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Introdução

 característica mais importante de
uma proteína é sua função. Pode
até mesmo se dizer que a existên-
cia de uma proteína depende da

sua função; enquanto que o DNA não-
codificante de um organismo pode incluir
copias não-transcritas de genes. Sendo as-
sim, o custo energético de sintetizar uma
proteína assegura que somente proteínas
com funções necessárias para um organis-
mo sejam produzidas. A função de uma
proteína pode ser descrita em vários níveis
de detalhes, do fisiológico � proteína X está
envolvida no processo de replicação de
células �, até o químico �proteína X catalisa
a hidrólise de um certo substrato. Para se
determinar experimentalmente a função mo-
lecular de uma proteína, é necessário puri-
ficá-la (às vezes com a ajuda de técnicas
modernas de biologia molecular), e, em
seguida, testar sua atividade biológica. Os
resultados podem ou não fornecer dados
sobre as funções in vivo da proteína. Alter-
nativamente, pode-se utilizar novas metodo-
logias, como microarranjo (microarrays) ou
análise proteômica, quando o objetivo é
focalizar diretamente nos níveis de expres-
são de determinadas proteínas, ou na ex-
pressão dos genes que as codificam, sob
diferentes condições ambientais, ou em di-
ferentes etapas do desenvolvimento. Esses
métodos fornecem indicações da função in
vivo da proteína, mas, ao contrário dos
ensaios, dizem pouco sobre a função em
termos químicos e bioquímicos. Todas essas
técnicas exigem um investimento significati-
vo em equipamento e tempo, tanto que não
podemos pensar em estudar diretamente
mais do que uma minúscula fração de
proteínas de interesse.

Ao contrário, seqüências biológicas são
atualmente obtidas a um custo relativamente
baixo. Isso reflete no crescimento exponen-
cial do tamanho dos bancos de dados de
seqüências. Porém, essa vasta quantidade
de dados é de pouco valor científico ou

aplicado, sem a sua adequada anotação
funcional. Como experimentos laboratori-
ais dificilmente vão ser capazes de tratar
essa grande quantidade de dados, o cami-
nho alternativo é através da análise com-
putacional. Embora já existam sistemas
computacionais capazes de anotar, até
certo ponto, todas as novas seqüências
que vêem sendo determinadas, estes ain-
da apresentam graves falhas. Além de
produzir uma anotação significativamen-
te incompleta, erros estão sendo introdu-
zidos na anotação de algumas seqüências
que, pela natureza do sistema, podem
rapidamente ser propagados a outras se-
qüências a serem analisadas.

Essa revisão é dividida em três partes.
Na primeira, descreve-se brevemente o
modo atual de anotação funcional com-
putacional, destacando suas falhas. Na
segunda parte, são discutidas as novas
possibilidades para a anotação funcional
computacional, cujo desenvolvimento foi
estimulado pelos projetos genoma. E fi-
nalmente, as novas idéias que buscam
informações sobre função através de aná-
lises de estruturas são avaliadas. Um resu-
mo do fluxo de dados durante o processo
de anotação funcional está ilustrado na
Figura 1.

O sistema atual de anotação
funcional computacional

Atualmente, novas seqüências bioló-
gicas são anotadas funcionalmente sim-
plesmente através da comparação com
seqüências existentes, que são 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 padrão para essa comparação,
devido à sua extrema eficiência. Esse
programa possibilita a comparação das
milhares de novas seqüências geradas
diariamente, com as depositadas em ban-
cos de dados, que vêem crescendo expo-
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nencialmente. Assim, a nova
seqüência é comparada com
outra já existente e bem carac-
terizada, e que apresentou o
maior grau de similaridade com
a nova seqüência, sendo sua
função transferida para esta.
Dependendo do grau de simi-
laridade, a anotação pode ser
modificada de ´Proteína X´
para ́ Proteína X-provável´ ou
´Semelhante à proteína X´, re-
fletindo assim uma incerteza
na transferência de função,
em casos onde a similaridade
entre as duas seqüências seja
considerada baixa.

