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HOMOLOGIA DE PROTEINAS COMO FERRAMENTA NA CONSTRUCAO DE
NOVOS FARMACOS

PROTEIN HOMOLOGY AS ATOOL FOR DEVELOPING NEW DRUGS

Stella Freitas e Dias !

Clarice Cunha Taveira 2

Resumo: Na busca pelo desenvolvimento racional de um farmaco, a modelagem por
homologia, vem sendo utilizada por industrias farmacéuticas e em pesquisas para estudos de
diferentes compostos que sdo pensados para interagir com o mesmo alvo, logo, as estruturas
podem ser comparadas e os grupos farmacoféricos importantes identificados, permitindo o
delineamento de novas estruturas. Também pode ser utilizada para projetar as moléculas que
se encaixam e se ligam ao local do receptor ou enzima alvo, ajudar no processo de
identificacdo e otimizacdo de prot6tipos de candidatos a novos farmacos. A técnica utiliza
ferramentas computacionais utilizadas para determinar estruturas 3D de proteinas, baseadas
na similaridade entre proteinas homdlogas. Consistindo em identificar e selecionar proteinas
molde, alinhar as sequéncias das proteinas, construir o modelo, fazer a otimizacdo do modelo
gerado e valida-lo.

Palavras-chave: Modelagem por homologia, receptores, desenvolvimento de farmacos.

Abstract: When searching for a rational development of a drug, the homology modeling, has
been used by the pharmaceutical industry and research to study the binding site, and design
molecules that fit and bind to the enzyme target or receptor sites. This technology can also be
used to study different compounds that are considered to interact with the same target. The
structures can be compared the important pharmacophore groups identified, allowing the
design of new structures. It can also be used to design molecules that fit and bind to the
receptor site or enzyme target, help the process of identification and optimization of
prototypes of new drug candidates. The technique uses computational tools used to determine
the 3D structures of proteins, based on the similarity between homologous proteins.
Consisting identify and select protein template, align the sequences of proteins, to construct
the model, making the optimization of the generated model and validate it.

Keywords: Homology modeling, receptors, drug design.
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1 INTRODUCAO

O efeito farmacoldégico de uma molécula deve-se a sua interacdo com receptores, 0S
quais sdo na maioria das vezes, macromoléculas presentes na membrana celular. Um grupo
importante de receptores de farmacos sdo as proteinas que normalmente servem como
receptores de ligantes reguladores enddgenos (p.ex.; horménios, neurotransmissores) (LAZO,
2006). Logo, a estrutura de uma proteina pode auxiliar na descoberta de farmaco em cada fase
do processo de desenvolvimento, podendo ser utilizada na identificacdo e selegdo de seu alvo
molecular (BLUNDELL, et. al.; 2006).

Uma maneira de planejar racionalmente um farmaco é baseando-se no conhecimento
apurado da maior quantidade possivel de informacdes de ordem estrutural acerca do
biorreceptor, podendo prever mais facilmente a ligacdo do fa&rmaco com o receptor e seu
mecanismo de acdo. Todo esse processo pode ser obtido por meio da utilizagdo de ferramentas
computacionais envolvidas no processo de desenvolvimento, desde a coleta e gerenciamento
de dados a realizacdo de simulac6es a nivel molecular. (SILVA, V; SILVA, C., 2007). Assim,
na busca em elucidar o proteoma, o numero de estruturas de biorreceptores 3D
(Tridimensional) aumentard, o que promovera o menor custo e maior eficiéncia das técnicas
de analise (VERLI; BARREIRO, 2005).

A modelagem por homologia é bastante satisfatoria em presumir estruturas 3D de
proteinas, pois baseia-se em alguns padrdes gerais observados em nivel molecular, onde a
homologia entre sequéncias de aminoacidos envolve uma semelhanca estrutural e funcional,
além disso proteinas homdlogas apresentam regides internas conservadas, mas as regides das
alcas, que sdo regibes mais externas sdo onde as principais diferencas estruturais entre
proteinas homélogas ocorrem (FILHO, O; ALENCASTRO, 2003).

Sabe-se também que as proteinas agrupam-se em um numero limitado de familias
tridimensionais. Entdo, ao se conhecer a estrutura de pelo menos um membro de uma familia,
é geralmente possivel modelar os demais membros da familia por homologia (WOLF, 2000
apud FILHO, O; ALENCASTRO, 2003).

