N
%

-l
Y

UNICAMP

PAULO CESAR TELLES DE SOUZA

MODELAGEM MOLECULAR DE
RECEPTORES NUCLEARES: ESTRUTURA,
DINAMICA E INTERACAO COM LIGANTES

CAMPINAS
2013






UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

PAULO CESAR TELLES DE SOUZA

MODELAGEM MOLECULAR DE RECEPTORES NUCLEARES:
ESTRUTURA, DINAMICA E INTERACAO COM LIGANTES

ORIENTADOR: PROF. DR. MUNIR SALOMAO SKAF

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA AO
INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP PARA
OBTENCAO DO TIiTULO DE DOUTOR EM CIENCIAS.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA POR PAULO
CESAR TELLES DE SOUZA, E ORIENTADA PELO PROF. DR. MUNIR SALOMAO SKAF.

ASSINATURA DO ORIENTADOR

CAMPINAS
2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR SIMONE LUCAS - CRB8/8144 -
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP

Souza, Paulo Cesar Telles de (1982-).

So89m Modelagem molecular de receptores nucleares:
estrutura, dindmica e interagdo com ligantes / Paulo
Cesar Telles de Souza. — Campinas, SP: [s.n], 2013.

Orientador: Munir Salom3ao Skaf

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Quimica.

1. Dindmica Molecular. 2. Proteinas. 3. Receptor
nuclear. 4. Hormonio tireoideano.5. Horménio
estrogénio. |. Skaf, Munir Salom3o. Il. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Quimica. Ill. Titulo.

Informacgdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Molecular modeling of nuclear receptors: structure, dynamics and
interaction with ligands

Palavras-chave em inglés:
Molecular dynamics

Protein

Nuclear receptor

Thyroid hormone

Estrogen Hormone

Area de concentracao: Fisico-Quimica
Titulacao: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora:

Munir Salom&o Skaf [Orientador]
Pedro Geraldo Pascutti

Richard Charles Garratt

Carlos Henrique Indcio Ramos
Francisco Benedito Teixeira Pessine

Data da defesa: 06/02/2013

Programa de pés-graduacao: Quimica



vi



The scientist is not a person who gives the right answers,
he is one who asks the right questions.
(Claude Lévi-Strauss)

vii



viii



Agradecimentos

Apesar do autor de uma Tese de Doutorado ser apenas um, esse é o tipo trabalho
que nunca ¢ feito sozinho. Quando eu paro para pensar no grande ntumero de
pessoas que contribuiram com esta Tese, vejo que, na verdade, estas sao as mesmas
pessoas que me ajudaram a me amadurecer pessoal e profissionalmente ao longo
dos anos.

Para mim, esta Tese de Doutorado representa o fim de uma dura etapa, que faz
parte de uma jornada que comecgou na graduacao, quando decidi que queria seguir
a carreira académica, mesmo sabendo das durezas que este caminho me levaria.
Escolher a carreira académica foi abdicar de muita coisa em minha vida por um
periodo. Mas também foi a escolha de trabalhar com algo que gosto e admiro. Os
agradecimentos nesta Tese, portanto, sao as pessoas que possibilitaram a realizacao

deste sonho.

e Entre tantas pessoas que contribuiram para este trabalho, gostaria de agrade-
cer em primeiro lugar a meus pais por todo apoio irrestrito que me foi dado
durante todos esses anos que estou aqui em Campinas. Sei da dificuldade
que foi vir e me manter nesta universidade, além de todos os sacrificios que

fizeram. Espero poder retribuir e resgatar todo esse tempo longe de voceés.

e Quero agradecer aqui a minha avé Jovina, que me ajudou no periodo do
vestibular e por quase um ano de graduacao. Também agradeco a minha avd

Odete, por sua alegria e carinho, e ao restante da familia.

e Agradeco ao Munir, por ter me dado a oportunidade de aprender a fazer
ciencia. Por toda a paciéncia e orientagao ao longo de quase 8 anos. Aprendi
e amadureci muito como cientista e como pessoa com Munir. Tive a opor-
tunidade de acompanhar de perto um pesquisador e seu grupo de pesquisa
crescerem. Tudo isso, gracgas a vontade e ousadia do Munir em buscar recur-

sos, colaboragoes e projetos de pesquisa de ponta. Valeu chefe!



Agradecimentos

Ao Leandro, meu co-orientador informal ao longo destes anos. Sua inte-

ligéncia, esforco, vontade em ajudar e paciéncia sao exemplo para mim.

Aos membros do grupo. Aos que ji ndo mais estao aqui (Milton, Carol,
Mbnica, Frank, Jorge, Karen, Lucas, Ary e Anders) e a todos do grupo
atual (Denise, Tati, Ivana, Thiago, Rodrigo, Julio, Clarisse, Melina, Susan,
Erica e Henrique). Obrigado ao pessoal da “sala de baixo” pela companhia
diaria. Também agradecgo todas as discussoes cientificas, ajuda e também co-
laboragoes que realizamos ao longo destes anos. Nao teria aprendido metade

do que sei se nao fosse este grupo de trabalho tao agradavel e competente.

A todos funcionarios do IQ, por todo apoio que me deram. Agradeco em
especial ao pessoal da CPG, que sempre me explicou e ajudou em tudo que

precisei.

Aos professores com que tive aula na graduacgao e pés. Em especial agradeco
a Regina Buffon, Ronaldo A. Pilli e Rogério Custddio, professores com quem

aprendi muito dentro e fora da sala de aula.

Ao IQ e a UNICAMP, que foram minha segunda casa ao longo destes 10 anos

aqui em Campinas.

Ao CNPQ e principalmente & FAPESP pelo apoio financeiro ao longo de

tantos anos.

Aos amigos que fiz em todo este tempo aqui em Campinas. Em especial,
eu agradeco ao Daniel, Renato, Thiagao e César, grandes amigos com quem
dividi as casas mais agradaveis em que ja morei. Também agradeco a tantos

amigos do curso de Quimica.

Ao pessoal do Triu, por me permitir fazer parte de um belo projeto de
educacao. Agradeco ao Chicao, ao Gustavo e especialmente ao Cabé, pela
amizade. Agradeco a todos os Professores de Quimica que passaram pelo

Triu e que tive o prazer de orientar.

Aos amigos do SENAI (Deco, Cado, Velho, Léo, Hamilton e Victor) e aos

amigos de infancia (Ricardo, Marcos, Luizinho, Gustavo e ao Dedé). Amigos



Agradecimentos Xi

que espero guardar pela vida. Obrigado por sempre me fazerem lembrar o

valor das eternas amizades.

e A todas pessoas que desenvolvem programas, produzem conhecimentos e os

distribuem de graca.

e Aos membros da Banca Examinadora, por todos as corre¢oes e contribuicgoes

cientificas a este trabalho.

e Ao pessoal do OGrupo de danca de salao da UNICAMP. Com voceés reaprendi
a me divertir e fazer amizades. Obrigado por me apresentar meu hobby

preferido.

e Agradego as varias colaboragoes cientificas que realizei ao longo destes anos:
Alana R. Figueiredo, Alexandre F. Gomes e Fabio C. Gozzo do grupo Dalton
de Espectrometria de Massas do IQ-UNICAMP; Douglas H. Pereira e Rogério
Custédio do Grupo de Desenvolvimento e Aplicagao de Métodos Computa-
cionais em Quimica do IQ-UNICAMP; Fabio Passetti do INCA; Gustavo B.
Barra e Francisco A. R. Neves da UnB; Maria [. Chiamolera e Rui M. B.
Maciel da UNIFESP; Ana C. M. Figueira do LNBio; Ana C. Puhl, Amanda
Bernarde e Igor Polikarpov do IFSC-USP; Gabriel Jara, Marcelo A. Marti,
Dario A. Estrin e todo pessoal da UBA. Espero continuar contribuindo e

aprendendo muito com voces.

e Agradeco a Mariana, por aparecer na minha vida. Por seu amor, amizade
e carinho. Agradego também por toda sua ajuda na correcao do portugueés

neste trabalho.



Xil

Agradecimentos




Curriculum Vitae

¢ Informacoes Pessoais

Nome: Paulo Cesar Telles de Souza

Data de nascimento: 29/03/1982

e Formacao Universitaria

Bacharelado e Licenciatura em Quimica, Perido: 03/2003 a 07/2007.
Instituto de Quimica, UNICAMP

Projeto de Iniciagao Cientifica: Introdugao a Dinamica Molecular de Proteinas.
Orientador: Prof. Dr. Munir S. Skaf.

Periodo: 08/2005 a 07/2007, Bolsa FAPESP.

e Mestrado

Sitmulagoes de dinamica molecular de mutantes do receptor do hormonio

tireoideano.
Orientador: Prof. Dr. Munir S. Skaf, Instituto de Quimica, UNICAMP
Ingresso: 01/08/2007, Defesa: 30/07/2009, Bolsa FAPESP.

e Doutorado

Modelagem molecular de receptores nucleares: estrutura, dinamica e intera¢ao

com ligantes.
Orientador: Prof. Dr. Munir S. Skaf, Instituto de Quimica, UNICAMP.
Ingresso: 01/08/2009, Defesa: 06/02/2013, Bolsa FAPESP

xiii



Xiv Curriculum Vitae

e Prémios e Distincoes

1. Mencao Honrosa pelos trabalhos “Molecular Dynamics simulation of
the nuclear receptor PPAR gamma with a new partial agonist GQ-16"
e “New insights of Structure and Dynamics of the Thyroid Hormone
Receptors without ligands”, concedida pela Federacao Latino Americana

das Sociedades de Biofisica e pela Sociedade Brasileira de Biofisica, 2012.

2. Best Poster Award, para o trabalho “Study of thyroid hormone recep-
tor and its mutations”, concedido pela Associagcao Brasileira de Bioin-

formdtica e Biologia Computacional, 2008.

3. Segundo colocado no exame de ingresso a pos-graduacao do IQ-UNICAMP,
06/2007.

4. Prémio Lavoisier, concedido pelo Conselho Regional de Quimica IV

Regiao, por melhor desempenho académico, 06/2007.
o Artigos publicados

1. Marcelo V. Liberato, Alessandro S. Nascimento, Ayers, S. D., Jean Z.
Lin, Aleksandra Cvoro, Rodrigo L. Silveira, Leandro Martinez, Paulo
C. T. de Souza, Daniel M. Saidemberg, Tuo Deng, Angélica A. Amato,
Marie Togashi, Willa A. Hsueh, Kevin J. Phillips, Mario S. Palma, Fran-
cisco A. T. Neves, Munir S. Skaf, Paul Webb, Igor Polikarpov “Medium
Chain Fatty Acids Are Selective Peroxisome Proliferator Activated Re-
ceptor (PPAR) ~ Activators and Pan-PPAR Partial Agonists.” Plos
One, 7: 36297, 2012.

2. Angélica A. Amato, Senapathy Rajagopalan, Jean Z. Lin , Bruno M.
Carvalho, Ana C. M. Figueira, Jenny Lu, Stephen D. Ayers, Melina
Mottin , Rodrigo L. Silveira , Paulo C. T. de Souza, Rosa H. V. Mourao,
Mario J. A. Saad, Marie Togashi, Luiz A. Simeoni, Dulcineia S. P. Ab-
dalla, Munir S. Skaf, Igor Polikarpov, Maria C. A. Lima, Suely L. Gal-
dino, Richard G. Brennan, John D. Baxter, Ivan R. Pitta, Paul Webb,
Kevin J. Phillips, Francisco A. T. Neves “GQ-16, A Novel PPARgamma
Ligand, Promotes Insulin Sensitization Without Weight Gain.” J. Biol.
Chem., 287: 28169-28179, 2012.



Curriculum Vitae XV

3. Anders O. Hansson, Paulo C. T. de Souza, Rodrigo L. Silveira, Lean-
dro Martinez, Munir S. Skaf “CHARMM force field parameterization of
rosiglitazone.” Intern. J. Quantum Chem., 111: 1346-1354, 2011.

4. Erica T. Prates, Paulo C. T. de Souza, Ménica A. Pickholz, Munir S.
Skaf “CHARMM-based parameterization of neutral articaine-A widely
used local anesthetic.” Intern. J. Quantum Chem., 111: 1339-1345,
2011.

5. Paulo C. T. de Souza, Gustavo B. Barra, Lara F. R. Velasco, Isabel C.
J. Ribeiro, Luiz A. Simeoni, Marie Togashi, Paul Webb, Francisco A.
T. Neves, Munir S. Skaf, Leandro Martinez, Igor Polikarpov “Helix 12
dynamics and thyroid hormone receptor s activity: experimental and

molecular dynamics studies of [le280 mutants.” J. Mol. Biol., 412:
882-893, 2011.

6. Ana C. M. Figueira, Daniel M. Saidemberg, Paulo C. T. de Souza, Le-
andro Martinez, Thomas S. Scanlan, John D. Baxter, Munir S. Skaf,
Mario S. Palma, Paul Webb, Igor Polikarpov “Analysis of Agonist and
Antagonist Effects on Thyroid Hormone Receptor Conformation by Hy-
drogen/Deuterium Exchange.” Mol. Endo., 25: 15-31, 2010.

7. Leandro Martinez, Paulo C. T. de Souza, Wanius J. Garcia, Fernanda
A. H. Batista, Rodrigo V. Portugal, Alessandro S. Nascimento, Marcel
Nakahira, Luis M. T. R. Lima, Igor Polikarpov and Munir S. Skaf, “On
the Denaturation Mechanisms of the Ligand Binding Domain of Thyroid
Hormone Receptors.” J. Phys. Chem. B, 114: 1529-1540, 2010.

e Artigos em preparacao

1. Amanda Bernardes, Paulo C. T. Souza, Joao R. C. Muniz, Clarisse G.
Ricci, Stephen D. Ayers, Nili M. Parekh, André S. Godoy, Daniela B. B.
Trivella, Peter Reinach, Paul Webb, Munir S. Skaf and Igor Polikarpov,
“Molecular Mechanism of Peroxisome Proliferator-activated Receptor
a Activation by WY14643: a New Mode of Ligand Recognition and
Receptor Stabilization”, 2013.



XVi

Curriculum Vitae

. Maria I. Chiamolera, Rutnéia P. Pessanha, Gustavo B. Barra, Paulo

C. T. Souza, Lucas Bleicher, Rosa P. M. Biscolla, Magnus R. D. da
Silva, Sérgio A. Dib, Gisah A. Carvalho, Munir S. Skaf, Igor Polikarpov,
Francisco A. R. Neves and Rui M. B. Maciel “A Novel TR Mutation
(P452L) in Resistance to Thyroid Hormone Plays a Critical Role in the

Interaction with Corepressor and Coactivator”, 2013.

. Paulo C. T. Souza, Ana C. Puhl, Ricardo Aparicio, Ana C. M. Figueira,

Alessandro N. Silva, Leandro Martinez, Paul Webb, Igor Polikarpov
and Munir S. Skaf “Identification of a new hormone binding site on the

surface of thyroid hormone receptor”, 2013.

. Paulo C. T. Souza, Larissa C. Textor, Denise C. de Melo, Munir S.

Skaf and Igor Polikarpov “Alternate conformation of estrogen receptor
LBD raises new perspectives into the structural dynamics and regulation

mechanism of nuclear receptors”, 2013.

. Paulo C. T. de Souza, Leandro Martinez and Munir S. Skaf “Calculation

of AGpinding of thyroid hormone to a new binding site of its receptor via
the Jarzynski Equality and MD simulations.”, 2013.

. Alana dos R. Figueiredo, Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf and Fabio

C. Gozzo “A Combined Theoretical and Experimental Study on the
Effective Cross-Linker Arm Length for Use in Structural Proteomics”,

2013.

. Alexandre F. Gomes, Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf and Fabio C.

Gozzo “Effect of Chemical Cross-Linking on Protein Structure Investiga-
ted by Travelling-Wave Ion Mobility Mass Spectrometry and Molecular

Dynamics Simulations.”

¢ Resumos publicados em anais de congressos

1. Paulo C. T. de Souza, Leandro Martinez, Igor Polikarpov, Munir S.

Skaf “Calculation of AGyipnging 0of thyroid hormone to a new binding site
of its receptor via the Jarzynski Equality and MD simulations.” 8th
Internacional Conference of the Brazilian Association for Bioinformatics

and Computational Biology, Campinas - Brasil, 2012.



Curriculum Vitae xvil

2. Julio C. A. da Silva, Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf “Molecular
Basis of Functional Impairment of Androgen Receptor Mutants Studied
by Molecular Dynamics Simulations.” Quitel: XXXVIII Congresso de

Quimicos Tedricos de Expressao Latina, Natal - Brasil, 2012.

3. Melina Mottin, Paulo C. T. de Souza, Rodrigo L. Silveira, Munir S. Skaf
“Molecular Dynamics simulation of the nuclear receptor PPAR gamma
with a new partial agonist GQ-16.” II Latin American Federation of
Biophysical Societies Congress / XXXVII Congress of the Brazilian Bi-
ophysical Society, Buzios - Brasil, 2012.

4. Denise C. de Melo, Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf “Molecular
Dynamics Simulations of Estrogen Receptors Mutations” II Latin Ame-
rican Federation of Biophysical Societies Congress / XXXVII Congress
of the Brazilian Biophysical Society, Buzios - Brasil, 2012.

5. Paulo C. T. de Souza, Ana C. M. Figueira, Leandro Martinez, Igor
Polikarpov, Munir S. Skaf “New insights of Structure and Dynamics
of the Thyroid Hormone Receptors without ligands.” II Latin Ameri-
can Federation of Biophysical Societies Congress / XXXVII Brazilian
Biophysical Society Congress, Buzios - Brasil, 2012.

6. Melina Mottin, Paulo C. T. de Souza, Rodrigo L. Silveira, Munir S.
Skaf “Molecular Dynamics Simulations of PPAR~y with a new partial
agonist FNB1.” Sao Paulo School of Advanced Science (ESPCA): Ad-
vanced Topics in Computational Biology - Agrochemical and Drug De-

sign, Campinas - Brasil, 2012.

7. Melina Mottin, Paulo C. T. de Souza, Rodrigo L. Silveira, Munir S.
Skaf “Studies of PPAR gamma receptor dynamics and its interaction
with the new partial agonist GQ-16.” 8th Internacional Conference of

the Brazilian Association for Bioinformatics and Computational Biology
(X-Meeting 2012), Campinas - Brasil, 2012.

8. Paulo C. T. de Souza, Igor Polikarpov, Leandro Martinez, Munir S.
Skaf “Calculation of AGy;nging of thyroid hormone to a new binding

site of its receptor via the Jarzynski Equality and MD simulations.”



Vil

Curriculum Vitae

10.

11.

12.

13.

14.

XVI Simpésio Brasileiro de Quimica Tedrica (XVI SBQT), Ouro Preto
- Brasil, 2011.

Fabio C. Gozzo, Alexandre F. Gomes, Paulo C. T. de Souza, Munir S.
Skaf “Effect of Chemical Cross-Linking on Protein Structure Investiga-
ted by Travelling-Wave Ion Mobility Mass Spectrometry and Molecular
Dynamics Simulations.” 59th ASMS Conference on Mass Spectrometry
and Allied Topics, Philadelphia - Estados Unidos da América, 2011.

Melina Mottin, Paulo C. T. de Souza, Rodrigo L. Silveira, Munir S.
Skaf “Investigation of a new PPARgamma partial agonist by Molecular
Dynamics Simulations” 7th Internacional Conference of the Brazilian

Association for Bioinformatics and Computational Biology (X-Meetind
2011), Florianépolis - Brasil, 2011.

Julio C. A. da Silva, Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf “Molecular
Dynamics Simulations of the Androgen Receptor LBD: Molecular Basis
of Structure-Function Relationship” 7th Internacional Conference of the

Brazilian Association for Bioinformatics and Computational Biology (X-
Meetind 2011), Floriandpolis - Brasil, 2011.

Paulo C. T. de Souza, Ana C. M. Figueira, Leandro Martinez, Igor Po-
likarpov, Munir S. Skaf “New insights of Structure and Dynamics of the
Thyroid Hormone Receptors without ligands” 7th Internacional Confe-
rence of the Brazilian Association for Bioinformatics and Computational
Biology (X-Meetind 2011), Florianépolis - Brasil, 2011.

Paulo C. T. de Souza, Leandro Martinez, Igor Polikarpov, Munir S. Skaf
“Studies of thyroid hormone receptor and its mutations” Sao Paulo
School of Advanced Science (ESPCA): Natural Products, Medicinal
Chemistry and Organic Synthesis, Campinas - Brasil, 2011.

Alana dos R. Figueiredo, Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf, Fabio
C. Gozzo, “Evaluation of Cross-linker and Protein Dynamics in Cross-
linking Coupled to Mass Spectrometry Experiments” 3rd Latin Ameri-
can Protein Society Meeting, Salta - Argentina, 2010.



Curriculum Vitae XIX

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Paulo C. T. de Souza, Leandro Martinez, Igor Polikarpov, Munir S.
Skaf, “Studies of thyroid hormone receptor and its mutations.” 3rd

Latin American Protein Society Meeting, Salta - Argentina, 2010.
Paulo C. T. de Souza, Leandro Martinez, Igor Polikarpov, Munir S. Skaf,

“Studies of thyroid hormone receptor and its mutations.” 33* Reuniao
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Aguas de Lindéia - Brasil,
2010.

Paulo C. T. de Souza ; Leandro Martinez, Gustavo B. Barra, Francisco
A. R. Neves, Igor Polikarpov, Munir S. Skaf, “A Importancia Funci-
onal de Mutacoes no Residuo 1280 para a Atividade do Receptor do
Hormonio Tireoideano: Dinamica Molecular elucida Ensaios Funcio-
nais.” XV Simpésio Brasileiro de Quimica Tedrica (XV SBQT), Pogos
de Caldas - Brasil, 2009.

Alana dos R. Figueiredo, Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf, Fabio
C. Gozzo, “Evaluation of Cross-linker and Protein Dynamics in Cross-
linking Coupled to Mass Spectrometry Experiments.” 3°. Congresso
Brasileiro de Espectrometria de Massas (BrMASS 2009), Campinas -
Brasil, 2009.

Alana dos R. Figueiredo, Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf, Fabio
C.Gozzo, “Evaluation of Cross-linker and Protein Dynamics in Cross-
linking Coupled to Mass Spectrometry Experiments.” 57th ASMS Con-
ference on Mass Spectrometry, Philadelphia - Estados Unidos da América,
2009.

Paulo C. T. de Souza, Leandro Martinez, Igor Polikarpov, Munir S. Skaf,
“Study of thyroid hormone receptor and its mutations.” X-Meeting
2008, 4th International conference of the brazilian association for bioin-

formatics and computational biology, Salvador - Brasil, 2008.

Paulo C. T. de Souza, Leandro Martinez, Igor Polikarpov, Munir S.
Skaf, “Molecular Dynamics show changes in structure, mobility and
interactions of nuclear receptor mutants related with syndrome.” Braz-
MedChem2008 - The 4th Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry,
Ipojuca - Brasil, 2008.



XX

Curriculum Vitae

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Anders O. Hansson, Paulo C. T. de Souza, Igor Polikarpov, Munir S.
Skaf, “Molecular Properties of the Nuclear Receptor Ligand Rosiglita-
zone” BrazMedChem2008 - The 4th Brazilian Symposium on Medicinal
Chemistry, Ipojuca - Brasil, 2008.

Leandro Martinez, Paulo C. T. de Souza, Igor Polikarpov, Munir S. Skaf,
“Denaturation Mechanisms of the Ligand Binding Domain of Thyroid
Hormone Receptors” X-Meeting 2007: 3rd International conference of
the Brazilian Association for Bioinformatics and Computational Bio-
logy, Sao Paulo - Brasil, 2007.

Paulo C. T. de Souza, Leandro Martinez, Igor Polikarpov, Munir S. Skaf,
“Study of thyroid hormone receptor and its mutations.” XIV Simpoésio
Brasileiro de Quimica Tedrica (XIV SBQT), 2007, Pogos de Caldas -
Brasil. Livro de Resumos do XIV SBQT, 2007.

Leandro Martinez, Paulo C. T. de Souza, Igor Polikarpov, Munir S. Skaf,
“Denaturation Mechanisms of the Ligand Binding Domain of Thyroid
Hormone Receptors” XIV Simpésio Brasileiro de Quimica Teérica (XIV
SBQT), Pogos de Caldas - Brasil, 2007.

Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf, “Dinamica Molecular mostra mu-
dancas de mobilidade na estrutura de Receptores Nucleares relaciona-
dos a Sindrome.” XV Congresso de Iniciacao Cientifica da UNICAMP,
Campinas - Brasil, 2007.

Paulo C. T. de Souza, Munir S. Skaf, “Introducao a Dinamica Molecu-
lar de Proteinas” XIV Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP,
Campinas - Brasil, 2006.

e Formacao na pos-graduacao

1.

2010/2S - Exame Exame de Qualificagdo Geral

Tema: Fundamentos e aplicacoes de técnicas experimentais para o es-
tudo da dinamica molecular de proteinas,

Banca: Prof. Dr. Ricardo Aparicio, Prof. Dr. Francisco Benedito Pes-

sine e Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira, Conceito: Aprovado.



Curriculum Vitae xxi

2. 2010/18S - Anaélise Multivariada de Dados,
Ministrado por: Prof. Dr. Marcia M. C. Ferreira, Conceito: A

3. 2009/2S - Introdugao a Termodinamica Estatistica,
Ministrado por: Prof. Dr. Munir S. Skaf, Conceito: A
4. 2008/1S - Quimica Quantica II,
Ministrado por: Prof. Dr. Nelson H. Morgon e Prof. Dr. Rogério
Custddio, Conceito: A
5. 2008/1S - Mecanica e Termodinamica dos Meios Continuos II,
Ministrado por: Prof. Dr. Adalberto B. M. S. Bassi, Conceito: A
6. 2008/1S - Quimica Quantica I,
Ministrado por: Prof. Dr. Nelson H. Morgon, Conceito: A
7. 2008/18S - Mecanica e Termodinamica dos Meios Continuos I,
Ministrado por: Prof. Dr. Adalberto B. M. S. Bassi, Conceito: A
8. 2007/2S - Quimica Medicinal,
Ministrado por: Prof. Dr. Fernando A. S. Coelho, Conceito: A

9. 2007/2S - Introdugao a Termodinamica e a Cinética,
Ministrado por: Prof. Dr. Munir S. Skaf, Conceito: A

e Formacao Complementar

1. Estéagio no laboratério do Prof. Dr. Marcelo A. Marti, Tema: Mecanis-
mos de Fosforilagao do PPARy pela enzima CDKD5 através de simulagoes
computacionais hibridas QM /MM. Universidad de Buenos Aires, Carga
horaria: 200h, 2012

2. Quimica computacional aplicada a QSAR, Centro Nacional de Proces-
samento de Alto Desempenho - SP, Carga horaria: 15h, 2010.

3. Introducao ao FORTRAN 90, Centro Nacional de Processamento de
Alto Desempenho - SP, Carga horaria: 20h, 2005

4. Introducao as Técnicas Experimentais no LNLS, Laboratério Nacional
de Luz Sincroton e Universidade Estadual de Campinas, Carga horaria:
60h, 2005



XXil Curriculum Vitae




Resumo

Receptores Nucleares (NRs) sao proteinas que regulam a transcricao de ge-
nes, sendo alvos importantes para o desenho de farmacos. NRs sao formados por
quatro dominios, sendo o mais essencial deles, o Dominio de Liga¢cao com o Li-
gante (LBD), responsavel pelo reconhecimento seletivo de ligantes e ativagao de
sua fungao. Nesta Tese sao utilizadas simula¢oes de Dinamica Molecular (MD)
para o estudo do LBD de dois importantes NRs: Receptor do Hormonio Tireoide-
ano (TR) e Receptor de Estrogénios (ER). Os estudos envolvendo o LBD do TR
iniciaram-se pela investigacao de um novo segundo sitio de ligacgao dos hormonios
tireoideanos (T3 e T4). Foi mostrado que os hormoénios se mantém ancorados ao
segundo sitio, possuindo grande mobilidade e multiplos modos de ligacao. Esti-
mativas do AG de dissociacao indicam que este novo sitio deve existir em solucao
aquosa, sendo T4 o hormonio com maior afinidade e candidato a ligante natural.
O segundo objetivo da Tese foi a modelagem molecular da estrutura do LBD do
TR sem ligantes (apo-TR) através da combinacao de resultados de simulagoes de
MD e experimentos de troca de hidrogénio/deutério. O modelo do apo-TR ob-
tido mostra que a a-hélice H12 ancora-se na H3, o que explica as mudancas de
hidratacao nesta regiao apontadas pelos experimentos. O terceiro objetivo da Tese
foi elucidar os mecanismos moleculares que levam a alteragoes da atividade em
duas mutacoes dos TRs: M369Ra e P452LG5. As simulagoes de M369R« indicam
que o residuo mutado interage com T3 no segundo sitio, o que pode explicar o au-
mento de sua afinidade por este ligante. As simulagoes de P452L5 sugeriram que
esta mutacao altera a posicao da H12, levando a reducgao da cavidade de interacao
com co-ativadores e das interacoes do T3 com o primeiro sitio. O tltimo estudo da
Tese investigou uma conformagcao alternativa do LBD do ERf, que tem potencial
para explicar como este subtipo promove repressao parcial da transcricao de genes
regulada pelo ERa. Os célculos de AG entre as conformagoes classica e alternativa

indicam que a alternativa é estavel, sendo o minimo global de energia livre.
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Abstract

Nuclear receptors (NRs) are proteins that regulate the gene transcription and
thus are important targets for drug development. NRs are composed of four struc-
tural domains. The most important of them is the Ligand Binding Domain (LBD),
responsible for the selective recognition of ligands and activation of NR function.
In this Doctoral Thesis, Molecular Dynamics (MD) Simulation are used to study
two important NRs LBD: Thyroid Hormone Receptor (TR) and Estrogen Receptor
(ER). Studies involving TR began by investigating a new second binding site of
thyroid hormones (T3 and T4) in the TR LBD. It has been shown that hormones
remain anchored to the second site and have high mobility and multiple binding
modes. Estimates of dissociation AG indicate that this new site can exist in aque-
ous solution. T4 has the higher affinity and may be the natural ligand of this site.
The second objetive of the Thesis was the molecular modeling of the TR LBD
structure without ligands (apo-TR) by combining results of MD simulations and
hydrogen deuterium exchange experiments. The obtained model of apo-TR shows
that H12 a-helix is anchored in H3 which explains the hydration changes in this
region indicated by the experiments. The third goal was to elucidate the molecular
mechanisms that lead to changes in the activity of two TR mutations: M369Ra
and P452LG5. Simulations of M369R« indicate that the mutated residue can in-
teract directly with T3 in the second binding site, explaining the increase of its
affinity. Simulations of P452L 5 suggested that this mutation changes the H12 po-
sition, leading to loss of ligand interaction with the first binding site and reduction
of coactivator cavity. The last study investigated a new alternative conformation
of ERS LBD, which has the potential to explain how this subtype promotes the
partial repression of ERa gene transcription. Calculation of AG between classic
and alternative conformations indicate that the alternative is stable and the global

minimum of free energy.
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Capitulo 1

Introducao

Nesta Tese sao mostrados os principais estudos realizados ao longo de trés anos
e seis meses de pesquisa desenvolvida pelo autor em seu programa de Doutorado.
O texto foi dividido em nove Capitulos, sendo esta introdugao apenas um guia,
explicando o modo como foi organizada a Tese. No Capitulo 2 inicia-se a Tese
propriamente dita, sendo realizada uma introducao sobre o tema da pesquisa, os
Receptores Nucleares. Em seguida, o Capitulo 3 destaca rapidamente quais foram
os objetivos da pesquisa dentro deste tema. No Capitulo 4 é feita uma funda-
mentacao tedrica sobre a dinamica de proteinas, simulagoes de dinamica molecular
e calculos tedricos de diferencas de energia livre. Ao final deste capitulo também
sao descritos de maneira geral os métodos e parametros utilizados ao longo do
trabalho.