A principal vantagem do
sistema atual encontra-se na
sua eficiência, que, mesmo
em face da avalanche de se-
qüências novas, possibilita a
anotação rápida de todas as
novas seqüências. Porém, está
ficando cada vez mais claro
que o sistema atual tem sérias
falhas. Uma falha não muito
grave é a incapacidade do
sistema em anotar novas se-
qüências que não apresentam
similaridade significativa com
seqüências existentes. Os re-
sultados de projetos de geno-
ma mostram que, em cerca de
40% dos casos, uma seqüên-
cia não mostra similaridade
significativa com uma proteína já carac-
terizada (Gerlt and Babbitt, 2000). Nesses
casos, o sistema atual é incapaz de
fornecer uma anotação útil.

Uma falha mais grave, é uma série de
problemas capazes de introduzir erros
nas anotações funcionais dos bancos de
dados. Uma vez que não existem dados
experimentais sobre a grande maioria
das proteínas, o sistema computacional
transfere anotações de funções para
novas seqüências com uma freqüência
muito maior do que a transferência pro-
veniente de dados laboratoriais. Assim,
fica claro que qualquer erro que seja
introduzido na anotação computacio-
nal, será rapidamente transmitido a múl-
tiplas novas seqüências (Karp, 1998).

Uma fonte rica de erros de interpre-
tação de seqüências encontra-se na in-
terpretação errônea, ou superinterpreta-
ção dos resultados do BLAST (Pertsem-
lidis e Fondon, 2001). O BLAST mede
similaridade local de duas seqüências.
Entre as propriedades não medidas pelo
programa estão a similaridade global, a
similaridade funcional, a similaridade

estrutural e a homologia (ancestral em
comum). O mau entendimento do algo-
ritmo do programa e, portanto, das limi-
tações associadas aos seus resultados,
pode levar usuários leigos a conclusões
erradas (Pertsemlidis e Fondon, 2001).
Um artigo publicado na revista Nature
(Ichikawa et al., 1997), e subseqüente-
mente retratado, é um exemplo impor-
tante (e famoso) de como erros de
interpretação podem levar a conclusões
errôneas do estudo. Problemas adicio-
nais podem haver nos sistemas automa-
tizados, nos quais a anotação é feita sem
intervenção humana (Doerks et al., 1998).
Por exemplo, a maior similaridade local
entre uma nova seqüência e seqüências
existentes pode ficar fora das regiões
responsáveis pela atividade da proteína.
Assim, a anotação da nova proteína
ficará, pelo menos, incompleta e, algu-
mas vezes, incorreta. Também são co-
muns os casos nos quais a seqüência
mais parecida com a nova proteína não
possui uma função anotada, ou é anota-
da com uma função secundária da pro-
teína. Dessa forma, a anotação mais

adequada é ignorada pelos sis-
temas automatizados, uma vez
que o grau de similaridade da
nova proteína é menor com
tais proteínas. A comparação
das anotações automatizadas
realizadas por três diferentes
grupos do genoma de Myco-
plasma genitalium mostrou que
as anotações possuíam, pelo
menos, 8% de erro (Brenner,
1999).

Embora os erros de inter-
pretação claramente contribu-
am para uma anotação errô-
nea, um outro fator ainda mais
problemático é a anotação por
comparação, ou seja, a relação
complicada entre o grau de
similaridade existente entre
duas seqüências, e a similari-
dade funcional entre elas. Re-
sumindo, com alta identidade
entre as seqüências (>80%),
pode-se assumir que as suas
funções sejam idênticas. Po-
rém, na faixa de baixa identi-
dade (<30%) é freqüentemente
observado que existem dife-
renças nas suas funções, e
pode haver proteínas claramen-
te relacionadas evolucionaria-
mente, mas com funções total-
mente diferentes (Todd et al.,
2001). Uma das medidas que
foi usada para analisar a rela-

