre os dominios 1 e 2 da estrutura experimental
de uma proteina de protecao de plantas contém uma regido com varios
residuos conservados (vermelho). Esse padrio estd presente em toda a sua
familia protéica. Assim, é altamente indicada como um sitio de ligacao

proteoma nao fornecem informacoes
sobre posicionamento dos genes no
DNA do organismo.

Existem outros métodos, recentemen-
te desenvolvidos, que podem ser aplica-
dos a qualquer seqiiéncia, independen-
te da sua origem. Assim, sao igualmente
aplicaveis aos resultados de projetos de
genoma completo, genoma expresso e
proteoma, bem como as seqiéncias
determinadas individualmente por expe-
rimentos tradicionais. Porém, vale notar
que foi a quantidade de dados de se-
quéncia provenientes, principalmente,
dos projetos genoma que incentivaram o
desenvolvimento dessas novas técnicas.
A primeira dessas técnicas baseia-se nas
consequiéncias de eventos de fusio de
genes (Marcotte etal., 1999). Foi observa-
do que proteinas presentes separada-
mente num genoma estdo, as vezes,
presentes como uma unica proteina, do
tamanho igual a soma dos dois compo-
nentes, em outros genomas. Essa obser-
vacdo necessariamente implica uma re-
lacao funcional entre os dois compo-

nentes, pois seria uma desvantagem para
o organismo a expressao de duas prote-
inas nao relacionadas funcionalmente,
em conjuncao. A observacao de um
caso dessa natureza ¢ uma forte indica-
¢ao de que as proteinas, quando presen-
tes individualmente num organismo,
podem interagir. Faz-se essa inferéncia
porque o motivo mais forte que levaria a
fusao de duas proteinas seria a proximi-
dade das duas numa via metabdlica.
Assim, depois da fusao, a transferéncia
do substrato de um componente ao
outro seria facilitada. Porém, a fusio
pode também ser tolerada, ou até favo-
recida, em termos evolucionarios, em
caso de duas proteinas com funcoes
relacionadas. Outras analises adicionais
mostraram-se capazes de apontar casos
de interacao entre dois componentes
protéicos, quando existentes separada-
mente em um determinado organismo
(Marcotte etal., 1999).

Enquanto as andlises de contexto
gendmico e fusdo de genes, principal-
mente orientadas para a identificacao de

' O termo genoma completo se refere-se aos projetos genoma que sequienciam todo o contetdo genético (DNA) de um
organismo. O termo genoma estrutural foi utilizado como no Inglés, structural genome, que se refere a estrutura protéica.
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Fig 4: Similaridade em caracteristicas eletrostéticas é correlacionada com similaridade de funcio. a) diferencas em
caracteristicas eletrostdticas entre Phosphoglycerate mutase (esquerda) e YhfR (direita) indicam funcoes diferentes, mes-
mo que as duas proteinas exibam cerca de 30% de identidade de seqtiéncia (Rigden et al., 2001). b) mesmo exibindo
somente 16% de identidade de seqiiéncia, similaridades eletrostdticas sugerem que as proteina ro/A (direita) e papillo-
mavirus (esquerda), sdo capazes de se ligarem ao DNA (Rigden e Carneiro, 1999)

proteinas funcionalmente relacionadas
podem indicar pares de proteinas que
interagem entre si, o Gltimo novo método
dessa categoria —similaridade de drvores
filogenéticas (Pazos e Valencia, 2001) -
funciona no sentido contririo. Ou seja,
este busca por pares de proteinas que
interagem e que, portanto, tém fun¢oes
relacionadas. Esse método fundamenta-
se na observacao de que a evolucao
coordenada de proteinas que se intera-
gem leva as suas arvores filogenéticas a
serem mais parecidas do que seria espe-
rado. Assim, analisando a correlacio
entre arvores construidas por duas pro-
teinas (ou mais precisamente, a correla-
¢ao entre suas distancias evoluciondri-
as), quando achamos uma correlacio
significativa, hd indicacao de interacao
entre as proteinas. Dados experimentais
ja comprovaram a logica utilizada nesse
método, onde interacdes de proteinas ja
conhecidas foram destacadas pelos al-
tos coeficientes de correlagcao entre suas
arvores.

