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RESUMO

LIMA, L. H. F. Estudos por modelagem e dindmica molecular integradas a técnicas fisicas para
biomoléculas em solugdo - interagdo de receptores nucleares a elementos responsivos no DNA
e dinamica inter-dominios da celobiohidrolase I. 2011. 232p. Tese (Doutorado em Ciéncia)-
Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo, 2011.

Movimentos coletivos prestam um papel fundamental na dindmica e energética de biomoléculas
em solucdo. Estes movimentos permitem o acoplamento de regides significativamente dis-
tantes, apresentando consideravel influéncia, por exemplo, no alosterismo para a formacgao de
complexos macromoleculares e no funcionamento integrado de proteinas multidominios como
“méquinas moleculares”. Neste trabalho de doutoramento, serdo apresentados os resultados
referentes a aplicacdo conjunta de técnicas experimentais biofisicas, de modelagem estrutural
e de dinamica molecular no estudo de dois sistemas para os quais estes movimentos coleti-
vos demonstram considerdavel importancia funcional. Em primeiro, nds estudamos a interacao
do receptor nuclear do acido 9-cis-retindico com seu elemento responsivo especifico no DNA
(HRE) utilizando uma combinagdo de estudos de dindmica molecular e de ensaios de afini-
dade através da técnica de anisotropia de fluorescéncia. Os resultados sugerem que diferencas
nos movimentos coletivos conferem a baixa afinidade para a associacio dos mondmeros e a
alta colaboratividade na associacdo do dimero ao HRE. A baixa afinidade monomérica € mais
proeminente para o mondmero 5°. Isto ocorre tanto devido a um empilhamento naturalmente
menos efetivo no tltimo passo de pares de bases no meio-sitio 5’, quanto ao faseamento dos
dois meios-sitios de ligacao na topologia do DNA, que impdem modos coletivos de movimento
que tendem a ocluir o sitio de ligacao 5°. Este perfil, por sua vez, é condizente com a bem
conhecida polaridade 3’ e com a menor especificidade de ligac@o a seqii€éncia ao meio-sitio 5’
para o mondmero do hRXRo. Este mesmo padrao impde um mecanismo “chave e fechadura”
dependente da interacdo do dimero completo. Em segundo, um estudo integrado de espalha-
mento de raios X a baixos angulos e modelagem estrutural baseada em dindmica molecular
foi realizado buscando compreender os movimentos interdominios da celobiohidrolas I de 7ri-
choderma harziannum. Este estudo permitiu a elaboracdo de um modelo estrutural de maior
resolugdo para esta enzima de alto potencial biotecnologico. Também foram constatados apa-
rentes mecanismos moleculares a partir dos quais as glicosilagcdes no peptideo conector impdem
restri¢cdes a orientagdo e modos vibracionais para a enzima completa, condizentes com um me-
canismo de deslize sobre a superficie da celulose. Este mesmo mecanismo € fundamental para
a processividade da enzima na hidrélise da celulose microcristalina.

Palavras-chave: Dinamica molecular. Anisotropia de fluorescéncia. Espalhamento de raios-X a
baixos angulos. Receptores Nucleares. Receptor do dcido 9-cis-retindico. Celobiohidrolase 1.
Trichoderma harziannum.



ABSTRACT

LIMA, L. H. F. Integrated experimental biophysics and molecular dynamics simulations of
biomolecules in solution - the interaction of nuclear receptors with DNA response elements
and the inter-domain dynamics of Cellobiohydrolase 1. 232p. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo, 2011.

Collective motions play a fundamental role in solution biomolecule dynamics and energetics.
These movements can couple very distant regions in the protein structures affection, for ins-
tance, allosteric mechanisms, the establishment of macromolecular complexes, and on the in-
tegrated function of multidomain proteins as “molecullar machines”. In this thesis, we present
results concerning to the joint use of experimental biophysical techniques, structural modeling
and molecular dynamics simulations on the study of two systems for which these collective
motions have substantial importance. First, we study the interaction of the nuclear retinoid X
receptor with its specific DNA hormone response element (HRE) using a combination of mo-
lecular dynamics simulations and affinity assays performed by using fluorescence anisotropy.
We find out that collective motions mediate the low binding affinity of monomers and the high
cooperative binding of HRE dimers. The lower binding affinity of the monomer is more pro-
minent for 5° monomers. This occur due to an natural ineffective stacking of the last base pair
step at the 5’-half-site and to the phasing of the two binding half-sites in the DNA topology, that
impose a collective motions that tends to occlude the 5° binding site. This behavior, in turn, is
concurrent with the well known 3’ polarity and the decreased binding specificity to the 5 half
site for the hRXR o monomer. This same pattern impose a lock-and-key mechanisms dependent
on the binding of the full dimer. Second, an integrated Small angle X ray scattering and mo-
lecular dynamics based structural modeling was used to comprehend the interdomain motions
of cellobiohydrolase I of Trichoderma harziannum. We manage to build a refined model for
this enzime, with important biotechnological potential. We also provide insights into molecular
mechanisms of linker and glycosylation imposed restraints on the orientation and vibrational
modes of the full-length enzyme, supporting a mechanism of sliding of on the cellulose surface.
This mechanism is fundamental for the high processivity on the hydrolysis of microcrystalline
cellulose.

Keywords: Molecular dynamics. Fluorescence anisotropy. Small angle X-ray scattering. Nu-
clear receptors. Retinoid X receptor. Cellobiohydrolase 1. Trichoderma harziannum.
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1 Introducao

1.1 Movimentos coletivos de macromoléculas em solucao e
sua importancia para processos bioldgicos

Nas ultimas décadas, o avango nas técnicas de biologia molecular estrutural t€ém permitido
a determinacdo de um sem nimero de estruturas de macromoléculas e de complexos macro-
moleculares de importancia biolégica, permitindo um maior entendimento sobre a estrutura e
func¢do de diversos processos celulares, com impactos cientificos e tecnoldgicos para a socie-
dade. Os avancos nas técnicas de cristalografia de raios X e de espectroscopia por ressonancia
nuclear magnética (9) , bem como de técnicas experimentais com menor resolucao e ferramen-
tas computacionais de modelagem por homologia permitiram um conhecimento cada vez mais
profundo a respeito da estrutura e funcdo de proteinas, dcidos nucléicos e outros constituintes
celulares com resolucdo atdmica. Uma informacdo fundamental que este “olhar cada vez mais
de perto” provido por este conjunto de técnicas tem proporcionado acerca destes constituintes
macromoleculares dos sistemas biolégicos, em particular as proteinas, € o fato de que sua ex-
tensa diversidade e mesmo maleabilidade funcional € refletida na consideravel complexidade
em suas estrutura e dinamica detalhadas (2). Contudo, a despeito da contribui¢cao fundamental
provida, por exemplo, pela estrutura tridimensional de uma molécula de proteina ou DNA resol-
vida em alta resoluc¢do, as coordenadas reportadas como representativas para a estrutura destas
macromoléculas sdo, na verdade, médias sobre um conjunto conformacional, muitas vezes sig-
nificativamente mais extenso que a informacao relativamente limitada da estrutura tnica permite
supor. Além disto, no caso de estruturas resolvidas por cristalografia de raios-X, esta mesma

média conformacional € tomada sobre temperaturas consideravelmente mais baixas e em ambi-
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entes fisico-quimicos significativamente distintos das condicdes fisioldgicas sob as quais estas
macromoléculas exercem seu extenso conjunto de funcdes. Mesmo para um conjunto tipico
entre 10-20 conformeros recuperados em um estudo de RMN de uma macromolécula bioldgica
(9), informagdes detalhadas acerca da dinamica e da transi¢do entre estes conférmeros, e so-
bretudo das restricdes energéticas que regem estas transi¢coes sdo muitas vezes perdidas. De
fato uma representacdo esquematica mais realista para o comportamento de macromoléculas
bioldgicas em solugdo é dada pelo modelo cldssico do elipsdide térmico(2), geralmente obtido
para as sec¢des conicas dos movimentos dos dtomos em uma simulacdo de dindmica molecular’

(Fig. 1.1).

(a) (&)

Figura 1.1 — Representagdes esquemadticas dos elipséides termicos da leucina L.32 da ferricitocromo C,
conforme recuperado em simulagdes de dindmica molecular nos tempos de a 32 pse b 0.2
ps. Retirado de (1)

Na representacdo esquematica da Fig. 1.1-A e B, retirada de um estudo de 1983 (1), as res-
pectivas sec¢des conicas descritas pelos movimentos térmicos de cada dtomo do residuo L.32 da
proteina ferricitocromo C (obtidas através de uma simulacao por dindmica molecular) sdo repre-
sentadas considerando-se apenas a elipse na extremidade desta seccdo (gerando a representacao
grifica a que se denomina elipsdide térmico) para os intervalos de tempo de 32 ps e de 0.2
ps. Nota-se que para o intervalo de tempo mais longo (sendo o tempo de 32 ps ainda extrema-
mente curto em face aos intervalos usualmente abordados em estudos de dinamica molecular

de proteinas atualmente (10)) os eixos maiores dos elipsoides representativos dos movimentos

! Simulagdes por dindmica molecular e sua aplicabilidade no estudo de macromoléculas em solugdo serdo melhor
discutidas na préxima secao.
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térmicos de cada dtomo tendem a apresentar orientagdes similares. Duas informacdes fun-
damentais acerca do comportamento de proteinas (e de outras macromoléculas biolégicas) em
solu¢@o podem ser tiradas a partir da andlise desta simulacao relativamente simples. Uma, € que
proteinas em solucdo sdo consideravelmente méveis, dada a abrangéncia significativa das areas
ocupadas pelos elipséides nos intervalos de tempo consideravelmente curtos abordados nesta
simulacdo. A outra, € que os movimentos térmicos dos dtomos constituintes destas moléculas
tendem a ser correlacionados a distancias consideravelmente longas, sendo os movimentos lo-
cais dominados pelos movimentos coletivos envolvendo aglomerados substancialmente nume-

rosos de dtomos ao longo de toda a molécula.

De fato, os movimentos coletivos em proteinas e outras macromoléculas biolégicas em
solugcdo envolvem aglomerados de &tomos muito maiores que os contidos em um dnico residuo
de aminodcido como a L32 da Fig. 1.1. O conceito de phonons de baixa freqii€ncia ou de
movimentos internos para proteinas foi originalmente proposto por Chou e Chen (11) de forma
a resolver o problema do “défice” na energia livre recuperada na formacao de complexos inter-
proteicos. Neste trabalho, estudando as energias de interacdo entre proteinas, tais como a in-
sulina e seu receptor, notou-se que listando as contribui¢des conhecidas para as mudancas na
energia do sistema, tais como entropia translacional e rotacional, reconfiguracio das interacoes
de hidrogénio, interagdes de van der Waals e interacdes hidrofébicas, as mudancas observa-
das em decorréncia destas interacdes nao eram completamente explicadas. Assim, foi inferido
que o défice adicional poderia ser explicado pela geracdo de modos vibracionais extras com
nimeros de onda significativamente baixos, na faixa entre 10-100 cm!, correspondendo a faixa
de freqiiéncias de terahertz (entre 3 x 10'! e 3 x 10'?> Hz). Subsequentemente, estes modos
vibracionais a baixa freqiiéncia foram observados por espectroscopia Raman para um nimero
considerdvel de moléculas de proteina (12) e DNA (13). Estes mesmos resultados foram pos-
teriormente confirmados através de experimentos de espalhamento de néutrons (14). Hoje,
o conceito de modos normais para os movimentos coletivos de macromoléculas em solug@o
¢ bem fundamentado e sua correlagdo com a energética e com os caminhos de associacdo e

reacao para varios processos de interesse bioldgico, como por exemplo na formacao de comple-
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xos proteina-DNA e nos mecanismos de catdlise enzimdtica e de processividade para um sem

ndmero de enzimas é bem documentado.

Uma ilustragdo dos efeitos dos modos normais em uma proteina € apresentada Na Fig.
1.2. Nesta figura, os vetores correspondentes aos deslocamentos de cada respectivo dtomo
pesado da molécula do inibidor de tripsina pancreatico sob a influéncia de dois modos normais
de baixa freqiiéncia sdo apresentados. Nota-se que os movimentos de baixas freqiiéncias e
altas amplitudes apresentam contribuicoes dominantes para os movimentos internos da proteina,
correlacionando, através destes movimentos, regides relativamente distantes. Este acoplamento
dindmico a longas distancias é fundamental para o funcionamento de proteinas (sobretudo) e
de biomoléculas, de uma forma geral, como “méquinas moleculares”, utilizando uma defini¢ao

previamente cunhada por Alberts

. Este acoplamento tem papel crucial, por exemplo, nos mecanismos de associacdo e de

alosterismo para a formacao de complexos proteicos e com seus ligantes.

[3:2)

Figura 1.2 — Direcdes dos deslocamentos atdmicos decorrentes de dois modos vibracionais em baixas
freqiiéncias para o inibidor de tripsina pancreatico conforme obtido por andlise de modos
normais (retirado de (2))
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1.2 O estudo do comportamento de macromoléculas em solucao
através de simulacoes computacionais por dinAmica mo-
lecular

Dinamica molecular (Molecular dynamics - MD) € uma técnica de simulacdo computaci-
onal que descreve a evolucdo temporal das posi¢des e velocidades dos dtomos constituintes
de um sistema (15, 16). Tem sido aplicada com sucesso em diversos problemas em fisica,
quimica e biologia. Uma particularidade que a torna numericamente acessivel a sistemas de
dimensdes considerdveis (como nos casos de biomoléculas em solu¢do) é sua aproximacgdo
dos potenciais em termos de equagdes cldssicas, significativamente menos complexas dos pon-
tos de vista matematico e numérico que a descricao rigorosa do sistema a luz da mecdnica
qudntica. Se por um lado esta aproximac¢do torna a dindmica de um sistema contendo milha-
res de &tomos (como uma macromolécula ou complexo macromolecular em ambiente aqiioso)
numericamente acessivel, ela obviamente limita a natureza dos processos que podem ser ob-
servados durante as simulagdes. Nenhum efeito quantico € visualizado em uma simulacio de
dindmica molecular. Nenhuma liga¢ao quimica é rompida, ndo ocorrem interacdes entre orbi-
tais, efeitos de ressondncia, polarizagdo ou transferéncia de cargas, por exemplo. A primeira
vista, a descricdo do comportamento de um sistema molecular ndo considerando estes efeitos
pode parecer inadequada. Contudo, inimeros dados experimentais podem ser modelados sem a
descricao explicita destes fendmenos quanticos, sendo os mesmos implicitamente embutidos em
aproximacoes cldssicas para os potenciais a que os dtomos sao submetidos (conforme serd visto
nas proximas subsegdes). Isto € particularmente verdadeiro para os casos em que se estd inte-
ressado basicamente na dinamica dos niicleos atdmicos em sistemas no equilibrio quimico (ndo
sendo de interesse, por exemplo, a descri¢dao das coordenadas de uma reacdo quimica), préximo
as condicoes normais de temperatura e pressdo (CNTP), e para um sistema cuja dindmica seja
primariamente ditada por atomos pesados (para o caso em que os dtomos hidrogendides, se
presentes, tenham a sua dinamica fortemente atrelada a movimentos coletivos envolvendo estes
atomos mais pesados). As duas ultimas condi¢des garantem que as distancias médias entre os

atomos na simulag@o sejam significativamente maiores que os comprimentos de onda térmicos
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de de Broglie (17) para os nicleos que regem a dindmica do sistema, podendo desta forma os
mesmos serem considerados como particulas pontuais e sua dindmica propagada classicamente.
As propriedades fisico-quimicas que dependem fundamentalmente da dinamica dos dtomos de
hidrogénio (que, por sua vez, fogem a esta tltima regra)? devem ser corrigidas quanticamente
(usualmente na forma da adi¢ao de constricdes para as configuragdes acessiveis pelos dtomos
de hidrogénio durante a simulag@o, podendo estas serem ou ndo acompanhadas de parametros
auxiliares na descricao dos potenciais para estes dtomos) de forma a que a simulacdo produza

resultados compardveis aos experimentais (17).

1.2.1 Porque é possivel descrever sistemas moleculares em termos classicos
- a aproximacao de Born-Oppenheimer e a localizacao do pacote de
ondas para nucleos termalizados

Dois arcabougos tedricos fundamentais permitem a aproximagao da dinamica dos nicleos
do sistema nas condi¢des acima descritas, i.e., de forma independente da dinamica eletrOnica
e com suas trajetorias descritas classicamente. Sdo eles, respectivamente, a aproximagdo de
Born-Oppenheimer (19) e a localizac¢ao dos pacotes de ondas relacionados a niicleos pesados a
temperatura ambiente devido a combinacao de suas autofuncdes. Uma descri¢do rigorosa destes
fundamentos tedricos relacionados a mecanica quantica foge ao objetivo do presente trabalho.
Contudo, uma descricdo consideravelmente simplificada é apresentada nesta subsecdo. O lei-
tor interessado em exposi¢oes mais elaboradas sobre o tema encontrard na literatura um vasto
material a respeito, como por exemplo em (19). Seguido a apresentacdo simplificada dos con-
ceitos de mecanica quantica relacionados a dinamica molecular, nas préximas subsecdes serao
definidas as principais aproximagdes quanto aos potenciais que sdo utilizados na descricdao de
atomos e moléculas neste tipo de simulacdo. Em seguida, os principais algoritmos utilizados
na execucdo de uma simulacdo serdo descritos. O leitor ja familiarizado com as técnicas de

simulacdes de dinamica molecular podera omitir a leitura desta secdo sem que se prejudique o

2 para um ntcleo de carbono a 298 K, por exemplo, o comprimento de onda térmico de de Broglie é de aproxima-
damente 0.3 A, enquanto que a distincia minima entre os dtomos na simulagdo é maior que 1 A. J para um niicleo
de hidrogénio & mesma temperatura o comprimento de onda de de Broglie é também de aproximadamente 1 A e,
portanto, no limite critico para a descritividade classica do sistema, através da estatistica de Maxwell-Boltzmann,
sendo nescessaria a descri¢ao quantica através da estatistica de Fermi-Dirac para este caso (18).
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entendimento deste trabalho.

A priori, a descri¢dao da dinamica de uma particula é obtida pela resolu¢cdo da equagdo de

Schréedinger dependente do tempo:

Y (X,1)

—K2
——V2W(%,1) + V(X 1) (X,1) = if gy

. (1.1

Uma interpretacdo qgualitativa para esta equacdo € que a variagdo com o tempo da funcdo
de onda da particula (¥(¥X,t)) - multiplicada por um fator de fase ih (o que € nescessario visto
se tratar de uma fungdo de onda) no lado direito da equacao - € igual ao operador Hamiltoni-
ano (lado esquerdo) atuando na fun¢do de onda . A fun¢do W pode ser descrita como uma
fungdo do estado de um dado sistema, que € reflexiva para as coordenadas espaciais de todas as
particulas consideradas (X, para o caso de um sistema com uma particula inica como na equagao
acima), do tempo (t) e de algumas varidveis especificas da mecéanica quantica que determinam
o spin de cada particula (15, 16, 19). A fun¢do de onda fornece a informacdo completa acerca
do sistema, sendo sua resolu¢do a meta da equacao 1.1. A resolucdo desta fungdo € importante
porque o quadrado de sua integragao sobre o intervalo espacial X + X (sendo 0X um incremento
infinitesimal) no tempo t (| (¥, t)|*>8x) fornece a densidade de probabilidade? de se encontrar
a particula nesta regido espacial em t. Em mecanica quantica, este € o maximo de informacgado
a que se pode chegar sobre a particula em um instante t bem definido: € possivel apenas saber
a probabilidade de que a particula assuma certos valores com respeito as suas varidveis simul-
taneamente dependentes de posi¢do € momento - ao contrario do que ocorre para os sistemas
que podem ser resolvidos a luz da mecanica cldssica, em que, a principio, estas varidveis sao
precisamente definidas. O operador Hamiltoniano no lado esquerdo, por sua vez, determina o
comportamento da funcdo de onda e consiste na soma de dois outros operadores: o operador
energia cinética (g—fvz) e o operador energia potencial (V(X,t), este tltimo também assumido
como possivelmente varidvel em tempo e espago, conforme pode ser visualizado pelos indices
(X, t)), ambos atuando na fung¢do W(X,t). Desta forma, pode-se dizer que o lado esquerdo da

equacdo 1.1 descreve as deturpagdes impostas a funcdo W(¥, t) devido as energias cinéticas

3 Na verdade, em uma defini¢do rigorosa, a densidade de probabilidade é obtida multiplicando-se a fungio ¥ por
seu conjugado complexo (| V*, t)P(X, t)| 6X).
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(decorrentes do “movimento” das particulas) e potenciais (decorrentes das interacdes entre as
particulas), sendo estas as causas para a variacdo desta fun¢do com o tempo no lado direito
da equagdo. Se pudéssemos obter todo o conjunto de solu¢des possiveis para a equagdo di-
ferencial em 1.1 (todas as autofuncoes para a funcdo W) aplicada a um sistema atomico ou
molecular obteriamos a fun¢ao de estado lI‘(ﬁ, 7, t) - sendo R e 7 as coordenadas nucleares e
eletrOnicas, respectivamente - e teriamos 0 maximo de informac¢do permissivel para o sistema
mediante a teoria quantica, podendo calcular qualquer propriedade experimentalmente men-
surdvel do mesmo. Contudo, atualmente a resolucdo da equacdo de Schrodinger dependente do
tempo ndo € acessivel analiticamente a sistemas significativamente mais complexos que dtomos
hidrogendides e mesmo solu¢cdes numéricas sdo restritas a casos extremamente simples, ndo se
extendendo a sistemas macromoleculares, devido ao elevado nimero de varidveis interdepen-

dentes envolvidas.

Uma primeira simplificacdao da equacao 1.1 passivel de ser realizada quando os potenciais
no sistema ndo variam com o tempo, € a separacdo dos termos de ¥ em suas dependéncias

temporal e espacial, respectivamente:

V(X 1) = wX@)f0), (1.2)

sendo a parte independente do tempo definida como:

—K?
SV VY = B, (1.3)

onde E € a energia do estado estaciondrio, que assume um valor constante para cada possivel
solucdo desta equagdo (diferentes valores de E para cada uma das autofuncdes de W(x)). Mesmo
esta versdo “simplificada” da equagdo de Schrodinger (a equacdo independente do tempo)
ainda é impraticdvel para sistemas de interesse bioquimico, necessitando portanto de maiores

aproximagdes de forma a permitir sua resolucao.

Sistemas atdmicos e moleculares, sdo essencialmente descritos pelo comportamento de dois
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tipos de particulas - os elétrons e o nicleo atdmico, o ultimo apresentando massa e carga varia-
das conforme o nimero atomico do elemento em questdo. Estes dois tipos de particulas diferem
em suas massas em, no minimo, 3 ordens de grandeza 4. Esta substancial diferenca de massas
implica em que os elétrons e os nucleos de um dado sistema atdmico apresentardo graus de
liberdade significativamente distintos, podendo assim, em uma boa aproximacdo, terem suas
dinamicas tratadas separadamente. Esta € a base para a aproximagdo de Born-Oppenheimer
(19). Ela leva ao seguinte procedimento para a resolu¢do da equagdo de Schrédinger indepen-

dente do tempo:

e Primeiramente, resolve-se a equagdo de Schrodinger eletronica considerando-se nucleos
pontuais e fixos no tempo. Desta forma, a equagao diferencial remanescente é simplifi-
cada visto que sdo eliminados do operador Hamiltoniano (") os operadores respectiva-
mente referentes as energias cinéticas dos nicleos (que sdo considerados como imoéveis
nesta primeira abordagem) e as energias potenciais de repulsio internucleares (visto que
estas sdo constantes para um sistema em que a disposicao espacial dos nucleos é fixa
e visto que a adi¢do ou remog¢do de uma constante ndo apresenta qualquer efeito para
a integracdo de uma equagao diferencial). As autofun¢des V.., resolvidas desta forma
refletem unicamente a distribuicdo dos elétrons e juntamente as energias E,;,; correspon-
dentes a cada autofun¢do passam a apresentarem dependéncia paramétrica das coordena-
das nucleares previamente fixadas. A equacdo do Hamiltoniano eletronico (57;;,,) pode

ser descrita, de forma simplificada por:

H (elet)W(elet) = E(elet)(rl,r2,r3, ..., /) (1.4)

para um sistema contendo n elétrons, cada um com coordenadas 7;. Esta equagao, resol-
vida para um leque de coordenadas internucleares descritivas de uma condi¢dao de con-
torno de interesse € em conjunto as restricdes decorrentes do principio de exclusdo de

Pauli (a antissimetria da funcdo de onda), permite calcular uma superficie de energia po-

4 0 nicleo atdmico mais leve - o de um dtomo de hidrogénio, constituido de apenas um préton - apresenta uma
massa cerca de 1836 vezes maior que a do elétron.
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tencial gerada meramente pela distribuicao da densidade eletronica para cada uma destas

disposicodes espaciais dos nicleos no sistema.

e A segunda etapa consiste em tratar unicamente a resolu¢do da dinamica dos nucleos,
considerando a superficie de energias obtidas para a solucao do problema eletronico no
passo anterior como um potencial de campo efetivo que, em conjunto as repulsdes in-
ternucleares (tratadas explicitamente) passam a constituir a energia potencial do sistema.
Desta forma, o novo Hamiltoniano nuclear (J7;,.) definido pela aproximagdo de Born-

Oppenheimer (descrito de forma simplificada) é:

M
1
Hgue =~y %+ Gor, (1.5)
1

= 2M,

em que o primeiro termo aconta para o somatorio das energias cinéticas para todos os
nucleos (também tratadas de forma explicita ), enquanto que o segundo termo &;,; des-
creve o total da energia potencial “sentida” pelos nicleos - o campo efetivo gerado pela
superficie potencial obtida a partir da resolucao da densidade eletronica no passo anterior

somado as energias de repulsdo internucleares.