ção identidade de seqüência e similari-
dade de função foi o código EC. Esse
número, que tem quatro campos na
forma a.b.c.d, aloca às enzimas baseado
nas suas atividades catalíticas � cada
atividade diferente recebendo um deter-
minado código. O primeiro dígito do
código indica atividade geral, ex. hidro-
lase, com os dígitos seguintes referindo-
se a detalhes da atividade. Assim, duas
enzimas que catalisam o mesmo tipo de
reação, mas que utilizam substratos dife-
rentes, terão códigos compartilhados nos
primeiros três dígitos, mas com o último
dígito diferente. Foi observado que, aci-
ma de 50% de identidade de seqüência
entre um par de enzimas, a variação no
código EC é rara, porém presente (Figura
2a). Na faixa de 30% a 40%, a situação é
diferente; só os três primeiros números
podem ser previstos com uma precisão
de 90%. Com menos de 30% de identida-
de entre duas enzimas, pares de seqüên-
cias apresentando diferenças até mesmo
no primeiro dígito dos códigos EC são
comuns (Figura 2a). Para a anotação
computacional funcional, essas consi-

Fig 1: Fluxo de dados durante o processo de
anotação funcional. Linhas interrompidas indi-
cam tradução (DNA → Proteína)
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derações teriam pouca im-
portância se, na maioria dos
casos, houvesse um alto grau
de identidade entre a nova
proteína e a mais semelhan-
te presente no banco de da-
dos. Isso porque, dessa for-
ma, poderíamos ter alta con-
fiança na identidade de fun-
ção entre as duas proteínas.
No entanto, infelizmente,
como mostra um estudo re-
cente (Devos e Valencia,
2001; Figura 2b) isso está
longe de ser verdade. Anali-
sando o grau de identidade
entre proteínas anotadas para
três genomas e as seqüênci-
as mais parecidas disponí-
veis, foi observado que, num
caso típico (50% dos casos),
somente 25%-35% de identi-
dade de seqüência (Figura
2b). Porém, como explicado
acima, é justamente nessa
faixas de identidade de se-
qüência que a relação entre
identidade de seqüência e
similaridade de função per-
mitem a transferência confi-
ável de função. Resumindo,
na faixa de identidade de
seqüência na qual uma ano-
tação funcional é tipica, uma
fração significativa das ano-
tações vai ser provavelmen-
te realizada erroneamente.
Grandes erros, por exemplo
no primeiro dígito do código
EC, vão ser menos comuns
do que erros considerados
menores, ou seja, no último
dígito do código, por exem-
plo. Nas anotações dos três
genomas analisados, foi es-
timado que o primeiro dígito
estava errado em 2% dos
casos, enquanto que, para o último
dígito, mais de 30% das anotações esta-
vam incorretas.

Assim, tendo-se conhecimento das
limitações dos métodos de anotação
atualmente disponíveis e utilizados, seja
pela anotação equivocada, seja pela
incapacidade de anotar cerca de 40%
das proteínas, novos métodos computa-
cionais para anotação funcional vêem
sendo buscados. Hoje, após alguns anos
de progresso notável, existem novas me-
todologias complementares ao sistema
tradicional de comparação de seqüênci-
as. Na sua maioria, elas podem ser
divididas em duas categorias. Primeiro,

as metodologias em decorrência dos
projetos genoma (Marcotte, 2000). Isso
porque esses projetos geraram informa-
ções, que são a base das novas técnicas,
tais como a posição de determinados
genes, ou, simplesmente, devido à gran-
de quantidade de seqüências atualmen-
te disponíveis. A segunda categoria con-
tém metodologias que utilizam o aspecto
estrutural (Thornton et al., 2000). Esses
aspectos estruturais são provenientes,
tanto de modelos protéicos, como de
estruturas tridimensionais determinadas
experimentalmente. Ao contrário da situ-
ação atual, na qual a maioria das estru-
turas determinadas experimentalmente

são de proteínas de funções
conhecidas, os projetos de
genoma estrutural (Thornton,
2001) vão ter como resultado
muitas proteínas com estrutu-
ras determinadas, porém com
funções desconhecidas.