A questdo que ainda existe € o quan-
to esse conjunto de novos métodos
pode ajudar a preencher as lacunas no
sistema atual de anotacio funcional com-
putacional. Uma resposta parcial encon-
tra-se na avaliagao quantitativa das técni-
cas descritas acima aplicadas ao genoma
de Mycoplasma genitalium (Huynen et
al., 2000). Observou-se que a conserva-
¢ao de ordem de genes é a mais pode-
rosa técnica, uma vez que podde ser
aplicada a 37% dos genes, seguida pela
andlise de perfil filogenético (11% dos
genes), aparéncia de genes em agrupa-
mentos sem ordem conservada (8%),e,
finalmente, pela técnica de fusio de
genes (6%). No total, foram obtidas infor-
macoes sobre 50% do complemento

genético de M. genitaliumatravés desses
métodos. Essa figura é uma subestimati-
va da sua utilidade, uma vez que nem a
técnica de genoma diferencial (ndo apli-
cdvel a somente um genoma), nem a de
similaridade de drvores filogenéticas (re-
centemente publicada) foram aplicadas.
Também ¢é importante lembrar que o
crescimento do uso dessas técnicas de-
pende do crescimento dos bancos de
dados de sequiéncias e, em particular, da
disponibilidade de um nimero ainda
maior de genomas completos. Em al-
guns casos, pode-se esperar que o poder
da técnica cresca de acordo com o
quadrado do nimero de genomas com-
pletos disponiveis. Para finalizar, é im-
portante lembrar que essas técnicas, as
vezes, podem produzir resultados vagos
como, por exemplo, “proteinas A e Btém
funcodes relacionadas”. No entanto, por
apresentarem grande eficiéncia, esta fi-
cando claro que a combinaciao delas
com os métodos tradicionais de buscas
por homologas nos bancos de dados
levarao a um conhecimento bem mais
profundo das novas seqtiéncias.

Bioinformatica estrutural

Embora métodos tradicionais de ano-
tacdo funcional trabalhem somente com
as seqliéncias protéicas, sabe-se que € a
estrutura tridimensional de uma protei-
na, nio simplesmente a sua seqiiéncia,
que determina a sua atividade. Quando
a proteina se dobra, os residuos impor-
tantes sao orientados em suas corretas
posicoes para a formacgiao das regides
funcionais — proteinas desnaturadas, em
geral, nao exibem atividade. Essas regi-
oes funcionais sao, na sua maioria, inter-
faces para a ligacao da proteina a outras
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moléculas. Os métodos tradicionais fun-
cionam devido as bem conhecidas rela-
¢oes entre seqiiéncia, estrutura e fun¢ao
de proteinas. Em geral, proteinas de uma
mesma familia, embora ndo apresentan-
do grande similaridade de sequiéncia,
conservam a mesma estrutura tridimen-
sional; estrutura esta que € mais conser-
vada do que seqiiéncia. Sabe-se também
que mais importante do que a porcenta-
gem total de identidade entre duas
seqiiéncias,é a identidade de residuos
chaves, responsaveis pela sua funcio.
Assim, asumindo que a estrutura conser-
vou a orientacao tri-dimensional relativa
desses residuos, as proteinas possuirdo a
mesma funcio. Com essas relacoes esta-
belecidas, justifica-se, até um certo pon-
to (veja acima), a suposicao da conser-
vacao de funcao quando se observa
conservacido de sequéncia.

Mas o que acontece quando os resi-
duos importantes nao sao conservados,
mesmo com grande conservacio da
seqiiéncia em geral? Ou se outras mu-
dancgas na sequéncia afetarem a regiao
funcional, bloqueando o acesso ao sitio
catalitico, por exemplo. Nesses casos, e
em muitos outros (Gerlt e Babbitt, 2000),
a andlise pura de seqiiéncia levard a
conclusoes erradas sobre a funcio, ge-
rando o0s erros que, como vimos anteri-
ormente, podem-se perpetuar rapida-
mente nos bancos de dados. Pode-se
evitar alguns desses problemas através
de uma extrapolacdo da seqiiéncia em
estrutura — a modelagem protéica. A
grande conservacgio da estrutura tridi-
mensional, mesmo apds mutacdes em
muitos residuos, possibilita a constru¢cao
de um modelo de uma proteina, em
casos em que um molde adequado
encontra-se disponivel. Com o modelo



construido, fica disponivel uma outra ba-
teria de andlises para determinar a proba-
bilidade da conservacao de fun¢iao entre
duas proteinas.

A seguir, serdo descritas técnicas que
podem ser utilizadas na busca da determi-
nacao da fun¢io de proteinas de estrutura
conhecida. Como mencionado anterior-
mente, essas serdo principalmente geradas
pelos projetos de genoma estrutural (Thorn-
ton, 2001). Existem duas categorias de
ferramentas de bioinformatica estrutural
disponiveis para a inferéncia de funcio a
partir de estrutura protéica (um modelo ou
uma estrutura experimental). A primeira
busca por possiveis sitios de ligacao (a
presenca dos quais pode-se esperar em
quase todas as proteinas); e a segunda
procura localizar possiveis sitios de catali-
se (s0 aplicaveis as enzimas).