Estando-se interessado na trajetoria dos niicleos sobre espacos curtos, o termo &;,, poderia
ser calculado passo a passo, através de um procedimento ab initio ou semi-empirico tradi-
cional. A superficie potencial eletrOnica e as repulsdes internucleares obtidas a cada passo
podem ser utilizadas como potenciais para se propagar a trajetdria dos niicleos para o passo se-
guinte e entao estes mesmos potenciais podem ser recalculados, novamente armazenados para
0 proximo passo e assim sucessivamente, desde que este processo recursivo seja efetuado sobre
intervalos pequenos de tempo de integracao. Entretando, esta abordagem € ainda, obviamente
impraticavel do ponto de vista numérico para sistemas com milhares de 4tomos, sobretudo para
trajetdrias sob intervalos da ordem de nanosegundos, sendo estes os intervalos para os quais a
maior parte dos efeitos de interesse bioquimico ocorrem (10). Na pratica, ao invés de se realizar
subsequentes passos de obtengao de &;,; através do cédlculo da fungdo de estado eletrdnica na

etapa 1 da aproximacao de Born-Oppenheimer, seguida da propagacao das trajetorias nucleares



43

na etapa 2, o que se faz para este tipo de sistema é aproximar o valor de &;,; através de fungdes
analiticas ajustadas a dados empiricos ou ab initio de forma a reproduzir a superficie de energia
sob a qual os nucleos se movem nas imediagdes do equilibrio quimico (condic¢des estas, sobre
as quais a andlise de trajetérias de dindmica molecular se aplicam , conforme previamente men-
cionado em 1.2) . Os potenciais “sentidos” pelos nicleos nas imedia¢des do equilibiro quimico,
por sua vez, se ajustam significativamente bem a funcdes com “formatagdo” classica, de forma
muito conveniente para a resolu¢do computacional de suas trajetorias. Os termos repulsivos in-
ternucleares sao potenciais couldombicos simples, enquanto que os efeitos decorrentes do campo
efetivo eletronico podem ser aproximados por uma série de funcdes igualmente simples, con-

forme o tipo de interacdo envolvida (3, 15, 16).

Desta forma, o primeiro passo para a descritividade cléssica do sistema, o desacoplamento
das dinamicas nuclear e eletronica e a modelagem dos potenciais atuantes sobre os nucleos
através de fungOes analiticas cldssicas, se tornam respectiva e automaticamente permissiveis
através da aproximacdo de Born-Oppenheimer e pela ajustabilidade a este tipo de fungdo para
a superfifice potencial obtida nas condi¢cdes de contorno da simulacdo. Note que os efei-
tos eletrOonicos ndo sdo negligenciados nesta aproximacgdo, eles se encontram originalmente
implicitos na superficie potencial descrita em &, e, desde que se escolha um conjunto de
funcdes analiticas que modelem de forma suficientemente acurada esta superficice, i. e., desde
que o sistema seja bem parametrizado, estes efeitos continuardo implicitos nos potenciais re-

manescentes na aproximacao final da dindmica do sistema.

O préximo passo para que a trajetoria dos dtomos no sistema (agora representadas pelas
trajetdrias dos nucleos sobre o campo efetivo eletronico e de repulsio internuclear) seja descrita
classicamente € que também a movimentacdo dos nucleos ao longo da trajetoria possa ser des-
crita do ponto de vista classico. Uma descri¢do quantica da trajetdria dos nucleos no potencial

aproximado obtido conforme acima seria oriunda da resolucdo da seguinte equacao:

O Ve

%mc nuc — ih .
v o

(1.6)
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Contudo, a resolucdo desta trajetéria quantica ndo é de todo nescessdria para atomos pe-
sados e termalizados a temperaturas consideraveis em Kelvins (por exemplo, a temperatura
ambiente de 298 K). Isto ocorre devido a um efeito de localiza¢do do pacote de ondas para es-
tes dtomos devido a combinagao da contribuicdo de vdrias autofungdes de maior energia nestas

condigdes:

e (%,1) = Y Cryi(F)e B/, (1.7)
i=1

onde W,,,(X,t) é a fungdo de estado do nicleo na trajetoria, descrita por um pacote de on-
das formado por todas as autofunc¢des y;(X), cada uma com seu autovalor C;y; e contribuindo

para o pacote com um “peso” e Fit/%

. Nota-se que as funcdes mais energéticas (e mais deslo-
calizadas em X) contribuem com pesos exponencialmente menores. A temperatura ambiente
(prova-se) (19) este efeito culmina com que os nucleos da maioria dos dtomos pesados possam
ser descritos por pacotes de onda cujos comprimentos de onda térmicos de de Broglie (17) sao
significativamente menores que a distancia média entre as particulas em solucdes aqiiosas a 1
atm, conforme foi ilustrado para o nucleo de carbono na nota 2 no fim da ultima subsegdo.
Desta forma, os nicleos podem ser considerados como particulas pontuais se propagando com
trajetdrias cldssicas (lembrando-se que para o caso dos dtomos leves, correcdes quanticas de-

vem ser embutidas no calculo das trajetdrias de forma a se obter resultados acurados para as

simulacdes).

A esta aproximacdo da trajetdria pontual dos nucleos sobre um potencial efetivo aproxi-
mado na forma de um conjunto de fung¢des analiticas cldssicas da-se o nome de Dindmica Mo-
lecular e ao conjunto de funcdes utilizadas para se descrever os potenciais efetivos denomina-se

Campo de Forgas.

1.2.2 Aproximacoes nos Campos de Forcas comumente utilizados

A construcdo de funcdes analiticas para a construcdo de parametros auto-consistentes na

descricao das propriedades dos a&tomos em uma simulagdo por dindmica molecular, comumente
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utiliza uma mescla da otencdo de parametros por célculos ab initio ou semi-empiricos e de
dados experimentais. As fun¢des de energia comumente utilizadas consistem na aproximacgao
dos potenciais nas imediagdes do equilibrio como fun¢des harmonicas. Isto é vélido porque
as energias das ligacOes estdveis abordaveis em dinamica molecular (por exemplo, C-C, H-H,
0-0, N-N, C-H, C-0O, C-N... dentre outros) sdo suficientemente menores que a energia térmica
(~kT), da ordem de 0.026 eV a temperatura ambiente. Desta forma, os 4tomos envolvidos nes-
tas interacOes tendem a se manter nas imediacdes do minimo de potencial, regido esta onde o
potencial pode ser convenientemente aproximado por fun¢des desta natureza (e que por sua vez
sdo consideravelmente simples de serem resolvidas computacionalmente). Além dos termos
que descrevem harmonicamente o comportamento de dtomos em distincias de até 3 ligacdes
(estiramento de uma ligagao quimica, variacdo de angulo entre duas ligacdes e de diedro entre
trés, respectivamente) é também nescessdrio tratar as interacoes a longas distancias. Sobretudo
para proteinas e macromoléculas bioldgicas de uma forma geral este tipo de interagdo apre-
senta importancia fundamental para os movimentos coletivos. Tanto as interacdes de longas
distancias internas nas macromoléculas quanto as interagdes intermoleculares (estas de funda-
mental importancia na descricdo de qualquer aglomerado de 4tomos em condic¢des distintas que
as de um gés ideal (17)) s@o tratadas como interacdes coulombicas (para as interacdes de longa
distancia) e de van der Walls (fun¢des de Lennard-Jones) para as interacdes dispersivas de curtas
distancias nos campos de forca comumente utilizados no estudo de proteinas e acidos nucléicos
(20). Desta forma, dentre os parametros adicionados aos 4&tomos na constru¢ao de um campo
de forgas, cada dtomo i em um dado tipo de grupamento quimico apresenta uma carga (que
pode ser adicionada baseando-se, por exemplo, nas diferencas de densidades eletrOnicas para
os dtomos envolvidos em uma ligagao quimica, conforme obtido em um calculo ab initio) e dois
coeficientes de Lennard-Jones intrinsecos (€; € 0;), que sdo linearente ou geometricamente (de-
pendendo do campo de for¢as) combinados aos outros dois coeficientes de um segundo dtomo
J, obtendo-se um coeficiente de Lennard-Jones do par i-j para o cdlculo das interagdes disper-
sivas entre ambos durante a simulagdo. Estes coeficientes ¢ e € para o célculo das interagdes
dispersivas entre pares de 4tomos i-j por sua vez, sdo mais dificeis de serem obtidos de forma

acurada ab initio, geralmente tendo de serem associados a dados experimentais (pode-se por
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exemplo, na parametrizacdo de uma nova molécula de forma consistente com a do campo de
forgcas previamente parametrizado para o ambiente no qual a molécula serd simulada, buscar
por parametros O € € que, tornem o comportamento desta molécula condizente com a compres-
sividade e/ou com o calor de vaporizacdo, conforme experimentalmente determinado para um

gas ou uma solucdo contendo a mesma) (15, 16).

para os campos de forca CHARMM?22 (21) e AMBER (22), utilizados nas simulagdes
dos capitulos 3 e 4, respectivamente, os termos referentes as aproximacdes harmonicas para
os potenciais que regem os movimentos de dtomos separados por até 3 ligacdes (chamados

potenciais ligados) assumem a seguinte forma:

Viig = Y. Ka(d—do)*+ Y Ke(0—60)°+ Y, Ky(1+cosny—38)+ Y Kolo- ®0)>.
lig ang diedros improp
(1.8)

Nesta equagao, os termos do potencial da esquerda para a direita sdo, respectivamente, 0s
potenciais harmonicos para a variagdo da distancia d entre dois dtomos ligados em relacio a
distancia no equilibrio (dp), para a variagdo do angulo entre as duas liga¢des para trés dtomos
separados por estas mesmas ligacdes (0) relativo ao angulo no equilibrio (6p) e, de forma si-
milar, para a variacdo do diedro ) entre trés ligacdes definidas por quatro dtomos em relagdo a

posicdo no equilibrio definida por § e pela multiplicidade n para o mesmo diedro °.

Para o calculo da superficie potencial final, estes termos sdo somados aos termos referentes
as interacdes couldmbicas a longas distancias e os termos referentes as interacdes dispersivas

para dtomos separados por mais que 3 ligagcdes (potenciais ndo ligados):

0ij 12 Gije , 4i4;
Vi ti) = g [(2Hy T (Zlyey 4 41T 1.9
(nao—lig) nao_zl;gado ”[(rij) (rij) I+ rij (1.9)

sendo o primeiro termo do somatorio correspondente ao potencial de Lennard-Jones a partir

> para a diferenca energética entre as conformacdes gauche e eclipsada definidas pelos diedros dos hidrogénios
de cada um dos grupos metila de uma molécula de etano, por exemplo, os angulos multiplos inteiros de 60 °
sdo todos energeticamente permissiveis (e equivalentes) enquanto que os dngulos multiplos inteiros de 120 ° e o
angulo de 0 ° sdo todos equivalentemente desfavoraveis.
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do qual sdo calculadas as energias para as interagdes nao ligadas dispersivas, enquanto que o
segundo termo corresponde ao potencial coulombico para o célculo das interagdes de natureza

eletrostitica e/ou polar a longas distancias®.

1.2.3 Resolvendo as trajetorias - Integracao das equacoes de movimento

Nas duas ultimas subsecdes foi mostrado como as interagdes entre as particulas de um
sistema podem ser descritas em termos de potenciais cldssicos € como € permissivel resolver
as mesmas trajetdrias utilizando também uma visdo cldssica. Desta forma, de posse de uma
descri¢do acurada destes mesmos potenciais, tudo o que necessitamos € de que o sistema se en-
contre em condigdes iniciais bem resolvidas para que se possa prever a trajetdria das particulas
ao longo do tempo. Estas condi¢des iniciais, por sua vez, sdo as posi¢cdes e energias de todas
as particulas do sistema. Para simulacdes de biomoléculas, estas posi¢cdes iniciais geralmente
sdo obtidas a partir de estruturas cristalograficas e, com menor freqiiéncia, a partir de estruturas
resolvidas por espectroscopia de resonancia nuclear magnética. Em ultima anélise, métodos
de modelagem também podem ser utilizados na geracdo das coordenadas iniciais, na auséncia
de uma estrutura experimental ou nos casos em que a(s) estrutura(s) resolvida(s) apresenta(m)
limita¢des quanto a sua resolucdo e/ou informacao (23-27). Obviamente, quanto maior o grau
de modelagem na preparacdo de uma condicdo inicial para a simulacdo (quao mais distante
de um dado experimental original), maior o rigor que deve ser tomado nas etapas prévias
de preparacdo do sistema antes de se gerar o que se chama dindmica produtiva (a fracdo da
simulacdo de dindmica molecular que de fato sera analisada). As velocidades iniciais por sua
vez, geralmente sdo atribuidas aleatoriamente aos 4tomos individuais do sistema, mas de forma
a que a distribui¢cdo das velocidades para cada dtomo obedeca a uma distribui¢cdo de Maxwell-

Boltzmann condizente com a temperatura desejada.

Dadas as posi¢des de todos os dtomos do sistema e a descri¢do dos potenciais, a mecanica
classica nos permite prontamente calcular as for¢a atuando sobre os mesmos como a derivada

do potencial:

® No sistema internacional de unidades, usados nas simulagdes em geral, o potencial eletrostatico é multiplicado
por 1/(4mep), sendo € a constante de permissividade no vacuo.
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F=-VV() (1.10)

A segunda lei de Newton, permite calcular a aceleragdo de cada dtomo, d(t), a partir da

for¢a usando

—VV (1) = ma(r) (1.11)

sendo m a massa do atomo.

O algoritmo mais simples para se obter a variacdo das coordenadas das particulas no tempo

consiste em calcular as velocidades no instante t 4+ Af por
V(t+Ar) =v(t) +d(t)Ar (1.12)

e obter as posicdes no instante # + At através da equacao

a(t)Ar?

X(t+At) =X(t) + V(1) Ar + B (1.13)

Com as novas posi¢des no instante t + Az os potenciais podem ser recalculados. A derivagao
dos novos potenciais define novas forcas que, por sua vez, permitem o célculo de uma nova
posi¢cao no instante posterior € assim recursivamente, permitindo a resolugdo da evolugdo tem-

poral do sistema.

1.3 Receptores Nucleares e seu papel na transcricao génica

1.3.1 A transcricao génica e os fatores de transcricao

A transferéncia da informacgdo genética de uma seqii€éncia de DNA no nucleo da célula para
uma seqiiéncia de aminoacidos em uma proteina, tendo como intermedidrio uma molécula de
RNA, € o que se denomina expressdo génica. O processo como um todo apresenta trés divisdes

principais (28):
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e A transcri¢do génica, em que um transcrito primério de pré-RNA mensageiro (pré-mRNA)

¢ formado;

e A etapa de conversdo do transcrito primdrio para 0 mRNA maduro, em que processa-
mentos secunddrios, como o splicing com remog¢ao de seqii€éncias nao tadutoras ocorre

enquanto a molécula de mRNA ¢ transportada do nticleo para o citosol.

e A traducdo propriamente dita, em que a sintese de proteinas ocorre no ribosoma.

Esta cadeia de eventos forma o que se conhece como dogma central da biologia em que
uma determinada seqiiéncia no DNA € associada a uma seqiiéncia protéica e s6 a partir dai

correlacionada a uma funcio bioldgica ’ 1.3.

Transcricdo Traducdo

Nucleo Ribossomo

Proteina
0

O

Citoplasma

Aminoacidos

Figura 1.3 — Dogma central da biologia: A sintese de proteAnas tem basicamente trés etapas: a
transcri¢do, processamento intermedidrio e tradugdo. Na transcricdo uma fita de RNA,,
produzida a partir do DNA. No processamento, enquanto a molécula de pré-mRNA ¢ trasn-
portada para o citosol, ela sofre os splicings necessarios para a tradugao final. Na traducdo
a seqiiéncia de nucleotideos do RNA,, é finalmente lida pela maquinéria provida pelos
complexos de tRNAs, codificando a seqiiéncia de aminodcidos da proteina.(retirado de (3))

Cada uma destas etapas € rigidamente controlada por uma maquindria especifica de com-
plexos protéicos, dada a sua 6bvia importancia na manuten¢do da homeostase. Porém, como

qualquer processo de transferéncia de informacdo, a etapa com maior impacto sobre o pro-

cesso como um todo ocorre na base - na etapa de transcri¢do. Além da maquindria envolvida

7 Na verdade, este dogma é quebrado quando se consideram as sequéncias nio traduziveis (por exemplo, os in-
trons) e as sequéncias de transcri¢do dos RNA ribossdmicos e transportadores (rRNA e tRNA, respectivamente),
ambos apresentando funcionalidade per se (29). Contudo, em linhas gerais, o dogma reflete bem a hierarquia de
comandos na associacio da informacao génica a fung¢ao bioquimica.
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no processo de transcricdo propriamente dita, i.e., as diversas enzimas dos complexos RNA-
polimerase, em organismos eucariotos, a ativacdo ou repressdo da transcricao génica sao ambas
finamente controladas por uma classe de proteinas denominada fatores de transcri¢cdo. Estes
por sua vez podem ser de trés tipos: fatores gerais, fatores upstream e fatores de transcri¢ao

indutiveis (28, 30).

Fatores de transcri¢do gerais sao proteinas que se ligam indiscriminadamente a sitios de
DNA em que a transcri¢ao foi ativada por um dos outros dois tipos de fatores, recrutando
o complexo RNA-polimerase (RNAP) e permitindo o inicio da sintese de mRNA. Fatores
de transcri¢do upstream reconhecem unicamente a sitios de resposta especificos, localizados
na regido 5’ precursora de genes alvo, ndo sendo secundariamente ativados (quer por uma
acentuagdo de sua afinidade a estes sitios, quer por sua maior habilitacdo no recrutamento da
maquindria de transcri¢do) por qualquer agente externo a seqii€ncia especifica do DNA. Po-
dem agir como ativadores ou repressores da transcricdo. A regulacdo génica ao nivel destes
receptores é efetuada basicamente através do controle de sua concentragdo in situ, visto que
sua atividade ndo depende de outros fatores reguladores.J4 os fatores de transcri¢ao indutiveis,
por sua vez, se ligam também a trechos especificos no DNA (como os fatores upstream), mas,
além disto, sd@o também regulados pela associacdo ou ndo de outras moléculas. Isto confere
a este tipo de fator uma plasticidade significativamente maior em seu papel no controle da
transcricdo, visto que a associacdo de diferentes moléculas reguladoras implicam em diferentes
respostas, podendo permitir, por exemplo, a requisi¢do de diferentes proteinas co-reguladoras
da maquindria de transcri¢do, implicando em diferencas na intensidade ou mesmo na qualidade

da sinalizacao aferida (podendo agir na ativacao ou na repressao génica).

1.3.2 Receptores Nucleares

Receptores nucleares hormonais (NRs) sdo fatores de transcri¢ao indutiveis (31). Estes
receptores compreendem uma familia de proteinas que agem no nicleo da célula, estando en-
volvidos em praticamente todas as funcdes fisioldgicas do organismo. Se ligam a elementos

de resposta especificos no DNA denominados elementos responsivos hormonais (HREs), medi-
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ando os efeitos pleiotropicos de seus ligantes, geralmente pequenas moléculas lipofilicas, dentre
as quais diversos tipos de hormdnios lipofilicos: esterdides, retindides, vitamina D e hormonios
tiroideanos (32). Ha também dentre eles um grupo de receptores para os quais nao foram iden-
tificados ligantes naturais, sendo estes denominados “receptores 6rfaos” (33). A responsividade
destes receptores a diferentes agentes de controle do metabolismo e da homeostase os converte
em intermedidrios terminais entre a influéncia do meio e a resposta génica, o que, por sua vez,

os torna em alvos farmacoldgicos 6bvios.

Todos os receptores nucleares possuem uma estrutura modular 1.4 constituida de trés dominios
principais: o dominio N-terminal (regido A/B) pouco conservado, responséavel pela fungcao de
ativacao génica na auséncia do ligante (Activation function 1-AF-1); um dominio central (regido
C), responsdvel pela ligacdo da proteina ao DNA (DNA binding domain-DNA) e o dominio C-
terminal (regido E), responsavel pela ligacdo ao ligante (Ligand binding domain-LBD) e pela
funcdo de ativagdo induzida (Activation function 2-AF-2). Ha também uma regido responsavel
pela ligacao do DBD ao LBD, a regiao denominada hinge (“‘dobradica”- regido D). o Dominio
DBD € o dominio mais significativamente conservado dentre a familia, com cerca de 80 % de

homologia, seguido pelo dominio LBD com cerca de 30 % de homologia (32).

C-Terminal

o

Dominio de ligacédo
ligante (LBD)

E
D
C
Dominio de ligacéo
ao DNA (DBD)
A/B

N-Terminal

Figura 1.4 — Representacdo esquematica da estrutura modular de um receptor nuclear.
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Os dominios LBDs sdo capazes de se homo ou heterodimerizarem em solugdo, apresen-
tando esta formacao de dimeros um papel funcional (32). Além disto, certos receptores como o
RXR e o TR (vide abaixo) apresentam a habilidade de formarem tetrameros, aparentemente nao
funcionais (ndo se associam ao DNA), em solucdo e que tendem a se dissociar na presenca do
ligante ou do elemento responsivo no DNA (34, 35). Foi inferido que estes tetrameros funciona-
riam no “tamponamento” da atividade destes receptores, tornando-os indisponiveis na auséncia
do ligante ou do sitio correto. Contudo, ainda ndo se tem comprovagdes quanto a presenca des-
tes tetrameros in situ € mesmo sua formacgao a concentragcdes proximas as celulares apresentam

resultados controversos na literatura (34, 36).

Ja os DBDs sdo capazes de se dimerizar unicamente na presenca do elemento responsivo
no DNA (32), apresentando papel fundamental na seletividade e na interacdo cooperativa de

dimeros de NRs aos elementos responsivos , conforme serd visto abaixo.

1.3.3 A interacao de receptores nucleares a elementos responsivos

Diferentes receptores nucleares se ligam seletivamente a diferentes elementos responsivos
do DNA. Estas seqii€ncias, por sua vez, sao constituidas de repeti¢des diretas ou palindromicas

de seqii€ncias de cinco a seis pares de bases (pb) derivadas de uma seqiiéncia arquetipica.

A maioria dos receptores dos ndo esterdides, e 6rfaos reconhece HREs compostos de
repeticoes da seqiiéncia consenso 5’-AGGTCA-3’, apresentando uma ou duas cdpias desta
mesma seqiiéncia (7, 37). Este grupo inclui aproximadamente todos os receptores conheci-
dos como de ndo esterdides, incluindo o receptor do acido 9-cis retindico (Retinoid X Recep-
tor-RXR) o receptor do 4cido all-trans-retindico (Retinoic Acid Receptor-RAR, receptor do
hormonio tireoideano (TR), receptor de vitamina D, receptor ativado de proliferacdo peroxi-
somal (Peroxisome Proliferator Activated Receptor-PPAR) e o fator de crescimento neuronal
induzido-B (Neural Growth Factor Induced-B-NGFI) (7). As seqiiéncias consenso nos HREs
podem estar arranjadas nas formas de repeticoes diretas (DRs), palindromicas (Pal) ou na forma
de palindromos invertidos (IPs). A seletividade a estas seqiiéncias geralmente se d4 na forma da

ligacdo dos receptores como homo ou heterodimeros. Desta forma, a disposicao geométrica de
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ambos os mondmeros induzida pelo espacamento e pela orientacao das seqiiéncias na topologia
de plano inclinado do DNA confere uma interface especifica que, por sua vez, permite a seleti-
vidade entre um dimero e um HRE especificos. Contudo este mecanismo de seletividade ainda
é pouco compreendido. E sabido que a seletividade e mesmo a cooperatividade na ligacdo ao
DNA ¢ regida pela interacao entre os DBDs (38). Contudo, este alosterismo e seletividade con-
ferido a dimerizagdo da proteina inteira sobre o HRE por este dominio relativamente pequeno
em face aos LBDs € ainda um enigma, sobretudo visto serem as interfaces de dimerizacdo entre

os DBDs ligados ao HRE pouco substanciais nas estruturas cristalograficas.

Na Fig. 1.5 as estruturas dos cernes globulares de trés dominios DBDs (o dos recepto-
res RXR, RAR, TR) sdo sobrepostas. Nota-se a alta conservagdo da topologia entre os di-
ferentes receptores. O dominio DBD € sempre composto de dois motivos dedos de zinco, o
primeiro envolvido fundamentalmente na associagdo ao DNA e o segundo apresentando uma
regido (o D-box) que € envolvida na interface de dimerizagdo com o parceiro 3’, em estruturas
de receptores nucleares associados a repeti¢des diretas, e entre ambos 0s parceiros em estrutu-
ras em elementos palindromicos. A regido que estabelece contatos mais significativos com a
seqili€éncia responsiva no sulco maior € a hélice C-terminal ao primeiro dedo de zinco (hélice-A).
Também uma por¢ao N-terminal do dominio D (hinge) - o T-box é apontada como crucial para a
manutenc¢do da ligacdo ao DNA e ao parceiro de dimerizacao em diversos trabalhos (7, 39—41).
O papel desta regido na ligagao colaborativa ao DNA ¢ ainda mais curioso, visto sua localizacao
em uma regido consideravelmente desordenada, a interface t€nue formada pela mesma com o
parceiro nos complexos em DRI, onde ela participa da interface de dimerizagao (7, 40) e, so-
bretudo, o fato de que ela ndo participa no reconhecimento da seqii€ncia especifica, sugerindo

um possivel reconhecimento fopolégico ao ambiente do complexo.