Finalmente, os Capitulos 5, 6, 7 e 8 descrevem separadamente os resultados
obtidos de cada um dos quatro objetivos da Tese. Aspectos especificos da meto-
dologia utilizada e também discussoes dos resultados obtidos sao realizadas junto
destes quatro Capitulos. Como todo trabalho de pesquisa, esta Tese de Doutorado
termina com algumas respostas as questoes levantadas nos objetivos, além de no-
vas perguntas. O Capitulo 9 cumpre este papel, descrevendo as conclusoes finais

obtidas e as perspectivas futuras.
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Capitulo 2

Receptores Nucleares

Receptores nucleares sao proteinas. Dizer isto implica, para o autor deste texto
a0 menos, que sao estruturas intrigantes e importantes. E isso nao é pouco para
um quimico, dado que estamos acostumados a estudar moléculas e suas utilidades
desde que despertamos interesse por esta Ciéncia. O que me intriga sempre em
proteinas sao elas possuirem complexidade e, ao mesmo tempo, ordem. Faga uma
experiéncia: tente observar a estrutura atomica de uma proteina utilizando uma
representacao de todos os dtomos que a compoe. Sera dificil observar algum sentido,
alguma caracteristica que se sobressaia (Figura 2.1A). Se tentarmos representar
apenas sua superficie entao (talvez a maneira mais proxima do que seria “ver uma
proteina”), a imagem que temos é de uma forma geométrica das mais complexas,
que nem artistas plasticos poderiam imaginar (Figura 2.1B). Nestas representagoes,
mesmo especialistas no estudo de determinadas classes de proteinas podem ter
dificuldade em sequer identifica-las.

Porém, a partir do momento que utilizamos nosso conhecimento cientifico acu-
mulado para observa-las novamente, nao se vé mais apenas a complexidade, mas
também a ordem. Ordem em uma sequéncia de aminoécidos precisa, que possibi-
lita o encaixe perfeito entre os atomos que a compoe, num enovelamento especifico.
Ordem nas a-hélices e folhas-3 posicionadas em harmonia, mas que s6 podem ser
visualizadas com o conhecimento da conectividade de suas ligagoes quimicas e
também dos angulos de diedro tipicos que identificam suas estruturas secundérias
(Figura 2.1C).
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Figura 2.1. Do complexo a ordem: trés tipos de representacoes de um
dimero de receptor nuclear associado a um segmento de DNA: A) Atomos da estru-
tura; B) Superficie acessivel ao solvente; C) Estrutura secundaria, com as a-hélices
representadas como cilindros, folhas-3 como setas e regides sem estrutura como tu-
bos, conectando os elementos de estrutura secundaria. O DNA é representado por
duas fitas entrelagadas. (c6digo no Protein Data Bank - PDB: 3E00).

Se nao bastassem estas (e outras) caracteristicas fisico-quimicas intrigantes para
interessar um cientista, as proteinas sao também importantes para os organismos
que as possuem. Toda a ordem e complexidade citadas acima estao a servico da
execucao de uma funcao bioldgica. Em geral, se por alguma razao, uma determi-

nada proteina nao é produzida ou possui mal funcionamento, isto pode implicar
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em problemas ao organismo ou mesmo na morte deste. Dado estas caracteristicas,
nao é por acaso que elas se constituem os principais alvos para o desenvolvimento
de novos farmacos. Assim, proteinas sao importantes para a saide e a doenga,
para a vida e a morte.

Voltando a frase inicial desta secao: Receptores Nucleares sao proteinas. Logo,
este capitulo inicial desta Tese de Doutorado tem como proposta mostrar como Re-
ceptores Nucleares sao intrigantes e importantes, ou seja, sera feita uma introducao
sobre sua complexa e ordenada estrutura bem como de suas importantes funcoes
no organismo e aplicagoes no desenvolvimento de farmacos. Serd dado especial
destaque aos receptores de hormonios tireoideanos e aos receptores de estrogénios,
proteinas que foram o foco da pesquisa desta Tese. Além disso, serd descrito ao
longo do capitulo como o intrigante e o importante se correlacionam, o que caracte-
riza o principal paradigma da Biofisica e Bioquimica de Proteinas atual: a relagao
entre estrutura e fungao biolégica. Por fim, serd introduzida uma nova palavra ao

centro deste paradigma: dinamica.

2.1 Funcao e importancia

Receptores nucleares (NR!) pertencem a uma superfamilia de proteinas intracelula-
res que tém a fungao de regular a transcrigao de genes especificos [1-6], controlando
o desenvolvimento, a homeostase e o metabolismo de organismos pertencentes ao
reino Animalia® [7, 8]. NRs sao fatores de transcrigao, ou seja, proteinas que se
ligam diretamente ao DNA, regulando a acao da RNA polimerase. Na grande mai-
oria dos casos, sua funcao é desencadeada pela sua associacao a uma biomolécula
pequena e hidrofébica, denominada hormonio. Alguns exemplos conhecidos de
hormonios que se ligam a NRs sao: estrogénios, androgénios, acidos retindicos e os
hormonios tireoideanos.

Dada a funcao bioldgica desta superfamilia e as caracteristicas de seus ligantes,
nao é surpresa os NRs serem importantes para o desenvolvimento de farmacos.

Estatisticas do mercado farmacéutico americano indicam que cerca de 13% dos

I'Nesta Tese de Doutorado foi feita a opcao de serem utilizadas siglas referentes as palavras
em inglés, dado seu uso comum na comunidade cientifica brasileira.

2Nao existem NRs em bactérias, protozodrios, algas, fungos e plantas. Em humanos, foram
identificados 48 NRs diferentes.
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Figura 2.2. Alguns exemplos de hormonios naturais (A-C) e farmacos
(D-E) que interagem com NRs: (A) tretinoina, um dos édcidos retindicos; (B) es-
tradiol, um dos estrogénios; (C) triiodo-tironina, um dos hormoénios tireoideanos;
(D) Rosiglitazona, farmaco antidiabético que atua como agonista de um dos recep-
tores ativados por proliferador de peroxissomo; (E) Fluticasona, firmaco usado no
tratamento antiasmatico que atua como agonista do receptor de glicocorticoide.

farmacos aprovados para venda tem como alvo receptores nucleares. Dos 200 prin-
cipais medicamentos prescritos, 15 deles atuam nesta classe de proteinas, repre-
sentando 27,5 bilhoes délares de receita de vendas em 2009 [9, 10]. O farmaco
mais vendido nesta categoria é o Advair® da empresa GlazoSmithKline [11, 12],
com vendas de 7,8 bilhdes de délares em 2009 [10]. As principais indicagdes para
farmacos que atuam em NRs incluem asma, doenca pulmonar obstrutiva cronica,

diabetes melitus tipo II, hiperlipidemia, contracepcao, terapia de reposicao hor-

3Conhecido como Seretide no mercado brasileiro, este farmaco trata-se de uma mistura de
dois principios ativos: fluticasona e salmeterol. A fluticasona é o ligante que tem como alvo
um NR, o receptor de glicocorticéide. Ele é utilizado para o tratamento de asma e da doenga
pulmonar obstrutiva cronica, doenca que leva a destruicao do alvéolos pulmonares e que ocorre
especialmente em pacientes fumantes e/ou que tiveram tuberculose.
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monal, cancer de préstata e osteoporose [10]. Alguns exemplos de estruturas de

hormonios naturais e de farmacos que atuam em NRs sao mostrados na Figura 2.2.

2.2 Mecanismos de acao

Nao se conhece completamente como os NRs executam a regulacao da transcricao.
Em geral, estas proteinas encontram-se dentro das células na forma de dimeros,
podendo estar localizados no citoplasma ou no nicleo. Os ligantes (endégenos ou
exdgenos) sao transportados pela corrente sanguinea até as células em que atuam,
atravessando a membrana plasmatica provavelmente por transporte passivo [1-6].
Dependendo da classe a que pertencem, os mecanismos de acao dos NRs podem
ser bem distintos, em especial no que se refere a distribuicao dos NRs sem ligante
dentro da célula e ao tipo de dimerizagao (homo ou heterodimeros).

NRs da classe I, chamada de classe dos receptores esteroidais, permanecem ina-
tivos no citoplasma na auseéncia de ligantes. Geralmente estes NRs encontram-se
ligados a proteinas que colaboram com a manutenc¢ao de seu enovelamento, chama-
das de proteinas de choque térmico (HSP). O ligante se liga ao receptor ainda no
citoplasma, induzindo a dissociagao do NR da HSP. Um homodimero de receptores
esteroidais é formado, migra para o nucleo e finalmente liga-se ao DNA, promo-
vendo a transcricao. A Figura 2.3A ilustra este mecanismo de acao. Exemplos de
receptores da classe I sdo receptores de androgénios (AR), de estrogénios (ER), de
glicocorticéides (GR) e de progesterona (PR).

NRs da classe II, também conhecida como classe do receptor do hormonio tire-
oideano (TR), permanecem, na auséncia de ligantes, dimerizados com o receptor
de retindide X (RXR) e ligados ao DNA, o que resulta na repressao da transcrigao
de determinado gene, tal como mostra a Figura 2.3B. Neste caso, o ligante chega
ao nucleo provavelmente por difusao e se liga ao receptor. A ligacao do hormonio
provoca mudancgas estruturais no receptor, que passa a atuar como um ativador
da transcricao. Além do préoprio TR, outros exemplos de NRs da classe II sao
o receptor de acidos retinéicos (RAR), os receptores ativados por proliferador de
peroxissomo (PPAR) e o receptor de vitamina D (VDR).

A regulacao da transcri¢cao promovida pelos NRs também envolve uma classe de

proteinas chamadas de co-reguladores [3-6]. Os co-reguladores sao proteinas que
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Figura 2.3. Mecanismo geral de agao de receptores nucleares: (A) Classe
e (B) Classe 1I. Figura foi adaptada a partir do site Wikipedia [13].

se associam aos NRs, facilitando ou inibindo a transcrigao do gene alvo. A maneira
como estes co-reguladores atua ¢ variada e inclui a remodelagao da cromatina (vari-
ando assim a acessibilidade do gene alvo a transcrigao) ou a estabilizagao da ligagao
de outras proteinas, tal como a RNA polimerase, entre outras funcoes. Existem
co-reguladores repressores da transcri¢ao (correpressores, CoR) e co-reguladores
ativadores da transcri¢ao (co-ativadores, CoA).

Nos receptores da classe dos TRs, por exemplo, os NRs permanecem ligados a
um correpressor na auséncia do ligante. A associacao do ligante promove alteracgoes

conformacionais no NR, levando a dissociacao do correpressor e a associacao do
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co-ativador, dando inicio a transcricao. A concentracao e o tipo de co-reguladores
existentes nas células de diferentes tecidos pode influir no controle e na especifici-
dade da transcricao dos genes alvo regulada por cada NR.

A forma pela qual o complexo proteico contendo os NRs passa de inibidor a
ativador da transcricao parece estar fundamentalmente relacionada a conformacao
do NR e a associacao destes com co-reguladores [3-6, 14], de maneira que para
melhor compreendé-lo é necessario o conhecimento da estrutura e das interagoes

intermoleculares realizadas por estas biomoléculas.

2.3 Dominios estruturais

Um tipico NR é formado por até quatro dominios estruturais distintos, ligados co-
valentemente uns aos outros. Dois destes dominios apresentam estrutura e fungoes
bem estabelecidas, sendo conhecidos como Dominio de Ligagao com o DNA (DBD)
e Dominio de Ligagdo com o Ligante (LBD). Além destes, existem outros dois
dominios menos compreendidos, chamados de dominio N-terminal e dominio F [3-
6, 14, 15]. Uma representacao das estruturas priméria e tercidria de um exemplo

de NR é mostrada na Figura 2.4.

a
DBD LBD
(A

N-Terminal dobradica

b

N-Terminal

Figura 2.4. Representacao esquematica da organizacao estrutural do RXR,
um exemplo de NR: a) Estrutura primaria; b) Estrutura terciaria do RXR (codigo
PDB: 3E00).
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O dominio N-terminal é altamente variavel entre diferentes classes de receptores
e possui uma regiao ativadora da transcri¢ao, independente da associagao a ligantes.
Tal regiao é conhecida como fungao de ativagao-1 (AF-1). Localizado no inicio
da sequéncia de residuos, a estrutura terciaria desse dominio nao pode ainda ser
determinada e hé indicios de que seja intrinsecamente desestruturada [3—6, 14, 15].

Seguindo a estrutura primaéria, logo apds o dominio N-terminal encontra-se o
DBD. Este dominio tem como principal fun¢ao o reconhecimento e a ligacao com
sequencias especificas de nucleotideos do DNA, através de interagoes nao cova-
lentes. Estas sequéncias estao préoximas aos genes regulados por cada NR e sao
conhecidas como elementos responsivos hormonais (HRE). Em alguns receptores,
este dominio também participa da dimerizacao com outro NR. Porém, as interagoes
entre DBDs nao sao fortes, sendo o LBD o principal dominio para a execucao desta
fungao. O DBD possui em torno de 70 residuos, sendo sua estrutura caracterizada
por duas a-hélices, duas a quatro folhas-3 e dois motivos conhecidos como dedos
de zinco. Tipicamente encontrados em proteinas que se associam ao DNA [16, 17],
os dedos de zinco contém quatro cisteinas coordenando um fon Zn?* num arranjo
tetraédrico. A Figura 2.5 mostra um representagao da estrutura do DBD do ERa,

sendo destacado os dedos de zinco.

Figura 2.5. Estrutura do dominio de ligacao com o DNA do receptor de
estrogénios (codigo PDB: 1HCQ). Destaca-se na estrutura dois dedos de zinco,
cada um deles formado por um fon Zn?* (esfera cinza) coordenado por quatro
residuos cisteina
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Apds o DBD, chega-se ao LBD, o maior dominio e o que possui as funcoes
mais diversificadas. Além de reconhecer os hormonios seletivamente através de in-
teragoes nao covalentes, ele atua diretamente na dimerizagao dos NRs, ligacao com
co-reguladores (CoR e CoA) e no silenciamento de genes (inibi¢ao da transcri¢ao).
A ligagao de proteinas CoR e CoA ocorre através da mesma regiao do LBD. Esta
regiao passa por mudancas conformacionais apds a associacao do ligante, sendo
conhecida como fungao de ativagdo-2 (AF-2). O LBD é um dominio pouco conser-
vado entre os NRs, o que reflete a grande variedade de hormonios com os quais se
ligam. Unindo o DBD e o LBD, existe uma regiao que supostamente age como uma
“dobradiga”, permitindo o movimento relativo entre estes dominios [3-6, 14, 15].

Existindo em apenas alguns NRs, tal como PR, GR e AR, o dominio F é
a ultima regiao da sequéncia de residuos de um NR. Existem poucas estruturas
cristalograficas contendo este dominio, sendo ele pequeno, composto em geral por
apenas um loop e uma folha-3, que se dobram sobre a superficie do LBD [18-
20]. Acredita-se que sua fungao seja modular a ativagdo dos NRs. Isto pode ser
feito através de mudangas no padrao de transcri¢ao dos proprios NRs (via splicing
alternativo), o que leva a manutengao ou dele¢ao deste dominio [14].

Até pouco tempo atras, nao havia estruturas cristalograficas de NRs completos,
existindo apenas modelos baseadas em resultados experimentais de espalhamento
de raios-X a baixo angulo (SAXS) [21, 22]. Entretanto, nos tltimos anos tém sido
obtidos complexos diméricos do LBD e DBD (sem o dominio N-terminal), com
ambos NRs ligados a um fragmento de DNA, a ligantes e a pequenos peptideos
representativos dos motivos de interagao dos CoAs [23, 24]. A representagao de
uma destas estruturas é mostrada na Figura 2.4B, enquanto o complexo inteiro ja
foi apresentado na primeira figura deste Capitulo (Figura 2.1).

Dada a importancia do LBD nos estudos desta Tese de Doutorado, maiores

detalhes deste dominio serao discutidos na se¢ao seguinte.

2.3.1 Dominio de ligacao com o ligante

Com excecao da interacao especifica com o HRE do DNA, o LBD dos NRs participa
ativamente de quase todo mecanismo de regulacao, possuindo regioes especificas em

sua estrutura para cada funcao. Um grande nimero de estruturas cristalograficas
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do LBD de NRs, com alta resolucao, tem sido determinado ao longo dos ultimos
anos. As primeiras estruturas determinadas foram do RXR, RAR e TR, no ano
de 1995 [25-27]. Atualmente existem em torno de 300 estruturas depositadas
no PDB [28]. Todas elas mostram que o LBD é geralmente formado por 12 a-
hélices distribuidas em trés camadas, além de duas folhas-3 que formam um grampo
(grampo-f3), tal como mostram as estruturas a Figura 2.6 [3-6, 15].

As a-hélices externas (H1, H3, H8 e H11), estdo num posi¢ao quase ortogonal
em relacao as internas (H5, H6 e H9), numa disposicao que se assemelha a um
“sanduiche”. Além destas, existem outras pequenas a-hélices localizadas nas ex-
tremidades deste dominio, entre loops (H2, H4 e H7) ou na regiao C-terminal do
LBD (H12). Dentro do sanduiche, logo abaixo das a-hélices internas encontra-se o
sitio de ligacao. A grande maioria das estruturas obtidas encontra-se com ligantes
ancoradas neste sitio.

Apesar de o LBD ser um dominio pouco conservado, sua arquitetura geral
nos diferentes receptores é muito similar. A Figura 2.6 destaca a semelhanca
entre os LBDs de TR, ERa e PPAR~y. Uma caracteristica que diferencia os
LBDs ¢ o volume de seu sitio de ligacao, que pode variar bastante. Por exemplo,
o ER possui uma cavidade de 450 A3, enquanto o PPAR chega a possuir mais
de 1400 A®, podendo variar de volume dependendo do ligante a que se associa
6, 29]. Grande parte do sitio de ligagdo dos NRs é composto por residuos apolares
(superficie bege nos sitios de ligagao representados na Figura 2.6), em concordancia
com a hidrofobicidade dos hormoénios naturais. Alguns poucos residuos hidrofilicos
localizam-se nas extremidades do sitio de ligacdo, junto ao grampo-{ (residuos
polares do lado direito da Figura 2.6), e proximos da H12 e C-terminal da H11
(lado esquerdo da Figura 2.6). Nos PPARs, o grande volume de sitio de ligagao é
coerente com sua capacidade em reconhecer diferentes tipos de ligantes, podendo
possuir até mais deles e também varias moléculas de dgua dentro do sitio [30, 31].
J& o sitio de ligagao dos ERs caracteriza-se por poucas interacoes hidrofilicas com
o LBD e com o meio aquoso externo em comparacao aos TRs e PPARs.

Outra regiao que se destaca e se diferencia nos NRs é a regiao que envolve as
hélices H2, H3 e o grampo-3. Alguns receptores apresentam um grande loop entre

estas hélices, conhecido como Q-loop, além de outra hélice, chamada H2?. Este é

4Foi usado o simbolo H2” de modo a nio alterar a numeracio padrio das a-hélices nos NRs.
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Figura 2.6. LBD e sitio de ligacao de alguns NRs: TRf ligado ao hormonio
tireoideano triiodo-tironina (cédigo PDB: 3GWS), PPAR~y ligado ao farmaco rosi-
glitazona (cédigo PDB: 2PRG) e ERa ligado ao estradiol (c6digo PDB: 1QKU). Sao
destacados no sitio de ligagao destes NRs as interagoes com residuos hidrofilicos e
moléculas de dgua (esferas vermelhas). Os residuos hidrofébicos sao representados
pela superficie bege.

o caso dos PPARs, enquanto o TR possui apenas o §2-loop. J4 o ER nao possui
este motivo, nem mesmo a «a-hélice H2, presente na maioria dos NRs. Estas dife-
rencas levam a mudancas conformacionais relacionadas a hidrofobicidade do sitio
de ligacao, dado que através desta regiao, o sitio de ligacao dos PPARs e TRs
faz contato direto com o solvente, enquanto no caso dos ERs nao existe esse con-
tato. Dadas estas caracteristicas, ¢ muito provavel que a regiao entre H3, €2-loop
e grampo—3 seja o caminho preferencial de associacao e dissociacao de ligantes
nos receptores da classe II (como TR e PPAR), enquanto nos NRs da classe I (tal
com o ER), ligantes sigam por outros caminhos. Isto tem sido demostrando por

inimeros estudos utilizando simulagées de dindmica molecular (MD) [32-38].
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Uma regiao relativamente semelhante nos LBDs dos NRs é a superficie de di-
merizagao. Grande parte das estruturas e de estudos funcionais indica que ela é
composta pelas a-hélices H8, H10 e H11 tanto nos receptores da classe I (que for-
mam homodimeros) como nos receptores da classe II (heterodimeros). Sabe-se que
na ausencia de ligantes, os NRs tendem a formar monomeros, apesar de também
formarem, em menor concentra¢ao, homodimeros [20, 39-42]. J4 foram encontra-
dos até tetrameros de TR na auséncia de ligantes [21, 22]. A associac¢ao do ligante
leva a formagao dos dimeros caracteristicos da classe do NR. Até hoje, nao estao
claras quais as mudangas conformacionais decorrentes da associacao de ligantes
que levam a formacao de dimeros. Tao pouco se conhece as diferencas essenciais
entre NRs de classe distintas que levem a homo ou a heterodimerizacao.

Na regiao C-terminal do LBD encontra-se a H12, talvez a regiao mais impor-
tante e estudada dos NRs. Ela faz parte da regiao AF-2, junto com a-hélices onde
ela se ancora que sao H3, H5 e H11. H12 possui uma conformacao dependente da
associacao aos ligantes e papel central na interacao do LBD com co-reguladores.
Em geral, H12 é uma pequena a-hélice composta por 4 a 6 residuos. Uma excecao
importante é o AR, que possui uma H12 maior (em torno de 10 residuos), além do
dominio F ligado diretamente a ela [19].

O mecanismo cléssico de acao dos NRs, conhecido como mecanismo da “ra-
toeira”, propoe que na auséncia de ligantes (apo-NR) a H12 permanece aberta,
livre no solvente. A associacao de ligantes agonistas, através desta mesma regiao,
levaria a mudancas conformacionais nos NRs fazendo a H12 passar para a posicao
fechada. Esta nova posicao seria favorecida por interagoes promovidas pelo ligante,
que podem ser diretas com a H12 ou intermediadas por outros residuos do proprio
LBD do NR. Este modelo da ratoeira foi baseado nas primeiras estruturas de NRs
obtidas [26, 27, 43], sendo representado na Figura 2.7A.

A obtencao de estruturas de LBDs com co-reguladores permitiu explicar como
estas modificagoes na posicao da H12 poderiam favorecer a associacao de CoAs
em detrimento de interagoes com CoRs [20, 44-46]. O LBD de apo-NRs se as-

sociaria aos CoRs através de interagoes do motivo LXXXIXXX(I/L) ® destes co-

5As letras “L” e “I” referem-se aos residuos leucina e isoleucina, respectivamente. A letra “X”
indica que qualquer residuo de aminoacido pode estar nesta posicao do motivo. Uma lista de
todos os aminodcidos, bem como de suas estruturas e siglas encontra-se no Apéndice A.
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reguladores com residuos hidrofébicos de H3 e H5, que estariam expostos na con-
formacao aberta da H12. Ao se associar ao ligante, a H12 fechar-se-ia sobre o
LBD ocupando parcialmente a mesma regiao, numa posi¢ao ortogonal em relacao
ao motivo LXXXIXXX(I/L). Neste estado, a interagdo com os CoRs passaria a
ser desfavoravel. Como os CoAs possuem um motivo LXXLL, um motivo menor
que o encontrado nos CoRs, é possivel sua interacao com a pequena cavidade for-
mada pelas a-hélices H3, H5 e H12 [3-6, 15]. A Figura 2.7 mostra LBDs de NRs
associados a CoAs e CoRs, bem como a mudancga conformacional da H12.

Além do menor tamanho do motivo LXXLL, CoAs também permitem interacao
precisa e direcional com o LBD dos NRs através de dois residuos carregados em
pH fisiolégico: uma lisina no C-terminal da H3 e um &cido glutamico na H12.
Estes residuos formam a chamado “bracadeira de carga” (tradugao livre de charge
clamp) [44, 47, 48]. Eles interagem diretamente com o backbone do motivo LXXLL,
fazendo com que a H12 fechada nao seja apenas um fator estérico, impedindo a
interacao com CoRs, mas também importante para a interacao com CoA.

O desenvolvimento de ligantes antagonistas baseou-se nestas ideias, sendo sin-
tetizadas moléculas com grupos funcionais mais volumosos na extremidade que
interage com H12. As estruturas cristalograficas com antagonistas mostram que
tais ligantes realmente levam a mudancas na posicao da H12 explicando, assim,
sua perda de atividade (Figura 2.7B). Estudos estruturais com ligantes agonistas
parciais, antagonistas e também com mutagoes de NRs tém apoiado a ideia de que
a conformacao da H12 é de fato importante para associacao com CoAs [46, 49-57].

Apesar do sucesso do mecanismo da ratoeira, varios aspectos deste modelo tém
sido revistos. Um questionamento importante é a ideia de existir apenas uma
conformacao especifica, estatica que caracterize os estados do LBD com e sem
ligante. Se isso de fato ocorre, esperar-se-ia que, na auséncia de ligantes, nao
existisse atividade transcricional ativada por NRs. A observacao experimental vai
contra isto e mostra que existe atividade, mesmo que reduzida, em relacao aos
experimentos com NRs contendo ligantes agonistas [58]. Chamada de atividade
basal (ou constitutiva), esta transcri¢ao pode inclusive ser reduzida por ligantes de
NRs conhecidos como agonistas inversos [59].

Estes argumentos se fortalecem pelo fato de existir apenas uma estrutura cris-

talografica NR sem ligantes com H12 na conformacao aberta: a prépria estrutura
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agonista antagonista

Figura 2.7. A conformacao da H12 e a influéncia de ligantes agonistas,
antagonistas e co-reguladores: (A) Mecanismo da Ratoeira: a hélice H12 (verme-
lha) estaria aberta em solugao. A adicao de um ligante agonista faz com que a
H12 feche-se sobre o LBD permitindo a interagao com CoA (violeta); (B) Ligantes
antagonistas nao permitem que H12 se ancore sobre o LBD na posicao agonista,
mas numa posi¢ao similar a do peptideo CoA; (C) Comparacao entre as regiao
de interagao de um CoR (azul) e de um CoA (violeta). Destaca-se na estrutura
do LBD com CoR a presenca de um ligante antagonista e a conformagao da H12,
fechada sobre o LBD. Figura adaptada da referéncia [6].

do RAR utilizada na criagao do mecanismo da ratoeira. Todas as outras estruturas
cristalograficas de LBDs sem ligantes obtidas mostraram a H12 em posi¢ao seme-
lhante as observadas nos LBDs com ligantes agonistas. Apenas outra estrutura, do
receptor ERa, foi obtida com a H12 aberta e sem ligante [60]. Porém, neste caso,

foi comprovado que esta posicao se deve ao empacotamento cristalino.
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Para explicar a existéncia da atividade basal em NRs, bem como entender os
mecanimos de associagao e dissociacao de ligantes e co-reguladores, é imprescindivel
ampliar o modelo do mecanismo da ratoeira, ou mesmo, refuta-lo e criar um novo.
Nesse sentido, é necessaria uma visao dinamica e nao estatica das estruturas dos

LBDs dos NRs.

2.3.2 Dinamica molecular dos LBDs

Pouco se conhece sobre a dinamica do LBD dos NRs. Tal como os estudos estrutu-
rais, o estudo de sua dinamica tem se focado na hélice H12. Atualmente, acredita-se
que exista um equilibrio entre diferentes conformacoes da H12 no LBD, de maneira
que todas elas sejam acessiveis em condigoes fisiolégicas. Na auséncia de ligantes,
as conformacoes que favorecem interacao com CoRs seriam mais populadas. A as-
sociacao com um ligante agonista deslocaria o equilibrio para conformagoes da H12
fechada, formando assim a superficie de interacao com CoA e favorecendo a trans-
cricao. Tal modelo possibilitaria explicar a existéncia de atividade basal, dado que
mesmo sem ligantes, uma parcela reduzida de NRs poderia estar em conformacao
agonista, e logo se associar ao CoA, permitindo a transcrigao. Ligantes antago-
nistas poderiam perturbar a dinamica, fazendo com que outras conformagoes da
H12, inativas, sejam estabilizadas. Estudos computacionais e experimentais tém
sustentado essa visao dinamica da H12 [56, 58, 61-65].

Recentemente, outros dois aspectos dinamicos importantes do LBD passaram a
ser estudados: a dissociacao e a associacao dos ligantes. Varios estudos tém apon-
tado para a existéncia de até trés caminhos de dissociacao e associacao possiveis
[32-38], mostrados na Figura 2.8. O caminho I seria semelhante ao anteriormente
sugerido pelo mecanismo da ratoeira, porém envolvendo deslocamentos mais sutis
da hélice H12. O caminho II baseia-se na separacao de H8 e H11, numa regiao
préxima da superficie de dimerizacao. Por fim, o caminho III envolveria uma aber-
tura entre a hélice H3, o grampo-( e o loop entre as hélices H2 e H3, regiao onde
os sitios de ligagao de NRs da classe II fazem contato direto com o solvente. Os
ligantes em NRs poderiam associar ou dissociar-se pelos trés caminhos, variando
qual deles seria o mais favoravel conforme a identidade do NR, dos ligantes e do

co-regulador. Além destes fatores, a dimerizacao do NR também pode influir. Por
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Figura 2.8. Representacao dos possiveis caminhos de dissociacao e as-
sociagdo em NRs. Em (a) é mostrado o caminho proposto pelo mecanismo da
ratoeira. Em (b) s@o mostradas propostas mais recentes, obtidas por simulagoes
computacionais. Sao representados apenas os elementos de estrutura secundaria
do LBD envolvidos nos caminhos de dissociacao.

exemplo, foi mostrado que para dissociacao de ligantes no TRs, o caminho III é
mais favoravel [35]. J& para o ERq, os caminhos I e I se mostraram mais frequen-
tes, sendo o caminho I o mais provavel para a dissociacao quando ER se encontra
dimerizado [38].

Realizada a introducao geral sobre NRs, a seguir é apresentado um resumo mais
especifico das principais caracteristicas de dois NRs importantes para esta Tese de

Doutorado: receptor de hormonios tireoideanos e receptor de estrogénios.

2.4 Receptor de hormonios tireoideanos

TR atua em todos os érgaos e vias metabdlicas, influenciando tanto na diferen-
ciagao celular e no desenvolvimento de tecidos de organismos jovens (como do
sistema nervoso central), como no controle de vérios processos metabdlicos, entre
eles: consumo de oxigénio, regulacao da temperatura corporal, frequéncia cardiaca,
controle do nivel de colesterol, e também no metabolismo de carboidratos, proteinas

e lipideos [66-68].
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Existem dois grupos de subtipos do TR, conhecidos como TRa e TR3. Eles
apresentam alta similaridade nas estruturas primaria e terciaria, mas estao presen-
tes em concentragoes diferentes nos tecidos do organismo onde este receptor atua.
O TR« é mais encontrado no coracao, sendo um dos responsaveis pelo controle da
frequéncia cardiaca. O TR tem maior concentragao no figado, sendo sua atuacao
mais relacionada ao metabolismo de lipideos.

A regulacao de ambos os subtipos do TR ¢ efetuada pela ligacdo dos hormonios
tireoideanos que existem, principalmente, em trés formas: tiroxina (T4), triiodo-
tironina (T3) e acido trilodo-tiroacético (TRIAC). Suas estruturas sao mostradas
na Figura 2.9. O T3 é a forma mais ativa, sendo formado pela 5’ desiodagao do T4,
forma produzida na glandula tiredide e de maior concentracao no organismo. O
TRIAC é formado na primeira etapa de oxidacao do T3, necessario para eliminacao
dos hormonios tireoideanos do corpo. O TRIAC possui maior afinidade pelo TRj3
que pelo TRa, sendo assim [-seletivo. Os hormonios T3 e T4 nao apresentam

seletividade por nenhum dos subtipos.
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Figura 2.9. As trés formas de hormonio tireoideano: T4, a forma mais
abundante, produzida na tiredide; T3, a forma mais ativa, produzida pela 5’-
desiodacao do T4; TRIAC, metabdlito (-seletivo formado na oxidacao do T3.

O sitio de ligacao do LBD do TR ¢é formado essencialmente por residuos hi-
drofébicos, além de poucas, mas importantes interagoes hidrofilicas nas extremida-
des do ligante, mostradas na Figura 2.6. Todo este conjunto de interacoes forma
uma cavidade de volume e forma especificas com alta afinidade aos pelos hormonios
tireoideanos (K da ordem 1079 M) [69-71]. Apenas um residuo de aminodcido
neste sitio distingue TRa do TRB: no TRa existe uma serina na posicao 277
(S277), j4 no TR a posicao correspondente, 331, é ocupada por um residuo de
asparagina (N331). Esta tnica alteracao provoca alteragoes no volume do sitio de
ligacao, bem como nas interacoes e na mobilidade dos ligantes, que podem explicar

a seletividade por um dos subtipos [69, 72-75].
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Varios estudos envolvendo TR estao focados no desenvolvimento de ligantes
agonistas [-seletivos, que poderiam ser utilizados no tratamento de obesidade e
de hipercolesterolemia (colesterol alto) [70, 76-81]. J& ligantes antagonistas para
ambos os subtipos podem ser importantes para tratamento de outras disfuncoes
tireoideanas, em especial doenca de Graves e hipertireoidismo [52, 53, 82]. As pes-
quisas de ligantes agonistas (3-seletivos e antagonistas ainda nao resultaram numa
aplicacao concreta, de maneira que nao existem farmacos no mercado que tém
TR como alvo [83]. Na verdade, as excec¢oes sdo os préprios hormonios tireoide-
anos naturais, utilizados para terapias de reposicao hormonal em pacientes com
hipotireoidismo.