Uma vez que a ligacao de uma deter-
minada molécula a uma proteina acontece
na sua superficie, é nessa regido que a
busca por possiveis sitios de ligacao ocor-
re. Uma andlise bastante simples, mas
surpreendentemente eficiente, € a da geo-
metria (Laskowski et al., 1996). A necessi-
dade freqliente de uma proteina em se
ligar com alta afinidade e alta especificida-
de, exige a formacao de multiplas intera-
¢oes entre a proteina e o ligante. Em
particular, nos casos de ligantes pequenos,
a alta afinidade e a especificidade sao
adquiridas pela acomodacio do ligante
numa regiao de depressao na superficie da
estrutura protéica. Seguindo essa logica,
uma andlise demonstrou que sitios de
ligacao sao, muitas vezes, encontrados na
maior depressio da superficie de uma
proteina. Por exemplo, em casos de enzi-
mas monoméricas, o sitio catalitico encon-
trou-se presente na maior depressio da
superficie em 83% dos casos. Quando a
maior depressao também contém uma alta
concentracio de residuos conservados
(ex. Figura 3), a probabilidade de o sitio de
ligacao encontrar-se nessa regido aumenta
ainda mais.

Uma outra caracteristica importante da
superficie da proteina é o seu campo
eletrostatico. Algumas proteinas empre-
gam interacoes eletrostiticas para atracao
do ligante (ex., proteinas de ligacdo ao
DNA) ou para localizacdo subcelular a
membrana (ex., citocroma C). Essas prote-
inas exploram a carga inata do ligante ou
da membrana e a forca, a longa distancia,
das interacOes eletrostaticas. Diferencas
em campo eletrostatico podem ser indica-
tivas de diferencas em fun¢io, como foi
visto para a enzima phosphoglycerate mu-
tase(fosfoglicerato) e uma proteina homo-
loga que exibe atividade catalitica muito

diferente (Rigden et al., 2001; Figura 4a).
Pela mesma logica, similaridades em
caracteristicas eletrostdticas podem re-
forcar a nocio de similaridade funcional
entre duas proteinas. Um outro exemplo
¢ o modelo construido da proteina rolA,
a base de uma proteina que liga a DNA,
mas que compartilha somente 16% de
identidade de seqiiéncia. Enquanto 16%
de identidade de sequiéncia nao assegu-
ra similaridade em fun¢ao (Figura 2a), o
modelo também exibe uma regiao alta-
mente positiva (Figura 4b), em acordo
com dados experimentais mostrando a
ligacdo entre r0/A e DNA.

Recentemente, as propriedades ele-
trostaticas e hidrofébicas de superficies
de proteinas foram sujeitas a um outro
modo de andlise — mapas de superficies
de proteinas (Pawlowski e Godzik, 2001).
Aproximando as formas das proteinas
como esferas, residuos carregados e
hidrofébicos sio marcados, construin-
do-se um mapa. Demonstrou-se que a
similaridade dos mapas de proteinas
possui maior relacio com sua similarida-
de de funciao do que com a similaridade
de seqiiéncia. Dois outros métodos pro-
curam possiveis sitios cataliticos e, por-
tanto, s6 se aplicam as enzimas.

Duas outras técnicas relacionadas
buscam sitios de ligacdo. A primeira, que
se aplica somente as interfaces proteina-
proteina, utiliza redes neurais em con-
juncao com o conhecimento sobre os
residuos mais comumente encontrados
em tais interfaces (Zhou e Shan, 2001).
Cerca de 70% dos residuos localizados
nas interfaces analisadas foram identifi-
cados corretamente. A segunda técnica
trabalha com informacoes de conserva-
cdo de sequéncia junto com uma estru-
tura protéica, buscando agrupamentos
ao nivel tri-dimensional de residuos alta-
mente conservados em um alinhamento
multiplo de seqiiéncias homologas (Aloy
etal., 2001). Esses agrupamentos repre-
sentam previsoes de sitios de liga¢cao ao
substrato ou a outras proteinas. O papel
fundamental de conservacao de seqiién-
cia nesse método reflete-se na depen-
déncia do sucesso obtido da variacao
presente no alinhamento de sequiéncias;
somente nos casos de alinhamentos
contendo seqiiéncias mais diversas fo-
ram obtidos bons resultados. Felizmen-
te, com a alta e crescente producdo de
seqliéncias esta limita¢ao vai pesar cada
vez menos.

