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As proteinas sao macromoléculas presentes em todo
organismo vivo, sendo de importancia fundamental
para a realizagdo de praticamente todas as suas
funcoes. Ela determina a forma e a estrutura da célula
e serve como instrumento para o reconhecimento
molecular e de catalise (Alberts et al., 1994).

No curso da evolugao, quando uma proteina com uma
caracteristica de superficie util surge, sua estrutura
béasica é incorporada em muitas outras proteinas. Por
isso, muitas proteinas encontradas nos organismos
atuais possuem fungodes distintas, mas relacionadas,
apresentando uma série de aminoacidos similares ou
conservados quando alinhadas (Alberts et al., 1994).

Dessa forma, quando uma nova proteina é
seqguenciada, é pratica comum, atualmente, procurar
por seqliéncias similares utilizando-se ferramentas de
busca como Blast (Altschul et al., 1990, 1997), cuja
funcao é encontrar seqiiéncias similares em bancos de
dados de sequéncias. O objetivo é encontrar outras
proteinas, cuja funcéo ja tenha sido determinada, e que
possam fornecer algum subsidio sobre a funcao da
nova proteina. Outra abordagem para analise da funcéo

de uma proteina, quando ela possui estrutura
tridimensional resolvida, é o estudo de sua estrutura,
procurando as partes que possam fornecer pistas sobre
como ela realiza a sua funcdo. Por exemplo,
aminoacidos conservados durante a evolugdo podem
indicar que ali existe um sitio de ligagcado — binding site
(o lugar na superficie da proteina onde outras moléculas
— proteinas, DNAs ou outras moléculas - com as quais
ela interage se ligam) ou um sitio ativo — active site (o
lugar na superficie proteina onde acontece a fungao
propriamente dita, por exemplo uma reagdo quimica
em que a proteina atua como enzima).

O Sting Millennium Suite (SMS) (Structural
Bioinformatics Group, 2002) — possui duas ferramentas
que auxiliam a analise do grau de conservacgao de
residuos para proteinas com estrutura depositada no
Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000), ou seja,
que tiveram sua estrutura tridimensional resolvida.
Uma delas é o ConSensus Sequence (ConSSeq), cuja
funcéo é, exatamente, apresentar dados para analise
do grau de conservagdo de aminoacidos em uma
proteina. A outra é o Protein Dossier, que apresenta

T M.Sc. em Engenharia Elétrica, Pesquisador da Embrapa Informdtica Agropecudria, Caixa Postal 6041, Barao Geraldo - 13083-970 -
Campinas, SP. (e-mail: roberto@cnptia.embrapa.br)

N

Estudante de Engenharia da Computacao, Estagidrio da Embrapa Informatica Agropecudria, Caixa Postal 6041, Bardao Geraldo -
13083-970 - Campinas, SP. (e-mail: christian@cnptia.embrapa.br)

(%)

Bacharel em Ciéncia da Computagao, Pesquisador da Embrapa Informatica Agropecudria, Caixa Postal 6041, Barao Geraldo -
13083-970 - Campinas, SP. (e-mail: adauto@cnptia.embrapa.br)

4 Ph.D. em Fisica Aplicada, Cristalografia de Proteinas, Pesquisadora da Embrapa Informatica Agropecuaria, Caixa Postal 6041,
Barao Geraldo - 13083-970 - Campinas, SP. (e-mail: paula@cnptia.embrapa.br)

5 Ph.D. em Biofisica, Pesquisador da Embrapa Informatica Agropecudria, Caixa Postal 6041, Barao Geraldo - 13083-970 - Campinas,
SP. (e-mail: neshich@cnptia.embrapa.br)


https://core.ac.uk/display/15430401?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Anaélise do Grau de Conservacdo de Residuos em Proteinas com Estrutura 3D Resolvida Utilizando o SMS

uma figura descrevendo um conjunto de parametros
fisico-quimicos da proteina, incluindo uma medida de
grau de conservacao de aminoacidos como um de seus
parametros.

Este trabalho apresenta como as ferramentas ConSSeq
e Protein Dossier do SMS sao utilizadas para analise
do grau de conservagao de aminoacidos em proteinas
com estrutura tridimensional resolvida®.

A seguir, apresenta-se o Homology Derived Secondary
Structure of Proteins (HSSP), que é a base de dados
utilizada pelo SMS para avaliacdo do grau de
conservacgao de aminoacidos e o conceito de Entropia
Relativa, que é a medida de conservacao utilizada pelo
HSSP. Na seqliéncia, ilustra-se como utilizar o ConSSeq
e o Protein Dossier para andlise de conservacao,
finalizando-se com uma discussdo sobre as
perspectivas de trabalhos futuros relacionados a analise
de conservagao de aminodcidos e as ferramentas do
SMS.