Além dos estudos relacionados a afinidade e seletividade de ligantes, proble-
mas mais fundamentais a respeito da estrutura, dinamica e funcao do TR sao
extremamente importantes, nao s6 ao desenho de novos farmacos, mas ao maior
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na atuacao desta proteina
na regulacao da transcricao. Neste contexto, uma questao ainda sem resposta € a
elucidagao da estrutura do TR sem ligantes (apo-TR) [84], conhecimento essencial
para o entendimento das alteracoes decorrentes da associacao dos hormonios e que,
por consequéncia, levam a dissociacao de CoRs e a associacao de CoAs.

Outra recente e ainda nao publicada descoberta que também pode revolucionar
o conhecimento sobre TRs, e mesmo outros NRs, ¢ a existéncia de um segundo
sitio de ligagao dos hormonios tireoideanos, verificado através de estruturas cris-
talograficas do LBD do TRa, obtidas pelo grupo do Prof. Dr. Igor Polikarpov
(USP-SC). Ainda nao se sabe se este sitio apresenta importancia funcional, espe-
cialmente porque nao foi possivel determinar experimentalmente sua afinidade.

Por ultimo, mas nao menos importante, é o estudo de mutagoes do TR. Mutagoes
sao utilizadas para melhor entendimento funcional dos dominios e motivos estrutu-
rais de NRs [39, 41, 42, 85, 86]. Além dessa importancia, mutagoes naturais estao
relacionadas a uma doenca hereditaria conhecida como sindrome de resisténcia ao
hormonio tireoideano, caracterizada pela resposta reduzida de diferentes tecidos aos
horménios tireoideanos, apesar das suas concentragoes séricas elevadas [68, 87, 88].
A maioria dos individuos com esta sindrome possui mutacoes no LBD do TRfS.
Pouco se conhece como as mutacoes da RTH alteram a estrutura e a dinamica do

LBD do TRf, ja4 que poucas estruturas cristalograficas foram obtidas.
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2.5 Receptor de estrogénios

A associagao dos hormonios estrogénios aos ERs regula a transcricao de diversos
genes especialmente importantes a vida da mulher, tal como os envolvidos no de-
senvolvimento das caracteristicas sexuais durante a puberdade e no controle da
gestagao, amamentagao e menopausa [89-91]. Existem trés principais tipos de es-
trogénios naturais: estrona (E1), estradiol (E2) e estriol (E3). Suas estruturas
estao representadas na Figura 2.10. Todos eles sao hormonios esteroidais, tal como
a progesterona e a testosterona. A numeracao nas siglas refere-se ao nimero de

hidroxilas existente na molécula.

HO

Figura 2.10. As trés formas de hormonios estrogénio: El, forma mais
abundante na menopausa; E2, forma mais ativa, presente durante os anos repro-
dutivos; E3, forma mais predominante na gravidez.

E2 é o estrogénio mais importante, sendo o hormoénio predominante em termos
de concentracao sérica durante os anos reprodutivos. Durante a gravidez, o E3
passa a ser predominante, enquanto E1 é o mais abundante na menopausa. Inde-
pendente das concentragoes ao longo da vida, E2 é o estrogénio de maior atividade,
tendo cerca de 50 vezes mais afinidade que a estrona e 20 vezes mais que a estriol
[92]. Os estrogénios E1 e E2 sao sintetizados principalmente nos ovérios por aroma-
tases, a partir dos androgénios androstenediona e testosterona, respectivamente.

Os estrogénios sao utilizados em pilulas anticoncepcionais (em conjunto ao
horménio progesterona), dado que estao relacionados com o ciclo menstrual. A
baixa concentracao destes hormonios no corpo é responsavel pelos sintomas de-
sagraddveis da menopausa (osteoporose, insonia, aumento na taxa de colesterol,
ondas de calor, irritabilidade, entre outros). A terapia de reposi¢cdo hormonal

e a complementagao alimentar a base de soja (rica em fitoestrogénios) tém sido
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utilizadas no controle destes sintomas. No entanto, estrogénios estimulam a multi-
plicacao das células do 1itero e da mama e a ingestao continuada destes pode levar
ao aparecimento de cancer [89-91].

O desenvolvimento de farmacos para tratamento de cancer de mama (tal como
o tamoxifeno) baseia-se na sintese de moléculas que se associem ao ER, mas que
tenham atividade repressora (antagonismo), o que acarreta na reducao da mul-
tiplicacao de células tumorais. Por outro lado, no desenvolvimento de farmacos
para tratamento de osteoporose, comum no periodo pdés-menopausa da mulher,
procura-se sintetizar moléculas agonistas (por exemplo, o farmaco raloxifeno), que
estimulem a multiplicacao do tecido dsseo. E de fundamental importancia en-
tender os mecanismos de acao no nivel molecular destes ligantes para o desen-
volvimento de novos farmacos que tenham atividades receptor/tecido-especificas
[46, 49, 91, 93, 94].

Um aspecto inusitado do desenvolvimento de farmacos para ERs sao os cha-
mados moduladores seletivos do receptor de estrogénios (SERM). Eles constituem
uma classe de ligantes capazes de agir tanto como agonistas ou antagonistas, de-
pendendo do tecido em que atuam [49, 91, 93, 94]. Uma das possiveis explicagoes
para tal comportamento pode ser diferencas nas concentracoes predominantes de
CoRs e CoAs nos diferentes tecidos [91, 95], além da localizagao destes nos diversos
compartimentos celulares.

Existem basicamente dois subtipos de ERs, denominadas ERa e ER3. Suas
estruturas tridimensionais sao muito parecidas apesar de haver apenas 47% de iden-
tidade entre as estruturas primarias. Existem apenas dois residuos hidrofilicos no
sitio de ligagao dos ERs, sendo eles localizados nas extremidades da cavidade, tal
como mostra a Figura 2.6. O restante dos residuos do sitio de ligagao é hidrofébico
e extremamente conservado entre os dois subtipos do ER. Existem apenas dois
residuos que se diferenciam no sitio de ligagao: L384 e M421 no ERa sao trocados
por M336 e 1373 no ER[. Estas trocas de residuos levam a pequenas mudancas no
formato e volume da cavidade, o que tem se mostrado suficiente para o desenvol-
vimento de ligantes seletivos [65, 91, 96, 97].

Até pouco tempo atras pouco se conhecia sobre a funcao do subtipo (3. Estudos
recentes téem demonstrado que, na presenca de ligantes considerados agonistas, este

subtipo tem a fungao de reprimir parcialmente alguns genes ativados pelo ERa [98].
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O ERf pode ser assim um importante alvo para desenvolvimento de farmacos, em
especial, para o tratamento de cancer.

O fato do ERfS reprimir a transcricao de genes é intrigante. Isto indica que
mesmo quando associado a ligantes ditos agonistas, de alguma forma o receptor
tem menor interagao com os CoAs. A estrutura cristalografica do ER3 associada a
E2 (cédigo PDB: 30LS) mostra a H12 em posigao fechada, semelhante a observada
em todos os NRs com ligantes agonistas, tal com o ERa. Como entao ERS poderia
inibir a transcrigao?

Uma nova estrutura cristalografica obtida pelo grupo do Prof. Dr. Igor Polikar-
pov poderia responder essa questao. Nesta estrutura, o LBD do ERf ligado ao E2
estd numa conformacao alternativa, que impediria a associacao com CoAs. Porém,
existe a séria possibilidade desta conformacao ter sido induzida pelo empacota-
mento cristalino. Seria esta conformacao estdvel ou um artefato cristalografico?
Simulagdes computacionais envolvendo esta estrutura, de maneira a verificar a es-
tabilidade desta conformagao frente a conhecida estrutura agonista, podem ajudar

a responder esta questao.
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Capitulo 3

Objetivos

Como foi descrito em boa parte do Capitulo anterior, NRs tém sido estudados tanto
para o desenvolvimento de farmacos, como para o entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na execucao de suas fungoes bioldgicas. Esta Tese de Dou-
torado visou contribuir com ambos os aspectos, tendo como objetivos a realizagao

dos seguintes estudos:
1. Contribuir para maior entendimento da importancia de um novo sitio de
ligacao no LBD do TR.

a) Estudar a estrutura e a dindmica do novo sitio de ligagao, através de

simulacoes de MD.

b) Determinar a afinidade (AG de dissocia¢ao) dos hormonios T3 e T4

pelo segundo sitio de ligagao, através de duas metodologias:
b.1) Integragao Termodinamica e o método da Forca Adaptativa.
b.2) Igualdade de Jarzynski e multiplas simulagoes de Dinamica Mole-

cular por Caminho Induzido.

2. Obter um modelo estrutural para o LBD do apo-TR através de simulacoes de

MD guiadas por resultados experimentais de troca de hidrogénio/deutério.

3. Elucidar as razoes moleculares envolvidas nas alteracoes da atividade trans-
cricional de duas mutacoes do TR, M369R e P452L, através de simulagoes
de MD.

25



26 Capitulo 3. Objetivos

4. Determinar a estabilidade relativa (AG conformacional) entre a conformagao
agonista (classica) e a nova conformacao (alternativa) do ER( através de

Integragao Termodinamica e do método da Forga Adaptativa.

A seguir é descrita uma fundamentacao tedrica da dinamica molecular de

proteinas e das técnicas computacionais utilizadas nesta Tese.



Capitulo 4

Dinamica molecular de proteinas

A constatacao de que desnaturacao de uma proteina acarreta também a perda
de sua funcao mostra que a estrutura tridimensional é essencial para que estas
biomoléculas desempenhem seu papel nos processos bioldgicos [16, 17, 99]. As
primeiras duas estruturas de proteina determinadas foram mioglobina e hemoglo-
bina, obtidas por Kendrew [100, 101] e Perutz [102, 103], respectivamente, o que
lhes rendeu o prémio Nobel de Quimica de 1962. Desde entao, o entendimento da
funcao das proteinas em nivel atomico foi revolucionado pela difracao de raios-X,
resultando em um extraordinario aumento dos estudos da relacao estrutura-funcao
[104]. Porém, a visualizagao da estrutura de proteinas pode ser enganosa sugerindo
que uma unica estrutura nativa é a resposta final para o entendimento da funcao.
Para entender completamente as proteinas em ac¢ao, a quarta dimensao, o tempo,
deve ser adicionada as imagens estaticas desta biomolécula.

Nas décadas de 70 e 80, a atividade bioldgica das proteinas comecou a ser
relacionada a sua dinamica molecular e ndo apenas a sua estrutura [105]. Os estu-
dos deste periodo ajudaram a esclarecer a natureza, a cinética e a funcao de suas
flutuacoes estruturais. Como as proteinas sao grandes estruturas densamente agru-
padas, seus movimentos atomicos foram comparados, inicialmente, aos de outros
materiais densos. Flutuacoes pequenas e locais, que ocorrem em tempos curtos
(na ordem de ps a ns), teriam comportamento semelhante ao das moléculas de
um liquido. Em geral, estes movimentos se caracterizam por rotagoes de cadeias

laterais da superficie (ps) ou do interior (ns) da proteina, além do movimento de

27
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loops (ns), sendo as barreiras energéticas envolvidas de até um 1 kgT ¢ (Figura
4.1A) [105, 106].

J& movimentos de maior amplitude e coletivos, que ocorrem contra as forcas
que estabilizam as estruturas nativas e em tempos maiores (de us a ms), foram
comparados aos do estado solido. Eles se caracterizam pelo movimento coletivo
de um grande numero de atomos, tal como os contidos em motivos ou mesmo
dominios inteiros da proteina, com barreiras energéticas de varios kT (Figura
4.1A). De especial importéancia, é na verdade, o forte acoplamento observado entre
deslocamentos locais e coletivos. Acredita-se que este acoplamento pode governar
o carater de muitos processos de ligagao a outras biomoléculas (substratos, hor-
monios, etc.), além de outras transformagoes estruturais essenciais para a fungao
biol6gica [105, 106]. Apesar dos avangos obtidos por essa perspectiva, o estudo de
proteinas nao se limita apenas ao entendimento do comportamento no equilibrio
termodinamico. A dindmica molecular de proteinas (ou de qualquer sistema), de
um ponto de vista mais amplo, pode ser separada em dois tipos de movimentos:
flutuagdes no equilibrio e processos de relaxagdo (ambos podendo envolver movi-
mentos locais e/ou coletivos) [106].

Os processos de relaxacao envolvem alteracoes estruturais de um sistema fora
de equilibrio termodinamico. Nesta condigao, o sistema move-se em direcao ao
equilibrio. Sistemas fora do equilibrio podem ser gerados, por exemplo, por reagoes
quimicas, por alteracoes de temperatura ou de pressao. Além disso, vale salientar
que sistemas vivos estao sempre fora do equilibrio (j& que a condigao de equilibrio
é a morte). Entre os exemplos deste tipo de movimento, destacam-se as alteragoes
durante o enovelamento (processo onde a proteina adquire sua estrutura terciaria
ou quaterndria tipica) e a desnaturacao, além dos movimentos decorrentes da dis-
sociacao e associacao a ligantes ou de reagoes quimicas catalisadas por enzimas
(processos da ordem de ms a s) (Figura 4.1A).

Atualmente, a teoria moderna que fundamenta a dinamica molecular de proteinas
¢ chamada Teoria da Paisagem Energética (Energy Landscape Theory) [107-110].

Curiosamente, esta teoria também se inspirou na comparacao das proteinas com

SkpT é o produto da constante de Boltzmann, kg, e da temperatura, 7. Este produto é
usado na Fisica e na Quimica como um factor de escala para os valores de energia em sistemas
atémico-moleculares, sendo igual a 0,593 kcal.mol~*
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Figura 4.1. (A) Escala de tempo dos principais tipos de movimentos em
proteinas; (B) Exemplo de topografia da superficie de energia potencial de uma
proteina. As conformacoes acessiveis nas condicoes fisiologicas de temperatura e
pressao estao em branco; (C) Um corte da superficie de energia global mostrada em
(B), destacando as principais etapas do enovelamento; (D) Ampliagao da regiao da
superficie contendo os estados enovelados (estado nativo) acessiveis nas condigoes
fisiologicas. Diferentes niveis de energia estao envolvidos com movimentos em
diferentes escalas de tempo.

um dos estados densos da matéria, o estado vitreo [107]. A paisagem energética
de um proteina corresponde a topografia de sua superficie de energia potencial
contendo todos os estados conformacionais acessiveis, desde os estados desenove-
lados até a estrutura nativa (ou melhor, ao conjunto de estruturas acessiveis nas
condigoes fisiolégicas). Em geral, para a grande maioria das proteinas, esta to-
pografia se assemelha a um “funil rugoso” onde cada ponto sobre esta superficie

representa uma conformacao especifica possivel para a proteina (Figuras 4.1B e
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4.1C). Quanto mais préxima a estrutura encontra-se do estado nativo, mais baixas
sao as energias dessas estruturas.

Quanto mais longe do estado nativo, maior o nimero de conformacoes com a
mesma energia e, consequentemente, maior a entropia do sistema. A temperatura
determina quantas conformacgoes desta superficie sao acessiveis e a populacao em
cada um dos estados. Mudangas no volume (logo, na densidade), no meio liquido
(por exemplo, na forga idnica) ou a prépria ligagao as outras moléculas (substratos,
hormonios, cofatores, proteinas, etc.) resultam em alteragoes dessa superficie.
Mutagoes ou outras alteragoes pds-transcricionais também tém este efeito [106,
110, 111]. A regiao da superficie que caracteriza uma proteina enovelada, em
geral, pode ser caracterizada por diferentes niveis de energia, como destacado nas
Figuras 4.1C e 4.1D. Os niveis I, IT e III destacados na Figura 4.1D caracterizam os
estados acessiveis a uma proteina sob condicoes fisiologicas especificas. Um estado
é definido como um minimo na superficie de energia, enquanto que um estado de
transigdo ¢ o maximo entre os pogos de minimo [106, 110, 111].

O nivel III caracteriza poucos estados discretos de uma proteina como, por
exemplo, as conformagdes caracteristicas da proteina livre (A) e as conformagoes
caracteristicas da proteina quando ancorada a um ligante (B). As populagdes dos
estados A e B sao definidas pelas distribuicoes de Boltzmann com base na sua
diferenca em energia livre (AG4p). A barreira entre esses estados determina a
taxa de interconversao, sendo caracterizada por movimentos coletivos e lentos (u
s a ms). Os niveis I e II descrevem flutuagoes mais répidas (ps & ns) entre um
grande nuimero de subestados intimamente relacionados dentro de cada estado do
nivel III. Dado o enorme numero de subestados, estes sao melhor descritos de
maneira estatistica e continua e nao discreta como no nivel III. Os niveis I e II
estao intimamente relacionados a associacao e dissociacao de ligantes, processo em
que é necesséria a difusdo desta biomolécula pelo interior da proteina [106, 108].

Uma mudanga no sistema, como a associacao de um ligante, ird alterar a to-
pografia da superficie, de maneira a deslocar o equilibrio entre os estados A e B,
como exemplificado na Figura 4.1D (alteracao da curva azul escuro para a azul
claro, ou vice-versa). Conclusoes importantes de recentes estudos experimentais
mostram que os estados A e B existem tanto na proteina livre como na ancorada

a um ligante. O ligante pode apenas deslocar o equilibrio na dire¢cao de um dos
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estados, como consequéncia da alteragao da superficie de energia [106, 110, 111].

Abaixo do nivel I, ainda existem outros niveis como os envolvendo vibragoes
das ligagdes covalentes [106, 110, 111]. Acima do nivel III encontram-se os estados
intermediarios e de transi¢do do préprio enovelamento da proteina (Figura 4.1C).
O enovelamento, que pode ocorrer por multiplos caminhos apds a sintese de uma
proteina, sendo espontaneo ou auxiliado por grandes complexos proteicos chama-
dos chaperonas [16, 17, 99]. As caracteristicas afunilada e rugosa da paisagem
energética de proteinas sao atribuidas a pressoes evoluciondarias opostas sobre suas
estruturas primdrias, tais como estabilidade e enovelamento rapido (afunilada) e
flexibilidade para exercer a fungao (rugosa) [109, 110].

A dinamica molecular de uma proteina é assim caracterizada pelo “navegar” da
estrutura sobre sua superficie de energia ao longo do tempo. Apesar do astronomico
niumero de conformagoes possiveis a cadeia polipeptidica, as proteinas se enovelam
e realizam suas fungoes em uma escala de tempo biologicamente possivel e nao
varrendo aleatoriamente as conformagoes (problema conhecido como paradoxo de
Levinthal) [16, 17, 99]. Isso ocorre devido a existéncia de interagoes nao aleatérias,
mas direcionais (efeito hidrofébico, ligagoes de hidrogénio, etc) que acabam por
limitar o espago conformacional realmente acessivel, fazendo com que a proteina
siga por caminhos preferenciais sobre esta superficie de energia.

Grande parte dos estudos atuais envolvendo proteinas encontra-se dentro deste
contexto e faz uso de iniimeros métodos para desvendar as flutuacoes no equilibrio
dentro de um tnico estado ou mesmo entender os caminhos percorridos por parte
de sua paisagem energética. Existem métodos experimentais capazes de acessar
informagao sobre diferentes estados de uma proteina, com resolugao atomica, porém
com apenas informagoes indiretas de sua dinamica . Um exemplo tipico neste
sentido sao os estudos de difracao de raios X ou ressonanica magnética nuclear
de proteinas com e sem ligantes. Outros métodos, tal como as espectroscopias de
dicroismo circular e de fluorescéncia, fazem exatamente o oposto: podem possuir
resolucao temporal da ordem de ns a fs, mas fornecem apenas informacoes espaciais
indiretas (ou seja, de baixa resoluc¢ao atomica) do ponto de vista estrutural [106,
112]. A maioria destes experimentos ¢é realizada obtendo resultados médios de
um grande nimero de proteinas (da ordem do nimero de Avogadro), apesar de

alguns poucos métodos ja possibilitarem o estudo de uma tinica proteina (chamados
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métodos single molecule, tal como os utilizados e associacao com a espectroscopia
de Transferéncia de Energia de Ressonancia Forster) [106, 112, 113].

Dada a complexidade dos sistemas biologicos, os grupos de pesquisa tém optado
por uma abordagem colaborativa e multidisciplinar, tentando explorar a comple-
mentaridade das técnicas experimentais disponiveis junto de estudos funcionais in
viwo, levando esta drea a um novo paradigma: as relacoes entre estrutura-dinamica-
fungao. Além do grande uso de experimentos, tal abordagem tem cada vez mais se
apoiado em métodos tedricos de modelagem molecular onde, entre eles, destaca-se
a técnica conhecida como simulacao de MD. Simulacoes de MD sao a tinica maneira
de obter simultaneamente informagcoes de uma tnica molécula, com alta resolucao
atomico e temporal de uma proteina em solugao aquosa. E feito a seguir uma

descricao sucinta desta técnica.

4.1 Simulacoes de Dinamica Molecular

O primeiro estudo que idealizou e utilizou as simulagoes de MD foi realizado em
1957, por Alder e Wainwright [114]. Durante anos a técnica foi aplicada com
sucesso para o estudo de gases e liquidos [115, 116]. Cerca de vinte anos depois
destas pesquisas pioneiras, esta técnica passou a ser também utilizada para o estudo
de proteinas. Curiosamente, os primeiros artigos ja envolviam temas de pesquisas
até hoje de extrema relevancia, como: enovelamento de proteinas [117], flutuagoes
no equilibrio [118; 119] e associagdo de pequenas moléculas ao sitio de ligagao de
proteinas [120].

Atualmente, as técnicas de simulagdes computacionais por MD sao de uso co-
mum nas ciéncias naturais e nas engenharias, estando consolidadas na literatura
[115, 116, 121-124]. A técnica baseia-se na determinagao do movimento dos dtomos
constituintes do sistema de interesse a partir de conhecimento de uma configuracao
inicial, dos potenciais de interagao e das equagoes de movimento. Além disso, a
correta representacao do sistema em um determinado estado termodinamico exige
uma série de aproximacoes, tal como o uso de condic¢oes periddicas de contorno, so-
mas de Ewald, termostatos, entre outros. A seguir é realizada uma fundamentacao
tedrica suscinta desta técnica, dando énfase em alguns aspectos importantes envol-

vidos nas simulagoes de MD de sistemas proteicos.
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4.1.1 Configuracoes iniciais

Uma das primeiras etapas para simular um sistema de particulas através de MD é
a geragao das configuragoes (coordenadas e velocidades) iniciais que estejam o mais
préximo possivel da representacao de uma configuragao do estado termodinamico
de interesse.

Isso é feito normalmente distribuindo as moléculas do sistema numa “caixa de
simula¢ao”, onde sdo consideradas restrigoes de proximidades (em torno de 2 A,
em liquidos & temperatura ambiente) para que nao ocorra sobreposi¢ao de dtomos,
evitando assim forcas extremamente repulsivas que dificultem a integracao das
equacoes de movimento. Em casos bem simples, como a simulacao de um fluido
isotrépico puro e homogéneo, o procedimento mais usual é colocar N moléculas
em posigoes aleatérias dentro de um volume V, de maneira que as dimensoes da
caixa reproduzam a densidade numérica N/V, correspondente ao sistema real nas
condigoes termodinamicas desejadas [116].

Nos casos de misturas homogéneas ou heterogéneas também ¢é importante que
a caixa seja representativa do sistema macroscopico quanto a concentracao das
espécies presentes. A construcao de caixas de simulacao de sistemas mais com-
plexos, como solucoes de proteinas, nao é possivel sem o conhecimento prévio da
estrutura inicial.

As estruturas tercidarias de uma proteina podem ser obtidas a partir de di-
ferentes técnicas, como cristalografia de proteinas, espectroscopia de ressonanica
magnética nuclear (NMR) e estudos computacionais de modelagem por homologia.
As estruturas determinadas experimentalmente sao divulgadas no PDB, de livre
acesso na internet. Normalmente, na obtencao de proteinas ou dominios grandes,
tais como o LBD dos NRs, utiliza-se as estruturas obtidas por cristalografia de
proteinas, ja que apresentam altas resolucgoes, além de serem as unicas disponiveis
para tais sistemas. As estruturas atomicas completas s6 podem ser obtidas nos ca-
sos em que a proteina apresenta estrutura bem rigida e quando forma cristais bem
ordenados a partir de uma soluc¢ao aquosa saturada [125]. Por outro lado, quando
ha regioes muito moveis, tal como loops muito desordenados e cadeias laterais de
residuos expostos ao solvente, apenas parte da estrutura proteica é determinada

com resolucao satisfatéria. Os atomos de hidrogénio da estrutura que, além da
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alta mobilidade, tém baixa densidade eletronica, também nao sao capturados pela
técnica.

Para a realizacao da MD de proteinas, problemas na estrutura terciaria devem
ser conhecidos e corrigidos da melhor maneira possivel. A falta dos atomos de hi-
drogénio nao é considerado um problema, sendo estes normalmente adicionados de
acordo com a geometria usual dos residuos (distancias, angulos e diedros de minimo
de energia) e das condigoes de pH que se deseja simular. Os loops e cadeias laterais
faltantes podem ser obtidos a partir de uma estrutura de proteina homoéloga a es-
tudada ou serem modelados a partir da estrutura primaria. Conhecida e corrigida
a estrutura terciaria da proteina em estudo, sao adicionadas moléculas do solvente
e contra-ions, de maneira a reproduzir a densidade do estado termodinamico estu-
dado, a concentracao ionica da solucao fisiolégica onde se encontra a proteina e de
manter a eletroneutralidade do sistema.

Além das coordenadas, o método de MD requer velocidades iniciais para todos
os atomos na caixa de simulagao. Uma maneira de obter estas velocidades é atribui-
las de forma aleatoria a todos os atomos, através da distribuicao de Maxwell-
Boltzmann em que a energia cinética do sistema ¢é determinada pela temperatura,
segundo o vinculo

N
§N kgT = } m;v?
2 2

=1

(4.1)

[

em que N é o numero de atomos, kg é a constante de Boltzmann e T' é a tempera-
tura. As variaveis m; e v; correspondem as massas e a velocidade escalar de cada
atomo i, respectivamente [116, 124]. E importante ainda garantir que a soma dos
momentos de todas as particulas do sistema seja um vetor nulo evitando, assim, o

deslocamento da caixa de simulacao.

4.1.2 Potenciais de interacao

A descricao mais exata do movimento e das interacoes entre as particulas de um
sistema atomico viria da resolugao da equagao de Schrodinger dependente do tempo
[116]. A resolugao desta equagao ainda é invidvel computacionalmente para siste-
mas grandes e complexos, tais como os de interesse quimico e biolégico. Problemas

como estes sao em geral tratados por modelos fisicos de fungao potencial mais
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simples. Nestes modelos, as interacoes intra e intermoleculares sao representadas
por potenciais efetivos cldssicos entre dtomos individuais (all-atoms models) ou
entre grupos especificos de atomos (united-atoms models ou Coarse-Grain models)
(116, 124].

Estes potenciais sao dados por uma somatoria de termos que descrevem as
interagoes entre pares de dtomos ligados (V%) e nao ligados (V") covalente-
mente, sendo conhecidos no conjunto como campo de forca. A seguir, é mostrado,

como exemplo, os tipicos potenciais utilizados em campo de forca classico:
Vtotal Vzntra + Vznter (4 2)
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O primeiro e segundo termos na Equagao 4.3 representam potenciais harmonicos
de estiramento (V") e de deformagio angular (V) de ligagoes covalentes, en-
quanto o terceiro termo corresponde aos potenciais de torcao diedral (V4€d). As
interacoes entre pares atomicos nao diretamente ligados na molécula, bem como
entre atomos em moléculas distintas sao descritas pela soma de potenciais de
Lennard-Jones e de Coulomb (Equacao 4.4). O primeiro representa bem as in-
teragoes repulsivas e dispersivas (V17), de curto alcance, e o tltimo as interacoes
eletrostaticas (V¢¢), segundo cargas parciais pré-determinadas.

Estas cargas e todos os outros parametros constantes destes potenciais, tal
como distancia de equilibrio entre dois atomos (1) e constante de forga eldstica

de estiramento (K, s@o calibrados de maneira a reproduzir algumas propriedades



36 Capitulo 4. Dindmica molecular de proteinas

do sistema em estudo. No campo de forca. CHARMM [126, 127], por exemplo,
K, e 1y sdo obtidos através de informagoes experimentais (como Espectroscopia
no Infravermelho e Raman) e, principalmente, de informagoes geradas em calculos
quanticos de pequenas moléculas que, em geral, representam grupos de moléculas
maiores (tal como cadeias laterais de um residuo de aminoacido de uma proteina).
O processo de obtencao destes parametros é conhecido como parametrizacao, sendo
diferente para cada campo de forca. Existem diversos potenciais efetivos classicos
e parametros ja desenvolvidos especificamente para proteinas, sendo OPLS [128,
129], GROMOS96 [130], CHARMM e AMBER [131] os mais utilizados.

Vale destacar que apesar de os campos de forca serem potenciais efetivos sim-
ples, em muitos casos eles possibilitam melhor representacao de propriedades ma-
croscopicas que célculos quanticos [132]. Apesar disso, sua aplicabilidade é limi-
tada apenas para sistemas onde nao ocorram a quebra e/ou formacao de ligagoes
quimicas ou ainda grandes alteracoes na polarizagao da densidade eletronica das

moléculas.

4.1.3 Equacoes de movimento

Uma vez geradas as configuragoes iniciais e definidos os potenciais de interacao
a serem utilizados, o principio das simulacoes de MD através de uma descricao
de mecanica classica é bem simples e formalmente tao correto quanto a mecanica
quantica, uma vez que a maioria dos atomos tém massa relativamente pesada’
e que as propriedades do sistema em estudo sejam governadas por processos que
envolvem energias da ordem de kgT', sem ocorrerem reagoes quimicas ou transicoes
eletronicas [116].

Dado um conjunto de coordenadas para todos os atomos do sistema, é possivel
calcular as forcas que atuam sobre cada um deles pelas equagoes que descrevem
os potenciais de interagdo, onde Fi(t) = —V, V@l (t). De acordo com a segunda

lei de Newton, podemos calcular as aceleragbes (@) de cada dtomo, a partir dos

"Isso ndo é verdade para uma descricdo satisfatéria das vibracoes de ligacoes envolvendo o
atomo de hidrogénio. Esta é uma das razoes pelo qual, usualmente, sao consideradas-se rigidas
as distancias e angulos de ligacao envolvendo este dtomo nas simulagoes
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potenciais de interacio (V) ¢ da massa (m), através da Equacao 4.5.
— YVl () = madj(t). (4.5)

Com um conjunto definido de coordenadas (7;(t)), velocidades (v;(t)) e ace-
leragoes (d;(t)) iniciais para cada particula (subscrito i), é possivel determinar as
configuragoes no instante seguinte, t 4+ 0t. Existem varios métodos de integracao
das equacgoes de movimento adequados para obtencao destas novas configuragoes,
sendo o mais utilizado o algoritmo Velocity-Verlet [133-135]. Neste algoritmo, as
novas posigoes (7(t + 0t)) sao determinadas pela Equagao 4.6.

- 2
Rt + 6t) = 7(t) + w8yt + 2D

(4.6)
A partir das novas coordenadas (7;(t+dt)), novas aceleragdes (a;(t+dt)) podem
ser obtidas pela Equagao 4.5. Das novas coordenadas e aceleragoes, é possivel obter

novas velocidades (v;(t + 0t)) através da Equagao 4.7.

a;(t) + a;(t + ot)]ot
2

v;(t + ot) = vi(t) + (4.7)

Obtidas as novas coordenadas, velocidades e aceleracoes, é possivel reiniciar o
ciclo [115, 116, 124]. A repeticao deste procedimento leva & obtengao da trajetéria
de todas as particulas do sistema ao longo do tempo. Tanto os erros de truncagem?®,
como os de arredondamento’ sao reduzidos com a reducao do §t. Entretanto,
a reducao de 0t também aumenta o custo computacional, sendo necessario um
compromisso deste com exatidao do resultado obtido. Em geral, valores de 6t de

0,5 & 2,0 fs sao os mais utilizados neste compromisso.