A técnica de modelagem por homologia é considerado um método rapido, ja que €
inferior a 2 horas o tempo gasto com a parte computacional em um projeto de modelagem,
ndo incluindo o tempo necessario para a visualizagcdo e interpretacdo do modelo, que ir4

depender da experiéncia de trabalho com estruturas de proteinas (BORDOLLI, et.al.;2008).
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2 METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo exploratério, no qual utilizou como procedimento técnico a
pesquisa bibliografica. Valendo-se de trabalhos tedricos desenvolvidos na area da sadde que
contemplam o tema. N&o foram utilizados limites de data. As bases consultadas foram:

. GOOGLE ACADEMICO - http://scholar.google.com.br/
. PORTAL SCIELO - http://www.scielo.org/php/index.php
. BIREME - http://regional.bvsalud.org/php/index.php

3 PROTEINAS HOMOLOGAS

As proteinas sdo moléculas organicas de alto peso molecular, responsaveis pela
maioria das atividades fundamentais dos organismos, constituindo-se em polimeros formados
pela ligacdo covalente entre aminoacidos diferentes, onde a atividade biolégica depende da
sua estrutura (OLIVA, 2008).

Algumas sequéncias de aminoacidos apresentam grande similaridade, o faz com que
estas desempenhem a mesma fungdo em organismos semelhantes, bem como nos genes que as
codificam o0 que sugere que 0S Organismos em questdo possuem uma mesma origem
evolucionéria (KHOURI, 2002). Devido a mutag®es, relacionadas ao mecanismo de evolucéao
genética podem ocorrer divergéncias moleculares e, como consequéncia, pode-se formar
familias de proteinas com estruturas equivalentes (SANTQOS, 2008).

Proteinas homdlogas tendem a ser semelhantes em sua forma, mesmo apresentando
sequéncias um pouco diferentes (KHOURI, 2002). Para serem consideradas homdlogas, as
sequéncias semelhantes de proteinas precisam ser originadas de um ancestral comum, o que
pode ser descoberto por meio de comparagdo das sequéncias de amino4cidos destas proteinas
(PROSDOCIMI, 2002).

Durante o processo de evolugdo as proteinas mantém conservada sua estrutura 3D,
principalmente com relacdo aos residuos funcionais, importantes para manter o desempenho e
a manutencdo de funcgdes especificas. As regides de algcas por ndo possuirem estrutura
secundaria definida mostram as maiores divergéncias (RIGDEN .D; MELLO L., 2002).

Em geral, os residuos localizados mais internos das proteinas variam com menor
frequéncia, mas caso ocorra, normalmente sera com menor diferenca de propriedades fisico-
quimicas. Assim, um conjunto de aminoacidos que esta contido no nucleo da proteina e os

principais elementos de estrutura secundaria permanecem mais conservados dentro de uma
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familia de proteinas homdlogas (HOLTJE, et.al., 2003; apud SILVA, V.; SILVA, C., 2007).

4 MODELAGEM DE PROTEINAS POR HOMOLOGIA

A modelagem de proteinas estd baseada na semelhanca entre estruturas
primarias de uma proteina-molde e de proteinas homologas de estruturas 3D conhecidas que
trazem consigo uma similaridade estrutural (CHOTIA, C; LESK A. M., 1986). Deste modo,
um modelo 3D de uma proteina alvo pode ser construido a partir de proteinas que possuem
relagdo de similaridade estrutural (GINALSKI, 2006).

Caso as técnicas experimentais falnem, a modelagem de proteinas por homologia é a
Unica maneira de se obter informagdes estruturais técnicas. Além disso, hé proteinas que séo
muito grandes para analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e ndo podem ser
cristalizadas por difragdo de raios-X (BOURNE; WEISSIG, 2003).

O método de modelagem de proteinas por homologia consiste em vérias etapas
consecutivas geralmente repetidas até que um modelo satisfatério seja obtido, estas etapas
sdo: identificar e selecionar proteinas-molde, alinhar as sequéncias de residuos, construir as
coordenadas do modelo, otimizar e a validar o mesmo (MARTI-RENOM, M. A. et.al, 2000).
(figura 1). Para cada um dos passos existe um grande numero de métodos, programas e

servidores especificos na internet (quadrol).

