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Resumo

(s hormoénios sdo fundamentais para a estabilidade do corpo hidrofébico dos
dominios de ligacao com o ligante dos receptores nucleares hormonais. Isto sugere
que rearranjos estruturais significativos devem permitir a entrada ou a saida dos
ligantes, mas a natureza destes rearranjos e a dinamica da proteina envolvidos nio
sao conhecidos. [stas modificagoes tém sido deduzidas da analise e comparacio
das estruturas tri-dimensionais estaticas. Neste trabalho sdo usadas duas técnicas
computacionais para obter os mecanismos de dissociacao do Horménio Tireoideano
do seu respectivo receptor. Estas técnicas sao conhecidas como Dinamica Mole-
cular com Amostragem Ampliada e Dinamica Molecular com Caminho Induzido.
Combinadas, suas caracteristicas permitem obter tanto aspectos gerais como inte-
racoes especificas dos mecanismos de dissociacao. Trés mecanismos foram obtidos
com DMAA: o Caminho I envolve a dissociagao da hélice 12 da hélice 3 e se asseme-
lha a0 modelo “ratoeira” geralmente proposto para os receptores do acido retindico:
o Caminho II envolve a separacao das hélices 8 e 11 e do {)-loop e gera uma ex-
plicacao plausivel para a grande afinidade de alguns ligantes sintéticos conhecidos:
por fim, no Caminho III, o ligante escapa através de uma cavidade formada pelo
grampo-3, a hélice 3 e o loop entre as hélices 1 e 2. Este caminho tinha sido
previamente proposto pela analise da mobilidade da proteina, obtida dos fatores
de temperatura das estruturas cristalograficas. Estes mecanismos foram estudados
detalhadamente com DMCI, mostrando que aminoacidos estio envolvidos e qual a
importancia de cada uma das interagoes. A correlagao destes caminhos com dados
experimentais e biologicos ¢ discutida. oferecendo bases racionais para uma futura

verificacdo experimental e design de ligantes sintéticos seletivos.
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Abstract

Nuclear hormone receptor ligands form an integral part of the hydrofobic core
of nuclear receptor ligand binding domain. This suggests that there must be sig-
nificant structural rearrangements to permit ligand binding and release, but the
nature of these alterations and of the protein dynamics involved is not known and
has only been inferred from comparisions of static three dimensional structures. In
this work, we use two computational methodologies to adress the mechanisms of
dissociation of the Thyroid Hormone from thyroid hormone receptors. The tech-
niques are known as Enhanced Sampling Molecular Dynamics and Steered Mole-
cular Dynamics. Combined, their features permit obtaining both general aspects
and specific interactions of the dissociation pathways. Three paths were found
using ESMD: Path T involves de dissociation of the H12 from H3 and ressembles
the “mouse trap” model proposed for retinoic acid receptors; Path Il involves the
separation of H8, H11 and the Q2-loop and provides a possible explanation for the
high affinity of known synthetic ligands; Finally, in Path III the ligand escapes
through a cavity formed by the 3-hairpin, H3 and the H1 to H2 loop. This path
was previously proposed by the analysis of the mobility of the protein obtained
from temperature factors in crystallographic structures. These mechanisms were
studied in detail with SMD. These simulations have shown which aminoacid resi-
dues are involved and details on their interaction energies with the hormone. The
correlation of the paths found with biological and experimental data is discussed,
offering a rational basis for future experimental verification and design of selective
synthetic ligands.
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Capitulo 1

Receptores Nucleares:

Funcao e Estrutura

Os genes da superfamilia dos receptores nucleares hormonais (Nuclear Hormone
Receptor Gene Superfamily) codificam receptores intracelulares estruturalmente re-
lacionados. Entre eles encontram-se os receptores dos glucocorticéides, dos hormeo-
nios andrégenos, da progesterona, do estrogeno, da vitamina D, do acido retinéico
e do hormonio tireoideano, por exemplo. Também fazem parte dessa superfamilia
de genes varios receptores ¢rfaos, isto é, que nao possuem um ligante determinado.
Estudos genotipicos comparativos mostram que a mosca Drosophila possui varios
genes semelhantes aos genes que codificam os receptores nucleares humanos, indi-
cando que esta classe de proteinas é anterior 4 diferenciacao entre vertebrados e

invertebrados [1].

1.1 Funcao bioldgica

As proteinas da superfamilia dos receptores nucleares possuem a funcio de regular
a transcricao de genes. Cada classe destas proteinas é responsavel pela regulacao
da transcri¢ao de um conjunto de genes. Por exemplo, os glucocorticoides e o
Hormeénio Tireoideano regulam cerca de 1% de todos dos genes que sao expressados
em certas células. As diferentes classes de receptores controlam grupos de genes
que podem se sobrepor, mas cada receptor controla um conjunto total de genes
Gnico. Os receptores reconhecem seus hormoénios e os trechos de DNA de forma
altamente seletiva, por uma variedade de mecanismos |1, 2|.

A distribuicao heterogénea dos receptores nucleares nos diferentes tecidos lhes

confere propriedades importantes. A grande maioria dos tecidos possui as protei-



2 Capitulo 1. Receptores Nucleares: Funcdo e Estrutura

nas de praticamente todos os receptores. porém em concentragdes muito distintas.
Existem, ainda, alguns receptores que sio especificos de determinados tecidos. Por
exemplo. a isoforma TRS2 dos receptores do Horménio Tireoideano é encontrada
unicamente na glandula pituitaria e em regides do hipotalamo [1]. Da atividade
regulatoria que estes receptores exercem. vale citar alguns exemplos: os Receptores
do Horménio Tireoideano influenciam a diferenciacdo celular e o desenvolvimento
em Organismos jovens e controla varios processos metabélicos em organismos adul-
tos [3]: os retinoides, a vitamina A entre eles, atuam sobre o desenvolvimento
embriondrio dos vertebrados, sobre a homeostase e também sobre a diferenciacao
celular: receptores do estrégeno e da progesterona atuam em diversas etapas do
desenvolvimento e, evidentemente. sobre a diferenciagio sexual [4].

A regulagéo da atividade destes receptores por moléculas pequenas, os hormé-
nios, faz destas proteinas alvos claros para o desenvolvimento de farmacos. Dife-
rentes agonistas e antagonistas ja sio usados para contracepgao, para o controle de
processos inflamatorios, prevencio da osteoporose e para o tratamento de varias do-
encas, incluindo diabetes, doencas de pele, sindromes de resisténcia aos hormonios
e inclusive alguns tipos de cancer [5].

1.2 Dominios estruturais e suas funcdes

Os receptores nucleares sio formados basicamente por trés dominios que estao
representados de forma simplificada na Figura 1.1. Proximo da regiao N-terminal,
existe um dominio altamente variavel entre as diferentes classes de receptores e que
possui uma regiao ativadora da transcrigio. Este dominio nio teve sua estrutura
determinada ainda, e ha indicios de que seja basicamente desestrutrado [2].

O segundo dominio na sequéncia de aminoacidos é o Dominio de Ligagao com o
DNA (DBD), cuja principal funcio & a ligagao com seqiiéncias de DNA especificas
dos genes associados a cada receptor. Este dominio é composto por aproximada-
mente 70 aminodcidos com cerca de 40% de similaridade entre as diferentes classes
da superfamilia do receptores nucleares. O DBD de alguns receptores também esta
associado 4 dimerizagdo. Diversas estruturas deste dominios J& foram determina-
das e consistem em um par dedos de zinco, um tipo de conformagao estrutural

comumente associada a ligagao com DNA [2, 6].
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(O dominio com func¢oes mais diversificadas. também o maior, das proteinas
da superfamilia dos receptores nucleares € o Dominio de Ligagdo com os Hormé-
nios (LBD). Entre as diferentes classes de receptores, as seqiiéncias de aminoacidos
possuem cerca de 20% de similaridade. mas as seqiiéncias dos receptores de uma
mesma classe sdo bastante mais parecidas. Por exemplo. as seqiiéncias prima-
rias dos diferentes tipos de receptores do horménio tireoideano possuem 86% de

similaridade.

[
|
| N-terminai - DBD ‘ LBD C-terminal |

Nuljner’o‘de — 80 ~ 70 ~ 260
Amincacidos
Ligacao com
o DNA

Ligagaoc com
o horménio

Dimerizagao : L —

Transativagao w— —

x
E

Silenciamento -

Figura 1.1. Dominios estruturais dos receptores nucleares e suas fungdes.

Além do reconhecimento seletivo de ligantes, os LBDs possuem outras fungoes
importantes como a transativacao dependente da ligacao com o horménio, dimeri-
zacao e silenciamento de genes. A formacao de dimeros é necessiria para atividade
da maior parte dos receptores conhecidos e se di pela interagao de superficies hi-
drofobicas presentes nos LBDs. Estas estruturas, quando dissociadas dos ligantes.
ainda podem ser responsaveis pelo silenciamento de genes, isto €, pela inibicao de

sua transecrigao [7].

1.3 Mecanismos de acao

Os receptores nucleares possuem mecanismos de agao que, apesar de nao serem
totalmente conhecidos, possuem caracteristicas principais bem determinadas. Os
hormonios sao transportados na corrente sangiiinea por proteinas. Como mostra

a Figura 1.2, se dissociam das proteinas transportadoras e entram nas células por
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difusao através da membrana celular. Uma vez no citoplasma. podem associar-se
a0s receptores por dois mecanismos distintos.

O mecanismo mais simples, representado na parte superior da Figura 1.2 con-
siste em que o hormoénio se difunde através do citplasma até o niicleo celular e, uma
vez no mniicleo, liga-se ao receptor. O receptor pode estar associado a outros recep-
tores, formando homodimeros ou heterodimeros, a outras proteinas reguladoras,
como coativadores ou correpressores ¢ geralmente estd associado ao DNA. {1, 2].
Uma vez formado o complexo entre o receptor e o horménio, 0s correpressores se
dissociam e o processo de transcrigio se inicia. Este mecanismo é geralmente reco-
nhecido como sendo o modelo principal de ativacdo da transcricao para a familia
dos receptores do Horménio Tireoideano.

O segundo mecanismo importante reconhecido esta representado na parte infe-
rior da Figura 1.2. Os receptores permanecem no citoplasma associados a proteinas
de choque térmico! e delas se dissociam quando se ligam ao horménio. Dissociados
da HSP, geralmente formam homodimeros que se ligam ao DNA finalmente promo-
vendo a transcricio. Este mecanismo mediado por proteinas de choque térmico foi
reconhecido para os receptores dos horménios esterdides e glucocorticéides (1, 9.

Em ambos os mecanismos duas etapas sdo determinantes para a especficidade
da acdo dos receptores nucleares: sua associagdo com os hormonios e sua associagao
com o DNA.

O papel dos hormonios

Os receptores nucleares sao fatores de transcrigio dependentes da associagao com
hormonios. Existem aproximadamente 40 tipos diferentes de receptores nucleares
identificados, sendo que ligantes foram ji reconhecidos para a metade deles. O
reconhecimento das familias de ligantes como dcidos graxos e acidos biliares, as-

sociados a receptores que por muitos anos foram considerados orfios (i. e. sem

IProteinas de Choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP), também chamadas Chaperonas
Motleculares, tém a funcao de induzir o enovelamento correto e evitar a desnaturacao de outras
proteinas. Associam-se as proteinas durante o processo de tradugao antes de que as protéinas
estejam totalmente formadas, evitando um enovelamento prematuro. Sao conhecidas como pro-
téinas de choque térmico por serem expressadas em grande quantidade em situacoes de estresse
térmico [6. 8].
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Figura 1.2. Mecanismo geral da agao dos receptores nucleares. HSP: Proteina

de Chogue Térmico.

ligante reconhecido) suportou a teoria de que todos os receptores nucleares tém
sua atividade modulada por algum ligante [10]. Na verdade, muito recentemente
foi reconhecido um receptor nuclear cuja atividade independe da associagao com
qualquer ligante e que, apesar da grande similaridade estrutural com os outros
membros da familia dos receptores nucleares, nao possui a cavidade a qual os li-
gantes geralmente se associam [11]. A regulacdo da atividade deste receptor nao ¢
ainda bem compreendida.

De qualquer forma, a maior parte dos receptores nucleares tem sua atividade
modulada pela presenca de ligantes. A concentragao destes ligantes na célula deter-
mina se os genes associados ao receptor correspondente serao ou nao transcritos.
A afinidade dos receptores nucleares em relacdo aos seus ligantes ¢ geralmente
muito alta. Por exemplo, o ligante natural T3 do Receptor do Hormonio Tire-
oideano possui uma constante de dissociacio do receptor da ordem de 107 Mol
L~!. Desta forma. pequenas concentragées dos horménios no organismo promovermi
grandes respostas dos receptores. E gracas as baixas concentracdes necessarias que
os horménios, moléculas principalmente hidrofobicas, podem cumprir sua fungao

reguladora no organismo [12].
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Os hormonios sao moléculas basicamente hidrofébicas com alguns poucos gru-
pos hidrofilicos. Se associam ao Dominio de Associagdo com o Ligante (LBD) dos
seus Receptores pela formacao de algumas poucas, mas importantes, interacoes hi-
drofilicas e uma série de interagdes hidrofébicas. As cavidades dos LBDs as quais
os ligantes se associam possuem estruturas que conferem grande especificidade a
ligagao de cada tipo de hormonio. O papel ativo destes horménios na regulacao da
transcricao e a clara componente estrutural envolvida na interagdo com os recepto-
res € o que torna esta classe de proteina um alvo claro para o desenvolvimento de
farmacos. Os horménios em sua forma natural vém sendo usados no tratamento
de diversas doengas e o desenvolvimento de ligantes com propriedades moduladas

¢ uma area de intensa pesquisa |12, 13].

A associacdo com o DNA

Nao obstante a regulacao da atividade dos receptores nucleares seja predominante-
mente mediada pela associagao com os hormonios, a especificidade de acao, quanto
ao grupo de genes associado a cada receptor, provém da especificidade da ligacio
destes com seqiiéncias de bases bem definidas no DNA. Estas seqiiéncias sio en-
contradas na forma de repeticoes simétricas ou antissimétricas {palindromos) de 3
bases nitrogenadas, separadas por uwm conjunto de 3 ou 5 bases. Estas segiiéncias
bem definidas de nucleotideos sao conhecidas como Elementos de Resposta dos
Hormonios (Hormone Response Elements, HRE) [4].

Os receptores se ligam aos elementos de resposta na forma de homodimeros ou
heterodimeros, sendo que cada uma das unidades formadoras dos dimeros se liga
a uma das duas seqiiéncias que constituem os HRE. A forma como a estrutura
dos dimeros se adapta para se associar ao DNA ndo é bem compreendida. A
associagao com repeticoes de seqiiéncias de bases de simetrias diferentes no DNA
requer uma grande flexibilidade. Estruturas dos dominios de ligacio como DNA de
diversos receptores ja foram determinadas, mas a flexibilidade depende da interacao
e da conexao entre este dominio e o LBD (ver Figura 1.1). As tnicas estruturas
dos dois dominios juntos determinadas sao estruturas de baixa resolucao obtidas
por Polikarpov e colaboradores com espalhamento de raios X a baixo angulo das

proteinas em solucdo |14]. Estas estruturas mostram que a distancia entre os DBDs
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de cada unidade sio compativeis com a distancia entre as seqiiéncias no DNA no
dimero, mas nio no tetramero. Ndo obstante estes resultados tenham mostrado a
provavel razio pela qual tetrameros tém pouca afinidade em relagao ao DNA, os
mecanismos pelos quais dimeros sio capazes de ligar-se tanto as repetigdes diretas

como invertidas das sequéncias do DNA permanecem desconhecidos.

1.4 Estrutura dos Receptores Nucleares

Dos trés dominios presentes nos receptores nucleares, dois deles tém suas estruturas
determinadas para varias classes de receptores: o DBD e o LBD. Ainda nao foi
possivel determinar a estrutura do dominio N-terminal e existem evidéncias de que.

ao menos quando isolado, seja basicamente desestruturado.

Estrutura do dominio de ligacao com o DNA

O dominio de ligagdo com o DNA (DBD) é o dominio que possui a seqiiéncia de
aminoacidos com maior grau de similaridade dentro da superfamilia dos receptores
nucleares. E formado por dois dedos de zinco que possuem quatro cisteinas cada
um, que se conservam entre as diferentes classes de receptores e que sao responsa-
veis pela coordenacio dos fons de zinco. Na Figura 1.3 as cisteinas dos dois dedos
de zinco estio destacadas. assim como os fons de zinco a elas coordenados. As
hélices I e 111 destes dominios (representadas em verde e vermelho na Figura 1.3)
s&o aproximadamente perpendiculares e formam o nicleo hidrofébico que interage
com o DNA. O DBD pode ser considerado como formado por dois dominios inde-
pendentes, cada um contendo um dos dedos de zinco. A hélice do primeiro dominio
é responsavel pelo reconhecimento especifico dos nucleotideos que formam o HRE.
O loop no segundo dominio possui uma superficie de dimerizagao e sua helice esta
envolvida em interacbes menos especificas com o DNA (2, 15, 16].

Os DBDs se associam ao DNA na forma de dimeros. O centro das interagoes
entre cada uma das unidades do dimero e o DNA estdo separados por 9 bases, o
que consiste em aproximadamente uma volta da hélice do DNA. Desta forma, as
unidades do dimero interagem do mesmo lado do DNA, o que é consistente com

que a dimerizagao seja principalmente estabilizada pela interagao entre os LBDs.
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Figura 1.3. Dominio de ligagdo com o DNA do Receptor X Retinéico [15].

Estruturas dos dominios de ligacido com os hormdnios

O maior dominio dos receptores nucleares também é o que possui a estrutura mais
complexa e a maior variedade de fungoes. A Figura 1.4 ilustra a estrutura e a
similaridade entre as estruturas dos LBDs dos receptores de diferentes horménios.
Os LBDs sao formados basicamente por a-hélices e por duas pequenas folhas-3
que formam um grampo. O grampo de folhas-3 esta em primeiro plano nas trés
imagens da Figura 1.4.

O restante da estrutura é formado por algo entre 11 e 12 o-hélices, que apare-
cem em trés grupos, formando o que se definiu como sanduiche de a-hélices [17 19).
Os trés grupos de a-hélices sao formados por 3 ou 4 hélices cada um. Nas Figuras
1.4 (a), (b) e (c), o primeiro grupo aparece em tons azulados. O segundo grupo,
formado por hélices aproximadamente perpendiculares ao primeiro, est4 represen-
tado por tons amarelos. Por fim, perpendiculares ao segundo grupo, é possivel
reconhecer em tons avermelhados o terceiro grupo de a-hélices. As trés estruturas
representadas nesta figura sdo estruturas obtidas dos LBDs associados aos seus
ligantes, que podem ser observados nas Figuras 1.4 (a) e (c) em cinza. Além da
similaridade estrutural, a cavidade em que o ligante se encontra também se coloca
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nas diferentes classes de receptores em regides semelhantes dos LBDs. A conexéao
com o DBD (ver Figuras 1.1 e 1.3) se da através da hélice 1, que apresenta o azul
mais intenso nas trés estruturas aqui mostradas [1, 2, 19].

Figura 1.4. Dominios de ligagao com os horménios: (a) Receptor do Horménio

Tireoideano [13]; (b) Receptor X Retindico [18]; (c) Receptor da Progesterona [20].

A primeira estrutura de um dominio de liga¢do com hormoénios determinada
foi a estrutura do Receptor X Retinéico (RXR) dissociada do seu ligante [17].
Em seguida foi determinada a estrutura do Receptor do Horménio Tireoideano
associada ao seu hormonio natural T3 [19]. A determinacdo das estruturas de
outros receptores associados aos seus ligantes, inclusive a do Receptor do Acido
Retindico (muito semelhante ao RXR e dependente do mesmo horménio) permitiu
as primeiras especulagoes a respeito dos mecanismos de associagao e dissociagiao
dos ligantes [18]. As estruturas do Receptor X Retindico livre e do Receptor do
Acido Retinéico associado ao seu ligante estio apresentadas na Figura 1.5 (a) e
(b), respectivamente.

As principais modificagOes na estrutura induzidas pela associagao do acido reti-
noéico aos seus receptores sao a compactacao geral da estrutura e o dobramento da
hélice 12 em direc¢ao do corpo da proteina. A hélice 12, representada em vermelho
nas Figuras 1.5 (a) e (b) apresenta-se separada na estrutura livre, mas fecha a
cavidade em que o ligante se associa no complexo com o acido retindico. Quando

a estrutura livre do ligante foi determinada, sugeriu-se imediatamente que o me-
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canismo de complexagdo do ligante deveria se assemelhar a uma ratoeira (mouse
trap), na qual o ligante, apos entrar na cavidade hidrof6bica, seria preso pelo re-
posicionamento da hélice 12 [17]. Com a determinagao da estrutura deste mesmo
receptor associado ao seu ligante, no qual a hélice 12 de fato se encontra fechando
a cavidade hidrofébica, este mecanismo ganhou grande suporte, passando a ser
geralmente aceito [18].

(b)

Figura 1.5. Estrutura do (a) Receptor do Acido Retindico (RAR~) livre e (b)
do Receptor X Retindico (RXRax) associado ao seu ligante natural [17, 18].