Dois outros métodos procuram pos-
siveis sitios cataliticos e, portanto, sio
apliciveis somente as enzimas. O pri-
meiro baseia-se na observacao de evolu-

¢ao convergente. Com o nimero crescente
de estruturas protéicas determinadas, fi-
cou claro que virias classes de enzimas,
mesmo nao tendo uma relaciao evolucio-
ndria, usam conjuntos estruturalmente se-
melhantes de residuos cataliticos para efe-
tuar as suas reacoes quimicas. O mais bem
conhecido desses exemplos é a triade
catalitica Asp-His-Ser, visto pela primeira
vez em serino proteases e, desde entio, em
varias outras classes de proteinases e lipa-
ses (Wallace et al., 1996). Através de uma
andlise das caracteristicas geométricas des-
sastriades de origens independentes, pode-
se formular regras para a identificaciao de
futuros novos casos de evoluc¢io conver-
gente (ex. Aghajari et al., 1998; Hakansson
et al., 2000). E claro que a obtencio do
conhecimento do mecanismo quimico de
uma nova enzima, possivelmente obtido
através desse método, representa um gran-
de passo para o bom entendimento da sua
funcao.

Um método que identifica residuos
possivelmente cataliticos através do cilcu-
lo de curvas de titulacao tedrica foi recen-
temente publicado (Ondrechen etal., 2001).
Esse método se fundamenta na observa-
¢ao de que residuos cataliticos acidicos ou
basicos estdo freqiientemente situados em
microambientes que perturbam os seus
valores pK,. Essas mudangas otimizam as
caracteristicas do sitio catalitico para o
quimico dcido-base envolvido na catilise,
melhorando assim a eficiéncia da enzima.
Através de cilculos tedricos com virias
estruturas de enzimas, observou-se que
residuos com curvas de titulacao perturba-
das estavam situados principalmente nos
seus sitios cataliticos respectivos.

A idéia de usar modelos derivados de
seqiiéncias a serem anotadas funcional-
mente pressupde que as estruturas resul-
tantes sao de qualidade adequada. Nesse
aspecto, dois fatores positivos podem ser
identificados. Primeiro, a modelagem em
si € uma 4rea muito ativa de pesquisa, na
qual avancos significativos (fora do ambi-
to deste artigo) estao sendo realizados
continuamente. Segundo, para virios des-
ses métodos mencionados, ji foi vista uma
relativa insensibilidade a erros presente
nas estruturas (Zhou e Shan, 2001; Pawlo-
wski e Goszik, 2001; Aloy et al., 2001).

Conclusiao

A determinacio da funcio de um
proteina é uma tarefa ardua, e deve ser
realizada por especialistas. Como se mos-
trou ao longo deste artigo, a interpretacao
direta/simples de resultados, especialmen-
te provenientes do BLAST (método mais
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utilizado na anotacao funcional de uma
nova proteina), pode levar a resultados/
conclusoes errdneos. Para se afirmar com
seguranca a funcao de uma nova protei-
na, muitas vezes faz-se necessdria a utili-
zacao de mais de uma das técnicas aqui
descritas, visto que € a associacio de
varios resultados que indicard a fungio
protéica tdo procurada. A diminui¢ao das
falhas que levam a uma interpretacao
errada do genoma refletird diretamente na
diminuic¢io da perda de todo um investi-
mento nas primeiras etapas de um projeto
genoma. Isso é, sabendo-se que a anota-
¢do € o processo de interpretacio da
sequéncia crua, e que fornece informa-
¢coes bioldgicas, a melhoria das técnicas
de anotacio visa a um melhor aproveita-
mento pratico/aplicado dos genomas que
vém sendo determinados em campos
como a agricultura (ex: melhor entendi-
mento de mecanismos de defesa das
plantas), e na medicina (ex: produc¢io de
vacinas e desenvolvimento de novos far-
macos).

E verdade que nio possuimos (ainda)
muitos especialistas nessa drea, que ainda
se encontra em fase de crescimento, e,
como dito anteriormente, mesmo sendo a
anotacao de genoma um foco de intensa
pesquisa, os sistemas atuais estao longe de
ser infaliveis. Porém, esforcos véem sendo
realizados por diferentes Instituicoes de
Pesquisas e Orgaos Financiadores, que
visam a formacido de novos pesquisado-
res, e vém financiando projetos de pesqui-
sa em bioinformatica. Os projetos genoma
vém crescendo exponencialmente em todo
o mundo, e a bioinformatica é uma drea
que devera crescer para que a demanda
gerada por esses projetos possa ser aten-
dida. No entando, cabe ressaltar que a
anotac¢ao de genoma € simplesmente uma
das diferentes frentes da bioinformatica,
que abrange aplicacdes de computagao
em biologia molecular, através de uma
série de outras técnicas (Luscombe et al.,
200D).
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