Nome | Tipo | Endereqo nalntemet
Bancos de dados
SRS s srs.ebi.ac.uk/
GenBank s www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
PDB s  http://www.rcsb.org
SWISS-PROT s http://www.ebi.ac.uk/uniprot/
Fontesde estruturas-molde
BLAST s  http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ Blast.cgi
PS-BLAST s  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Education/ BLASTinfo/ psil.html
FASTA s  http://www.ebi.ac.uk/ Tools/ fasta33/index.html
SCANPS s http://www.ebi.ac.uk/ Tools/ scanps/
Alinhamentos de sequéncia
BLAST s  http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ Blast.cgi
FASTA s  http://www.ebi.ac.uk/ Tools/ fasta33/index.html
CLUSTAL s  http://www.ebi.ac.uk/ Tools/ clustalw2/index.html
MULTALUN http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
M odelagem de proteinas
MODHELER p  http://www.salilab.org/ modeller/
SWISS-MODEL s http://swissmodel.expasy.org
Validacdo de modelos
PROCHECK p  http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/ PROCHECK/index.html
WHATCHECK p  http://swift.cmbi.ru.nl/gv/whatcheck/
What IF p  http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/

Quadrol. Programas e servidores disponiveis na internet.
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Figura 1. Esquema Geral da modelagem de proteinas por homologia.
Fonte: BISHOP, A. O. T.; BEER, T. A. P. de; JOUBERT, F., 2008.

4.1 Identificacdo e sele¢do de proteinas-molde

A identificacdo é entdo o primeiro passo, onde se estabelece as bases, identificando
homdlogos apropriados da estrutura da proteina modelo, que séo suficientemente similares a
sequéncia alvo a ser modelada (BISHOP et.al.; 2008). Ao se conhecer a familia protéica a que
pertence a proteina-alvo, é possivel fazer uma busca pela proteina molde no Protein Data
Bank (PDB), um banco de dados onde técnicas como a cristalografia de proteinas e a RMN,
tém permitido conhecer a estrutura 3D de mais de 69.351 proteinas, registradas no PDB
(http://www.rcsh.org) em Novembro de 2010 (OLIVA, 2008).

Em alguns casos ndo se conhece a familia da proteina-alvo, sendo assim deve-se
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procurar moldes em um banco de dados de estruturas primarias armazenadas no PDB. Além
de se utilizar ferramentas de buscas como FASTA ou BLAST (Basic Local Alignment
Sequence Tool), no entanto, estes programas funcionam bem apenas para o alinhamento das
sequéncias com alta similaridade (BOURNE; WEISSIG, 2003).

Métodos como PSI-BLAST (Position Sequence lterated - BLAST) e SCANPS
aumentaram a possibilidade de deteccdo de homdlogos distantes. Isso ocorre porque um perfil
de sequéncia, que é construido a partir de um alinhamento multiplo de sequéncias homélogas,
contém mais informacdes sobre a sequéncia da familia do que uma Unica sequéncia (WALSH,
et.al.; 2008).

Também permitem a deteccdo de proteinas homologas, 0 GenBank ou SWISS-PROT,
bancos de dados de sequéncias de pares de bases de aminoacidos(FILHO, O;
ALENCASTRO; VILLAR, 2001), ou como o Protein Identification Resource (PIR) um
sistema integrado de recursos publicos para ajudar na interpretacédo dos dados de sequéncia de
proteinas. (WU, et.al, 2003)

O ideal ¢ identificar o0 modelo que possui 0 maior grau de identidade, que tenha a
maior resolucéo, e que disponha de estruturas com ligantes adequados (SILVEIRA, 2005).

4.2 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos

O alinhamento consiste em se colocar uma sequéncia de aminoacidos em cima da
outra e adapta-las por meio do deslocamento dos elementos contidos em seu interior com o
objetivo de estabelecer a simetria entre as bases, uma de cada sequéncia (OLIVEIRA, 2006).
Podendo ser disponibilizado para todas as proteinas estudadas, a analise da interagdo protéica
com certo receptor e ou enzima (EMBRAPA, 2002).