O mecanismo do tipo ratoeira sugerido pelas estruturas do RXR livre e as-
sociada ao seu ligante apresenta, no entanto, sérios problemas. Os receptores
promovem (ranscricao de genes quando associados a proteinas conhecidas como
coativadores. Sabe-se que a interagao destes coativadores com os LBDs se dA es-
pecificamente através de diversos aminoacidos que compoem exatamente a regido
na qual a hélice 12 se coloca na estrutura associada ao ligante [21]. Se o meca-
nismo de dissociagao do ligante envolvesse a saida do ligante ¢ o reposicionamento
desta hélice como é sugerido pelas estruturas cristalograficas, o coativador deveria
se desligar do receptor simnltaneamente &, ou antes da, dissociagdo do complexo

entre o ligante e o LBD. Isto é muito pouco provével, ja que os ligantes sdo mo-
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léculas pequenas (em geral tém em torno de 40 atomos), e 0s coativadores sio
proteinas grandes, de forma que a saida do ligante dificilmente poderia induzir a
dissociacao do coativador na mesma escala de tempo de sua dissociaciao. Espera-
se, na verdade, que a salda do ligante seja rapida e que a etapa de reordenagio
da estrutura do LBD. mais lenta, determine a dissociagao do coativador. De fato.
existem evidéncias de que o enovelamento do LBD em torno dos ligantes do Re-
ceptor do Horménio Tireoideano é muito mais lento que sua entrada no sitio ativo
{22]. Desta forma. muitas dividas ainda permanecem quanto & real importancia
do mecanismo do tipo ratoeira para dissociacio e associacio dos ligantes. E im-
portante ainda notar que as proteinas, nos reticulos cristalinos dos quais se obtém
as estruturas cristalograficas. estdo sujeitas a diversas interagdes associadas a esta-
bilizagdo do eristal e nao as suas conformacoes mais importantes em solugao. Isto
se manifesta de forma importante para regioes superficiais e méveis das proteinas.
como é exatamente o caso da hélice 12 na estrutura do RXR livre. A importancia
relativa da estrutura cristalografica do RXR livre ja foi reconhecida e sugere-se que
deva ser uma entre diversas estruturas com energias semelhantes que predominava
nas condigbes particulares nas quais os cristais foram obtidos [21]. Inclusive, uma
conformacio semelhante, com a hélice 12 extendida, foi obtida para o receptor do
estrogénio associado ao seu ligante, mas ficou claro que este resultado era apenas
uma conseqiiéncia do empacotamento cristalino [23].

Os LBDs, como ja foi dito. possuem importantes superficies de dimerizacdo. A
estrutura do RXR livre de seu ligante foi obtida na forma de um dimero. Nele,
cada mondmero contribui com 11% de sua area superficial para a formagdo do
dimero, sendo os aminoicidos envolvidos provenientes principalmente da hélice 10
(na Figuras 1.4 (a) e (b), a hélice 10 é a a-hélice amarelada no topo) (2, 17, 18]. As
estruturas dos dimeros devem ser fundamentais para compreensao da associagao
destes receptores ao DNA mas, além das estruturas de baixa resolugao obtidas por
SAXS [14], ainda ndo existem estruturas dos dominios de associa¢do com o DNA
e com os ligantes juntos. Estruturas de LBDs de outros receptores também foram
obtidas na forma de dimeros, sendo as superficies de dimerizacdo semelhantes nos
diferentes casos [2, 24, 23].

As estruturas dos LBDs dos diferentes receptores sao, desta forma, bastante

semelhantes, mesmo que suas seqiiéncias primarias sejam semelhantes em pouco
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mais de 20% dos aminoacidos. As func¢ées das diferentes regides foram ja reco-
nhecidas, havendo superficies de dimerizacao, de recrutamento de COITepressores e
coativadores e uma cavidade hidrofobica responsavel pela associacio do ligante. A
estrutura do RXR-LBD livre sugere um mecanismo de associacao do ligante, que
nao ¢ totalmente satisfatério por implicar a dissociacdo dos coativadores antes da
saida do horménio. As relagdes entre estrutura e atividade deste dominio sio de
extrema importéncia e complexidade, sendo ele o principal alvo das pesquisas em
biologia molecular de receptores nucleares.



Capitulo 2

A Familia dos Receptores

do Hormonio Tireoideano

O objeto de estudo deste trabaiho é o dominio de associacdo com o ligante do
Receptor do Hormonio Tireoideano. Os hormoénios tireoideanos possuem diversas
funcoes regulatorias tanto na diferenciagéo celular e no desenvolvimento como em
varios processos metabolicos em organismos adultos. Entre as atividades relacio-
nadas com o desenvolvimento, se destaca por promover a transformacao dos girinos
em sapos adultos, além de ser fundamental para o desenvolvimento sadio do sis-
tema nervoso central em criancas. Em organismos adultos atua na regulagio da
atividade cardiaca, no controle dos niveis de colesterol, no ritmo do metabolismo

basal e no metabolismo de tecidos conectivos [3].

2.1 Membros da familia dos receptores do horménio
tireoideano

Existem diferentes tipos de receptores do horménio tireoideano, que sio produtos
da expressao de dois genes, denominados a e 3. O conjunto é formado por trés
receptores que regulam a expressao génica em resposta aos hormonios tireocidea-
nos, conhecidos como TRal, TRS1 e TRA2, além de duas variantes moleculares,
TRa2 e TRa3, que nido se ligam ao horménio, mas que provavelmente modificam
a atuagao dos receptores verdadeiros (26, 27].

Cada uma das variedades destes receptores é expressada de forma particular
nos diferentes tecidos. O receptor TRA1 & expressado em grande quantidade no fi-
gado e nos rins. o TR32 é particularmente abundante no hipotalamo e na glandula

pituitaria e o TRl é expressado em grandes concentracoes no coracao [13, 26].

13
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Desta forma, ratos que naoc possuem o0s receptores TR possuem elevadas con-
centracoes do horménio no organismo (devido & baixa sensibilidade da glandula
pituitaria ao hormoénio) e disfungées hepaticas. Por outro lado, ratos que nio
apresentam o receptor TRal possuem sintomas totalmente diferentes, consistentes

com o hipotiroidismo cardiaco humano {26].

2.2 Hormonios tireoideanos naturais

O principal horménio secretado pela glandula tiredide é o 3.5,3",5-tetra-iodo-L-
tironina (também conhecido com tiroxina. ou T4). Uma menor quantidade de
3.5.3"-tri-iodo-L-tironina (T3) é produzida. No entanto, nos tecidos periféricos
ocorre uma substancial perda de iodo das moiéculas de T4 para a formacgao de T3.
Iste horménio, produzido por essas duas fontes, é o principal responsavel pela ati-
vidades dos horménios tireoideanos. Sua abundancia nos tecidos depende nio s6 de
sua produc¢ao como da atividade de processos de transporte e degradagao dentro e
fora das células [3]. Estes dois horménios estdo representados na Figura 2.1. Como
pode ser observado, a diferenca entre estes dois horménios estd na substituicao de
um iodo, presente na molécula de T4, por um hidrogénio no T3, na posicao 3’
[25]. Os hormdnios possuem grande afinidade com seus receptores. Por exemplo,
a constante de equilibrio de associacao do hormoénio T3 com o receptor TRA1 é
de 2 x 10° Mol™! L, mostrando que pequenas concentracoes destes hormonios no

organismo ja sdo suficientes para estimular a resposta dos receptores.
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Figura 21. Hormoénios naturais mais importantes para atividade dos hormé-

nios tireoideanos: (a) tiroxina, T4; (b) tri-iodotironina, T3.

O hormonio natural T3 ja é usado para o tratamento de algumas doencas. E ge-
ralmente empregado de forma negligente e irregular para o tratamento da obesidade

¢ de outros disturbios metabdlicos, mas possui sérios efeitos colaterais. Inclusive,
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muito recentemente um andlogo do hormoénio tireoideano teve sua proibicio re-
comendada no Brasil por provocar “febre. sintomas cardiovasculares (taquicardia,
palpitacoes e hipertensdo: ataques cardiacos e infarto agudo do miocardio; morte
subita), [problemas| neurologicos (insénia. nervosismo, depressio. psicose, derrame
cerebral e coma)?”. O uso recomendado destes medicamentos ¢ hoje restrito ao
tratamento de hipotiroidismo (no qual apenas repdem-se as taxas do hormoénio
normais no organismo) e para suprimir a produc¢ao do horménio pela glandula em
casos de cancer na tiredide.

Hoje sabe-se que estes efeitos colaterais estdo associados 3 atividade de dife-
rentes isoformas do receptor que sao expressadas em quantidades diferentes nos
diferentes tecidos. Uma vez reconhecido isto, iniciou-se uma busca de analogos
do hormonio cuja afinidade em relacdo as diferentes isoformas do receptor fosse
controlada, de forma que os efeitos benéficos das terapias pudessem ser obtidos
sem os graves efeitos colaterais que atualmente restringem seu uso seguro para os
poucos casos ja citados [27)].

Veremos que um ligante artificial ja foi desenvolvido e que apresenta a seletivi-
dade desejada em relacao as duas isoformas. Como esperado, os efeitos benéficos
sobre 0 metabolismo sdo de fato conservados enquanto que os efeitos colaterais in-
desejados sao significativamente reduzidos [27]. No entanto, este ligante foi obtido
de forma casual e o estudo das estruturas deste ligante associado as diferentes iso-
formas do receptor ainda nao foi capaz de evidenciar as razoes de sua seletividade
[13]. O desenvolvimento de horménios artificiais com as propriedades desejadas é
ainda um problema aberto, especialmente quando se considera que uma variedade
de compostos deve ser desenvolvida para que algum deles tenha a chance de se

tornar clinicamente viavel.

2.3 Dominios de Ligacdao com o Hormoénio

(s dominios de ligacdo com o horménio dos receptores TRH1 e TR32 sio idén-
ticos, de forma que o desenvolvimento de ligantes seletivos para uma ou outra
isoforma entre eles nio é possivel, a0 menos do ponto de vista de seu reconheci-

mento por parte dos receptores. Por outro lado. suas seqiiéncias de aminoacidos

*Boletim do Instituto de Defesa do Consumidor (Indec) de 23 de Maio de 2003.
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sdo 86% similares 4 seqiiéncia do TRal, revelando a possiblidade de que ligantes
com seletividades diferentes entre os dois tipos de receptores sejam desenvolvidos
[13, 26]. De fato, os horménios naturais ja possuem afinidades distintas em relacdo
aos diferentes tipos. Por exemplo, ligante T3 possui uma constante de associagio
de 4x 10 Mol I.! com o receptor TRal, que ¢ aproximadamente duas vezes maior
que a constante de afinidade com o receptor TRS1 [28].

aH]) (L2 e
TRal 147 & PEFPTPEEWDLIHIATEAH W‘TNAQGSHWKQ'RKFLPDDI 196
TRBL 201 PEPTDEEWELIKTVTEAHVATNAQGSHWKQKRKFLPEDI 250

210 2290 230 2470
- Jﬂ.---------——qg-——qﬁﬁ
PﬂGgKVDLEAFSHFTKII PAI"RVVDFAKKLPMF%ELPCED246
PHG KVDLEAFSRFTKII“PAITRVVDFAKKLPMFQELPC“D 300
260 270
---hﬁﬁI----hqnhb———%i}b———ﬁ%—}{:h-—————[:
TRal 247 QTILTKGCCMEIMSLRAAVRYDPESDTLTLSGEMAVERQQLKNGGLGVVS 2946
TRBl 301 QIILLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESETLTLNGEMAVEREBOLENGGLGVVS 350
310 320 330 340

TRal 97
TRBl 251 G

“—IHSP_— 1H10
TRal 297 DAIFELGESLSAFNLDDTEVALLQAVLLMS TDRSGLLCY EKSQEAML 346
TRBl  35: DAIFDLGYSLSGFNLDDTEVALLQAVLLMSSDRPGLACVEEIIEKYQDSHL 400

360 370 380 390
8 e | |
TRal 347 LAFEHYVN%RK HFWPKLLMKVIDLRMIGACHASRFLHMKVECPTEL 39§
TREl 401 LAFEHYINYRKHHMEUFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLEMKVECPTEL 450
410 420 430 449
e H | 2 ———
TRal 397 FPPLFLEVFEDQER 410
TRBl 451 FPELFLEVFED 461

Figura 2.2. Comparagao entre as seqiiéncias primarias dos receptores TRal e
TRA1 humanos [13].

Uma comparagao das seqiiéncias priméarias dos receptores TRal e TRS1 hu-
manos estd representada na Figura 2.2. Nela, os aminoicidos diferentes estio
sombreados, os aminodcidos que interagem diretamente com o hormoénio estio em
negrito e os tipos de estrutura estdo indicados pela figura sobre a seqiiéncia, sendo
H1 a H12 as a-hélices e F'1 a F4 as folhas-3. Devido & menor extensao dos dominios
N-terminal e DBD da isoforma TRal, seus residuos sdo numerados de 147 a 410
{264 aminoéacidos), enquanto que os residuos do TR31 sao numerados de 201 a 461
(261 aminodcidos). Por outro lado. o LBD da isoforma ¢ possui uma hélice 12 tras

residuos mais extensa, que sao importantes para as interacdes com coativadores
[13].
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Caracteristicas estruturais fundamentais

O dominio de ligacao com o horménio do receptor TRal pode ser observado na
Figura 1.4 (a). Suas caracteristicas principais sao semelhantes as caracteristicas
gerais dos LBDs dos receptores nucleares, sendo formado por trés conjuntos de a-
hélices agrupados na forma de um sanduiche cujas hélices no centro se encontram
aproximadamente ortogonais as hélices externas |3, 19]. Além disso, possui o ca-
racteristico grampo-/J, que é formado pelas folhas F'3 e F'4 representadas na Figura
2.2. Devido a grande similaridade das seqiiéncias primérias das duas isoformas, as
estruturas dos dois LBDs sao muito parecidas. O receptor TRal esta representado
na Figura 1.4 e de forma mais completa na Figura 2.3. Uma imagem semelhante
poderia representar o receptor TRA31, com pequenas variagoes |3, 19].

Figura 2.3. Trés imagens do LBD do receptor TRal e a posicao de cada

elemento de estrutura secundaria.

E evidente na estrutura da Figura 2.3(c) que a hélice 12 esta dobrada sobre a
estrutura, na conformacao encontrada também para o receptor do acido retinbico
associado ao seu ligante (ver Figura 1.5). Desta forma, seria natural supor que a
estrutura dissociada do hormonio também fosse semelhante a estrutura dissociada
do horménio do receptor RXR. [3]. Como nao existem estruturas livres para nenhum
outro receptor, esta generalizacio seria uma especulacio razoavel. E importante
notar que a hélice 12 é a regiao C-terminal de todo o receptor, enquanto que o
DBD se associa ao LBD a partir da hélice 1, que é a regiao N-terminal do LBD.
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O ligante, T3 na Figura 2.3, se liga & uma cavidade basicamente hidrofébica na
parte inferior da proteina, caracteristica que € conservada em toda a superfamilia

de receptores nucleares que possuem ligantes e estruturas determinados [25].

A cavidade de ligacdo com o hormonio

Uma analise global da Figura 2.2 mostra que os residuos que interagem direta~
mente com o horménio pertencem as hélices H3, H6, H8, H11 e H12, sendo que as
mais envolvidas sdao a H3 (6 residuos) e HE (4 residuos). Outros aminoacidos que
pertencem a cavidade de ligacao estao nas folhas-3 F2 e F3 e nos loops que ligam
as folhas F3 e F4 e as hélices H7 e H8. Todos estes aminoacidos que interagem
diretamente com o horménio se conservam nas duas seqiiéncias, a e 3. Ainda
mais, estes aminoacidos também se conservam nos receptores do rato, galinha e
do sapo, mostrando sua importancia para a alta afinidade destes receptores em
relagdo ao T3 [13]. O reconhecimento destes residuos como sendo os responsaveis
pelas interagbes diretas do horménio se deu pela determinacgdo da estrutura dos
receptores TRl do rato e do receptor TR humano associados ao ligante natural
T3 e a outros ligantes artificiais {13, 19, 22}.

No sitio ativo, o T3 forma interagdes hidrofilicas através do carboxilato e da
amina em uma de suas extermidades e através do fenol na outra extremidade,

representados na Figura 2.1.

2.3.1 O desenvolvimento de ligantes seletivos

A grande importancia farmacéutica do desenvolvimento de ligantes com diferen-
tes afinidades em relagdo as isoformas TRa e TRS3 dos receptores do hormoénio
tireoideano motiva o estudo da estrutura de novas moléculas analogas aos hormo-
nios naturais e suas atividades sobre os receptores. Estes estudos tém resultados
em duas frentes curiosamente distintas: desenvolveu-se um ligante com as propri-
edades desejadas de seletividade de forma totalmente casual, chamado GC-1. Por
outro lado. estabeleceu-se uma metodologia denominada “método da extensdo” com
a qual diversos antagonistas e recentemente agonistas, puderam ser projetados e
estudados. Até muito recentemente os resultados mais importantes associados a

compreensdo das diferencas de seletividade das duas isoformas estavam associados
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ao ligante GC-1.

2.3.2 O ligante GC-1

O ligante GC-1 foi originalmente desenvolvido por Grazia Chiellini no grupo de
Thomas Scanlan [29] com o intuito de sintetizar uma molécula semelhante ao
horménio T3, sendo que os atomos de lodo tiveram de ser substituidos para que
se obtivesse uma rota de sintese razoavelmente simples®. Sua estrutura consiste na
estrutura do T3 com algumas substituicdes que podem ser observadas pela com-
paracao das estruturas nas Figuras 2.1 (b) e 2.4 (a). Fundamentalmente, os trés
Iodos sao substituidos por grupos alifaticos, o oxigénio do éter é substituido por um

grupo CHs, a amina é removida e um éter é adicionado na posicao « a carboxila.

{
HO O/\COOH HO | COQOH
i

(a) (b)

Figura 2.4, Estruturas dos ligantes artificais (a) GC-1 e (b) Triac.

Apesar de nao ter sido projetado com esse intuito, o GC-1 se reveiou um modelo
ideal para o estudo da seletividade dos receptores TR ¢ TRS por apresentar a
seletividade desejada. Este ligante tem uma afinidade aproximadamente 10 vezes
maior ao TRS em relacdo ao TRa [27]. Mais ainda, o estudo de seu efeito sobre
o metabolismo e a atividade cardiaca de ratos mostrou que as especulagoes sobre
os possiveis efeitos benéficos de um ligante § seletivo eram corretas: os ratos tra-
tados com GC-1 apresentaram redugao de peso e de colesterol sem apresentar os

conhecidos efeitos colaterais cardiacos [26, 27|.

3Este proposito simples para o desenvolvimento do ligante GC-1 nao ¢ relatado na literatura,
mas chegou a nés por intermeédio de Paul Webb (UCSF). Dado o sucesso deste ligante, o estudante
da literatura se supreende por néo haver nenhuma referéncia a uma metodologia racional que
tenha levado & sua estrutura. O nome GC-1 inclusive tem o significado de ser primeiro dessa

familia sintetizado por Grazia Chiellini.
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A seletividade deste ligante em relagio a isoforma rapidamente passou a ser
cstudada do ponto de vista estrutural. Estes estudos resultaram na apresentacao
da estrutura cristalografica do GC-1 associado ao receptor TRal e das estruturas
do ligante Triac assoctado aos receptores TRal e TRA ha cerca de dois anos (13].
O ligante Triac era um modelo interessante para o estudo da seletividade Jd que sua
afinidade ¢ menos de duas vezes maior para o receptor TRS que para o receptor
TRa, nao apresentando uma seletividade importante como a do GC-1 [28].

Apesar do titulo sugestivo do artigo em que estas estruturas foram apresentadas
(“Hormone Selectivity in Thyroid Hormone Receptors”), os resultados das andlises
estruturais foram insuficientes para uma atribuicdo precisa das razdes da seleti-
vidade do ligante GC-1 [13}. As estruturas dos ligantes Triac e GC-1 associadas
ao receptor TR estao apresentadas na Figura 2.5. O anico aminoacido razoavel-
mente préximo ao sitio de liga¢do com o horménio, distinto entre as isoformas o
e 3 é a Asparagina 331 (N331), que na isoforma « é substituida por uma Serina
(S277).

R316°

{a) (D)

Figura2.5. Comparagdo das estruturas do receptor TRS associado aos ligantes
(a) Triac e (b} GC-1. A maior parte dos dtomos de hidrogénio nio foi representada

para explicitar que estas sao estruturas cristalograficas.

Curiosamente este aminoacido nio interage diretamente com os ligantes em
nenhuma das duas estruturas apresentadas na Figura 2.5 e, ainda, as interagoes

que apresenta com a Arginina 282 (R282) podem tanto ocorrer na presenca do
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GC-1 com na presenga do ligante Triac. Tentativas frustradas foram feitas para
observar algum padréo claro de interagoes nessa rede de pontes de hidrogénio que
pudesse esclarecer as razoes da seletividade do ligante GC-1. No mesmo estudo.
no entanto, foram feitas as mutagoes N331S no receptor TRJ e S277N no receptor
TRal de forma que se esse fosse 0 aminacido responsavel, a seletividade deveria ser
invertida. Isto é de fato o que ocorre, sendo as afinidades do GC-1 com os mutan-
tes semelhantes as afinidades das isoformas nativas com os aminoacidos naturais
correspondentes. A evidéncia clara de que esta tnica substituicdo de aminoaci-
dos era responsavel pela seletividade permaneceu contrastante com o difuso papel
estrutural que estes aminodacidos apresentam [13].

E possivel que a obtencdo das estruturas do ligante GC-1 associado ao TRa e
aos dois mutantes (S277N-TRal e N331S-TRJ) acabem por esclarecer as razdes
estruturais da seletividade do ligante GC-1. O grupo do Prof. Polikarpov esta
trabalhando para obter estas estruturas. Por outro lado, também é possivel que a
seletividade esteja associada a alguma propriedade dinamica do sitio ativo, que nao
pode ser observada nas estruturas cristalograficas. Como veremos, 0 aminoacido
S277 esta envolvido de forma significativa em diversos mecanismos de dissociacao
aqui estudados, gerando uma nova linha de raciocinio para a interpretagao de
propriedades geralmente associadas apenas ao encaixe preciso dos ligantes nos sitios

ativos das proteinas receptoras.