1.3.4 O receptor do acido 9-cis-retindico e seu papel como parceiro “promiscuo”

Um receptor particularmente interessante no estudo da seletividade de receptores nucleares
na interacdo a diferentes HREs é o RXR. Isto porque, como parceiro de heterodimerizagao,

este receptor se associa a diferentes outros receptores reconhecendo diferentes espacamentos



54

Dedo de zinco 1
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Figura 1.5 — Superposicao das estruturas cristalograficas do cerne dos DBDs de RXR (vermelho), RAR
(ciano), e TR (azul), retiradas de suas respecitvas estruturas cristalogrificas associadas ao
DNA (4-6). Cada um dos dos zincos nos dois dedos de zinco € mostrado em laranja e
coordenado por quatro cisteinas em stick em amarelo. As hélices A e B e os dois dedos de
zinco sao rotulados. (retirado de (7)).

em repeti¢do direta para os HREs (7). como homodimero o RXR se associa ao elemento de
repeticao direta 1 (DR1) (42). Ele também se associa a esta sequéncia como parceiro no sitio

5’ para os receptores RAR, PPAR, COUP e HNF4 (7, 41, 43).

Uma nuance particularmente interessante da associagdo do RXR como homo ou hete-
rodimero com diferentes parceiros a diferentes NRs é sua polaridade especifica na interacao
com os dois meio-sitios, polaridade esta que é aparentemente (e novamente) ditada pelo DBD e
que é mantida com diferente parceiros em um mesmo HRE, mas que ¢ mudada dentre diferen-
tes HREs e que, ao que parece, € relacionada com o tipo de resposta transcricional induzida: O
heterodimero de RXR com RAR em DR2 se d4, obrigatoriamente, com o RXR ligado a posi¢ao
3’, apresentando este heterodimero uma atividade repressora nesta seqiiéncia. J4 o mesmo he-
terodimero com RAR em DRS, se da com o RXR associado a posi¢do 5’ e apresentando uma

atividade ativadora (7).

1.4 Celulases e sua importancia em biotecnologia

Celulases sao enzimas que hidrolizam cadeias de celulose em um substrato microcristalino,
convertendo-as em unidades sacaridicas menores (44). Estas enzimas sdo de suma importancia

para o metabolismo de microorganismos unicelulares, dentre os mesmos diversas cepas de fun-
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gos filamentosos e bactérias, que as utilizam de forma a disponibilizar estas unidades menores

sacaridicas como fontes primarias de energia a partir da biomassa vegetal.

Recentemente, um grande interesse tem sido despertado em relag@o a estas enzimas devido
a sua aplicabilidade industrial na conversdao de biomassa e materiais “brutos” contendo celulose

em glicose, que pode entdo ser convertida em bioetanol por fermentacdo (45).

O complexo celulasico hédbil na degradacdo de celulose normalmente consiste de vérias
enzimas e proteinas auxiliares que agem em sinergismo na solubiliza¢do e decomposicao dos
biopolimeros na biomassa, tais como a celulose. Até agora, um dos mais estudados complexos
de celulasicos é o do fungo filamentoso Trichoderma reesei, que consiste de mais de vinte di-
ferentes proteinas . O maior componente deste complexo protéico € a enzima celobiohidrolas I
(CBH-I, 1.4-B-D-glicana celobiohidrolase, E.C. 3.2.1.91), que pertence a familia 7 das hidro-
lases glicosidicas, Cel7A e representa mais de 60 % do total de proteinas secretadas por fungos
do género Trichoderma. Esta enzima degrada cadeias de celulose e celodextrina, liberando

unidades de celobiose a partir de substratos ndo redutores .

Estudos de protedlise limitada para a celobiohidrolase I (CBHI) de T. reesei mostram que
esta enzima apresenta dois dominios globulares distintos, conectados por uma regidao movel,
com o dominio C-terminal agindo como moédulo de interagdao a celulose (Celulose Binding
Domain - CBM), e um segundo dominio N-terminal, substancialmente maior, consistindo do
cerne catalitico da enzima (Catalytic Core Domain), que € responsével pela clivagem enzimatica

dos substratos

estes dominios sdo interligado por um peptideo conector (LP) flexivel, O-glicosilado e rico
em seqiiéncias do tipo prolina/serina/treonina. Foi observado que a atividade enzimética € re-
duzida quando o mesmo peptideo conector € deletado, sugerindo que o tamanho do LP é impor-
tante para assegurar a flexibilidade e correta acdo independente dos dois dominios funcionais

da enzima

O primeiro envelope molecular a baixa resolucdo de uma celobiohidrolase foi obtido por

dados de espalhamento de raios a baixos angulos (SAXS). Schmuck e colaboradores mostraram
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que a celobiohidrolase I de T. reesei apresenta uma conformac¢do de “girino” 1.6, consistindo
de uma porg¢ao “cabecga” isotrépica e uma “cauda’ longa flexivel (46). Posteriormente, baseado
em andlises de SAXS, a mesma arquitetura bimodular foi descrita para uma outra celulase, a de
Cellulomonas fimi . Estes estudos pioneiros foram limitados em sua precisdo e acurdcia, devido
a caréncia de estruturas tridimensionais de alta resolucdo para os dominios isolados, bem como

aos equipamentos relativamente modestos para as medidas de SAXS a época.

——— r [im]

Figura 1.6 — Dados de SAXS da literatura para a celobiohidrolase I de Trichoderma harziannum

A estrutura do dominio CBM da CBH-I de T reesei foi determinada por RMN em 1989
enquanto a estrutura cristalografica do dominio catalitico se tornou disponivel em 1994 (Fig.
EstruturasDominiosSeparados). Com a disponibilizagdo das estruturas tridimensionais em alta
resolucdo destes dois moédulos globulares da enzima, bem como os avangos na tecnologia e
nas metodologias de andlise para os dados de SAXS e a possibilidade da utilizacdo conjunta
de ferramentas mais robustas de modelagem molecular, a obten¢do de modelos mas refinados
a partir de dados experimentais de menor resolugdo para estas enzimas de alto potencial de

impacto tecnoldgico se torna hoje uma possibilidade.

1.5 A técnica de anisotropia de fluorescéncia e sua aplicabili-
dade para estudos de formacao de complexos macromo-
leculares em solucao

A fluorescéncia extrinseca pode ser utilizada de diversas maneiras, entre elas, para a realiza¢ao
de experimentos de anisotropia de fluorescéncia. Medidas de anisotropia podem ser utilizadas
em andlises bioquimicas e fornecem informagdes sobre o tamanho e forma de proteinas ou sobre

a mobilidade de diferentes ambientes moleculares. Este tipo de medida € utilizado também para
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investigar a associacao proteina-proteina ou proteina-DNA. Experimentos de anisotropia estao
baseados no principio de excitagcao fotoseletiva de fluoréforos pela luz polarizada. Fluoréforos
absorvem preferencialmente fétons cujos vetores elétricos estejam alinhados paralelamente ao
momento de transi¢ao do fluor6foro. Este, por sua vez, tem sua orientagdo definida com relagao
a molécula. Numa solucdo isotrépica, os fluor6foros estdo orientados aleatoriamente. Com a
incidéncia da luz polarizada, aqueles fluor6foros que tiverem seu dipolo de transi¢do alinhados
paralelamente ao vetor elétrico da luz incidente serdo seletivamente excitados. Esta excitacdo
seletiva resulta em uma populacdo de fluor6foros parcialmente orientada (fotosele¢ao) e uma
emissao fluorescente parcialmente polarizada. Esta emissdo também ocorre com a luz polari-
zada ao longo de um eixo fixo do fluoréforo. O angulo relativo entre estes momentos determina

a maxima anisotropia. Anisotropia e polarizacdo sao definidas por (WEBER, 1952):

r=p—1Ipp)/(Ip+2lpp) (1.14)

P=(Ip=1Ipp/(Ip+1pp)) (1.15)

onde r € a anisotropia, P € a polariza¢do, I, e 1, sdo as intensidades de fluorescéncia
da emissao polarizada verticalmente e horizontalmente, quando a amostra € excitada com luz
polarizada verticalmente. Alguns fendmenos podem diminuir a méxima anisotropia medida em
uma amostra, sendo o mais comum a difusao rotacional. Essa difusao ocorre durante o tempo
de vida do estado excitado e desloca o dipolo de emissdo do fluoréforo. A intensidade deste
deslocamento dependerd da difusdo e portanto, do tamanho e/ou mobilidade da proteina a qual a
molécula estd ligada. Sendo assim, o observacao da anisotropia de fluoréforos ligados ao DNA

pode ser utilizada para estudos de associagdo a proteinas.
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1.6 Espalhamento de Raios-X a baixos angulos - SAXS

A técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo, SAXS, permite a obtencdo de informacdes
da estrutura de diversos materiais. Informagdes como flutuacdes ou heterogeneidades da densi-
dade eletronica com dimensdes caracteristicas da ordem de 10 a 1000 A podem ser obtidas, por

exemplo, para solu¢des de macromoléculas bioldgicas (proteinas, ribossomos, DNAs, etc).

A interpretacdo de dados de espalhamento a baixos angulos de solu¢do de macromoléculas
permite a determinacdo do envelope molecular e, consequentemente, de estados de oligomerizacao.
Dependendo da concentragao destas solucdes, podemos ter macromoléculas interagindo umas
com as outras, efeito inter-particula Isso gera uma correlacdo espacial que altera a intensidade
espalhada, gerando um artefato no sinal, dificultando a anélise dos dados. Sendo assim, em-
bora o uso de mais altas concentragdes seja desejavel, para diminuir a dispersdo do sinal, é
importante que os sinais de baixas e altas concentracdes sejam proporcionais, descartando a

possibilidade de estar ocorrendo um efeito inter-particula.

As solugdes de macromoléculas biolégicas apresentam pouca diferenca na densidade eletronica
entre seus constituintes, que sao essencialmente compostas por atomos leves (H, C, N, O e P
no caso de 4acidos nucleicos), e o solvente. Estes tipos de solu¢des produzem um espalhamento
muito fraco necessitando usar feixes de raios-X produzidos por fontes sincrotron, que possuem

um fluxo de fétons maior que aparelhos de raios-X convencionais.

A diferenca entre a energia dos fétons de raios-X incidentes e a energia de ligacao dos
elétrons permite tratar estes tltimos como elétrons livres. Desta forma, particulas livres car-
regadas oscilantes produzem ondas espalhadas coerentes com a onda incidente em todas as
dire¢des. Em solucido, as particulas de macromoléculas estio em movimento browniano e po-
dem assumir todas as orientacdes possiveis em relacao ao feixe incidente. Assim, a intensidade
I(q), produzida por esse sistema, € proporcional a amplitude de espalhamento de uma macro-
molécula, promediado para todas as orientacdes. Sendo q = 47 sen(0)/A , onde 26 € o angulo
entre o feixe incidente e o feixe espalhado e A é o comprimento de onda utilizado. Quando os

valores de q sdo pequenos, vale a aproximac¢do de Guinier :



59

I(q) = 1(0) exp(-1/3‘Rg*q?)

sendo Rg o raio de giro. O Rg é um parametro estrutural importante utilizado na andlise de
mudancas conformacionais de macromoléculas em soluc@o. A equagdo acima pode ser reescrita

na forma:

In[I(q)] = -(1/3 ‘Rg?) ¢> + In[1(0)]

Sendo assim, ao se fazer a anédlise grafica da variacdo logaritmica de intensidade produzida
por um determinado sistema, In[ I(q) ], em fun¢ao de q2, obtém-se uma reta, onde o coeficiente
angular é — (1/3 Rgz) e o coeficiente linear € — In [ 1(0) ]. A partir do valor de — In [ 1(0) ],

possuindo-se um parametro de comparacao, pode-se calcular a massa molecular do sistema.
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2 Obyjetivos

Este trabalho de doutoramento tem como objetivo a utilizacdo integrada de abordagens
de dinamica molecular, modelagem estrutural e técnicas experimentais de andlise biofisica em
solucdo para o estudo de dois sistemas de interesse bioldgico, para os quais 0os movimentos

coletivos e o acoplamento energético a longas distancias prestam papeis fundamentais.

No primeiro sistema, o mecanismo em que a associacdo do dominio de interagcdo ao DNA
(DBD) da isoforma «a do receptor do acido 9-cis-retindico humano (hRXRa) confere a sele-
tividade e alosterismo necessdrios para a associagao dimérica do receptor completo aos ele-
mentos responsivos hormonais (HRE) no DNA serd avaliado. Para tal, resultados de simulacdo
de dindmica molecular para o dominio e para as seqiiéncias dos oligonucleotideos isolados
em solucdo, bem como do complexo com diferentes arranjos sobre o elemento responsivo fi-
siologico (a repeticdo direta com espacamento de um par de bases - DR1) serdo analisados
em conjunto a resultados experimentais de afinidade do receptor a diferentes HREs através
da técnica experimental de anisotropia de fluorescéncia. Também através das simulagdes de
dindmica molecular, o mecanismo para a polaridade da intera¢do do receptor a DR1 sera averi-

guado.

Para o segundo sistema, técnicas de modelagem estrutural e de dinamica molecular por
anelamento simulado (simulated annealing/molecular dynamics - SA/MD) foram utilizadas na
geracdo, refinamento e validacdo de modelos estruturais de alta resolucdo para a celobiohidro-
lase I de Trichoderma harziannum, em sua completa extensao e perfil de glicosilag¢des, a partir
de modelos de baixa resolugdo obtidos através da técnica experimental de espalhamento de raios

X a baixos angulos (small angle X ray scattering - SAXS). A andlise dos modelos recuperados
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por SA/MD sera também considerada no que se refere as principais restricdes conformacionais
e dinamicas entre os dois dominios da proteina e no impacto das glicosilagdes a estas mesmas
restricoes. Esta andlise sera direcionada almejando melhor compreender os possiveis mecanis-
mos de acdo concertada entre os dois dominios desta enzima para a associacdo € movimento
sobre a superficie da celulose, ambos processos fundamentais para sua atividade bioldgica e de

especial interesse para seu emprego em biotecnologia.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Metodologia Experimental para os estudos de afinidade
do hRXRx-AAB a diferentes elementos responsivos no
DNA

3.1.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grade analitica. Todas as solu¢des foram preparadas
logo anteriormente ao uso com dgua destilada, deionizada a menos que 1.0 uS e filtrada através
de uma membrana de 0.22 ym em um sistema de purificacdo de dgua. O 9-cRA foi obtido da

SIGMAR Lote 122367-X8.

3.1.2 Expressao e purificacao do hRXRx-AAB

A construcdo RXRa 6 AB humano ou hRXRa-DL (residuos 126-462, carecendo do dominio
N-terminal) de 42 kDa foi expressa em Escherichia coli cepa BL21(DE3) utilizando o plasmideo
pET28a(+) (Novagen®). Foi utilizada uma construcio contendo uma cauda de seis histidinas
(tag(6-His) fusionada in frame ao C-terminal. Os protocolos de expressao e purificagdo tiveram
como base os originalmente descritos por Fischer et al. Basicamente, a inducdo foi feita com
0.5 mM de IPTG em meio de cultura 2XYT, na presenca de 10 uM de ZnSO4 (de forma a
estabilizar os dois motivos dedos de zinco no dominio DBD da proteina). O crescimento ocor-
reu durante 3 horas a 25°C sob agitacdo circular a 250 rpm, até que foi atingida a DOg00nm
= 0.7 AU. As células foram coletadas através de centrifugacao e ressuspendidas em tampao

Na,HPO4 50 mM, pH 8.00 contendo NaCl 100 mM, glicerol 10% V/V, imidazol 10 mM, f-
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mercapto etanol 2mM e PMSF 1mM. A células de cada 1 L de meio foram ressuspendidas em
50 ml de tampdo. Esta suspensao foi entdo incubada em lisozima (concentracao final de 500
pg/ml) por 30 min a 4°C para posterior sonica¢do, também a 4°C, por cerca de 15 ciclos de
15 segundos, com intervalo de 15 segundos entre cada ciclo. Apds este passo, a proteina se
encontrava na fase soluvel e pode ser separada do pellet por centrifugacao, deixando a amostra

sempre a temperatura de 4°C.

O sobrenadante da quantidade de células de cada 1 L de expressao foi incubado com 1 ml
de resina de afinidade Talon Superflow por 1 hora a 4°C. Apds a incubagdo a resina foi lavada
com 4 volumes do mesmo tampao de ressuspensao do lisado. A elui¢do foi feita com aproxi-
madamente 4 volumes do mesmo tampao, porém com 300 mM de imidazol. Todas as etapas da
cromatografia de afinidade foram realizadas com eluicao isocrética em bancada, com a resina e
amostra incubadas a 4°C. As fracdes contendo a proteina recombinante foram identificadas por

dosagem pelo método de Bradford e sua pureza verificada por SDS-PAGE 15%.

Seguido a etapa de cromatografia de afinidade, a amostra foi submetida a uma etapa de cro-
matografia por exclusdo por tamanho, de forma a separar os estados oligoméricos da proteina. A
amostra foi eluida em fracdes de 5.5 ml em uma coluna HiL.oad Superdex 200 26/60 (Amersham
Bioscience) e o perfil cromatogréfico, verificado por absorcao a 280 nm, foi utilizado para se
isolar as fragdes de interesse. A elui¢do foi feita em tampao Hepes 20 mM, pH 8,0, com NaCl
200 mM, glicerol 5 % e DTT 1 mM. Esta etapa cromatografica foi realizada utilizando-se um
sistema AKTA Purifier da Amersham Bioscience. As amostras tiveram sua pureza verificada
por SDS-PAGE 15 % e as fracOes provenientes de um mesmo pico (pool) cromatografico foram

respectivamente agrupadas.

Para a clivagem da cauda de histidina, a concentracdo de proteina de cada pool foi quan-
tificada pelo método de Bradford e, em seguida, estas amostras foram incubadas por 8 horas a
18°C com trombina em uma proporc¢ao de 0.5 U por 100 ug de proteina. As amostras foram
entdo concentradas (até aproximadamente 50 uM) e a monodispersidade e estado oligomérico
da proteina em cada pool checadas por gel nativo de poliacrilamida 15 %. Para a estocagem das

amostras destinadas a andlise posterior, estas foram aliquotadas, congeladas através de processo
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de resfriamento rapido em nitrogénio liquido e armazenadas a 18°C. Para o descongelamento
da amostra, imediatamente anterior a anélise, as aliquotas eram deixadas em equilibrio a 4°C
até sua completa liquefacdo. Em seguida eram centrifugadas por 10 minutos a 13000 g em
centrifuga deixada a 4°C, tendo entdo o sobrenadante retirado (embora ndo tenha sido cons-
tatada a presencga de precipitados em nenhuma das amostras utilizadas nos experimentos), e a
concentracao de proteina medida novamente pelo método de Bradford . S6 entdo as amostras

eram levadas aos ensaios de anisotropia de fluorescéncia (vide 2 topicos abaixo).

3.1.3 Oligonucleotideos sintéticos

Para os estudos de anisotropia de fluorescéncia foram utilizados oligonucleotideos dupla-
fita sintéticos, com a fita senso contendo uma molécula de isotiocianato de fluoresceina (fluo-
rescein isotiocyanate - FITC) ligada a sua extremidade 5’ através de uma cadeia polimérica de
fosforamidita contendo seis carbonos. Estes HREs marcados com fluoresceina serao referidos,

no texto que se segue, pela denotacdo F-HRE.

As fitas tnicas de oligonucleotideo sintético, purificadas por cromatografia liquida de alta
pressao, foram obtidas da Alpha DNA (Canadd). Suas concentragdes foram calculadas através
do coeficiente de extingao molar a 260 nm. Os F-HREs dupla-fita foram preparados como se se-
gue. Primeiramente, as sequéncias das fitas senso e anti-senso foram devidamente pareadas em
solugcdes aquosas equimolares. Subsequentemente, este oligonucleotideo dupla fita foi anelado
em um aparato de PCR (Perkin-Elmer 480 programmable thermocycler, Perkin-Elmer, USA)
por aquecimento a 100 °C por 10 minutos e resfriado lentamente até 25 °C. Os oligonucleotideos

anelados foram armazenados em solucdo aquosa a —20°C.

Foram utilizadas nove diferentes sequéncias de elementos responsivos: Half site (HS), o
meio sitio constituido de uma tnica sequéncia arquetipica AGGTCA sem repeticdo; DRO-5,
repeticoes diretas destas mesma sequéncia com espacamentos de 0 a 5 pares de base, respec-
tivamente; TRE-Pal, elemento palindromico sem espacamento, responsivo para o receptor de
hormonios tireoideanos (TR) ; F2 ou IP6, palindromo invertido com espacamento de seis pares

de base, € o elemento responsivo ao qual o TR se liga fortemente na forma apo, selecionando
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co-repressores . Foram também realizados ensaios de afinidade a um oligonucleotideo marcado
para controle negativo e na presenca de um agente de competi¢do inespecifica nao marcado,
conforme referido no préoximo tdpico. As sequéncias para cada um dos oligonucleotideos utili-

zados € detalhada na Tabela 3.1

Tabela 3.1 — Oligonucleotideos utilizados neste estudo.

HS -H-aha-5"-AGCTAAAGGTCAGAT-3’

DRO -H-aha-5’-AGCTAAAGGTCAAGGTCAGTAGGA-3’

DR1 -H-aha-5’-AGCTTCAGGTCAGAGGTCAGAG-3’

DR2 -H-aha-5"-AGCTTCAGGTCAGTAGGTCAGA-3’

DR3 -H-aha-5-AGCTTCAGGTCACAGAGGTCAG-3’

DR4 -H-aha-5-AGCTTCAGGTCACAGGAGGTCA-3"

DRS -H-aha-5"-AGCTAAAGGTCAGAGTCAGGTCAGTAGGA-3’

F2 (IP6) -H-aha-5"-AGCTTATTGACCCCAGCTGAGGTCAAGTTACG-3’ 1
Pal -H-aha-5’-ATATTCAGGTCATGACCTGAATAT-3’

p53 (controle negativo) -H-aha-5"- TAATTAGGCATGTCTCTAGGAAA - 3’

poli AT (competidor inespecifico) 5’- (AT)j, -3’

3.1.4 Interacao do hRXRa-AAB com elementos responsivos de DNA

A afinidade do hRXRa-AAB a diferente HREs foi analisada através de ensaios de titulagao
isotérmica ulizando-se como titulante uma solu¢do concentrada da proteina (solucdo estoque a
50 uM ) adicionada em quantidades gradativas (correspondendo a concentracoes finais de 1 a
2800 nM) sob uma solucao com concentracao fixa (5 nM) do F-HRE em uma cubeta de quartzo
com quatro faces transparentes e caminho 6tico de 1 cm previamente termalizada a 10°C. Todas
as medidas foram realizadas em tampao Hepes 20 mM, pH 8,0 com NaCl 50 mM!, ditiotreitol
(DTT) 3mM e glicerol 5 % V/V. Em todos os casos, a diluigdo maxima foi menor que 15 %
e as variagOes na concentracao do DNA e da proteina foram sempre corrigidas para o fator de
dilui¢do. Seguido a adi¢do da proteina, a solucdo foi homogenizada e apds o intervalo de 2
minutos a anisotropia de fluorescéncia da solu¢@o na cubeta foi medida sucessivamente até a

sua estabilizacgao.

I Os ensaios nestas condicdes de forca idnica relativamente baixa foram previamente padronizados em nosso grupo
de pesquisa no trabalho de Doutorado de Rodrigo Villares Portugal . Neste trabalho, em condicdes de forga idnica
significativamente maiores, ndo eram visualizados platds bem definidos para as interacdes do hRXRa-AAB com
diferentes HREs (DR1, DR4, Pal e F2), ndo permitindo o correto ajuste numérico das isotermas (vide subsecdo
relacionada aos ajustes numéricos abaixo
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O efeito do agonista 4cido 9-cis retindico (9-cRA) foi verificado através da realizacdo dos
mesmos ensaios na presenca de excesso do ligante. Para tal, a solucdo estoque da proteina foi
previamente incubada com o agonista por trés horas a 4 °C com uma razao molar de 3:1 para 9-
cRA:proteina e 0 mesmo ligante foi adicionado e homogenizado a solucdo de titulado na cubeta
antes do ensaio, mantendo sua concentracao fixa em 10 uM (5X a concentragdo maxima de

proteina ao longo do ensaio de afinidade).

A habilidade do hRXRa-DL para a discriminac¢ao entre sequéncias especificas € ndo es-

pecificas foi testada através de dois tipos de experimento:

e Titulacao de oligonucleotideo inespecifico marcado com fluoresceina. Nestes ensaios,
a sequéncia alvo para o supressor de tumor p53 , devidamente marcada com FITC em sua
extremidade 5°, foi utilizada como um controle negativo para a interacdo de hRXRa-DL
em experimentos semelhantes aos realizados para os F-HREs. Esta sequéncia de 23 pb

nao contém nenhum sitio consenso para a interacdo com o hRXRalpha-DL.

¢ Ensaios de competicao com excesso de oligonucleotideo nao marcado. Foram realiza-
dos ensaios de titulagdo em que as interagdes do hRXR-DL com os F-HREs DR1, DR4
e F2 foram respectivamente desafiadas com oligonucleotideo nao marcado especifico e
nao especifico em concentragdo 10 X maior (50 nM) que o oligo marcado. Os ensaios fo-
ram realizados tanto com excesso do mesmo HRE ndo marcado (competi¢ao especifica)
quanto com excesso de um oligonucleotideo poli AT de 24 pb ndo marcado (competi¢ao

inespecifica)

A estequiometria do complexo receptor:DNA foi verificada para trés HREs cujas isotermas
foram tomadas como representativas: DR1, DR4 e F2. Para tal, foram realizadas as respecti-
vas titulagdes destes elementos em concentragdes estequiométricas pelo hRXRa-AAB. Nestes
ensaios, além do oligonucleotideo marcado na concentracdo de 5 nM, a solugdo de titulado con-
tinha o mesmo oligonucleotideo ndo marcado em concentracao de 600 nM, concentracio esta
que superava por um fator maior que 10 X os valores de Kp?PP previamente determinados pelo

ajuste nao linear (vide secdo 3.1.6 e ).
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Finalmente, foi verificada a influéncia do fon Mg?* através de ensaios na presenca de MgCl,

3 mM para a afinidade a DR1, F2 e Pal.