Programas como 0 CLUSTAL ou MULTALIN, fazem alinhamento maltiplo de DNA
ou proteinas, produzindo alinhamentos significativos de sequéncias multiplas e sequéncias
divergentes calculando os melhores resultados para as sequéncias selecionadas de modo que
as semelhancas e as diferencas possam ser vistas (PROSDOCIMI, 2002).

Outros programas como o 3DCoffee que obtém as estruturas do PDB ou de algum
servidor e que sdo alinhados pelo FUGUE também fazem o alinhamento estrutural. J& o
MEME fornece informagbes sobre motivos conservados encontrados em sequéncias
alinhadas, e pode ser usado para orientar o alinhamento (POIROT, et.al.; 2004).

Os novos métodos sdo altamente sensiveis e podem detectar e alinhar sequéncias

homdlogas que fornecem informac6es sobre a funcdo da proteina, a estrutura ou a evolugéo.
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Estendendo os limites de sensibilidade sendo de grande importancia préatica (SODING, 2005).

Na literatura encontra-se um valor de identidade sequencial para que possa ser
executada a modelagem molecular por homologia, como significante um valor acima de 30 %
de identidade sequencial entre a proteina-molde e a proteina-alvo (MOULT, 2005).
Dependendo da quantidade de residuos da proteina a ser modelada esse valor pode variar,
sendo menos grave quanto maior for o comprimento da sequéncia a ser modelada (Figura 2
(SILVA, V; SILVA, C., 2007).
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Figura 2. Relacdo identidade sequencial e nimero de residuos de aminoacidos.
Fonte: SILVA, V. B.; SILVA, C. H. T. P, 2007.

Comparando os modelos originados por homologia de proteinas com os modelos de
estruturas cristalograficas, verificou-se que quando a identidade sequencial é maior do que
40%, estes possuem um mesmo nivel de precisdo, ndo havendo diferencas significativas. Se a
identidade sequencial é menor que 40%, os resultados tendem a variar, com alguns programas

apresentando resultados muito mais precisos que outros (NAYEEN, et. al.; 2006).

4.3 Construcdo dos modelos virtuais

Depois que uma estrutura homdloga conhecida for identificada poderd ser modelada
utilizando-se uma variedade de procedimentos de modelagem por homologia, como: por
exemplo, aqueles que usam um método de montagem do fragmento, como COMPOSER ou
3D-Jigsaw (BLUNDELL, et.al.; 2006) ou, alternativamente, um procedimento baseado em
restricoes, tais como MODELLER, que calcula restricdes (campos de forca, distancia entre os
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residuos, ligacbes angulares) baseadas em andlises estatisticas, a partir da estrutura molde e as
aplica a sequéncia que sera modelada (PIEMOLINI, et.al.; 2004). Além destes programas,
existem programas disponiveis, como os servidores da Web:IF, SWISS-MODEL e o servidor
Rosetta, que torna mais fcil a constru¢do de um modelo (BISHOP, et. al.; 2008).

Um dos problemas encontrados regularmente em modelagem por homologia séo as
alcas. Onde regides varidveis em proteinas homdlogas tém mostrado que, nos casos em que as
regides de alcas apresentam 0 mesmo comprimento e aminoacidos com as mesmas
caracteristicas, a conformagdo de ambas serd a mesma. Devendo-se transferir as coordenadas
para 0 modelo em construcdo. Nao existindo alguma alga comparavel entre as proteinas,
pode-se construir a alga, a partir de segmentos peptidicos que sdo encontrados em outras
proteinas, buscando-se em banco de dados (HOLTJE apud SILVA, V; SILVA, C.,2007).

Outra alternativa, é por meio da metodologia de novo, onde se faz a coleta das
estruturas locais de pequenos segmentos de fragmentos em estruturas 3D ja conhecidas e
realizar a combinacao destas estruturas para produzir um nimero de provaveis modelos 3D de
uma proteina-alvo, levando-se em consideracao a energia potencial minima (DORN, 2008).

O outro problema encontrado sdo as regides das cadeias laterais, que assim como as
algas, realiza-se consulta em bancos de dados de rotameros derivados de estruturas terciarias,
de onde se obtém dados energéticos e de impedimentos estéricos que deverdo ser testados
(BOURNE; WEISSIG, 2003).

