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As proteinas desempenham importantes atividades nos
organismos vivos. Elas podem atuar como enzimas,
hormoénios e, até mesmo, como anticorpos na defesa do
organismo (Alberts et al., 2002). Para realizarem de forma
satisfatdria as suas funcdes, precisam ter uma conformacao
tridimensional especifica (Branden & Tooze, 1999). Uma
analogia Util para a compreensdo é o paradigma da chave-
fechadura, ou seja, uma "chave" deve possuir um formato
tridimensional bem definido para abrir (funcdo) uma
determinada "fechadura". Embora nessa analogia haja a
tendéncia de associar as proteinas apenas o papel de
"chave", elas também podem ser "fechaduras”.

Pensando-se em "fechaduras", é possivel compreender a
importancia de se identificar bolsos ou grandes depressoes,
conhecidas como pockets (Edelsbrunner et al., 1998), na
superficie protéica, pois, ao identifica-las, podem ser
calculados o seu volume, area e forma tridimensional, e com
base nessas informacdes, torna-se possivel, por exemplo, a
procura de possiveis candidatos a "chave", denominados
ligantes (proteinas ou outras moléculas). Estes devem ter
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volume e formato compativeis com os do pocket em
questao.

Pockets

Se por um lado o conceito de pockets é facilmente
compreendido; por outro lado, a sua definicdo matematica
ndo é trivial. Sdo necessarias ferramentas avancadas de
Geometria Computacional.

Uma proteina é uma cadeia de aminoécidos. Estes, por sua
vez, sdo formados por um nucleo principal, comum a todos
os aminoacidos, e por uma cadeia lateral, responsavel pela
diferenca entre eles. Uma vez determinada a estrutura
tridimensional de uma proteina, esta pode ser representada
pelas coordenadas cartesianas (x,y,z) de cada atomo da
proteina. Matematicamente, portanto, uma proteina pode
ser pensada como um conjunto de esferas (Lee & Richards,
1971), que podem se interpenetrar, cujos centros sdo dados
pelas coordenadas (x,y,z) e os raios sdo, em geral, os de van
der Waals de cada 4tomo.
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Ha diferentes alternativas para o célculo de volume e érea de
proteinas. Métodos numéricos para céalculos aproximativos,
porém mais rapidos, como por exemplo o DCLM (Eisenhaber
et al., 1995), e métodos analiticos (Connolly, 1983).
Contudo, apenas em 1994, ao utilizar o Alpha shapes, que é
um subcomplexo da triangulacdo de Delaunay,
(Edelsbrunner & Miicke, 1994) para o célculo de volume e
area de proteinas, o trabalho pioneiro de Edelsbrunner et al.,
1995, possibilitou a definicdo matematica dos pockets.

Matematicamente, utilizando-se Alpha shapes, as
depressdes na superficie protéica podem ser classificadas
como: pequena depressao, pocket e cavidade (Fig. 1). Esta
Ultima trata-se de uma regido dentro da proteina sem acesso
ao exterior e ndo ocupada por nenhum atomo da proteina.
Jé a distingao entre "pequena depressao" e pocket se da
através do conceito de Discrete Flow (Edelsbrunner et al.,
1998) que nao sera aqui descrito por estar fora do escopo
deste trabalho. Entretanto, para dar uma idéia intuitiva do
conceito ver a Fig. 2. Sabe-se que os tridngulos vazios na
triangulacdo de Delaunay que nao fazem parte do Alpha
shape podem ser classificados em obtusos e agudos. Um
tridngulo obtuso é aquele cujo seu maior angulo interno é
maior que 90 graus. J& num tridngulo agudo, seu maior
angulo é menor que 90 graus. Um tridngulo obtuso vazio
pode ser considerado como uma "fonte" do espaco vazio
que flui para os tridngulos vizinhos. Em contrapartida, um
tridngulo agudo é um "ralo" para onde os tridangulos obtusos
vizinhos fluem. Uma depressao serad classificada como
pocket se existir pelo menos um triangulo agudo ("ralo")
entre os tridngulos vazios; caso todos os tridngulos sejam
obtusos ("fonte"), tem-se uma "pequena depressao”.

Paguena

depressio \ \

Fig. 2. Exemplo em 2D. A direita, tem-se um "ralo", isto &,
um tridngulo agudo (numero 2) para onde os seus vizinhos
fluem. A esquerda, todos os tridngulos sdo obtusos e fluem
para o infinito. No primeiro caso, tem-se um pocket,
enquanto, no segundo, uma pequena depressao.

Com esse ferramental matematico, tornou-se possivel
identificar automaticamente os pockets na superficie
protéica.

Identificando e visualizando pockets
através do JPD

O STING (Higa etal., 2003, 2004; Neshich et al. 2004a) é um
software para andlise estrutural de proteinas acessivel
gratuitamente via web (http://www.cbi.cnptia.embrapa.br),
composto por diferentes mdédulos. O Java Protein Dossier
(Neshich et al., 2004a), ou simplesmente JPD, é um dos
moédulos do STING e seu objetivo é apresentar diversos
parametros estruturais para cada aminodacido da proteina de
forma visual a fim de facilitar o trabalho de comparacéao e
andlise.