8Erros de truncagem estdo relacionados a exatiddo do método de integracio das equacdes de
movimento utilizado, que sao baseados em expansoes em séries de Taylor truncadas. Eles sao
assim intrinsecos do algoritmo utilizado. No caso do algoritmo Velocity- Verlet, tais erros sao da
ordem de O(t%).

9Erros de arredondamento estdo relacionados com implementacdo particular do algoritmo e
com a compilagao utilizada.
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4.1.4 Condicoes periddicas de contorno, raio de corte e soma
de Ewald

Com tudo o que foi descrito até aqui ja seria possivel, em teoria, realizar a simulacao
de MD de um sistema atomico de vérias particulas, até mesmo da ordem do niimero
de Avogadro (6,023 x 10?%), durante o tempo que se quisesse. Todavia, limitacoes
computacionais nao permitem isso, sendo necessario impor limitagoes espaciais (nas
dimensoes da caixa de simulagao), temporais (no tamanho da trajetéria obtida) e
aproximacoes para representacao do sistema no estado termodinamico de interesse.

Do ponto de vista pratico, para simular um sistema através de MD, inicialmente
é preciso criar uma caixa de simulagao que encerre um ntmero de moléculas N que
varia entre 102 e 107 4tomos, dependendo do problema a ser estudado e dos recursos
computacionais disponiveis ao grupo de pesquisa. Sao nimeros muito pequenos se
comparados as amostras que sao analisadas em laboratério. Com isso, a presenca
de moléculas nas fronteiras da caixa é bastante significativa. Em termos do niimero
médio de interagoes, as particulas nos limites da caixa de simulagao sao distintas das
particulas cercadas por outras, no seu interior. Assim, quando se deseja conhecer
as propriedades no seio de uma amostra, algumas técnicas especificas devem ser
aplicadas.

Condigoes periddicas de contorno sao frequentemente empregadas para eliminar
os efeitos de superficie. A caixa de simulagao é envolta por copias idénticas em to-
das as dire¢oes, infinitamente, formando um sistema que, embora periédico, tenda
ao limite termodinamico. As particulas nas réplicas se movimentam de maneira
igual a célula original. Nao existem barreiras nas fronteiras das células e, portanto,
nao ha moléculas na superficie [116, 124].

O célculo de interacoes entre atomos é a parte mais cara de simulagoes de MD.
A principio, é preciso incluir todas as interagoes entre uma dada molécula na caixa
de simulacao com todas as demais, inclusive nas réplicas ao redor. Isto implicaria
em um numero infinito de termos, o que seria de impossivel resolucao na pratica.
Se as forgas envolvidas forem de curto alcance, pode ser aplicada a convengao da
imagem minima. Considera-se que determinada molécula ocupa a posicao central
em uma regiao de mesmo tamanho e forma da caixa de simulacao. Esta molécula

interage apenas com as N — 1 demais moléculas situadas no interior desta regiao.
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Para reduzir ainda mais o custo computacional da simulacao, emprega-se também
a aproximacao do raio de corte esférico (chamado de cutoff). Isto é, o potencial
decai a zero quando a distancia entre os pares é maior que o raio de corte pré-
estabelecido. E preciso que este seja grande o suficiente para nao introduzir erros
significativos, mas nao maior do que metade do lado da caixa de simulacao, por
consisténcia com a convencao da imagem minima. A Figura 4.2 mostra uma re-
presentacao bidimensional de um sistema periddico, esquematizando a aplicacao
da convencao da imagem minima e de um raio de corte para as interagoes de curto

alcance.
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Figura 4.2. Representagao de um sistema periddico bidimensional. As
particulas podem entrar ou sair de cada caixa atravessando qualquer um dos lados.
Na caixa central destaca-se a condi¢ao da imagem minima (quadrado tracejado) e o
raio de corte (circunferéncia tracejada) em relagao ao dtomo de uma das moléculas.

Para o tratamento de interagoes de longo alcance, como as interacgoes coulombicas,
a imposicao de um raio de corte é problematica, especialmente em liquidos associ-
ativos, como solucoes aquosas. Uma opcao muito empregada ¢ a substituicao das
forcas de interacao entre pares por uma forca efetiva, segundo o método de soma
de Ewald. Neste método, sao calculadas as interacoes de cada particula com todas

as outras da caixa de simulagao e com todas as imagens em um sistema periddico
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infinito. A Equacao 4.8

[e's) N
vzlz<z%%). (4.8)
2 n i 47r50|7“z-j+n|
mostra a soma sobre n que abrange todas as células cibicas, n = (n,L,n,L,n,L)
(sendo L a dimensao de uma caixa ciibica), excluindo aquela em que i = j quando
L =0. A medida que os termos vao sendo adicionados, o sistema tende, no infinito,
a ser quase esférico. No método de soma de Ewald, a somatoria das imagens des-
crita pela Equacao 4.8 é reorganizada em camadas esféricas concéntricas, podendo
ser resolvida desde que o sistema seja eletricamente neutro. Para o conhecimento

mais aprofundado do tema, remete-se o leitor as referéncias [115, 122, 124].

4.1.5 Escolha do ensemble

Para especificar as condigoes termodinamicas sob as quais a “experiéncia”’ no com-
putador é executada, alguns parametros macroscopicos podem ser mantidos cons-
tantes, como temperatura, T', pressao, P, volume, V', nimero de particulas, N, e
potencial quimico p. Sendo a simulagao uma amostragem ampla de configuragoes
do sistema, conjuntos desses parametros definem diferentes ensembles.

A trajetéria gerada apenas pelas Equagoes 4.5, 4.7 e 4.6 descreve um sistema
conservativo, o que sem mudancas de concentragao dos componentes corresponde
ao ensemble NV E (ou microcanonico - numero de particulas, volume e energia total
do sistema sdo mantidos constantes). Uma simulagao neste ensemble corresponde
a um processo adiabatico totalmente reversivel, sem troca de calor com o meio
externo. Assim, o sistema evolui no tempo com variacoes de energia potencial e
cinética, mas mantém-se a energia total conservada.

Entretanto, para que a energia E corresponda ao estado termodinamico de
interesse, é necessario termalizar (ou equilibrar) o sistema com simulagdes preli-
minares com ajuste de temperatura no ensemble canonico, NV'T', ou no ensemble
isotérmico-isobarico, N PT. Neste ultimo, além de um termostato, acopla-se um
barostato a simulacao. Além da equilibracao, o ensemble N PT tem ampla aplica-
bilidade, uma vez que a maioria dos processos quimicos e bioldgicos sao estudados

experimentalmente sob pressao e temperatura constantes. Existem varios algorit-
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mos para o controle da temperatura e/ou da pressao, sendo os mais utilizados o
de Berendsen, Nése-Hoover e Langevin [115, 121-124].

4.1.6 Calculo de propriedades

Terminada uma simulacao, dispoe-se de um conjunto de coordenadas (e velocida-
des, caso tenham sido armazenadas) que representam a evolugao temporal do sis-
tema, nas condicoes termodinamicas que se deseja representar. A partir da média
temporal de uma grandeza calculada ao longo de uma trajetoria de MD suficiente-
mente extensa é possivel obter varias propriedades microscépicas e macroscopicas
do sistema.

Na pratica, isso s6 pode ser feito para sistemas simples ou para propriedades
que convergem rapidamente. Nas simulagoes de MD de equilibrio envolvendo sis-
temas proteicos, as trajetorias obtidas usualmente limitam-se ao calculo de médias
e flutuacoes de propriedades estruturais e dinamicas microscopicas de um deter-
minado estado do sistema, tal como a proteina enovelada. Entre estas propri-
edades, é usual o calculo do raio de giragao, conteudo da estrutura secundaria,
solvatagao e, especialmente, da raiz do deslocamento médio quadrético (RMSD,
para root mean square deviation) dos atomos do sistema. O RMSD é comumente
utilizado em proteinas como uma medida da mobilidade dos dtomos (se calculado
em rela¢do a média estrutural) ou ainda com uma medida das diferengas estrutu-
rais em relagao a uma referéncia especifica [116]. Além destas propriedades, varios
outros parametros geométricos e energéticos relacionados ao problema particular
em estudo sao utilizados, como distancias, angulos e energia de interacao entre
grupos de atomos.

Para o célculo de propriedades termodinamicas (macroscépicas) seriam ne-
cessarias trajetorias envolvendo escalas de tempo de us a s (dependo da proteina
em estudo), logo, muito longas para a atual capacidade computacional dos grupos
de pesquisa. Do ponto de vista da Teoria da Paisagem Energética de proteinas, isto
seria equivalente a obter todas as conformacoes da superficie de energia que sejam
acessiveis a uma dada condigao de temperatura e pressao. Nestes casos, em geral é
necessario o uso de uma série de novas metodologias para aumentar a amostragem,

além do atual limite computacional das simulag¢oes de MD tradicionais [124, 136].
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A diferenca de energia livre de Gibbs (AG) ao longo de um processo é uma das
propriedades em que se necessita uma amostragem ampliada do espaco de fase,

sendo este tema descrito a seguir.

4.2 Calculos tedricos de diferencas de Energia Livre

Como seria possivel prever se um hormonio liga-se a determinado sitio de seu recep-
tor? Ou ainda, como saber qual conformacao de uma proteina seria mais estavel?
Se a variacao da entropia é o conceito basico da termodinamica para o entendi-
mento do sentido das mudancas espontaneas entre dois estados num sistema, a
variagao da energia livre (AG para ensemble N PT) poderia ser considerada o con-
ceito “pratico”, que permite obter experimental ou teoricamente estas respostas.
Durante qualquer graduacao em ciéncias naturais e engenharias, é mostrado na
termodinamica classica algumas maneiras de obter AG entre dois estados, umas
mais uteis que outras dependendo do sistema estudado. Para uma transformacao
que nao envolva expansao ou compressao volumétricas do sistema, é possivel de-
monstrar que AG é igual trabalho (1¥) para transformar um estado (£0) em outro
(€1), desde que este seja feito através de um processo reversivel [137, 138], como

expresso pela Equacao 4.9.

AG =W, = /f zl Fdé (4.9)

As questoes levantadas no inicio do paragrafo anterior sao exemplos de processos
que podem ocorrer através de trabalhos nao expansivos (sem varia¢ao de volume).
Um exemplo tedrico de aplicacao direta da equacao 4.9 é o calculo do AG para
afastar duas particulas no vicuo (ou em solvente implicito). Isto pode ser feito
calculando-se o trabalho reversivel analiticamente, ao igualar a forca F ao valor
negativo da derivada do potencial de interacao entre as particulas na Equacao 4.9.
Para sistemas mais complexos, como liquidos e solugoes de biomoléculas, nao
existe maneira analitica de obter F'. Uma possibilidade numérica seria através de
simulagoes de MD adaptadas para amostrar a F ao longo da coordenada de reagao

¢ (que se refere a um dos possiveis “caminhos” que leva de um estado a outro). De

fato, ja existem metodologias baseadas em formalismos similares a Equacao 4.9,
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umas mais adaptadas que outras ao problema que se deseja estudar [136].

Para os objetivos desta Tese, onde se buscou obter o AG em problemas onde
nao existe qualquer dado experimental de referéncia (que podem ser utilizados para
calibragao de algumas metodologias [139]), dois novos conjuntos de métodos tém se
destacado: método da Forca Adaptativa [140-143] e os métodos de nao-equilibrio
baseados na igualdade de Jarzynski [144, 145] e nas simulagdes de MD por Cami-
nho Induzido [33, 146-148]. Apesar de basearem-se em concepgoes tedricas bem
distintas, ambas podem ser consideradas maneiras de obter o trabalho da trans-
formagcao entre dois estados e relaciona-lo a AG, tal como o descrito na Equagao

4.9. A seguir, apresenta-se uma descrigao sucinta de ambos os métodos.

4.2.1 Integracao Termodinamica e o Método da Forga
Adaptativa

O método da Forga Adaptativa (ABF, tradugao livre de Adaptative Biasing Force)
faz parte do conjunto de métodos conhecidos como integragao termodinamica (T1,
Thermodynamic Integration), onde AG é obtido pela integracao da derivada de G

em funcdo de uma coordenada de reagao £ [136],

150G

AG = G(&) — G(&) = 0 OF (4.10)

onde 6G/5¢ é obtido pela derivada da fungao de particao cldssica por £'°) que

oG OH
s (o) )

onde H se refere a hamiltoniana do sistema. O subscrito £ do lado direito da

resulta em

Equagao 4.11 é colocado para frisar que a média da derivada de H do sistema em
fungdo de § ((6H/dE),) ¢ calculada para cada valor de £ fixo e ndo entre todos
os valores de ¢ da coordenada de reacao. Em processos onde nao ha mudancas
de massa e de temperatura, a média (§H /) ¢ refere-se a média da derivada da

energia potencial V' em fungio de £ ({(6V/6€),), dado que a média da derivada da

10Uma descrigao formal pode ser encontrada em [136]
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energia cinética em fungao de & ({(0K/0€),) é zero''. A média (5V/6§), é expressa
aproximadamente pela for¢a média exercida pelo meio (<P_’;i5t>£) em cada ponto &

da coordenada de reacao (Equagao 4.12).

(), (5e) (%),

Do ponto de vista pratico, os valores de <Fsist>£ sao amostrados sob varios pe-

2

(Fuist), (4.12)

quenos intervalos A¢ finitos. A diferenca do método ABF frente a outros métodos
baseados em TI é que a forca aplicada (FABF) para levar os sistemas de &, a &, a
fim de superar as barreiras de energia livre do processo, é definida em termos da

prépria forca média, como mostrado na Equacao 4.13.
ﬁABF - Rﬁ(”? Namost)(_ <ﬁsist> VE€> (413)

A forca Fupr (somada ao restante das forcas na Equacdo 4.5) garante que no
intervalo centrado sobre cada A&, a forca média atuando ao longo da coordenada
de reagao tenda a zero, ja que ela é contraria a forca gerada pelo potencial do
sistema (— <ﬁ8ist>), mas na direcao da coordenada de reagao (V¢€). A evolugao
do sistema ao longo de £ é, portanto, regida principalmente por suas propriedades
de autodifusao. Isso faz com que o método ABF nao seja caracterizado como uma
simulagao de MD com vinculos, op¢cao normalmente utilizada em outros métodos
de TI, o que facilita a convergéncia do AG obtido [136].

A funcao R¢(n, Nomost) da Equagdo 4.13 controla o nimero minimo de passos
em que o sistema permanecera em cada A& sem a completa aplicacao de Fagp. Se o
nimero de passos de simulagao (n) em determinado A¢ for menor ou igual ao valor
de Numost (parametro arbitrario definido no inicio da simulac@o), Re(n, Namost) =
1/ (1, Namost). Se n for maior que Nypmost, €ntdo Re(n, Ngmost) = 1. Dessa forma,
a escolha do parametro Ng,.s definird a amostragem minima em cada A¢. Estas
caracteristicas da funcao Re(n, Naymost) Permitem que a ﬁsist seja amostrada por
mais tempo nas regides importantes da coordenada de reagao (por exemplo, um

ligante no sitio de ligagao), onde <ﬁsist> manteria o sistema naturalmente preso

1 Nos casos onde ocorre mudanca de temperatura, o termo cinético da Equacdo 4.12 é exato,
dado que pode ser obtido analiticamente na fun¢ao de particao classica.



4.2. Calculos tedricos de diferencas de Energia Livre 45

em determinada . Nas regioes onde <ﬁ3ist> ¢ nulo (por exemplo, um ligante no
seio da solucdo), o sistema se movera difusivamente, sem necessidade de esperar a
aplicagao F apr. Desta forma, uma das vantagens do método ABF frente a outras
metodologias é a possibilidade da realizacao de uma amostragem nao uniforme da

coordenada de reagao, privilegiando as regioes onde <F5ist> possui valor alto.

4.2.2 Igualdade de Jarzynski e as Simulacées de Dinamica

Molecular por Caminho Induzido

Apés a introdugao da igualdade de Jarzynski (JE, Jarzynski equality) [136, 144,
145], o campo dos métodos tedricos de célculo de energia livre estendeu-se as
simulagoes computacionais fora do equilibrio. A igualdade de Jarzynski relaciona o
AG com a média exponencial de um conjunto qualquer de trabalhos (W) realizados
para a transformacao entre dois estados de equilibrio de um sistema, de acordo com
a Equacao 4.14 (onde = 1/kgT).

e P8¢ = (W) (4.14)

O conjunto de trabalhos pode ser obtido por meio de processos irreversiveis
(fora do equilibrio) ou por um processo reversivel (equilibrio), sendo a Equacao 4.9
um caso particular de JE. Computacionalmente, isto em geral é feito através do uso
de multiplas Simulag¢oes de MD por Caminho Induzido (tradugao livre de Steered
Molecular Dynamics, SMD) [33, 146-148]. Esta técnica consiste basicamente na
aplicacao de uma forca a um conjunto de atomos da simulacao de modo a acelerar
um determinado processo ou mecanismo de interesse de maneira controlada. Esta

—

forga externa (F.,;) aplicada nas simulagoes de SMD tem a forma da Equacao 4.15,
ﬁemt(tv A@ = k(Ut - A_E) (415)

sendo k uma constante (similar a uma constante eldstica de mola), U a velocidade
de aplicacao da forga e A_E o vetor deslocamento da coordenada de reacao, sendo
puxado em relagao a sua posicao inicial. A direcao da forca F..; é definida pelo @
com base no caminho sendo analisado. A direcao e magnitude da velocidade, bem

como a constante de forga k, sao parametros constantes que podem ser ajustados.
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A forca ﬁext possui a interessante propriedade de estar, em todo instante de tempo,
sendo modulada pela resisténcia que o meio exerce sobre o movimento, por exemplo,
ao ligante ao ser puxado do seu receptor para o solvente. Quando o ligante se
desloca facilmente, o termo A}“ aumenta rapidamente, diminuindo a ﬁext aplicada.
Por outro lado, se o ligante nao esta se deslocando facilmente ao longo do caminho
escolhido (digamos, devido a fortes interagdes com a proteina), o termo 0t garante
que ﬁext aumente até que resisténcias sejam vencidas e o ligante se mova. Isto
promove aumento de 55 e a consequente diminuicao de ﬁm.

A partir de diferentes configuragoes iniciais, um conjunto de trabalhos W pode
ser gerado através de simulagoes SMD, sendo possivel obter diretamente AG a

partir do logaritmo natural da Equacao 4.14
AG=-p"In(e"). (4.16)

O valor obtido do AG através da Equacao 4.16 pode apresentar erros de arre-
dondamento ao se realizar o calculo numérico da média <e’f8W>. Uma maneira de
evitar estes erros seria utilizar uma expansao em série de Taylor do In <e*ﬂw>, que
resulta na abordagem de cumulantes para o célculo AG através da igualdade de

Jarzynski (Equagao 4.17).

w2 — (w)*

AG = (W) -3 5

+O(W?) + ... (4.17)

Caso o conjunto de trabalhos siga uma distribuicao gaussiana, todos os cumu-
lantes de ordem maior que O(W?) serdo iguais a zero, sendo apenas necessario
o caleulo da média (W) e do termo (W?2) — (W)? que se refere a varidncia dos
trabalhos obtidos (0,,%). Nestes casos, além de reduzir os erros de arredondamento
em relacao a abordagem exponencial, a abordagem de cumulantes possibilita veri-
ficar o quao préximos de um regime reversivel estao os processos de transformagao
fora do equilibrio de &, em &;, possibilitando, assim, uma interpretagao direta dos
resultados obtidos.

Sendo grande o valor F,,; aplicada nas simulacoes de SMD, mais rapido sera a
transformacao &, — &;. Consequentemente, maior sera a dispersao dos valores de

W e consequentemente, maior serd a média (W), de maneira a manter a igualdade
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de Jarzynski. J4 numa transformacao realizada bem lentamente, ou seja, com valor
de F,.; pequeno, o AG serd cada vez mais préximo de (W), sendo o,% cada vez
menor. Numa transformagao infinitamente lenta, o AG serd igual a (W), sendo
esta média o préprio W,.,, previsto pela termodinamica classica de equilibrio na
Equagao 4.9.

As vantagens de usar método JE/SMD para obter o AG sao: o método e
as andlises realizadas sao mais simples e faceis de entender quando comparados
a métodos de equilibrio; o método realiza uma amostragem uniforme de todos
os pontos da coordenada de reac¢do [147]. Do ponto de vista pratico, a escolha
de qual método é mais adequado depende do problema em estudo. No caso do
método JE/SMD, a escolha do conjunto de parametros que definem os trabalhos
realizados (que envolve ¥ e k) deve ser feita de maneira a acelerar a convergéncia
do valor de AG, o que implica em compromisso entre o custo computacional e a
obtencao de um conjunto de trabalhos com média o mais proxima possivel de um

Wiew, de baixa dispersao e que, se possivel, siga uma distribui¢do gaussiana [136].

4.3 Métodos e parametros utilizados nas simulagoes

Nesta secao, serao descritos os métodos e parametros utilizados nas simulagoes de
MD (convencionais e para célculo do AG), tal como detalhes da construgao dos
sistemas e das simulagoes, descricao das etapas de minimizagao de energia, campo
de forca utilizado, entre outros. Aspectos da metodologia especificamente relacio-

nados aos problemas em estudo serao descritos junto dos capitulos de resultados.

Construcao dos sistemas

Em uma primeira etapa, construiu-se caixas de simulacoes com estrutura do LBD
dos NRs estudados. Nos casos com algum residuo ou loop faltante, este foi recons-
truido a partir de outra estrutura cristalografica contendo o mesmo receptor ou
um homdlogo mais préximo (em geral um subtipo do NR em estudo). Para isso,
as estruturas dos LBDs foram alinhadas e as coordenadas atomicas do loop adi-
cionadas ao PDB utilizado. Todas as moléculas de dgua ja contidas na estrutura
cristalografica (chamadas comumente de “dguas estruturais”) foram mantidas com

a proteina.
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Todos os atomos de hidrogénio do sistema foram adicionados usando o programa
psfgen do pacote NAMD [149]. Os residuos bésicos (R e K) e acidos (D e E) da
proteina foram considerados na forma carregada, predominante no pH fisiolégico
(7,4), com excecao das histidinas consideradas neutras nestas condigoes. Isto foi
conferido através do cdlculo do pKa dos grupos ionizaveis, através dos servidores
H++ [150] e PROPKA [151]. Adicionados os dtomos de hidrogénio e loops, foi
construida a caixa de simulacdo através do programa Packmol [152]. O LBD e
as aguas estruturais foi entao solvatados por cerca de 16.000 moléculas de agua,
numa caixa ctbica de aproximadamente 80 A de lado. O tamanho da caixa e a
quantidade de moléculas de agua foi definida de maneira a reproduzir a densidade
de 1,04 g/mL'? e de existir, em torno de trés camadas de solvatagao em volta
da proteina, no minimo. Também foram adicionados fons sédio e cloreto para
manter a eletroneutralidade do sistema e concentracao ionica semelhante a do meio
fisiolégico'®. Cada sistema contém de 54.000 a 60.000 dtomos.

Para a construcao dos sistemas contendo mutagdes (como os sistemas do capitulo
7 ou em loops reconstruidos), foi utilizada a caixa de simulagdo da estrutura na-
tiva ja pronta, sendo substituida a cadeia lateral do residuo a ser mutado e, se
necessario, adicionado ou retirado um fon de carga oposta ao residuo mutado, de
maneira a manter a eletroneutralidade. A cadeia lateral foi trocada através do
programa psfgen, enquanto no caso de adigao de um contra-ion, uma molécula de
agua foi substituida manualmente.

Com as caixas de simulacao prontas, foi necessaria a realizagao de uma mini-
mizagao de energia, de maneira a evitar “maus contatos” (forgas extremamente
repulsivas) no inicio das simula¢oes de MD e promover a formagao das ligagoes de
hidrogénio possiveis no sistema. A minimizacao classica de energia foi efetuada

através do seguinte esquema:

1. Primeira minimizagao: 700 passos de minimizacao, onde sao mantidas as
posigoes fixas de toda proteina, exceto as regides que foram modeladas (loop,

mutagao e regido a sua volta) e solvente (as moléculas de dgua e os fons);

120 valor de densidade foi determinado em simulacdes prévias de uma solucio aquosa contendo
LBD do TRS e contraions a 298 K e 1 bar.
13A concentracao de sédio e cloro nos fluidos fisiolégicos é da ordem de 0,15 mol.L~! [16].
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2. Segunda minimizagao: 500 passos de minimizac¢ao, onde apenas o backbone
da proteina é mantido fixo. Cadeias laterais, solvente e regioes modeladas

(incluindo neste caso o backbone) estao livres.

3. Terceira minimizacgao: 300 passos de minimizacao, com todo sistema livre.

Este esquema permitiu a retirada de “maus contatos” locais, em especial nos
estudos envolvendo mutagoes, sem levar grandes alteracoes no restante da proteina.

Foi utilizado para a minimizagao o método dos gradientes conjugados do programa
NAMD.

Simulacoes de MD

Todas as simulagoes de MD foram feitas usando o programa NAMD, sendo realiza-
das no ensemble NPT (298 K e 1 bar). A temperatura foi controlada com o banho
térmico de Langevin, adotando um coeficiente de friccao de 5 ps~. A pressao foi
mantida constante com o algoritmo de Nosé-Hoover, com flutuacao do pistao por
dinamica de Langevin. O periodo de oscilacao e o tempo de decaimento do pistao
foram de 200 fs e 100 fs, respectivamente.

Todos os atomos foram considerados explicitamente, utilizando o campo de
forcas CHARMM para a proteina e TIP3P para a dgua. Foi estabelecido o raio de
corte de 14 A para as interacdes de curto alcance, enquanto as interacoes coulémbicas
foram tratadas com somas de Ewald através do método Particle Mesh Fwald
(PME). As ligacoes covalentes envolvendo atomos de hidrogénio da proteina e li-
gantes foram consideradas rigidas. As moléculas de dgua tiveram tanto as ligagoes
covalente como o angulo HOH mantidos rigidos. Para a integracao das equagoes
de movimento foi utilizado o algoritmo Velocity- Verlet e passo de simulagao de 6t
igual a 2 fs, sendo as coordenadas da simulacao salvas a cada 1 ps.

Os primeiros passos de uma simulacao de MD constituem o que se denomina
fase de equilibracao, um periodo onde as propriedades do sistema nao se mantém
constantes. A fase posterior a de equilibracao pode ser chamada fase de producao,
onde de fato s@ao coletados os resultados. A duracao da fase de equilibragao é
variavel e depende do sistema em estudo. Utilizou-se a variacao temporal de pro-
priedades estruturais (como Raio de Gira¢do e RMSD em relacdo a estrutura cris-

talogréfica) com objetivo de verificar a relaxagao e estabilidade dos LBDs ao longo
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da simulacao. Em geral, foram necessarios de 2 a 5 ns de tempo de simulacao
para a equilibracao dos sistemas, sendo esta efetuada apds a terceira etapa de
minimizagao.

Todas as andlises realizadas foram feitas através do programa VMD [153] e,
principalmente, de programas desenvolvidos no grupo em linguagem Fortran. Os
resultados foram dispostos na forma de gréficos, mostrando a variagao temporal
da propriedade, distribuicoes de frequéncias ou ainda médias e desvios globais.
Sempre que possivel, os resultados também foram mostrados na forma de figuras

da estrutura atomico dos sistemas.



Capitulo 5

O novo sitio de ligacao do TR

NRs podem ser considerados alvos ideais para o desenvolvimento de farmacos,
tanto pelas caracteristicas dos hormonios a que se associam (pequenas moléculas
organicas) como por sua fungao bioldgica, que é regular a transcricao de genes
envolvidos em uma grande variedade de processos metabdlicos, muitos deles relaci-
onados a doengas [6]. Outra caracteristica que se sobressai nos NRs neste contexto
sao eles possuirem como sitio de ligacao uma cavidade hidrofébica interna, quase
completamente fechada apods a associacao de, em geral, um tnico ligante. Tais ca-
racteristicas diferenciam os NRs de varias outras proteinas e enzimas que possuem
sitios de ligagdo mais externos, na superficie exposta ao solvente.

Apesar da maioria das estruturas cristalograficas de NRs mostrarem estas carac-
teristicas, novos estudos tém levantado a hipotese de, na verdade, existirem outros
sitios de ligagao. Foi verificado, por exemplo, na estrutura cristalografica do LBD
do ERf ligado ao hidroxitamoxifeno a presenca de dois ligantes: um presente na
cavidade hidrofébica consensual e outro em um segundo sitio na superficie do LBD,
numa regiao que se sobrepoe com o sulco de reconhecimento de CoAs [154]. Este
segundo sitio de ligacao foi anteriormente proposto em estudos de sedimentacao,
que demonstraram que, apesar da alta afinidade do receptor, o total de hidroxi-
tamoxifeno ligado é quase o dobro do estradiol [155]. Foi proposto que o sitio de
ligacao classico, de alta afinidade, era responsavel pela atividade agonista deste
ligante, enquanto o sitio secundario, de baixa afinidade, seria responsavel por sua

acdo antagonista [156].

51
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Figura 5.1. Estruturas do LBD do TRa com ligantes no segundo sitio:
(A) T3 e (B) T4. Sao destacados os principais residuos polares que interagem
com os hormonios tireoideanos no segundo sitio: D328, E339, Q342 e R375. Os
residuos E339 e D328 apresentam dupla conformacao nas estruturas. O primeiro
sitio (cavidade hidrofébica classica) de ambas as estruturas contém o hormonio T3.

Curiosamente, um segundo sitio de ligacao também foi identificado no LBD do
VDR. Resultados de modelagem molecular propuseram que este novo sitio poderia
explicar como este receptor e, possivelmente também os ERs, podem ter fungoes
genémicas e nao-genoémicas [157]. Para os PPARs, a presenca de mais de um
ligante ligado ao LBD ja foi claramente demonstrado por estudos de cristalografia
[30, 31]. No entanto, o ancoramento dos ligantes adicionais ocorre numa extensao

da grande cavidade hidrofébica dos PPARs e nao em outro sitio de ligagao. Uma
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excecao é o PPAR~y associado ao acido ajulémico. A estrutura cristalografica deste
complexo mostra o LBD associado duas moléculas deste ligante, sendo uma delas
ancorada ao sulco de intera¢ao com co-reguladores [158].

Ha alguns anos atrés, o grupo do Prof. Dr. Igor Polikarpov realizou estudos
estruturais que levantaram a hipotese da existéncia de um segundo sitio de ligagao
no TRa. As novas estruturas obtidas por cristalografia de raios-X identificaram
de maneira inequivoca um segundo sitio de ligacao para T3 e T4, localizado entre
as a-hélices H8, H9, H10 e H11 no LBD do TRa. A Figura 5.1 mostra as estru-
tura cristalograficas obtidas, destacando a densidade eletronica observada para os
hormonios e o novo sitio de ligacao.

Observa-se que os ligantes T3 e T4 ancoram-se ao segundo sitio principalmente
por interagoes polares como os residuos D328 (HS8), E339 (H10), Q342 (H10) e R375
(H11), além de contatos hidrofébicos com os residuos S326, V371, T372, L346 e
L368. Os residuos dcidos E339 e D328 (com carga negativa em pH fisiol6gico) apre-
sentam duas conformacoes possiveis. Isto indica que provavelmente eles possuem
grande mobilidade e que podem ter papel secundario em relagao as interagoes com
Q342 e R375. O restante do LBD apresenta a mesma estrutura de sanduiche tipica
de NRs, com a H12 (destaque em azul na Figura 5.1) encontrando-se em posigao
agonista.

Os residuos do segundo sitio sao conservados em ambos os subtipos TR, de
modo que se existe este novo sitio no TRa, também deve existir no TRS. Ja foi
observado por Borngraeber e colaboradores a existéncia de densidade eletronica
de um segundo ligante (GC-24, ligante agonista TRf-seletivo) associado ao TR
[69]. Entretanto, a densidade eletronica do segundo ligante foi modelada no sulco
formado pelas a-hélices H9, H12 e H11, uma regiao diferente da observada nas
novas estruturas cristalograficas do TR associado aos hormonios naturais T3 e T4
no segundo sitio. Borngraeber e colaboradores consideraram este resultado um
artefato cristalografico. Curiosamente, ao colocar esta segunda molécula de GC-24
em sua posicao cristalografica simétrica, verifica-se que este ligante passa a ocupar
o mesmo segundo sitio de ligacao observado para T3 e T4, como mostra a Figura
5.2. Nesta posigao, o grupo fenol de GC-24 interage com o residuo Q396 do TR},
que corresponde ao residuo Q342 do TRa, em um modo de ligacao distinto do

observado nos hormonios tireoideanos no segundo sitio.
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Figura 5.2. GC-24 no segundo sitio de ligacao no LBD do TRSZ. O grupo
fenol do GC-24 interage diretamente com Q396 do TR (que corresponde ao (3342
do TRa.