Genômica computacional

Entre os cinco diferentes
métodos que podem ser agru-
pados sob esse título, três são
estreitamente dependentes das
seqüências provenientes dos
projetos de genomas comple-
tos1 , assim não se aplicando
às seqüências derivadas de
outras fontes, como genomas
expressos (funcionais) e pro-
teomas. Esses métodos são
denominados perfis filogené-
ticos (filogenetic profile), con-
texto genômico (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
método procura localizar ge-
nes envolvidos em aspetos
fisiológicos importantes de um
organismo pela comparação
do seu genoma com o de um
organismo parecido, mas com
características diferentes. Por
exemplo, pode-se comparar
os genomas de duas bactéri-
as, filogeneticamente próxi-
mas, sendo que uma possui
patogenicidade e a outra não.
Assim, espera-se que os genes
associados com a patogenici-
dade estejam presentes so-
mente no genoma da bactéria
patogênica. Embora resulta-

dos interessantes venham sendo obti-
dos, a desvantagem do método é que os
genes associados com a propriedade de
interesse sempre farão parte de uma
grande lista de genes, incluindo muitos
que estão presentes no organismo pato-
gênico, mas que não estão associados
com a doença.

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 metabólica vão
ser herdados concomitantemente. As-
sim, os componentes isolados dos com-
plexos ou vias, que, quando presentes

Fig 2: O problema fundamental da transferência de anotação
funcional. a) Aos níveis mais baixos de identidade de se-
qüência, a porcentagem dos casos nos quais a função é
idêntica (4 dígitos do código EC são iguais) é baixa (linhas
continuas); e os pares com funções não-relacionadas (ne-
nhum digito do código EC em comum) alta (linhas interrom-
pidas). b) Tipicamente, durante o processo de anotação fun-
cional computacional, a porcentagem de identidade entre a
proteína a ser anotada e a seqüência encontrada no banco
de dados é baixa - entre 20% e 40%. (Dados de Devos e Va-
lencia, 2001)
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isoladamente nas células, são incapazes
de exercer suas funções, não são encon-
trados separadamente. Na primeira eta-
pa, um perfil de uma proteína é constru-
ído, composto de dados de presença ou
ausência da proteína em vários geno-
mas. Depois, faz-se uma busca por ou-
tras proteínas com o mesmo perfil de
presença ou ausência, ou um perfil
pouco diferente. Essas são indicadas
como proteínas possivelmente relacio-
nadas funcionalmente com a proteína
utilizada para a construção do perfil. No
trabalho original, perfis construídos para
proteínas do ribossomo, do flagelo (com-
plexos macromoleculares) e da via bio-
sintética de histidina (via metabólica)
produziram resultados que estavam de
acordo com os dados experimentais,
demonstrando a validade desse método
(Pelligrini et al., 1999). A dependência do
método de perfis filogenéticos dos geno-
mas completos é devida aos estudos de
genes ou de proteínas expressas não
fornecerem dados definitivos sobre a
presença ou ausência de um particular
gene no genoma relevante.

Métodos de contexto genômico usam
a existência de agrupamento (clusters) de
genes nos genomas de procariotos (Over-
beek et al., 1999a). Embora as razões e os
mecanismos responsáveis pela manu-
tenção desses agrupamentos sejam des-
conhecidos, sua característica mais mar-
cante é a composição de genes funcio-
nalmente relacionados. Assim, podemos
inferir uma relação funcional entre os
genes presentes em novos agrupamen-
tos descobertos. Dois aspectos distintos,
mas complementares, dos agrupamen-
tos, têm poder para preverem a relação
de função � a conservação de uma
distância pequena entre um par de genes
(Overbeek et al., 1999b) e a conservação
da ordem dos genes no DNA (Overbeek
et al., 1999a). Assim, podemos comparar
genomas (e não seqüências individuais,
como é tradicionalmente feito) buscan-
do agrupamentos de genes em genomas
filogeneticamente distantes, e inferir uma
relação funcional entre os genes compo-
nentes. Observa-se que proteínas que se
interagem fisicamente apresentam uma
tendência particular de serem codifica-
das por genes de ordem conservada.
Dessa forma, há uma dependência entre
os métodos de contexto genômico pelas
seqüências oriundas dos projetos de
genoma completo. Isso ocorre, uma vez
que projetos de genoma expresso e

proteoma não fornecem informações
sobre posicionamento dos genes no
DNA do organismo.