A identificacdo dos pockets no JPD é feita através de um
software do pacote gratuito denominado Proshape, que é
predominantemente escrito em FORTRAN
(http://www.cs.ucdavis.edu/ ~ koehl/ProShape/download.
html) e utiliza a teoria de Alpha shapes. Este pacote é
composto por trés softwares: Tetrafor (célculo da
triangulacao ponderada de Delaunay tridimensional),
Progeom (célculo da superficie e do volume das proteinas, e
suas respectivas derivadas com respeito as coordenadas
cartesianas) e Pocket (identifica pockets e cavidades nas
proteinas). O autor do cédigo é o Dr. Patrice Koehl membro do
Biogeometry Group (http://biogeometry.cs.duke.edu).

Embora o software Pocket identifique os pockets e cavidades
nas proteinas, hd uma limitacdo com relacdo ao numero
maximo de aminoéacidos permitidos. Na versdo original, este
numero era da ordem de 500 residuos. Como o STING calcula
todos os parametros estruturais, a maioria por cadeia, para
todas as estruturas depositadas no Protein Data Bank (PDB)
(Berman et al., 2000), e hd uma grande parte com mais de
500 residuos, foi necesséario, adaptar o cédigo original para
tratar proteinas com, pelo menos, 5.000 aminoacidos. Além
disso, modificou-se o cdédigo para processar cada proteina
por cadeia. Com essas alteragbes, o codigo resultante foi
compilado e rodado em todos os arquivos do pdb, gerando a
base de dados para a identificacao dos pockets no JPD.

Aplicacées

Ha diferentes aplicacGes para a identificacao de pockets em
proteinas. Talvez a mais imediata seja descobrir quais &tomos
formam o pocket (Fig. 3 e 4). No caso de haver um ligante
dentro do pocket, a lista de &tomos que o forma possibilita
analisar que forgas fisico-quimicas estao contribuindo para a
interacao entre a proteina e o ligante (Fig. 5).

Fig. 3. Proteina 1hiv.pdb. Em vermelho os atomos dos
residuos que formam o pocket. Em amarelo, o ligante. Este
pocket tem volume igual a 305,5 A® e area igual a 203,12
AZ?.Imagem gerada pelo JPD.
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| ooos | 67 [ ca | arG | A
| ooog | 68 [ co | arG | A
| oo | 69 [ NE | ARG | A
| ooos | 7 [ NHI | ARG | A
| ooos | 7 | NH2 | ARG | A
| o023 | 181 [cot | Leu | A
| o2 | 182 |cp2 | LEU | A
| oo2s | 197 |oDL | aAsp | A
| oo2s | 198 |op2 | Ase | A
| o2z | 207 | cAa | 6Ly | A
| o2z | 20 | ¢ | oLy | a
| o027 | 200 | o || ooy | A
| ooz | 215 | N | ase | A
[ o0 [ 220 [ [ ase [ A
| o9 | 221 [opi | asp | A
| | = -

Fig. 4. As 15 primeiras linhas da lista de atomos que
compdem o pocket. Cada adtomo estd associado a um
aminodcido, e este a uma cadeia da proteina.
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Fig. 5. Mddulo JPD mostrando parte da sequiéncia de
aminodacidos da proteinas HIV-1 Protease (cédigo pdb 1hiv)
e varios parametros que sao utilizados para a anélise
estrutural das proteinas. Usando o JPD é facil visualizar o
pocket, obter a lista de &tomos que o formam e os valores
analiticos do volume e area.

Uma outra aplicacdo interessante da identificacao de
pockets na superficie protéica foi apresentada no ISMB
2004 (Neshich et al., 2004b). Neste trabalho, procurou-se
responder a seguinte pergunta: existe um conjunto de
parametros que podem definir os residuos principais do sitio
ativo da proteina? Usando-se o Select Tool/ do JPD foi
possivel responder afirmativamente a esse
questionamento. Como exemplo, pode-se citar o caso da
enzima HIV-1 integrase (cuja estrutura no PDB recebeu o
cédigo 1biu) que é essencial para o ciclo vital do virus HIV.
Esta enzima é responsavel por catalisar a insercao do
genoma viral no cromossomo da célula hospedeira, sendo

um possivel alvo para o design de drogas antivirais. Estudos
mostraram que mesmo as mutacdes mais conservadoras
nos residuos D64, D116 e E152 aboliram completamente a
atividade catalisadora da enzima. Filtrando-se os residuos
mais conservados, com potencial eletrostatico negativo e
que pertenciam a um pocket obtém-se exatamente os trés
residuos principais D64, D116 e E152 (Fig. 6 e Fig. 7).

Fig. 6. Representacdao CPK dos 4tomos da proteina 1biu que
estdo na vizinhanca dos residuos principais para a atividade
da enzima: D64, D116 e E152. Estes residuos estdo
destacados em vermelho. Imagem gerada pelo JPD.
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Fig. 7. Utilizando-se o Select Tool do JPD é possivel filtrar
apenas os residuos principais para a atividade da enzima.

Conclusoes

A insercao da identificacao de pockets no JPD abriu novas
possibilidades na andlise da relacdo entre estrutura e fungcao
das proteinas. Além disso com os dados sobre volume e area
dos pockets é possivel identificar possiveis ligantes em um
banco de dados de pequenas moléculas.
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