Além das estruturas com T3, T4 e GC-24 no segundo sitio, nenhuma outra
estrutura de TR, ou mesmo de outros NRs, apresentou até hoje algum ligante
nesta mesma regiao. Isto poderia indicar que a presenca de ligantes no novo sitio
seriam artefatos do empacotamento cristalino. Ensaios da atividade transcricional
de mutagoes nos quatro residuos que fazem as principais interacoes polares do
segundo sitio foram realizados para verificar se de fato esta era uma regiao funcional
importante. Os resultados destes ensaios, realizados para TR e mostrados na
Figura 5.3, indicam que estas mutacoes levam a grandes alteracoes na atividade
do receptor.

Apesar de estes resultados sugerirem, quando analisados no conjunto, que o
segundo sitio deve ser relevante para a funcao do TR, ainda nao era possivel res-
ponder diversas questoes: O segundo sitio existe em solugao aquosa ou é apenas
um artefato de cristalografia? Se ele existe em solucao, qual seriam sua afinidade
e sua funcao bioldgica? E possivel criar ligantes seletivos a cada um dos sitios?
O objetivo desta etapa da Tese de Doutorado foi contribuir na resolucao destas
questoes, em especial realizar simulacoes de MD para obtencao de uma estimativa

da afinidade dos hormonios tireoideanos no novo sitio.
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Figura 5.3. Comparacao dos ensaios de atividade transcricional de células
contendo TR nativo e de quatro mutacoes pontuais em residuos polares do se-
gundo sitio: D382R, E393R, Q396R e R429A (numeragao correspondente no TRa:
D328R, E339R, Q342R e R375A).

5.1 Estrutura e dinamica dos ligantes no novo sitio

A obtencao do AG de dissociacao é uma importante etapa para verificar a possivel
relevancia bioldgica do novo sitio de ligacao, visto que até o momento nao foi
possivel obter a afinidade experimental. Entretanto, para a realizacao deste tipo
de simulagao, sao necessarias configuracoes iniciais relaxadas, obtidas a partir de
simulagoes de MD tradicionais, contendo as flutuagoes deste sistema no equilibrio.
Visto que tais simulacoes também permitem a obtencao de maior conhecimento
sobre a estrutura e a dinamica dos ligantes neste novo sitio do TRea, foi feito
a seguir uma descricao dos aspectos especificos da metodologia empregada, bem

como dos resultados obtidos nesta etapa.

5.1.1 Parametrizacao dos ligantes e condicoes das simulacoes
de MD

Um dos primeiros passos ao realizar uma simulagao de MD é verificar se existem
parametros do campo de forca escolhido para todos os componentes do sistema. No
estudo de proteinas, um problema recorrente é a falta de parametros especificos

para os ligantes, cofatores ou substratos que a elas se associam. No caso dos
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hormonios tireoideanos, nosso grupo ja havia anteriormente realizado suas para-
metrizagoes [34]. Entretanto, naquele momento, foram consideradas apenas as
caracteristicas destes ligantes no primeiro sitio de ligagao. Simulagoes prelimina-
res de MD dos hormonios tireoideanos T3 e T4 em agua e também associados
ao segundo sitio do TRa mostraram que, de fato, esta parametrizagao nao era
adequada, particularmente porque nao mantinha a conformacao destes ligantes tal
como observado no segundo sitio. Além disso, nas simulacées com LBD, os ligantes
no segundo sitio dissociavam-se espontaneamente apds aproximadamente 2 ns.

Estudos de NMR comprovam que existem duas conformacgoes principais para
T3 e T4 em &dgua: cisdide e transéide [159, 160]. Observa-se nas estruturas crista-
lograficas que quando ligados ao TR, os hormonios adotam conformacoes diferentes,
dependendo do sitio: ciséide no segundo sitio e transéide no primeiro. Dada a im-
portancia de parametros que reproduzam o modo de ligacao correto em ambos os
sitios, especialmente para simulagoes destinadas a calculos de AG de dissociacao,
optou-se pela realizagao de uma nova parametrizagao.

Neste novo procedimento, foi utilizado um protocolo similar ao recentemente
implementado por nosso grupo de pesquisa para outras biomoléculas [161, 162],
porém baseado tanto em dados experimentais das barreiras torsionais [159, 160]
como em estimativas obtidas a partir de cdlculos quanticos e analogia a bio-
moléculas ja parametrizadas. Foi obtido um conjunto de novos parametros que
representa razoavelmente a geometria molecular, as barreiras torsionais e as cargas
parciais atomicas em solucao aquosa. Os calculos quanticos foram realizados com
o programa Gaussian 03 [163], utilizando os métodos Hartree-Fock restrito (RHF)
[164] e teoria do funcional de densidade (DFT) com funcional de troca e correlagao
B3LYP [165], ambos com fungoes de base CEP-31 [166, 167].

A Figura 5.4 mostra, como exemplo, parte dos resultados utilizados nesta
parametrizacao, referentes aos diedros. Sao mostrados os resultados de céalculos
quanticos da energia em fun¢ao do angulo diedral de um andalogo de T3 para os
trés principais diedros destes hormonios. Tanto as conformacoes presentes no pri-
meiro sitio como no segundo sdo aproximadamente minimos de energia (pontos
-90° e +90° dos diedros 2 ou 3), sendo um conjunto de fungdes cossenoidais no
formato CHARMM (V¥%¢d) da Equacao 4.3 utilizadas para representacio destes

diedros.
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Figura 5.4. Representacao do analogo de T3 e T4 utilizado para a para-
metrizacao e varredura dos trés diedros.

Os arquivos de topologia e de parametros obtidos para T3 e T4, no formato
CHARMM, estao descritos nos Apéndices B e C, respectivamente. Finalizada a
parametrizacao, foram construidas caixas de simulagao para o LBD do TR« a partir
das estruturas cristalograficas obtidas pelo grupo do Prof. Dr. Igor Polikarpov com
T3 (resolucao de 1,90 A) e T4 (resolucio de 2,05 A) no segundo sitio e também &
partir do LBD do TR« sem ligante no segundo sitio (c6digo PDB: 3GWS; resolugao
de 2,20 A), sendo estudados trés sistemas com T3 no primeiro sitio: TRa-LBD
ligado & T3 no segundo sitio (TRa—T3-T3), TRa-LBD ligado & T4 no segundo
sitio (TRa-T3-T4), TRa-LBD sem ligantes no segundo sitio (TRa-T3). Para
cada sistema, apds etapas de minimizagao de energia e equilibracao, foram feitas

6 simulagoes independentes de MD, de 6 ns cada uma.

5.1.2 Mobilidade e modos de ligacao no novo sitio

Inicialmente, foi observado nas simulacoes de MD a mobilidade dos ligantes. Os
resultados mostraram que T4 ¢ muito menos mével que T3 no segundo sitio de
ligagao, tal como ilustrado nas Figuras 5.5A e 5.5B. Também observou-se que
ambos os ligantes no segundo sitio tém maior mobilidade que o hormonio T3 no
primeiro sitio de ligagao (Figura 5.5C). Isso ja era esperado, dado que no primeiro
sitio o ligante esta preso dentro de uma cavidade.

O anel fendlico é a parte mais movel do T3 e T4 no segundo sitio. Ao contrario
do que ocorre no primeiro sitio, o grupo hidroxila do anel fendlico nao faz in-

teragoes polares com o LBD dos TRs. A Figura 5.5D mostra quantitativamente
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esses resultados através da frequéncia do RMSD dos atomos do ligante (sem con-
siderar os atomos de hidrogénio). Este célculo foi realizado alinhando os passos
da simulagao em relagao a posi¢ao média do backbone da proteina, sendo o RMSD
calculado em relacao a posicao média do ligante. Feito desta maneira, o calculo
do RMSD inclui tanto os movimentos de translagao, como os movimentos internos
(vibragoes e diedros) do ligante. Vale por fim destacar que este resultados sao
coerentes com o fator de temperatura experimental observado para os ligantes nas

estruturas cristalograficas'?.

sitio 1

— TRo+T3

— TRo+T3+T3
— TRo+T3+T4

sitio 2

2 4
RMSD/ A

6

Figura 5.5. Mobilidade dos hormoénios: (A) e (B) mostram as estruturas
sobrepostas e o volume maximo ocupado por T3 e T4 no segundo sitio de ligagao,
respectivamente; (C) mostra as estruturas sobrepostas e o volume méximo ocupado
por T3 no primeiro sitio de ligacao; (D) Frequéncia de RMSD dos hormonios no
primeiro e no segundo sitio de ligacao.

140 fator de temperatura é uma medida da amplitude dos desvios atémicos das posicdes cris-
talograficas médias [125]
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Outra andalise importante para caracterizar o segundo sitio de ligacao foi calcular
as energias de interacao ligante-proteina. Isto é feito considerando apenas o termo
Vinter da Equacao 4.4 entre os atomos do ligante e do LBD ao longo da trajetéria,
o que permite o calculo de médias, desvios e frequéncias tanto para a interagao
total ligante-proteina como para cada interacao ligante-residuo.

A Figura 5.6A mostra o calculo da energia de interagao média e desvio de cada
residuo com os ligantes, o que permite identificar quais os residuos mais importantes
para interacao dos hormonios com o segundo sitio. Confirmando parcialmente o
observado pelos contatos na estrutura cristalogréafica, os principais residuos que
interagem com ligantes no segundo sitio sao R375, E339 e Q342. O residuo D328,
observado proximo do ligante na estrutura cristalogréafica, apresentou contribuigao
menor, mas ainda atrativa (de valor negativo). Porém, o que mais se destacou na
energia da interacao D328-ligante foi sua grande flutuacao, que indica até interagoes
desfavoraveis (de valor positivo) com o LBD ao longo da simulagao.

Também foram observados contribuicoes menores para interagao dos residuos
D336 e E343, nao previstos pelos contatos cristalograficos. E interessante notar que
grande parte das interacoes no segundo sitio envolvem residuos de carga negativa,
o que é diferente do primeiro sitio de ligagao, que contém mais residuos de carga
positiva préoximos do ligante. A Figura 5.6A mostra ainda que T4 possui interagoes
ligeiramente mais favoraveis com todos os residuos em relagao ao T3.

Para melhor compreender as diferencas nas energias de interacao LBD-ligante
entre T3 e T4, foi realizado o calculo da frequéncia das energias de interagao total
ligante-LLBD, sendo o resultado mostrado na Figura 5.6B. Observa-se claramente
que as energias de interagao refletem a alta mobilidade dos ligantes no segundo
sitio de ligagao, existindo multiplos modos de ligagao, tal como mostrado pelos
picos na Figura 5.6B. Para o T3 foi observada a existéncia de 3 modos de ligagao,
denominados: modo forte (I), modo dinamico (IT) e modo fraco (IIT).

A Figura 5.6C ilustra todos os modos de ligacao observados para T3 no se-
gundo sitio de ligagao, além das interconversoes possiveis entre eles observadas nas
simulagoes de MD. As principais interagoes no modo forte (I) sdo com os residuos
de R375, Q342 e E339, como ja era esperado. A perda de uma ou duas destas in-
teragoes resulta no modo dinamico (II), o modo majoritario durante as simulagoes

de MD, dado a sua maior frequéncia. Ele é formado por trés maneiras distintas do



60 Capitulo 5. O novo sitio de ligacdo do TR

o
o

— —
g = | 1I'r 11

E g

]

] [P 1

3 =

B eol —T4  R35] | = i

o . I . I . I . 1 . I .

2 320 330 340 350 360 370 380 -180 -120 -60
=3 Residuo Energia / keal.mol

~-190 kcal.mol ™

~-120 kcal.mol "’

Figura 5.6. Energia de interagdo hormonio-LBD e modos de ligagao: (A)
Média da energia de interagao entre os ligantes e principais residuos no segundo
sitio de ligagao; (B) Frequéncia da energia de interagao total LBD-ligante do T3
(preto) e T4 (vermelho) no segundo sitio de ligagao; (C) Multiplos modos de ligacao
de T3 e sua complexa interconversao.

ligante se associar ao segundo sitio, com valores préximos de energia de interacao.
Como seu nome indica, o modo dinamico é bem movel, sendo a interconversao
entre estes submodos da ordem de ps.

Os principais residuos modo dinamico sao: R375 e Q342 (Ila), R375 e E339
(ITb) ou R375 e D328 (IIc). No modo Ilc, o ligante esta ligeiramente mais distante
da superficie do LBD. A perda da interagao com o residuo D328 deste modo de
ligacao leva ao modo de ligagao fraco (III), que ainda mantém interagdo com o

R375, presente em todos os modos.
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T4, muito menos moével que T3, nao mostrou modo fraco nas simulagoes de
MD, como demonstrado pela auséncia do terceiro pico na Figura 5.6B. Além disso,
verifica-se que as energias de interacdo do modo dinamico sdao mais favoraveis
do que no T3, visto que o pico II se aproxima do pico I. Dada a similaridade
entre as moléculas de T3 e T4, a tnica explicacao para este resultado é a maior
hidrofobicidade de T4, que faz com que ele permaneca mais tempo préximo da LBD
que T3 e, consequentemente, com interagoes mais favoraveis, incluindo interagoes
dispersivas mais intensas, coerentes com o iodo extra em sua estrutura.

Por fim, todas estas diferencas podem ser sintetizadas pelas médias e flutuacoes
das energias de interacao total LBD-ligante de T4 e T3 no segundo sitio de ligacao,
que sao -151,70 & 28,9 e -120,6 £ 35,4 kcal.mol ™!, respectivamente!®. A diferenca
entre os valores médios indica que T4 deve possuir maior afinidade que T3 no
segundo sitio de ligagao. Este é um resultado inusitado dado que, de acordo com
os resultados experimentais disponiveis, T3 possui maior afinidade pelo primeiro

sitio que o T4, ou seja, tendéncia inversa do observado para o segundo sitio [73].

5.1.3 Relacoes entre o primeiro e o segundo sitios

Além das analises da mobilidade e das energias de interacao para T3 e T4 no
segundo sitio de ligacao, foram observadas quais mudancas ocorreram em ou-
tras regioes do LBD. Curiosamente, observou-se que o ligante no primeiro sitio
de ligacao apresenta mobilidade ligeiramente maior quando um ligante esta pre-
sente no segundo sitio. Isto pode ser observado pelas diferencas entre os picos do
primeiro sitio na Figura 5.5D.

As médias das energias de interacao total LBD-ligante no primeiro sitio mos-
tram que T3 no primeiro sitio interage menos com o LBD quando existe outro li-
gante no segundo sitio. Para o TRaT3, esta média foi de -124,2 4 12,1 kcal.mol !
enquanto para TRa—T3-T3 e TRa—T3-T4 as médias foram -113,8 + 9,5 e -116,2

+ 12,3 kcal.mol ™!, respectivamente.

150s desvios dos valores médios das energias de interacio ndo correspondem as incertezas na
medida e, sim, as variagoes de energia resultantes das flutuagoes térmicas. Logo, nao ha problema
em expressar um desvio maior que as diferengas entre os valores médios de energia de diferentes
sistemas. Nesta Tese de Doutorado, todos os desvios de valores médios de energia de interagao
referem-se a flutuagoes e nao incertezas.
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Figura 5.7. Duas conformagoes da R228 observadas nas simulagoes de
MD e nas estruturas cristalograficas com ligantes no segundo sitio. Em (A), R228
volta-se para o solvente, enquanto em (B), faz uma ponte salina com o T3.

A observacao do ligante do primeiro sitio nas trajetorias mostra que estas mu-
dancas estao relacionadas a perda de interacao com o residuo R228, um dos princi-
pais residuos do primeiro sitio de ligagao, que passa a interagir com o solvente em
algumas das simulagoes dos sistemas contendo ligantes no segundo sitio ligagao, en-
quanto que nas simulagoes de TRa—T3 (sem ligante no segundo sitio), este evento
nao ocorre.

Embora rara nas simulacoes, esta mudanga é surpreendentemente consistente
com as duas conformagoes deste mesmo residuo observadas nas novas estruturas
cristalograficas obtidas pelo grupo do Prof. Dr. Igor Polikarpov, tal como mostra
a Figura 5.7. A estrutura cristalografica sem ligante no segundo sitio (cédigo PDB:
3GWS) apresenta o residuo R228 em apenas uma conformagao, interagindo com
o ligante. Vale destacar que tanto as simulagoes do LBD com ligantes no segundo
sitio como as sem ligante foram realizadas com as estruturas iniciais contendo
R228 interagindo com T3. Desta forma, este resultado nao foi induzido pelas

configuragoes iniciais utilizadas.

5.1.4 Tirosina e mutacoes no segundo sitio

Uma das perguntas levantadas ao longo do estudo do segundo sitio de ligacao foi

a respeito de qual seria seu ligante natural. Nossos resultados até aqui indicam
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que possivelmente esse ligante seria o T4. Uma vez que este sitio nunca foi ob-
servado por outros grupos de pesquisas nas estruturas determinadas do LBD de
TRs, incluindo as cristalizadas com T4 [73], uma possibilidade seria de que nunca
foi utilizado o ligante correto na cristalizagao junto deste receptor. Logo, outras
biomoléculas que se encontram em grande concentragao no meio fisioldgico devem
ser ponderadas.

Considerando a concentracao intracelular e a semelhanca estrutural com os
hormonios T3 e T4, uma possibilidade levantada seria do aminoacido tirosina ligar-
se ao segundo sitio. Para testar essa hipdtese, trés simulagoes de MD de 6 ns foram
realizadas, sendo utilizado o campo de forcza CHARMM para este aminoacido. A
tirosina foi ancorada ao sitio da mesma maneira que os hormonios tireoideanos
estao nas novas estruturas cristalograficas, em especial mantendo as interagoes dos

grupos amino e carboxilato com os residuos R375 e Q342.

~ =130 keal.mol™ ~ -30 keal.mol ™

Figura 5.8. Teste do aminoacido tirosina como ligante no segundo sitio de
ligacao. (A) Durante metade do tempo das simulagoes, a tirosina mantém um modo
de ligagao especifico, envolvendo os principais residuos do segundo sitio (Q342 R375
e D328). (B) No entanto, na segunda metade das simulagoes, o aminodcido comega
a se dissociar, indicando que a ligacao nao ¢é estavel.

No inicio das simulacoes, a tirosina manteve-se ancorada ao sitio de ligagao,
com energias de interagao total LBD-ligante proxima das obtidas para o T3 e T4,
com valores em torno de -130,0 & 8,0 kcal.mol™!. Entretanto, apds cerca de 2 a
5 ns, verificou-se que em todas as simulagoes realizadas, a tirosina dissociou do
TRa-LBD, tal como indicado na Figura 5.8. Logo, é muito pouco provavel que a

tirosina seja um ligante para o segundo sitio.
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Outra hipotese levantada ao longo deste estudo refere-se a possibilidade do
segundo sitio de ligacao explicar como algumas mutacoes do TR tém alta afinidade
por hormonios. O resultado de um estudo realizado neste contexto é apresentado

no Capitulo 7.

5.2 Afinidade dos ligantes pelo segundo sitio

As simulagoes de MD tradicionais forneceram indicacoes preciosas da mobilidade
e das interacoes de ligantes. Em especial, os resultados sugerem que T4 possi-
velmente apresenta maior afinidade que T3 pelo segundo sitio de ligacao, ja que
este ligante apresenta-se menos “ancorado” (maior mobilidade) e com energias de
interacoes menos favoraveis. Apesar destes indicios, apenas a medida direta da
afinidade TR-ligante no segundo sitio pode confirmar esta hipotese.

Até o momento, problemas experimentais impediram a obtencao desta medida,
sendo a realizacao de calculos tedéricos uma opcao alternativa interessante. Assim,
nesta etapa do estudo, foram utilizados dois métodos para cédlculo do AG de disso-
ciagao dos ligantes no segundo sitio: ABF e JE/SMD. E feita a seguir a descricao

da aplicacao destes métodos, bem como dos resultados.

5.2.1 Determinacao de AG pelo método ABF

Para investigar AG de dissociacao de T3 e T4 no segundo sitio de ligagao pelo
método ABF é necessdrio inicialmente escolher uma coordenada de reacao que
represente o processo em estudo adequadamente. A coordenada escolhida foi a
distancia escalar () que separa o centro de massa do ligante de um “atomo fan-
tasma” colocado a 20 A do segundo sitio, no seio da solucao'®. O LBD do TR foi
mantido sem translacao e rotagao por um potencial harmoénico suave aplicado aos
dtomos de carbono-a localizados a mais de 20 A do segundo sitio. A distancia
percorrida entre o ligante e o segundo sitio foi 0 < ¢ < 15 A. A coordenada ini-
cial do sistema foi obtida a partir da ultima etapa de uma das simulagoes de MD

convencional.

Em simulacoes de MD, d4tomos fantasmas ou dummie atoms referem-se a dtomos isolados sem
carga e sem parametros de Lennard Jones. Logo, seu potencial de interagao com o restante dos
atomos € zero. Tais dtomos podem ser utilizados como pontos de referéncia fixo numa coordenada
de reagao.
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A escolha da distancia escalar vem do fato do segundo sitio estar na superficie do
LBD, logo, nao existe um caminho especifico de dissociagao, como seria necessério
definir caso o método ABF fosse aplicado a ligantes no primeiro sitio. Dessa forma,
nao é necessario definir uma direcao para a coordenada de reacao, ou seja, £ nao
precisar ser uma variavel vetorial. Além disso, as caracteristicas do método ABF
ja fazem com que a forca utilizada para mover o sistema na coordenada de reagao
(I3 upr) dé o sentido do processo, dado que ela é definida pelo valor negativo de
<ﬁmt>£’ exercida pelo potencial proprio sistema.

Os valores de <ﬁ5ist>§ foram adquiridos em janelas A¢ de 0,1 A de largura. Po-
tenciais de fronteira com forca constante de 10 kcal.mol~'.A=2 nas extremidades
da faixa de distancia percorrida também foram usados. Esses parametros foram
escolhidos com base em outros cédlculos de energia livre usando o método ABF
[141-143]. Para o sistema com T3 no segundo sitio, quatro simulagoes de ABF
foram realizadas variando apenas o nimero minimo de passos de MD amostrados
para cada janela A& (Nymost) antes da aplicagao da Fapp. O valor de Nypos ade-
quado para obtencao do AG pode variar consideravelmente de acordo o sistema
em estudo. Quanto maior Ng,,.st, maior é a amostragem em cada janela A¢ da
coordenada de reacao e, consequentemente, melhor a acuracia da <ﬁsist>£. Entre-
tanto, isso também torna o custo computacional da simulagao mais alto. Foram
feitas simulagoes preliminares com Ngpos igual a 500 (total de 10 ns), 1000 (10
ns), 2000 (25 ns) e 10000 (40 ns) para tentar obter um valor de N5 adequado
ao problema em estudo.

Pouca alteragao foi observada nos valores finais de AG obtidos com Ngnest
iguais a 2000 e 10000, indicando que 2000 pode ser um valor razoavel. Todavia,
foram observadas diferencas em algumas regioes das curvas do potencial de forca
média (PMF, ou variacdo de energia livre com a coordenada de reagao, AG(€)).
Para aumentar a amostragem nessas regioes, trés simulagoes adicionais de 20 ns
com Nypmost igual a 2000 foram feitas em treés faixas de distancia menores: 0 < & <
3A;25 <€ <65Ae6 < ¢ <11 A. A curva de PMF final foi calculada
considerando a média das quatro simulagoes de N 05 iguais a 2000 e da simulacao
de Ngmost igual a 10000, sendo o resultado mostrado na Figura 5.9. A média foi
feita ponderando amostragem da <ﬁ5i8t>£ realizada de cada janela A¢ em cada uma

das simulacoes. O mesmo protocolo foi feito para o ligante T4.
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Figura 5.9. AG de dissociacao dos ligantes T3 e T4 do segundo sitio de
ligacao obtida pelo método ABF

Os valores finais obtidos de AG de dissociagao para T3 e T4 foram de 9,6 e 14,2
kcal.mol™ 1, respectivamente. Tais valores correspondem a constantes de equilibrio
de dissociagao (Ky) de 90,9 nM para T3 e 0,04 nM para T4. Estes resultados
sao consistentes com as observacoes de MD equilibrio e sugerem que T4 como
forte candidato a ser o ligante natural do segundo sitio, dado que seu K, ser da
ordem dos valores experimentais obtidos para ligantes do TR das quais se supoe

associarem-se apenas ao primeiro sitio [139].

5.2.2 Determinacao de AG pelo método JE/SMD

Como nao foi possivel obter nenhum dado experimental da afinidade dos hormonios
naturais pelo segundo sitio (para comparacgao com os valores obtidos pelo método
ABF), decidiu-se tentar obter AG de dissociacao através de outro método compu-
tacional conceitualmente diferente: igualdade de Jarzynski e Multiplas Simulagoes
de Dinamica Molecular por Caminho Induzido (JE/SMD).

Dado a concepcao deste método, é necessario neste caso a escolha de uma
coordenada de reacao vetorial (E), onde o ligante se dissociard do sitio de ligagao
na direcao da forca ﬁext aplicada. Esta forca foi aplicada ao centro de massa
do ligante, de maneira que este fosse puxado em direcao ao solvente. Tal como
no método ABF, alguns vinculos harmonicos foram adicionados aos atomos de
carbono-a a mais de 20 A do segundo sitio de ligacio, de maneira manter a proteina

sem rotacoes e translagoes enquanto o ligante é puxado pela F.;.
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A escolha dos parametros v e k foi feita com base num compromisso entre
custo computacional reduzido (simulagoes curtas, de 4 a4 5 ns) e realizagao de pro-
cesso de dissociagao préximo ao regime reversivel (buscando assim a obtengao de
trabalhos com baixa dispersao, logo, rapida convergéncia). Para alcangar este com-
promisso, iniciamos a escolha dos parametros v e k com base em trabalhos prévios
do grupo [35], seguido de simulagdes de SMD preliminares alterando ligeiramente
as varidveis. Ao final, foram escolhidos os valores de ¥ e k iguais a 6,6 . 107°
A.ps™ e 4 keal.mol~'.A~2, respectivamente, sendo & direcio de ¥ igual a direcdo z
(0,0,1) da caixa de simulagao. Estes parametros permitiram completa dissociagao
de T3, de 0 a 15 A (da superficie do LBD ao seio do solvente) em 4,25 ns, com a
menor média e dispersao dos W dentre os testes realizados.

A principio, foram selecionadas cinco configuragoes iniciais de cada uma das
6 simulagoes de equilibrio do sistema TRa-T3-T3, totalizando 30 simulacoes de
SMD. O valor de AG de dissociagao com esta amostragem foi bem maior que
o obtido pelo método ABF. Além disso, a curva PMF obtida possuia um aspecto
ruidoso, muito semelhante ao da simulacao de SMD que resultou no menor trabalho
de dissociagao. Este resultado é mostrado na curva vermelha da Figura 5.10C.

A partir desta experiéncia, o nimero de simulagoes foi sendo aumentado gra-
dativamente variando as configuragoes iniciais, mas ainda sem convergéncia do
resultado. Dado que custo computacional ja em muito excedia o método ABF,
este estudo passou também explorar aspectos metodologicos, buscando maneiras
de otimizar a convergéncia do AG. Além disso, focou-se apenas no sistema com
T3 no segundo sitio.

Um dos maiores problemas da obtengao de AG através do método JE/SMD
¢ as simulagoes que resultam nos menores trabalhos para dissociacao do ligante
(W). Apesar de pouco frequentes, os menores W s@o o que mais contribuem para
o valor da média exponencial da igualdade de Jarzsynki. Uma amostragem precisa
destes eventos, tanto de seu comportamento médio, como da frequéncia com que
podem ocorrer, é essencial. Outro aspecto importante é a distribuicao dos traba-
lhos. Quanto mais proxima ela for de uma distribuicao gaussiana, mais rapido sua
convergencia, dado que isto indica que os processos realizados estao mais proximos

de um regime reversivel.
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Figura 5.10. AG de dissociagao do ligante T3 do segundo sitio de ligacao
obtida pelo método JE/SMD: (A) Trabalhos obtidos com todas as 130 SMDs
realizadas (laranja), média dos trabalhos (vermelho) e AG obtido, poderando a
frequéncia dos menores trabalhos de dissociagao; (B) Distribuicao de trabalhos
obtidos; (C) AG calculado via igualdade de Jarzynski a partir de 30 SMDs (ver-
melho), 130 SMDs (verde) e 130 SMDs ponderando a frequéncia dos menores tra-
balhos de dissociacao com a frequéncia de ocorréncia do modo fraco de ligacgao.
Para comparagao coloca-se 0 AG com o método ABF (cinza).

As Figuras 5.10A e 5.10B mostram claramente a baixa frequéncia dos menores
valores de W. Além disso, apesar de semelhante a uma distribuicdo gaussiana, o
valor do oy foi muito alto em relacao a média (W). Dada essas caracteristicas, foi
impossivel o calculo do AG pela abordagem de cumulantes (Equagao 4.17), visto
que eram obtidos valores de AG de dissociagao negativos, logo, sem sentido fisico.
Dessa forma, foi utilizada apenas a abordagem exponencial (Equagao 4.16).

Sabe-se que processos realizados fora do equilibrio dependem das condicoes
iniciais do sistema. Os resultados das simulagoes de MD tradicionais mostraram
que T3 possui varios modos de ligagdo quando associado ao segundo sitio (segao

5.1.2). Uma vez que as configuragdes iniciais das simulagdes SMD partiram destes
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modos de ligagao, nao é surpresa a grande dispersao nos valores de trabalho obtido.

Ao verificar a correlagao das configuracoes iniciais utilizadas com o valor de W,
observou-se que maioria dos menores W de dissociacao relacionam-se diretamente
com modos de ligacao fracos (modo de ligacao III, Figura 5.6C). A partir desta
constatacao, foram realizadas novas simulagoes de SMD, de maneira a aumentar a
amostragem dos processos envolvendo menores trabalhos.

Com os resultados obtidos, foi calculado AG pela abordagem exponencial de
duas formas: 1) considerando todas as simulagoes de SMD realizadas igualmente
(um total de 130); 2) considerando a frequéncia com que seriam gerados os menores
W como a frequéncia com que foi observado o modo fraco de ligacao observado
nas simulacoes de equilibrio. Esta frequéncia foi calculada pela integral do grafico
de distribuigao de energia de interagao LBD-ligante do T3 (Figura 5.6A), sendo
obtido 2,54% do total de tempo das 6 simulagoes para o modo de ligacao III.

Como pode ser observado na Figura 5.10C, ponderando a frequéncia dos meno-
res trabalhos W (curva preta) obteve-se os valores de AG mais similares ao método
ABF (curva cinza). Nao era esperado que as curvas PMF fosse idénticas, dada que
as coordenadas de reacao £ utilizadas foram diferentes. Todavia, a obtencao do
AG de dissociacao do T3 por duas metodologias independentes torna mais robusta
a hipétese de que ligantes devem associar-se ao segundo sitio. A Tabela 5.1 resume

os resultados obtidos para o AG de dissociacao, K, e tempo de simulacao.

Tabela 5.1. Resultados obtidos nos calculos do AG de dissociagao dos
ligantes do segundo sitio de ligacao.

Ligante Método AG / kcalmol™" Ky / nM Tempo de simulagao / ns

T3 SMD/JE 8,9 296,40 o985
T3 ABF 9,6 90,90 125
T4 ABF 14,2 0,04 125

Vale, ainda, destacar que outro resultado importante deste estudo foi de caréater
metodolégico, no sentido de mostrar uma nova possibilidade de se melhorar a
acuracia dos AG obtidos pelo método JE/SMD: através da identificagao da cor-
relacao entre as configuragoes iniciais e os trabalhos obtidos. Existindo esta cor-
relacao, é possivel produzir um conjunto mais efetivo de simulacoes de SMD para

o célculo do AG, priorizando os processos que resultem nos menores valores de W.
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5.3 A funcao do novo sitio e o desenvolvimento de ligantes
antagonistas

A faixa de concentragoes séricas e intracelulares dos horménios tireoideanos [168] e
as afinidades previstas nesta Tese de Doutorado sugerem o T4 como um forte can-
didato para ser o ligante natural do segundo sitio do TR em condigoes fisiologicas.
No entanto, o horménio T3 nao deve ser descartado dado que: 1) a concentragao
intracelular de T3 é geralmente maior que a sua concentracao no plasma sanguineo,
enquanto com T4 ocorre o inverso [168]; 2) existe heterogeneidade na localizagao
do T3 nos diversos compartimentos celulares [169], sendo importante na verdade
sua concentracao dentro do nicleo, onde se associam aos TRs; 3) existe pequena
quantidade de TRs (de 2 a 10 mil) no niicleo de cada célula [170], o que pode
facilitar a saturacao dos sitios de ligagao LBD, mesmo a baixas concentracoes de
T3.