Existem outros métodos, recentemen-
te desenvolvidos, que podem ser aplica-
dos a qualquer seqüência, independen-
te da sua origem. Assim, são igualmente
aplicáveis aos resultados de projetos de
genoma completo, genoma expresso e
proteoma, bem como às seqüências
determinadas individualmente por expe-
rimentos tradicionais. Porém, vale notar
que foi a quantidade de dados de se-
qüência provenientes, principalmente,
dos projetos genoma que incentivaram o
desenvolvimento dessas novas técnicas.
A primeira dessas técnicas baseia-se nas
conseqüências de eventos de fusão de
genes (Marcotte et al., 1999). Foi observa-
do que proteínas presentes separada-
mente num genoma estão, às vezes,
presentes como uma única proteína, do
tamanho igual à soma dos dois compo-
nentes, em outros genomas. Essa obser-
vação necessariamente implica uma re-
lação funcional entre os dois compo-

nentes, pois seria uma desvantagem para
o organismo a expressão de duas prote-
ínas não relacionadas funcionalmente,
em conjunção. A observação de um
caso dessa natureza é uma forte indica-
ção de que as proteínas, quando presen-
tes individualmente num organismo,
podem interagir. Faz-se essa inferência
porque o motivo mais forte que levaria a
fusão de duas proteínas seria a proximi-
dade das duas numa via metabólica.
Assim, depois da fusão, a transferência
do substrato de um componente ao
outro seria facilitada. Porém, a fusão
pode também ser tolerada, ou até favo-
recida, em termos evolucionários, em
caso de duas proteínas com funções
relacionadas. Outras análises adicionais
mostraram-se capazes de apontar casos
de interação entre dois componentes
protéicos, quando existentes separada-
mente em um determinado organismo
(Marcotte et al., 1999).

Enquanto as análises de contexto
genômico e fusão de genes, principal-
mente orientadas para a identificação de

1 O termo genoma completo se refere-se aos projetos genoma que sequüenciam todo o conteúdo genético (DNA) de um
organismo. O termo genoma estrutural foi utilizado como no Inglês, structural genome, que se refere à estrutura protéica.

Fig 3: A grande cavidade entre os domínios 1 e 2 da estrutura experimental
de uma proteína de proteção de plantas contém uma região com vários
resíduos conservados (vermelho). Esse padrão está presente em toda a sua
família protéica. Assim, é altamente indicada como um sítio de ligação
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proteínas funcionalmente relacionadas
podem indicar pares de proteínas que
interagem entre si, o último novo método
dessa categoria � similaridade de árvores
filogenéticas (Pazos e Valencia, 2001) -
funciona no sentido contrário. Ou seja,
este busca por pares de proteínas que
interagem e que, portanto, têm funções
relacionadas. Esse método fundamenta-
se na observação de que a evolução
coordenada de proteínas que se intera-
gem leva as suas árvores filogenéticas a
serem mais parecidas do que seria espe-
rado. Assim, analisando a correlação
entre árvores construídas por duas pro-
teínas (ou mais precisamente, a correla-
ção entre suas distâncias evolucionári-
as), quando achamos uma correlação
significativa, há indicação de interação
entre as proteínas. Dados experimentais
já comprovaram a lógica utilizada nesse
método, onde interações de proteínas já
conhecidas foram destacadas pelos al-
tos coeficientes de correlação entre suas
árvores.

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

genético de M. genitalium através desses
métodos. Essa figura é uma subestimati-
va da sua utilidade, uma vez que nem a
técnica de genoma diferencial (não apli-
cável a somente um genoma), nem a de
similaridade de árvores 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 seqüências e, em particular, da
disponibilidade de um número ainda
maior de genomas completos. Em al-
guns casos, pode-se esperar que o poder
da técnica cresça de acordo com o
quadrado do número de genomas com-
pletos disponíveis. Para finalizar, é im-
portante lembrar que essas técnicas, às
vezes, podem produzir resultados vagos
como, por exemplo, �proteínas A e B têm
funções relacionadas�. No entanto, por
apresentarem grande eficiência, está fi-
cando claro que a combinação delas
com os métodos tradicionais de buscas
por homólogas nos bancos de dados
levarão a um conhecimento bem mais
profundo das novas seqüências.