2.3.3 Os ligantes 5’-substituidos

O outro conjunto de ligantes que vem sendo desenvolvido, desta vez de forma racio-
nal, é o conjunto de ligantes 5’-substituidos. A posigao 5’ do ligante T3 é a posigao
simétrica & que o lodo se encontra no anel fenélico {ver Figura 2.1}. A idéia por tras
do desenvolvimento destes ligantes consiste em que as interagoes mais importantes
para a associacdo do ligante nao sdo modificadas (interagdes hidrofilicas através do
carboxilato) conservando a afinidade do ligante, mas as extensdes na posicao 5’ po-
dem impedir um enovelamento adequado do LBD fazendo com que o receptor nao
apresente atividade. Originalmente, estes ligantes foram desenvolvidos para atuar
como antagonistas, nos quais o posicionamento incorreto da hélice 12 impediria a

associacdo do LBD com coativadores [30, 31]. Este mecanismo foi observado para
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antagonistas do Receptor do Estrogeno {32, 33]. A idéia de que ligantes semelhan-
tes A0S agonistas. mas com substituintes que induzem um enovelamento incorreto

da proteina, devem ser antagonistas foi denominada “hipdtese da extensao”.

8r

Br

Figura 2.6. Estrutura de dois antagonistas 5’-substituidos: (a) MIBRT [30],
(b) NH-3 [31].

Alguns antagonistas desenvolvidos de acordo com a hipdtese da extensao es-
tao representados na Figura 2.6. Ambos possuem 10% da atividade do ligante
natural T3. Por exemplo, o ligante NH-3 possui uma constante de dissociagao
de 204+ 7 x 1079 Mol L~! com o receptor TRel [12]. A enorme afinidade destes
ligantes, especialmente do NH-3, com os receptores, mostra que os LBDs sao ca-
pazes de se associar com ligantes extremamente diferentes dos ligantes naturais.
Isto torna evidente que, ao menos quando dissociados dos ligantes, os receptores
devem possuir uma mobilidade significativa. Além disso, estes ligantes ja sugerem
mecanismos de associacdo, ja que as enormes extensoes na posicao 5 de alguma
forma nao introduzem um impedimento estéreo significativo durante o processo de
associacdo. Isto se torna ainda mais evidente porque ligantes com Outros grupos
grandes na posigao ', que nio o do NH-3, também possuem altas afinidades [12].
O ligante NH-3 mostrou-se especialmente interessante por nao possuir nenhuma
atividade como agonista e, ainda, por inibir a atividade dos receptores in vivo
[12, 31]. Foi demonstrado que a inibigao da atividade dos receptores pelo ligante
NH-3 estava associada & incapacidade do receptor de se associar ao coativador. Da
mesma forma, este ligante inibe a associacdo do correpressor.

Curiosamente. outros ligantes com extensdes significativas na posicao 5 sdo

agonistas parciais da atividade dos TRs. Este resultado levou um dos mais impor-
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tantes grupos de estudos experimentais em receptores do hormoénio tireoideano a
sugerir pela primeira vez que a dinamica do receptor pode estar associada & sua
atividade, em artigo publicado em dezembro de 2002 [34]. Na Figura 2.7 estao
apresentados dois agenistas dos receptores. Evidentemente estes agonistas nao
podem estar causando modificagées substanciais nos LBDs e, em particular, na

superficie de associacdo com o coativador formada pela hélice 12.

HO ‘ ‘ 0" ™COH HG ‘ ‘ 0" CoH

! ®
4
O 1

(a) (b)

Figura 2.7. Estrutra de dois agonistas 5’-substituidos: (a) NH-2 [12], (b) GC-17 [34].

Em [34] Baxter e colaboradores especulam que a mobilidade da cadeia lateral
destes agonistas é o que da a liberdadade de movimento para a hélice 12 atingir
a posicao associada ao recrutamento dos coativadores. Sua anilise nao permite,
no entanto, sugerir uma conformagdo para estas extensoes e nem sugerir um me-
canismo de associagao que nao implique em uma dinamica muito distinta da de
agonistas naturats. Uma das simulacoes apresentadas neste trabalho. por outro
lado, sugere um mecanismo natural para a associac¢ao e dissociacdo destes ligantes
e para seu posicionamento sem a alteracdo significativa da superficie & qual os co-
ativadores se associam, sendo esta uma das principais contribui¢oes deste trabalho

e a que despertou o maior interesse do grupo liderado por John Baxter.



Capitulo 3

Dinamica Molecular dos

Receptores Nucleares

Experimentos para a determinacdo da dinamica molecular de proteinas vém sendo
realizados ha muitos anos, mas as técnicas capazes de fornecer informacoes estru-
turalmente detalhadas s6 forneceram resultados relevantes recentemente {35-37).
Ressonancia magnética nuclear, mutagdes sitio-dirigidas e fluorescéncia, mesmo
sendo poderosas técnicas para o estudo da dinamica de proteinas, devem ser com-
plementadas por simulacdes computacionais para uma profunda e detalhada des-
crigao dos processos envolvidos [35, 38, 39]. A dinamica molecular de receptores
nucleares, por sua vez, esta supreendentemente pouco explorada. Existem poucas
simulagdes relatadas e poucos experimentos que procuram descrever diretamente
a dinAmica destas proteinas. Os mecanismos dinamicos dos receptores nucleares
sao deduzidos, em geral, das analise das estruturas estdticas e de experimentos
indiretos, como mutagoes sitio-dirigidas.

As duas simulacoes relatadas para a dissociagio do Acido Retindico de seu
Receptor usam duas técnicas distintas conhecidas como Dinamica Molecular com
Amostragem Ampliada [40] e Dinamica Molecular com Caminho Induzido [41], que
neste trabalho sao utilizadas para a descrigao dos mecanismos de dissociagao do
ligante T3 dos receptores do hormonio tireoideano. A idéia geral das simulagoes
e destas duas técnicas serdo agora introduzidas e os resultados obtidos por Kar-
plus e colaboradores com DMAA [40] e por Schulten e colaboradores com DMCI
[41] serao descritos, completando os resultados necessarios para a contextualizacao
deste trabalho.

25
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=

3.1 Simulacdes computacionais de dinamica molecular

As técnicas de estudo por simulacdes computacionais da dinamica de proteinas es-
tao bastante bem consolidadas [42]|. Diversos campos de forca foram desenvolvidos
e simulacoes utilizando estes campos apresentam boa correlagdo com resultados ex-
perimentais {35, 38. 39, 43, 44]. As interac¢des interatdmicas e intermoleculares sio
representadas por potenciais efetivos classicos para adtomos individuais ou grupos
especificos como C'Hy ou CHj;. Estes modelos moleculares, conhecidos como all-
atom models sdo extensivamente utilizados em simulagoes de dinamica molecular
ou Monte Carlo para sistemas liquidos ou biomoléculas (isoladas ou em solugio).
Existemn diversos potenciais efetivos classicos desenvolvidos especificamente para
proteinas. sendo OPLS, GROMOS96, CHARMM e AMBER. os mais utilizados.
Estes campos de forca descrevem as interagoes entre diferentes sitios pela soma de
interacoes de curto alcance, do tipo Lennard-Jones, e termos de interagao eletros-
tatica coulombianos. Estes potenciais sdo dados em termos de interacoes aditivas

entre pares atémicos:
V = Vbonded + Vnonbonded, (31)

COm

5 1
phended — N KL (r—ro)?+ Y Ky(f - 6p)? +35 > Vol = (=) cos(ng + 7))

honds angles n,dihed
(3.2)
"L\
Vnonbonded — Z 4Eij[(gij/‘r)12 - (O’ij/?“)ﬁ] + th} (3_3)
i -l-TTE(]'T'I‘j

em que o primeiro e segundo termos em 3.2 representam potenciais harmonicos de
estiramento e deformacio de ligagdes (bonded), enquanto o terceiro termo corres-
ponde & energia de torgao de diédros ¢ [42|. A Equagao 3.3 fornece o potencial entre
pares atdmicos ndo diretamente ligados na molécula, bem como entre pares atémi-
cos de moléculas distintas. A combinagdo de parametros na forma o;; = (0;+0;)/2
e £ = |/Z:g; € utilizada para a determinacdo dos potenciais de pares a partir dos
potenciais atomicos ou de grupos. Descrigdes mais detalhadas destes potenciais
podem ser encontradas na literatura [45-48]. Os conjuntos de parametros de cada
um destes potenciais sao continuamente ajustados e testados em diferentes condi-

¢oes de simulagdo tornando-os representagoes cada vez mais realistas dos potenciais
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reais.

Uma vez definidos os poténcials, o principio das simulacgdes de dinadmica mole-
cular é bastante simples. Dado um conjunto de coordenadas iniciais para todos os
atomos envolvidos, é possivel calcular as forcas que atuam sobre todos 0s Atomos
pelas equagdes que descrevem os potenciais de interacio, sendo F (t) = —Vf/'(t).
De acordo com a segunda lei de Newton, temos

—VV(t) = mal(t)

sendo m a massa da particula e @ sua aceleracdo, com o que é possivel obter
a aceleracdo da particula a partir dos potenciais de interacao e de sua massa.
Tendo definido um conjunto de velocidades iniciais para as particulas, que em
geral deve possuir uma distribui¢do que fornega energias cinéticas correspondentes
a temperatura desejada, basta determinar as velocidades no instante seguinte ¢+ dt
por

7(t + dt) = v(t) + a(t)dt

e as posi¢oes no instante seguinte por

a(t)dt?
2

com 0 que o ciclo de cilculo dos potenciais e determinagao das novas velocidades

F(t+dt) = Z(t) + 0(t)dt +

e posicoes pode ser reiniciado. Este algoritmo de integracao das equagoes de mo-
vimento é o malis simples. Existem algoritmos diferentes que sdo ao mesmo tempo

mais precisos e mais eficientes, mas cujo principio fundamental é o mesmo [42].

3.2 Dinamica Molecular com Caminho Induzido

A técnica de Dinamica Molecular com Caminho Induzido consiste basicamente
na aplicacao de uma forca externa a algum atomo na simulacdo que induz uma
dinamica distinta da dinamica classica do sistema. A forca é aplicada de forma
a induzir um determinado mecanismo de interesse cujas caracteristicas principais
devem ser previamente assumidas |41, 19].

No caso das stmulagoes de dissociacdo de um ligante de um receptor, estas si-
mulacées tem uma aplicagao evidente: definindo-se o aspecto geral dos mecanismos

de dissociacao do ligante, sendo isto a direcao de escape com relagdo & estrutura
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da proteina, basta realizar simulagdes com DMCI nas quais o ligante é induzido
{puxado) a seguir o caminho desejado. Apesar de ser necessario saber quais sao
as direcGes que podem representar caminhos interessantes, as interacées do ligante
(apenas um) com a proteina ndo sdo aproximadas, de forma que € possivel obter
informacgoes dinamicas muito precisas.

A forca externa aplicada na técnica DMCI é da forma
F‘ext(t) = k(ﬂt - Af) (34)

em que k é uma constante de forca, ¥ é o vetor velocidade da forca e AZ é o deslo-
camento do sitio sendo puxado em relagao a sua posigao inicial. A dire¢io em que
esta forca é aplicada é definida pelo vetor ¢. O modulo deste vetor, assim como a
constante de forca k£ sao paradmetros que podem ser ajustados para que a dissocia-
¢do ocorra no tempo de simulacao adequado as possibilidades do usuario. Quanto
menor |¢|, mais lentamente a forca vai atuar, de forma que durante o caminho
de dissocia¢do o ambiente em torno do sitio induzido tem maiores possibilidades
de assumir conformagdes mais estdveis. A constante k, por outro lado, deve ser
escolhida de forma que um deslocamento pequeno do sitio puxado, i. e. 1 ou 2 A,
provoque uma redugdo perceptivel na forca.

A for¢a possui a interessante propriedade de estar, em todo instante de tempo.
sendo modulada pela resisténcia que o meio exerce ao movimento do sitio sendo
puxado. Isto ocorre porque se o deslocamento do sitio é brusco, o termo AZ au-
menta rapidamente, fazendo com que a for¢ca diminua. Por outro lado, se o sitio
nao se estad movendo, a componente v garante que essa forca val aumentar até que
a resisténcia do meio (que em geral provém das interacdes inter-moleculares) seja
vencida e o sitio se desloque na direcdo desejada. O perfil da forca em funcio do
tempo de simulacdao permite encontrar correlagoes bastante claras entre instantes
de grande resisténcia (maior forca) e as interacoes especificas no sistema responsa-

veis por esta resisténcia. que poderiamn ser ligagoes de hidrogénio, por exemplo.

3.3 Dinamica Molecular com Amostragem Ampliada

A técnica de Dinamica Molecular com Amostragem Ampliada consiste na reali-

zacdo de uma simulagao utilizando muitas réplicas de uma dada molécula, que
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partem de posi¢oes semelhantes. de forma que as trajetorias das diferentes réplicas
representem o conjunto de trajetorias possiveis que seriam obtidas em diferentes
simulagoes. As réplicas devem ser colocadas em posi¢des iniciais idénticas e a cada
uma um conjunto de velocidades iniciais diferentes deve ser atribuido. A trajeto-
ria de cada réplica se diferenciard da trajetéria das demais, devido & diferenca de
velocidade inicial e, entdo, espera-se que as trajetorias seguidas representem traje-
torias realistas. Como as réplicas colocadas inicialmente em posicoes semelhantes
devem ser totalmente independentes na simulagao, os potenciais de intera¢do entre
as réplicas deve ser anulado. Além disso. para que o ambiente em que as réplicas se
encontram nao seja muito distorcido pela presenca das diversas copias da mesma
molécula, 0s potenciais entre elas e os componentes do ambiente devem ponderados
pelo nimero de réplicas colocado, isto é

a; + 0

2

Oij =

porém com

r i
4 = "
se i nao é do mesmo tipo que j e i é do tipo da molécula copiada n vezes. Além
disso, entre as réplicas temos €;; = 0 e ¢’ = 0. de forma que as interacoes entre elas
sao nulas. Entre as outras moléculas da simulagdo, as interagdes sao representa-
das pelos potenciais completos. Esta metodologia permite, portanto, determinar
em apenas uma simulacdo diferentes trajetérias que uma particula poderia seguir
partindo de condicdes iniciais ligeiramente diferentes, sendo computacionalmente
muito mais barata que a realizagao do mesmo numero de simulagdes independen-
temente. Além disso, as constantes de dissociagdo aumentam exponencialmente
com a diminui¢do das barreiras de potencial, sendo a dissociagao, de fato, mais
rapida. A importancia de cada trajetoria € obtida pela probabildade relativa de
que as moléculas sigam a trajetoria em relagiao ao total de copias da molécula na
simulagao.

Quando a dinamica do ambiente, geralmente uma proteina, é pouco dependente

da dinamica da molécula estudada, as trajetorias seguidas pelas diferentes copias
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da molécula devem corresponder s trajetorias possiveis em uma simulacdo clas-
sica. Por outro lado, se a trajetoria das particulas do ambiente depende muito da
dinamica da molécula copiada, dificilmente as trajetorias obtidas por este método
serao realistas, uma vez que as interagoes a que o ambiente esta sujeito serao signi-
ficativamente diferentes, em modulo e distribuicao, daquelas a que estaria sujeito se
apenas uma copia da molécula estudada, com seus potenciais completos, estivesse
presente. O grau de dependéncia da dinimica de uma proteina em relagdo a dina-
mica de moléculas menores ndo pode ser determinado a priori. As proteinas sio
macromoléculas que possuem dindmicas muito restritas pelas interagoes estéreas
e pelas restrigbes estruturais de sua propria cadeia, sendo alvos potencialmente

possiveis de serem estudados com esta metologia.

3.4 Estudos da dissociacio do Acido Retindico de seu receptor

Existem apenas dois estudos publicados sobre a dinamica molecular de receptores
nucleares envolvendo o dominio de associagdo com o horménio [40, 41]. Cada um
deles emprega uma das técnicas acima descritas de forma independente. Ambos os
estudos ampliaram a visdo dos possiveis mecanismos de dissociagdo e de associagao
dos horménios na familia dos receptores nucleares significativamente, gerando uma

base sobre a qual estudos experimentais podem ser feitos.

Estudo da dissociacao do Acido Retinéico usando DMAA

N3io obstante a associacdo de horménios provoque modificagdes significativas na
estrutura dos receptores nucleares 18], 0s estudos da dissociacio do acido retinéico
de seu receptor protéico usando a técnica DMAA revelou mecanismos coerentes de
dissociagdo [40]. Neste trabalho, Blondel e Karplus propuseram que o acido reti-
noico pode sair do seu receptor por basicamente trés mecanismos distintos. Um
deles, de maior importancia, tinha sido previsto pela analise das estruturas cris-
talograficas porque esti associado & principal mudanca estrutural que o receptor
sofre com a associacdo do horménio, a movimentagio da hélice 12. Os dois me-
canismos maits importantes encontrados envolviam o afastamento da hélice 12 das
hélices 11 e 3 (ver Figura 2.3 para referéncia) [18]. Puderam mostrar, ainda, que

todos os mecanismos sao compostos por duas etapas: a saida do ligante do sitio
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atlvo e a reorganizacao da estrutura protéica livre. A primeira etapa resuiton ser
semelhante para os trés mecanismos encontrados e muito se assemelha ao meca-
nismo de associagdo proposto pela analise das estruturas cristalograficas. Além dos
mecanismos globais de dissociacdo, ainda foi possivel estabelecer o papel de alguns
aminoacidos em diferentes etapas da dissocia¢io do 4cido retindico, sua colocacio
temporal no processo de dissociagdo e a estabilidade relativa dos contatos pelo
tempo de interagdo médio de cada copia do horménio envolvida. Os resultados
obtidos estiveram de acordo com resultados experimentais obtidos por mutacoes
sitio-dirigidas. A técnica utilizada, no entanto. nio permite uma andlise precisa
das interagoes entre o ligante e os aminoacidos. porque envolve uma aproximacao
bastante grosseira nos potenciais de interagao {i. e.. o ligante é representado por
um conjunto de réplicas).

Estudo da dissociacdo do Acido Retindico usando DMCI

Schulten e colaboradores aplicaram a técnica de Dinamica Molecular com Cami-
nho Induzido para o estudo da dissoctacao do dcido retindico de seu receptor. Os
caminhos através dos quais o ligante foi dissociado (ou seja, a dire¢éo da forga apli-
cada) foram baseados na analise das estruturas do RAR livre e do RXR associado
a0 seu ligante, o acido retindico [41]. A partir da comparacio das duas estruturas,
escolheram que mecanismos razodveis para a dissociagao do hormoénio fossem sua
passagem entre as hélices 12 e 3 (ver Figura 2.3 para uma melhor visualizacio)
e entre as hélices 12 e 11. Estes dois mecanismos foram sugeridos baseados no
mecanismo “ratoeira’ que envolve a abertura da hélice 12, ja que seus estudos nao
foram baseados nas simulagées com DMAA feitas por Karplus e colaboradores.
Um terceiro mecanismo foi sugerido pela analise das cavidades na superficie da
proteina, no qual o horménio se dissocia do LBD passando entre o grampo-3 e
as hélices 1 e 3. A estrutura inicial utilizada por eles foi a estrutura do RAR-~
associado ao &cido retinéico [50].

A analise do perfil da forca em fungao do tempo de simulacdo e dos potenci-
als de interacdo entre os diferentes aminoacidos e o ligante permitiram identificar
quals interacoes representaram as maiores barreiras de potencial no processo de

dissociacao. Este tipo de andlise nao é possivel com DMAA porque a amostragem
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ampliada implica uma aproximagao grosseira dos potenciais de interacao entre os
ligantes e a proteina, como ja mencionamos. As interagdes que representaram as
maiores barreiras para a dissociagdo do acido retinéico foram as interacoes hidrofi-
licas entre o carboxilato do Acido e diversas cadeias laterais capazes de doar ligacdes
de hidrogénio. Estas barreiras foram observadas nos trés mecanismos estudados
|11].

O estudo da reagdo da estrutura da proteina a dissociagiao do ligante sugeriu
que os caminhos 1 e 3 {dissociacdo entre as hélices 11 e 12 e dissoctagdo entre o
grampo-3J e a hélice 3, respectivamente} ndo requerem grandes variacdes estrutu-
rais da proteina, devendo ser preferidos em relagdo ao caminho 2 sugerido. Ainda
mals. o estudo da seqiiéncia em que estas intera¢Ges foram formadas e rompidas
ao longo dos caminhos de dissociacdo permitiu atribuir a um dos caminhos a as-
sociagao e a outro a dissociagao do ligante. Estas atribuicées, nido obstante sejam
bastante pretensiosas, ja que as simulacoes ndo procuraram nenhum caminho de
assoclacao, permitem aos grupos de experimentalistas projetar mutagdes que pos-
sam suportar ou contradizer estes mecanismos. As simulac¢ées sdo importantes
fundamentalmente porque nao existem técnicas capazes de revelar a dinamica dos

receptores em escala molecular [41].

3.5 Conclusdes e perspectivas

As duas simulagoes realizadas para o estudo da dissociacao do acido retinéico de
seu receptor expandiram significativamente a visdo da dindmica dos receptores
nucleares. Apesar de terem sido realizadas para o mesmo sistema e de forma in-
dependente, permitiram uma visualizacdo mais precisa dos possivels mecanismos
dinamicos envolvidos, que antes s6 podiam ser sugeridos pela analise das estruturas
cristalograficas que, além de estaticas, ainda estdo sujeitas ao empacotamento cris-
talino que se mostrou importante em alguns casos {23]. As deficiéncias de cada um
dos conjuntos de simulagdes de Karplus e colaboradores [40] e Schulten e colabo-
radores [41] sdo complementares. Enquanto a técnica DMAA ndo assume nenhum
mecanismo a priori, nao ¢ capaz de detalhar as interagoes entre os ligantes e a pro-
teina. Por outro lado, na técnica DMCI estas interacoes podem ser detalhadamente

investigadas, mas os mecanismos devem ser previamente assumidos.
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Os dois trabalhos foram feitos de forma independente, tendo sido o que utiliza
DMCI realizado antes do que usa DMAA. Por esta razao os mecanismos estuda-
dos com DMCI tiveram que ser sugeridos por razdes estruturais. Ainda assim.
estes estudos foram realizados para a tnica classe de receptores para os quais a
estrutura cristalografica do RAR« livre e associada ao ligante foram determinadas
[18, 50}, completando uma série de informagdes importantes, mas para apenas uma
das familias de receptores. A generalizacio dos mecanismos encontrados para as
diferentes familias de receptores continua sendo motivo de especulagac e, como
ja foi visto, 0 mecanismo encontrado nestas simulagoes possui a importante defi-
ciéncia de envolver a regiao da proteina que esta envolvida com a associacdo de

coativadores.