Baseado nestas informagoes, acreditamos que a existéncia do segundo sitio seja
uma hipdtese razoavel, o que nos leva a proxima questao: qual seria sua funcao
biolégica? De acordo com as simulagoes de MD, observou-se que o ligante no pri-
meiro sitio de ligacao possui menor interacao com o LBD quando outro ligante esta
presente no segundo sitio, tal como descrito na se¢ao 5.1.3. A ligagao de hormonios
tireoideanos no primeiro sitio é responsavel pela atividade do TR, dado que ela re-
percute nas alteracoes conformacionais na H12 que levam o LBD associar-se com
CoAs e ativar a transcricao. Logo, uma menor afinidade do ligante no primeiro
sitio causada pela ligacdo de hormoénios ao segundo poderia estar relacionada a
um mecanismo de repressao da transcricao génica, numa forma de um feedback
negativo dependente da concentragao intracelular dos hormonios.

Alguns estudos na literatura corroboram esta hipdtese. Por exemplo, experi-
mentos da cinética de dissociagao de ligantes do TR mostram que certos ligantes
do TR (incluindo o T4) podem influir na ligacao do T3 no primeiro sitio de ligagao,
acelerando sua dissociagao [171]. Estes resultados foram explicados pela hipdtese
de que estes ligantes poderiam estar ancorando-se em uma regiao diferente de LBD.
Logo, uma possibilidade é a de que esta regiao diferente possa ser o préprio segundo

sitio de ligacao discutido nesta Tese.
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Outro dado que reforca a hipdtese deste novo sitio estar relacionado a repressao
¢ a existéncia de uma isoforma do TR no peixe paulistinha, que possui o chamado
dominio F, uma extensao do C-terminal que outros NRs possuem. A comparacao
com outros NRs sugere que este dominio ancora-se exatamente na regiao do se-
gundo sitio, tal como mostra a Figura 5.11. Surpreendentemente, resultados com-
parando TR com e sem o dominio F indicam que a atividade transcricional é
reprimida na presenga deste [172], tal como formulado & partir dos resultados das

simulagoes de MD aqui apresentados.

Figura 5.11. Estrutura do LBD do AR (cdédigo PDB: 1XOW) com seu
dominio F (azul) e o T3 no segundo sitio de ligacao (as estruturas do TR e AR
estao alinhadas, mas o LBD do TR nao é mostrado). E bem clara a similaridade
da posicao deste dominio e a de T3.

Dada a possibilidade de estabelecer uma funcao para o este novo sitio em hu-
manos (que nao possuem isoformas com dominio F), foi sugerida ao grupo do Prof.
Dr. Igor Polikarpov a realizagao de experimentos in vivo em que seja monitorada
a atividade transcricional do TR com aumento da concentracao de T3 e T4. Os

resultados destes experimentos ainda nao foram conclusivos.
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Figura 5.12. As principais diferencas entre o ligante T3 no primeiro e no
segundo sitio de ligagao: (A) Hidrofobicidade; (B) Conformagao do ligante; (C)
Contatos ligante-proteina, onde se observa uma maior frequéncia de contatos no
primeiro sitio. Além disso, verifica-se no primeiro sitio que parte destes contatos
envolve pontes salinas entre T3 e residuos basicos, de carga positiva em pH fi-
siolégico (R228 e R262). Ja no segundo sitio, ocorrem pontes salinas do ligante
tanto com um residuo basico (R375), como com residuos dcidos, de carga negativa
(D328 e E339).

Se confirmada esta funcao, ligantes que se associem seletivamente ao segundo
sitio podem ser utilizados com antagonistas. Para este objetivo, é assim importante
caracterizar e diferenciar ambos os sitios. As interagoes com os residuos R375 e
Q342 sao bem semelhantes as interacoes observadas no primeiro sitio de ligacao
para ambos os hormoénios, especialmente no TR, onde o ligante também interage
com uma arginina e uma glutamina. Dessa forma, alterar a interacao com estes
residuos nao deve permitir seletividade a um dos sitios. Entretanto, existem outras
caracteristicas com diferencas importantes, como é destacado na Figura 5.12 para

o ligante T3 em ambos os sitios de ligacao.
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Primeiramente, verifica-se que o segundo sitio é menos hidrofébico e mais ex-
posto ao solvente (Figura 5.12A). Outra diferenga é conformacgao dos ligantes (Fi-
gura 5.12B). Observa-se que o ligante encontra-se em uma conformacao diferente
no segundo sitio (ciséide) em relag¢do ao primeiro (transéide). Ligantes mais rigidos,
logo, presos do ponto vista conformacional na conformagao ciséide, provavelmente
devem ter seletividade pelo segundo sitio. Verifica-se, ainda, a presenca de residuos
negativamente carregados no segundo sitio, interagindo de maneira dinamica com o
ligante. No primeiro sitio, em vez de residuos negativos, existem residuos positivos
na cavidade (Figura 5.12C). Estas diferencas em conjunto, podem ser exploradas

no futuro para o desenvolvimento de ligantes seletivos a um dos sitios.
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Capitulo 6

A estrutura e dinamica do apo-TR

A conformagao da a-hélice H12 é essencial para os NRs exercerem sua fungao.
Entretanto, apesar do grande esforco da comunidade cientifica, pouco ainda se co-
nhece sobre sua conformacgao e dinamica nos receptores sem ligantes. Um niimero
reduzido de estruturas de apo-NRs encontra-se disponivel, existindo grande con-
trovérsia a respeito delas, visto que elas tém sido consideradas artefatos por efeitos
de empacotamento cristalino.

A dificuldade em obter estruturas indica que provavelmente os apo-NRs sejam
mais moveis e instaveis do que NRs associados a ligantes (holo-NRs). Experimen-
tos de desnaturacao térmica apoiam esta visao, mostrando que a associacao dos
ligantes aumenta a temperatura de desnaturagao dos NRs, estabilizando-os [173].

Na tentativa de conhecer mais a respeito de apo-NRs sob uma perspectiva
molecular, muitos grupos tém optado por utilizar outras técnicas experimentais,
diferentes da cristalografia de proteinas. No caso do TR, por exemplo, nao existem
estruturas do LBD sem ligantes e nem mesmo associado a antagonistas. Dada a
dificuldade de obter estruturas de LBDs do TR nestes estados, o grupo do Prof. Dr.
Igor Polikarpov realizou estudos estruturais e dinamicos destes sistemas através da
técnica conhecida como troca hidrogénio/deutério (H/D).

Nesta técnica, amostras de proteinas sao incubadas em dgua pesada (D2O) pro-
movendo a troca dos atomos de hidrogénio das amidas do backbone por deutério, o
que pode ser detectado por anélises de espectrometria de massas (MS) das proteinas
intactas ou de peptideos obtidos da digestao proteolitica da mesma. Como os

atomos de hidrogénio das amidas devem estar expostos a agua pesada para a troca
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por deutério ocorrer, o aumento da massa da proteina intacta ou do peptideo apds
a incubagao em D,O fornece o grau de exposicao a este solvente. Logo, conhe-
cendo a estrutura primaria de uma proteina, é possivel prever quais regioes da
sequéncia de residuos estao na superficie e quais estao no interior hidrofébico, fa-
zendo pouco contato com o solvente, e assim incorporado pouco deutério. Além
disso, como regioes de grande mobilidade da proteina sao mais expostas ao sol-
vente do que regioes rigidas, a técnica também d& indicios da dinamica molecular
desta biomolécula. Existindo alguma estrutura cristalografica da proteina seme-
lhante a estudada por troca H/D, os resultados do experimento podem ser mais
bem interpretados, podendo indicar quais mudancas conformacionais ocorreram.

O grupo do Prof. Dr. Igor Polikarpov realizou experimentos de troca H/D dos
LBDs do apo-TRj e do TR associado a T3 (ligante natural agonista) e ao NH-3
(ligante sintético antagonista). Foi comparada a incorporagao de deutério pelas
proteinas intactas e pelos peptideos produzidos pela acao da enzima pepsina. Os
resultados obtidos mostram que a associacao de ligantes reduz a incorporagao de
deutério dos LBDs intactos. Apds incubacao com D,O por 5 horas, a troca por
deutério chega a quase 80% das amidas do apo-TR3, enquanto o TR associado a
T3 ou NH-3 incorpora deutério em cerca de 50% das amidas. Este resultado sugere
que o LBD do apo-TR é mais exposto ao solvente, indicando maior mobilidade e/ou
instabilidade de sua estruturas [84].

A andlise dos resultados de MS dos peptideos apds a protedlise permitiu iden-
tificar em quais regioes do LBD ocorreu maior exposicao a agua pesada. Como
esperado, a associacao de ligantes leva a um aumento do grau de protecao ao
solvente em regides proximas da cavidade hidrofébica do sitio de ligacao. Entre-
tanto, este nao foi o unico efeito. Os holo-TRs também apresentaram maior grau
de protecao ao solvente em outras regioes, longe do primeiro sitio de ligacao, in-
cluindo as a-hélices H10 e H11, localizadas na superficie do LBD. Sabe-se que
estas hélices sao importantes para dimerizagao dos TRs [41, 42]. Além disto, esta
regiao também é parte do segundo sitio de ligacao do TR, conforme apresentado
no Capitulo 5.

O resultado mais surpreendente obtido neste estudo foi verificar que o grau
de exposicao ao solvente da regiao C-terminal da a-hélice H3 dos LBDs do apo-

TRS3 e do TR ligado ao NH-3 sao semelhantes e apresentam menor hidratacao
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quando comparados ao LBD do TRf associado ao T3, como mostra a Figura
6.1A. Este resultado sugere a existéncia de uma diferenca conformacional entre
TRB-T3 e os outros sistemas. Outro aspecto intrigante é o fato de nao existir
aumento significativo da hidratacao da H12 do apo-TR, o que seria esperado caso
ela estivesse na posicao aberta, tal como proposto no mecanismo da ratoeira. O

mesmo é observado para TR associado a NH-3.

A Apo TR - TR+T3 TR+NH3 - TR+T3

ER antagonista TR agonista modelo apo-TR

Figura 6.1. Resultados dos experimentos de troca H/D e modelo estrutural
do apo-TR: (A) Diferenga do grau de exposicao ao solvente do apo-TRS e do TRG—
NH-3 em relagao ao TRG-T3. Esta diferenca é colocada numa escala de cores na
estrutura do LBD, incluindo a H12 na posicao antagonista. (B) Estruturas dos
LBDs do ER associado a um antagonista (com H12 ancorada na H3), TR ligado
a agonista e modelo do apo-TRA com H12 em posi¢do antagonista (hibrido das
duas outras estruturas).
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Estes resultados indicam que H12 nao esta aberta, livre na solucao aquosa, nos
LBDs do apo-TRf3 e do TRA-NH-3, mas ancorada na superficie do LBD, numa
regiao diferente do TRG-T3. A menor hidratagao do C-terminal da a-hélice H3 do
apo-TRB e do TRF-NH-3 sugere que possivelmente esta regiao é onde estd a H12.

Com base nestas analises e na estrutura conhecida de NRs associados a antago-
nistas, foi proposto um modelo para a estrutura do apo-TRs e de TRs associados
a antagonistas, onde a H12 encontra-se exatamente ancorada sobre o C-Terminal
da H3, tal como mostram as Figuras 6.1A e 6.1B. Este modelo estrutural proposto
ilustra uma possivel conformacao da H12 que explica os resultados obtidos com os
experimentos de troca H/D.

Apesar da importancia deste primeiro modelo, ele nao possibilita explicar outras
diferencas de hidratacao ja mencionadas, em especial as observadas para o apo-
TRJ3. Por exemplo: o que acontece com o sitio de ligagao na auséncia de ligantes?
Quais alteragoes ocorrem nas a-hélices H10 e H11 que explicam as variacoes de
hidratacao dessa regiao? Poderiam estas alteragoes conformacionais explicar por
que os apo-TRs tendem homodimerizar e nao formar dimeros com o RXR? Para
tentar responder estas questoes, foram realizadas novas simulacées de MD, sendo

a metodologia especifica utilizada e os resultados obtidos apresentados a seguir.

6.1 Condicoes das simulacoes de MD

Na tentativa de obter um modelo mais refinado do apo-TR, com informagoes es-
truturais e também dinamicas que possibilitem explicar os resultados obtidos dos
experimentos de troca H/D, foram feitas novas simula¢oes de MD, conforme a

sequéncia de etapas:

1. Trés simulagoes independentes de 20 ns cada, a 298 K e 1 bar (ensemble
NPT), tendo como configuragao inicial a conformacdo agonista (H12 fe-
chada) do complexo LBD do TRS-T3 (cédigo PDB: 2HT79; resolucao de 1,87
A), a partir do qual o ligante foi excluido. Estas simulacoes foram feitas
com objetivo de tentar caracterizar se ocorre alguma mudanga na estrutura
e dinamica do LBD do TR quando retirado o ligante em condigoes termo-

dinamicas normais e em tempos da ordem de ns.
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2. Tres simulacoes independentes de 20 ns cada, a 498 K sendo mantida cons-
tante a densidade da solugao em 1 g.cm™ (ensemble NVT). As configuracoes
iniciais destas simulagoes foram retiradas do tltimo passo das simulagoes da
primeira etapa desta metodologia e foram termalizadas a 498 K durante 500
ps antes de iniciar as simulagoes. Estas simulagoes foram feitas para provocar
mudancgas mais drasticas no LBD do TR, de maneira a aumentar a taxa de

conversao entre as conformacoes holo e apo.

3. Trés simulagoes independentes de 20 ns cada, a 298 K e 1 bar (ensemble
NPT), tendo como configuragoes iniciais as estruturas mais semelhantes ao
modelo apo hibrido, apresentado na Figura 6.1B. Estas simulagoes foram
feitas para resfriar as estruturas obtidas na etapa anterior, restaurando qual-
quer perda de estrutura secundaria devido ao pequeno grau de desnaturagao
que possa ter ocorrido, mas, ao mesmo tempo, mantendo as alteracoes de-

correntes da retirada do ligante.

NR-ligante agonista Apo-NR

’_\V Resfriamento

Aquecimento
L (\A
Retirada

do ligante Conformagé&o holo

Conformagao Apo

Conformacao holo Conformagé&o Apo

Figura 6.2. Ilustracao do procedimento utilizado para induzir mudancas
conformacionais no LBD do TR. A retirada do ligante altera a superficie de energia
do LBD, sendo necessario aquecimento seguido de resfriamento para alcancar a
conformacao apo.

Para melhor compreender esta estratégia adotada, ela pode ser discutida em
termos da Teoria da Paisagem Energética, como mostra a Figura 6.2. A retirada
do ligante realizada antes da etapa 1, corresponde a uma mudanca na superficie de
energia da proteina, onde a estrutura do LBD com a H12 fechada passa a nao ser
mais um minimo global. As simulagoes a 298 K da etapa 1 foram utilizadas para
tentar levar o sistema do minimo local (H12 fechada) para o novo minimo global

(H12 em nova posi¢ao). Para aumentar a taxa de conversao entre estes estados, na
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etapa 2 foi adicionada energia ao sistema na forma de aumento de temperatura. As
conformagoes do minimo global foram entao identificadas com base nos resultados
obtidos no experimento de troca H/D, em especial no que se refere a conformagao
da H12. Por fim, estas estruturas sao resfriadas a 298 K na terceira etapa, para
posterior andlise das conformagoes finais obtidas.

Para caracterizar as mudancas conformacionais ao longo destas etapas, calculou-
se o RMSD das posicoes dos atomos de carbono-a da H12 em relacao a duas
referéncias distintas: 1)conformacao agonista TR utilizado para iniciar as si-
mulagdes MD na primeira etapa da metodologia (conformacao do holo-TRS asso-
ciado ao T3); 2) modelo apo hibrido construido a partir dos resultados de troca
H/D. O alinhamento das conformagoes das trajetorias foi feito em relagao as regioes
mais rigidas do backbone, enquanto o calculo do RMSD foi feito apenas para a H12
(residuos 455-459).

O modelo apo hibrido foi construido tomando como base a posi¢ao da H12 do
holo-ER associado a um antagonista (cédigo PDB: 3ERT; resolucio de 1,90 A) e
o restante do LBD do TR/ na conformacao holo agonista.

Antes de serem observadas as conformacoes obtidas por este procedimento,
foram realizadas andlises preliminares de propriedades estruturais do LBD (raio
de giracao e conteudo de estrutura secundaria) ao longo das simulagdes de MD
das trés etapas do procedimento, de maneira a garantir que nao ocorreu alguma
desnaturacao relevante da estrutura. Vale destacar que embora a primeira vista a
temperatura de 498 K pode parecer exageradamente alta, o impacto global sobre
a estrutura LBD nao é severo para os tempos de simulagao da ordem de 20 ns
ou menos, como ja observado em condigoes de simulacao similares utilizadas em

estudos prévios de desnaturagao feitos por nosso grupo [173].

6.2 Mudancas conformacionais da H12

O primeiro passo ao analisar a sequéncia de simulagoes de MD realizadas nas
etapas 1 e 2 do procedimento foi verificar se houve alteracoes conformacionais na
posicao da H12. Apesar das simulagoes em condigoes normais de temperatura
e pressao (298 K e 1 bar) serem relativamente longas, nao se detectou nenhum

reposicionamento da a-hélice H12, tal como mostrado no grafico superior da Figura
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6.3A. O RMSD em relacao a estrutura cristalografica holo (linha preta do gréfico)
permaneceu aproximadamente constante, em torno de 1,5 A (gréfico superior, linha
preta), enquanto o RMSD em relagdo ao modelo apo hibrido (curva vermelha)
permaneceu igualmente constante, porém com valores maiores de RMSD, em cerca
de 12,5 A.

Estes resultados mostram claramente que a estrutura, mesmo sem o ligante,
permaneceu semelhante a estrutura holo agonista, com H12 fechada. Praticamente
o mesmo resultado é obtido para simulagoes onde o ligante T3 estd presente no
LBD. Isto ocorre porque a estrutura deve estar presa num minimo local, devido as
interacoes da H12 com o corpo do LBD. Além disso, as simulagoes de MD utilizadas
sao curtas (20 ns) em relagdo ao tempo que este processo deve realmente ocorrer
(por exemplo, apods a dissociagao do ligante em meio fisiolégico). Um resultado
semelhante foi obtido em simulagoes do LBD do ER [63].

T T T
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Figura 6.3. Mudangas conformacionais da H12: (A) A transi¢do da es-
trutura holo-TR para o modelo apo-TR via simulacoes de MD nao ocorre a 298
K durante 20 ns (grafico superior). Aumentando a temperatura, verifica-se que
ocorre transformagao holo — apo (grafico inferior). (B) Posi¢do da H12 na estru-
tura holo-TR cristalografica (azul), modelo apo hibrido do TR com ER (cinza),
estrutura final a 298 K (vermelha) e estrutura de menor RMSD em relacao ao
modelo apo hibrido nas simulagoes a 498 K (verde).
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Para aumentar a probabilidade de observar mudancas na posi¢ao do H12, foram
realizadas trés simulagoes de temperatura mais elevada (498 K) de maneira a
superar as barreiras de energia livre que impedem movimentos de grande amplitude
de H12. Os resultados obtidos sao mostrados no grafico inferior da Figura 6.3A.
Nestas condigoes, verificou-se que o RMSD da H12 em relagao ao holo-TR aumenta
de 1,5a10,0 A (linha preta). Isto significa que a estrutura diverge da conformagao
holo-LLBD, como esperado, devido ao aumento da temperatura da simulacao. No
entanto, o RMSD em relacao ao modelo apo hibrido surpreendentemente cai de
12,5 para cerca de 6,5 A. Portanto, verifica-se aqui que a estrutura se afasta da
conformacao holo e espontaneamente se aproxima da apo.

Para ilustrar estas alteragoes conformacionais, foi feita comparacao da posicao
da H12 nas estruturas de referéncia, bem como das obtidas nas simulacoes a 298
e 498 K. Esta andlise ¢ mostrada na Figura 6.3B. Verifica-se que a estrutura
média do LBD nas simulagoes a 298 K (cor vermelha) de fato se mantém muito
semelhante a da conformagao holo cristalografica (cor azul). J& a estrutura de
menor RMSD em relacao ao modelo apo hibrido obtida a partir das simulacoes a
498 K (RMSD de aproximadamente 6 A, cor verde) revela a H12 em uma nova
posicao, ancorada exatamente sobre a a-hélice H3, o que é muito semelhante a
posicao do modelo hibrido do apo-TR (cor cinza) e bem distinta da conformagao
do holo-TR agonista, com H12 fechada.

Desta forma, simulacoes de MD realizadas sem ligante mostram tendéncia es-
pontanea da H12 em ancorar-se sobre a regiao da H3-H5, tal como previsto pelas

interpretagoes dos dados de troca H/D.

6.3 Conformacoes do apo-TR

Apo6s identificacao das alteragoes conformacionais na H12 nas simulacées de MD
das etapas 1 e 2 do procedimento, foram realizadas simulagoes de resfriamento
(etapa 3), partindo das trés conformagoes mais semelhantes ao modelo apo hibrido,
identificadas pelos menores valores de RMSD em relagao a este modelo. Estas con-
formacoes foram denominadas I, II e III, sendo identificadas no grafico inferior da
Figura 6.3A.
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Os resultados obtidos nas simulacoes de resfriamento sao ilustrados pelas es-
truturas nas Figuras 6.4 e 6.6, onde as conformagoes I (vermelha) e II (azul) foram
alinhadas com a conformagao agonista do LBD do TRS-T3 (cinza). Como os
resultados da conformacao III foram muito semelhantes aos da conformagao II,

ambas as estruturas foram consideradas como um unico modelo.

Figura 6.4. Comparagao entre a estrutura do holo-TR agonista (cinza) e
as estruturas médias obtidas das simulagoes de resfriamento das conformacoes de
menor RMSD em relagdo ao modelo apo hibrido (I em vermelho e II em azul). A
conformacao IIT apresentou os mesmos resultados que I e nao é mostrada na figura.
Em bege translicido é mostrada a superficie formada pelos residuos hidrofébicos
do sitio de ligagao e também das hélices H12 e H3.

Comparando de um ponto de vista mais global estas estruturas, verifica-se
claramente na Figura 6.4A alteragoes nas posigoes das a-hélices H3 e H5. Mais
importante, as estruturas apo resfriadas preservam a H12 encaixada sobre H3 e

restauram a maioria dos elementos restantes da estrutura secundéria.
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A Figura 6.4B detalha as principais interacoes dos residuos polares que mantém
a H12 nas estruturas holo e apo, além de destacar o grande niimero de residuos
hidrofébicos da regiao através da superficie bege. Na estrutura holo agonista, H12
é ancorado por pontes salinas dos residuos de carga negativa E457, E460 e D461,
com os residuos positiva K306 e K443, além de contatos hidrofébicos com o restante
da proteina e com o ligante. Parte dos residuos hidrofébicos da regiao esta exposta,
dado que as simulagoes foram feitas sem CoAs.

Na conformacao resfriada I, H12 aparenta estar numa etapa intermediaria entre
as posicoes holo e apo, sendo provavelmente este um estado de transicao entre as
conformacoes. Uma das pontes salinas da conformacao holo, envolvendo os residuo
K443 e D461 é perdida, mantendo apenas a interagao entre K306 e E460. Esta
lisina também faz, porém com menos frequéncia, um ponte salina com D461 nesta
conformagao. Nas estruturas II/I1I, H12 encontra-se na conformagao apo final,
protegendo o C-terminal da H3 da hidratagao, como sugerido pelos experimentos
de troca H/D. Além de contatos hidrofébicos, é formada uma ponte salina entre
K288 e D461, que deve ajudar na estabilizacao da H12 nesta posicao.

Para confirmar as alteragoes na hidratac¢ao da por¢ao C-terminal de H3 (com-
posta dos residuos 280-285 no peptideo produzida na digestao proteolitica), foi
calculado o nimero de moléculas de agua proximas desta regiao nas simulagoes de
MD a 298 K da conformagao holo agonista (etapa I do procedimento) e nas si-
mulagoes de MD de resfriamento (etapa I1I), sendo o resultado mostrado na Figura
6.5. E evidente neste grafico que a hidratagao da H3 na conformagao I1/111 é menor
do que na conformacao holo, em especial na metade final das simulacoes. A con-
formacao I mostra nimero de moléculas de dgua intermediario entre o observado
na holo e nas conformacoes I1/111.

Sem ligantes, os TRs se associam a CoRs, reprimindo a transcricao. Sabe-se
que os residuos hidrofébicos destacados na Figura 6.4B sao importantes para a
interagdo com o motivo LXXXIXXX(I/L) de CoRs. Se a H12 pode ancorar-se
sobre esta mesma regiao, seria esperado que existisse competicao dela com CoRs
por esta cavidade. Experimentos com mutacoes nesta regiao confirmaram esta
hipétese [84]. Por exemplo, a mutagao F451X do TRf, que envolve completa
delecao da H12, mostra maior afinidade por CoRs na auséncia de ligantes do que

o TR nativo. Este resultado s6 pode ser explicado se considerarmos que exista
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Figura 6.5. Hidratagdo da H3: Numero de moléculas de dgua (Nw) a
menos de 4 A dos dtomos que compde o C-terminal da H3 nas simulacées com a
conformacgao holo agonista (linha preta) e de resfriamento dos modelos apo (ver-
melha para I e azul para IT/TII).

competicao entre H12 e CoRs por esta mesma regiao. Isto também indica que
quando associado a CoRs, a H12 deve estar em posicao distinta dos modelos de
estruturas apo aqui apresentados.

Voltando para as andlises das conformacoes apo, a Figura 6.6A mostra as mes-
mas estruturas da Figura 6.4A, porém num outro angulo. Observa-se que também
ocorreram adaptagoes conformacionais nas a-hélices H8 e H11. H8 nao altera tanto
sua posicao na conformacao I. Entretanto na conformacao II, ela se altera mais,
tornando-se quase ortogonal em relacao a H10. Ja para H11, verifica-se que, em
ambas as conformagoes, esta a-hélice dobra-se sobre o sitio de ligagao, restaurando
parte dos contatos hidrofébicos perdidos com a retirada do ligante.

Este processo é mostrado em detalhe na Figura 6.6B onde se observa que as
alteracoes conformacionais de H8 e H11 fazem com que a histidina H435, tinico
residuo polar na regiao hidrofébica do sitio de ligacao (indicada pela superficie
bege) volta-se para o exterior da proteina. Como residuos polares do sitio de ligacao
passam a voltar-se para a parte externa da proteina tem-se como consequéncia,
maior hidratacao destes, o que pode explicar como a regiao do sitio de ligacao se
torna mais hidratada nos experimentos de troca H/D.

Por fim, é interessante notar que estas mudancas em H8 e H11, ao mesmo
tempo em que levam ao colapso do sitio de ligagao, acabam por alterar a superficie

de dimerizacao, em especial a regiao N-terminal da H11 e os contatos realizados
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Figura 6.6. Outro angulo da Figura 6.4, mostrando uma comparacao
entre a estrutura do holo-TR agonista (cinza) e das estruturas médias obtidas
das simulagoes de resfriamento das conformagoes de menor RMSD em relacao ao
modelo hibrido (I em vermelho e II em azul). A conformagcao III apresentou os
mesmos resultados que II e nao é mostrado na figura. Em bege translicido é
mostrada a superficie formada pelos residuos hidrofébicos do sitio de ligagao.

pela H10. Esta regiao torna-se mais aberta, o que pode explicar as alteragoes de
hidratagao observadas nos experimentos de troca H/D para esta regiao. Além disso,
este resultado mostra como as superficies de homo e heterodimerizagao podem ser
diferentes.

Os resultados apresentados nesta se¢ao, junto com experimentos de troca H/D
e ensaios de mutagénese sitio-dirigida ja foram publicados na revista Molecular

Endocrinology. Maiores detalhes do estudo encontram-se na referéncia [84].



Capitulo 7

O estudo de mutacoes do TR

Nos ultimos anos, o grande desenvolvimento da Biologia Molecular e das técnicas
de expressao recombinante de genes possibilitou, entre outras aplicacoes, o uso de
mutacoes artificiais para estudos da relacao estrutura-funcao de proteinas, numa
técnica conhecida como mutagénese sitio-dirigida. Parte do conhecimento dos sitios
funcionais de LBD dos NRs vem de estudos experimentais deste tipo.

Geralmente, considera-se na mutagénese sitio-dirigida que uma mutagao pon-
tual (substituicdo de um tnico residuo) cause apenas modificagdes locais de modo
que ocorra perda funcional relacionada a regiao da estrutura onde se encontra o
residuo mutado. As regides de interacao com co-reguladores e de dimerizacao do
NRs, por exemplo, foram identificadas inicialmente assim.

A literatura sobre NRs vem mostrando que apesar do sucesso da mutagénese
sitio-dirigida, nao apenas modificagoes locais podem ocorrer. Verifica-se, por exem-
plo, que algumas mutacoes na superficie de dimerizagao do LBD do TR ou em
regioes proximas a ela, tal como as mutacoes listadas na Tabela 7.1, levam também
a alteracoes da afinidade!” por ligantes ou mudancas na interacao com proteinas co-
reguladoras, mesmo com o residuo mutado estando relativamente distante destas
regioes [39, 41, 85, 86].

Outro ponto a destacar da Tabela 7.1 é que mesmo mutagoes proximas na es-

trutura podem provocar mudancas funcionais bem diferentes. As mutagoes L428R,

17A afinidade de mutacoes em relacdo a determinado ligante é usualmente dada pela razio
entre as constantes de associagdo do LBD mutante (K,mutante) e do nativo (K,nativo), sendo
Afinidade = (K ,mutante/ K nativo) x 100.

87
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Tabela 7.1. Efeito de mutacoes na regiao de dimerizacao nas fungoes do TR

Mutacoes Afinidade pelo T3 Interacao com Co-reguladores Dimerizagao

R383H 70% Altera Altera
L400R 70% Nao Altera Altera
M423R 174% Nao Altera Altera
L428R ~ 1% Nao Altera Altera
R429Q) ~ 100% Altera Altera

R429Q e M423R'® por exemplo, estdao bem préximos, como mostra a Figura 7.1.
Ambos inibem a dimerizacao, mas provocam respostas diferentes na afinidade por

T3 e na interacao com co-reguladores.

Figura 7.1. Localizacao dos residuos E311, L400, M423, L428, R429,
R383 que fazem parte da superficie de dimerizacao do LBD (partes das hélices
H10 e H11). Mutagbes nestes residuos inibem a dimerizagao, mas também levam
alteracoes na afinidade pelo hormoénio e na interagado com co-reguladores (c6digo

PDB: 3GWS).

O fato de existirem poucas estruturas de mutagoes depositadas no PDB [174-
176], enquanto ja existem vérias estruturas envolvendo os subtipos TRa e TR
nativos com diferentes ligantes, da indicios da dificuldade de obtencao das estrutu-

ras de mutacoes. Esta dificuldade pode indicar que os TRs com mutagoes possuem

18Na nomenclatura de mutacdes, a primeira letra representa o residuo da protefna nativa, ou
seja, sem mutacoes. Em seguida é colocado um numero, que indica a posicao do residuo na
estrutura priméria, e por 1ltimo coloca-se o simbolo do novo residuo, aquele que substituiu o
original.
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estruturas com grande mobilidade ou mesmo instaveis.

A comparacao dos LBDs de TRS mutantes determinadas com TR/ nativo
indica que as alteracoes de residuo induziram maiores valores do fator de tempera-
tura, em especial no local da mutacao. Também se verifica um pequeno aumento
desta propriedade em outras regides do LBD [174, 175]. Estes resultados indicam
maior mobilidade e instabilidade da estrutura do LBD destes mutantes.

A instabilidade e as alteracoes de diversas funcgoes bioldgicas nao sao novidades
nos estudos estruturais e funcionais de outras proteinas com mutacoes. Levanta-
mentos de resultados encontrados na literatura tem demonstrado que a maioria
das proteinas mutantes que causam doencas apresentam mutagoes pontuais, que
provocariam apenas instabilidade da estrutura proteica. Uma menor parcela de
mutacoes provocaria apenas perdas funcionais ou efeitos conjugados de instabi-
lidade e perda funcional [177, 178]. No caso do TR também existem mutagoes

naturais que provocam uma doenca hereditéria, discutida a seguir.