4.4 Otimizacgao do modelo gerado

E comum que um modelo virtual originado nio apresente geometria ideal, entdo um
processo de otimizacdo de geometria, que envolve a minimizacdo de energia, pode ser
aplicado no modelo gerado (GRAHAM, 2008). A otimizagdo pode ser realizada por um
método de mecénica molecular, onde se desenvolve um campo de forga, um conjunto de
fungdes de energia que determinam penalidades energéticas para o afastamento da estrutura
de valores considerados normais, buscando reduzir a energia, a um minimo (SANT’ANNA,
2009).

Outro método utilizado para a otimizagcdo é a dinamica molecular. A dindmica
molecular é uma forma de simulagdo computacional no qual os &tomos e moléculas podem
interagir durante um periodo de tempo por aproximagdes fisicas, dando uma visdo do
movimento de particulas. O calculo explora a superficie de energia potencial na busca de
outras conformac0es estaveis (SANT’ANNA, 2009).
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4.5 Validagdo do modelo

Apos a construcdo do modelo, deve ser feita a avaliacdo. Nessa etapa serdo avaliados
0s paradmetros estereoquimicos como: a exatiddo dos angulos entre as ligagdes, o
comprimento das ligagBes, quiralidade dos aminoacidos, ligacdo peptidica e angulos
torcionais. Dentre os programas mais utilizados estdo: Procheck, ANOLEA, Whatlf,
Verify3D, Whatcheck, Prosa Il (SILVEIRA, 2005).

O programa Procheck, ira analisar a estereoquimica da estrutura (planaridade das
ligacBes peptidicas, impedimentos estéricos, angulos torcionais das cadeias laterais, energia
das ligacBes de hidrogénio, entre outros) (VALADARES, 2008). Ja o ANOLEA (Avaliacéo
Ambiental atbmica ndo-local) é um servidor que calcula a energia no nivel atdmico em
estruturas de proteinas. A entrada do servidor € um arquivo do PDB contendo um ou mais
cadeias de proteinas (MELO, et. al.; 1997).

Ao se avaliar a qualidade do empacotamento dos modelos da proteina, utiliza-se o
Whatlf, que utiliza estruturas do PDB para analisar os contatos atdmicos, por meio do célculo
do indice da qualidade de contato, onde maior que -0,5 é considerado um étimo modelo e -3 é
ruim (SILVA, V., 2008). O programa Verify3D é o escolhido para avaliar a coeréncia da
estrutura modelo com a sequéncia gerada, por meio do perfil 3D, onde a posicdo de cada
residuo do modelo 3D é caracterizada pelo seu ambiente quimico. (LUTHY, et. al.; 1992).

Para avaliar as interacOes entre a estrutura gerada e o meio, utiliza-se o programa
Whatcheck que da informagdes sobre a formacdo de regides de cadeias centrais hidrofébicas,
a acessibilidade de residuos e 4&tomos em relacdo a moléculas do solvente, a distribuicdo
espacial de grupos i6nicos, das ligacGes de hidrogénio da cadeia principal (SILVEIRA, 2005).
Ainda sobre as interagOes entre a estrutura e o meio, o Prosall avalia o ambiente de cada
aminoacido da proteina gerada, tendo como referéncia o ambiente esperado em proteinas
analogas de alta resolucdo de estruturas de raio-X (SASIN J. M.; BUJNICKI, J. M., 2004).

5 POSSIVEIS ERROS DO METODO

Os erros mais comuns encontrados em modelos gerados por homologia de proteinas
sdo: erros de modelagem das cadeias laterais, erros em regibes sem molde, erros de
alinhamento e modelos incorretos (Figura 3).

Erros de modelagem das cadeias laterais: Quando ha pouca similaridade entre a
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estrutura-alvo e a estrutura-molde ¢ baixa podem surgir problemas de encaixe de algumas
cadeias laterais no corpo principal do modelo, formando regides interrompidas (FILHO, O;
ALENCASTRO, 2002).

Erros em regides sem molde: Ocorre mais facilmente na regido das algas,
principalmente em regides com algas grandes, ja que ndo ha seguimentos parecidos na
estrutura-molde. Avaliando-se o alinhamento proposto € o ambiente em que a alga esta
localizada pode-se vencer este tipo de erro (FISER, et.al.; 2000).