Capitulo 4

Objetivos e Metodologia

Os resultados das simulagoes de dinamica molecular que estudaram a dissociagao
do acido retindico de seu receptor resultados estao praticamente isolados em meio
a uma grande quantidade de resultados experimentais e estruturas cristalograficas
que vém colaborando para a compreensao da acao desta importinte familia de
proteinas. Quando se entra em contato com a diversidade e importancia destes
processos bioquimicos e biofisicos, é dificil ndo interessar-se em desenvolver algum
trabalho que enriquec¢a uma area de pesquisa tdo interessante do ponto de vista
ctentifico como importante do ponto de vista farmacolégico. Este capitulo descreve
a metodologia empregada neste trabalho, assim como as condigdes detalhadas de
cada simulacdo. A apresentacao destes detalhes em um capitulo a parte é coerente
com que as metodologias empregadas sao menos importantes, neste trabalho, que
o0s sistemas abordados, sendo os resultados das simulagoes e suas implicacgoes biofi-
sicas melhor apresentados de forma independente. O leitor interessado apenas nos
resultados e suas implicacoes biolégicas pode passar diretamente para o capitulo

seguinte.

4.1 Objetivos

A utilizacao das técnicas de simulacio utilizadas por Karplus e Schulten em seus
trabalhos para uma nova familia de receptores expande, e praticamente duplica,
as informagoes provenientes de simulagdes computacionais para a superfamilia dos
receptores nucleares. O trabalho ainda pode ter a importante vantagem de usar as

duas técnicas de forma racional e complementar, sendo os resultados ainda mais

35



36 Capitulo 4. Objetivos e Metodologia

interessantes e representativos dos sistemas reais. Gracas 4 extrema importancia
da familia dos receptores do hormoénio tireoideano e, evidentemente, 4 facilidade de
acesso a resultados experimentais cbtidos pelos grupos dos Professores Igor Polikar-

pov e John Baxter (UCSF), os estudos computacionais sio ainda mais motivantes.

Complementaridade das técnicas BMAA e DMCI

Como foi visto, as simulacdes usando Dinamica Molecular com Amostragem Am-
pliada ndo assumem nenhum mecanismo a priori e permitem uma busca de meca-
nismos de dissociacdo sendo necessaria apenas a estrutura inicial. Para isso faz-se
uma aproximacao (miltiplas copias do ligante) que resulta na redugao das barreiras
de potencial associadas aos processos de dissociagdo e, desta forma, a observagio
da dissociagao nas escalas de tempo compativeis com a capacidade computacional
disponivel. No entanto, esta técnica possui a deficiéncia de aproximar os potenciais
de interacdo entre cada cépia do ligante e a proteina de forma bastante grosseira,
de forma que as interagoes especificas entre os ligantes e os aminoacidos da proteina
nao podem ser obtidas com realismo.

Por outro lado, a técnica de Dinamica Molecular com Caminho Induzido requer
que a0 menos as dire¢oes da dissociacao sejam conhecidas. Estas diregbes podem
ser obtidas de qualquer forma, seja pela andlise das estruturas cristalograficas ou
por alguma evidéncia experimental. Uma vez assumidas as direcoes de dissociacio.
¢ possivel estudar os mecanismos de dissociacao nestas diregoes de forma bastante
precisa, ja que nenhum potencial de interacdo é aproximado. No entanto, como as
proteinas sao muito complexas, é interessante que os mecanismos estudados sejam
escolhidos criteriosamente, sob a pena de que. nio obstante as interacdes em cada
mecanismo sejam razodaveis, 0s mecanismos em si nao possuam nenhuma relevancia
do ponto de vista biolégico.

As deficiéncias de cada uma das duas técnicas sugere seu uso combinado de
forma complementar. Uma vez que as trajetorias de dissociacdo aproximadas sdo
obtidas com DMAA, estas trajetorias podem ser estudadas usando DMCI. Desta
forma as dire¢oes de dissociacdo sao obtidas com uma técnica que nao requer
nenhuma suposicao preliminar sobre os mecanismos, enquanto que as interacoes

podem ser estudadas com bastante detalhe com outra técnica que nao faz nenhuma



4.2. Dindmica Molecular com Amostragem Ampliada 37

aproximacao sobre os potenciais.

Neste trabalho aplicam-se ambas as técnicas, DMAA e DMCI, para o estudo da
dissociacdao do hormonio tireoideano T3 de seus receptores nucleares. Procura-se
ampliar significativamente as informagoes a respeito da dinamica destas proteinas
em um dos processos de maior importancia para sua atividade: a associacao e
dissociacao do hormonio. Com relacdo aos estudos anteriores de simulacdo de
dindmica molecular, este trabalho leva a vantagem de combinar as técnicas de

forma racional e complementar.

4.2 Dinamica Molecular com Amostragem Ampliada

A técnica de dinamica molecular com amostragem ampliada foi implementada no
programa Tinker [51] em um trabalho conjunto com o aluno Milton T. Sonoda. Es-
tudos foram feitos da dissociagao do 4cido retindico de seu receptor com o objetivo
de reproduzir os resultados em [40] e experimentos computacionais foram feitos
para checar o efeito de algumas condigdes de simulacdo (em particular a presenga
de moléculas de 4gua estruturais) sobre a dindmica. Em seguida, a técnica foi apli-
cada para o estudo da dissociagio do ligante T3 do receptor TRal e do receptor

TR3, revelando mecanismos interessantes. com novas implicacdes biofisicas.

4.2.1 Simulacoes da dissociacdo do acido retinéico de seu

receptor

Para testar a acuidade da implementacdo e a dependéncia da dinamica em relagao
aos potenciais utilizados, foram feitas simulagoes usando DMAA do mesmo sistema

estudado por Karplus e colaboradores em [40].

Estrutura utilizada

A estrutura inicial utilizada nas simulacoes da dissociagdo do acido retindico de
seu receptor foi a estrutura do receptor RAR~ humano associada ao ligante 4cido
9-trans-retinéico (pdb id. 2LBD) [50]. Esta é uma estrutura determinada a 2,0 A

de resolugao. Algumas cadeias laterais faltantes foram adicionadas com o programa
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Modeller? {52] e a estrutura foi localmente otimizada para aliviar maus contatos
com o método LBFGS [53] até que a média quadratica do gradiente da energia em
relacao s posicoes dos atomos fosse menor que 0.01 kecal mol™" A-1. A estrutura
possui algumas moléculas de dgua que fazem parte da estrutura cristalina. Foram
feitas simulagdes com e sem essas moléculas de dgua. As simulagoes feitas por

Karplus e colaboradores ndo incluiam nenhuma molécula de agua®.

Potenciais utilizados

A proteina e o horménio tiveram todos seus dtomos representados explicitamente,
inclusive os atomos de hidrogénio. Os potenciais utilizados para a proteina foram
obtidos do conjunto OPLSAA disponivel na distribuigdo do pacote Tinker [46, 54-
57]. Os potenciais do acido retinodico foram obtidos por analogia em relagio a

grupos semelhantes dentro do conjunto OPLSAA. O hormoénio foi mantido rigido
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Figura 4.1. Acido retindico e a numeragac de seus atomos.

em toda a simulacao pela utilizagao do algoritmo RATTLE [58]. As simulagoes
em [40] também mantiveram o ligante rigido. As cargas dos atomos no acido

retindico foram calculadas utilizando o programa Gaussian [59]. As cargas e a

*Q programa Modeller gera, a partir de uma estrutura conhecida que ¢ dada como modelo,
outra estrutura que & a mais semelhante possivel com a estrutura original (dentro da capacidade
de modelagem do programa). Os unicos parametros de entrada do programa sdo a estrutura
modelo e as segiiéncias de aminoacidos desta e da estrutura nova desejada. Residuos diferentes,
cadeias laterais a mais, ou pedagos da estrutura adicionados na nova estrutura sdo ajustados para

satisfazer restricdes espaciais e minimizar potenciais classicos CHARMM {52].
5Comunicacio pessoal de Martin Karplus, a ndo utilizagdo das dguas ndo é explicitada no

artigo [40.
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geometria foram otimizadas com a base 6-31-—G** no nivel Hartree-Fock. As
cargas utilizadas s&o as cargas Merz-Kollman.

A Tabela 4.1 mostra a que grupo, dentro do conjunto OPLSAA, cada atomo do
acido retindico foi associado, o valor dos parametros de Lennard-Jones e as cargas
calculadas. A numeracao dos atomos na Tabela 4.1 corresponde a4 numeracao dos
dtomos na Figura 4.1. O grupo carboxilato foi considerado desprotonado, que é o

que se espera em solugoes aquosas com pH fisiolégico.

Condicdes das simulacoes

Foram feitas simulacées usando DMAA do 4cido retindico em seu receptor usando
20 e 25 copias do ligante sem as moléculas de Agua da estrutura cristalina, com
o intuito de reproduzir os resultados apresentados em [40]. Além disso, foram
simulados sistemas com as moléculas de dgua da estrutura (357 moléculas) com
25 e 50 copias do ligante. O numero de atomos destes sistemas esteve entre 4793
(20 copias, sem aguas) e 6620 {50 copias, com Aguas). Foram simulados 200 ps
de dinamica em cada um dos sistemas, sendo que cada simula¢io demorou em
torno de 10 dias em um Athlon 2.0 GHz com 512 Mb de meméria RAM. Todas
as simulacoes foram feitas no vacuo e no ensemble NVT com o intuito de que a
dissipacao de energia associada 4 presenca do solvente fosse em parte representada
pelo escalonamento de velocidades. A temperatura do sistema foi mantida em 300
K. As equacoes de movimento foram integradas com o algoritmo Velocity-Verlet

[42] com um passo de tempo de 2 fs. As coordenadas foram gravadas a cada 20 fs.

4.2.2 Simulacdes da dissociacao do T3 de seu receptor

A primeira etapa do trabalho foi a expansiao dos resultados obtidos para a dis-
sociacao do acido retindico de seu receptor usando DMAA para os receptores do

horménio tireoideano. Foram feitas simulacdes para o receptor TRal e TRA1.

Estruturas utilizadas

As principais simulagoes realizadas usando DMAA foram as que utilizaram a estru-
tura do TRal. Esta é uma estrutura cristalografica refinada a 2.0 A de resolugio
que pode ser obtida no site do Laboratoério de Robert Fletterick [13, 60].
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Atomo  Classe OPLSAA T A < /keal mol =T q/e

C1 CT R2CH?2 Alkane 3.5000 0.0660 0.761012
2 CT R2CH?2 Alkane 3.5000 0.0660 -0.252142
Cc3 CT R2CH?Z2 Alkane 3.5000 0.0660 0.063635
C4 CT R2CH2 Alkane 3.3000 0.0660 -0.212433
C5 CM RHC=C Alkene 3.5500 0.0760 (.345855
C6 CM  RHC=C Alkene 3.5300 0.0760 -0.582712
L) CM  RHC=C Alkene 3.5500 0.0760 0.072931
C8 CM  RHC=C Alkene 3.5500 0.0760 -0.316243
C9 CM  RHC=C Alkene 3.5500 0.0760 0.182077
C10 CM  RHC=C Alkene 3.5500 0.0760 -0.358492
C11 CM RHC=C Alkene 3.5500 0.0760 -0.031462
C12 CM RHC=C Alkene 3.5500 0.0760 -0.357725
Cl3 CM  RHC=C Alkene 3.3500 0.0760 0.315006
Ci4 CM  RHC=C Alkene 3.5500 0.0760 -0.448807
C15 C COO- Carboxylate 3.7500 0.1050 1.073151
C16 CT R3CH Alkane 3.5000 0.0660 -(1.454682
C17 CcT R3CH Alkane 3.3000 0.0660 -0.495721
C18 CT R3CH Alkane 3.5C00 0.0660 -0.457181
C19 CT R3CH Alkane 3.5000 0.0660 -0.2445535
C20 CT R3CH Alkane 3.5000 0.0660 -0.434214
021 02 COQ- Carboxylate  2.9600 0.2100 -0.882477
022 Q2 COQ- Carboxylate  2.9600 0.2100 -0.888564
H23 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 (.043709
H24 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.034386
H25 HC HR Alkane 2.3000 0.0300 0.006724
H26 HC  HR Alkane 2.5000 0.0300 -0.005627
H27 HC HR Alkane 2.5000 0.03040 0.056274
H28 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.060015
H29 HC H-C=C Alkene 2.4200 0.0300 0.096475
H30 HC H-C=C Alkene 2.4200 0.0300 0.175377
H31 HC H-C=C Alkene 2.4200 0.0300 0.175016
H32 HC  H-C=C Alkene 2.4200 0.0300 0.153046
H33 HC  H-C=C Alkene 2.4200 0.0300 0.192649
H34 HC  H-C=C Alkene 2.4200 0.0300 0.134712
H35 HC HR Alkane 2.3000 0.0300 0.108071
H36 HC  HR Alkane 2.5000 0.0300 0.093173
H37 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.076242
H38 HC HR Alkane 2.5000 0.0:300 0.083641
H3as HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.097995
H40 HC HR Alkane 2.3000 0.0300 0.120270
H41 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.119155
H42 HC  HR Alkane 2.5000 0.0300 0.093416
H43 HC HR Alkane 2.3000 0.0300 0.135528
H44 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.0825365
H45 HC HR Alkane 2.5000 0.030¢ 0.059771
H46 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.058868
H47 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.210457
H48 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.072170
H49 HC  HR Alkane 2.5000 0.0300 0.069656

Tabela 4.1. Potenciais de Lennard-Jones e cargas utilizadas para o acido retinéico.

As simulacdes da dissociagao do hormonio T3 do receptor TR foram feitas com
duas estruturas distintas: a primeira ¢ a estrutura cristalografica do TR3 humano
refinada a 3,7 A& de resolucao (pdb id. 1BSX) [61]. Nesta estrutura diversas

cadeias laterais estdao faltando, além do Q-loop completo. Estas cadeias e o loop
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foram modelados com o programa Modeller [52]. Pela comparacio da posicao
relativa do loop modelado em relagdo a sua posicio na estrutura do TRal e em
vista dos resultados obtidos nos mecanismos de dissociacio, mostrou-se necessario
fazer simulagoes com uma nova estrutura. Esta segunda estrutura foi modelada
por homologia com estrutura do TRal, também com o programa Modeller [52].
Todas as estruturas foram otimizadas até que a media quadratica do gradiente da

energia com relagao a posicido dos atomos fosse menor que 0.01 kcal mol-! A-!
[53].

Potenciais utilizados

Da mesma forma que nas simulagbes da dissociagao do acido retinéico, todos os
atomos foram representados de forma explicita. Foram utilizados potenciais OPL-
SAA para todos os dtomos das proteinas. Os potenciais de Lennard-Jones para os
atomos do T3 foram obtidos por analogia dentro do conjunto OPLSAA, a nio ser
para o atomo de Iodo, cujos parametros foram obtidos de {62] porque potenciais
OPLSAA para atomos de Iodo nio estdo definidos.

H25 t20

“6/ 0[2/ T g \E‘,G_Hm

H34 C G C C1 C1f 022
p A
“org” 5\0/ ’\ I?'/'/ 9\01 0/ 1\C1 4/ K{321/

k3
-
18 H27 H29  H30  (p3

Figura 4.2. 3, 3°, 5’-triiodo-L-tironina (T3) e a numeragio de seus atomos.

As cargas atomicas foram calculadas usando o programa Gaussian [59], com a
base 6-31++G** no nivel Hartree-Fock. Foram utilizadas cargas de Mulliken por-
que nao existem parametros mais sofisticados para os atomos de Iodo. O conjunto
dos parametros de Lennard-Jones e cargas utilizados estao listados na Tabela 4.2,
sendo a numeragdo dos atomos correspondente a Figura 4.2.

Ao contrario do que foi feito para o 4cido retindico, a molécula de T3 foi si-
mulada levando-se em consideragdo a flexibilidade molecular. Os parametros de

potencial necessirios para uma correta representacio da flexibilidade de uma mo-
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Atomo  Classe OPLSAA alA = keal mol~T q;c

C1 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 -0.287438
C2 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 0.509153
C3 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 -0.249405
C4 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 -.634328
C5 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 (.509126
C6 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 -(3.272675
Q7 OH OH Phenol 3.0700 0.1700 -0.594643
C8 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 0.756604
C9 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 -0.615843
C10 CA CH Benzene 3.5500 0.0700 -0.253795
C11 CA H Benzene 3.5500 0.0700 0.243797
Cl2 A  CH Benzene 3.5500 0.0700 -00.239800
C13 A CH Benzene 3.5500 0.0700 -0.669133
Cl4 CcT R2CH?2 Alkane 3.5000 0.0660 -0.430535
Cl5 CT R2CHNHZ & ALA CA  3.5000 0.0660 -0.116835
N16 NT NH2 Primary Amine 3.2500 0.1700 -0.767609
117 i lodine [62] 4.3000 0.7790 0.258363
118 1 Iodine [62] 4.3000 0.7790 0.248121
o019 OH OH Phenol 3.070¢0 3.1700 -0.608342
120 I lodine {62] 4.3000 0.7750 0.265525
c21 C COO- Carboxylate 3.7500 (.1050 0.413574
022 02  COO- Carboxylate 2.9600 0.2100 -0.538192
023 02  COO- Carboxylate 2.9600 0.2100 -0.584600
H24 HA  H Benzene 2.4200 0.0300 0.239682
H25 HA  H Benzene 2.4200 0.0300 0.246668
H26 HA  H Benzene 2.4200 0.0300 (.263595
H27 HA H Benzene 2.4200 0.0300 0.245844
H28 HA H Benzene 2.4200 0.0300 0.233781
H29 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.254187
H30 HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.218603
H31 H3 RNH3+ Amrmonium 0.0000 0.0000 0.469746
H32 H3 RNH3+ Ammonium 0.0000 0.0000 0.431435
H33 H3 RNH3+ Ammonium 0.0000 0.0000 0.430197
H34 HO HO Phenol 0.0000 0.0000 0.418807
H3s HC HR Alkane 2.5000 0.0300 0.209364

Tabela 4.2. Potenciais de Lennard-Jones e cargas utilizadas para o T3.

lécula sdo os paradmetros de estiramento das ligacoes e de torgdes de angulos e
angulos de diédro (ver Equagdes 3.1 e 3.3). Todos os parametros foram obtidos
de acordo com os grupos OPLSAA definidos por analogia de acordo com a Tabela
1.2, com as exce¢oes que serdo discutidas. A constante de forca do estiramento
das ligacOes entre as classes CA (carbono aromético) e I (lodo) foram escolhidas
por analogia com a constante das ligagoes S-S do conjunto OPLSAA,| que possuem
uma distancia de equilibrio muito semelhante: 2.038 A para a ligacdo S-S e 2,050
A para as ligacdes CA-I (a distancia de equilibrio para as ligacoes CA-I foi obtida
da geometria otimizada da qual se obtiveram as cargas). A constante de forga para
a torcao do angulo CA-CA-I fol obtida por analogia com a tor¢do do angulo CA-

CA-HA do conjunto OPLSAA. Os potenciais de tor¢do dos angulos estao listados
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Classe 1 Classe 2 &, kcalmol=T 377 r. /A

CA CA 469.0 1.40090
CA Ha 367.0 1.0800
CA OH 450.0 1.3640
CA [ 166.0 2.0500
CA CcT 317.G6 1.5160
CT CT 268.0 1.5290
CcT HC 340.0 1.0900
CT NT 367.0 1.4710
CT C 317.0 1.5220

C o2 656.0 1.2500
TN H3 434.0 1.0100
OH HO 553.0 0.9450

Tabela 4.3. Potenciais harménicos para as liga¢gdes covalentes do T3

Classe | Classe 2 Classe 3 & / kcalmol ! rad=¢ f.q /°

CA CA CA 63.00 120.00
CA CA HA 35.00 120.00
CA CA OH 70.00 120.00
CA CA [ 35.60 120.00
CcT CA CA 70.00 120.00
CT CT CA §3.00 114.00
HC CT CA 33.00 107.80
cT cT HC 37.50 110.70
HC CcT HC 33.00 107.80
CT CT NT 80.00 111.20
CT CT C 63.00 111.190
C CT NT 80.00 111.20
HC CT NT 35.60 109.50
HC cT C 35.00 109.50
CT NT H3 35.00 109.50
H3 NT H3 35.00 109.5¢
CA OH HO 35.00 113.00
cT C 02 70.00 117.00
02 C Q2 80.00 126.00
CA OH CA 100.00 123.13

Tabela 4.4. Potenciais usados para as torgoes de Angulos do T3

na Tabela 4.4.

O oxigénio do éter conjugado {formado pelo dtomo O7 na Figura 4.2) foi pa-
rametrizado por analogia com o oxigénio fenodlico do conjunto OPLSAA, ja que
ambos estdo parcialmente conjugados com os anéis aromaticos. Esta analogia foi
feita com seguranca ja que os parametros para éteres nao conjungados sao também
bastante semelhantes. As torcoes de angulos de diédro para os angulos contendo
atomos de Iodo foram escolbhidas como iguais as tor¢des dos diversos outros gru-
pos ligados a anéis aromaticos, que possuem potenciais de tor¢ao idénticos dentro
do grupo OPLSAA, como mostra a Tabela 4.5; estes parametros nao sao muito

dependentes do grupo functonal. Por fim, o dngulo de diédro de equilibrio para
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Periodicidade 1 Periodicidade 2 Periodicidade 3
Classe | Classe 2 Classe 3 (Classe4 Amplitude Fase Amplitude Fase  Amplitude Fase
CA CA CA CA 7.250 1820.0
CA CA CA HA 7.250 1800
HA CA CA OH T.250 180.0
CA CA CA OH 7.250 180.0
CA CA CA 1 7.250 180.0
HA CA CA 1 T.250 1800
1 CA CA OH 7.250  LB0.0
OH CA CA 1 7.250 180.0
T CA CA CA 7.250 180.0
CT CA CA HA 7.250 180.0
cT CT CA CA
CA CA CT HC
CA CcT CT NT 0.845 0.0 -0.962  180.0 0.713 0.0
CA CcT CcT C -1.697 0.0 -0.456 180.0 0.585 0.0
HC CT NT CcT 0.366 0.0
HC CT CT C -0.225 0.0
HC CT CT HC 0.318 0.0
T CT NT H3 0.347 0.0
C CT NT H3 (.347 0.0
HC CcT NT H3 0.261 0.0
CT cT C 02 0.820 180.0
NT cT C 02
HC CT C 02
HA CA CA HA 7.250 180.0
CA CA OH HO 1.682 180.0
CA CcT CcT HC 0.462 0.0
HC cT CT NT 0.384 0.0
CA CA OH CA 7.250 23.6

Amplitude em 2,0 kcal mol—*; fase em graus.