7.1 Sindrome de resisténcia ao hormonio tireoideano

A sindrome de resisténcia ao horménio tireoideano (RTH) é uma doenga caracte-
rizada pela reposta reduzida e variavel de diferentes tecidos aos hormonios tireoi-
deanos, apesar de suas concentragoes séricas elevadas [68, 87].

Os sintomas clinicos mais comuns dos pacientes sao: bdcio, problemas de
audicao e de fala, retardamento mental, déficit de atencao, taquicardia, cresci-
mento e maturagao alterado dos ossos, associados a auséncia dos sintomas comuns
e de alteragoes metabdlicas provocadas por excesso de hormonios tireoideanos (hi-
pertiroidismo). Sendo uma doenga hereditéaria, ela pode atingir os pacientes até
mesmo antes do nascimento, durante a gestacao.

Vinte anos depois dos primeiros casos descritos da doenga (1967, por Refetoff
[179, 180]), foi elucidada a base molecular da RTH, que se deve a anormalidades
no receptor nuclear do hormoénio tireoideano (TR). A maioria dos individuos com
RTH (cerca de 80 a 85%) possui mutagoes no TR. Existem mais de 120 mutagoes
identificadas em aproximadamente 300 familias. Nunca foi descrito um tnico caso

com mutagoes no TRa, apenas no TR [87, 88, 181].
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Grande parte das mutagoes sdo pontuais e estao localizadas no LBD [87]. De
maneira geral, as mutagoes apresentam afinidade reduzida pelo T3, mas também
existem algumas delas (tal como R429Q), ja descrita na Tabela 7.1) que nao alteram
a afinidade, mas causam a doenga (possivelmente alterando outras fungoes do LBD)
[182-184]. As consequéncias dessas mutagoes sao a nao liberagao de CoRs ou a
interacao mais fraca com CoAs, resultando em alteracoes na ativagao da transcricao
dos genes regulados pelo TR. Usualmente, os mutantes sao capazes de se ligar ao
DNA e homodimerizar com TR normais ou heterodimerizar com RXR, s6 que estes
acabam competindo e bloqueando a acao dos TR normais. Este efeito é o chamado
de efeito negativo dominante (DNE) [87].

Até pouco tempo atras, nao se conhecia como mutagoes que causam RTH al-
teram a estrutura e a dinamica do LBD do TR}, j4 que apenas quatro estruturas
terciarias de mutantes que provocam a doenca (de mais de 120 conhecidas) foram
obtidas [174]. Este foi o tema de pesquisa do autor deste texto em sua Dissertagao

de Mestrado [185]. Um resumo dos resultados obtidos ¢é descrito a seguir.

7.2 Dinamica molecular de mutacoes do TR

O trabalho desenvolvido pelo autor durante o Mestrado utilizou simulacoes de MD
para explorar as possiveis alteragoes no LBD do TRS causadas por 40 mutacoes,
sendo a grande maioria delas mutagoes pontuais de baixa afinidade e que causam
RTH.

As conclusoes mais importantes obtidas neste estudo indicam um conjunto
de alteragoes em comum causadas por estas mutacoes. Grande parte delas pro-
voca tanto modificacoes estruturais como dinamicas no LBD, além de perda de
interacoes hidrofilicas e de contatos hidrofébicos com o hormonio T3, em especial
na regiao que envolve o grampo-3. Estes efeitos ocorrem independentemente do
local da mutagao e podem estar associados a instabilidade estrutural dos LBDs
mutantes e a perda de afinidade pelos ligantes. As andlises realizadas sugerem
ainda que as mutagoes envolvendo a troca de carga do residuo mutado sao as que
mais reduzem (em magnitude) a intera¢ao do T3 com o receptor [185].

Todos estes efeitos sao inusitados, principalmente porque boa parte das mutacoes

estd em locais distintos da estrutura, mas apresentam alteragoes estruturais e
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dindmicas em comum. Além dos resultados mais gerais, também foram realizados
estudos mais especificos e detalhados de poucas mutacoes. Em um deles, foram
investigadas trés mutagoes pontuais distintas na mesma posi¢ao da sequéncia de
residuos: 1280M, I280K e 1280R, sendo esta uma pesquisa colaborativa envolvendo
simulagoes de MD de nosso grupo e ensaios funcionais realizados pelo grupo do
Prof. Dr. Francisco A. R. Neves (UnB). Foi demonstrado que estas mutagoes, ao
mesmo tempo em que perturbam H12, levam a entrada de moléculas de dgua no
sitio de ligacao, o que permite explicar o porqué da baixa afinidade por hormonios
e por CoAs [56, 185].

Além das mutacgoes de baixa afinidade, também foram estudados durante o
Mestrado alguns LBDs mutantes com alta afinidade pelos hormonios tireoideanos.
Entretanto, nestes casos, nao foi possivel explicar de um ponto de vista molecular
este fenomeno. Na época, ainda nao se pensava, por exemplo, como os mutantes
poderiam afetar o segundo sitio de ligacao. Outro fato novo e interessante em nosso
grupo foi o inicio de uma colaboracao com o grupo experimental do Prof. Dr. Rui
M. B. Maciel (UNIFESP), que tem identificado novos mutantes em pacientes que
possuem a sindrome RTH.

Dando continuidade aos trabalhos envolvendo mutacoes, foi realizado nesta Tese
de Doutorado o estudo dois mutantes: M369R, um mutacao de alta afinidade, e
P452L, uma nova mutacao identificada em um paciente com RTH. Os resultados

obtidos sao apresentados a seguir.

7.3 M369R: mutacao com alta afinidade pelos hormonios

As mutagoes que provocam alta afinidade por hormoénios estao entre as mais in-
trigantes, em especial as localizadas longe do sitio de ligagao. A mutacao artificial
M423R no TR, por exemplo, possui afinidade de 174% em relacao ao TR/ nativo
[41], mesmo estando localizada longe do primeiro sitio de ligagao. O residuo 423
localiza-se na a-hélice H11, na superficie do LBD. Como estd exposto ao solvente,
nao é provavel que esta mutacao leve a grandes alteracoes estruturais. A Figura
7.1 mostra sua localizagao, enquanto a Tabela 7.1 resume as alteragoes funcionais

provocadas por esta mutacgao.
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Durante o Mestrado do autor, foram realizadas simulagoes de MD do M423R
e também de outras mutacoes de alta afinidade. Os estudos realizados nao indica-
ram como estas mutagoes poderiam levar ao aumento da afinidade. Alguns deles,
mostraram inclusive perda de interagoes com o ligante no sitio de ligagao classico
[185].

Considerando agora o conhecimento da existéncia do segundo sitio de ligacao
dos TRs, uma hipdtese para este tipo de comportamento é a possibilidade de
explicar alta afinidade por hormonios através das alteragoes que algumas mutagoes
possam provocar nas interagoes do hormoénio, nao no sitio de ligacao consensual,
mas no novo segundo sitio.

Para testar esta hipotese, foram feitas simulagoes de MD para a mutacao M369R
no LBD do TRa ligado a T3 em ambos os sitios (M369R-T3-T3), sendo estas
comparadas as simulagoes do LBD do TR« nativo também ligado ao T3 (TRa—T3-
T3) e ao T4 (TRa-T3-T4), ja descritas no Capitulo 5. O mesmo protocolo utilizado
nas simulacoes de MD da estrutura nativa foi utilizado para esta mutacao. Este
protocolo é descrito na se¢ao 5.1.1, enquanto a construcao da mutagao é explicada
na secao 4.3.

O residuo M369 do TR« corresponde ao M423 do TR3. A escolha da realizacao
das simulacoes de MD para o TRa se deve ao fato de que ja havia sito realizado um
extenso estudo do segundo sitio de ligacao com este subtipo no Capitulo 5. Dado
que a regiao do segundo sitio é conservada entre os subtipos (com 100% de iden-
tidade), acreditamos que os resultados obtidos para o subtipo « sdo equivalentes

para o subtipo (.

Mobilidade e os modos de ligacao do ligante no segundo sitio do M369R

A Figura 7.2A mostra os resultados obtidos para a mobilidade do ligante no re-
ceptor nativo e M369R. Verifica-se claramente que o T3 ligado ao segundo sitio
do TRa-LBD mutante possui menor mobilidade, tal como mostrado pela menor
volume varrido pelo ligante (superficie vermelha) na mutagao em relacao ao que se
observa na estrutura nativa (superficie azul). De maneira equivalente, é mostrado

este resultado para a frequéncia do RMSD dos ligantes na Figura 7.2B.
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Figura 7.2. A mobilidade de ligante no segundo sitio da mutacao M369R:
(A) Estruturas sobrepostas e o volume méaximo ocupado pelo T3 no segundo sitio
de ligacao no mutante M369R (superficie vermelha) e no TRa nativo (azul). (B)
Distribuicao do RMSD dos hormonios naturais no primeiro e no segundo sitio de
ligacao.
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Figura 7.3. As interacoes do ligante no segundo sitio da mutagao M369R:
(A) A frequéncia da energia de interacao LBD-ligante no segundo sitio de ligagao
do TRa nativo com T3 (preto) e do mutante com T3 (azul). Também é mostrado
o TR« nativo com T4 (vermelho). (B) A interagao do residuo mutado com o grupo
hidroxila de T3 restringe a mobilidade e torna mais negativo os valores da energia
de interacao T3-LBD.

A menor mobilidade do T3 no LBD mutante é reflexo de sua maior interacao
com o segundo sitio, tal como mostrado pela frequéncia das energias de interacao
ligante-proteina na Figura 7.3A. Observa-se claramente que o pico referente ao

M369R. esta deslocado para energias de interagdo mais negativas. Além disso,
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quando comparado ao TRa nativo ligado a T3, nao se observa a existéncia do
modo de ligacao fraco'”.

Tal comportamento (menor mobilidade, maior interacao do ligante, ndo ocorréncia
do modo fraco de ligagao) é muito semelhante aos resultados observados para o LBD
do TR« ligado ao T4 no segundo sitio, mostrados na secao 5.1.2. Considerando
estes resultados e os valores obtidos para AG de dissociagao T3 e T4 no TR«
nativo na segao 5.2, pode-se supor que possivelmente o mutante M369R deve pos-
suir maior afinidade pelo T3 que o TRa nativo, o que explicaria assim sua maior
afinidade global.

Quais seriam as modificacoes estruturais provocadas pelo M369R que levariam
a estas alteragoes na mobilidade e na energia de interagao? A Figura 7.3B elucida
esta questao mostrando o modo de ligacao do T3 no segundo sitio de ligagao da
mutacao. Observa-se uma interagao polar adicional que o proprio residuo mutado
faz com a hidroxila do anel fendlico do hormonio, a parte mais mével dos ligantes
no segundo sitio do TR« nativo. Desta forma, o modo de ligacao do T3 no LBD
mutante deixa evidente como este reduz a mobilidade e aumenta a interacao ligante-
proteina.

O estudo desta mutacao ilustra como um novo resultado, no caso a existéncia
de um novo sitio, possibilita reinterpretar dados experimentais e rever perguntas
que ficaram sem respostas no passado. Vale destacar que M369R é o tipico caso de
mutacao localizada longe do primeiro sitio de ligacao e que nao havia explicacao

sobre sua alta afinidade.

7.4 PA452L: mutacao com baixa afinidade pelos hormoénios e
co-ativadores

Recentemente o grupo o Prof. Dr. Rui M. B. Maciel realizou um estudo de
caso com um paciente que apresentava sintomas tipicos da Sindrome RTH. Foi
identificada uma mutacao nunca antes descrita no TRf3: a mutacao P452L. O
grupo do Prof. Francisco A. R. Neves realizou ensaios funcionais com esta nova
mutacao. Foi verificado que, tal como a maioria das mutagoes que causam RTH, o

mutante P452L possui baixa afinidade pelo hormonio tireoideano T3. Sua afinidade

190s modos de ligacio do T3 no segundo sitio foram descritos na secdo 5.1.2 , Figura 5.6.
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é de cerca de 12% em relacao ao TR/ nativo. Surpreendentemente, mesmo em
condigoes saturadas de T3, o mutante P452LL nao atingiu o méximo de atividade
transcricional do TR nativo. Este é um indicio de que a perda funcional deste TR
mutado nao estd so relacionado a baixa afinidade por hormonios, mas deve envolver
mudancas conformacionais no LBD que alterem as interagoes com co-reguladores.
Novos ensaios realmente confirmaram que esta mutacao também resulta em baixa
interacao com CoAs.

Dado que o residuo 452 localiza-se proximo a H12, principal hélice responséavel
pela interacao com CoAs, uma hipdtese era de que a mutacao alterasse as interagoes
desta regiao e, simultaneamente, desestabilizasse o sitio de ligacao. Esta hipdtese
foi baseada nos estudos ja realizados por nosso grupo das mutagdes no residuo
1280 [56], uma vez que ele apresenta resultados semelhantes em ensaios funcionais
e também ¢é préoximo espacialmente da H12 (é um dos residuos hidrofébicos da H3,
onde a H12 se ancora).

Apesar destas caracteristicas, parecia contra intuitivo esperar uma grande mu-
danga de comportamento funcional dado que os residuos prolina (P) e leucina (L)
possuem volumes e hidrofobicidades semelhantes. No caso das mutagoes no residuo
1280, as alteracoes nas propriedades fisico-quimicas eram mais pronunciadas, in-
cluindo mudangas de tamanho e carga da cadeia lateral. Dadas as caracteristica
da cadeia lateral da prolina, outra hipotese plausivel era que esta mutagao poderia
alterar a conformacao local dos diedros do backbone,

Para testar as hipoteses levantadas, foram feitas trés simulagoes de MD inde-
pendentes de 10 ns para os LBDs do TR/ nativo (c6digo PDB: 2H79; resolugao de
1,87 A) e da mutagao P452L, ambos associados a unico ligante T3, no primeiro sitio
de ligacao. Foram utilizados os parametros do T3 obtidos no estudo de segundo
sitio de ligagao (se¢ao 5.1.1). Considerando a posi¢do da mutagao e os resultados
experimentais obtidos, descartou-se a possibilidade do segundo sitio ser importante
na interpretacao dos resultados neste caso. Foram utilizadas as condicoes de si-
mulacao descritas na secao 4.3, enquanto a construcao do LBD mutante é descrito

na secao 4.3.
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Alteracoes conformacionais na H12 e no sitio de ligacao da mutacao P452L

Os principais resultados obtidos da modelagem molecular da mutacao P452L através
de simulagoes de MD sao apresentados nas Figuras 7.4 e 7.5. Os primeiros aspec-
tos estudados foram quais alteragoes conformacionais que esta mutagao induziu na
H12. Verificou-se que realmente hé pequena variacao do angulo de diedro ¥ entre
os residuos 452 e 453 no mutante P452L. Isto é evidenciado pelo pequeno desloca-
mento de 5° da curva azul (P452L) em relagao a curva vermelha (TR nativo) no
grafico a esquerda da Figura 7.4A.

Observou-se ainda que esta variacao esta associada a maior interacao entre o
residuo mutado 452 e hélice H3, como comprovado pelas energias de interacao
média entre eles: -5,1 + 2.9 e -25,1 + 3,0 kcal.mol~! para o TR/3 nativo e para o
mutante P452L, respectivamente. Ambas as alteracoes promovidas pela mutacao
(variagao do diedro ¥ e maior interagao entre o residuo 452 e H3) contribuem para
H12 se aproximar mais do LBD mutante.

Devido a esta pequena mudanga de posicao, os residuos K288 (H3) e E457
(H12) tornaram-se ligeiramente mais préximos no LBD mutante em comparagao
a distribuicao de distancias do LBD nativo, tal como mostra o grafico a direita
da Figura 7.4A. Vale lembrar, que estes residuos carregados sao conhecidos na
literatura de NRs como bragadeira de carga e a distancia entre eles é um parametro
importante para o recrutamento de CoAs, pois indica o tamanho da cavidade de
interacao deles no LBD. Se considerarmos a distancia ideal para a interacao com
CoAs (distancia cristalogréfica, mostrada na figura pela linha tracejada), observa-
se que na maior parte do tempo das simulagoes de MD, o LBD mutante encontra-se
em distancias menores.

Isto mostra que, quando ligado a T3, a mutagao P452L possui uma cavidade
de interacao com CoAs estreita. Isto pode explicar o porqué deste LBD mutante,
mesmo em concentracoes saturadas de T3, ter baixa afinidade por CoAs e, por-
tanto, nao alcancar a maxima atividade do TR3. Duas estruturas representativas
das conformacoes da H12 no TR/ nativo e no P452L sao mostradas nas Figuras
7.4B e 7.4C. E bem evidente a tor¢ao que H12 sofre com a mutagao, bem como sua
proximidade com o LBD. Também é destacada nestas Figuras a menor distancia

média entre os residuos da bracadeira de carga no LBD do TR/ mutante em relacao
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Figura 7.4. Alteragoes conformacionais da H12 no mutante P452L: (A)
Grafico a esquerda mostra a frequéncia do angulo diedral ¥ do backbone entre os
residuo 452 e 453. Ja o grafico a direita indica a distribui¢ao de distancias entre
os residuos K288 e E457 da bragadeira de carga; (B) e (C) mostram estruturas
representativas das simulagoes do TRA-LBD nativo e do mutante P452L, respec-
tivamente. E evidente a torcao da H12 e consequente menor distancia entre os
residuos da bracadeira de carga.

ao nativo.

Por fim, resta analisar quais as outras consequéncias destas pequenas mudancas
de posicao da H12 nas interagoes do LBD com o T3. O resultado desta analise é
mostrado na Figura 7.5. A proximidade da H12 em relagao ao corpo do LBD acaba
por empurrar o ligante para dentro do sitio de ligagao. Isto altera a interacao do
T3 com o grampo-f3, do outro lado da cavidade. As novas interagoes formadas
com o grampo-{3 nao sao tao favoraveis como no TRG nativo, especialmente a
interacao entre o grupo amina do T3 e o grupo carbonila do backbone do residuo

1330. Esta alteracao na interagao com 1330 ocorre em cerca de 30% do tempo das
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simulacoes de MD do mutante P452L, de modo que as energias de interacao média
LBD-T3 passam a ser ligeiramente desfavoraveis em relagao ao TR nativo:-153,4

+ 9,5 e -146,2 + 6,9 kcal.mol™1 para o TR nativo e para o mutante P452L,

respectivamente.

-17.8 keal.mol' v
A B
)
@ ? ; A
. 1330 1330
/ L452\J

Figura 7.5. Mutacao P452L provoca perda de interagoes do T3 com
residuo 1330:(A) e (B) mostram duas estruturas representativas das simulagoes
do TR/ nativo e do mutante P452L, respectivamente. AlteracGes na posicao da
H12 causadas pela mutacao empurram o ligante para dentro do sitio de ligacao o
que provoca perda de interacao com o residuo 1330.

Assim, as alteragoes no sitio de ligacao permitem sugerir qual a razao molecu-
lar da baixa afinidade do mutante P452L. E surpreendente constatar novamente
que a baixa afinidade de uma nova mutacao também leva a perda de interagoes
hidrofilicas com o grampo-{3, tal como observados nos estudos anteriormente re-
alizados no Mestrado [185]. No caso das mutagoes 1280K e I280R, por exemplo,
também ocorre perda de interagoes hidrofilicas nativas, porém de modo mais pro-
nunciado, incluindo a entrada de moléculas de dgua na cavidade hidrofébica [56].
Isto é coerente com o fato destas mutacoes terem afinidade menor que a apresen-
tada pelo P452L. A confirmacao de mais casos de similaridade nos mecanismos
moleculares que causam baixa afinidade em TRs mutantes pode trazer boas pers-

pectivas no desenvolvimento racional de farmacos para o tratamento de RTH.



Capitulo 8

A conformacao alternativa do ER(

Os receptores de estrogénios sao os NRs mais estudados pela comunidade cientifica,
como pode ser observado tanto pelo grande nimero de artigos publicados como
pelo niimero de farmacos que os tém como alvo?® Entretanto, ainda existem vérios
aspectos de seu mecanismo de acao que nao sao bem compreendidos, em especial
para o subtipo 8 do ER.

Sabe-se atualmente que na presenga de ligantes agonistas, tal como o préprio
estradiol (ligante natural mais ativo), o ERJ reprime parcialmente a transcrigao de
genes ativados pelo ERa [98]. A andlise das estruturas cristalograficas do PDB de
ambos os subtipos ligados ao estradiol mostra ambas na mesma conformacao, com
a H12 fechada em posi¢ao agonista, favoravel a associacao dos CoAs [6, 65, 96, 97]

Deste modo, considerando apenas as estruturas disponiveis é impossivel inter-
pretar como ER3 promove a repressao. Neste contexto, o grupo do Prof. Dr. Igor
Polikarpov tentou obter uma nova estrutura do ER3 associado ao estradiol. Sur-
preendentemente, a estrutura obtida apresentou uma conformacao alternativa da

H12, em relagao a conformagao classica observada em NRs associados a agonistas.

A Figura 8.1 faz uma comparacao entre a nova estrutura alternativa obtida
e a estrutura classica do ERfS (cédigo PDB: 30LS). Observa-se que a H12 da

conformacao alternativa est4 fechada, mas rotacionado em cerca de 180° em relacio

20Uma pesquisa na web of science indica quase 14 mil artigos contendo no titulo “Estrogen
Receptor”. O banco de dados DrugBank indica cerca de 60 compostos (aprovados ou em fase
clinica) que atuam em ERs. Pesquisas equivalentes com outros NRs néo indicam ndmeros tao
altos.
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Classica

Figura 8.1. As conformagoes classica e alternativa do ER(

a classica, existindo certa semelhanca com as estruturas associadas com ligantes
antagonistas ou mesmo em relacao a estrutura do apo-TR, descrita no Capitulo 6.
Assim, se existe esta conformagao para o ERS ligado ao estradiol, ela possivelmente
deve inibir associagao de CoAs.

A nova estrutura do ERf3 tem, assim, potencial para explicar como estes re-
ceptores podem reprimir a transcricao. Apesar disso, ha ainda um aspecto a con-
siderar: a possibilidade de esta estrutura ser um artefato cristalografico. Apa-
rentemente, o empacotamento cristalino sugere que a nova conformacao da H12
pode estar sendo favorecida pelo ER3 simétrico da célula unitaria. Isto nos leva
aos questionamentos: A nova estrutura do ER( obtida seria realmente estavel em
solucao? Se sim, qual seria o AG entre esta conformacao alternativa e a classica?

Para ajudar a responder estas questoes, foi proposta a realizacao de simulagoes
de MD do LBD do ER/3 em ambas as conformacoes, em especial para tentar obter
o AG entre elas. Este foi um trabalho feito em conjunto com a doutoranda Denise
Cavalcante de Melo (também orientada pelo Prof. Dr. Munir S. Skaf), que realizou

as simulacoes de MD tradicionais, enquanto o autor desta Tese se concentrou nos
calculos do AG.
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8.1 Estado de protonacao da H498 e simulacoes de MD

Inicialmente foi planejada a realizacao de um conjunto simulagoes de MD com dois
sistemas, conformacao alternativa (obtida pelo grupo do Prof. Dr. Igor Polikarpov;
resolucao de 2,80 A) e conformacao classica (cédigo PDB: 30LS; resolugao de 2,20
A). Entretanto, durante a construgao dos sistemas surgiu uma questao pertinente:
a protonagao da histidina 498 (H498). Ao realizar a previsao do pKa dos residuos
ionizdveis do sistema utilizando o servidor H++ [150], observou-se que para a con-
formacao alternativa, seu pKa previsto era 7,8 enquanto que para a conformacao
classica o pKa era 4,7. Isto significa que em pH fisiolégico (7,4), é esperado que
a forma majoritaria da H498 seja diferente nas conformagoes: protonada na con-
formagao alternativa e desprotonada na classica. O fato da H498 estar localizada
bem proxima da H12 torna a consideracao desta diferenca de pKa importante para
o estudo do AG entre as conformagoes.

Para tentar confirmar as previsoes destes valores de pKa, em especial para a
conformacao alternativa do ER(, foi empregado outro servidor, chamado PROPKA
[151], também muito utilizado na preparacao de configuracoes iniciais para si-
mulacoes de MD. Neste caso, o resultado do pKa da conformacao alternativa foi
6,9, um pouco mais baixo que o previsto pelo H++, enquanto que para a con-
formacao classica o resultado foi o mesmo. Logo, no caso deste servidor, o estado
de protonacgao majoritario da H498 na conformacao alternativa em pH 7.4 seria o
desprotonado, tal como na conformacao classica. Dada a discrepancia dos resul-
tados de pKa da H498 na conformagao alternativa, a estratégia deste estudo foi
reformulada.

Passaram a ser considerados agora 4 sistemas: conformacao alternativa com
H498 protonada, conformacao alternativa com H498 desprotonada, conformacao
classica com H498 protonada e conformacao classica com H498 desprotonada. Para
cada uma delas, foram realizadas trés simulacoes de MD independentes de 20 ns
cada. Em todos os sistemas o LBD do ERf encontra-se associado ao hormonio
estradiol, ja parametrizado por nosso grupo [38]. Os objetivos destas simulagoes
foram testar a estabilidade das conformagoes em ambos estados de protonacao da
H498, além de estudar a estrutura e dinamica do LBD do ER 3 e gerar configuragoes

relaxadas para o calculo do AG entre elas.
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Figura 8.2. A mobilidade de ambos estados de protonacao da H498 na
conformacao alternativa: sao mostradas algumas configuracoes representativas das
trajetdrias e também uma escala de cores onde: azul = baixa mobilidade (RMSD
< 0,5 A); verde = mobilidade intermediaria (RMSD = 1,25 A); vermelho = alta
mobilidade (RMSD > 2,0 A).

Um estudo mais aprofundado dos resultados destas simulagoes serd realizado
pela doutoranda Denise Cavalcante de Melo, sendo apresentado aqui um resumo de
alguns dos resultados observados. Nas Figuras 8.2A e 8.2B sao mostradas as médias
do RMSD ao longo da trajetéria para cada dtomo de carbono-a de ambos estados
de protonagao da H498 na conformagao alternativa. Este RMSD foi alinhado e
calculado em relagao a estrutura média do LBD obtida das simulacoes em cada
estado de protonacao. O resultado é colocado em uma escala de cores sobre algumas
estruturas sobrepostas representativas das trajetorias. Este tipo de andlise d4 uma
ideia da mobilidade de cada residuo.

A comparacao destas figuras sugere que, de maneira geral, o LBD em ambas as
conformagoes é bem estavel, como indicado pela cor azul do sanduiche de a-hélices.
As regides mais moveis (cor vermelha) de ambos os estados de protonagao sao: loop
entre H8 e H9, H12 e loop C-terminal. As estruturas sobrepostas indicam que no
estado desprotonado da H498, a H12 e o loop C-terminal varrem um espago maior,

nao ficando necessariamente ancorados ao LBD, como no estado protonado.
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Figura 8.3. A interacao entre H498% e¢ D303 na conformacao alternativa.

A Figura 8.3 mostra o motivo desta diferenca de comportamento, onde se veri-
fica a existéncia da ponte salina entre H498 e o residuo D303, localizado na a-hélice
H3. Quando H498 é protonada na conformacao alternativa, esta interagao ocorre
em cerca de 40% do tempo das trajetdrias, com energia de interacao entre H498"
e D303 em torno de -100,0 & 9,0 kcal.mol™!. J4 no estado desprotonado, ela é
pouco frequente, ocorrendo em menos de 5%, com energia de interacao D303-H498
préxima de -12,0 4= 5,0 kcal.mol™. Logo, conclui-se que além da interacao com
H498 protonada ser mais favoravel, ela é mais frequente que na H498 desprotonada
ambas na conformacao alternativa. O contato entre H498 e D303 também existe
na estrutura cristalografica, o que justifica o pKa de H498 previsto como mais alto
nesta conformacgao.

As mesmas andlises foram realizadas para ambos os estados de protonacao de
H498 na conformacao clédssica, sendo os resultados mostrados nas Figuras 8.4A
e 8.4B. Da mesma forma que na conformacao alternativa, ambos os estados de
protonacao aparentam ser bem estaveis. As regioes de maior mobilidade sao as
mesmas da conformacao alternativa. Porém, nesta conformagao nao é tao evidente
qual estado de protonacao leva a uma maior estabilizacao da H12. Neste caso, em
geral, a H498 estd mais voltada ao solvente porém, aproximando-se com alguma
frequéncia de residuos polares da regiao, tal como R501.

Uma tultima analise destas simulacoes de MD foi o uso da estrutura média obtida

em cada conformacao e estado de protonacao para tentar recalcular os pKas de
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Figura 8.4. Mobilidade de ambos os estados de protonacao da H498 na
conformacao classica: sao mostradas algumas configuragoes representativas das
trajetdrias e também uma escala de cores onde: azul = baixa mobilidade (RMSD
< 0,5 A); verde = mobilidade intermediaria (RMSD = 1,25 A); vermelho = alta
mobilidade (RMSD > 2,0 A).

H498 através dos servidores H++ e PROPKA. Todos os pKas calculados para
H498 sao mostrados na Tabela 8.1. Observa-se que nas estruturas médias obtidas
das simulacoes de MD, os valores de pK a obtidos pelo PROPKA sao bem proximos,
sendo as diferencas de pKa entre as conformacgoes reduzidas em relagao aos pKas
calculados para as estruturas cristalograficas. Ja os valores de pKa obtidos pelo
servidor H4++ foram bem mais dispares. Foi obtido inclusive um alto valor de pKa
para a estrutura média de MD da conformacao classica com H498 protonada.

Considerando apenas os resultados do servidor PROPKA, onde se obteve re-
sultados menos erraticos, é possivel sugerir que em pH fisiolégico ambas as con-
formacoes estarao provavelmente no estado desprotonado. Entretanto, deve-se ter
cautela nesta previsao, dado que ambos servidores utilizam métodos bem aproxi-
mados para estas estimativas.

Retomando as conclusoes desta etapa, pode-se dizer que as simulagoes de MD
nao indicaram instabilidade evidente em nenhuma das conformacoes e estados de

protonacao do ERf3. Este é um resultado importante, especialmente para a con-
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Tabela 8.1. Estimativas do pKa do residuo H498 a partir das estruturas
cristalograficas e simulagoes de MD.

Conformacao  Fonte da Estrutura pKa PROPKA pKa H++

Alternativa Cristalografica 6,9 7,8
Alternativa  Média da MD H498 6,2 6,6
Alternativa  Média da MD H498" 6,3 6,9
Classica Cristalografica 4.8 4.7
Classica Média da MD H498 5,6 4,7
Cléassica Média da MD H498* 5,9 9,2

formacao alternativa, sendo ele pré-requisito para a préxima etapa do trabalho.
Para confirmar se conformagao alternativa do LBD do ER( ¢é realmente acessivel

em solugao aquosa, é necessario realizar o calculo do AG entre as conformacoes.

8.2 Condicoes das simulacées para o calculo do AG

O calculo do AG entre duas conformacoes de uma proteina é muito mais com-
plexo de ser realizado do que estimativas de afinidade ligante-proteina. Um dos
problemas é o maior nimero de graus de liberdade do sistema, o que exige escolha
criteriosa do conjunto de atomos que ird se mover na coordenada de reagao e uma
amostragem realmente grande de todos os estados envolvidos na transformacao
estudada. Além destas dificuldades, a prépria escolha da coordenada de reagao é
dificil, uma vez que nao se conhece os intermediarios deste processo.

Dado o sucesso nas estimativas de AG de dissociagao descritas na segao 5.2
desta Tese e a familiaridade do autor com a técnica, foi escolhido o método ABF
para o calculo do AG entre as conformagoes. Outros aspectos importantes levados
em consideracao para esta escolha estao relacionados a implementacao especifica
deste método no NAMD. Entre as vantagens deste programa, destaca-se: possibi-
litar utilizar o RMSD em relagao a uma estrutura de referéncia como coordenada
de reacao e a capacidade de empregar multiplas coordenadas de reacao.

Como base nestas vantagens, foram escolhidas como coordenadas de reagao os
RMSDs em relagao as posigoes dos atomos de carbono-a entre os residuos 469 e 501
nas estruturas cristalograficas das conformagoes cldssica (RMSD¢) e alternativa

(RMSD,4). Esta sequéncia de residuos corresponde ao C-terminal da H11, loop
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entre H11 e H12, a prépria H12 e o loop C-terminal do LBD. Parte destes residuos
corresponde aos que mais alteram suas posicoes entre as conformacoes alternativa
e classica. A faixa de cada coordenada de RMSD percorrida por estes dtomos foi
de 1 < & < 10 A. Foram utilizados potenciais de fronteira com forca constante
de 10 kcal.mol™'.A~2 nas extremidades das coordenadas de reacio. Por fim, a
amostragem foi realizada em janelas A&? de 0,01 A? de 4rea (0,1 x 0,1 A). Estes
parametros foram escolhidos com base em outros trabalhos utilizando o método
ABF [141-143].