3.1.5 Anisotropia de fluorescéncia - detalhes técnicos e consideracoes pré
analises

Todas as medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro ISS-PC1
(ISS, Champaign, IL), equipado com polarizadores e com o experimento ajustado para a ge-
ometria “L’” do aparelho. Para controle da temperatura foi utilizado um banho de circulagcdo
RTE-740 (Thermo Neslab). A excitacdo foi realizada a 480 nm e a emissdo monitorada sem
0 uso de monocromadores com um filtro OG515, com corte de 50 % em 515 nm. A fonte foi

utilizada em 15 A.

Todos os dados foram obtidos utilizando-se pelo ao menos trés diferentes repeticdes do
experimento realizadas em dias diferentes. Os valores de anisotropia foram calculados por
programa intrinseco ao equipamento através da equacdo . Os valores retornados foram esti-
mados a partir de um procedimento de 5 iteragdes (em que as posi¢cOes dos polarimetros de
excitacdo e emissao foram variadas), retornando-se assim 5 diferentes valores de anisotropia de
fluorescéncia para um mesmo ensaio. Os desvios absolutos para estes 5 valores foram sempre

menores que 0.002 unidades arbitrarias de anisotropia (A).

Decréscimos sistemdticos na intensidade de fluorescéncia decorrentes da dilui¢do e/ou de
possiveis efeitos de quenching cinético e filtro interno , além de varia¢des randomicas relacio-
nadas a oscilagcdes na amperagem da fonte durante o experimento foram monitorados durante
todos os ensaios, os primeiros tendo valores maximos correspondentes a menos de 15 % da
intensidade inicial (apds o término do experimento) e as segundas raramente observadas, apre-
sentando valores maximos proximos a 5 % entre duas medidas consecutivas. Embora o valor de
anisotropia nao seja diretamente dependente do valor absoluto da intensidade de fluorescéncia,
variacOes significativas destas mesmas intensidades podem estar relacionadas a alteragdes do
sinal devido a fendmenos de espalhamento da luz incidente (isotrépico, por natureza) ou a efei-

tos de quenching estético do fluoréforo (interagdes intermoleculares estaveis do titulante com a
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sonda fluorescente, de forma a distorcer a geometria molecular do estado fundamental e/ou do
estado excitado) , o que por sua vez poderia implicar em mudancas no tempo médio de relaxa-
mento do estado excitado (7). Ambos sdo efeitos passiveis de alterar os valores de anisotropia
obtidos (vide equagdo) . O primeiro efeito (espalhamento isotrépico) pode ser considerado

como desprezivel, devido a presenca do filtro “passa alta” OG515.

De forma a certificar quanto a ndo ocorréncia de mudancas significativas no ambiente
quimico do fluor6foro, os espectros de excitacdo para diferentes comprimentos de emissao
e os de emissdo para diferentes comprimentos de excitagdo foram monitorados para as duas
condicdes extremas de um mesmo experimento: tanto para as solucdes iniciais de F-HRE a
5 nM quanto para as solucdes finais apos a saturagao do oligo marcado com a proteina (ndo
mostrado). Estas pré-andlises foram realizadas tanto no inicio, quanto no fim de um mesmo
dia de experimentos, de forma a se verificar também quanto a estabilidade da sonda. Também
a influéncia do ligante 9-cRA foi verificada, realizando-se os mesmos ensaios acima mencio-
nados na auséncia e na presenca do agonista na concentracdo utilizada nos experimentos (10
uM). Para todas as condi¢des experimentais e ao longo do intervalo de um dia de experimen-
tos, embora tenham sido observadas variagdes nos valores absolutos das intensidades (condi-
zentes com os pequenos decréscimos de intensidade ocorridos ao longo dos experimentos de
titulacdo), ndo foram verificadas mudancgas significativas quer para os centros de massa dos
espectros de absorcdo e de emissdo do fluoréforo (blue ou redshift) quer para as intensidades
relativas para diferentes comprimentos de onda A (os perfis dos espectros obtidos ndo apresen-
taram distor¢des). Desta forma, a interacdo da proteina com o oligonucleotideo marcado nao
apresentou evidéncias de mudancas nos momentos dipolo de absor¢ao () e/ou de emissao (v)
da fluoresceina, diminuindo consideravelmente a probabilidade de que as pequenas variacdes
observadas para as intensidades de fluorescéncia estivessem relacionadas a distor¢des na geo-
metria molecular dos extados fundamental e/ou excitado do fluor6foro ao longo dos experimen-
tos. Assim sendo, foi descartada a hipdtese de mudancas significativas no valor de 7, passiveis
de influenciarem visivelmente nas medidas de anisotropia obtidas na faixa de concentracdes

utilizadas..



70

O outro fator passivel de alterar o valor de anisotropia da solucdo sob temperatura constante
(sem mudancas significativas no volume molar ou na mobilidade intrinseca da molécula e/ou do
fluoréforo e sem mudangas no valor de 7) seria decorrente de variacdes na viscosidade (1) da
solugdo (equacdo) devido a variagdo na concentragdo de macromoléculas em solucdo. Contudo,
a concentragdo maxima alcangada para o hRXR-DL durante os experimentos de titulacao foi
de 2.4 uM, correspondendo a aproximadamente 0.1 mg'ml™' de proteina. A dissoluco de
proteinas globulares s6 comeca a afetar significativamente a viscosidade de solu¢des aquosas
a partir de concentra¢des maiores que 10 mg'ml-! | podendo entdio o pardmetro 7 ser tomado

como constante ao longo do ensaio.

Desta forma, conforme a equacdo , os valores de anisotropia obtidos puderam ser devida-
mente interpretados como decorrentes de mudancas nos valores do tempo médio de correlagdao
rotacional do fluoréforo (6y,) e para a molécula como um todo (vide equagdo ), decorrentes da
associa¢do da proteina com o F-HRE e permitindo que sua covariancia com a concentragdo de
hRXR-DL em solugdo fosse associada a fracdo de formacao do complexo, conforme as dife-

rentes modelagens expostas na proxima subsecdo e posteriormente discutidas em 4.1.1.

3.1.6 Analise termodinamica quantitativa das isotermas de interacao

As isotermas de intera¢do foram independentemente analisadas seguindo as duas diferen-
tes abordagens de ajuste ndo linear comentadas nas préximas duas subsecdes. Os parametros
recuperados através destas duas abordagens foram entdo devidamente comparados, de forma a
melhor inferir sobre os mecanismos de associacdo e alosterismo do hRXR-DL para os diferentes

HREs.
Ajuste nao linear com derivacio de expressao analitica

Esta € a forma de andlise de dados mais comumente utilizada em estudos de isotermas de
interagdo para processos bioquimicos no equilibrio . Os dados sdo ajustados numericamente
a uma unica expressao analitica “fechada” que descreve a fracdo de formacdao do complexo

e consequente saturacdo do titulado segundo um modelo de escolha. Embora inimeros pro-
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cedimentos de linearizagcdo existam , as abordagens que recuperam parametros com menores
margens de erros (e portanto as mais utilizadas) s@o ajustes nao lineares das varidveis inde-
pendente e resposta contidas nos dados experimentais (aqui, representadas pela concentragao
de proteina em solucdo e a intensidade anisotrOpica para cada concentragdo, respectivamente)
e dos parametros a serem recuperados (neste caso, a constante de dissociacdo do complexo
(Ky) e algum parametro referente a colaboratividade do processo para modelos que admitam
a existéncia de um ou mais intermedidrios) além de parametros secundérios, podendo estes
serem mantidos como fixos (por exemplo, a concentracdo de DNA titulado, fixa a 5 nM du-
rante o experimento e, portanto, tida como uma constante durante o ajuste para o modelo de
dois estados (vide abaixo)) ou flutuantes (neste caso, representados pelos valores de anisotropia
para o platd inicial [fracdo de ligacdo = 0] e final [fracdo de ligacdo = 1], que, devido a sua
natureza assimptotica, sdo tomados como ajustaveis durante a modelagem). A equacgdo ndo
linear € adequada ao conjunto de dados através de sucessivas aproximacdes numéricas, geral-
mente através de algum algoritimo de minimizacdo de funcdo de desvios quadraticos. Dentre
estes, o algoritimo de Maquardt-Levenberg se encontra entre os mais utilizados pelos softwares
convensionais e €, em particular, o algoritimo empregado nos dois softwares utilizados neste

estudo.

Para a andlise ndo linear foram considerados dois modelos: o modelo simples de equilibrio
entre dois estados reversiveis para o dimero de hRXR-DL (RXR;) e o DNA e o formalismo
de Hill para as isotermas que apresentaram comportamento cooperativo evidente. Ambos 0s

ajustes foram realizados, independentemente, utilizando o programa SigmaPlot

O modelo de dois estados admite o equilibrio simples entre hRXR dimérico e DNA livres

em solu¢do de um lado da reac@o e o complexo entre o dimero e o DNA do outro:

RXR,+ DNA = [RXR, : DNA] 3.1)

Desta forma, a constante de dissociacao K, € definida de acordo com
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RXRy +D
K, = [

RXR; : D] (3-2)

Onde D € a concentracao molar de DNA dupla fita livre e [RXR,:D] € a concentragdo molar

do complexo formado entre o dimero de RXR e o DNA.

A formacao do complexo em solucdo pode ser relacionada aos dados experimentais por

[RXR,:D|=Dtxa (3.3)

Onde Dt é a concentracao total de DNA (livre e ligado) e o € a fragdo de DNA (ou RXR»)

ligada, que, por sua vez, € relacionada as medidas de anisotropia por

o = (Apps —Ai) [ (Af — Ai) (3.4)

sendo A,y a intensidade anisotropica observada, e A; e Ay, respectivamente, os limites
assimptdticos inferior e superior para os valores de anisotropia obtidos através do ajuste das

isotermas. Segue-se entdo que

/(K4 + RXRat + Dt) — ((Kg+ RXRyt + Dt )2 — ARX Rat * Dt )
2Dt

Aops =Ai+ (Ap —Aj) * (3.5)

onde RXR;t é a concentracdo total de hRXR dimérico, de forma andloga a Dt para a

concentracao total de DNA.

A equacdo 3.5 € a funcdo ndo linear para a qual os dados sdo ajustados no modelo de dois

estados. embora ela apresente vantagens quanto a sua simplicidade
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3.2 Metodologia dos estudos de dinamica molecular para o
alosterismo na interacao do hRXRo-DBD a diferente ele-
mentos responsivos no DNA

Todas as simulagdes apresentadas neste capitulo foram executadas utilizando o programa
NAMD . Foram utilizadas topologias do tipo CHARMM?22 para todos os dtomos (21). O al-

goritimo integrado

3.3 Metodologia para o estudo integrado por SAXS e mode-
lagem estrutural baseada em dindmica molecular para a
celobiohidrolase I de Trichoderma harziannum em solucao

Sendo este um trabalho em colaboragao, a produ¢ao da enzima por fermentacao, sua extragao
e purificacdo e os ensaios de SAXS foram realizados pelo grupo do Prof. Dr. Igor Polikarpov,
Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo. Também os primeiros tratamentos
dos dados de SAXS (andlise de Guinier, geracdo do modelo de &tomos dummy e modelagem de
corpo rigido com os dominios gerados por homologia) foram desenvolvidos pelo pesquisador
Dr. Mirio de Oliveira Neto e pelo aluno de mestrado Fldvio Rodolfo Rosetto, do mesmo grupo,
embora o presente autor tenha acompanhado a execugao destas anélises e tenha frequentemente
voltado a elas durante o decorrer das etapas de modelagem e dindmica molecular. Assim sendo,
estas etapas onde a participacdo do autor foi menos ativa serdo descritas de forma mais su-
cinta nas proximas trés subsecdes, dando-se maior €nfase as etapas de modelagem estrutural e
dindmica molecular para o refinamento dos modelos obtidos e melhor compreensao da dinamica

dos movimentos coletivos entre os dois dominios da proteina baseado nos resultados de SAXS.

3.3.1 Obtencao da amostra

Basicamente, a proteina foi expressa diretamente no fungo (expressao homoéloga) em um
bioreator com volume operante de 5 L, com agitacdo continua. O nivel de oxigénio, o pH

e a temperatura foram devidamente regulados para 60 %, pH 5.0 e 28 °C, respectivamente,
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e a produc¢do da enzima foi induzida pela adi¢do de celulose microcristalina (Avicel). Apds a
producdo, o extrato extracelular foi filtrado, concentrado e a proteina purificada por troca idnica.

O protocolo completo das etapas de fermentacdo, extracao e purificagdo estd descrito no artigo

3.3.2 ensaios de SAXS

Os ensaios de SAXS foram realizados no Laboratério Nacional de Luz Sincrontom (Cam-
pinas, Brazil). Os dados foram coletados para a proteina e para seu dominio catalitico em

concentracoes

3.3.3 Analise dos dados de SAXS

3.4 Metodologia da modelagem - criacao de um modelo para
a proteina completa, dinamica molecular e comparacao
com os dados de SAXS

3.4.1 Construcao de um modelo de alta resolucao através do programa
I-TASSER

Um modelo em alta resolu¢dao para a molécula de ThCel7A em sua completa extensio e
totalmente glicosilada foi gerado utilizando como base o modelo de corpo rigido recuperado no
ultimo passo do tratamento dos dados de SAXS. Para a geracdo deste modelo, foi utilizada a
ferramenta computacional I-TASSER (Iterative Threading/ASSEmbly/Refinement) (47). Este
pacote de programas recupera modelos acurados para a estrutura tridimensional de proteinas

através de uma sequéncia multi-etapas constituida basicamente dos trés seguintes passos:

e Alinhamento multi-fragmentos (‘“multiple threading alignment’). Diferentes janelas
da sequéncia primdria da proteina sdo alinhadas contra uma base de dados nao redundante
de estruturas e sequéncias (ndo apresentando, na base original, sequéncias com homolo-
gia acima de um dado valor limite) (48, 49). Quatro algoritmos diferentes categorizam
cada residuo dos fragmentos alvo quanto a probabilidade de se encontrarem em um dado

contexto de estrutura super-secunddria hélice/fita/desordenado. Estas probabilidades sio
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relacionadas aos perfis de “vizinhangas” entre residuos de aminodcidos nas sequéncias
primarias alvo, comparados a estes mesmos perfis nas sequéncias molde com estruturas
conhecidas na base de dados (este procedimento é denominado alinhamento perfil - perfil
(profile-profile alignment - PPA)). As probabilidades para os diferentes consensos de es-
trutura calculados por cada algoritmo sdo somadas e, ao fim deste passo, dois algoritimos
de programacgdo dindmica sao usados para identificar o melhor alinhamento entre os frag-
mentos alvo e as sequéncias molde. Ao término desta etapa, estas diferentes regides
da sequéncia alvo estardo associadas a contextos distintos de estrutura super-secunddria
com respectivas probabilidades (que por sua vez serdo tanto maiores quanto maior for a

significancia dos alinhamentos no PPA).

Agrupamento (‘‘assembly’’). Nesta etapa sdo efetuadas tanto a reunido dos fragmentos
gerados no passo anterior em contextos maiores de estrutura tercidria, quanto a mode-
lagem ab initio das regides ndo alinhadas (principalmente regides de estrutura desorde-
nada). A geragdo de modelos completos tridimensionais € efetuada através de simulagdes
de Monte Carlo do tipo troca entre réplicas. Os campos de forca sdo descritos a partir
de uma série de potenciais empiricos descrevendo a propensao de interagdo entre cadeias
laterais (SC), correlagdes entre carbonos & (Ca) a curtas distancias, propensdo a estru-
turas secunddrias consenso, predi¢ao residuo-baseada por rede neural da acessibilidade
das cadeias laterais ao solvente, otimizacdo das distancias e angulos para as pontes de
hidrogénio para motivos especificos de estruturas secunddrias e super-secunddrias, além
das constri¢des para contatos entre as SC e distancias entre os Ca recuperadas no alinha-
mento multi-fragmentos da etapa anterior. Além disto, podem ser adicionadas restri¢des
“externas” para contatos, distancias e estruturas moldes pelo usudrio. Os potenciais
empiricos utilizados neste passo sao descritos em (50). Em casos extremos onde nenhuma
sequéncia molde tenha sido propriamente identificada na primeira etapa, a molécula in-
teira € modelada ab initio a partir deste passo utilizando os potenciais empiricos (e/ou as
restricdes externas) acima descritos. As conformacgdes com aparentes menores energias

livres sdo identificadas através da clusterizacdo dos principais conformeros recuperados
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na simulacido de Monte Carlo.

e Refinamento (“refinement””). Na terceira e ultima etapa, o agrupamento por troca de
réplicas € realizado novamente a partir dos cinco principais conféormeros obtidos no
passo anterior. Além dos potenciais acima descritos, sdo utilizadas como constrigdes
as distancias internas dos conformeros nas centréides dos clusters recuperados no ultimo
passo. Esta etapa de reagrupamento tem por finalidade principal a eliminagao de impedi-
mentos estéricos. Ao fim deste novo processo de agrupamento, sao recuperados até cinco
modelos (correspondentes as centréides de cinco clusters). As cadeias laterais sdo entao
adicionadas na integra (até entdo, os aminoacidos sio representados como dtomos “uni-
dos” para os Ca, os Cf3 e para o centro de massa das SC) e os rotdmeros sdo otimizados

em um ultimo passo do refinamento.

A validade dos modelos recuperados pelo programa I-TASSER ¢ avaliada pela fun¢do score

de confidéncia (C-score):

(3.6)

Onde M € a multiplicidade do cluster referente ao modelo; M;,; € a multiplicidade total de
estruturas (para todos os clusters); <rmsd> € a média sobre o desvio quadratico médio (root
mean square deviation) para os dtomos de todos os conformeros a centréide do cluster; Z(i) é o
mais alto valor da fun¢do Z-score (a energia em relacdo a média em unidades de desvio padrao)
dos fragmentos molde gerados pelo i-ésimo algoritimo de PPA (dentre os quatro algoritimos
utilizados) e Zy(i) € um valor de corte para a fungdo Z-score especifico para cada algoritimo.
Os dois primeiros fatores da equacdo 3.6 referem-se ao grau de convergéncia estrutural no al-
goritimo de clusteriza¢do, que por sua vez se correlaciona a consisténcia das restricdes para
contatos e distancias oriundas do primeiro passo ou adicionadas pelo usudrio e dos potenciais
intrinsecos do programa. O terceiro fator € uma medida da qualidade do passo inicial de alinha-
mento multi-fragmentos. O logaritimo na equagdo 3.6 serve para ajustar os valores de C-score

a uma distribuicao aproximadamente simétrica (normal). O valor de C-score varia tipicamente
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de -5 (para um modelo extremamente inacurado) a 2 (para um modelo extremamente acurado).
Esta funcdo de score foi extensamente textada pelos autores do programa (47), mostrando ter
uma forte correlacdo com a qualidade dos modelos preditos. Para valores de C-score acima de
-1.5, a taxa de insucessos durante a fase de testes do pacote (falsos positivos ou negativos para

sequéncias de estruturas conhecidas) foi menor que 0.1.

Em nossa modelagem da ThCel7A, a estrutura dos dois dominios posicionados sob o DAM
no modelo de corpo rigido foi adicionada como uma restricao externa para o calculo do I-
TASSER. Também foram adicionadas restricOes de distancia relacionadas as pontes de hi-
drogénio das folhas B do CBM, bem como para as duas pontes dissulfeto deste dominio. Estas
restricoes para o CBM mostraram-se nescessarias para a recuperacdo de um modelo topolo-
gicamente acurado para o sistema CCD-LP-CBM. Sendo o CBM significativamente menor e
relativamente menos estruturado que o CCD, além de ser vizinho a uma outra sequéncia de 22
residuos pobre em informacao estrutural (LP), em tentativas prévias sem restri¢ao os algoritimos
do pacote demonstraram dificuldades na recuperagdo de conformagdes tridimensionais acuradas

e bem individualizadas para os dois dominios em uma mesma estrutura.

As seguintes estruturas foram usadas como molde pelo programa (os cédigos do PDB sao
mostrados entre parénteses): O dominio CCD da celobiohidrolase I de Trichoderma reesei
(1celA); o dominio CCD de Hypocrea jecorina (CEL7A); as celobiohidrolases de Phanero-
chaet chrysosporium (1gpiA), de Talaromyces emersoni (1q9hA), e de Melanocarpus albomy-

ces (2rfwA).

3.4.2 Adicao das glicosilacoes

Nao existem dados cristalograficos para a real extensdo das cadeias de carboidratos em cada
sitio. Desta forma, as O-glicosilagcdes do peptideo conector e as N-glicosilagdes do dominio ca-
talitico foram adicionadas seguindo as sugestoes de estudos prévios de espectrometria de massa
e cromatografia de troca i0nica na literatura (51, 52). Embora estes estudos tenham sido fo-
cados na CBHI de T. reesei (TrCel7A), eles se apresentam como estimativas razodveis para as

mesmas glicosilagdes em ThCel7A, dada a alta homologia dentre as sequéncias dos sitios de
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glicosil¢@o destas duas enzimas. Desta forma, foi adicionado um tdnico residuo de f-D-manose
O-ligado a cada residuo de serina e adicionadas cadeias lineares contendo dois ou trés residuos
da mesma B-D-manose O-ligadas aos residuos de treonina do LP (o tamanho da extensdo gli-
cosidica para as treoninas foi maior ou menor conforme estas tivessem como vizinho N-terminal
um outro residuo glicosilado ou ndo, respectivamente). De forma similar, foram adiciona-
dos segmentos ramificados de (a-D-glicose);-(a-D-manose)gs--D-manose-(beta-D-N-acetil-
glicosamina); (de agora em diante, denotados apena por (Glco);-(Mana)g-ManB-(GlcNacf3);)
N-ligados aos residuos de asparagina 126, 283 e 397, ambos sitios de N-glicosilagdo preditos
para o CCD de T. harziannum e estruturalmente homologos aos sitio Asn45, Asn270 e Asn384

em T. reesei. Os sitios de glicosilagcdo e a estrutura das cadeias s@o melhor ilustrados na figura

As extensdes polissacaridicas foram adicionadas utilizando a ferramenta computacional
do servidor GLYCAM , que por sua vez utiliza topologias do tipo AMBER para otimizar a

geometria das mesmas.

O LP de ThCel7A apresenta cinco residuos de serina e seis de treonina, tendo portanto um
possivel sitio extra de O-glicosilacdo comparado a TrCel7A (com oito residuos de treonina e
apenas dois de serina). Contudo, um dos aparentes sitios de O-glicosilag@o, o residuo Thr470
de ThCel7A, pertence a sequéncia na interface entre o LP e o CBM. A Unica estrutura em alta
resolucao disponivel para o TrCBM (que serviu de molde para a predi¢do da estrutura homologa
do ThCBM neste estudo) foi obtida por RMN para um dominio sintetizado in vitro e portanto
nao glicosilado. A estrutura resolvida para este dominio sintético apresenta este residuo de
treonina interagindo diretamente com o cerne do CBM. Assim, em nosso modelo, ndo foram
adicionadas extensdes O-glicosidicas para a Thr470, visto que preferimos correr o risco de
ndo glicosilar um residuo originalmente contendo esta cadeia a adicionar uma falsa extensao

sacaridica a uma regido com o potencial de interagir diretamente com o cerne do CBM.

As extensodes glicosidicas em nosso modelo foram utilizadas de modo a simular da forma
mais acurada o possivel (considerando as limitacdes das informagdes estruturais sob as quais o
modelo foi construido) o ambiente quimico e as restricdes impostas pela multiplas cadeias de

carboidratos a conformacao e dinamica dos dois dominios. Este modelo ndo tem, no entanto,
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a pretensdo de ilustrar uma composi¢cdo precisa para o teor das glicosilacdes para a CBH-I
de T. harziannum visto carecerem, para tal, suficientes dados experimentais. Uma estratégia
similar foi previamente utilizada em dois estudos computacionais na constru¢ao de um modelo
tridimensional para a estrutura completa da celobiohidrolase I de 7. reesei, contendo as O-

glicosilagdes do LP (mas sem as N-glicosilacdes do CCD) e ligada a celulose (53, 54).

3.4.3 Metodologia da simulacao de dinamica molecular

A estrutura gerada através das etapas de modelagem acima mencionadas foi submetida
a procedimentos de minimizacdo, equilibrio e anelamento simulado por dindmica molecular

(SA/MD).

Campos de Forca

Foram utilizados campos de forca AMBER para descrever o sistema. A proteina e as 4guas
foram modeladas pelo campo ff99SBe os residuos de carboidratos pelo campo GLY CAMO6.
(55, 56) Estes campos de for¢a consideram todos os atomos explicitamente. As moléculas de

agua foram representadas utilizando a implementacao do modelo TIP3P para o AMBER7 (57)

Configuracoes iniciais

Os atomos da proteina tiveram suas cargas padronizadas para o pH 7.0, resultando em uma
carga liquida de -16. As extensdes glicosidicas eram essencialmente neutras, ndo contribuindo
portanto para a carga total do sistema. Foram adicionados 32 ions sddio e 16 ions cloreto, in-
teragindo com a molécula de acordo com a sua superficie potencial, de forma a se alcancar a
neutralidade. Todos os 24 residuos de cisteina envolvidos em pontes dissulfeto (20 no CCD e
4 para o CBM) foram devidamente “assinalados” como tal e as geometrias destas pontes devi-
damente otimizadas durante as etapas de minimizagdo descritas abaixo. O sistema foi colocado
em uma caixa retangular de moléculas de 4gua com dimensdes iniciais de 128.1 por 100.0 por

91.0 A e todas as moléculas de dgua que se sobrepunham a dtomos pesados foram deletadas.
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Desta forma, a simulacdo resultante continha 154152 4tomos no total, com 48563 moléculas de
agua, 6869 atomos para a cadeia protéica e 1057 dtomos para as extensoes glicosidicas. A forca
i6nica do sistema (calculada pelo niimero de ions dividido pelo volume inicial) era proxima a

50 mM, similar a dos experimentos de SAXS.