Tabela 4.5. Potenciais usados para as torgoes de dngulos de diédro do T3

o diédro formado por trés carbonos aromaticos e o oxigénio do éter {O7) foi ob-
tido da estrutura otimizada e a sua constante de for¢a e multiplicidade também
foram definidos por anaiogia com as torcoes dos diversos grupos associados a anéis

arométicos no conjunto OPLSAA.

Condi¢oes das simulacdes

As simulacées da dissociacao do horménio tireoideano T3 de seus receptores foram
feitas com o menor nimero de cdpias com os quais foi possivel observar a dissociacao
dos horménios dentro do tempo de simulagao compativel com nossa capacidade
computacional, isto &, entre 150 e 200 ps. Desta forma, simulagoes da dissociagio
do T3 do receptor TRa1 foram feitas com um namero de copias variando de 10 a
25. As simulagoes de dissociacdo do ligante do receptor TR3 foram feitas com 10,

20 e 50 copias para as simulagoes partindo da estrutura cristalografica de baixa
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resolugao. Simula¢des com um nimero de cépias entre 10 e 20 foram feitas a partir
da estrutura do TRS modelada por analogia com a estrutura do TRal. O niamero
de atomos nestas simulagoes variou entre 4419 (TRal com 10 copias do T3) e
5739 {TRS3 com 50 cépias do ligante). Nenhuma molécula de agua foi considerada
nos calculos. As simulacdes foram feitas em um Athlon 2.0 GHz com 512 Mb de
memoria RAM e fomaram entre 7 e 15 dias cada uma. As simulagdes foram feitas
no ensemble NVT para que o escalonamento da temperatura aproximadamente
representasse a dissipagdo da energia associada A presenga do solvente. Foi utilizado
o algoritmo de integracdo Velocity-Verlet [42] em praticamente todas as simulacées
com um passo de tempo de 2 fs. Algumas simulacoes foram feitas com passos de
1 fs e outras com o algoritmo Beeman [63], mas ndo houve nenhuma diferenca
significativa nos resultados em ambos os casos. As simulacoes foram feitas a 300

K e as coordenadas foram gravadas a cada 20 fs.

4.3 Dinamica Molecular com Caminho Induzido

As simulagoes DMCI requerem alguns cuidados maiores na escolha das condigdes
das simulagoes devido a que ndo sdo feitas aproximacgtes nos potenciais de inte-
ragao, como é o caso das simulacoes com DMAA. Os parametros fundamentais
nestas simulagoes sao a constante de forca e, em especial, a velocidade da forca
utilizada, porque dela depende o tempo que o ambiente (a proteina) tem para se
adaptar as novas conformacdes e posicdes do ligante no sitio ativo. Os potenciais
utilizados foram os mesmos que nas simulagoes usando DMAA. A técnica DMCI
foi implementada no programa Tinker de acordo com sua descrigdo no artigo sobre
a dissociagdo do acido retindico de seu receptor [41|. Para sua utilizagio, é neces-
sario fornecer o sitio no qual a forca deve ser aplicada, o vetor velocidade desta
forca, a posicéo inicial do sitio puxado e o tempo no inicio da simula¢do (em geral
t = 0), de acordo com a metodologia descrita na Secdo 3.2. A implementacio da
técnica fol feita de tal forma que. a cada intervalo de tempo definido pelo usuério,
o tempo de simulagdo, a for¢a aplicada e o deslocamento do sitio em relacdo a sua
posigao inicial fossem gravados, para que o perfil da forca em funcao do tempo de
simulac¢ao. ou em funcdo do deslocamento do sitio ao qual é aplicada, pudessem
ser analisados.
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Estruturas e configuracdes iniciais

As simulagdes com DMCI foram feitas apenas para a dissociacdo do T3 de seu re-
ceptor TRal, para o qual uma boa estrutura cristalografica esta disponivel |13, 60.
Apenas muito recentemente o grupo do Prof. Igor Polikarpov resolveu as estrutu-
ras dos LBDs dos receptores TRal e TRS humanos com resolugdes de 1,8 A ¢ 2.2
A respectivamente, com que poderdo ser feitas simulacoes representativas também
para o receptor TR3. Como 0s potenciais nestas simulagdes nao sdo aproxima-
dos, é necessario que o ambiente no qual a proteina esta seja melhor representado.
Para isso. foram construidas caixas de simulacdao contendo a proteina e dgua nas
densidades adequadas com o programa Packmol [64]. No entanto, estas caixas
possuem cerca de 30.000 &tomos, 0 que nao podemos simular por tempos razoaveis
com nossa atual capacidade computacional. Desta forma. escolheu-se fazer uma
simulagao na qual a proteina estaria imersa em uma “gota” de moléculas de agua.
Para isso. foram removidas as moléculas de Agua que ndao possuiam nenhum atomo
mais proximo da proteina que 6 A. As simulacdes de Schulten e colaboradores usa-
ram o mesmo procedimento, a nao ser pelo fato de que devido & maior capacidade
computacional disponivel, o raio de corte foi 15 A 41]. A espessura da camada
de solvatagao é importante especialmente no final dos mecanismos de dissociacéo.,
quando o horménio interage diretamente com as moléculas de dgua. O efeito des-
tas aproximacoes serd discutido com os resultados. As caixas de simulacgao ficaram
entao com 8247 atomos, sendo 4069 aAtomos pertencentes a proteina, 35 dtomos do
T3 e 4143 atomos pertencentes as 1381 moléculas de dgua restantes. A partir da
estrutura gerada com Packmol com moléculas de 4gua removidas foram simulados
100 ps com termalizacao a cada 1 ps a uma temperatura de 298 K sem a aplicacio
de nenhuma forca. Desta forma, cbteve-se um sistema termicamente equilibrado
a partir do qual as simulagbes usando DMCI foram feitas. FEsta simulacdo foi

realizada com o algoritmo Velocity-Verlet com um passo de tempo de 2 {s.

Parametrizacdo da forca aplicada

A forga aplicada nas simulagoes com DMCI deve ser a menor e mais lenta possi-
ve] para que a perturbacio externa nao produza efeitos fisicamente espirios. No

entanto, a dissocia¢ao deve ocorrer em escalas de tempo de simulacao compativeis
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com a capacidade computacional digsponivel e. quanto maior a for¢a. mais rapida
a dissoclagao. Nao existe outra forma de escolher a velocidade da forga que nao
seja fazendo algumas tentativas. Por esta razao dois conjuntos de simulagoes fo-
ram feitos, sendo que o primeiro deles permitiu uma escolha mais adequada dos
parametros para a realizacao de um segundo conjunto de simulagdes com um forga
mais suave.

Uma constante forca k = 4 keal mol ' A2 foi utilizada em ambos os conjuntos
de simulagdes por ser suficientemente pequena para permitir flutuagées da forga
aplicada e, ao mesmo tempo, que as flutuagdes da forca sejam suficientemente
significativas para variacoes de 1 ou 2 A na posicao do sitio puxado [65. 66]. Esta
constante de forca foi também utilizada nas simulagoes da dissociagio do acido
retindico de seu receptor [41].

O pardametro mais importante para estas simulacdes é, no entanto, a veloci-
dade da forca. Quanto menor a velocidade, mais tempo tem o ambiente {no caso
a proteina) para relaxar e estabilizar as novas posi¢oes do ligante, diminuindo a
resisténcia do meioc ao seu movimento. Desta forma, quanto menor for a veloci-
dade da forca utilizada, menor deve ser a forca exercida, ao menos enquanto a
movimentacao do ligante for muito mais ripida que a relaxacao da proteina ao seu
redor. O primeiro conjunto de simulagoes utilizou uma forga com velocidade de
modulo |7] = 0.4 A ps™'. Com esta velocidade, a dissociacéo total do horménio
ocorreu em aproximadamente 100 ps de simulacao para os trés mecanismos, que
representaram simulacoes de 10 a 15 dias. De acordo com nossa disponibilidade
de tempo e capacidade computacional, decidiu-se que simulagoes que durassem de
20 a 30 dias ainda eram viaveis, de forma que a velocidade da forga foi reduzida
pela metade, passando a ser, no segundo conjunto de simulacdes |v] = 0.2 A ps L.
Como era esperado. a dissociacao total do ligante ocorreu no dobro do tempo, ou

seja, pouco antes dos 200 ps de simulacao.

Restricbes nas posicoes

Uma dificuldade que surge na utilizagao desta técnica provém de que a aplicagao
da for¢a pode induzir um momento angular no sistema. Se a proteina é suficiente-

mente grande e a resisténcia a dissociacao do horménio é pequena, este momento
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angular induzido nao é relevante. No entanto, uma simulagio da dissociagio do
T3 ao longo do Caminho I mostrou que o momento angular gerado nao é insignifi-
cante neste caso. tendo a dissociagao ocorrido em uma diregdo indesejada devido &
rotacao da protelna. Para evitar este tipo de problema, foram introduzidas restri-
¢oes a0 movimento de varios dtomos da proteina que estavam distantes da regido
de dissociacao. Este mesmo procedimento foi adotado nas simulagoes Schulten e
colaboradores [41].

Nao é necessario que as restrigoes sejam muito fortes nem que muitos dtomos
sejam presos, Ja que a inibi¢ao da movimentacao de alguns poucos atomos é sufici-
ente para inibir a rotagao da proteina. Para cada um dos caminhos um conjunto de
atomos distantes da regidao da dissociacao foi escolhido e a cada um destes atomos

fol adicionada uma restricac harménica em sua posicao da forma
r T 2
V() = kresiz(t) — 20 — Tyl

para T — Io maior que uma deslocamento tolerado z;, e V' = 0 para distancias
menores que o deslocamento tolerado. Aqui, z{t) e xy sdo as posigoes do sitio
nos instantes ¢t e 0 e k,.s ¢ uma constante de forca. Em todas as restrigdes foi
permitida uma movimentacao livre dos atomos de raio z;; = 1.0 A e a constante
de forca utilizada foi k. = 100,0 kcal A2 Os atomos aos quais as restrigoes
foram aplicadas estdo representados nas Figuras 4.3 (a), (b) e (¢) para um estagio

intermediario da dissociacao ao longo de cada um dos trés caminhos.

Figura 4.3. Atomos a cujas posicoes foram aplicadas restrigoes, representados

como esferas. (a) Caminheo I, {b) Caminho II, (¢) Caminho I11.
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Direcdo e sitios nos quais a forca foi aplicada

A forga foi aplicada nas simulagées que pretendiam representar os caminhos I e 11
da dissociagao (ver Figura 5.4) no oxigénio fenélico (019 na Figura 4.2). O Cami-
nho III. no qual a direg¢do da dissociagdo é oposta, escolheu-se o carbono carboxilico
(C21) para a aplicagdo da forga. A forga foi aplicada em uma direcio associada
a formagdo das primeiras cavidades observadas nas simulacdes com DMAA repre-
sentadas na Figura 5.5, sendo o vetor escolhido de acordo com a posicio inicial do
sitio e a posigdo de algum sitio da protefna préximo ao centro da cavidade. Quais
exatamente sao esses vetores nao ¢ relevante, uma vez que dependem da orientacio
da proteina.

Condicdes das simulacoes

As simulagoes usando DMCI partiram todas da mesma condicio inicial termalizada
a 298 K, como foi descrito. Todas as simulacbes foram feitas utilizando o algoritmo
de integracdo Velocity-Verlet com um passo de tempo de 2 fs. As simulacées foram
teitas no ensemble NVE. As coordenadas foram gravadas a cada 100 fs. No primeiro
conjunto de simulagdes, com a maior velocidade da forca, as simulaces foram feitas
por 100 ps, tempo no qual a dissociagio total do hormonio foi observada. Nas
simulagGes com menor velocidade, foram obtidos 200 ps de simulacdo que também
garantiu a dissocia¢do total do hormonio. Todas as simulactes foram feitas em um
Athlon 2.0 GHz com 512 Mb de memoria RAM e demoraram entre 20 e 30 dias
cada uma.
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Estudo da Dissociacao do
ligante T3 usando DMAA

Neste capitulo apresentaremos os primeiros resultados da utilizacao técnica DMAA
para o estudo da dissociacao do horménio tireoideano de seu receptor. O capitulo se
inicia com a apresentacao dos testes que confirmam uma correta implementagao da
técnica e o efeito de dguas estruturais sobre a dindmica. Em seguida, descrevem-se
os caminhos de dissociagao encontrados para o ligante T3 dos LBDs dos receptores
TRal e TRA1 e as diversas correlacoes com resultados experimentais e implicacoes

funcionais destes mecanismos.

5.1 Testes preliminares

Para testar a implementacac do método DMAA no pacote Tinker e os potencials
escolhidos, foram feitas simulagdes da dissociacao do dcido retinéico de seu receptor
RARsy. Foram feitas também simula¢oes usando as aguas presentes na estrutura
cristalografica para discernir sua importancia na dindmica dos receptores usando

esta técnica de simulagao.

5.1.1 Reproducao do resultados de Blondel e Karplus

Para reproduzir os resultados de Blondel e Karplus foram feitas simulagdes com
20 e 25 copias do acido retindico, ja que as simulacées com 20 copias apresentadas
em seu trabalho foram as simulacdes com o menor nimero de copias em que foi
possivel observar a dissociacdo dos ligantes [40]. Os resultados obtidos nestas

simulacgdes estao apresentados na Figura 5.1 para a simulacao com 20 copias. Os

b1
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tempos de simulacio de cada foto sao os mesmos que foram apresentados por
Blondel e Karplus e a semelhanca dos mecanismos encontrados por eles e por nos
neste trabalho pode ser verificada inclusive na escala de tempo da dissociagio pela
comparagao da Figura 5.1 com a Figura 1 de [40]. O mecanismo envolve a separagao
das hélices 12 (em laranja na figura) e 3 (em primeiro plano), como ja foi discutido.
E importante lembrar que estas simulacdes diferem das apresentadas em [40] pelo
uso de potenciais OPLSAA para representar a proteina e o ligante, em lugar de
potenciais CHARMM |[45].

(a) Ops

. aw

Figura 5.1. Mecanismo de dissociagao do acido retindico de seu receptor
estudado com DMAA.

5.1.2 Efeito das aguas estruturais sobre a dinamica

Como as simulacoes feitas por Blondel e Karplus nao utilizaram nenhuma molé-
cula de dgua, foram feitas simula¢oes da dissociagao do acido retindico do LBD do
mesmo receptor RAR«y levando as dguas da estrutura cristalografica em considera-
¢ao, para verificar qual a influéncia de sua presenca na dinamica usando DMAA.
Como foi discutido, foram feitas simulagoes 25 e 50 cépias do ligante na presenga de
moléculas de dgua. Em principio, quanto maior o nimero de ligantes, menor deve
ser o tempo de dissociacao, uma vez que as barreiras de potencial sao reduzidas de
com aumento do niimero de réplicas.

No entanto, com a presenca das moléculas de agua, novos contatos hidrofilicos

surgiram nas simulagoes da dissociagao do acido retindico. As moléculas de agua
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formaram redes de ligacoes de hidrogénio que estabilizaram a conformacao fechada
da hélice 12, como mostra a Figura 5.2. Nesta figura, os aminoécidos no topo (Pro-
lina e Leucina) pertencem & hélice 12, enquanto que o aminoacido abaixo (Serina)
pertence A hélice 3. Estas sao as duas hélices que se separam no mecanismo des-
crito em [40]. A Figura 5.2 mostra o exemplo com 25 copias do acido retindico em

que nao foi observada dissociacao dos ligantes nem mesmo em 190 ps de simulacao.
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Figura 5.2. Estabilizacao da estrutura pela formacao de redes de ligagoes de

- 9
"oy

hidrogénio.

Figura 5.3. A simulagao com 50 copias do Acido retindico e Agua mostrou o

mesmo mecanismo de dissociagao que as simulagoes anteriores.

Por outro lado, na simulagédo com 50 copias do ligante, na presenca de molé-

culas de agua, foi observado o mesmo mecanismo, com a abertura da hélice 12,
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como mostra a Figura 5.3. Estas simulacoes indicam, portanto, que apesar das
dguas exercerem um papel estabilizador da estrutura, alterando a escala de tempo
da dissociacdo, pelo menos nestes casos os mecanismos observados nao sdo quali-

tativamente modificados.

5.2 Caminhos de dissociacdo para o receptor TRo

Diversas simulagoes com um nimero de copias do ligante variando de 10 a 25
foram realizadas. A Tabela 5.1 resume os resultados. Trés possiveis caminhos de

dissociacdo foram identificados.

5.2.1 Dissociacao ao longo do Caminho |

O Caminho I foi reconhecido como um dos caminhos de dissociagao possiveis para
o acido retinéico de seu receptor RAR~y por Karplus e colaboradores [40] e pode ser
deduzido da comparacio das estruturas dos receptores do acido retindico dissociado
e associado ao seu ligante. Consiste no deslocamento da hélice 12 e do loop entre
as hélices 11 e 12 afastando-se da hélice 3, como mostra a Figura 5.4 (a). A hélice
12 sofre uma desnaturacao significativa, mas de certa forma que o residuo Phe 405
mantém sua orientacdo em diregao A cavidade do ligante. [sto ¢ uma reminiscéncia
do fato de que este residuo estd em contato direto com o ligante na estrutura
cristalina [19]. Ao mesmo tempo, a hélice 3 se rompe em duas hélices, separadas
pelos aminoacidos Thr 223 e Pro 224. A desnaturagdo da hélice 12, formada pelos
aminoacidos Leu 400 a Phe 405 é seguida pelo afastamento do [oop entre as hélices
11 e 12 (residuos Thr 394 a Pro 399) da parte baixa da hélice 3 (residuos Ala 214 a
Thr 223), que por sua vez preserva sua estrutura ao longo de toda a simulagio. As
copias do hormonio finalmente passam entre a cavidade formada pelo loop entre
H11 e H12 e a parte baixa da hélice 3, deixando o sitio de ligagao. Esta descri¢ao
¢ valida para as trés simulagdes nas quais o Caminho I foi observado.

A formacéao da cavidade que permite o escape dos ligantes no inicio das simula-
cbes estd mostrada na Figura 5.5 (a). As superficies foram construidas de acordo
com o protocolo descrito em [67] com um raio de prova de 1.4 A que é o valor
padrdo no programa de visualizacdo de trajetérias moleculares VMD [68]. A for-

macio desta cavidade envolve a quebra das interagdes hidrof6bicas entre as cadeias
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Nimero de cépias  Caminho encontrado

10 *
12 *
13 I
14 I
15 I
16 1
17 I
18 1I
19 -
20 11
25 Il

*Nio foi observada dissociacdo no tempo de simulagéo

Tabela 5.1. Caminhos encontrados em cada uma das simulagoes com DMAA.

laterais dos aminoacidos Thr 223 e Leu 400 e entre Thr 219, Pro 398 e Leu 396.
Na presenca de agua estes contatos devem se estabilizar, uma vez que ambientes

aquosos favorecem a agregagao de cadeias laterais apolares.

5.2.2 Dissociacido ao longo do Caminho Il

Os principais aspectos do Caminho II incluem a separacao das hélices 8 e 11 e o
deslocamento do §2-loop, como mostra a Figura 5.4 (b). A abertura da cavidade de
escape ocorre pela desnaturagio local da hélice 11 entre os residuos Gly 378 e Ala
379. A hélice 8 é conservada, mas muda sua inclina¢do com relagdo a hélice 11 de
forma que os aminoacidos Val 294 a Ala 308 se afastam da hélice 11. Esta mudanga
no posicionamento relativo da hélice 8 ¢ acompanhada pela retragao do Q-loop. A
principal interacdo entre a hélice 8 ¢ o (-loop na estrutura cristalografica é uma
ponte de hidrogénio entre a cadeia lateral do residuo Asp 208 e o grupo amino
do residuo Val 294. Observa-se que esta interacdo se conserva ao longo de toda a
simulacdo e resulta no deslocamento conjunto da hélice 8 e do £2-loop. As interagoes
da hélice 11 com o loop sio afetadas: a fraca interacdo hidrofébica entre os residuos
Pro 205 e Val 390 e a interacdo dipolar entre os residuos Pro 205 e Glu 391 sao
substituidas pela formacdo de uma ponte de hidrogénio entre o residuo Glu 391 e o
grupo amino do residuo Met 204, como mostra a Figura 5.6 (a). Isto leva o Q-loop
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TZ223

AZ14

Figura 5.4. Tmagem geral dos caminhos de dissociagao do T3 ao longo das
trajetorias obtidas por DMAA.
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Figura 5.5. Formacgéo das primeiras cavidades nos mecanismos de dissociaciao

de acordo com as simulagoes usando DMAA.
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para tras permitindo a formagdo da cavidade entre as hélices 8 e 11 que finalmente
leva a dissociagao dos ligantes.