Para cada estado de protonacao, foram realizadas inicialmente seis simulacoes
ABF independentes, com 100 ns cada, partindo de configuragoes iniciais relaxadas,
obtidas das simulacoes de MD tradicionais, ja comentadas na secao anterior deste
texto. Trés destas configuracoes partiram da conformacao alternativa e outras
trés da conformacao classica. Além disso, duas simulagoes extras, também de
100 ns, foram realizadas partindo de configuragoes onde a H12 estava em posicao
aproximadamente intermedidria em relacao as conformacoes de referéncia. Estas
duas ultimas configuragoes foram obtidas das outras seis simulagoes ABF. Em
todas estas oito simulagoes, foi usado um valor de Ng,0s igual a 4000. A média
dos resultados obtidos foi feita ponderando a amostragem de ﬁsist realizada em

cada janela A¢? de cada uma das simulacoes.

8.3 AG entre as conformacoes do ERj

Os resultados obtidos do AG conformacional para o estado desprotonado do residuo
H498 do ER3 sao apresentados na forma de um mapa de energia livre na Figura 8.5.
Verifica-se que existe um minimo global bem evidente, localizado em uma regiao
larga, de RMSD¢ em torno de 8-9 Ae RMSDy4 de 3-5 A. Tal regido corresponde
a um conjunto de estruturas semelhantes a conformacao alternativa. Observa-se
ainda que, neste estado de protonacao, a conformacao classica nao se mostrou
estdvel, existindo apenas uma pequena regiao do mapa, em torno do ponto (2,9),
com energia livre de 6 kcal.mol™! acima do minimo global. A barreira entre ambas
as conformacoes é de cerca de 12 kcal.mol™! e ocorre na regido intermedidria entre
as conformagoes, préxima do ponto (6,6) do mapa.

Dada as caracteristicas deste mapa de energia livre obtido, conclui-se que, no
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Figura 8.5. Mapa do perfil de energia livre entre ambas as conformacoes
no estado desprotonado de H498. Foram usadas como coordenadas de reagao
o RMSD em relagdo a conformagao classica (RMSD¢) e o RMSD em relagdo a
conformacao alternativa (RMSD,4). Os valores de AG sao dados pela escala de
cores em kcal.mol~!. Sao identificadas no mapa as regides onde se encontram as
conformagoes cléssica (C), alternativa (A) e a maior barreira de AG entre elas (B)

estado desprotonado da H498, ER( estard predominantemente na conformacao al-
ternativa, sendo ela favorecida tanto termodinamicamente como cineticamente em
relagao a conformacao classica. Este é um resultado inusitado, dado que explicaria
plenamente a funcao bioldgica deste receptor, pois a conformacao alternativa nao
deve permitir a associacao com CoAs e, consequentemente, reprime a transcri¢ao
de genes. Vale lembrar que maioria das estimativas de pKa de H498 indicam que
este residuo estd neste estado de protonacao em pH fisioldgico.

O mapa de energia livre conformacional do ER com o residuo H498 protonado
¢ mostrado na Figura 8.6. Surpreendentemente, neste estado de protonagao, o
minimo global é a conformagao classica e nao a alternativa. Ele localiza-se numa
regido larga do mapa, com coordenadas de RMSD¢ de 3-4 Ae RMSD, de 8-
9 A. Além de possuir um minimo global distinto, o mapa de energia livre do
estado protonado apresenta varias caracteristicas peculiares. Primeiramente, o

AG entre as conformacoes ¢ bem baixo, da ordem de 4,0 kcal.mol~!. Desta forma,
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na temperatura ambiente, ambas as conformagoes devem coexistir neste estado de
protonagao. Além disso, o estado protonado possui uma barreira de AG entre as
conformacoes bem baixa, da ordem de 6 kcal.mol™'. Dadas estas caracteristicas,
a H12 do ER/ com H498 protonada pode ser considerada bem mével. E como se
a protonacao tivesse-se tornado a H12 mais “soluvel”, ficando mais livre para se

movimentar pelo espaco conformacional.

RMSD,/ A
NWwW BRUTlOON 00O

234567809
RMSD./ A

Figura 8.6. Mapa do perfil de energia livre entre ambas as conformagodes
no estado protonado de H498. Foram usadas como coordenadas de reagao o
RMSD em relacao a conformacao classica (RMSD¢) e o RMSD em relagao a con-
formagao alternativa (RMSDy). Os valores de AG sdo dados pela escala de cores
em kcal.mol™!. Sao identificadas no mapa as regides onde se encontram as con-
formagoes classica (C), alternativa (A), a maior barreira de AG entre elas (B) e
também uma conformagao intermedidria (I), que é um minimo local que aparece
neste estado de protonagao.

O mapa de energia livre do LBD com H498 protonada mostra ainda um ter-
ceiro minimo local, com cerca de 2 kcal.mol™! em relacdao & conformacao cléssica
do ERJ, logo mais favoravel que a conformacao alternativa. Ele localiza-se aproxi-
madamente entre as conformagcoes alternativa e classica, proximo das coordenadas
RMSDs = 6 Ae RMSD, = 6 A. A observagao das estruturas corresponden-
tes a este minimo revela LBDs do ERS com a H12 em posigao antagonista, bem

semelhante as observadas para o apo-TR descritas no Capitulo 6.



8.3. AG entre as conformagdes do ERj3 109

A Figura 8.7 mostra como exemplo duas conformacoes deste minimo, chama-
das de intermediarios I e II. Dada as suas caracteristicas, é possivel considerar que
também nao devem associar-se a CoAs. Desta forma, mesmo no estado proto-
nado, o ER( deve promover certo grau repressao da transcricao, dado que tanto
a conformacao alternativa como conformacgoes intermedidrias sao acessiveis a tem-

peratura ambiente.

Figura 8.7. Comparacao entre as conformacoes alternativa, classica e in-
termediarias.

Tabela 8.2. AG entre as conformagoes nos diferentes estados de protonagao

Conformagao H498 (kcal.mol™!) H498" (kcal.mol™!)

Alternativa 0,0 4,0
Classica 6,0 0,0
Barreira 12,0 6,0

Intermediario - 2,0

A Tabela 8.2 contém um resumo dos resultados de AG obtidos. Por fim, vale
comentar que apesar de terem sido realizadas quase 1 us de amostragem para cada
estado de protonacgao, é possivel observar que os mapas obtidos possuem regioes
nao visitadas, em especial as regioes com altos valores de RMDSD¢s e RMSD 4.
Na regiao de valores baixos das coordenadas era esperado nao obter amostragem
alguma, dado que esta regiao é o limite geométrico das coordenadas de reacao
escolhidas. Entretanto, as regides de altos valores, como RMSDs de 8 a 10 A
podem ser acessiveis. Ainda que as simulagoes amostrassem algo destas regioes, os

resultados teriam pouco significado fisico, dado que corresponderiam a uma mistura
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de possiveis configuragoes distintas das conformacoes alternativa e classica. Para
conhecer AG de alguma conformacao muito distinta das estruturas de referéncia,
como a controversa posigao aberta da H12 (do mecanismo da ratoeira, descrita na

secao 2.3.1), seria necessario criar uma nova coordenada de reacao.

8.4 Conformacoes do ER(G e 0 pH

A constatacao de que a conformacao alternativa se trata de um minimo global no
mapa de energia livre do estado desprotonado do ER permite fortalecer a hipétese
de que esta nova estrutura cristalografica obtida nao sé é estavel como pode ser res-
ponsavel pelo mecanismo de acao do ER. Uma proposta para testar as hipdteses
levantadas na secao anterior deste Capitulo seria confirmar experimentalmente o
papel da H498 na modulacao da atividade do ER(. Isto poderia ser feito por
ensaios da atividade transcricional em diferentes valores pH e também utilizando
diferentes mutacoes na posicao 498.

Se estas hipoteses se mostrarem corretas, talvez outros aspectos pouco explica-
dos dos ERs também estejam relacionados a capacidade de alterar sua conformacao
preferencial e, com isto, alterar sua atividade, com o pH do meio. Um exemplo
neste contexto sao os SERMS, ligantes dos ERs que apresentam comportamento
agonista ou antagonista dependendo do tecido em que atuam. Um exemplo im-
portante é o raloxifeno, que atua como agonista em o0ssos e como antagonista em
tecidos mamarios. Tais caracteristicas permitem que este medicamento seja uti-
lizado tanto para tratar osteoporose de mulheres na pds-menopausa, como para
reduzir o risco o de cancer de mama. Sabe-se que o raloxifeno associa-se tanto ao
ERa como no ERf [96, 97].

A agao diferenciada de SERMs, tal como o raloxifeno, é, em geral, relacionada
a concentracao relativa de CoAs e CoRs nos diferentes tecidos. Uma hipétese
que gostariamos de apresentar é a possibilidade do ER3 explicar parcialmente a
mudanga do comportamento agonista para o antagonista nos diferentes tecidos.
Os resultados apresentados neste capitulo sugerem que o ER( pode alterar sua
conformacao preferencial dependendo do pH do meio. No meio acido, ele tende-
ria a agir como agonista (conformagao cldssica). No meio neutro a béasico, como

antagonista.
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Apesar do pH fisiologico de 7,4 ter sido utilizado como referéncia nas discussoes
até aqui, sabe-se que este valor pode variar conforme o tecido e o metabolismo.
As células tumorais, por exemplo, podem alterar o pH do meio. Nos arredores de
um tumor, o meio tende a ser acido enquanto no interior das células tumorais ele é
ligeiramente basico [186]. Um maior entendimento de como pH pode afetar o ERS
poderia ajudar no desenvolvimento racional de farmacos mais seletivos ao tecido e

as conformacgodes do receptor.
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Capitulo 9

Conclusoes

NRs sao uma superfamilia de proteinas que tém como funcao regular a transcrigao
de genes. Eles sao formados por até quatro dominios estruturais distintos. O LBD é
o mais importante deles e tem como principal funcao a associagao seletiva a peque-
nas moléculas hidrofobicas: os hormonios. A funcao dos NRs e as caracteristicas
de seus ligantes os tornam alvos ideais para o desenvolvimento de farmacos.

A associacao de ligantes ao LBD leva a alteragoes conformacionais neste dominio,
promovendo a ativacao da transcricao. Estas mudancas estao fundamentalmente
relacionadas a aspectos dinamicos de suas estruturas, em especial da a-hélice H12.
A grande maioria dos estudos sobre os mecanismos moleculares envolvidos na acao
dos NRs baseia-se na obtencao de estruturas cristalograficas. Entretanto, nem
sempre apenas estas estruturas possibilitam explicar completamente os intiimeros
dados funcionais que continuamente se acumulam na literatura. Em alguns ca-
sos, é bem dificil a obtencao de novas estruturas, tal como as de NRs mutantes
ou sem ligantes. Em outros, nao se tém certeza nem se as proprias estruturas
cristalograficas obtidas sao, de fato, conformacoes acessiveis.

O completo entendimento da funcao das proteinas em solucao também requer
uma visao dinamica de suas estruturas. Apesar disso, ainda existem poucos estu-
dos da dinamica de NRs na literatura. A simulacao de dinamica molecular é uma
técnica poderosa, que pode ajudar a melhor entender os NRs em acao. Esta Tese
de Doutorado encontra-se neste contexto, sendo abordados varios aspectos da es-
trutura e dinamica de dois grupos importantes de NRs: TRs e ERs. Os principais

resultados e conclusoes obtidas de cada objetivo da Tese sao mostrados a seguir.
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O novo sitio de ligacao do TR

Um segundo sitio de ligacao foi observado em uma nova estrutura cristalografica
do LBD do TRa, existindo duvidas se os hormonios tireoideanos realmente se
associariam a este novo sitio em solucao e sobre qual seria sua funcao bioldgica.
Os resultados das simulagoes de MD indicaram que os hormonios T3 e T4 se
mantém ancorados no segundo sitio de ligacao, possuindo grande mobilidade e
varios modos de ligacao distintos. O hormoénio T4 é menos mével do que T3 neste
sitio, possuindo energias de interacao mais favoraveis ao seu ancoramento nesta
posicao. As simulagoes de MD sugerem ainda que o segundo sitio pode influir na
afinidade de ligantes do primeiro sitio, reduzindo as interagoes com o ligante.

As estimativas da afinidade dos hormonios foram realizadas por duas meto-
dologias distintas. Os valores de AG de dissociagao obtidos pelo método ABF
foram 9,6 e 14,2 kcal.mol™! para o T3 e T4, respectivamente. O método ABF
foi mais adequado que o método SMD/JE para o cdlculo do AG, obtendo con-
vergéncia do resultado com menor custo computacional. O AG de dissociacao pelo
método SMD/JE foi obtido apenas para o T3, sendo igual 8,9 kcal.mol™!, logo,
bem préximo do obtido pelo método ABF. Apesar do alto custo computacional
do método JE/SMD, foi observado que é possivel estabelecer uma relagao entre as
configuracgoes iniciais e os trabalhos de dissociacao, o que pode ser explorado para
aumentar a convergéncia do método.

A conclusao principal do trabalho a partir do conjunto de resultados obtidos foi
que ambos os hormonios tireoideanos devem associar-se ao segundo sitio dos TRs
em solucao, sendo o T4 seu mais provavel ligante natural. Sugere-se, ainda, que
a funcao bioldgica do segundo sitio poderia estar relacionada a um mecanismo de
repressao da transcricao génica, que seria dependente da concentracao intracelular

dos hormonios.

A estrutura e dinamica do apo-TR

Um novo modelo estrutural do LBD do apo-TR foi proposto utilizando simulagoes
de MD e experimentos de troca hidrogénio-deutério. Os resultados obtidos su-
geriram que na auséncia de ligantes, H12 ancora-se no C-terminal da H3, o que

explica a reducao da exposicao ao solvente desta regiao, tal como indicada pelos
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experimentos. E possivel ainda observar outras alteracoes em relagao a estrutura
do LBD do TR associado a ligantes, tal com o colapso hidrofébico do sitio de
ligacao, com a expulsao de um residuo polar deste sitio para o solvente. Foram
verificadas, ainda, alteracoes nas posicoes das hélices H8, H10 e H11 que poderiam
indicar quais mudangas ocorrem na superficie de dimerizacao de apo-TRs.

O uso combinado de experimentos de troca de H/D e simulagées de MD permi-
tiu, assim, propor um novo modelo estrutural do apo-TR, bem diferente do modelo
tradicional sugerido pelo mecanismo da ratoeira, que indica apenas que H12 deve

estar aberta em solucao, o que nao foi observado neste estudo.

O estudo de mutacoes do TR

Mutantes do TR sao importantes tanto em estudos funcionais deste receptor, como
por causarem a sindrome RTH. Duas mutacgoes foram estudadas através de si-
mulagoes de MD: M369R e P452L. O objetivo destes estudos foi elucidar os meca-
nismos moleculares que levam a alteracoes em suas atividades.

M369R é uma mutacao de alta afinidade pelos hormonios. Os resultados obtidos
permitem concluir que o residuo mutado pode interagir diretamente com hormonios
no segundo sitio de ligacao do TR. Esta interacao pode explicar o aumento de
afinidade observada experimentalmente.

P452L é uma mutacao natural que provoca RTH e que recentemente foi identi-
ficada num paciente. Ela causa baixa afinidade pelos hormonios e reduz a ativagao
da transcricao, mesmo em condigoes saturadas de ligantes. As simulagoes de MD
indicam que a mutacao altera a posicao da H12, empurrando o ligante para dentro
do sitio de ligacao, o que causa perda de interacao com o grampo-3. A reducao da
cavidade de interacao com CoAs, devido a mudanca na posicao da H12 e a perda
de interacao no sitio de ligacao explicam como a mutacao causa baixa afinidade

por hormonios e reduz a atividade transcricional, respectivamente.

A conformacao alternativa do ER(

Uma conformagao alternativa do LBD do ERf nativo ligado ao estradiol foi obtida
em uma nova estrutura cristalografica. Esta conformacao pode explicar como o

ERf reprime a transcricao de genes também regulados pelo ERa. Porém, ela é
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diferente da conformacao cléssica de NRs associadas a ligantes agonistas, incluindo
uma estrutura ja depositada no PDB do mesmo sistema. Existem duvidas se a
nova conformagao alternativa nao é um artefato cristalografico e sobre qual seria
sua estabilidade relativa em relacao a conformacao classica.

Os resultados das simulagoes de MD indicaram que ambas as conformacoes
poderiam ser estaveis, além de sugerirem que o estado de protonagao da histidina
H498 poderia influir nas conformagoes e mobilidade da H12. Os calculos do AG en-
tre as conformagoes cléssica e alternativa mostraram que a conformagao majoritaria
¢é alterada conforme o estado de protonacao desta histidina. No estado desproto-
nado, a conformacao alternativa é majoritaria, sendo favorecida termodinamica e
cineticamente em relagao a conformagao classica. No estado protonado, o minimo
global é a conformagao classica. Porém, AG e as barreiras em relagao a outras
conformagoes sao baixas, indicando que H12 que deve possuir maior mobilidade.

Considerando o conjunto de valores de pKa estimados, conclui-se que em pH
fisiologico o LBD do ER( deve assumir a conformagao alternativa, o que explica-
ria como este receptor pode reprimir a transcricao. Como as células de diferen-
tes tecidos podem ter valores distintos de pH intracelular, é sugerido que estas

conformacoes do ER/3 poderiam também explicar o comportamento de ligantes
SERMs.

9.1 Perspectivas

Os resultados obtidos nos quatro objetivos desta Tese de Doutorado permitem a
formulagao de novas questoes e talvez futuros estudos, tanto experimentais, como
computacionais.

O novo sitio de ligacao do TR abre a possibilidade do desenho de ligantes que
poderiam associar-se seletivamente a ele. O método ABF poderia ser aplicado
para prever a afinidade e selecionar alguns protétipos iniciais. Entretanto, novas
pesquisas neste tema dependem da confirmagcao experimental prévia da existéncia
e funcao do novo sitio.

O modelo estrutural obtido para o apo-TR é ainda muito aproximado, devido
a metodologia empregada. Outros métodos experimentais e de simulacoes podem

ser utilizados para que a elucidacao completa e segura da estrutura e dinamica
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de NRs sem ligantes. Uma possibilidade seria o uso de técnicas de simulacao de
MD mais sofisticadas e modernas, visando a realizagao de maior amostragem das
conformacgoes do LBD destes receptores.

Ainda existem iniimeros NRs mutantes nao estudados, sendo um grande desafio
entender como as mutagoes provocam alteracoes na afinidade e atividade transcrici-
onal. O estudo de mutagoes de outros NRs ja esta sendo feito no grupo de pesquisa
do Prof. Dr. Munir S. Skaf. No caso do TR, dado ao conhecimento acumulado e a
similaridade das alteragoes provocadas por mutacoes de baixa afinidade, seria inte-
ressante o inicio da busca de protétipos de farmacos para tratamento da sindrome
RTH.

As hipédteses levantadas pelo estudo da conformacao alternativa do ERS pre-
cisam ainda ser confirmadas experimentalmente, em especial o papel da histidina
H498 no intercambio entre as conformagoes alternativa e classica. Um ponto impor-
tante seria o uso de métodos mais sofisticados para prever o pKa desta histidina, o
que computacionalmente poderia ser feito usando-se o método de Perturbacao de
Energia Livre [136]. Além disso, o método ABF poderia ser utilizado em outros
NRs, de maneira a prever se existem outras conformacgoes da H12. Se a hipdtese
de um modelo de conformacao alternativo do LBD do ERfS explica a repressao
deste receptor, o mesmo calculo realizado para o LBD do ERa deve mostrar que

a conformacao classica deste subtipo é majoritaria.



118 Capitulo 9. Conclusdes




Apéndice A

Nomenclatura e estrutura dos

aminoacidos

Para o entendimento deste trabalho é necessario o conhecimento da nomenclatura

dos aminoacidos, assim como suas estruturas. Neste apéndice sao dadas os nomes

e as estruturas de todos os aminoacidos naturais, além das abreviaturas de 3 letras

e de 1 letra normalmente usados e adotados neste texto. Os sitios acidos e bésicos

sdo mostrados na forma majoritdria encontrada no pH fisiolégico (de valor 7.4).

Nome, Férmula Nome, Férmula

Abreviagoes estrutural Abreviagoes estrutural

Aminodcidos de cadeia lateral polar carregada

Lisina (|:OO Acido TOO /Q

aspartico 7

H—C—CH;—CH;—CH,—CH> P H—C—CH,—C

Lys ’ Asp ‘

K NH3* NHs* D NH3* o

Arginina C’OO NH; Acido (|:OO 0
H—C——CH;—CH;—CHy—NH—C Glutamico H—C—CH,CH,C’

Arg | \ Glu ‘ A\

R NH3+ NH2+ E NH3+ (o)

Histidina coo

His | 7 N
H—C—CH,—< I

H o
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Apéndice A. Nomenclatura e estrutura dos aminoacidos
Nome, Férmula Nome, Férmula
Abreviagoes estrutural Abreviagoes estrutural
Aminodcidos de cadeia lateral apolar
Glicina Coo Metionina Ccoo
Gly | Met
o H—C—H N H—C—CH,—CH,—S—CHs
NH3* NH3*
Alanina Coo Prolina H>
C—cH
Ala Hech Pro CQO / 2
A Ty P e
/ \N _CHy
NH3* AN
Valina COO  H 3 Fenilalanina COO
Val H c|: cH Phe H <|: CH ~<Q\
—C— —C—CH> /
v | F | N/
NHs+ CHs3 NH3*
Leucina Ccoo CH; Triptofano coo
Leu H—C—CH cé Trp H c| CH
L 2 N\ W | 2 /
NH3+ CH3 NH3+
N
H
Isoleucina COO CHs
Ile ‘ ‘*
; H—(|:—C‘ —CH,—CH;
NH3* H
Aminodcidos de cadeia lateral polar sem carga
Serina Coo Glutamina Coo o
Ser H (‘: CHy— OH Gin H <|: CH,—CH c
S | 2 Q | 2 2
NH3+ NH3+ NH>
Treonina (|:OO T Tirosina (|Z(II
Thr . Tyr N\
T H—C——C—CH3 Yy H_C_CHZ@ ) OH
| | /
NHs* OH NH3+
Asparagina Coo o Cisteina Coo
Asn H c|: CH c// Cys |
N — . I H—C—CH,—SH

NH3+ .NHZ

NH3+




Apéndice B
Topologia dos hormonios

tireoideanos

* CHARMM topology file for thyroid hormones
27 1

Topology definitions for natural thyroid hormones (CHARMM format)
!

Compiled by:

Paulo Cesar Telles de Souza

Department of Physical Chemistry, Institute of Chemistry

State University of Campinas

paulocts@gmail.com

MASS 1 ITH 126.9044 I ! Iodine for Thyroid Horomone analogs
MASS 2 CAI 12.01100 C ! di-iodine aromatic bounded to ITH

AUTO ANGLES DIHED

]
! Residue T3 (3,3’,5’-triiodo-L-threonine)

! Charges: ESP charges from optimized structure at
! B3LYP/CEP-31 level (gaussian03), since other

! basis are not available for Iodine.

! Note: charged amino and carboxilic groups.

]
]

RESI T3 0.000000
GROUP
ATOM C1 CA 0.785364
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ATOM C2 CA -0.451777
ATOM C3 CA -0.540656
ATOM C4 CA -0.208862
ATOM C5 CA 0.279581
ATOM C6 CA 0.008456
ATOM C7 CA 0.429464
ATOM C8 CAI -0.380987
ATOM C9 CA 0.339499
ATOM C10 CAI -0.380987
ATOM C11 CA -0.252151
ATOM C12 CA 0.339499
ATOM C13 CT2 -0.301200
ATOM C14 CT1 0.354972
ATOM C15 CC 0.719818
ATOM 01 0OH1 -0.836078
ATOM 02 0OH1 -0.755289
ATOM 03 0OC -0.814978
ATOM 04 0OC -0.814978
ATOM N1 NH3 -0.587166
ATOM I1 ITH 0.016197
ATOM I2 ITH 0.082674
ATOM I3 ITH 0.082674
ATOM H1 H 0.568696

ATOM H2 HP 0.254072
ATOM H3 HP 0.157939
ATOM H4 HP 0.235145
ATOM H5 HP 0.102972
ATOM H6 HP 0.102972
ATOM H7 HA 0.138494
ATOM H8 HA 0.138494
ATOM H9 HB 0.041308

ATOM H10 HC 0.382273

ATOM H11 HC 0.382273

ATOM H12 HC 0.382273

BOND 01 C1

BOND H1 01 I1 C2 H2 C3 H3 C6 H4 C4

BOND C1 C2 C1 C3 C3 C4 C4 C5 C5 C6

BOND C5 02 02 C7 C6 C2

BOND C8 I3 C10 I2 C9 H5 C12 H6

BOND C7 C8 C8 C9 C11 Ci12 C12 C10 Ci10 C7
BOND C11 C9

BOND C11 C13 C13 H7 C13 H8 C13 C14

BOND C14 N1 N1 H10 N1 H11 N1 H12 C14 H9
BOND C14 C15 C15 03 C15 04

IMPR C15 C14 03 04

PATCH FIRST NONE LAST NONE

!
! Residue T4 (3,5,3’,5’-tetraiodo-L-tironina)
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! Charges: ESP charges from optimized structure at
! B3LYP/CEP-31 level (gaussian03), since other

! basis are not available for Iodine.

! Note: charged amino and carboxilic groups.

!
I

RESI T4 0.00

GROUP

ATOM C1 CA 0.724049
ATOM C2 CA -0.515463
ATOM C3 CA -0.515463
ATOM C4 CA 0.139871
ATOM C5 CA 0.175652
ATOM C6 CA 0.139871
ATOM C7 CA 0.451676
ATOM C8 CAI -0.356389
ATOM C9 CA 0.292742
ATOM C10 CAI -0.356389
ATOM C11 CA -0.170451
ATOM C12 CA 0.292742
ATOM C13 CT2 -0.385773
ATOM C14 CT1 0.370856
ATOM C15 CC 0.725250
ATOM 01 0OH1 -0.841439
ATOM 02 0H1 -0.791860
ATOM 03 0C -0.812948
ATOM 04 0OC -0.812948
ATOM N1 NH3 -0.658492
ATOM I1 ITH 0.070523
ATOM I2 ITH 0.086316
ATOM I3 ITH 0.086316
ATOM I4 ITH 0.070523
ATOM H1 H 0.517777

ATOM H3 HP 0.146377
ATOM H4 HP 0.146377
ATOM H5 HP 0.107192
ATOM H6 HP 0.107192
ATOM H7 HA 0.157194
ATOM H8 HA 0.157194
ATOM H9 HB 0.052792

ATOM H10 HC 0.399711

ATOM H11 HC 0.399711

ATOM H12 HC 0.399711

BOND H1 01 I1 C2 I4 C3 H3 C6 H4 C4

BOND C1 C2 C1 C3 C3 C4 C4 C5 C5 C6

BOND C5 02 02 C7 01 C1 C9 C11 C6 C2
BOND C8 I3 C10 I2 C9 H5 C12 H6

BOND C7 C8 C8 C9 C11 C12 C12 C10 C10 C7
BOND C11 C13 C13 H7 C13 H8 C13 Ci4
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BOND C14 N1 N1 H10 N1 H11 N1 H12 C14 H9
BOND C14 C15 C15 03 C15 04

IMPR C15 C14 03 04

PATCH FIRST NONE LAST NONE



Apéndice C

Parametros dos hormonios
tireoideanos

* CHARMM parameter file for thyroid hormones

Use together with par_all22_ prot.inp *

BONDS

!

1V(bond) = Kb(b - b0)*x*x2

!

1Kb: kcal/mole/A*x*2

1b0: A

!

latom type Kb b0

!

ITH CA 166.0 2.1456 ! TIodine bond in T3 and T4 (distance from ab-initio)
ITH CAI 166.0 2.1456 ! Iodine bond in T3 and T4 (distance from ab-initio)
CA CAI 305.000 1.4238 ! Identical to CA-CA (distance from ab-initio)

ANGLES

!

IV(angle) = Ktheta(Theta - Thetal)**2
!

IV(Urey-Bradley) = Kub(S - S0)*x*2
IKtheta: kcal/mole/rad**2

!ThetaO: degrees
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IKub: kcal/mole/A**2 (Urey-Bradley)

1S0: A

!

'atom types Ktheta ThetaO Kub SO

!

|

ITH CA CA 45.8 120.000 0.0 0.000 ! From CT3 CA CA

ITH CAI CA 45.8 120.000 0.0 0.000 ! From CT3 CA CA

ITH CA CAI 45.8 120.000 0.0 0.000 ! From CT3 CA CA

0OH1 CA CAI 45.2 120.496 0.0 0.000 ! From OH1-CA-CA

CA OH1 CA 70.0 119.663 0.0 0.000 ! From C-0-C ether

CA CAI CA 40.0 120.000 35.00 2.41620 ! CA-CA-CA (angle from ab-initio)
ITH CAI CA 45.8 120.000 0.0 0.000 ! From CT3 CA CA

CA CA CAT 40.0 120.000 35.00 2.41620 ! From CA-CA-CA

CA CATI CA 40.0 120.000 35.00 2.41620 ! From CA-CA-CA
CAI CA CAI 40.0 120.000 35.00 2.41620 ! From CA-CA-CA
HP CA CAI 30.0 120.00 22.00 2.15250 !

CA CT2 CA 52.0 116.6 0.0 0.000 ! ThetaO from ab-initio
CA OH1 CT2 70.0 121.3 0.0 0.000 ! ThetaO from ab-initio
CC CT2 OH1 52.0 117.9 0.0 0.000 ! ThetaO from ab-initio

DIHEDRALS

!

1V(dihedral) = Kchi(l + cos(n(chi) - delta))
!

IKchi: kcal/mole

'n: multiplicity

!delta: degrees

!

latom types Kchi n delta

!

CA OH1 CA CA 1.5207400 2 180.00 !

CA OH1 CA CA 0.3073975 1 180.00 ! calculations dihl
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CA OH1 CA CA -0.3112080 3 180.00 ! ! CA OH1 CA CAI -1.204610 2 0.00 !

CA OH1 CA CAI 0.177827 1 0.00 ! calculations dih2
CA OH1 CA CAI -0.021617 3 0.00 !

]

!

OH1 CA CAI ITH 4.20 2 180.00 !'From OH1 CA CA HP
OH1 CA CA ITH 4.20 2 180.00 !From OH1 CA CA HP
ITH CA CA CA 3.10 2 180.00 !From CT3 CA CA CA
ITH CAI CA CA 3.10 2 180.00 !From CT3 CA CA CA
ITH CAI CA CAI 3.10 2 180.00 !'From CT3 CA CA CA
ITH CAI CA CA 3.10 2 180.00 !From CT3 CA CA CA
ITH CA CA HP 4.20 2 180.00 !'From HP CA CA CT3
ITH CAI CA HP 4.20 2 180.00 !From HP CA CA CT3
0OH1 CA CAI CA 3.10 2 180.00 !'From OH1 CA CA CA
CA CA CAI CA 3.10 2 180.00 'From CA CA CA CA

HP CA CAI CA 4.20 2 180.00 !'From HP CA CA CA
CT2 CA CA CAI 3.10 2 180.00 !'From CT2 CA CA CA
CAI CA CA CA 3.10 2 180.00 'From CA CA CA CA
CAI CA CAI CA 3.10 2 180.00 !'From CA CA CA CA
CT2 CA CA OH1 4.20 2 180.00 'As other X CA CA X
CT2 CA CA CT3 4.20 2 180.00 'As other X CA CA X
CA CA OH1 CT2 0.23 2 180.00 !'From CT1 CT2 CA CA

NONBONDED nbxmod 5 atom cdiel fshift vatom vdistance vfswitch -

cutnb 14.0 ctofnb 12.0 ctonnb 10.0 eps 1.0 el4fac 1.0 wmin 1.5

IV(Lennard-Jones) = Eps,i,j[(Rmin,i,j/ri,j)**12 - 2(Rmin,i,j/ri, j)**6]

!
lepsilon: kcal/mole, Eps,i,j = sqrt(eps,i * eps,j)

'Rmin/2: A, Rmin,i,j = Rmin/2,i + Rmin/2,j

latom ignored epsilon Rmin/2 ignored eps,1-4 Rmin/2,1-4
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!
ITH 0.0 -0.779 2.1500 ! TIodine of T3 and T4
CAI 0.0 -0.070 1.9924 ! => CA

END
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