Erros de alinhamento: Sendo o grau de identidade entre as sequéncias de aminoacidos
menores do que 30%, pode ocorrer este tipo de erro. Deve-se optar entdo, por alinhamentos
multiplos, para reduzi-los, e fazer também modifica¢des repetidas das regides problematicas
do alinhamento (COZZETTO, D.; TRAMONTANO, A, 2005).

Modelo incorreto: ocorre quando a identidade sequencial encontrada entre as proteinas
¢ menor do 25%. Sendo o mais correto, procurar proteinas com pelo menos 30% de

identidade sequencial. (SILVEIRA, 2005)
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Figura 3. Possiveis erros em modelagem por homologia.
Fonte: SILVEIRA, 2005
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6 APLICACOES

H& muita informacéo sobre a funcdo bioldgica que pode ser obtido de uma estrutura de
proteina em 3D (BISHOP, et. al.; 2008). As simula¢des por computador buscam considerar
aspectos dinamicos do complexo farmaco-receptor nos estudos de modelagem molecular,
descrevendo processos bioldgicos de interesse no desenvolvimento de farmacos (VERLI;
BARREIRO, 2005).

Logo, os modelos de proteinas originados por homologia podem ser aplicados para
explicar os efeitos das mutagdes na resisténcia as drogas e doencgas genéticas, identificar o
sitio ativo de um potencial alvo terapéutico, modelar um substrato especifico, na validacdo de
uma proteina-alvo, simula¢bes de “docking” virtual (onde sdo investigadas as possiveis
orientacdes que a molécula ird assumir no interior do sitio ligante do receptor, ou entre duas
moléculas), otimizacdo de prototipos, facilitar a substituicdo molecular na determinacgdo de
estruturas de raio-x, refinar modelos baseados em restricdes de RMN, ao se tentar predizer
efeitos indesejaveis para 0s prototipos estudados (Figura 4) (SILVEIRA, 2005).

H4 vérios estudos das aplicacBes da técnica, como no desenvolvimento de analgésicos
fortes, sem potencial para abuso ou efeitos secundarios adversos (POGOZHEVA;
PRZYDZIAL; MOSBERG; 2005). Na engenharia de alimentos, no fornecimento de
informacGes importantes sobre especificidade e expressdo de enzimas como a PHA sintetase,
importante para aplicacbes farmacologicas e industriais (PIEMOLINI, et.al.; 2004), em
inibidores seletivos da Lipoxigenase (KENYON, et.al.; 2006). Estudo de resisténcia a drogas,
por exemplo do virus influenza H5N1 que sugeriu um sistema de tratamento que combina 0s
dois inibidores(Ozeltamivir e Zanamivir) para reduzir o nimero de virus mutantes resistentes
(WANG; DU; CHOU, 2007).

Em casos onde proteinas sdo associadas & doencas moleculares ou patogenos, a
elucidacdo de sua estrutura permite o desenvolvimento racional de farmacos, temos como
exemplo: Inibidores da protease do virus HIV, Antiinflamatdrios inibidores da COX2, o
anticancerigeno Glivec®, inibidor da tirosina quinase (OLIVA, 2008).
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Figura 4. Aplicacbes da modelagem por homologia.
Fonte: SILVEIRA, 2005.

7 CONCLUSAO
Por meio da modelagem molecular por homologia, pode-se entdo realizar pesquisas

mais direcionadas no sentido de encontrar compostos biologicamente ativos, bem como na

otimizagdo de prototipos, inibidores, ativadores enzimaticos e outros ligantes que permitam a
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producdo de farmacos mais eficientes e especificos através do desenvolvimento racional de
farmacos. Na auséncia de dados estruturais resolvidos experimentalmente para um novo alvo
terapéutico identificado, os modelos virtuais de proteinas gerados por modelagem molecular
por homologia estrutural tém oferecido um excelente apoio no planejamento de potentes
agentes farmacoldgicos, com varios exemplos descritos na literatura. A técnica tem sido
utilizada em industrias farmacéuticas e em pesquisas, sendo uma poderosa alternativa para a
superacdo dos problemas envolvidos no esclarecimento de estruturas protéicas por técnicas

experimentais.
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