A analise das cavidades no inicio das simulag¢des, mostrada na Figura 5.5 (b)
mostra que o principal contato rompido é a interacdo hidrofébica envolvendo os
aminoacidos Val 295, Ile 377 e Cys 380. Também pode ser observado que os residuos
Arg 384, Ser 383 e Ile 299 tem papéis importantes na formacao desta cavidade.
As principais interagdes entre aminoéacides envolvidas sdo, como no Caminho I,
hidrofébicas, de forma que devem ser estabilizadas em solucao aquosa.

Este mecanismo nao tinha sido previsto anteriormente nem pela andlise das
estruturas cristalograficas, nem pelos estudos da dissociagdao do 4cido retinéico por
simulacdo computacional. No entanto, o posicionamento do ligante entre as hélices
8 e 11, com uma retracao significativa do Q-loop foi descrito como um estigio final
da dissociacdo do acido retindico por Karplus e colaboradores [40]. A metodologia
utilizada nesse estudo nao reconhece caminhos efetivos, mas estados de transicao
[69]. Sugeriu-se que este estado de transigdo estaria associado a um caminho de
dissociacdo semelhante ao Caminho I aqui encontrado.

O Caminho II pode ser particularmente importante porque o desenho de antago-
nistas pelo método da extensdo tem se mostrado eficaz quando grupos hidrofobicos
grandes sdo adicionados a posigio 5’ do ligante T3 (ver Figura 2.1) [30]. A visdo
atualmente aceita é que esta extensdo induz um enovelamento incorreto da hélice
12 por interagir com o loop entre as hélices 11 e 12. As mudangas conformacio-
nais induzidas por ligantes com essas caracteristicas em receptores de Estrogeno
suportam esta hipotese [32, 33]. As mudangas estruturais induzidas por antago-
nistas freqiientemente afetam as hélices 11 e 12 distorcendo seus contatos com o
(3-loop. Isto compromete a estabilidade da regido envolvida neste mecanismo de
dissociacao. Além disso, a associagdo de ligantes por um mecanismo semelhante
ao Caminho II, mas em sentido inverso, deve implicar que estes grupos volumosos
na posicao 5’ s0 interajam com a proteina nos estagios finais da ligagao, como esta
ilustrado na Figura 5.6 (b). Este mecanismo, portanto, poderia explicar a grande
afinidade de ligantes com grupos muito grandes na posi¢do 5', como, por exemplo,
analogos do ligante GC-1 com extensoes 5'-feniltienil [12]. Varios destes ligantes

possuem, inclusive, significativo carater agonista.
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Figura 5.6. (a) Movimentacao do Q-loop no Caminho II. (b) Posicao relativa

do sitio 5’ em relagao i proteina neste caminho.

5.2.3 Dissociacao ao longo do Caminho III

O dltimo caminho encontrado envolve uma regiao da proteina diferente dos dois
caminhos anteriores. Este mecanismo ja tinha sido sugerido para a entrada do
horménio tireoideano pela analise da superficie da proteina 19| e para a dissociagio
do acido retindico de seu receptor RARy no estudo computacinal de Schulten e
colaboradores [41]. Nas simulagées de Karplus e colaboradores [40], este mecanimo
nao foi observado a ndo ser pelo escape parcial de uma das copias do ligante em
uma simulacao com 50 copias do ligante acido retindico. Pela anélise do fator de
temperatura, esta regiao foi reconhecida como uma das mais flexiveis do LBD [19].
O Caminho III estd ilustrado na Figura 5.4 (¢). As copias do ligante T3 saem
do receptor por uma abertura formada entre as hélices 3, o grampo-f3 e o loop
entre as hélices 1 e 2. Os residuos Thr 178 a Gly 182, pertencentes ao loop entre
as hélices 1 e 2, Lys 220 a Val 229, pertencentes as hélices 2 ¢ 3, ¢ os residuos
Thr 275 a Met 280 no grampo-f estdo diretamente envolvidos no processo. E
importante notar que os aminoacidos 1221, 1222, A225, R228 e L276, que formam
contatos diretos com o horménio na estrutura cristalografica, também participam
deste mecanismo. A dindmica deste caminho se inicia pela ruptura da hélice 3

em 2 hélices, que conservam sua estrutura entre os residuos Leu 212 e Pro 224
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e entre lle 226 e Lys 234. A segunda parte da hélice 3 se afasta do grampo-5.
Este grampo e o loop entre as hélices 1 e 2 passam por rearranjos internos menos
evidentes e sdo também deslocados de suag posi¢des iniciais para longe da hélice 3.
Estes movimentos conjuntos levam & formagao da cavidade pela qual os ligantes
escapam.

A formagao da cavidade no inicio da simulagdo estd mostrada na Figura 5.5
(c). O aspecto mais importante deste processo é que, ao contrario das cavidades
formadas nos caminhos I e II, envolve cadeias laterais hidrofilicas, cuja agregacao
deve ser pouco estavel em solu¢do aquosa. Simulacées com o RAR#y [41] mostra-
ram que é de fato possivel que moléculas de dgua entrem através desta cavidade,
chegando a interagir diretamente com o grupo carboxilico do acido retinodico. A
abertura da cavidade por um processo semelhante é também possivel com o T3,
jA que a estabilizagdo desta regiao se deve a formacao de uma série de pontes de
hidrogénio entre o hormonio e diversos residuos hidrofilicos [13]. O contato mais
importante que se rompe ¢ a interacdo hidrofilica entre a Arg 228 e a cadeia lateral
da Ser 227. Este contato mostrou-se particularmente importante para a estabili-
zacgdo da cavidade do ligante, e a entrada de agua ja foi observada nas estruturas
cristalograficas do LBD do TRS associado ao T3 [19].

5.3 Caminhos de dissociacdo para o receptor TRj

O primeiro conjunto de simulagoes realizado para a dissociagao do horménio T3 do
receptor TRS foi feito a partir da estrutura cristalografica determinada a 3,7 A de
resolucdo (pdb id. 1BSX) e que teve o {2-loop modelado. Além do loop, formado
pelos residuos 1255 a G262, também fol necessario modelar a regiio N-terminal do
LBD, formada pelos residuos E202 a H210 (ver Figura 2.2). A qualidade inferior
da estrutura e a necessidade de que grandes partes da proteina fossem modeladas
tornam estas simulagoes menos confidveis. Por esta razao fot construido um modelo
da estrutura do TRZ a partir da estrutura do TRal. No entanto, como ambas as
estruturas sio ainda menos representativas dos sistemas reais, os resultados sao
discutidos brevemente.

Todas as simulagoes realizadas com a estrutura cristalografica apresentaram

o mesmo mecanismo de dissociagdo. Este mecanismo, mostrado na Figura 5.7
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(b)

Figura 5.7. Visao global dos caminhos encontrados para a dissociagao do T3
do LBD do receptor TRA. (a) Caminho similar ao Caminho II. (b) Caminho similar
ao Caminho 111. A maior parte das cépias do ligante foi omitida.

(a) é semelhante ao Caminho II encontrado para a dissociacdo do T3 do TRal
(ver também a Figura 5.4 (b)). Este mecanismo envolve a separacao das hélices
8 e 11, e o liganle escapa entre estas hélices e o Q-loop. O Q-loop modelado
nesta estrutura esta separado das héliced 8 e 11 adotando uma conformacao menos
compacta quando comparada com a estrutura do TRal. O papel importante dos
contatos entre este [oop e as hélices 8 e 11 nao pode ser negligenciado e, portanto,
o mecanismo encontrado de forma deterministica nestas simulagoes pode ser um
resultado da menor estabilidade desta regiao do LBD.

Por outro lado, todas as simulagoes realizadas com o modelo do TRA1 obtido
por homologia com a estrutura do TRl revelaram outro mecanismo, semelhante
ao Caminho III encontrado para a dissociacao do T3 do TRal. Este mecanismo
envolve a separacao do grampo-£3, da hélice 3 e do loop entre as hélices 1 e 2, como
mostra a Figura 5.7 (b). A formagao da abertura ocorre com uma desnaturacao
parcial da hélice 3 entre os aminoacidos Tle 276 e Tle 280. A hélice preservada entre
os residuos Leu 266 e lle 275 se separa do grampo-f formando a cavidade por onde

os ligantes escaparam.
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Apesar de que estas simulagées nao sao muito confidveis devido a baixa quali-
dade das estruturas utilizadas. elas indicam que, de forma geral, a dindmica desta
isoforma deve ser semelhante 4 do TRal e que 0s mesmos mecanismos de dissoci-
acao devem prevalecer. As especificidades de cada tipo nao podem ser deduzidas

destas simulacoes.

5.4 Conclusoes

As simulacoes com DMAA foram capazes de sugerir trés mecanismos de dissociagao
do T3 do LBD do receptor TRal. sendo que dois deles também foram observados
nas simulacdes com o LBD do receptor TR51. Istas sao as primeiras evidéncias de
que mecanismos semelhantes aos observados para a dissociagao do 4cido retinéico
de seu receptor podem estar envolvidos na dissociagao dos horménios tireoideanos
dos TRs obtidas por simulagdes de dinamica molecular.

O Caminho I coincide com o mecanismo sugerido a partir das estruturas asso-
ciada e dissociada dos ligantes dos receptores do acido retindico. O Caminho II
da uma explicacdo racional para a grande afinidade dos ligantes 5'-substituidos. O
Caminho IT1, por sua vez, ja tinha sido sugerido por Fletterick e colaboradores para
a entrada do ligante T3 [19] e por Schulten e colaboradores em suas simulagées da
dissociacio do 4cido retindico de seu receptor [41]. Desta forma, diversas linhas de
evidéncia obtidas das simulacoes e de resultados experimentais ddo suporte a exis-
téncia destes mecanismos. O estudo detalhado das interacdes do ligante em cada
um dos mecanismos de dissociacao com DMCI é um complemento natural para
estes resultados, podendo sugerir mutagdes sitio-dirigidas e permitir uma analise
da importancia relativa de cada um destes mecanismos nos sistemas reais, o que

nao pode ser feito a partir das simulagdes com DMAA.



Capitulo 6

Estudo da Dissociacao do
T3 usando DMCI

Os resultados obtidos por DMAA foram muito estimulantes por estarem correlaci-
onados com observacdes experimentais e por serem capazes de sugerir explicagdes
para alguns fenémenos cujas interpretacoes, baseadas nas estruturas cristalogra-
ficas e nos estudos funcionais, ndo eram claras. Um estudo mais detalhado das
interagoes entre a proteina e ¢ horménio nestes mecanismos de dissociacio se faz
necessario, no entanto, para que a comunidade experimental seja capaz de sugerir
mutacoes sitio-dirigidas que procurem verificar ou refutar cada um destes mecanis-
mos. A técnica escolhida para a analise destas interagbes surgiu de forma natural
pelo estudo das simulacoes de Schulten e colaboradores sobre a dissociagdo do acido
retinoico e ¢ conhecida como Dindmica Molecular com Caminho Induzido. Nosso
estudo da dissociagdo do hormonio tireoideano leva uma vantagem significativa
sobre o estudo em [41] devido a que os mecanismos induzidos sdo aqueles obtidos
com DMAA, enquanto que em [41] as trajetorias tiveram que ser propostas apenas
pela analise das estruturas estaticas.

6.1 Metodologia de anadlise dos resuitados

Como foi apresentado na Secao 4.3, as simulagées com DMCI foram feitas com
forcas com duas velocidades diferentes. Espera-se que as simulagdes com a forca
mais lenta sejam representagoes melhores da dinamica real, uma vez que a proteina
tem mais tempo para relaxar e estabilizar as configuragées do ligante ao longo do
caminho induzido. Desta forma mostraremos, em primeiro lugar, que o perfil da

forca nos dois conjuntos de simulacao nao é qualitativamente alterado, de forma que

63
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as interacoes especificas sao posteriormente analisadas apenas para o conjunto de
simulacgdes com forgas mais lentas. Em seguida, mostraremos a metologia escolhida
para a analise dos resuitados, integrando o perfil das intera¢oes e o perfil da forga

ao longo da simulagdes com as configuragoes de dinamica observadas diretamente.

Forca: velocidade e comportamento

Em estudos com DMCI é necessario saber se as forcas envolvidas nos mecanismaos
estudados correspondem a interacdes representativas de uma simulagao nao indu-
zida. Forcas muito pequenas devem induzir a dissociacao de forma muito suave,
tendo a proteina tempo de estabilizar todas as configuracoes envolvidas da mesma
forma que o faria em uma simulagao classica. Na medida que a velocidade da forga
aumenta, deslocamentos mais bruscos sido provocados no sitio puxado. Se a di-
namica da proteina nio é suficientemente rapida, as interagdes observadas podem
nao ser interacoes realistas, mas estados de alta energia que foram induzidos pela

passagem rapida do ligante.
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Figura 6.1. Comparacao dos perfis das forgas com velocidades diferentes nos

trés caminhos: {(a) Caminho I; (b) Caminho II; {¢) Caminho III.
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A analise do perfil das forcas em funcdo do deslocamento do ligante pode ser
feita sem nenhuma mudanca de escala {os perfis de forca em fungio do tempo nao
podem ser comparados diretamente, ja que o tempo de dissociagao varia com a ve-
locidade da forca). Estes perfis estdo representados na Figura 6.1. Como € possivel
observar, os perfis das forgas para os caminhos I e III ndo variam significativamente:
praticamente as mesmas barreiras sio encontradas e a principal diferenga esta na
melhor definicdo destas barreiras. Em alguns casos a magnitude da for¢a € menor
para as simulacdes com menor velocidade, como é o caso do processo do Caminho
I que ocorre em torno de 24 A. Forcas menores para simulagdes com velocidades
menores s30 em geral esperadas pela melhor estabilizacdo das conformacoes do li-
gante ao longo da trajetoria. A diferenca mais notavel esta no processo que ocorre
ap6s 15 A de deslocamento ao longo da Caminho II. Para a simulagio com velo-
cidade 0,4 A ps~! ha uma redugao muito pronunciada da forca, enquanto que nas
simulacbes com menor velocidade a forga permanece constante até que diminui em
27 A, aproximadamente.

Esta diferenca se deve a que, na simulagdo com forgas répidas, o ligante atinge
uma cavidade basicamente hidrofobica e sai dela pela rapida perda de uma série de
impedimentos estéreos, que requerem uma movimentagio significativa da cadeia
protéica. Na simulagio mais lenta, o ligante tem tempo de formar diversas intera-
coes hidrofilicas na mesma cavidade, que sio responsiveis pela barreira associada
aos 27 A de deslocamento.

Resumindo, os perfis mostram que a maioria dos processos sio mantidos e
ocorrem com magnitudes semelhantes, a nao ser em algumas excegoes. O maior
problema esta associado a uma distorcao da cadeia lateral da proteina na simula-
cao mais rapida, mas que nao ocorre na simulagao mais lenta. Para as interagoes
hidrofilicas, que sio responsaveis pela maior parte das barreiras, a mudanga de
velocidade nao alterou qualitativamente as simulagGes, apenas a intensidade e de-
finicio destas barreiras. A analise detalhada das interagoes mostrara a natureza

das barreiras em cada curva apresentada na Figura 6.1.
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Sistematica de analise

Trés resultados devem ser analisados de forma combinada para que a técnica DMCI
seja explorada em todo seu potencial: os perfis da for¢a em fungio do tempo de
simulagdo. os perfis das energias de interacao entre os aminoacidos e o ligante
e as configuragoes espaciais da proteina e do ligante que podem ser observadas
diretamente nas simulagoes.

As energias de interagao entre todos os aminoacidos que estiveram a menos
de 4,0 A de algum sitio do horménio em algum momento da simulacio foram
computadas em todos os instantes da simulagdo. Desta forma, geraram-se per-
fis de interacdo entre diversos aminoacidos e o horménio em funcio do tempo de
simulacdo. Em seguida, o perfil das interagoes foram analisados e todos os ami-
noacidos cuja energia de interacdo com o hormonio excedeu aproximadamente 10,0
kcal mol~! em algum momento da simulagao foram escolhidos®. A dinamica destes
aminodacidos foi observada de forma combinada com a dinamica do horménio nas
simulagdes para verficar a natureza das interacoes e suas variagoes. Simultane-
mente, comparou-se a variacdo da energia de interagdo com o perfil de forga em
funcao do tempo para atribuir as barreiras apresentadas neste ltimo perfil 4 perda
ou formacao de interagtes importantes com cada um dos aminoécidos. O mesmo
procedimento foi feito para todas as moléculas de 4gua na simulacao. Assim, uma
analise combinada dos perfis das energias de interacio, das forgas e da dinamica

molecular foi feita, permitindo alcan¢ar uma visao detalhada dos mecanismos.

6.2 Caminhos de dissociacdo para o receptor TR«

Os trés mecanismos estudados com DMCI sao aqueles obtidos com DMAA. Agora.,

no entanto. nao se faz nenhuma aproximagao sobre os potenciais.

6.2.1 Dissociacdo ao longo do Caminho |

Na Figura 6.2 o Caminho I de dissociagao estd representado. e os aminoacidos cujas

interacoes com o hormonio foram mais importantes estao destacados. A dissociacio

610 keal mol~! & aproximadamente duas vezes a energia tipicamente envolvida em uma ligagio
de hidrogénio na agua liquida.
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Figura 6.2. Visao global da dissociagao ao longo do Caminho T obtida usando
DMCI.

ocorre lentamente até aproximadamente 70 ps e entdo prossegue de forma mais
rapida, sendo que apo6s 130 ps o hormoénio esta praticamente fora do LBD. Uma
primeira analise dos perfis da for¢a em fun¢io do tempo de simulagéo, representada
na Figura 6.3 mostra que, de fato, a maior barreira para o deslocamento do ligante
se desfaz em torno dos 70 ps de simulagao.

A forca tem um crescimento aproximadamente constante até pouco mais de
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25 ps de simulagao. quando sofre uma pequena reducdo. Pela andlise do perfil
das interagbes entre os aminodcidos e o ligante, esta pequena reducdo pode ser
atribuida a uma interagao eletrostatica levemente repulsiva entre o ligante e a Leu
276, como mostra a Figura 6.4 (a).

A forga, em seguida, continua aumentando até que sofre a reducio mais im-
portante na simulagdo, que ocorre entre 70 e 75 ps, aproximadamente. Varias
interagoes estao envolvidas neste processo, de forma conjunta, e podem ser vistas
nas Figuras 6.5 e 6.6. Na Figura 6.5 (a) a (c) estdo apresentados os perfis das
interagoes dos aminoécidos hidrofilicos Arg 228 e Arg 262 e da molécula de 4gua
W639, estando destacados os intervalos de tempo que correspondem a diminui-
¢do da forga apos a primeira barreira. Os mecanismos moleculares em que estas
espécies estao envolvidas estao representados na Figura 6.5 (d). Como pode ser
observado, enquanto que a interagao com a Arg 228 praticamente nio muda, ocor-
rem reducoes expressivas nas interacoes eletrostaticas do horménio com o residuo
Arg 262 e com a dgua W639.

25 . , . , :

20

th

=

Forga / keal mol* A7

0 n H " | : ] i
i) 50 100 150 200
Tempo / ps

Figura 6.3. For¢a em fungao do tempo de simulagio ao longo do Caminheo I.

As imagens associadas aos principais processos envolvidos nesta primeira bar-
reira estao representados nas Figuras 6.5 (d) e 6.6 (e). A interacfo hidrofilica da
Arg 262 ¢ intermediada por uma molécula de 4gua (W639) desde o inicio da simu-
lagao. Esta interacao se conserva até 70 ps, quando o horménio se desloca fazendo

com que a ligagdo de hidrogénio do carboxilato do T3 com a 4gua W639 se rompa.
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Figura 6.4. Variagdo da energia das interagdes hidrofébicas mais importantes

ao longo do Caminho L.

A estabilidade da cavidade hidrofilica ¢ conservada pela formacio da ligacao de
hidrogenio entre esta molécula de 4gua e a Ser 277 e em 75 ps a interagdo entre
a Arg 262 e o horménio ja esta significativamente enfraquecida, como mostra a
Figura 6.5 (d} aos 75 ps de simulagdo. O enfraquecimento subseqgiiente da intera-
gao T3-R262 & consequéncia do lento afastamento do carboxilato do hormoénio. A
molécula de dgua W639 também tem sua interagio com o horménio enfraquecida,
J& que permanece interagindo com os aminoacidos R262 e $277, como mostram as
Figuras 6.5 (c) e (d).

O deslocamento que promove a perda da interacdo T3-R262 provoca, simul-
taneamente, uma modificagao importante nas interacées entre o horménio e o
aminoacido Ser 277. Como mostra a Figura 6.6 (e}, antes de 70 ps a Ser 277
forma um ligagao de hidrogénio com o grupo amino do T3 através de seu carbono
carbonilico. Esta ligagdo esta associada a baixa energia de interacio entre este
residuo e o ligante desde o inicio da simulagio, mostrada na Figura 6.6 (b). O
perfil desta interagdo é interessante: a interacdo atrativa dura até pouco mais de
75 ps, quando ¢ substituida por uma interagio levemente respulsiva. Em seguida,
novamente se forma uma breve interacao atrativa que é logo perdida, antes dos
100 ps de simulagdo. A contribuigio para esta energia de interacio é fundamental-
mente eletrostatica (linha pontithada). A Figura 6.6 (e) torna evidente a natureza
desta interagao: a ligagdo de hidrogénio entre a amina do horménio e o grupo car-

bonilico da Ser 277 persiste até 66 ps de simulagio. Em seguida, esta interagao se
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Figura 6.5. Energia de interagao e mecanismos moleculares associados a
primeira barreira ao longo do Caminho I: Arg 228, Arg 262 e W639. O perfil da
forca em funcao do tempo de simulagao é mostrado no canto superior esquerdo para
maior clareza. Os retAngulos tracejados indicam o intervalo de tempo que esti sendo

analisado.

rompe, mas é rapidamente substituida por uma nova ligacao de hidrogénio entre a
amina do ligante e, desta vez, o alcool da serina. FEsta interacao também é breve,
sendo substituida por uma liga¢ao de hidrogénio entre a amina e uma molécula de
agua (W317). Neste estado de transi¢ao o carboxilato se aproxima do oxigénio do

alcool, gerando a interagio eletrostatica repulsiva observada na Figura 6.6 (b) em
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Figura 6.6. Energia de interagao e mecanismos moleculares associados a

primeira barreira ao longo do Caminho I: Arg 228, Ser 277, W260 e W317.