Bioinformática estrutural

Embora métodos tradicionais de ano-
tação funcional trabalhem somente com
as seqüências protéicas, sabe-se que é a
estrutura tridimensional de uma proteí-
na, não simplesmente a sua seqüência,
que determina a sua atividade. Quando
a proteína se dobra, os resíduos impor-
tantes são orientados em suas corretas
posições para a formação das regiões
funcionais � proteínas desnaturadas, em
geral, não exibem atividade. Essas regi-
ões funcionais são, na sua maioria, inter-
faces para a ligação da proteína a outras

moléculas. Os métodos tradicionais fun-
cionam devido às bem conhecidas rela-
ções entre seqüência, estrutura e função
de proteínas. Em geral, proteínas de uma
mesma família, embora não apresentan-
do grande similaridade de seqüência,
conservam a mesma estrutura tridimen-
sional; estrutura esta que é mais conser-
vada do que seqüência. Sabe-se também
que mais importante do que a porcenta-
gem total de identidade entre duas
seqüências,é a identidade de resíduos
chaves, responsáveis pela sua função.
Assim, asumindo que a estrutura conser-
vou a orientação tri-dimensional relativa
desses resíduos, as proteínas possuirão a
mesma função. Com essas relações esta-
belecidas, justifica-se, até um certo pon-
to (veja acima), a suposição da conser-
vação de função quando se observa
conservação de seqüência.

Mas o que acontece quando os resí-
duos importantes não são conservados,
mesmo com grande conservação da
seqüência em geral? Ou se outras mu-
danças na seqüência afetarem a região
funcional, bloqueando o acesso ao sítio
catalítico, por exemplo. Nesses casos, e
em muitos outros (Gerlt e Babbitt, 2000),
a análise pura de seqüência levará a
conclusões erradas sobre a função, ge-
rando os erros que, como vimos anteri-
ormente, podem-se perpetuar rapida-
mente nos bancos de dados. Pode-se
evitar alguns desses problemas através
de uma extrapolação da seqüência em
estrutura � a modelagem protéica. A
grande conservação da estrutura tridi-
mensional, mesmo após mutações em
muitos resíduos, possibilita a construção
de um modelo de uma proteína, em
casos em que um molde adequado
encontra-se disponível. Com o modelo

Fig 4: Similaridade em características eletrostáticas é correlacionada com similaridade de função. a) diferenças em
características eletrostáticas entre Phosphoglycerate mutase (esquerda) e YhfR (direita) indicam funções diferentes, mes-
mo que as duas proteínas exibam cerca de 30% de identidade de seqüência (Rigden et al., 2001). b) mesmo exibindo
somente 16% de identidade de seqüência, similaridades eletrostáticas sugerem que as proteína rolA (direita) e papillo-
mavirus (esquerda), são capazes de se ligarem ao DNA (Rigden e Carneiro, 1999)
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construído, fica disponível uma outra ba-
teria de análises para determinar a proba-
bilidade da conservação de função entre
duas proteínas.

A seguir, serão descritas técnicas que
podem ser utilizadas na busca da determi-
nação da função de proteínas de estrutura
conhecida. Como mencionado anterior-
mente, essas serão principalmente geradas
pelos projetos de genoma estrutural (Thorn-
ton, 2001). Existem duas categorias de
ferramentas de bioinformática estrutural
disponíveis para a inferência de função a
partir de estrutura protéica (um modelo ou
uma estrutura experimental). A primeira
busca por possíveis sítios de ligação (a
presença dos quais pode-se esperar em
quase todas as proteínas); e a segunda
procura localizar possíveis sítios de catáli-
se (só aplicáveis às enzimas).