HSSP e Entropia Relativa

O HSSP é um banco de dados, cujo objetivo é expandir
o universo de proteinas com informacdes sobre sua
estrutura, através da utilizacdo do conceito de
homologia entre seqiiéncias (Sander & Schneider, 1991;
Schneider et al., 1997).

Inicialmente, Sander & Schneider (1991) avaliaram um
conjunto de proteinas com estrutura tridimensional
resolvida e formularam uma relacdo entre o grau de
similaridade sequencial, o grau de similaridade
estrutural e o comprimento de um alinhamento. Em
seguida, eles estabeleceram que uma homologia
estrutural seria valida se a similaridade sequiencial entre
as duas seqliéncias fosse superior a um limiar que
dependia do comprimento do alinhamento. Este limiar
é representado pela seguinte formula (Sander &
Schneider, 1991):

t(L) = 290.15L7°-%¢2
onde:
L indica o comprimento do alinhamento e

t(L) indica o grau de identidade’ minimo que implica
em homologia estrutural.

Os dados do HSSP sdo criados a partir do
estabelecimento da relacdo de homologia estrutural
entre proteinas com estrutura tridimensional resolvida
—banco de dados PDB (Berman et al., 2000) - e proteinas

5 Proteinas com estrutura resolvida experimentalmente por
difracdo de raios-X ou ressonancia magnética nuclear, e com
dados depositados no Protein Data Bank (PDB).

7 Em um alinhamento entre duas seqliéncias, o grau de identi-
dade significa o nimero de posi¢coes no alinhamento em que
as duas seqliéncias possuem o mesmo tipo de aminoacido.

com seqliéncias conhecidas — banco de dados Swiss-
Prot (Bairoch & Apweiler, 2000). A Fig. 1 ilustra esse
processo.

Para cada seqiiéncia no banco de dados PDB é realizada
uma busca, utilizando-se Blast, por seqliéncias
similares no banco de dados Swiss-Prot. As seqliéncias

Para cada PDB,
Procurar seqiiencias
similares no Swiss-Prot

Filtrar seqiiéncias nao
homélogas estruturais

v

Produzir alinhamento
muiltiplo

v

Calcular parimetros do
alinhamento

Fig. 1. Geracao do banco de dados HSSP.

encontradas sao filtradas, de acordo com o limiar
definido para estabelecimento da homologia estrutural
e, em seguida um alinhamento multiplo é produzido
de forma incremental, utilizando-se uma verséao
modificada do algoritmo de Smith-Waterman para
alinhamento local entre duas seqliéncias (Setubal &
Meidanis, 1997). Finalmente, pardmetros como entropia
relativa e outros calculados pelo DSSP - Definition of
Secondary Structure of Proteins (Kabsch & Sander,
1983) sado acrescentados e armazenados no formato
padrao do HSSP.

Em geral, existe um arquivo HSSP correspondente a
cada arquivo PDB8. Cada arquivo HSSP contém
(Schneider et al., 1997):

* a sequéncia primaria da proteina de estrutura
conhecida com a indicacao de estrutura secun-
daria e area acessivel por solvente calculados
pelo DSSP (Kabsch & Sander, 1983);

* sequéncias oriundas do Swiss-Prot consideradas
homodlogos estruturais da seqliéncia com estru-
turas conhecidas alinhadas;

* avariabilidade para cada posicao do alinhamen-
to segundo medidas diferentes, uma delas a
entropia relativa; e

* o numero de seqliéncias que geraram a posicao
ou ocupancia.

A medida de entropia relativa, utilizada pelo SMS como
medida de grau de conservacéo, é definida como:

8 Para arquivos PDB que contenham dados apenas sobre DNA,
nao existe o arquivo HSSP correspondente.
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relent(i)= ()
onde: 20

S(i) =, failn fi

In20

f,; € a freqliéncia de ocorréncia do tipo de residuo R° na
posigao i do alinhamento.

Modulos do SMS para Analise de
Conservacao

O Protein Dossier € um moédulo do SMS, cuja
funcionalidade é produzir e apresentar uma figura, onde
uma série de parametros fisico-quimicos utilizados para
analise da estrutura tridimensional da proteina e sua
relacdo com a funcéo sdo sumarizadas (Fig. 2).

Um dos pardmetros apresentados é a entropia relativa
—Relative Entropy, apresentada em tons de vermelho.
Tons de vermelho mais forte indicam posi¢ces onde
diversas mutacdes ocorreram durante a evolucgao
enquanto tons de vermelho mais fraco indicam variagao
pequena. No caso extremo, preto significa que a
posicao é completamente conservada.

Chain E

Para analisar com mais detalhes o grau de conservacéao
dos aminoacidos da proteina em estudo, utilizando o
SMS, a ferramenta indicada é o ConSSeq.