Condicoes da simulacao

A simulacdo foi conduzida no ensemble NPT utilizando-se condi¢des periddicas de con-
torno. O ensemble NPT foi mantido utilizando-se de um termostato de Langevin com coefi-
ciente de friccdo de 2 ps”'. Embora a temperatura de equilibrio do sistema tenha sido 300 K
para toda a simulagdo, esta mesma temperatura foi extensamente variada durante o protocolo de
SA/MD 3.4.3. A pressao do sistema foi mantida a 1 atm, usando o algoritmo de Nosé-Hoover
com a flutuac@o do piston controlada por dindmica de langevin. O periodo de oscilacdo e o

tempo de decaimento do piston foram, respectivamente, de 100 fs e 50 fs.

A integracdo numérica foi realizada utilizando do algoritmo Velocity-Verlet implementado
no pacote NAMD, com passos de integracdo de 2 fs e tendo as coordenadadas da simulagdo
coletadas a cada 4 ps. As ligacdes covalentes envolvendo dtomos de hidrogénio foram man-
tidas fixas em suas posicoes de equilibrio utilizando do algoritimo de constricio SHAKE e as
moléculas de dgua TIP3P tiveram tanto os angulos H-O-H quanto as distancias O-H mantidos

fixos através do algoritimo SETTLE

Para todos os passos da simulagdo, as intera¢des nao ligadas foram truncadas a partir da

distancia de 14 A.

Preparacao do sistema

Uma vez que a estrutura inicial foi gerada a partir de subsequentes passos de modelagem,
um procedimento gradual e extensivo de minimizacao e equilibrio foi realizado antes da etapa
produtiva da simulacdo por SA/MD. Estas etapas de minimizacao/equilibrio foram todas exe-

cutadasem T=300K e P =1 atm.
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1. Minimizacao por 60000 passos de gradiente conjugado (CG) com restri¢ao harmodnica

de expoente 2 para todos os dtomos da proteina e carboidratos;

2. 72 ps de dinamica com restricao harmdnica para a proteina e carboidratos;

3. Nova minimizag¢ao sem restricao por 20000 passos de gradiente conjugado (CG);

4. Nova dinamica com restri¢do harmonica por mais 60 ps;

e 5. Dinamica sem restricdo para os carboidratos e as cadeias laterais dos residuos glicosi-

lados por 300 ps;

6. Desativacao das restrigdes também para o LP (residuos 445 a 472) e dinamica por mais

200 ps;

7. Nova ativacdo das restri¢des para os residuos 445 a 467, deixando a regido N-terminal

do LP e o CBM (residuos 468 a 505) relaxarem por 52 ps.

O protocolo acima foi montado de forma a permitir o relaxamento das dguas e fons, bem
como um relaxamento gradual das regides da molécula com maior grau de modelagem (sem

uma estrutura homoéloga de alta resolucao resolvida) - o LP e as extensodes glicosidicas.

Anelamento simulado por dinimica molecular

Um protocolo de anelamento simulado por dinamica molecular (SA/MD) com ciclos de
aquecimento e resfriamento relativamente rapidos foi realizado apds as etapas de minimizagdo
e otimiza¢do de geometria descritas na tltima subsecdo. O objetivo deste protocolo foi amostrar
um numero significativo de conformagdes com diferentes extensdes do LP, a principio a regiao
mais movel da molécula. Em uma etapa subsequente, as energias envolvidas na manutengao
das diferentes conformacdes do LP foram analisadas e utilizadas no refinamento do modelo
de SAXS. Apenas foram analisadas as conformagdes notoriamente em um platé de tempera-

tura/energia/mobilidade proximo a 300 K.
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As configuragdes iniciais para o procedimento de SA/MD foram tomadas das ultimas coor-
denadas e parametros de célula periédica obtidos da etapa de MD restrita, sendo as velocidades
randomicamente reiniciadas conforme uma distribuicdo de Boltzmann para uma temperatura
de 300 K. Os ciclos de aquecimento e resfriamento foram executados através da reatribuicdo
periddica das temperaturas do termostato de Langevin e do barostato (de forma a se manter a
configuracdo NPT) a uma taxa de 5 K'ps~! até se alcancar a temperatura alvo. Nio foram utili-
zadas restri¢des estruturais de qualquer tipo, dada a rdpida duracao dos ciclos de aquecimento e
resfriamento, a faixa relativamente estreita de temperaturas utilizada (as temperaturas minima e
maxima foram respectivamente de 250 e 550 K, comparado a temperaturas maximas proximas
a 1000 K comumente usadas para simulagdes do tipo SA/MD com restri¢do (como por exemplo
no estudo de (58))), bem como o alto teor de estrutura secundéria e de pontes dissulfeto para os
dois dominios globulares. Desta forma, a proteina € suficientemente estdvel, comparada ao in-
cremento adicionado a energia térmica durante nossa simulacdo, sendo as maiores modificacdes
esperadas apenas para as regioes naturalmente mais méveis. Durante toda a simulacao, o plot
de Ramachandran por residuo e o mapa de contatos para a proteina foram checados, ndo tendo

sido notados indicios de desnaturagdo.

A simulacdo de SA/MD foi dividida em trés etapas principais, separadas por dois passos

em que o sistema foi aquecido de 300 a 550 K e resfriado novamente.

e Primeira etapa. Esta etapa foi subdividida em dois estagios a 300 K (de 540 e 366 ps,
respectivamente) separados por um “degrau” de 50 ps a 425 K (ndo contando os tempos
de aquecimento e resfriamento) e 4000 passos de minimizacao por CG entre o passo de

425 K e o inicio do segundo estagio.

e Primeiro passo de aquecimento 300-550 K. Apés esta etapa, o sistema foi aquecido até
550 K, mantido nesta temperatura por apenas 4 ps e, entdo, gradualmente resfriado até

300 K, com passos a 460, 425 e 350 K (30, 50 e 130 ps, respectivamente);

e Segunda etapa. Apds o resfriamento do primeiro passo de aquecimento principal (300-

550 K), foi permitido ao sistema explorar uma faixa mais estreita de temperaturas, bem
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como temperaturas menores que 300 K, de forma a acessar modificacdes conformacionais
menores e favorecer estruturas mais compactas. Assim, a simulac¢ao prosseguiu a 300 K
por 300 ps e entdo o sistema foi submetido a uma sequéncia de passos de aquecimento e
resfriamento curtos: 320 K por 60 ps, 280 K por 200 ps, 320 K por 40 ps, 250 K por 120

ps, 280 K por 200 ps e, finalmente, aquecido de volta a 300 K e simulado por mais 200

ps.

e Segundo passo de aquecimento 300-550 K. Apds o segundo ciclo, o sistema foi nova-
mente aquecido de 300 a 550 K, mantido neta temperatura por 80 ps e resfriado nova-

mente até 310 K.

e Terceira etapa. Nesta dltima etapa, o sistema foi mantido a 310 K por 500 ps e finalmente

resfriado até 300 K e simulado por mais 500 ps.

Somando os tempos de aquecimento, resfriamento e dindmica, foram executados 3985 ps

de simualagdo.

Analise dos resultados de SA/MD e comparacao com os dados de SAXS

platos de energia e mobilidade da simulagao foram identificados como Zonas metaestaveis,
a partir das andlises da energia total da molécula, do rmsd sobre a média conformacional da
simulacao e do rmsd progressivo a cada 100 ps (relativo a conformacao 100 ps anterior). Para
os célculos de rmsd, as estruturas da trajetoria foram superpostas espacialmente a conformacgao
inicial, tomando-se como referéncia as regides menos moveis da molécula (em nossa simulagdo,
esta regido foi representada pelo CCD -residuos 16 a 443- ndo levando-se em conta o loop
contendo os residuos 414 a 426, na boca do tunel catalitico, que se mostrou significativamente
mais movel que o cerne do dominio). As zonas metaestdveis identificadas foram tomadas como
decoys do protocolo de anelamento e analisadas quanto a sua conformagdo e comportamento
dindmico médios.

A andlise dos resultados da simulag@o foi focada basicamente nos seguintes parametros,

seu inter-relacionamento € com os dados de SAXS:



84

e Os valores médios por conformacao para o raio de giro (Rg) e para a distancia entre o cen-

tro geométrico da superficie “inferior” do CCD e o centro de massa do CBM (D¢cep—cam)

e O conjunto de interacdes relacionadas a diferentes extensdes do LP (as intera¢des “nao li-
gadas” entre as cadeias de O-glicosideos do LP, proteina-proteina e O-glicosideos-proteina;
hidratag¢do dos residuos de aminodcido e de O-glicosideos e interagdo com os ions em

solugdo para o LP e vizinhanga);

e O nimero médio de interagdes de hidrogénio para o backbone do LP;

e A densidade das camadas de hidratacdo para o LP e vizinhanca em diferentes extensoes;

e A atividade vibracional do LP e para a molécula como um todo, checadas a partir de
andlise de componentes principais e por estimativas da entropia e entalpia vibracionais e
capacidade calorifica para diferentes conformacdes através da abordagem quasiharmonica

desenvolvida por Andricioaei e Karplus

As energias foram calculadas utilizando o pacote NAMD e o pacote VMD como interface
grifica. (59) As estruturas foram analizadas também utilizando-se o pacote VMD ou o pacote
PyMOL. Os valores de rmsd, Rg e Dccp_cpy foram calculados utilizando o pacote Wordom
(60). Também a geracgdo e diagonalizacao das matrizes 3Nx3N para as andlises de componentes

principais e quasiharmonica foram efetuadas utilizando este mesmo programa.

Uma vez analisados os parametros acima mencionados, as dimensdes moleculares (Rg,
Dcep—csum € Dyax) devidamente ponderadas quanto as energias previamente calculadas foram
comparadas as mesmas dimensdes recuperadas no experimento de SAXS. Também as princi-
pais conformacdes para a molécula acessadas durante o SA/MD foram fitadas contra 0 DAM
recuperado no tratamento de SAXS e a relacdo entre a discrepancia do fitting e a energia cal-
culada para a conformacio, bem como a mobilidade das regides melhor adequadas a extensao
do envelope molecular foram avaliadas de forma a se inferir quanto a acurdcia do modelo final

obtido.
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4  Resultados e Discussoes I - Bases
Moleculares para o Alosterismo da
Interacdo do Receptor Nuclear do
Acido 9-cis-Retindico com Elementos
Responsivos no DNA

4.1 Estudos de Interacao do Receptor de Acido 9-cis-Retindico
a Elementos Responsivos de DNA por Anisotropia de Flu-
orescéncia

4.1.1 Promiscuidade e presenca de interacoes inespecificas no reconheci-
mento de elementos responsivos pelo hRXRa-AAB

A técnica de anisotropia de fluorescéncia foi utilizada para caracterizar a interacdo da
proteina hRXRa-AAB com diferentes sequéncias de DNA responsivas a hormonios (HRESs).
A adi¢do de concentragdes crescentes de proteina a solu¢do contendo o oligo marcado pro-
moveu um incremento significativo na intensidade anisotrépica (Fig. 4.1), indicando um au-
mento no tempo de correlacdo rotacional da molécula decorrente da forma¢do do complexo

proteina:DNA.

Em uma primeira andlise, nota-se a presenca de pelo ao menos trés diferentes tipos de com-
plexos hRXR:DNA formados com a titulacio do DNA marcado pela proteina. Para a sequéncia
alvo do supressor de tumor p53 (inespecifica para 0 hRXR) e para quatro elementos responsi-
vos nao especificos (DR2, DR3, Pal e F2 na presenca de ligante), o valor de anisotropia cresce

pouco em face dos desvios entre as medidas, com aparentes termos assimptoticos proximos
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a 10 mA (mA = mili-unidades arbitrarias de anisotropia) apds a adicdo de hRXRa-AAB em
concentracdes entre 100 e 1000 nM (Fig. 4.1-A, C, D e F e Fig. 4.2-A). Estas curvas apre-
sentaram um perfil relativamente inclinado sobre o eixo da varidvel independente em escala
logaritmica e o aparente segundo platd é pouco pronunciado, considerando o incremento ani-
sotrépico total e os desvios relativos. No texto que se segue, as interagcdes do hRXRa-AAB
com os HREs que apresentaram este padrdao de incremento anisotrépico serdo referidas como
I;. Para o meio-sitio (HS), DRO, DR1, DR4 e para DRS5 e F2 na auséncia de ligante, foram
observados incrementos anisotropicos significativamente maiores € com termos assimptéticos
mais bem definidos (de um modo geral) com valores de incremento anisotropico entre 20 e 40

mA (Fig. 4.1-A-F e Fig. 4.2-A). Estas isotermas serao referidas como I».

Para DRS5 na presenca de ligante, foi verificado um comportamento aparentemente inter-
medidrio entre o das isotermas I e I, considerando-se em conjunto o segundo platd para o
incremento anisotropico (proximo a 22 mA) e a inclinagdo da curva voltada para o eixo da
variavel independente, com o referido segundo platé mais fracamente definido em comparagdo

as outras curvas que apresentaram incrementos comparaveis (I).

Para a interacdo do hRXRa-AAB com todos os oligonucleotideos foi verificado um se-
gundo padrao de ascensdo do valor de anisotropia a altas concentragdes (> 2 uM) (Fig. 4.1).
Este novo incremento anisotrépico ndo apresentou sinais de saturacdo, nao atingindo um novo
platd mesmo apds a adi¢gdo de hRXRa-AAB em concentracdes > 4 uM (ndo mostrado), de-
monstrando ser decorrente de interacdes inespecificas da proteina em altas concentragdes com
o DNA. O RXRy, como diversos outros Fatores de transcricao, apresenta uma densidade de
cargas positivas relativamente alta em seu dominio de ligacdo ao DNA , o que favorece sua
interacao inespecifica com os fosfatos de carga negativa no backbone de acidos nucléicos quando
em altas concentracdes e sob condicdes de baixa forca idnica . Além disto, os fragmentos
relativamente pequenos de oligonucleotideos utilizados neste estudo, entre 15 e 32 pb, per-
mitem uma promiscuidade e adaptabilidade conformacional a superficie da proteina que nao
seriam permissivas em fragmentos com dimensdes da ordem do material gendmico, possibi-

litando a ocorréncia de interagdes inespecificas que ndo nescessariamente seriam observadas
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em condigdes fisiolégicas'

. InteracOes desta natureza foram também observadas em estudos
de afinidade para outros receptores nucleares por DNA através de anisotropia de fluorescéncia

A presenca de tais associagOes inespecificas nao representa um problema, desde que estas
possam ser acuradamente distintas das interacdes especificas e que apenas estas dltimas sejam
analisadas e consideradas quanto as implicagdes fisioldgicas do processo. Os ajustes numéricos
para as isotermas deste trabalho foram realizados considerando-se sempre os dados até onde as
interagdes inespecificas a altas concentracdes ainda ndo se tornavam evidentes (até 1000 nM ou

2000 nM, conforme o perfil da isoterma). Também, a influéncia (e abrangéncia) das interacdes

inespecificas foi diretamente avaliada através de experimentos de competi¢do (vide 4.1.3).

As interacoes decorrentes das isotermas tipo I} também demonstraram um evidente carater
inespecifico, uma vez que este tipo de isoterma € visualizada para a interacao do hRXRo-AAB
com a sequéncia alvo para o p53, que ndo apresenta a seqii€ncia arquetipica 5’-AGGTCA-
3’. Estas isotermas também apresentam um comportamento razoavelmente assimptotico entre
as concentragdes de 100 e 1000 nM, conforme mencionado previamente (embora os erros re-
lativos tornem dificil a caracterizacdo deste aparente platd e a acurada distincio do mesmo
das interacOes inespecificas a altas concentracdes). Desta forma, uma primeira pergunta a ser
respondida € se as interagdes do tipo I; sdo representativas de um intermediario inespecifico
bem caracterizado para as curvas de maior incremento anisotrépico (por exemplo, mondmeros
de hRXRa-AAB se ligando inespecificamente ao DNA) ou se apenas se tratam de primeiras
manifestacoes das interagdes inespecificas visualizadas a altas concentracdes em todas as cur-
vas, tornando-se também evidentes a baixas concentragdes na auséncia de interagdes de caréter

mais especifico.

Visando um tratamento sistematico das intera¢des aqui visualizadas, foram primeiramente

realizados ajustes numéricos com derivagdo de expressao analitica (vide 3.1.6) das curvas de

I As dimensdes dos oligonucleotideos utilizados sio ideais para a realizagdo de experimentos de anisotropia de flu-
orescéncia. Fragmentos significativamente maiores que os utilizados tendem a apresentar tempos de correlagdo
rotacional com ordens de grandeza consideravelmente maiores que o T do fluoréforo e a exibir variagdes pouco
significativas, ou mesmo despreziveis, na anisotropia de fluorescéncia apds a associagdo com a proteina . Além
disto, embora dimensdes maiores aumentem a penalidade energética relacionada a conformacdes locais relativa-
mente improprias para a estrutura tercidria do DNA (limitando sua adaptabilidade conformacional a superficies
inespecificas) , elas também implicam em um maior nimero de sitios inespecificos disponiveis, terminando por
ambos os efeitos se compensarem
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maior incremento anisotrépico - I e DR5 na presenca de ligante (que aparenta um comporta-
mento intermedidrio entre os dois tipos de isotermas) (Fig. 4.2-B e C), conforme sera discutido

na proxima subsecao.

4.1.2 Diferencas no alosterismo e na correlacao rotacional dos comple-
x0s de hRXRa-AAB com elementos responsivos especificos e ines-
pecificos de DNA

O ajuste nao linear das isotermas do tipo I; conforme o modelo de Hill recuperou va-
lores de Kp*P com diferencas estatisticamente pouco ou ndo significativas para a intera¢ao do
hRXRa-AAB com os diferentes HREs (Fig. 4.2-B). Embora sejam observados valores modera-
damente menores de Kp?PP para DR1, DR4 e F2 em relagdo aos outros HREs, estas diferencas,

considerando-se os desvios, sdo pouco substanciais do ponto de vista termodinamico.

Apesar da semelhanca em valores de Kp®PP, o hRXRa-AAB demonstrou diferencas signifi-
cativas no que concerne ao alosterismo para a interacao com os diferentes HREs com isotermas
do tipo I,. Dois elementos do tipo repeti¢ao direta - DR1 (o elemento responsivo especifico
para o homodimero de hRXRy) e DR4 - apresentaram isotermas cujos eventos de liga¢do ini-
cial e de saturacdo de sitios (delimitados pela distincia entre o platod inicial e o final, respecti-
vamente) ocorreram ao longo de aproximadamente uma unidade logaritmica de concentragao
monomérica de proteina (entre 10 e 100 nM, Fig. 4.1-C e D). A fim de comparacdo, um evento
de ligacdo que segue um padrido normal segundo o modelo de dois estados ocorre sobre 1.908
unidades logaritmicas de concentracdo . Esta cooperatividade diretamente evidente na inspe¢ao
visual dos dados "’brutos” se refletiu nos valores de coeficientes de Hill (n) aproximadamente
iguais a 2 recuperados para as isotermas destes dois elementos responsivos (Fig. 4.2-C) . As-
sumindo a interacdo da proteina essencialmente na forma dimérica com o DNA (ao menos
para a faixa de concentracdes do platd final)- o que foi extensivamente demonstrado em tra-
balhos prévios da literatura ( ) sobretudo para amostras oriundas da fragdo correspondente ao
mondmero da gel filtracdo para procedimentos de purificagdo similares aos utilizados neste tra-

balho () - e assumindo que, a0 menos para a faixa de concentragdes iniciais € medianas dos
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ensaios de afinidade, uma fracdo significativa da proteina em solucdo se encontra na forma
monomérica, podendo, a principio, se associar aos HREs como tal (0o que também ¢ direta ou
indiretamente averiguado em , dentre outros), os valores de n proximos a 2 recuperados para
DR1 e DR4 indicam uma interacdo do tipo “tudo ou nada” do dimero de hRXRx-AAB a es-
tes dois elementos responsivos, sem a presenca significativa de um intermedidrio monomérico,
ou de espécies ndo cooperativas com maior grau de oligomerizagdo. Contudo, o incremento
anisotrépico acentuadamente maior no platd para a interagdo da proteina a DR1 indica uma sig-
nificativa diferenca conformacional entre os complexos do hRXR-DL com este elemento e com
DR4 (Figs. 4.1-C e D e 4.2-A), de tal forma que o tempo de correlacio rotacional da sonda flu-
orescente para hRXRa-AAB,,:DR1 ¢ significativamente maior que para hRXR-AAB,,:DR4?.
A discussdo a respeito destas diferencas serd retomada e sua natureza melhor explorada poste-

riormente ao longo desta se¢ao.
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Figura 4.2 — Caracteristicas anisotrpicas e parametros de ajuste numérico para o complexo de hRXR -
AAB a diferentes HREs

Para as demais isotermas do tipo I, o ajuste ao modelo de Hill recuperou valores de n

sempre proximos a 1 (ndo cooperativo) (Fig. 4.2). Contudo, para DRO e DRS5, sobretudo

z

2 0O indice n” é utilizado nesta parte do texto ao invés do indice 72", pois, até este ponto da andlise, ainda nao é
assumido categoricamente que ambos 0s complexos apresentam a mesma estequiometria dimérica.
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na auséncia do ligante, os valores de n recuperados (considerando os desvios) foram ambos
pouco menores que 1, indicando um comportamento moderadamente anti-cooperativo para a
associacdo do hRXRa-AAB a estes dois HREs. Novamente esta anti-cooperatividade € evi-
dente na inspecao visual dos respectivos conjuntos de dados: ambas as isotermas apresentaram
eventos de ligacdo e saturagdo abrangendo visivelmente mais de 2 unidades logaritmicas de
concentracdo do mondmero (o segundo platd € ainda pouco definido apds este intervalo de
concentracoes) (Fig. 4.1-B e E). Este padrao foi particularmente mais evidente para DRS: na
auséncia de ligante, a isoterma para este elemento responsivo apresentou uma relativa depressao
entre os platos inicial e final (Fig. 4.1-E, seta cheia), sugerindo uma curva de carater bimodal e a
presenca de um intermedidrio relativamente estdvel para a titulagdo do mesmo com o hRXRo-
AAB antes da saturacdo dos sitios. Na presenca do ligante, além de um relativo deslocamento
da isoterma para a “direita”, a curva para DRS se torna mais inclinada em dire¢do ao eixo
das abscissas e o platd final ainda menos definido, caracterizando um aparente comportamento
intermedidrio entre as isotermas do tipo I; e I, conforme previamente mencionado. E ainda
interessante notar que, cruzando as duas isotermas na regiao delimitada pelas duas setas (cheia
e vazia) na Fig. 4.1-E (até a concentracdo de 190 nM na isoterma com o ligante), obtém-se
um perfil de incremento anisotrépico semelhante ao das isotermas para DR2 e F2 na presenca
de ligante (eventos iniciais de ligacdo proximos a 1 nM de receptor), enquanto que seguindo
apenas a isoterma com o 9-cRA, da regido inicial até o mesmo intervalo delimitado pelas duas
setas, o padrao € similar ao obtido para a titulagao de P53, DR3 e Pal (eventos iniciais de ligacao

proximos a 10 nM de receptor).

Embora a presenga do agonista ndo altere significativamente os valores de Kp?PP e n recupe-
rados pelo modelo de Hill, foram observadas diferencas significativas nos valores dos incremen-
tos anisotrépicos para a maioria dos HREs apds a adi¢do do mesmo (Fig. 4.2-C): Excetuando
HS e DRI, as isotermas para a interacdo de hRXR-DL com os HREs na presenca do 9-cRA
apresentaram reducdes no valor do incremento anisotropico para a espécie final que variaram
entre pequenas (aproximadamente 14,4 % para DRO) até quase trés quartos do incremento ori-

ginal (cerca de 73.9 % para F2). Estas diferencas indicam variagdes nas conformagdes e/ou
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distribui¢des de espécies oligoméricas para os diferentes HREs apds a adicdao do ligante. A
variagdo mais acentuada neste quesito ocorreu para F2, que na auséncia de ligante apresentou
um incremento anisotropico condizente com uma isoterma nao cooperativa (n = 1.10 & 0.17)
do tipo I (incremento anisotrépico = 30.60 + 0.90 mA), enquanto que na presenca do 9-cRA
apresentou um padrdo do tipo I; (incremento anisotrépico = 8.00 = 0.90 mA) (Figs 4.1-F e

4.2-Be C).

E interessante notar que, além do considerdvel comportamento cooperativo, o complexo
de hRXRa-AAB com DR1 demonstrou uma significativa inércia rotacional e/ou conformacio-
nal, conforme demonstrado pelo valor do incremento anisotrépico relativamente alto conferido
pela proteina ao se complexar a este HRE (apenas DRO apresentou valores similares). Além
disto, o complexo com DR1 € o unico que aparenta manter esta mesma estabilidade rotaci-
onal/conformacional na presenca do ligante, visto que a adicdo do 9-cRA ndo afetou o seu
acentuado valor de anisotropia (Fig. 4.1-C e 4.2-A). Tomados em conjunto o comportamento
cooperativo, a inércia mecanica rotacional e/ou conformacional e a estabilidade destas mesmas
propriedades na presenga do ligante, o complexo hRXRa-AAB:DRI1 apresentou propriedades

unicas dentre todos os outros complexos hRXRa-AAB:DNA abordados neste estudo.

O outro HRE do tipo repeticao direta para o qual o receptor demonstrou 0 mesmo compor-
tamento cooperativo - DR4 - ndo exibiu a mesma inércia mecanica aparente em DR1. Além
disto, o complexo terndrio proteina:ligante:DR4 apresentou uma reducdo de aproximadamente
5% em sua anisotropia (indicando um aumento na ja alta mobilidade do fluor6foro), embora

tenha mantido a mesma intensidade em sua cooperatividade.