76 ps. Antes de 90 ps, porém, o alcool se reposiciona para formar uma ligacao de
hidrogénio com o carboxilato, que resulta novamente em uma interacio atrativa
breve, como mostram as Figuras 6.6 (b) e 6.6 (e).
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Figura 6.7. Energia de interagao e mecanismos moleculares associados a

segunda barreira ao longo do Caminho I: Thr 219, Arg 228 e Ser 277.

A ultima estrutura representada na Figura 6.6 (e) jA mostra o inicio da forte
interacao entre as moléculas de dgua W260 e W317 com o ligante. Estas moléculas
de 4gua permanecem associadas & extremidade hidrofilica do horménio durante
praticamente todo o processo de dissociagao a partir de 80 ps, sendo que percorrem
a cavidade hidrofobica juntamente com o ligante. Este comportamento é razoavel,

uma vez que deve estabilizar as cargas do carboxilato e da amina. As energias de
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interacao destas moléculas de agua com o ligante estao representadas nas Figuras
6.6 (c) e (d) e uma visdo do tipo de estrutura envolvida pode ser vista na Figura
6.7 (d). A formacgao destas ligacbes nao impede, no entanto, que a perda das
interacoes hidrofilicas com os aminoacidos ndo representem uma segunda barreira
no processo de dissociacio. Como mostra a Figura 6.3, a forga volta a crescer apos
75 ps de simulacao e uma nova redugiao brusca se inicia pouco antes de 100 ps.
As interacdes das dguas W260 e W317 permanecem aproximadamente constantes
nesse periodo, como mostram as Figuras 6.6 (¢) e (d), mas a importante interagao
entre a Arg 228 e o carboxilato é finalmente perdida. O perfil desta interagao pode
ser observado na Figura 6.7 (a) e imagens do processo molecular envolvido estao
representados na Figura 6.7 (d). No fim deste processo, uma ligacao de hidrogénio
se forma entre a Thr 219 e a amina do hormoénio, o que deve atrair o ligante
na direcao da dissociacdo e, portanto, contribuir para a reducao da forca. Este

processo pode ser observado pelo perfil da interacido T3-T219 na Figura 6.7 (c) e
no mecanismo representado na Figura 6.7 (d}.
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Figura 6.8. Variagao da energia das intera¢oes de importancia secundaria ao

longo do Caminho 1.

Vale a pena também destacar brevemente algumas interagoes de menor impor-
tancia ao longo deste caminho, que estdo representadas na Figura 6.8. A Arg 266

possui uma interacio levemente atrativa com o ligante desde o inicio da simulagéo.
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Esta atracao eletrostatica se perde lentamente com o afastamento do horménio.
Esta arginina também compode a extremidade polar da cavidade de ligagdo. No
decorrer do processo de dissociagdo, ainda se forma uma interagao hidrofébica bas-
tante efetiva entre a Phe 401 e o horménio, como mostra a Figura 6.8 (b). Esta
interacao consiste na interacao dispersiva entre anéis aromaéticos da fenilalanina e
do ligante. Este aminoacido pertence a hélice 12 e pode ser observado na Figura
6.2. Por fim, quando o horménio ja se encontra praticamente fora do LBD, uma
interacdo bastante efetiva entre o carboxilato do acido glutamico 395 e a amina do
T3 se estabelece, no que poderia ser um estado inicial de um processo de associacgao
analogo, mas no sentido inverso. As pequenas barreiras encontradas no perfil da
forca (Figura 6.3) apés 110 ps sao formadas por estas interacoes e por interagdes
com moléculas de dgua no exterior da proteina (ver Apéndice A).

Concluindo, o0 mecanismo envolve duas etapas principais que sdo determinantes
para dissociagao do ligante ao longo do Caminho I. A primeira delas, observada
logo ap6s 70 ps de simulagao envolve o rompimento de interagoes hidrofilicas e
hidrofébicas simultaneamente, sendo importante a participacao de moléculas de
dgua. Em seguida, uma segunda barreira é observada, na qual a principal interagio
perdida é a interagao do ligante com a Arg 228, que é o aminoacido que possui
a menor energia de interacao com o ligante na estrutura inicial. Este mecanismo
se destaca pelo importante papel da Serina 277, que é o aminoicido responsavel
pela seletividade do ligante GC-1 em relagao 4 isoforma § deste receptor. As
interacoes deste aminoacido com o ligante sio bastante particulares, Apesar de
que na estrutura cristalografica, provavelmente a de menor energia, sua interagao
nao ocorre diretamente com o ligante, na dissociacdo ao longo deste caminho e na
estrutura inicial, a formacdo de ligagdes de hidrogénio com o T3 ocorre de duas
formas, pela aceitacao e doacao de prétons por seus grupos carbonilico e aledolico,
respectivamente.

A participacao das moléculas de dgua na substituigdo das interacées hidrofilicas
também é fundamental. Algumas moléculas, inclusive, acompanharam o ligante
através da cavidade hidrofébica. Ao imaginar este mecanismo como um mecanismo
de associagdo, também é possivel imaginar que moléculas de Agua inicialmente
associadas aos grupos hidrofilicos do horménio poderiam acompanhar sua migracao

através da cavidade de ligagao aproximando os residuos da extremidade hidrofilica
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antes de uma completa associa¢io do ligante.

[N

6.2.2 Dissociacdo ao fongo do Caminho [l

Uma visédo geral do Caminho II pode ser observada na Figura 6.9, na qual a se-
paragao das hélices 8 e 11 induzida pela passagem do ligante & evidente. Este
caminho também possui duas barreiras de potencial bem definidas, como pode ser
observado no perfil da forga em fungao do tempo de simulagiao, na Figura 6.10.
A primeira barreira de potencial ocorre em torno de 70 ps de simulacdo e, como
pode ser visto na Figura 6.9, nesse momento o ligante ainda estd totalmente no
interior do LBD. A segunda barreira ocorre em 150 ps, instante no qual apenas a
extremidade hidrofilica do hormoénio interage efetivamente com a proteina.

A partir de 50 ps de simulagao o ligante ji perde algumas interagées com a
proteina, o que faz com que a forga permaneca aproximadamente constante. Estas
interagoes correspondem as interagoes hidrofilicas entre o carboxilato do T3 e os
aminoacidos Arg 228 e Arg 266 e a interacao entre a amina do T'3 e a carbonila da
Ser 277. A evolugao das energias destas interagbes com o ligante podem ser vistas
na Figuras 6.11 (a) a (c). O mecanismo molecular associado a esta evolugio esté
representado na Figura 6.11 (e).

A Figura 6.11 (e) mostra que até 49 ps a extremidade hidrofilica do hormo-
nio participa de varias interacoes com aminoéacidos polares do LBD: a amina faz
uma ligagao de hidrogénio com a carbonila da Ser 277, e o carboxilato interage
fortemente com a Arg 228 e com uma molécula de dgua (W639). Esta molécula
ainda forma ligagoes de hidrogénio com as argininas 228 e 262, formando uma rede
de interagoes hidrofilicas que estabiliza o sitio de ligacdo. A Arg 266 nio estd
representada na Figura 6.11 (e) porque ndo interage por ligagdes de hidrogénio
com nenhuma das espécies envolvidas nesta rede de interacoes, mas sua interacio
eletrostatica é importante, como pode ser observado na Figura 6.12. O perfil da
interagdo da molécula de 4gua W639 com o T3 pode ser visto na Figura 6.11 (d).

Antes de 60 ps a intera¢ao da Arg 228 com o ligante ja foi reduzida pela metade,
devido ac rompimento da ligacao de hidrogénio desta com o carboxilato do T3. No
entanto, enquanto a ligacao de hidrogénio com a Ser 277 se conserva, a molécula de

agua se desloca e passa a intermediar uma interacdo entre o carboxilato e a Arg 228,
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Figura 6.9. Visao global da dissociagao ao longo do Caminhao IT obtida usando
DMCIL.

em processo que pode ser observado na Figura 6.11 (e) em 56 ps. Este movimento
resulta na reducao substancial da interacao T3-R228 e, em seguida, da interacao
T3-R262, que podem ser observadas nas Figuras 6.11 (a) e (b). Em seguida, a
ligacdo de hidrogénio do T3 com a molécula de dgua se rompe e a interacao entre
a amina do horménio e a carbonila da Ser 277 é substituida por uma ligacao de
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Figura 6.10. For¢a em func¢ao do tempo de simulagao ao longo do Caminho II.

hidrogénio entre a amina da Ser 277 e o carboxilato do T3. Esta ligagdo também
dura pouco e, em 72 ps, o hormonio se desloca significativamente afastando-se da
extremidade polar da cavidade.

A forca reduz-se ao maximo apenas apos 75 ps de simulagdo. Isto se deve a
que interacdes hidrofilicas mais fracas e algumas interagdes hidrofobicas também
representam barreiras de potencial significativas para o movimento do horménio.
As Figuras 6.13 (a) a (d) mostra a energia de interaggo interacdo de quatro aminoa-
cidos que possuem interacoes fracamente hidrofilicas ou hidrofébicas no decorrer
da simulacao. Os mecanismos moleculares associados a evolugdo destas interagoes
até 75 ps estao representados na Figura 6.13 (e).

A Thr 275 forma intermitentemente uma ligagdo de hidrogénio com a amina
do T3 desde o inicio da simulacdo. O alinhamento paralelo do anel fenélico do
hormoénio e o anel aroméatico da Phe 218 resultam em uma interagao dispersiva
bastante importante, que pode ser observada na Figura 6.13 (a). Em 60 ps, estes
anéis tornam-se praticamente ortogonais, fazendo com que esta interacao dispersiva
se perca. Outra interacdo dispersiva importante pode ser observada entre a Leu
276 e o outro anel aromatico do T3, que evolui de forma semelhante & interacao
dispersiva T3-F218, como mostra a Figura 6.11 (d). Associado ao deslocamento
decorrente da perda da interacdo T3-R228, o hormoénio deixa de interagir com a

Thr 275 até que, pouco antes de 70 ps, forma uma breve ligagdo de hidrogénio com
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Figura 6.11. Energia de interacho e mecanismos moleculares associados a

primeira barreira ao longo do Caminho II: Arg 228, Arg 262, Ser 277 e W639.

a Met 259. Esta resulta em um leve decréscimo de sua energia de interagao com
o horménio, como pode ser observado nas Figuras 6.13 (d) e (e). Em 75 ps todas
estas interacoes ji se perderam e o horménio sofre um deslocamento significativo

que resulta na reducio da forga observada na Figura 6.10. O hormonio rapidamente
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Figura 6.12. Variagdo da energia da interagdo T3-R266 ao longo do Caminho II.

passa a formar uma ligago de hidrogénio com a carbonila da Phe 218 e a se
acomodar na cavidade hidrofilica em que participa das interagdes formadoras da
segunda barreira de potencial.

Entre 75 e 150 ps o hormeénio se desloca lentamente através da cavidade hi-
drofébica, em um processo que envolve a substitui¢io gradual das interagoes ele-
trostaticas em que participava no sitio ligagio por novas interagdes que se formam
para estabilizar um novo estado de transicdo. Fstas interagoes envolvem um ami-
noacido hidrofébico, a Phe 218, e outros quatro aminoacidos cujas cadeias laterais
sio capazes de participar de interagbes hidrofilicas: Thr 219, Arg 384, His 381 e
Asp 206. A primeira interagao formada é a ligacio de hidrogénio entre a carbonila
da Phe 218 com a amina do horménio. Até 140 ps de simulagdo, no entanto, ja
se formou uma ligacdo de hidrogénio do carboxilato do T3 com o alcool da Thr
919 e uma forte interacio eletrostatica com a His 381, como pode ser observado
nas Figuras 6.13 (e) e 6.14 (f). Além disso, a Asp 206 forma ligagoes de hidroge-
nio intermitentes com o fenol, resultando também em uma importante interagao
hidrofilica.

Apos 150 ps de simulagao, as ligagdes de hidrogénio entre o T3 e os aminoacidos
Phe 218 e Thr 219 se rompem, assim como se desfaz a interacdo eletrostéatica com a
His 381. A perda simultanea destas interagdes resulta em um rapido deslocamento
do horménio e, portanto, no rapido decréscimo da forga, observado na Figura 6.10.
O rompimento destas ligacoes é claramente observado entre 142 e 152 ps, como
mostra a Figura 6.14 (f). A repulsio eletrostatica entre o carboxilato do Asp 206
e Todo do anel fenélico resultam no perfil da forca observado na Figura 6.14 (d).
A esta altura o horménio se encontra praticamente fora do LBD, mas finalmente

interage de forma efetiva pela atragio eletrostitica entre seu carboxilato e a cadeia
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Figura 6.13.  Energia de interacao e mecanismos moleculares associados a

primeira barreira ao longo do Caminho II: Phe 218, Met 259, Thr 275 e Leu 276.

lateral da Arg 384, interacao representada na Figura 6.14 (b). A formagéo de diver-
sas interagoes atrativas nos estagios finais da dissocia¢dao ao longo deste caminho

indica que o inicio uma associagiao pelo mecanismo inverso pode ser favoravel.
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6.2.3 Dissociacdao ao longo do Caminho 1]

Por fim, a dissociagao ao longo do Caminho III apresenta outros aspectos interes-
santes. Esta regido da proteina ja tinha sido sugerida para a entrada do ligante
pela andlise da estrutura cristalina do LBD do receptor TR-3, que mostrava, pelos
fatores de temperatura, ser a regiao mais movel deste dominio [19]. A diferenca
fundamental entre este mecanismo e 0s outros dois estd em que a extremidade
hidrofilica do ligante sai da cavidade em primeiro lugar. Isto permite que o car-
boxilato e a amina do T3 fagam ligagoes de hidrogénio com moléculas de agua do
meio. Por outro lado, todos os grupos hidrofébicos do hormonio tém que passar
pela extremidade polar da cavidade de ligacao.

O perfil da forga em funcao do tempo de simulacao para a dissociacdo segundo
este caminho estd apresentado na Figura 6.15 e uma visao global da dissociagéo
esta representada na Figura 6.16. O perfil da forca mostra trés barreiras bem
definidas, que ocorrem em 25 ps, 73 ps e 120 ps, aproximadamente. Como se vé na
Figura 6.16, até 50 ps o T3 ainda esta quase que totalmente no interior da proteina.
Em 80 ps a extremidade hidrofilica ja saiu do LBD e, em 130 ps, o hormoénio ja
estd quase que totalmente dissociado.

Os mecanismos moleculares envolvidos em cada um dos processos que resultam
nas trés barreiras sao bastante distintos. A primeira reducao da forga, que ocorre a
partir de 25 ps de simulagéo, se deve a perda simultinea de interagées hidrofilicas
¢ hidrofébicas. A Figura 6.17 mostra a evolugao das interagoes entre o T3 e os
aminoacidos Arg 262, Arg 266 e Phe 218. Sao as energias de interagdo destes
aminoacidos com o horménio que sofrem variagoes significativas antes dos 50 ps,
como mostram as Figuras 6.17 (a) a (¢). O alinhamento paralelo do anel fenélico
do T3 com o anel aromatico da Phe 218 resulta em uma importante interagao
dispersiva que se reduz a menos da metade até os primeiros 50 ps de simulacao.
Isto ocorre inicialmente pela perda da conformagao paralela dos dois anéis e, em
seguida, pelo afastamento do horménio. Este afastamento é uma consequéncia da
rotag&o que o hormoénio precisa realizar para atravessar a cavidade sem perturbar
significativamente a estrutura da proteina. processo que pode ser observado com
maior clareza nas duas primeiras imagens da Figura 6.16. Simultaneamente i

perda desta interacao dispersiva, a ligagao de hidrogénio do carboxilato do T3 com
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Figura 6.15. Forca em fungao do tempo de simulagao ao longo do Caminho III.

a molécula de agua 639 se rompe. Esta molécula faz uma ponte entre o carboxilato
e a Arg 262. O rompimento desta ligacdo resulta em um rapido afastamento do
carboxilato desta arginina e da Arg 266, que resulta na redugao significativa das
atracOes eletrostaticas entre estes dois aminoacidos e o carboxilato. Além disso,
este movimento resulta em uma aproximacio da amina do hormoénio e a cadeia
lateral da Arg 266 que gera uma interagdo eletrostatica levemente repulsiva, que
pode ser observada na Figura 6.17 (¢) e na foto em 30 ps da Figura 6.17 (d). A
perda conjunta da interagdo dispersiva T3-F218 e das interacoes hidrofilicas T3-
R262, T3-R266 e T3-W639 resultam em um deslocamento significativo do horménio
e na reducdo da forga observada entre 25 e 50 ps de simulacao.

Enquanto estas interacdes sido perdidas, a interacdo do horménio com a Arg
228 é significativamente fortalecida, como mostra a Figura 6.18 (a). Isto ocorre
porque este aminoacido, em geral, faz uma ligacdo de hidrogénio com o carboxi-
lato do T3, mas durante a dissocia¢do ao longo deste caminho, interage através de
duas ligagtes de hidrogénic paralelas, como mostra a imagem em 50 ps da Figura
6.18 (b). Como pode ser visto no perfil da energia de interagao T3-R228, em 75
ps de simulagdo a maior parte da atragao eletrostatica entre este aminoacido e o
horménio ja se perdeu (Figura 6.18 (a)). Curiosamente, este processo, que se inicia
claramente antes dos 60 ps, nao é acompanhado por uma redugao significativa na

forca, como era de se esperar em um processo no qual o hormonio perde uma inte-
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Figura 6.16.  Visao global da dissociagao ao longo do Caminho III obtida
usando DMCI.

ragao muito efetiva. O que se observa, no entanto, é que uma atracao eletrostética
extremamente intensa se desfaz sem que isto se manifeste claramente na forca ex-
terna aplicada. I! importante lembrar que, nos outros dois mecanismos, a perda da

interacao T3-R228 estava associada as principais barreiras impostas pela proteina
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Figura 6.17. Encrgia de interagdo e mecanismos moleculares associados A

primeira barreira ao longo do Caminho III: Phe 218, Arg 262 ¢ Arg 266.

a dissociagao do horménio. Neste mecanismo, porém, o carboxilato sai em direcao
ao meio aquoso, enquanto que nos outros mecanismos o carboxiato tinha que atra-
vesar a cavidade hidrofobica apos dissociar-se dos residuos da extremidade polar
da cavidade de ligagdo. Como mostra a Figura 6.18 (b), o processo de rompimento
das ligacoes de hidrogénio entre o T3 e a Arg 228 estd completo em T1 ps, mas
estas interagoes sao progressivamente substituidas por ligacoes de hidrogénio com
moléculas de Agua que solvatam a proteina. Esta substituicio faz com que a perda
da interacdo T3-R228 nao represente uma barreira de potencial, uma vez que o
carboxilato ¢ imediatamente atraido pela 4gua no exterior da proteina.
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primeira barreira ao longo do Caminho ITI: Arg 228.

Este resultado é importante porque revela que a perda uma interacao impor-
tante que estd associada a uma barrcira de potencial significativa nos caminhos
I e II nao provoca nenhuma resisténcia a dissociagdo do horménio neste terceiro
mecanismo. O lento movimento do horménio em dire¢do a solucio aquosa, sem
malor resisténcia, resulta na redugéo gradual da atracio eletrostatica T3-R228 ob-
servada entre 52 e 76 ps. Nao obstante este mecanismo tenha sido proposto para
a dissociacao do 4cido retinbico de seu receptor em um estudo semelhante usando
DMCI, este fato nao foi observado, apesar de que a entrada de agua no sitio ativo
e sua associacao com o carboxilato do acido retinoico foi observada mesmo em si-
mulagoes em que nenhuma forca foi aplicada [41]. E interessante notar que, nessa
altura da simulacio, a amina do horménio também ja esta formando ligacoes de
hidrogénio com moléculas de dgua, que devem [lavorecer a dissociacio.

Apés o patamar da forga entre 40 e 70 ps, aproximadamente, ocorre uma redu-
¢ao rapida e significativa, que representa a perda das interagdes responsaveis pela
segunda barreira importante para a dissociagdo ao longo do Caminho III. A analise
dos perfis das energias de interagao dos aminoécidos com o hormo6nio mostram que
interagoes eletrostéticas importantes sdo perdidas rapidamente entre o horménio e
os residuos Ser 277 e Met 259. Além disso, interagoes dispersivas com os aminoi-

cidos Leu 276 e Met 259 também se perdem no mesmo periodo de tempo, entre 74
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Figura 6.19. Energia de interagio e mecanismos moleculares associados a

segunda barreira ao longo do Caminho III: Ser 277, Leu 276, Met 259.

e 80 ps, aproximadamente, como mostram as Figuras 6.19 (a) a (¢). O mecanismo

molecular associado & perda destas interagdes estd representado na Figura 6.19

(d). Em 70 ps o 13 possui duas interagoes eletrostaticas importantes com a Ser

277: uma ligacao de hidrogénio entre sua amina e o 4lcool da serina e outra entre

a amina deste aminoacido e o éster do hormonio. Estas ligacoes sao intermitentes,

razao pela qual a energia de atragao eletrostatica na Figura 6.19 (b) nio é mais

negativa. A Leu 276 possui, nesse instante, uma leve interacio eletrostatica com o

hormoénio, mas sua interacao é principalmente dispersiva e ocorre pela proximidade
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Figura 6.20. Energia de interagao e mecanismos moleculares associados a

segunda barreira ao longo do Caminho ITI: Ser 277 e moléculas de agua.

do anel fendlico ao seu grupo isopropil. A metionina 259 interage com o hormonio
tanto eletrostaticamente como dispersivamente: sua carbonila atrai o hidrogénio
fenélico, mas nao chega a formar uma ligacao de hidrogénio. Ao mesmo tempo,
sua cadeia lateral interage com a outra face do anel fenélico resultando em uma
interacao dispersiva bastante efetiva. Estas interagoes e suas energias podem ser
observadas nas Figuras 6.19 (c) e 6.19 (d).