O ConSSeq apresenta ao mesmo tempo, além da
entropia relativa, a seqliéncia de consenso’ e um Logo
que representa a proporgdo com que cada tipo de
aminodcido ocorre em uma faixa de 10 posigcdes. A
ferramenta permite que um Logo seja elaborado para
cada posicao da seqiiéncia bastando, para isto, utilizar
a barra de rolagem para posicionar o mouse na posigao
desejada da seqliéncia. Apertando o botdo esquerdo
do mouse, o logo é elaborado para um intervalo de
dez residuos com o residuo selecionado na posicao
central da figura.

A Fig. 3ilustra a apresentacao visual do ConSSeq para
a cadeia “E"” do arquivo com PDB ID igual a “1cho”,
uma proteina da familia chymotrypsin retirada de tecido
de pancreas bovino. Na parte superior é apresentado,
para cada posicao da sequiéncia da proteina em estudo,
um grafico de barras que indica o valor da entropia
relativa, a sequéncia propriamente dita, e a sequéncia
de consenso. A cor vermelha indica alta entropia
relativa enquanto a azul indica entropia relativa baixa.

Fig. 2. Apresentacao da entropia relativa no Protein Dossier.
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Fig. 3. Apresentacao de informacodes sobre conservacao pelo ConSSeq.

9 Cada um dos 20 tipos de aminoacios podem ser associados
aos numeros inteiros 1 a 20. Assim, pode-se utilizar R=1 para
Alanina, R=2 para Valina, etc.

0 Considerando um conjunto de seqliéncias alinhadas, a se-
qléncia de consenso é formada atribuindo-se a cada posi-
¢ao o residuo mais freqiiente no alinhamento.
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Na parte inferior, é possivel verificar, para uma posicao
especifica e na sua vizinhanga, qual a freqliéncia de
ocorréncia de cada tipo de aminoacido, ou seja, de que
forma a natureza esta trocando o tipo de aminoacido
naquela posicado. A esquerda, é apresentado um
histograma que indica a freqiiéncia de ocorréncia de
cada tipo de aminoacido na posicdo especificada e a
direita, considerando um intervalo de 10 posicdes,
centrado na posigao especificada, é apresentado um
Logo’ que indica a freqiéncia de ocorréncia de cada
tipo de aminoacido em cada uma das posicgdes.

Discussao e Trabalhos Futuros

Os aminodcidos de uma proteina, conservados durante
a evolugédo, podem revelar informagdes importantes
sobre a sua fungdo como a localizagdo de sitios de
ligacao e sitios ativos. Por isso, aimportancia da analise
destes parametros para compreensao da funcdo da
proteina e de sua relagdo com a estrutura.

O SMS permite que o grau de conservacao de
aminoacidos seja analisado através de duas
ferramentas: o Protein Dossier que inclui a entropia
relativa entre os parametros apresentados em formato
de figura e o ConSSeq que além da entropia relativa,
também apresenta a seqliéncia de consenso para
comparagcao com a sequéncia original e como cada
posicao da sequiéncia original esta variando.

Entretanto, tanto o Protein Dossier quanto o ConSSeq
baseiam-se na utilizacdo de dados do HSSP para
apresentacao do grau de conservacao de aminodcidos
e o HSSP, por sua vez, apresenta as seguintes
limitagoes:

e sua freqliéncia de atualizacdo é menor que a
atualizacdo do PDB, que é semanal, tal que, para
as estruturas mais novas depositadas no PDB,
as entradas no HSSP sao criadas e
disponibilizadas com algum atraso;

e nao é possivel obter os dados do HSSP para
estruturas nao depositadas no PDB, o que
inviabiliza a anélise de conservacao de
aminoacidos para estruturas modeladas; e

® nado ha como adaptar o procedimento do HSSP
para utilizar um alinhamento diferente (ex.: uma
familia protéica), que muitas vezes é mais inte-
ressante que o alinhamento fornecido pelo HSSP.

Para superar as limitagbes apresentadas acima,
pretende-se construir um procedimento similar ao
utilizado pelo HSSP, mas capaz de:

0O logo é composto pelo cédigo de uma letra para
aminoacidos e deve ser interpretado da seguinte forma: quan-
to mais freqiiente o aminoacido na posicdo determinada,
maior o tamanho da letra correspondente ao seu cédigo no
logo.

e produzir um banco de dados com as mesmas
caracteristicas do HSSP; e

e utilizar um alinhamento diferente para medir o
grau de conservacao, viabilizando a verificacao
do grau de conservacao para estruturas nao de-
positadas no PDB.

Assim, espera-se que o SMS possa oferecer ao usuario
um conjunto de ferramentas mais flexivel e interessante
no que tange a analise de conservacao de aminoacidos
para proteinas.
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