Conforme discutido em , as diferengas substanciais entre os valores de anisotropia para o
complexo com DR1 e os dos complexos com DR4 e F2 poderiam tanto serem decorrentes de
diferencas na dinamica local do fluoréforo, devido a diferengas conformacionais, quanto serem
oriundas de mudangas no tempo de correlagao rotacional global entre os respectivos comple-
xos, decorrentes de variagdes nas dimensdes moleculares (por exemplo, devido a diferencgas na
distribuicdo de espécies oligoméricas para a proteina entre os trés complexos). Além disto, as

duas hipdteses nao sdo mutuamente excludentes. Na literatura, contudo, para procedimentos
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de expressao e purificacdo similares aos utilizados neste estudo, a formacao de complexos de
maior ordem que dimero da proteina associada a HREs contendo apenas dois meio sitios so-
mente foi observada de forma inespecifica e para fragdes provenientes do pico da gel filtragao
correspondente ao tetramero . Estes complexos tetramero:HRE tendiam a se converter a com-
plexos do tipo dimero:HRE com o aumento da concentracdo de proteina e/ou DNA. Além
disto, a adi¢cdo do agonista 9-cRA também promovia a conversao para o complexo dimérico.
Também em nosso proprio grupo de pesquisa, no trabalho de Doutorado de Portugal RV , para
um procedimento de purificagdo idéntico ao do presente estudo e utilizando a mesma sequéncia
de DRI, complexos do tipo tetramero:DR1 sé foram visualizados em gel nativo na forma de
tracos, apos a incubacdo do HRE com amostras provenientes do pico de tetraimero. Mesmo
para estas fragdes, a maior parte da populacdo de complexos proteina:DNA observada era de
natureza dimérica. O presente autor ndo encontrou na literatura relatos a respeito da formacgao
expontanea de complexos com estequiometria do RXR maior que a dimérica a partir da mis-
tura de solucdes de HREs contendo apenas dois meio sitios a solu¢des da proteina previamente

purificada na forma dimérica, ou mesmo extratos celulares.

Além da procedéncia do hRXRa-AAB do pico correspondente ao dimero da gel filtracao,
a manuten¢do do valor de incremento anisotropico para o complexo hRXRa-AAB:DR1 apds
a adicao do 9-cRA, torna improvavel uma alteracdo da estequiometria do complexo com este
HRE na presenca do ligante, o que por sua vez, comparado aos dados prévios da literatura acima
mencionados, € um indicio de que o complexo cooperativo formado entre a proteina e DRI se

tratam do complexo especifico de dimero ligado a DNA.

As andlises descritas nas proximas subsecdes foram realizadas de forma a se obter uma
maior informacao a respeito da especificidade, estequiometria e mobilidade das espécies finais

nos diferente complexos de hRXRa-AAB:DNA estudados.
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4.1.3 Experimentos de competicao confirmam a inespecificidade das iso-
termas do tipo I; e indicam a existéncia de um intermediario e de
um maior nimero de interacoes inespecificas para o complexo com
F2

De forma a melhor averiguar quanto a especificidade das interacdes observadas, a formagao
dos respectivos complexos com os F-HREs DR1, DR4 e F2 foi desafiada com um excesso de
10 X em solucdo (50 nM) do préprio HRE ou de um poli A-T inespecifico de 24 pb, ambos

respectivamente ndo marcados.

Como observado na Fig. 4.3-A-C, o excesso de HRE ndao marcado induziu a um deslo-
camento das respectivas isotermas para maiores concentragoes. Estes resultados, claramente
demonstram o status de equilibrio das interagdes do hRXRa-AAB com os HREs nas condi¢des
experimentais utilizadas . Os valores de Kp®P recuperados para estas trés isotermas desloca-
das para altas concentragdes foram, como esperado, significativamente maiores que os valores

calculados na auséncia de competi¢do (Fig. 4.4 A).

A adic¢do de excesso de poli A-T ndo marcado, por sua vez, deslocou as isotermas de uma
forma assimétrica: para os trés HREs testados, a por¢ao correspondente a aproximadamente o
terco superior da curva € bruscamente deslocada (Fig. 4.3-A-C), provocando uma redu¢ao no
valor maximo de incremento anisotropico observado (Fig. 4.4 B). As por¢des mais fortemente
deslocadas das respectivas isotermas ocorrem a partir de concentracdes proximas a incidéncia
do plato final nas curvas originais (Fig. 4.3-D). Este padrao de deslocamento faz com que,
apesar das considerdveis redugdes nos valores finais de anisotropia, os valores de Kp*PP recu-
perados para as isotermas na presenca do excesso de 10 X do competidor inespecifico sejam
similares aos recuperados para as isotermas na auséncia de competicao (Fig. 4.3-A). Também a
hierarquia original dos valores de incremento anisotropico € mantida na presenca do poli A-T,
com o incremento para o complexo com DRI significativamente maior que os mesmos incre-

mentos para DR4 e F2.

Apesar da manuteng@o dos valores de KpP para as trés isotermas na presenga do poli A-

T ndo marcado, a regido inespecificamente deslocada para a isoterma de F2 segue um padrdo
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distinto do observado para os complexos cooperativos com os dois DRs. Em primeiro, a redu¢do
no incremento anisotropico do plato final para o complexo hRXRa-AAB:F2 (tanto em valores
percentuais quanto absolutos) € significativamente maior que as respectivas reducoes para DR1
e DR4, indicando uma maior participacdo de interagcdes inespecificas no perfil originalmente
obtido para esta isoterma (Figs. 4.3-A-C e 4.4-B). Além disto, enquanto que para DR1 e DR4
a interagdo so € visivelmente deslocada a partir de concentragdes de proteina titulante > 100
nM; para F2, existe também um deslocamento da por¢do inicial, entre 5 e 30 nM, ao passo
que a por¢ao mediana da curva praticamente ndo apresenta deslocamento (mantendo assim o
mesmo valor de Kp*PP, como previamente mencionado) (Fig. 4.3-A-D). Também o plato entre
100 e 1000 nM se torna mais bem definido para a isoterma com F2 na presenca do poli A-T que
na auséncia de competicdo. Estes fatores fazem com que a interacao com F2 na presenca do
competidor inespecifico adote o perfil de uma isoterma cooperativa, o que pode ser evidenciado
pelo significativo aumento do valor de n recuperado pelo ajuste de Hill: préximo a 2, semelhante
aos valores recuperados para a interagao com DR1 e DR4 (Fig. 4.4-C), os quais, por sua vez,
nao apresentaram mudancas significativas para o valor de n na presenca ou na auséncia do

competidor inespecifico.

Na figura 4.3-D, sdo comparados os perfis resultantes das diferencas nas isotermas sem
competi¢do e com competicio inespecifica de 10 X para DR1, DR4 e F2 (referidos no texto
que se segue como incrementos inespecificos), devidamente normalizados pelos valores de in-
cremento anisotropico nos platds das respectivas isotermas na presenca do competidor ines-
pecifico (estes platds serdo doravante referidos como platds especificos). Os desvios mostrados
na figura sdo os desvios acumulados entre as duas isotermas, sendo os mesmos também de-
vidamente normalizados pelos valores nos respectivos platds especificos de cada HRE 3 de
forma a manterem-se os desvios relativos para cada ponto. Os perfis dos incrementos ines-
pecificos para DR1 e DR4 se sobrepdem consideravelmente ao perfil da isoterma de interagao
do hRXRa-AAB com a seqiiéncia alvo para o pS3 (o que € melhor evidenciado no inlet da Fig.

4.3-D, em que o perfil de incremento inespecifico para DR1 é comparado, em valores absolu-

3 Os incrementos inespecificos no inlet da Fig. 4.3, bem como os respectivos desvios acumulados, sdo mostrados
em valores absolutos de incremento anisotrépico em mA (nao normalizados) (vide texto)
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tos de anisotropia (mA), ao incremento anisotrépico para a sequéncia responsiva do p53%). A
sobreposicao da fracdo da isoterma deslocada destes HREs pelo poli-AT de 24 pb com a iso-
terma de associacdo com a sequéncia alvo do p53 confirma o carater inespecifico da interacao
observada para o hRXRa-AAB com esta ultima seqiiéncia e sugere que este mesmo tipo de
interacdo ocorre indiscriminadamente, em maior ou menor grau, pelo ao menos para qualquer
sequéncia de oligonucleotideo com um numero de pares de bases proximo aos das seqiiéncias
utilizadas neste estudo. Visto a alta sobreposicao dos perfis de incremento anisotrépico para to-
das as isotermas do tipo I; com a isoterma da seqii€ncia responsiva para o p53, pode-se deduzir
uma inespecificidade pelo ao menos similar para todas estas isotermas . Outro fator interes-
sante € que o incremento anisotropico referente ao plato especifico para a interacdo com DR4
apresenta um valor similar ao do plato para a interacdo do hRXRa-AAB com este elemento na
presenca do ligante (Figs. 4.1-D, 4.2-A e 4.3). Ainda, o fato de que os respectivos incrementos
inespecificos para a interacdo do hRXRa-AAB com DR1 e com DR4 conferem com o perfil de
uma isoterma inespecifica previamente caracterizada, sdo indicios de que estes mesmos incre-
mentos inespecificos ndo sido decorrentes da formacao de oligbmeros de maior ordem sobre o
dimero especificamente formado® visto seguirem o mesmo perfil ( inclusive com valores de in-
cremento anisotrépico similares) que uma interacdo que ocorre sem a nescessidade da presenca

de qualquer espécie de hRXRo-AAB previamente associada.

O perfil de incremento inespecifico para a interagdo com F2, por outro lado, aparenta con-
ter a contribui¢c@o de outro(s) tipo(s) de interacao(des) além da interacdo inespecifica “comum”
caracterizada para a sequéncia alvo do p53. O incremento anisotrépico deslocado da interagao
do hRXRa-AAB com F2 pelo competidor inespecifico (Fig. 4.3-C e D), sugere a existéncia
de uma interagdo de menor especificidade que comeca a se manifestar a baixas concentracdes

além de um incremento adicional para as interacdes inespecificas a altas concentragdes, ambos

4 uma vez que os oligonucleotideos contendo as respectivas seqiiéncias do DR1 e responsiva para o p53 apresentam

aproximadamente o mesmo nimero de pares de base (24 e 23, respectivamente) os perfis de interagcdo inespecifica

podem ser mais acuradamente comparados em termos dos incrementos anisotrépicos em valores absolutos para

estes dois HREs

uma discussdo mais elaborada a respeito das espécies representativas das isotermas do tipo I; serd melhor formu-

lada em 4.1.5.

6 por exemplo, a formacdo de complexos do tipo tetrimero-DNA, a partir da interacdo de um novo dimero com o
previamente associado ao HRE

5
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apresentando baixa colaboratividade em relagcdo as interagdes especificas a concentracdes me-
dianas (acarretando a diminuicao consideravel do coeficiente de Hill quando estas duas por¢oes

inespecificas da isoterma sao levadas em consideragao (Fig. 4.4-C)).

Na Fig. 4.4-D, o perfil de incremento inespecifico para a interacdo do hRXRo-AAB com o
F2 na auséncia de ligante é comparado a isoterma de interacao para o receptor com este mesmo
elemento na presenca do 9-cRA. Nota-se a significativa sobreposi¢do da isoterma na presenca
do agonista com a interac¢ao inespecifica na auséncia do mesmo. A unica divergéncia (embora
pouco significativa em face aos desvios super-acumulados) € a regido correspondente a de-
pressdo aparente no perfil de incremento inespecifico, que na auséncia do ligante € preenchida
pelo incremento correspondente a interagdo especifica e cooperativa a concentragdes medianas
da Fig. 4.3-C e na presenga do mesmo € ocupada por um incremento consideravelmente re-
duzido (aproximadamente 3 X menor) continuo as duas regides que flanqueiam esta depressao
(Fig. 4.4-D). Este padrao sugere que a interacdo do hRXRa-AAB com o F2 se dda com a
presenca de uma espécie intermedidria com significativa maior mobilidade (verificada pelo in-
cremento anisotropico pouco significativo em relagdo ao da isoterma completa sem o ligante)
e menor especificidade (uma vez que corresponde a por¢cao da isoterma que € deslocada pelo
excesso de competidor inespecifico). Na auséncia do ligante e na presenga do excesso de poli
A-T, a interacdo deste intermedidrio de menor especificidade foi inibida. Contudo, a interagao
simultinea deste mesmo intermedidrio e de uma segunda espécie / do hRXRo-AAB com o
F2 ainda puderam ocorrer de forma colaborativa com o aumento da concentracdo da proteina
em solu¢do. Aparentemente, a interagdo mutua destas duas espécies confere um maior grau
de complementaridade estereoquimica ao complexo, resistindo assim ao deslocamento pelo ex-
cesso de 10 X de oligo inespecifico. A adi¢do do ligante, aparentemente, promove um efeito
contrério: inibe a associagdo cooperativa da(s) espécie(s) com maior grau de oligomerizagao do
hRXRa-AAB a F2, restringindo a formagao do complexo a espécie intermedidria, e esta por sua

vez d4 lugar as interacdes inespecificas de maior ordem conforme se aumenta a concentragao

7 Aqui é utilizada a nomenclatura espécie e nio elemento, molécula ou oligdbmero, visto que a primeira nio inplica
na assuncao a priori de nenhuma estequiometria ou estado oligomérico em particular. Por exemplo, tanto hRXR,
hRXR;, hRXR3 e hRXRy sdo espécies oligoméricas de hRXR.
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de hRXRa-AAB em solucdo para concentracdes > 100 nM (Figs. 4.1-F, 4.3-C e D e 4.4-
D). Os complexos altamente cooperativos com DR1 e DR4, por outro lado, ndo apresentaram
evidéncias da presenca significativa desta ou de qualquer outra espécie intermedidria, tanto na

auséncia quanto na presenca de excesso de competidor ou do agonista.

O complexo com F2 apresentou também distingdes no que concerne ao perfil das interacdes
inespecificas formadas a partir de maiores concentra¢des da proteina. Além do ja referido maior
percentual de incremento anisotropico decorrente destas interagdes para o complexo com F2,
a inclinag¢io do incremento inespecifico relativo ao platd especifico ® é mais acentuada para
este elemento que para DR1 e DR4 (Fig. 4.3-D). Para os dois DRs de isotermas cooperati-
vas, os platds referentes as interagdes inespecificas entre 100 e 1000 nM sdo aproximadamente
paralelos aos respectivos platds especificos. J4 para F2 existe uma inclinacdo positiva para o
incremento inespecifico nesta faixa de concentracdes (Fig. 4.3-C e D), indicando a interagao
de uma espécie inespecifica aparentemente distinta da(s) previamente caracterizada(s) para a
sequéncia responsiva do p53 e para as interacOes inespecificas em DR1 e DR4. Este com-
portamento € melhor visualizado através dos diferentes padroes de divergéncia das interacdes
inespecificas a partir de 1000 nM para as isotermas destes trés HREs. Para todas as isotermas,
as interacOes inespecificas a altas concentragdes aumentam acentuadamente apds o termo as-
simptético entre 100 e 1000 nM, apresentando um aparente comportamento divergente (Figs.
4.1 e 4.3). Para os incrementos inespecificos das isotermas de interacio com DR1 e DR4, esta
divergéncia segue um padrao similar ao observado para a interacdo inespecifica com a seqiiéncia
responsiva do p53: com a fracdo de incremento anisotrépico entre 1000 e 2500 nM sendo bem
ajustavel a uma funcao exponencial com expoente préximo a 0.002 e fator pré exponencial da
ordem de 107 (na Fig. 4.5-A e B, sdo comparados os ajustes exponenciais nesta regiio para
as isotermas de interacdo com a seqiiéncia alvo do p53 e com DR4, respectivamente). Para
o incremento inespecifico da isoterma de interacdo do apo-hRXRa-AAB com o F2, por outro
lado, este incremento fracional entre 1000 e 2500 nM € melhor ajustdvel a uma fungao linear,

e ndo a uma exponencial (4.5-C). Isto ocorre porque, conforme pode ser verificado na Fig. 4.3,

8 vide defini¢es de incremento inespecifico e plato especifico no texto acima
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para a titulacdo de DR1 e DR4, tanto os platds especificos quanto os inespecificos demonstram
sinais de saturagcdes locais na faixa de concentracao entre 100 e 1000 nM, seguindo-se depois a
regido divergente das interagdes inespecificas. A sucessao de interacdes entre a concentragdo de
1000 nM (que ainda se encontra no platd) até as concentracdes maiores (passando da regido as-
simptética para a regido divergente) confere, desta forma, o perfil de uma exponencial préxima
a seu termo assimptodtico horizontal a estas regides das isotermas inespecificas. Contudo, para
F2, enquanto a isoterma especifica se encontra completamente saturada nesta regido, a isoterma
inespecifica apresenta, como mencionado, um padrao assimptético menos definido, com uma
saturacdo ndo tdo evidente”, conferindo assim 2 sucessdo de incrementos anisotrépicos entre
1000 e 2500 nM um perfil menos semelhante ao de uma exponencial e mais proximo ao linear

(Figs. 4.3-C e D).
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Figura 4.5 — Ajuste para os termos divergentes das interagdes inespecificas

Este perfil corrobora a idéia de que o incremento inespecifico para a interacdo com o F2 (na

9 esta saturacio menos evidente para a fragdo inespecifica da isoterma de interagio do apo-hRXRa-AAB com o
F2 colabora, em conjunto com a regido de incremento inespecifico entre 5 e 30 nM, para o comportamento nao
cooperativo da isoterma na auséncia de competi¢cdo
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auséncia do ligante) a altas concentracdes ndo se restringe a interagdo inespecifica “comum”
caracterizada previamente pela interacdo com a seqiiéncia responsiva do p53 (que apresenta,
também, um perfil de saturacdo melhor definido entre 100 e 1000 nM, de forma similar aos
incrementos inespecificos observados para as isotermas com DR1 e DR4), demonstrando sinais
da associacao de uma espécie oligomérica do hRXRa-AAB, com menor grau de especificidade

e baixa colaboratividade em relagdo a(s) espécie(s) previamente formada(s) (Fig. 4.3-C).

O perfil singular de interagdes especificas e inespecificas do hRXRa-AAB com o F2, con-
forme observado no experimento de competi¢do ilustrado na Fig.4.3-C, levanta duas possibili-

dades quanto a natureza das espécies da proteina que interagem com este HRE:

e Hipotese 1- Diferentes espécies oligoméricas com diferentes extensoes de especifici-
dade. Segundo este modelo, cada uma das interagdes, especificas e inespecificas, ilus-
tradas na Fig. 4.3-C seriam representativas de um oligdmero distinto do hRXRa. Por
exemplo, admitindo a possibilidade da interacdo do receptor com este elemento respon-
sivo até a estequiometria de tetrimero, a espécie intermedidria e inespecifica (entre 5 e
30 nM) poderia ser o monomero, a espécie especifica e colaborativa a concentracdes me-
dianas o dimero e a ultima espécie, a maiores concentracdes, um tetrAimero com menor
especificidade e colaboratividade se associando ao dimero previamente ligado (s6 ocor-
rendo tal interac@o na auséncia do ligante). O incremento anisotrépico significativamente
menor do complexo em F2 relativo ao mesmo incremento para o complexo em DR1 torna
esta hipdtese particularmente pouco provavel no caso de se comprovar que o complexo
do hRXRa-AAB com DRI observado em nossos experimentos se trata da ligacdo da
proteina na forma dimérica (em concordancia com os dados j4 extensamente documenta-

dos na literatura).

e Hipoétese 2- A proteina se liga com a mesma estequiometria através de duas formas
distintas e com diferentes especificidades. Uma mesma quantidade de sitios do DNA
poderiam ser ocupados pela proteina de duas formas diferentes. Por exemplo, admitindo

a ligacao da proteina exclusivamente na forma dimérica, esta poderia se associar a F2
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tanto por um caminho em que os dois mondmeros se ligam de forma independente (pro-
porcionando uma isoterma com menor colaboratividade e especificidade) quanto por um
caminho em que os dois mondmeros se ligam interagindo entre si (proporcionando um
maior grau de cooperatividade e especificidade). Na auséncia do excesso de DNA com-
petidor, os dois caminhos ocorreriam simultaneamente para a populacdo de HREs em
solucdo, podendo inclusive serem intercambidveis. Com a adi¢do do excesso de com-
petidor, apenas o caminho cooperativo (com maior ajuste estereoquimico e consequente

especificidade) € favorecido.

Obviamente, as duas possibilidades acima mencionadas nao sdo, a priori, auto excluden-
tes. Assim sendo, de forma a melhor caracterizar a estequiometria das espécies formadas para
DR1, DR4 e F2, foram realizados experimentos de titulacao destes trés HREs em concentracoes

estequiométricas pelo hRXRa-AAB.

4.1.4 Curvas estequiométricas comprovam a ligacao dimérica do hRXRa-
AAB a DR1, DR4 e F2 na auséncia do agonista e sugerem, em con-
junto com os experimentos de competicao, a existéncia de diferentes
caminhos de associacao do dimero a F2

De forma a melhor caracterizar as espécies oligoméricas de hRXRa-AAB presentes nas iso-
termas do tipo I, foram realizados experimentos de titulacao de DR1, DR4 e F2 em concentragcao
de 600 nM (;, 10X os respectivos valores de Kp*PP expressos em concentragdo do mondomero
em nM). Na Fig. 4.6 sdo apresentadas as curvas de titulacdo estequiométrica para os trés HREs.
Embora, para os dados brutos de todas as respectivas curvas, seja observada uma notoria in-
flexdo proxima a concentracio de proteina relativa a saturac@o de dois sitios no DNA (precisa-
mente, mais acentuada em 1.80 sitios - proximo a 1080 nM de proteina em solu¢do), sugerindo
a ocupacdo destes sitios pela proteina na forma dimérica; em uma primeira andlise ndo sao ob-
servados os platds finais bem definidos caracteristicos para curvas estequiométricas . Para os
trés HREs, a intensidade anisotrdpica continua a aumentar além desta aparente inflexdo, ndo
alcancando um platé bem definido mesmo apds a adi¢io de hRXRa-AAB em concentragdes

6X maiores que a concentracdo fixa de DNA em solucdo (ndo mostrado). Isto ocorre devido
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a aparente sobreposicao dos platos estequiométricos com os termos divergentes inespecificos
previamente observados para as curvas de afinidade na adi¢do da proteina em concentracdes
acima de 1000 nM (Figs 4.1, 4.3 € 4.5). Embora a concentracio utilizada de 600 nM para o
oligonucleotideo titulado seja estequiométrica para as interagdes especificas caracterizadas pelo
plato final entre 100 e 1000 nM (> 10 X os valores de Kp*P recuperados para o mondmero
nos modelos de Hill para os trés HREs), isto obviamente nio é verdadeiro no que se refere as
interacdes inespecificas responsaveis pelos termos divergentes a concentragdes > 1000 nM!°,
prosseguindo a interagdo da proteina com os oligonucleotideos em solu¢do de forma ines-
pecifica apds a saturacio dos sitios especificos. Efeitos similares de sobreposi¢do de eventos
especificos e inespecificos em altas concentragdes para a interacao proteina-DNA em solucdes
de baixa forca i0nica sdo comumente observados na literatura, como por exemplo em , para
a interacdo da isoforma beta do receptor nuclear de estrogénios (ERB) com o seu elemento
responsivo (ERE). Assim sendo, os ajustes numéricos previamente efetuados para os termos di-
vergentes das interagdes inespecificas entre 1000 e 2500 nM foram utilizados para se corrigir, de
forma semiempirica, a influéncia destas interagdes nos platds estequiométricos. Embora estes
ajustes tenham sido realizados para a titulacdo do DNA marcado em uma concentragao 120 X
menor, os mesmos foram realizados considerando-se os incrementos fracionais de anisotropia
entre 1000 e 2500 nM (tomando como referéncia o valor de anisotropia a 1000 nM, que para as
titulagcdes de DNA a 5 nM em soluc@o se encontra sobre um platd) e ndo para os incrementos
em valores absolutos de anisotropia. Assim, tais ajustes consideram a concentracdo do DNA
titulado de forma implicita, visto ser esperada uma dependéncia similar da concentracao de
DNA em solugdo tanto para o valor de incremento anisotropico no platd, quanto para a fragao

dos incrementos relativos de anisotropia para os primeiros pontos das interacdes inespecificas

10 assumindo que estas interagdes inespecificas divergentes atinjam um ponto de saturacdo bem delimitado em

alguma concentragdo qualquer, o que nao foi observado previamente nas condi¢cdes nio estequiométricas (vide
4.1.1)



105

divergentes !!. A correlaciio entre as intensidades do incremento anisotrépico a 1000 nM de
proteina e dos incrementos entre esta concentragao e 2500 nM, bem como a consequente vera-
cidade dos ajustes numéricos da Fig. 4.5 para o incremento fracional nesta regido, se tornam
claros pela inspecao das curvas da Fig. 4.1. Embora os valores absolutos das intensidades ani-
sotrépicas nos termos divergentes das isotermas do tipo I; sejam significativamente menores
que as mesmas intensidades para as isotermas do tipo I, (em concordancia com as diferengas de
incremento anisotropico nos respectivos platds), os incrementos fracionais relativos ao valor a
1000 nM de proteina para os termos divergentes das isotermas da seqiiéncia responsiva do p53
(I1), de DR1 e DR4 (ambos do tipo I,) e de pal (1), por exemplo, se ajustam numericamente a
fungdes exponenciais com o mesmo expoente e fatores pré-exponenciais similares (Fig. 4.5-A
e B e ndo mostrado). Desta forma, a corre¢do dos platds estequiométricos, entre a concentracao
de proteina titulante de 1000 a 2500 nM, pelos ajustes numéricos ilustrados na Fig. 4.5 € uma
aproximacgdo semiempirica razodvel. Estas concentra¢des de proteina correspondem a quanti-
dade necessdria para a saturacdo de um ndmero de sitios entre aproximadamente 1.7 e 4.2 para

uma concentragao de 600 nM de DNA marcado.