Uma vez que a ligação de uma deter-
minada molécula a uma proteína acontece
na sua superfície, é nessa região que a
busca por possíveis sítios de ligação ocor-
re. Uma análise bastante simples, mas
surpreendentemente eficiente, é a da geo-
metria (Laskowski et al., 1996). A necessi-
dade freqüente de uma proteína em se
ligar com alta afinidade e alta especificida-
de, exige a formação de múltiplas intera-
ções entre a proteína e o ligante. Em
particular, nos casos de ligantes pequenos,
a alta afinidade e a especificidade são
adquiridas pela acomodação do ligante
numa região de depressão na superfície da
estrutura protéica. Seguindo essa lógica,
uma análise demonstrou que sítios de
ligação são, muitas vezes, encontrados na
maior depressão da superfície de uma
proteína. Por exemplo, em casos de enzi-
mas monoméricas, o sítio catalítico encon-
trou-se presente na maior depressão da
superfície em 83% dos casos. Quando a
maior depressão também contém uma alta
concentração de resíduos conservados
(ex. Figura 3), a probabilidade de o sítio de
ligação encontrar-se nessa região aumenta
ainda mais.

Uma outra característica importante da
superfície da proteína é o seu campo
eletrostático. Algumas proteínas empre-
gam interações eletrostáticas para atração
do ligante (ex., proteínas de ligação ao
DNA) ou para localização subcelular à
membrana (ex., citocroma C). Essas prote-
ínas exploram a carga inata do ligante ou
da membrana e a força, a longa distância,
das interações eletrostáticas. Diferenças
em campo eletrostático podem ser indica-
tivas de diferenças em função, como foi
visto para a enzima phosphoglycerate mu-
tase (fosfoglicerato) e uma proteína homó-
loga que exibe atividade catalítica muito

diferente (Rigden et al., 2001; Figura 4a).
Pela mesma lógica, similaridades em
características eletrostáticas podem re-
forçar a noção de similaridade funcional
entre duas proteínas. Um outro exemplo
é o modelo construído da proteína rolA,
a base de uma proteína que liga a DNA,
mas que compartilha somente 16% de
identidade de seqüência. Enquanto 16%
de identidade de seqüência não assegu-
ra similaridade em função (Figura 2a), o
modelo também exibe uma região alta-
mente positiva (Figura 4b), em acordo
com dados experimentais mostrando a
ligação entre rolA e DNA.

Recentemente, as propriedades ele-
trostáticas e hidrofóbicas de superfícies
de proteínas foram sujeitas a um outro
modo de análise � mapas de superfícies
de proteínas (Pawlowski e Godzik, 2001).
Aproximando as formas das proteínas
como esferas, resíduos carregados e
hidrofóbicos são marcados, construin-
do-se um mapa. Demonstrou-se que a
similaridade dos mapas de proteínas
possui maior relação com sua similarida-
de de função do que com a similaridade
de seqüência. Dois outros métodos pro-
curam possíveis sítios catalíticos e, por-
tanto, só se aplicam às enzimas.

Duas outras técnicas relacionadas
buscam sítios de ligação. A primeira, que
se aplica somente às interfaces proteína-
proteína, utiliza redes neurais em con-
junção com o conhecimento sobre os
resíduos mais comumente encontrados
em tais interfaces (Zhou e Shan, 2001).
Cerca de 70% dos resíduos localizados
nas interfaces analisadas foram identifi-
cados corretamente. A segunda técnica
trabalha com informações de conserva-
ção de seqüência junto com uma estru-
tura protéica, buscando agrupamentos
ao nível tri-dimensional de resíduos alta-
mente conservados em um alinhamento
múltiplo de seqüências homólogas (Aloy
et al., 2001). Esses agrupamentos repre-
sentam previsões de sítios de ligação ao
substrato ou a outras proteínas. O papel
fundamental de conservação de seqüên-
cia nesse método reflete-se na depen-
dência do sucesso obtido da variação
presente no alinhamento de seqüências;
somente nos casos de alinhamentos
contendo seqüências mais diversas fo-
ram obtidos bons resultados. Felizmen-
te, com a alta e crescente produção de
seqüências esta limitação vai pesar cada
vez menos.