Até 73 ps as interacoes dispersivas com a Leu 276 e com a Met 259 ja estao
bastante reduzidas, mas a Ser 277 conserva as interacgoes eletrostaticas que mantém
0 hormoénio aproximadamente na mesma posicao. Em 76 ps, no entanto, estas
interacoes ja se desfizeram, como pode ser observado nos perfis das energias de
interagao entre a serina e o horménio, na Figura 6.19 (b). A Figura 6.19 (d)
mostra a evolucdo destas interagbes: em 79 ps, em fim, todas estas interagdes
ja se desfizeram ¢ a extremidade hidrofilica do horménio ja estd imersa na agua
no exterior da proteina. A perda destas interagoes permite o deslocamento do
horménio e a conseqiiente reducao da forca observada em torno de 75 ps na no
perfil da for¢a em fungao do tempo (Figura 6.15).

A utlima barreira observada para a dissociac@o ao longo do Caminho 111 ocorre
em torno de 130 ps. Nao obstante seja bastante notavel, nao tem grande importén-
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cia do ponto de vista dos objetivos deste trabalho porque esta assoctada a perda de
ligagoes de hidrogénio com moléculas de dgua no exterior da proteina. Na verdade.
em 114 ps a Ser 277 ainda forma uma ligagao de hidrogénio com o oxigénio fenolico.
que dura pouco, mas aparece no perfil da interacao entre este aminoacido e o T3
j& apds 100 ps de simulagao (Figura 6.20 (a}). Esta interacao esta representada na
Figura 6.20 (b}, na qual a Ser 277 e o hormoénio estao desenhados por esferas de
van der Waals. Em 128 ps, como se vé, essa ligacdo se rompeu, mas ainda mais
importante para a reducao da resisténcia ao movimento do hormonio é a saida do
carboxilato e da amina da camada de moléculas de dgua utilizada na simulagao.
Este processo, entdao. nao seria observado em uma simulacdo que tivesse uma ca-
mada de hidratacdo suficientemente espessa para acomodar todo o deslocamento
do hormoénio no exterior da proteina. Neste caso, a resiténcia ao movimento do
horménio seria constante, assim como a forca externa. Da mesma forma, o altimo

processo, observado em torno de 150 ps, é a saida definitiva do horménio da dgua.
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Conclusao

Os ligantes possuem um papel estrutural fundamental nos LBDs do receptores nu-
cleares. O fato de que estes ligantes se encontram completamente englobados pela
estrutura dos LBDs a eles associados implica que deve haver rearranjos conforma-
cionais significativos associados a sua entrada e saida. No entanto, os mecanismos
moleculares envolvidos em ambos os processos sao ainda desconhecidos. Este tra-
balho utilizou duas técnicas de simulagao para explorar os possiveis mecanismos de
dissociagao do hormonio tireoideano de seu receptor. Estes sdo, até onde sabemos,

os primeiros estudos sistematicos destes mecanismos para a familia dos receptores
do hormonio tireoideano.

Caminhos de dissociacao

As simulacoes com DMAA reconheceram trés caminhos para a dissociagao do
hormoénio natural T3 do receptor TR-al. O Caminho I é uma variagao do ca-
minho “ratoeira” deduzido da comparacao das estruturas dos receptores do acido
retindico associadas e dissociadas de seus ligantes. Este mecanismo envolve a se-
paracao da hélice 12 do corpo da proteina e o escape do ligante através da base
do LBD entre as hélices 3 e 11. O Caminho Il nao tinha sido ainda previsto nem
pela analise das estruturas cristalograficas. nem por simulacées computacionais e
envolve a separacao das hélices 8 e 11 e o escape do ligante entre estas hélices
e o {2-loop. Finalmente, o Caminho III envolve a formacdo da cavidade no f{oop
entre as hélices 1 e 2 e o0 escape do ligante através deste loop, do grampo-3 e da

hélice 3. Este regido ja tinha sido sugerida para a entrada do ligante por Fletterick

91
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e colaboradores pela analise da estrutura protéica estatica [19]. Dos trés cami-
nhos identificados nestas simulagoes. dois deles {Caminhos IT e III) também foram
identificados como possiveis caminhos de dissociagdo a partir do receptor TR-51 e
outros dois (Caminhos I e III) ja tinham sido identificados para a dissociagao do
acido retindico de seu receptor [40, 41]. Desta forma, as evidéncias combinadas
das simulagdes neste trabalho e das simulagoes ja realizadas para os receptores do
dcido retinoico sugerem que alguns destes mecanismos podem ser gerais para a
superfamilia dos receptores nucleares e que, em particular, o Caminho III aparece
freqlientemente.

A simulacoes com DMAA geralmente encontram diversos caminhos possiveis,
mas nao sao capazes de definir sua importancia relativa. Mesmo com o auxilio das
simulacoes com DMCI, ainda é necessario realizar novos estudos para definir quais
destes mecanismos sio de fato importantes em sistemas reais. I interessante, no
entanto, analisar alguns resultados prévios em vista dos mecanismos aqui obtidos.
A dissociagido ao longo do Caminho III envolve uma regiao do receptor que é
relativamente desordenada nas estruturas cristalograficas, como pode ser inferido
da analise dos fatores de temperatura. Recentemente, estruturas cristalograficas de
mutantes do receptor TRS1 provenientes de pacientes com Sindrome de Resisténcia
a0 Horménio Tireoideano (RTH) revelaram diferencas modestas de estrutura, a
nio ser pelo aumento significativo da desordem na regido entre as hélices 1 e 3.
(Cada uma destas mutacGes se caracteriza pelo aumento da constante de dissociagao
sem uma modificacio significativa na constante de associacdo (Cunha-Lima et al.,
resultados nao publicados). Portanto, é interessante especular que as mutacoes
associadas & RTH podem facilitar a dissociagao pelo Caminho III por aumentar a
instabilidade da regiao entre as hélices 1 e 3.

E possivel que mais de um mecanismo de dissociagdo exista in vivo e que di-
ferentes modos de dissociacao prevalecam em condigdes diferentes. A modificagao
na posicdo da hélice 12 é a maior alteragdo estrutural conhecida associada a li-
gacao dos horménios e é muito provavel que esta alteracao regule a associagao
do ligante em alguns contextos. Sabe-se, por exemplo, que a remocao de parte
desta hélice aumenta a velocidade de dissociagao, provavelmente por um meca-
nismo semelhante ao Caminho I. Por outro lado, resultados recentes indicam que

mutacoes proximas a nélice 8 aumentam a constante de dissociagdo, sem aumentar
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Forca maxima por barreira ; kcal mol=! A~

Caminho Barreira 1 Barreira 2
I 21,5 16,2
I 22,3 16,7
HI 13.3 11.6

Tabela 7.1. Forgas maximas associadas as principais barreiras encontradas ao

longo dos trés caminhos de dissociagio.

a velocidade de associagao, provavelmente reduzindo a estabilidade dests regido
(Togashi et al., resultados ndo publicados). Provavelmente estas mutagoes au-
mentam a probabilidade de dissociagio ao longo de um caminho semelhante ao
Caminho II. Novamente, é interessante lembrar que os Caminhos I e II envolvem
a desestabilizacdo do LBD pela perda de varios contatos hidrofbicos que devem
ser estabilizados em solucéio aquosa, enquanto que o Caminho III envolve a perda,
sem maiores barreiras, de diversas interacdes hidrofilicas.

Uma melhor imagem das possiveis mutacées que podem ser feitas para a confir-
macdo destes mecanismos é obtida das simulacdes usando DMCIL. Estas simulacoes
podem dar indicios da preferéncia de um ou outro mecanismo de dissociagao e
sao caminhos cuja reversibilidade ¢ melhor compreendida, J& que sdo sucessoes
de configuragdes razoavelmente estaveis com potenciais completos. Uma analise
comparativa dos perfis das foras em fung¢do do tempo de simulacio para os trés
caminhos estd apresentada na Tabela 7.1. Uma primeira comparagao das forcas
associadas as principais barreiras de dissociacdo logo indica que o Caminho III de
dissociacdo deve ser preferencial. A maior das duas barreiras, neste caminho, é
menor que a menor barreira nos outros dois. J4 os caminhos I e II sdo muito seme-
lhantes nesse sentido, ndo mostrando nenhuma preferéncia. As menores barreiras
neste caminho estdo associadas a saida do grupo hidrofilico em dire¢ao 4 solugao
aquosa e, provavelmente, 4 maior mobilidade desta regido da proteina em relacao
as regioes envolvidas nos caminhos [ e [1. Como ja foi discutido, a mobilidade desta
regiao ja tinha sido reconhecida pelos fatores de temperatura em estruturas crista-
lograficas e mutagdes associadas &4 RTH aumentam significativamente a desordem
e as constantes de dissociacgao.

Todos os indicios apontam. portanto, para que o Caminho III seja o principal



94 Capitulo 7. Conclusio

caminho de dissociacao. Esta caminho condiz com a dissociagao do hormonio em
escalas de tempo diferentes da dissociacao dos coativadores, problema que ja foi

reconhecido para caminhos semelhantes ao Caminho 1.

Especulacoes sobre a associacio do horménio

Os estudos aqui apresentados ndo procuram nenhum caminho de associaciao. Ape-
sar disso, é interessante especular que estes mecanismos podem ser reversiveis e
representar potenciais caminhos de associa¢do. As barreiras que representam im-
pedimentos nos processos de dissociacao nio necessariamente representam barreiras
para a associa¢ao do ligante. Um primeiro aspecto que deve ser notado € que a
maior parte dos aminodcidos que formam contatos diretos como o horménio se
encontram no interior da proteina. O ligante certamente tem de interagir com
aminoacidos mais superficiais antes da sua entrada na cavidade hidrofobica.

Neste sentido, o Caminho II é o mais promissor. Nas etapas finais da dissocia-
¢do, o hormonio teve que romper uma série de interagoes hidrofilicas que nao estao
presentes no sitio ativo, mas que estao associadas a aminodcidos mais proximos da
superficie da proteina (Figuras 6.9 em 150 ps e 6.14 (f)). Estas interacoes hidro-
filicas representam uma barreira importante para a dissociacdo do horménio, mas
podem ser responséveis pela sua captura da solucao e pelo inicio do processo de
associacdo. E interessante notar também que. embora as duas principais barreiras
ocorram de forma bastante independente no tempo, a troca das interag¢oes hidrofi-
licas iniciais pelas da segunda cavidade é continua, ja que se inicia pela substituicao
da interacao hidrofébica T3-F218 por uma interagao hidrofilica entre o hormonio
e este mesmo aminoacido.

Os Caminhos [ e 111, por outro lado, ndo possuem estados de transicio que
indiquem um caminho de associacao. Por exemplo, a barreira final para a disso-
ciacdo ao longo do Caminho I é a perda de ligacoes de hidrogénio do carboxilato
do hormonio com a Arg 228, que é uma das interagdes importantes no sitio ativo.
A cadeia lateral deste aminoéacido é, inclusive. arrastada pelo horménio na direcao
contraria a solu¢ao aquosa, tendo que entrar na cavidade hidrofébica. Em seguida,
a Arg 228 retrocede a sua posicao inicial e passa a interagir com a agua no exterior

da proteina, da mesma forma que o faz no Caminho III (Figura 6.7 (d)). Nao é
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provavel que esta cadeia lateral possa atingir a conformacao deste altimo estado de
rransicio em um mecanismo de associagdo. uma vez que isto implicaria na perda
de inimeras interacdes hidrofilicas com moléculas de dgua. No entanto, o corte da
hélice H12 também aumenta a velocidade de associagdo do ligante. Desta forma, o
mecanismo “ratoeira’ provavelmente representa um mecanismo de entrada realista
em algumas circunstancias, sugerindo que o hormonio poderia entrar no LBD em
wm caminho semelhante ao Caminho I e sair dele por um mecanismo semelhante
ao Caminho 11, especialmente nos receptores com mutacoes associadas a RT1.

O Caminho 111, por sua vez, ¢ menos provavel como caminho de associagao por-
que o corpo hidrofébico do horménio teria que atravessar a extremidade hidrofilica
da cavidade de ligagdo. Isto ndo representaria problema maior que a passagem
da extremidade polar do horménio pela cavidade hidrofébica da proteina, a nao
ser porque nao foi possivel visualizar interagoes capazes de atrair o hormonio para
dentro da cavidade. Nos Caminhos I e II estas podem ser as diversas interagoes ele-
trostaticas entre a extremidade polar do hormonio e diversos residuos da proteina.
Além disso, seria muito mais natural que o hormoénio se aproximasse da superficie
da proteina ao longo do Caminho III na posigdo inversa, isto é, com o carboxilato
interagindo com os aminoécidos hidrofilicos. Isto levaria a uma associagdo na qual
o ligante estaria na posigéo contrdria da que apresenta naturalmente e, portanto,
nao é realista.

Finalmente, nossos resultados ressaltam regides do LBD que sao flexiveis. Estes
resultados podem ter aplicacdes para o desenho de antagonistas. Diversos anta-
gonistas dos TRs foram desenvolvidos racionalmente pela adicdo de extensoes na
posicao 5 [30]. Foi sugerido que estas extensoes interferem no loop entre as hé-
lices 11 e 12, inibindo a associacao do coativador pelo posicionamente incorreto
da hélice 12. No entanto, alguns compostos com grandes extensdes na posi¢ao o’
se comportam como agonistas com afinidades relativamente altas. Uma vez que a
posicdo 3’ se projeta em dire¢do a regiao de contato entre as hélices 8 e 11 em algu-
mas estruturas cristalograficas, a mobilidade desta regido observada no Caminho
i1 pode explicar a capacidade do LBD de acomodar estes ligantes sem distorcer o

restante da estrutura.
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Perspectivas

Os resultados obtidos com DMCI, que estdo parciaimente justificados pelas simu-
lagoes com DMAA, permitem a projecdo de diversas mutagdes sitio-dirigidas que
podem ser estudadas tanto do ponto de vista computacional como do ponto de vista
experimental. Baxter e colaboradores vém desenvolvendo um estudo sistematico
das diversas mutagoes comuns em pacientes com RTH, que vém mostrando que as
baixas afinidades dos receptores mutantes devem estar associadas ao aumento da
velocidade de dissociacdao por um ou outro caminho. As simulagées aqui apresen-
tadas ja permitiram especular qualitativamente o papel destas mutacdes. que em
geral estao associadas & regiao que envolve o Caminho IT1. O estudo sistematico por
DMCI das diversas mutacoes que vém sendo pesquisadas experimentalmente deve
gerar informagoes estruturais precisas e ser de grande valia para a compreensio dos
mecanismos moleculares por tras da RTH. Com algumas adaptagdes, é possivel que
a técnica DMCI permita também o estudo da associacdo dos horménios.

QOutro problema interessante é a obtencdo das constantes de dissociacio do
horménio do receptor nativo ou de mutantes a partir das simulacdes computacio-
nais. Desenvolvimentos tedricos recentes permitiram o estabelecimento da teoria
necesséria para computar as energias livres de processos induzidos por forcas ex-
ternas, como é o caso das simula¢des com DMCI [70, 71]. Nio existem resulta-
dos computacionais da aplicacao destas técnicas para complexos entre ligantes e
proteinas, mas sua aplicagdo permitird comparar as simulacoes diretamente com
resultados experimentais e, ainda, deduzir quais caminhos de dissociacdo devem
Ser mais ou menos importantes.

Um aspecto fundamental de qualquer trabalho computacional nesta area de
conhecimento e, provavelmente, em outras areas de interesse biolégico e farmacols-
gico, € a interagao constante com grupos experimentais. O trabalho experimental é
capaz de levantar inimeros problemas que sao acessiveis por uma ou outra técnica
computacional e que sdo intratveis por técnicas laboratoriais. Os problemas aqui
abordados surgiram de forma natural em discussées com o professor Polikarpov
e pela analise do ponto de vista da factibilidade das simulacées. A analise dos
resultados é constantemente enriquecida por essa intera¢do e pela colaboracio dos
professores Paul Webb e John Baxter (UCSF). Hoje ja temos diversos problemas
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novos e perspectivas de trabalho para continuar aplicando estas e outras técnicas
computacionais para iluminar a complexidade da atividade e da dinamica desta

familia de proteinas.



Apéndice A
Outras interacoes do T3

observadas com DMCI

Os perfis das interacdes mais importantes entre o ligante T3 e as outras espécies nas
simulagées com DMCI ja foram apresentados no Capitulo 6. No entanto, como foi
descrito na Secao 4.3, foram computadas as intera¢oes de todos os aminoéacidos ou
moléculas de dgua que em algum momento das simula¢oes estiveram a uma distan-
cia menor que 4,0 A de algum sitio do horménio. Foram consideradas importantes
as interacoes que excederam em modulo, em algum momento da simulacao, 10
keal mol~! A-%. Para as moléculas de dgua, no entanto, muitas destas interagdes
ocorreram apds a saida do ligante do LBD, de forma que nao foram consideradas
nas discussoes do Capitulo 6. Neste apéndice mostram-se os perfis das interacoes
de todos os outros aminoacidos que estiveram a menos de 4 A do horménio e de
trodas as moléculas de dgua que apresentaram interagées maiores que 10 kcal mol™!
A-! em algum momento da simulacdo, de forma que a desconsideragio eventual

de alguma interacao possa ser corrigida pelo observador mais atento.

99



100 Apéndice A. Qutras intera¢tes do T3 observadas com DMCI
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Figura A.l. Variagao da energia das interac¢oes entre o ligante T3 e os ami-

noacidos ao longo do Caminho L
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Figura A.5. Energia das interagoes entre o ligante T3 e os aminoacidos ac

longo do Caminho III.
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Figura A.6. Energia das interagdes entre moléculas de 4gua e o ligante T3 ao

longo do Caminho I11.



Apéndice B

Packmol

Durante o projeto, foi desenvolvido. em colaboragao com o professor José Mario
Martinez (IMECC-UNICAMP) um pacote computacional para a geracdo de con-
figuragbes iniciais para dinamica molecular. denominado Packmol [64]. De forma
resumida, a estratégia para gerar as configuracoes iniciais consiste em empacotar
as moléculas em uma determinada regiao do espago garantindo que nenhum atomo
de moléculas diferentes esteja a uma distancia menor que uma tolerancia dese-
jada. Esta condigdo garante que nao ha, no inicio da simulagao, nenhum potencial
demasiadamente repulsivo que possa causar um colapso da caixa de simulagéo.

A estratégia utilizada para o empacotamento foi a definigio de uma fungao
objetivo nula sempre que os pares de atomos de moléculas diferentes estio a uma
distancia maior que a tolerancia desejada d,, e que cresce quadraticamente a me-
dia que os Atomos se aproximain, se estao a uma distancia menor que dy,. Desta
forma, como esta funcao é nula na solugao do problema (isto é, se nao ha nenhum
par de atomos mais proximo que a tolerancia desejada) e positiva em qualquer
outra situacao, pode-se buscar as solugoées minimizando a fun¢ao objetivo, sendo o
reconhecimento da solucédo trivial. A funcao objetivo definida dessa forma é mini-
mizada utilizando um algoritmo de otimizac¢io bem estabelecido (BOX-QUACAN),
desenvolvido pelo grupo do Prof. José Mario Martinez [72-74| com algumas heuris-
ticas adaptadas ao problema. O pacote foi programado de forma a ser compativel
com 0s arquivos de entrada do programa Tinker e com arquivos de coordenadas
genéricos (formato Molden). Diferentes tipos de moléculas podem ser colocados em

diferentes regides do espaco, assim como ¢ possivel manter fixas algumas molécu-
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las. Estes recursos permitem a geracao de interfaces liquidas, zeélitas hidratadas.
proteinas solvatadas, por exemplo. O programa esta sendo usado com freqiiéncia

pelo grupo de dinamica molecular do Prof. Munir S. Skaf.

O trabalho que descreve com detalhes o método e suas aplicagdes foi publicado
na revista Journal of Computational Chemistry em Maio de 2003 {64]. O pacote
Packmol é de dominio publico e pode ser obtido. com instru¢des de uso, na pagina

http://www.ime.unicamp.br/~martinez/packmol



Apéndice C
Nomenclatura e estrutura

dos aminoacidos

A compreensao das discussoes neste trabalho requer o conhecimento das nomencia-
turas utilizadas para os aminoacidos. assim como suas estruturas. Este apéndice
pretende ser uma base para uma consulta frequente durante a leitura do texto. Em
seguida, entdo, listam-se todos os aminoacidos naturais, as abreviaturas de 3 letras

e 1 letra usadas e suas estruturas.

Aminoacido Abrev. de 3 letras Abrev, de 1 letra Estrutura
[e]
Alanina Ala A W/U\OH
NH,
Q
Cisteina Cys C Hs/\I)LOH
l"éH2
Q
. HO.
Acido Aspartico Asp D OH
e NH,
o] [s]
Acido
] Glu E H OH
Glutamico
NHz
[}
Fenilalanina The F WOH
th
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Apéndice C. Nomenclatura e estrutura dos aminodcidos

Aminoacido Abrev. de 3 letras Abrev. de 1 letra Estrutura
Q
Glicina Gly G OH
NH2
I-\ Q
Histidina His H oH
R
N 2
Isoleucina Ile I
Lisina Lys K
a
Leucina Leu L Y\l/\l\cm
NH2
0
5
Metionina Met M ~ \ArLoH
NH,
o
- HZN
Asparagina Asn N oH
Q NH2
Q
Prolina Pro P OH
NH
0 o
Glutamina Gln Q HoN J\/\HI\DH
NH2
NH Q
Arginina Arg R HyN )LNHf\/ﬁJ\OH
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Amincacido Abrev. de 3 letras Abrev. de 1 letra Estrutura

Serina Ser 5 Ho/ﬁ)‘\

Valina Val v

Triptofano Trp W Qﬁw
H

o]

OH

H
Treonina Thr T %/Lou

[+
OH
NH,
o}
NH,
o}
NH,
Q
N NH,
NH,

OH

Tirosina Tyr Y

HO
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