A corregdo das trés isotermas estequiométricas, a partir da concentracao de 1000 nM (~ 1.7
sitios), pelo termo divergente da interag@o inespecifica com a seqiiéncia alvo do p53 estabilizou
os valores de anisotropia para concentracdes acima do ponto de inflexdo correspondente a 1.8
sitios (~ 1080 nM) (Fig. 4.6). As isotermas remanescentes destes ajustes adotam um perfil
similar ao da interacao de uma proteina ocupando dois sitios no DNA (interacdo dimero-DNA).
Para DR1 e DR4, a correcdo das curvas originais tanto pelo termo divergente calculado através
da isoterma para a seqii€ncia responsiva do p53 quanto pelo calculado a partir dos préprios
termos divergentes a altas concentracdes nos incrementos inespecificos destes respectivos HREs

produziram resultados similares (Fig. 4.6-D e nao mostrado).

11 estas consideragdes, bem como os proprios ajustes, s6 sdo validos considerando que a concentracio do DNA em
solucdo se encontra suficientemente abaixo da concentraciio estequiométrica para tais interagdes inespecificas
aparentemente divergentes. Contudo, tal assuncdo € razodvel, visto que tanto para as isotermas de afinidade
quanto para as estequiométricas, estas interagcdes nao apresentaram sinais de saturacdo mesmo para concentracdes
préximas a 4 uM, conforme previamente mencionado. Desta forma, tanto a concentragdo de 5 nM quanto a de
600 nM de DNA marcado estdo suficientemente abaixo de possiveis valores de Kp®P para estas interagoes
inespecificas
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Figura 4.6 — Curvas Estequiometricas para a interacdo do hRXRa-AAB com diferentes DR1, DR4 e F2

Para F2, por outro lado, enquanto a correcao pelo termo divergente de p53 proporcionou
um perfil de saturacdo estequiométrica de dois sitios do HRE pelo receptor (similar aos ob-
tidos para DR1 e DR4), a correcdo pelo aparente termo linear calculado para o incremento
inespecifico entre 1000 e 2500 nM na isoterma de afinidade a este elemento provocou um per-
fil decrescente para a anisotropia posterior a inflexdao em 1.8 sitios (Fig. 4.6-C). Este perfil
sugere que o termo linear ajustado previamente para a interagdo inespecifica em F2 (Fig. 4.5-
C) n3o modela a interacdo inespecifica a altas concentragcdes para este elemento como ocor-
reu com o ajuste numérico exponencial, aparentemente comum a todos os oligonucleotideos
testados nas condicdes do experimento. A estabilizagdo do incremento anisotrdpico na curva
estequiométrica a partir do ponto correspondente a aproximadamente 2 sitios com a corre¢ao
por este termo divergente “comum” sugere ser o termo linear previamente ajustado para F2
decorrente da sobreposi¢cdo deste termo exponencial e do padrao assimptético da interacao nao

cooperativa e de menor especificidade de uma espécie aparentemente dimérica do hRXRo-
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AAB a F2, ainda em vias de saturagdo na concentracao protéica de 1000 nM. Com a titulagao
de uma concentragdo de DNA > 10 X o valor de Kp®P, a saturacdo dos sitios de interacao
para o dimero ocorre de forma mais “direta”, a partir da adi¢do de proteina em concentragao
o suficiente, sem um padrio assimptético na eminéncia desta mesma saturacdo '2, de forma a
que a divergéncia dos valores de anisotropia passa a ser bem ajustdvel pela exponencial, apa-
rentemente comum, caracterizada para este termo na isoterma com a seqiiéncia alvo do p53. A
interacao desta espécie dimérica ndo cooperativa segue, obviamente, um caminho de associa¢ao
distinto que o do dimero cooperativo, ja completamente saturado a 340 nM no experimento de

competicdo inespecifica, corroborando a hipétese 2 formulada no fim da subsecdo 4.1.3.

Assim, conquanto a associacdo do receptor ocorra no mesmo macroestado dimérico para
DRI, DR4 e F2, o complexo formado para as duas repeticdes diretas apresenta uma natureza
obrigatoriamente cooperativa, enquanto que para o palindromo invertido a associag¢ao dos dois
mondmeros (na auséncia do agonista) demonstra uma maior flexibilidade quanto aos meca-
nismos de associacdo, adotando o complexo dimérico neste HRE dois micro-estados distintos
(pelo ao menos). Aparentemente, o apo-hRXRa-AAB se complexa a F2 tanto na forma de
dois mondmeros independentes (formando um complexo com menor especificidade e de forma
nao colaborativa a esta sequéncia) quanto na forma de um dimero com interacao intersitios da
mesma ordem que a dos complexos com DR1 e DR4. A interagdo do dimero cooperativo a
F2 apresenta especificidade significativamente maior (comparando sua preferéncia de ligacao
entre este HRE e um poli-AT com 24 pares de base) que a ligacdo dos dois mondmeros inde-

pendentes!?.

Esta maior especificidade indica um maior grau de ajuste estereoquimico a F2
para o complexo cooperativo que para o nao cooperativo. Um outro indicio de que a formagao
do dimero cooperativo implica em um relativo maior ajuste estereoquimico dos mondmeros aos

HREs (e/ou entre si) € o “arraste” inicial (entre 5 e 30 nM) para a isoterma especifica coope-

12 Isotermas de titulagio de espécies em concentragdes significativamente maiores que os valores de Kp para a
interacdo com o titulante (usualmente, > 10 X Kp), tendem a apresentar um comportamento mais “direto” para
sua saturacdo, sendo este o fundamento do experimento de titulacdo estequiométrica aqui abordado. Isto ocorre
porqué sob concentracdes significativamente maiores que o Kp a probabilidade de associa¢do das espécies ao
longo da maior parte da titulagdo deixa de ser uma fun¢do dependente da concentracio de titulante livre em
solucdo e passa a ser uma funcao direta do niimero de sitios de ligacao disponiveis ()

13 pelo a0 menos 10 X maior, visto que o complexo na forma de dois mondmeros independentes é desafiado na
presenca de um excesso de 10 X de poli-AT enquanto o dimero cooperativo nio o €.
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rativa, e que ndo ocorre para a isoterma inespecifica (Figs. 4.3-C e D). Este arraste sugere que
a interagdo inicial do(s) mondmero(s) € menos facilitada na formacdo do complexo coopera-
tivo que para o complexo ndo cooperativo e inespecifico, conquanto que no primeiro caso a
interacao do primeiro monomero facilite significativamente a associa¢do do segundo, 0 mesmo
no ocorrendo para a formagdo do complexo inespecifico!* (vide modelagem numérica global
em 4.1.6). Desta forma, para a interacao do primeiro mondmero do hRXRa-AAB com o F2 no
caminho que leva a formacao do dimero cooperativo faz-se nescessario que este sofra alguma
mudanga conformacional (e/ou induza alguma mudanca de natureza dindmica e/ou conformaci-
onal ao DNA) com uma certa penalidade energética demonstrada pela maior dificuldade para a
interaciio deste mesmo primeiro mondmero por este caminho!>. Os valores similares de KPP
implicam em que, pelo ao menos na faixa de concentracdes referentes aos platds finais (apro-
ximadamente entre 100 e 1000 nM) e na auséncia de competi¢do, ambos os microestados e
respectivas rotas de associagdo sdo igualmente provaveis (embora nao se possa dizer, a partir da

andlise no equilibrio, se sdo ou nio intercambidveis16).

Descri¢des de mecanismos similares envolvendo rotas paralelas de interacdes inespecificas
e especificas para a formagao de complexos proteina-DNA sao relativamente frequentes na li-
teratura. Ferreiro e Prat-Gay , através de experimentos do tipo duplo impulso com interrupgdo
de transferéncia de calor demonstraram que a interacdo do dominio C-terminal da proteina E2
do papilomavirus com sua sequéncia responsiva ocorre simultaneamente através de uma rota
inespecifica, cineticamente favorecida, e de uma outra rota envolvendo um maior grau de rear-
ranjo conformacional e discriminagdo de seqii€éncia de bases. Para o proprio hRXRa, estudos
de RMN para a interacio do DBD com um oligonucleotideo de 14 pb , contendo a sequéncia

de 6 pb do meio sitio flanqueada por duas seqii€ncias inespecificas de 4 pb, demonstraram uma

14 Este perfil de arraste e cooperatividade, sugerindo uma dificuldade inicial para a associacio do primeiro
mondmero e facilitagdo para a entrada do segundo é o que ocorre obrigatoriamente para a interagdo do hRXRa-
AAB com DR1 e DR4

a mudanga conformacional obrigatdria para a ligacdo do hRXRa-AAB a F2 pela rota cooperativa pode também
ser a pré-formacao do dimero em solugdo para a ligacdo ao DNA. De fato, em um experimento em que a formagao
do complexo é medida no equilibrio, ndo se pode distinguir entre um mecanismo de cooperatividade envolvendo
um intermedidrio com o dimero obrigatoriamente formado em solu¢@o e um envolvendo a formacao obrigatéria
de um complexo mondmero-DNA com baixa energia de dissociagdo .

16 Contudo, a andlise posterior por modelagem estrutural e dindmica molecular na préxima se¢o sugere que ambos

os tipos de complexo sdo, de fato, intercambidveis

15
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alta taxa de troca entre interacdes especificas e inespecificas para residuos na interface proteina-
DNA. Estas trocas ocorriam com uma cinética significativamente mais rapida que a estimada
para um ciclo de associagdo-dissociacdo do DBD ao oligonucleotideo, demonstrando que tal
intercambio entre interacdes especificas e inespecificas ocorria com o dominio ainda associado

ao DNA.

Além da diferenca em possibilidade de microestados para F2 na auséncia do ligante, a mo-
bilidade local do fluor6foro e/ou global para os complexos diméricos com DR4 e F2 demons-
tram serem consideravelmente maiores que para o complexo com DRI, visto o significativo
maior valor de incremento anisotrépico para o complexo do dimero com este HRE (Figs. 4.2-
A e 4.4-B). Desta forma, os dados sugerem que a associagdao do dimero de hRXRa-AAB ao
elemento fisiologicamente responsivo DR1, além de ocorrer de forma altamente colaborativa

confere uma significativa inércia mecanica ao complexo final'”

, mantendo este mesmo perfil de
acentuada colaboratividade e inércia mecanica na presencga do ligante. Tal padrdao nao ocorreu

para o complexo com nenhum outro oligonucleotideo deste estudo.

A significativa sobreposicdo do incremento inespecifico inicial referente a formacao do
complexo ndo cooperativo [apo-hRXRa-AAB],:F2 e da isoterma de associacdo do complexo
9-cRA:hRXRa-AAB:F2 (Fig. 4.4-D) sugere que o intermedidrio inespecifico formado na rota
nao cooperativa de associacdo a este HRE na auséncia do ligante e a espécie que se associa ao
mesmo elemento na presenga do 9-cRA se tratam, igualmente, do complexo monomero:F2.
Desta forma, enquanto as mudancas conformacionais induzidas pela associacdo do ligante
sdo permissivas para a formacdo do complexo dimérico a DR1 e DR4, elas ndo o sdo para
a formagdo da mesma interface de dimerizacdo sobre a superficie do palindromo invertido.
Também a associagdo como dois mondmeros independentes € impedida, ocorrendo a associagao
do receptor a F2 apenas de forma transitéria, como uma unica espécie monomérica a baixas
concentracdes de proteina em solu¢do. Com o aumento da concentragdo do receptor, esta
espécie monomérica é consumida, provavelmente pela formacdo do complexo dimérico em

solucdo, e da lugar as interacOes inespecificas com o DNA observadas a altas concentracoes

17 0s mecanismos de estabilizacdo dindmica do complexo hRXRa-AAB-DRI1 e aos demais HREs serdo melhor

discutidos em
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para todos os oligonucleotideos (especificos e inespecificos) testados nas condi¢des deste es-

tudo (Fig. 4.4-D inlet)

4.1.5 Correcao das isotermas para HREs nao cooperativos a partir do
perfil de interacao com a sequéncia alvo do p53 corrobora a hipotese
de um intermediario monomérico para sequéncias inespecificas

Uma vez que as analises em 4.1.3 sugerem que a interag@o inespecifica caracterizada para
o complexo com a seqiiéncia alvo do p53 € comum a diferentes oligonucleotideos, o perfil da
isoterma de interacdo a esta seqii€ncia foi corrigido das intera¢cdes com o restante dos HREs.
Na Fig. 4.7, as duas isotermas anticooperativas de DR0O e DRS, tanto na ausé€ncia quanto na
presenca do 9-cRA, sdo apresentadas com as respectivas corre¢des em relacio a isoterma ines-
pecifica “comum” (p53). Nota-se que, embora esta corre¢ao promova uma reducao dos valores
absolutos de incremento anisotropico nos platds finais, os perfis de inclinacao e inflexao globais
para as respectivas isotermas ndo sao significativamente afetados, o que pode ser visualizado
pela normalizacao destas curvas para os perfis de fracao ligada (Fig. 4.7-A-D inlets). Contudo,
para DRS, a corre¢do do perfil de interacdo inespecifica "comum” torna mais claro o caréter
bimodal das isotermas (Fig. 4.7-C e D). Para este HRE, esta corre¢ado torna evidente a presenca
de um platd intermediario entre 20 e 100 nM (referido como Ppgs1), na regidao onde é visu-
alizada a modesta depressdo para a isoterma original, e um termo assimptoético final (referido
como PpR52) a partir de 300 nM, seguindo até as interacdes inespecificas divergentes (Figs.
4.1-E e 4.7-C e D). Na auséncia do ligante, o plato intermedidrio apresenta um incremento ani-
sotropico similar ao do intermedidrio monomérico caracterizado na isoterma de interacdo a F2
na presenca do 9-cRA (Figs. 4.1-F e 4.4-D). A adi¢do do agonista, aparentemente, desloca toda
a isoterma, desde o platd intermedidrio, para maiores concentracdoes. Este deslocamento faz
com que a espécie originalmente correspondente ao platd médio, com incremento anisotropico
préximo a 5 mA (quando corrigido da interacdo inespecifica), passe a ocupar grande parte da
faixa de concentragdes originalmente ocupadas pelo plato final (aproximadamente entre 300 e

1000 nM), enquanto este, por sua vez, apresenta sua maior parte deslocada e sobrepondo-se ao
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Figura 4.7 — Correcao do termo inespecifico “comum” das isotermas para os HREs anticooperativos

A mesma correcdo pela interagdo inespecifica “comum” para as curvas do tipo I} con-

firma a significativa contribuicdo das interacdes inespecificas para estas isotermas (Fig. 4.8).

De fato, considerando-se os desvios acumulados, ndo se observa diferencas significativas en-

tre o perfil da isoterma inespecifica para a seqiiéncia alvo do p53 e as demais isotermas do

tipo I;. Contudo, considerando-se apenas os comportamentos médios, a diferenca entre a iso-

terma para DR2 e a intera¢do inespecifica “comum” apresenta um pequeno incremento positivo

englobando as mesmas faixas de concentragdes onde ocorrem as primeiras manifestacdes do

incremento inespecifico em F2 (entre 5 e 30 nM) e a depressdao neste mesmo incremento, ca-

racterizando a regido aparentemente ocupada pelo intermedidrio monomérico de menor especi-

ficidade em F2 na presenca do ligante (Figs 4.4-D, 4.8-A e 4.1-C e F). Também a intensidade

18 Para fins didaticos, os dois modos aparentes na isoterma de interagio com DRS5 na presenca do ligante serdo

referidos como Ppgs1’ e Pprs2’
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média do incremento corrigido em DR2 apresenta, aproximadamente, a mesma intensidade
que a diferenca entre o incremento da isoterma de interacdo em F2 na presenca do ligante e
o termo inespecifico para este HRE na auséncia do mesmo (Fig. 4.4-D), bem como o platd
intermedidrio para a isoterma corrigida em DRS na auséncia do ligante (entre 4 e S mA) (4.7-C
e 4.8-A). Para as demais isotermas do tipo Ij, a corre¢dao pelo incremento inespecifico “co-
mum” (p53) apresenta diferencas ainda menos substanciais, mesmo considerando-se apenas os
valores médios (desconsiderando-se os desvios acumulados). Contudo, a Unica regido onde
esta diferenca média é sempre minimamente positiva (i.e., para a qual os valores médios de
incremento anisotrépico para as isotermas de HREs do tipo I; atingem valores, pelo ao menos,
minimamente maiores que os da isoterma para a seqiiéncia alvo do p53) ainda corresponde a
faixa de concentracdes onde sdo visualizadas as espécies intermedidrias nos complexos com F2,
DRS e (aparentemente) com DR2 (embora os desvios acumulados ndo permitam afirmar com
certeza estatistica). E também interessante notar que, conquanto os incrementos anisotrépicos
médios para a interacdo inespecifica com a seqiiéncia alvo do p53 se mostraram, vias de regra,
menores que os incrementos para os HREs do tipo I; para as concentracdes iniciais de proteina;
os mesmos incrementos médios para pS3 tenderam a se mostrarem iguais ou relativamente mai-

ores a concentracdes mais altas'®.

Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que as isotermas do tipo I; (inclusive a
fracdo da interagdo inespecifica “comum” caracterizada para a seqii€ncia alvo do p53 até a
concentracdo de 1000 nM (acima da qual imperam as interacOes inespecificas “divergentes”))
sdo representadas basicamente por espécies monoméricas de baixa especificidade do hRXRa-
AAB se associando ao DNA com variagdes nas afinidades relativas (embora as diferencas nos
parametros de afinidade, bem como os valores de incremento anisotrdpico para a maioria destas
isotermas sejam por demais sutis para serem significativamente diferenciados por esta técnica,

ou mesmo apresentarem significancia bioquimica). Espécies de baixa especificidade (facil-

19 para DR2, os incrementos médios sdo > os de p53 ao longo de essencialmente toda a isoterma, mas a diferenga
entre ambos tende a decair entre 200 e 2000 nM, apds o que segue-se o termo divergente. E interessante notar que
para o TRE-Pal (aqui referido apenas como Pal), conquanto os perfis médios relativos das isotermas corrigidas na
auséncia e presenca do ligante sejam similares, na presenca do ligante os incrementos médios corrigidos da iso-
terma p53 se deslocam para valores mais negativos ao longo de toda a isoterma, sugerindo um certo deslocamento
por parte da interagdo com o agonista para a isoterma de ligac@o a este HRE.
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mente deslocdveis por oligonucleotideos ndo contendo a seqii€ncia consenso) com migragao
similar 2 do mondmero sdo comumente observadas (com maior ou menor representativivdade)
em estudos de gel nativo para a associacdo do hRXRa a HREs ndo especificos (). Além disto,
as taxas relativamente altas de intercambio entre interacdes especificas e inespecificas previa-
mente observadas por RMN para a interacdo do hRXRa-DBD com o meio sitio , bem como
a abundancia significativamente maior de interacdes dos DBDs com o backbone que com as
bases nitrogenadas nas estruturas cristalograficas resolvidas para complexos do homodimero
e heterodimeros do hRXRa com o DNA, sugerem a possibilidade da formagao de complexos

monoméricos inespecificos na auséncia de seqiiéncias permissivas para a formacdo do dimero

20

O incremento anisotropico conferido pela aparente interacao de um tinico mondmero a estas
espécies se mostrou significativamente menor que o0 mesmo incremento conferido a seqiiéncia
contendo o meio sitio?! (Fig. 4.1-A). Contudo, esta diferenca de incremento é esperada, visto
que os oligonucleotideos que apresentaram isotermas do tipo I; neste estudo contém entre 1.5
até mais de 2 X o nimero de pares de base do oligo com uma Udnica seqii€éncia arquetipica
(HS) (Tab. 3.1). Assim sendo, espera-se, de fato, que a associacdo a0 meio-sitio promova uma
significativa maior estabilizacdo da mobilidade local do fluoroforo, bem como um acréscimo
mais substancial no tempo de correlagdo rotacional do complexo, comparado a mesma interagao
para as seqiiéncias que apresentaram isotermas do tipo I;. Além disto, a drea ocupada pelo
DBD do mondmero complexado a seqiiéncia contendo um unico meio sitio abrange mais as
imediacdes do centro geométrico (e de massa) da molécula de DNA que o mesmo complexo
monomeérico para os HREs com isotermas I; (para o oligo de 15 pb da Tab. 3.1, este centro se
localiza no segundo par de bases (G-C) da sequéncia arquetipica), proporcionando, a principio,

uma maior estabilizacdo mecanica deste centro de massas, com movimentos vibracionais e

20 F esperado que a formagio de tais complexos monoméricos inespecificos seja particularmente provavel em ex-
perimentos em solugdes com valores de forca idnica relativamente baixos, como € o caso do presente estudo

21 A presenca de uma tinica sequéncia consenso (Tab. 3.1), bem como o coeficiente de Hill igual a 1 para a isoterma
do oligonucleotideo contendo o meio-sitio (Fig. 4.2 permitem inferir que 0 hRXRa-AAB se liga na forma de
monodmero a este fragmento
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rotacionais de maior simetria para o complexo como um todo %2, o que também é esperado

colaborar para o maior valor de incremento anisotrépico ().

E particularmente notério que a interacio inespecifica monomérica para o p53 comeca a
se manifestar a mais altas concentracoes que as mesmas respectivas interagoes para HS, DR2,
DRS e F2 (Figs. 4.1-A, C, E e F, 4.4-D e 4.7-C e D), sugerindo, como esperado, uma afini-
dade relativamente menor conforme o menor grau de especificidade da interacdo. E também
notdrio que esta mesma interacdo monomérica inespecifica se manifestou de forma adicional
a interacdo dos dimeros para DR1, DR4 e F2. De fato, todos os oligonucleotideos contendo
seqiiencias arquetipicas de HREs neste estudo possuem uma seqiiéncia 5’-precursora, com pelo
ao menos 6 pb, que pode servir de arcabouco para interagdes de natureza inespecifica mesmo
estando os meio-sitios especificamente ocupados (vide Tab. 3.1). Para F2, sobretudo, existem
trés sequéncias adicionais com pelo ao menos 6 pb além dos dois meio-sitios, respectivamente
localizadas na posicao 5’ ao primeiro meio-sitio, na posi¢ao intermedidria entre os dois e na

posicdo 3’ ao segundo meio sitio.

A interacao inespecifica adicional se manifestou sem implicacdes significativas quanto a
energética das interagdes especificas, conforme pdde ser visualizado pela manutencdo dos va-
lores de Kp?P e (pelo ao menos para DR1 e DR4?%) de n em sua auséncia. Isto é indicativo
de que os mondmeros interagindo inespecificamente com os oligonucleotideos, na presenga dos
dimeros com maior especificidade, ou ndo interagem com estes dimeros, ou suas interagdes com
0s mesmos apresentam, simultaneamente, incrementos positivos e negativos que se compensam

na energética global do complexo.

Os perfis anti-cooperativos para DR0O e DRS (sobretudo para este dltimo, em que os da-
dos indicam a presenca de um intermediario monomérico significativamente dominante em

uma faixa considerdvel de concentracdes) sugerem que para estes oligos ocorre a interagao

22 As relacdes entre os centros de massa do DNA, do(s) DBD(s) e do complexo como um todo; bem como as
simetrias vibracionais e rotacionais e sua possivel influéncia na formacao e estabilizacdo dos complexos serdo
melhor discutidos nas andlises por dindmica molecular em

mesmo para F2, a andlise dos resultados leva a crer que interferéncia das intera¢des inespecificas no valor de n
ndo ocorre devido a interagdo inespecifica “comum”, caracterizada pela interagdo com a seqiiéncia alvo do p53,
mas sim por interagdes inespecificas de outra natureza (vide 4.1.3 e 4.1.4

23
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inicial do mondmero com relativa facilidade, seguida da associagdo do dimero com maior pe-
nalidade energética 2*. Este aparente maior custo energético para a associacdo do dimero a
estes HREs inespecificos faz com que a porc¢ao final da isoterma (a principio, mais relacionada
com a associacdo do segundo monomero) seja deslocada para maiores concentragdes, inclu-
sive se sobrepondo, em maior ou menor grau, ao termo divergente das interacdes inespecificas
a altas concentragdes 2>. O perfil das mesmas isotermas na presenca do ligante sugere que a
adicao do agonista acrescenta uma relativa maior dificuldade para a intera¢do da espécie mo-
nomérica inicial, terminando por deslocar a associacdo da espécie dimérica final ainda mais
para as concentragoes correspondentes aos termos divergentes inespecificos. Desta forma, as
isotermas monoméricas do tipo I; podem ser consideradas como perfis extremos da anticoope-
ratividade visualizada para DRO e DRS. Aparentemente, a formacao da interface de dimerizagao
com simultaneas interagdes dos dois mondmeros com o DNA € desfavorecida energeticamente
para estes HREs de uma forma ainda mais acentuada. Assim sendo, ndo sdo observados sinais
da formacgao do dimero na faixa de concentragdes menores que as das interacdes inespecificas

divergentes nas condi¢cdes experimentais utilizadas.