Dois outros métodos procuram pos-
síveis sítios catalíticos e, portanto, são
aplicáveis somente às enzimas. O pri-
meiro baseia-se na observação de evolu-

ção convergente. Com o número crescente
de estruturas protéicas determinadas, fi-
cou claro que várias classes de enzimas,
mesmo não tendo uma relação evolucio-
nária, usam conjuntos estruturalmente se-
melhantes de resíduos catalíticos para efe-
tuar as suas reações químicas. O mais bem
conhecido desses exemplos é a tríade
catalítica Asp-His-Ser, visto pela primeira
vez em serino proteases e, desde então, em
várias outras classes de proteinases e lípa-
ses (Wallace et al., 1996). Através de uma
análise das características geométricas des-
sas tríades de origens independentes, pode-
se formular regras para a identificação de
futuros novos casos de evolução conver-
gente (ex. Aghajari et al., 1998; Hakansson
et al., 2000). É claro que a obtenção do
conhecimento do mecanismo químico de
uma nova enzima, possivelmente obtido
através desse método, representa um gran-
de passo para o bom entendimento da sua
função.

Um método que identifica resíduos
possivelmente catalíticos através do cálcu-
lo de curvas de titulação teórica foi recen-
temente publicado (Ondrechen et al., 2001).
Esse método se fundamenta na observa-
ção de que resíduos catalíticos acídicos ou
básicos estão freqüentemente situados em
microambientes que perturbam os seus
valores pK

a
. Essas mudanças otimizam as

características do sítio catalítico para o
químico ácido-base envolvido na catálise,
melhorando assim a eficiência da enzima.
Através de cálculos teóricos com várias
estruturas de enzimas, observou-se que
resíduos com curvas de titulação perturba-
das estavam situados principalmente nos
seus sítios catalíticos respectivos.

A idéia de usar modelos derivados de
seqüências a serem anotadas funcional-
mente pressupõe que as estruturas resul-
tantes são de qualidade adequada. Nesse
aspecto, dois fatores positivos podem ser
identificados. Primeiro, a modelagem em
si é uma área muito ativa de pesquisa, na
qual avanços significativos (fora do âmbi-
to deste artigo) estão sendo realizados
continuamente. Segundo, para vários des-
ses métodos mencionados, já foi vista uma
relativa insensibilidade a erros presente
nas estruturas (Zhou e Shan, 2001; Pawlo-
wski e Goszik, 2001; Aloy et al., 2001).

Conclusão

A determinação da função de um
proteína é uma tarefa árdua, e deve ser
realizada por especialistas. Como se mos-
trou ao longo deste artigo, a interpretação
direta/simples de resultados, especialmen-
te provenientes do BLAST (método mais
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utilizado na anotação funcional de uma
nova proteína), pode levar a resultados/
conclusões errôneos. Para se afirmar com
segurança a função de uma nova proteí-
na, muitas vezes faz-se necessária a utili-
zação de mais de uma das técnicas aqui
descritas, visto que é a associação de
vários resultados que indicará a função
protéica tão procurada. A diminuição das
falhas que levam a uma interpretação
errada do genoma refletirá diretamente na
diminuição da perda de todo um investi-
mento nas primeiras etapas de um projeto
genoma. Isso é, sabendo-se que a anota-
ção é o processo de interpretação da
seqüência crua, e que fornece informa-
ções biológicas, a melhoria das técnicas
de anotação visa a um melhor aproveita-
mento prático/aplicado dos genomas que
vêm sendo determinados em campos
como a agricultura (ex: melhor entendi-
mento de mecanismos de defesa das
plantas), e na medicina (ex: produção de
vacinas e desenvolvimento de novos fár-
macos).

É verdade que não possuímos (ainda)
muitos especialistas nessa área, que ainda
se encontra em fase de crescimento, e,
como dito anteriormente, mesmo sendo a
anotação de genoma um foco de intensa
pesquisa, os sistemas atuais estão longe de
ser infalíveis. Porém, esforços vêem sendo
realizados por diferentes Instituições de
Pesquisas e Órgãos Financiadores, que
visam à formação de novos pesquisado-
res, e vêm financiando projetos de pesqui-
sa em bioinformática. Os projetos genoma
vêm crescendo exponencialmente em todo
o mundo, e a bioinformática é uma área
que deverá crescer para que a demanda
gerada por esses projetos possa ser aten-
dida. No entando, cabe ressaltar que a
anotação de genoma é simplesmente uma
das diferentes frentes da bioinformática,
que abrange aplicações de computação
em biologia molecular, através de uma
série de outras técnicas (Luscombe et al.,
2001).
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