Assim, a andlise em conjunto dos dados referentes aos diferentes experimentos de aniso-
tropia de fluorescéncia aqui abordados sugerem que as interagdes visualizadas para o hRXRo-
AAB com os diferentes HREs em nosso estudo se dd com diferentes distribuicdes de espécies
e microestados oligoméricos (um monomero de baixa especificidade/dois monomeros de baixa
especificidade/dimero de alta especificidade) conforme o espagamento e organizacao das seqiiéncias
arquetipicas e a presenca ou ndo do ligante. Tal padrdo de interacdes € por demais complexo
para ser ajustado de forma suficientemente acurada a um modelo semi-empirico que utiliza
uma expressdo analitica “fechada” de fracao-ligada , como € o caso do modelo de Hill . Desta
forma, visando melhor refinar nossa modelagem da energética de associagdo e consequentes
ocupancias relativas das diferentes espécies oligoméricas do hRXRa-AAB a diferentes HRE:,

foi efetuado um tratamento numérico relativamente mais robusto das isotermas, em que as

24 este perfil é justamente o oposto do observado para a formagio dos complexos cooperativos com DR1 e DR4

23 esta sobreposi¢do, ao menos parcial, da isoterma relativa a espécie dimérica final com as interacdes inespecificas
divergentes a altas concentragdes é também constatada, aparentemente, para a interagdo do hRXRa-AAB com o
F2 pela rota ndo colaborativa na auséncia do ligante (Figs. 4.3-C e D e 4.5-C)
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equagoes relacionando a fracdo populacional das diferentes espécies as suas respectivas ener-
gias de formacdo sao simultaneamente ajustadas a cada conjunto de dados, de forma a melhor
corresponder aos proprios dados e as equacdes de balanco de massa . Os resultados referentes

a estas anélises sdo apresentados e discutidos na proxima subsec¢ao.

4.1.6 Modelagem numérica global multi-equacoes corrobora a hipdtese
de que a interacao do hRXRa-AAB com HREs especificos e nao
especificos se diferencia pela distribuicio de monomeros e dimeros
associados, sendo estas distribuicoes influenciadas pelo ligante

Para o ajuste numérico global das respectivas isotermas, foi utilizado o programa BIOEQS
. O algoritimo utilizado por este programa na andlise numérica global de dados para isotermas

de afinidade foi melhor descrito em .

O modelo empregado para o ajuste das isotermas foi o de um sistema em que o recep-
tor pode se ligar ao DNA tanto na forma de mondmero (estequiometria 1:1) quanto na forma
dimérica (estequiometria 2:1). A primeira energia livre caracteristica para este modelo, AG®1,
corresponde a energia livre de dissociacdo de um complexo 1:1 mondmero:DNA (RXR:DNA)
até o mondmero (RXR) e DNA livres, enquanto a segunda energia, AG°;, corresponde a ener-
gia livre de dissociagdo de um complexo de estequiometria 2:1 mondmero:DNA (RXR;:DNA),
também até o mondmero e DNA livres. De forma a calcular a energia de dissocia¢do do se-
gundo mondmero até RXR:DNA e RXR livre, AG®;, subtrai-se o valor de AG®; do valor de
AG®;. A diferenca entre AG®; e 2 X o valor de AG° prove a energia livre de colaboratividade

entre a interacao do primeiro e do segundo monomero (AAG® yiq;).

De forma a evitar tendenciosidades por parte da andlise dos dados, os ajustes foram realiza-
dos para as respectivas isotermas na forma dos dados brutos”, sem as correcdes pelas aparentes
interacoes inespecificas mostradas nas Figs 4.7 e 4.8. As anélises foram assim realizadas visto
que, primeiramente, os dados indicam que, devido ao incremento anisotropico relativamente
pequeno decorrente destas interacdes inespecificas, bem como sua localizacdo apds o inicio

do termo assimptotico, a influéncia das mesmas ndo deturpa significativamente os perfis das
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isotermas especificas. Em segundo, conquanto o cardter bimodal das isotermas para DRS se
torne mais claro ap0ds estas correcdes, as mesmas tratam-se de estimativas, visto que nao fo-
ram realizados experimentos de competi¢do inespecifica também para este HRE. Além disto,
os dados sugerem que a influéncia do ligante nestas interacdes inespecificas pode ser varidvel
entre diferentes HREs?%, de forma a que sua correcdo indiscriminada das isotermas na auséncia
e presenga do 9-cRA pode acometer em erros. Por ultimo (mas ndo menos importante), o ajuste
numérico destas isotermas sem estas correcdes torna-se um instrumento de andlise adicional e

independente para se corroborar (ou nio) as conclusdes previamente firmadas 27,

Como mencionado previamente , para que o algoritmo do programa BIOEQS possa in-
corporar as constricoes na forma de multiplicadores de Lagrange relacionadas as equacdes de
balanco de massa, a contribui¢do de cada espécie para a observavel experimental (no caso o
incremento anisotrépico) deve ser indicada pelo usudrio. Desta forma, as contribui¢des ani-
sotropicas correspondentes ao DNA livre e ao complexo final foram igualadas aos valores de
anisotropia nos platds iniciais e finais, respectivamente, e adicionadas como valores flutuan-
tes, a serem otimizados ao longo das subsequentes iteragdes de minimiza¢do por Maquardt-
Levenberg. Para uma melhor convergéncia dos parametros recuperados por este tipo de ajuste,
necessita-se que o valor de incremento anisotrépico referente ao intermedidrio seja fixado (pre-
ferivelmente, a um valor préximo a metade do incremento entre os dois platds) (). Desta forma,
primeiramente foram feitos ajustes testes em que o valor de anisotropia referente ao inter-
mediario foi fixado em diferentes valores entre 25 e 75 % da variacdo entre o platd inicial e

o final (ndo mostrado). Uma vez que nao foram observadas mudancas significativas para os va-

26 Repare que, enquanto para DR1 a adi¢do do ligante ndo muda a intensidade anisotrépica, para DR4 esta adic¢io
diminui a intensidade aproximadamente da mesma grandeza que o incremento inespecifico das Figs. 4.3-B e
4.4-B (Figs. 4.1-D e 4.2-A)

27 Por exemplo, se para as isotermas de DRS sem as correcdes ilustradas na Fig. 4.7 a andlise numérica recupera
um carater bimodal condizente com o mesmo cardter que se torna evidente apds as referidas corre¢des (o que,
de fato, se verificou (vide texto abaixo)), esta andlise independente refor¢ca a conclusdo quanto a existéncia do
intermedidrio para DRS, bem como a validade das correcdes apresentadas na Fig. 4.7 (i.e., reforca a hipétese
quanto a que a interacdo inespecifica caracterizada para a sequéncia alvo do p53, e que se sobrepde as fragdes
inespecificas das isotermas para DR1 e DR4, é de fato representativa para as interagdes inespecificas dos outros
oligonucleotideos analisados neste estudo).
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lores de AGOrecuperadoszg, os valores de incremento anisotrépico referentes aos intermediarios
foram fixados em 50 % do incremento total para as respectivas isotermas nas quais a presenca
do mesmo ndo era evidente e, no caso de F2 e DRS5, respectivamente fixados aos valores aparen-
tes nas Figs. 4.1-E e F e 4.4-D. Também o valor da contribui¢@o anisotrépica para 0 mondmero
livre (RXR) foi devidamente fixado em zero, visto que, uma vez que a sonda fluorescente se en-
contra covalentemente associada ao DNA nos experimentos, € esperado que apenas as espécies

contendo o DNA contribuam para o sinal.

Foram realizados ajustes globais para as isotermas do tipo I, e para trés isotermas repre-
sentativas do tipo I;: F2 na presenca do ligante e Pal na presenca e auséncia do mesmo®’. O
modelo adotado para a isoterma de ligagdo do hRXRa-AAB ao meio sitio (HS), bem como para
as isotermas do tipo I foi o da formagdo do complexo simples mondomero:DNA (RXR:DNA),
caracterizado portanto por um dnico valor de energia livre, AG® ;;;; = AG°{. Além disto, para as
isotermas visivelmente cooperativas, foram realizados ajustes numéricos globais tanto seguindo
o modelo que adimite a possibilidade de associacdo de um primeiro mondmero ao DNA quanto
um modelo obrigatoriamente cooperativo, em que a formagao do complexo RXR;:DNA a partir
do RXR e DNA livres se d4 sem a presenga do intermediario RXR:DNA. Os parametros, seus
respectivos desvios e os valores de discrepancia (y?) recuperados para os ajustes seguindo estes

dois modelos foram devidamente comparados .

Na Fig. 4.9-A os valores de AGy;*PP estimados através do ajuste de Hill e do ajuste
numérico global com o programa BIOEQS sido comparados. Nota-se que os ajustes das iso-

termas para a maioria do HREs, na auséncia e presenca do ligante, recupera valores estatisti-

28 Isto ocorre porqué, uma vez que os valores correspondentes aos termos assimptéticos inicial e final sdo adicio-
nados como valores flutuantes ao longo do procedimento de minimizagao, o algoritimo de ajuste do programa é
mais sensivel ao perfil global de inclinacdo e inflexdes da isoterma (como, de fato, se espera) que ao valor fixo
arbitrariamente atribuido ao intermedidrio (desde que este valor se encontre, aproximadamente, na faixa entre 25
e 75 % do incremento total - em que existe uma abundancia considerdvel de todas as espécies com significativa
representatividade para os dados - o que ¢ uma assuncgio razoavel e condizente com os intermedidrios aparen-
temente evidentes em nossos experimentos), permitindo-se que pequenas corre¢des simultineas para os valores
flutuantes de ambos os platdés mantenham os mesmos valores de AG°para diferentes valores fixos de incremento
do intermedidrio dentro desta faixa.

29 o perfil anisotrépico de F2 na presenca do ligante é mais similar ao de DR2 - com o incremento inicial ocorrendo
para concentragdes pouco maiores que 1 nM e atingindo um termo assimptdtico final préximo a 100 nM-, en-
quanto a isoterma de interagdo para Pal se assemelha mais a de DR3 - com um arraste inicial até pouco mais de
10 nM e atingindo um plat6 final a concentragdes um pouco maiores que 100 nM (Figs. 4.1-C,.D e Fe 4.8.
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camente similares de AG;,*PP entre os dois métodos numéricos>®. As duas tnicas diferencas
significativas sd@o notadas para as isotermas dos dois HREs anti-cooperativos - DRO e DRS.
Embora ja se note, para o ajuste ndo linear de Hill, uma certa tendéncia para menores valo-
res médios de AGy;*PP para as isotermas destes dois HREs na presenca que na auséncia do
ligante, as diferencas recuperadas por meio deste ajuste nao sao estatisticamente significativas.
Contudo, o ajuste numérico global recuperou valores significativamente maiores de AG ;PP
na auséncia do ligante e menores na presenca do mesmo para as isotermas de interacdo a DRO
e DRS (sendo esta diferenca consideravelmente mais substancial para DRS) (Fig. 4.9-A), indi-
cando uma influéncia negativa por parte do ligante para a associac@o global (considerando tanto

as microespécies monoméricas quanto diméricas) do hRXRa-AAB a estes dois HREs.

b)

B 9cRA() Sélido : Hill 2 -
1025 | MocRA(s)  Gradual:Mod. Num. Global Solido : AG,

Gradual : AG,

B 9CcRA()
H9CRA (+)

AG,,, das microespécies
(kcalmol)

4G, pelo perfil de 50 %
de Saturagao (kcalmol”)

C) 204

Bl B9 cRA (-)
09 cRA (+)

AAG,, para o segundo mondémero
com 95 % de confiancia (kcalmol ™)
3

Figura 4.9 — Parimetros de energia livre recuperados através do ajuste numérico global pelo BIOEQS e
comparagdo com o ajuste de Hill

300 ajuste global recupera parimetros com incertezas relativamente maiores. Isto porqué, enquanto as incertezas
para o ajuste ndo linear pelo programa Sigma Plot® (através do qual o ajuste de Hill foi realizado) sdo recuperadas
da forma comumente utilizada - através da diagonalizac@o da matriz de correlagdo entre os pardmetros; as mesmas
incertezas para o ajuste global no programa BIOEQS sio recuperadas através de um conjunto mais rigoroso de
procedimentos - através do reajuste da curva para cada valor teste de cada respectivo parametro, com a simultinea
covariancia dos demais, checando-se os limites dos intervalos com 67 e/ou 95 % de confianca (respectivamente,
um desvio padrao e 95 % da densidade de probabilidade em uma distribui¢do normal) para cada parametro
individualmente testado (baseado nos valores de x> global de cada ajuste). Neste estudo, os valores de incerteza
utilizados foram os correspondentes ao intervalo com 67 % de confiinca. O método utilizado pelo programa
BIOEQS prové intervalos de confidnca mais realistas (e maiores) que o utilizado pelo Sigma Plot, além de levar
em consideragao a correlacdio entre os pardmetros, o que ndo ocorre para o método de diagonalizagdo
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A natureza da diferenca entre os parametros de variacdo de energia livre global aparentes
recuperados para os dois HREs anti-cooperativos através dos dois ajustes se explica através da
andlise dos valores de AG®; e AG®; recuperados para as isotermas destes elementos através do
ajuste global (Fig. 4.9-B). Nota-se que os valores de AG°;; (calculados pela subtracdo de AG°
de AG®,) sdo significativamente menores que os valores recuperados para AG°, conforme pode
ser vislumbrado para os valores negativos de AAG® ;;, ilustrados para estes dois HREs na Fig.
4.9-C (sendo este padrdo mais substancial e estatisticamente significativo para DRS). Este per-
fil € condizente com a anti-cooperatividade aparente nos dados para os dois HREs, indicando
a presen¢a de um intermedidrio monomérico significativamente estdvel durante a titulagdo dos
mesmos com o hRXRa-AAB. Sobretudo, o aparente platd intermedidrio para a isoterma de
DRS5 na auséncia do ligante € melhor ajustado pela modelagem numérica global que pelo mo-
delo de Hill*'. Isto ocorre porqué o modelo de Hill ndo suporta a presenca de intermedidrios
estdveis ao longo do processo, sendo os pontos correspondentes ao platd intermedidrio prome-
diados pela curva e o valor de Kp?P recuperado referente apenas a espécie representativa do
termo assimptdtico final (no caso, o complexo RXR;:DNA). Desta forma, o valor de AG ;PP
calculado a partir do KpP recuperado no modelo de Hill para um processo de significativa
anti-cooperatividade tende a ser menor que o valor de AG®,/2 para a modelagem global, visto
que para o calculo do primeiro a contribuicio da espécie de maior valor de AG® j;5; (0 complexo
RXR:DNA) ndo € levada em consideracdo. Ja na presenca do ligante, nota-se uma diminui¢ao
de ambos os parametros de energia livre, sendo esta diminui¢do relativamente mais substancial
para o complexo mondmero:DNA, sugerindo que a interagdo com o agonista adiciona uma pe-
nalidade adicional para a interagdo monomérica do hRXRa-AAB a estes HREs (provavelmente
devido a uma maior estabilizacdo do dimero em solugdo) e, por conseguinte, desloca partes
consideraveis da intera¢ido dimérica (dependente da formagao prévia do complexo RXR:DNA e
ainda desfavorecida energeticamente em relacdo a este) para concentragdes ainda mais proximas
do termo divergente das interacdes inespecificas (sendo este comportamento condizente com o

sugerido pela andlise da isoterma de DRS corrigida pela interagao inespecifica “comum” na

310 ajuste numérico para DRS na auséncia do ligante, bem como os demais ajustes ilustrados na Fig. 4.1 sdo os
realizados utilizando o programa BIOEQS
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Fig. 4.7). Este perfil provoca uma nova divergéncia entre os valores de AG;*PP, seguindo um
padrdo contrario a diferenga anteriormente listada no ajuste para as isotermas na auséncia do
ligante: uma vez que o complexo monomérico € mais representativo para o termo assimptético
final nestes elementos na presenga do agonista, o valor de AG;,*PP estimado através do modelo
de Hill € mais reflexivo desta espécie, sendo portanto mais proximo ao valor de AG®y, que por
conseguinte € significativamente menor que o valor de AG°,/2 pelo qual AGy;,,*PP € estimado

no modelo global®?

. Esta divergéncia € particularmente mais notdria nos parametros recupera-
dos para DRS5 na presenca do ligante, novamente confirmando que o perfil intermedidrio entre
as curvas do tipo I e I para esta isoterma se deve a uma maior fracio de espécies monoméricas

nas regioes representativas da titulacio (entre 25 e 75 % do incremento entre os dois platds).

Para os dois HREs que apresentaram isotermas altamente cooperativas - DR1 e DR4 - nota-
se uma acentuada incerteza nos valores de energia recuperados para a espécie monomérica (Fig.
4.9-B) ndo sendo possivel afirmar com precisdo, mediante as estatisticas dos ajustes numéricos,
0 quao menor € a energia de dissociagdo da espécie monomérica em relagdo a dimérica, ou
mesmo se ela virtualmente ndo se forma, ocorrendo a associagdo do hRXRa-AAB diretamente
como dimero, seguindo o padrao que no modelo de Hill ¢ denominado como cooperatividade
infinita (limite inferior dos respectivos valores de AG°; — 0). Este alto grau de incerteza para
a associagdo da primeira espécie € comum para processos de associacdo com acentuado carater
cooperativo, uma vez que sob estas condi¢des a espécie intermedidria ndo € suficientemente
populada em nenhuma regido da isoterma, ndo se obtendo, portanto, suficientes informacoes a
respeito de sua energética no conjunto de dados . De fato, como anteriormente discutido em
4.1.2 os valores de n préximos a 2 previamente recuperados pelo ajuste nao linear ao modelo

de Hill sdo condizentes com perfis de cooperatividade “infinita” para a associagdo do hRXRa-

32 Em uma aproximacdo simplista, pode-se dizer que para as isotermas na auséncia do ligante, em que a influéncia
do intermedidrio ¢ mais notdria no perfil da curva, o valor de AG;*PP estimado a partir do ajuste numérico
global € mais préximo a um valor “real” (mais reflexivo da energia livre estimada a partir da concentragio para
saturacdo da metade dos sitios de DNA disponiveis em solu¢do), enquanto que na presenga do ligante, em que
a segunda espécie € mais deslocada para as concentragdes finais da isoterma (sobretudo para a interacdo com
DRS5) este valor ’real” seria mais préximo do valor recuperado pelo ajuste de Hill. Em uma andlise mais acurada,
contudo, nenhum dos dois valores €, de fato, representativo da ocupancia das diferentes espécies ao longo da
titulagcdo, estando esta informag@o melhor contida nos valores individuais de AG°; e AG®, recuperados no ajuste
global, bem como na relacio entre ambos.
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AAB a estes dois HREs. Apesar das acentuadas incertezas, as diferengas entre os valores de
AG®, e AG®| recuperados nos ajustes numéricos globais para as isotermas de interagdo com
DR1 e DR4 na auséncia e presenga do ligante, mesmo em seus limites inferiores (0.588, 0.710;
1.48 e 1.19, respectivamente), sdo condizentes com processos notoriamente cooperativos (Fig.
4.9-C). Além disto, as isotermas para DR1 e DR4 se ajustaram com menores valores de x2 e
com valores similares de AG®y;, para o dimero a um modelo do tipo “tudo ou nada”, em que
ndo € admitida a presenca do intermedidrio monomérico e o equilibrio é considerado como do

tipo :

2RXR+ DNA = [RXR,) : DNA 4.1)

,demonstrando novamente a dominéncia da interagdao da espécie dimérica, com alta vantagem

energética, para as isotermas de associacdo do hRXRa-AAB a estes dois HRE:s.

4.2 Estudos de modelagem estrutural e dinamica molecular
das interacoes do receptor nuclear do acido 9-cis- retindico
a Elementos Responsivos de DNA

4.2.1 Consideracoes prévias a respeito das componentes do sistema - dinamica
conformacional do dominio DBD e HREs e suas possiveis implicacoes
na formacao do complexo

Como mencionado em , estudos prévios de RMN indicam que a interagdao de um Unico
mondmero de hRXRa-DBD a seqiiéncia do meio-sitio induzem a significativas mudancgas
dindmicas e conformacionais na porcao N-terminal do 7-box (residuos 200 a 209) e no loop
C-terminal do segundo motivo dedo de zinco (residuos 182 a 187). Para o T-box, a interagc@o
com o meio-sitio induz a desnaturacdo local da hélice C, observada em solucdo, de forma a
permitir a intera¢do dos residuos 204 a 209 com o sulco menor na posi¢do 5’ anterior a0 meio-
sitio. Esta regido estendida e alocada sobre o sulco menor promove a interface de dimerizacao
com o mondmero 5’ nas estruturas cristalograficas de homo e heterodimeros de hRXRo em

DR1 . Ja o loop contendo os residuos 182 a 187 passa de um motivo desordenado e de alta



124

flexibilidade conformacional em solu¢do para uma conformacdo de hélice distorcida quando
associado ao DNA . Esta regiao do DBD interage simultaneamente com o backbone do DNA
e com o mondmero 3’ nas estruturas cristalograficas. . Os estudos de RMN também revela-
ram que a ligacdo de um tunico mondmero ao meio-sitio promoveu significativas mudangas na
dinamica da regidao do DBD denominada como D-box (residuos Argl72 a Aspl176, no “topo”
do segundo dedo de zinco e que fazem parte da interface de dimerizacio com o mondmero
3’), bem como do motivo B-hairpin na extremidade do primeiro dedo de zinco (que faz parte
da interface proteina-DNA) . Embora estes experimentos indiquem que a associagdo de um
unico mondmero ao DNA induza a mudancas conformacionais e dindmicas que podem ser, a
principio, permissivas para a associagao entre os mondmeros, os mecanismos através dos quais
estas mudancas, muitas das quais em regides distantes da interface proteina-DNA, sdo induzidas
e estabilizadas ndo sao claramente compreendidos. Além disto, o foco destes trabalhos se res-
tringe as mudancas induzidas unicamente na dindmica conformacional da proteina, ndo sendo
abordados os efeitos na topologia e mobilidade dos oligonucleotideos. Visto o fato da interface
proteina-proteina ser relativamente pobre nos complexos dos DBDs ao DNA e serem os DBDs
aparentemente determinantes para a cooperatividade e seletividade na associa¢do de NRs a di-
ferentes HREs ¢é esperado que mudancas topoldgicas e dindmicas co-induzidas entre a proteina
e o DNA sejam diretivas para estas mesmas cooperatividades e seletividades. Também as co-
nhecidas polaridades 5°:3” dos heterodimeros de RXRo com diferentes parceiros em diferente

HREs é mantida, vias de regras, para os complexos contendo apenas os respectivos DBDs>? .

Um outro indicio de implica¢des na estrutura e dinamica conformacional do DBD para a ati-
vidade biol6gica do complexo como um todo sdo os estudos de Meijsing et al para a interagdo de
receptores de glucocorticoides (GRs) a diferentes seqiiéncias responsivas a GRs (GBSs). Estes
estudos se basearam na comparagao de ensaios de afinidade por gel shift e de atividade bioldgica
in situ para os complexos da construcdo AAB as estruturas cristalograficas dos complexos DBD
do receptor a diferentes GBSs. Ficou demonstrado que varia¢des tdo sutis quanto um unico par

de bases na seqiiéncia espagadora entre os dois meio-sitios induziram a modifica¢des significati-

33 uma excecio é o complexo de RXRa e VDR em DR3, para o qual foi demonstrado ser nescessaria a presenca de

ambos os LBDs para a devida manuteng@o da interac@o alostérica e da correta polaridade
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vas na conformagdo e, aparentemente, na dindmica (conforme inferido pelos respectivos fatores
de Debye-Waller e pelas andlises dos mapas de densidades omitidas (omit maps) das estruturas
cristalogréaficas) no loop entre a hélice A e o segundo dedo de zinco (denotado como lever arm)
que, por sua vez, implicaram em mudangas nas atividades relativas, na utilizacao de diferentes
interfaces de dimerizagao entre os receptores (tanto para os DBDs quanto para os LBDs) e no
recrutamento de diferentes co-ativadores. Embora a correlacio entre estas mudancgas funcionais
e o grau de distor¢do do lever arm tenha ficado 6bvia neste trabalho, a mesma correlacdo nem
sempre ocorreu com as afinidades para os diferentes GBSs, sendo observadas mudancas signifi-
cativas nos ensaios de atividade in situ e na estrutura cristalogréafica para complexos com valores
de Kps similares. Desta forma, estes estudos sugerem que mudancas conformacionais na lever
arm de GR amplificam a sinalizacdo inerente a diferencas (por vezes sutis) nas seqiiéncias res-
ponsivas e transmitem esta sinaliza¢do para os outros dominios, promovendo um ajuste fino da
resposta trancricional a diferentes GBSs, ao contrario de uma regulagdo do tipo on/off, como é

comumente assumido para NRs e outros fatores de transcrigao.

Assim sendo, embora tanto a andlise cristalogréfica para o complexo das estruturas comple-
tas , quanto diversos estudos bioquimicos e biofisicos em solu¢do indiquem que as interacoes
envolvendo os LBDs, ou mesmo o dominio N-terminal corroborem para a estabilizagdo do
complexo e/ou para a acentuagdo da seletividade, fica claro que as bases determinantes para
estas mesmas afinidades e seletividades (e, em alguns casos, mesmo para a atividade diferenci-
ada) de NRs a diferentes HREs residem nas diferencas conformacionais e/ou dinamicas para a

associacdo dos DBDs.

Buscando, entdo, melhor compreender as bases moleculares para o alosterismo e a sele-
tividade de receptores nucleares na associagao ao DNA, foram realizados estudos de modela-
gem estrutural e dindmica molecular para o complexo de hRXRa-DBD associado a seu HRE
responsivo DR1 com diferentes modos de arranjo (mondmero ligado ao sitio 5°, mondmero li-
gado ao sitio 3’ e dimero). Nas anélises que se seguem, os resultados referentes as restri¢cdes
energéticas e dinamicas e suas possiveis implicacdes para o alosterismo, seletividade e polari-

dade na interacdo destes receptor serdo estendidas para outros receptores e seus sitios especifi-



126

cos. Estes mesmos resultados, em conjunto com a comparagao com a estrutura cristalografica
do homodimero de hRXRa:hPPARY full em DR1 e de dados estruturais de baixa resolucao
na literatura, serdo utilizados para se inferir quanto as implicacdes dinamicas e energéticas da

associacdo dos DBDs para os complexos com a proteina completa.

Em uma primeira abordagem, serdo exploradas as caracteristicas dinamicas referentes as
duas componentes do complexo - os respectivos DBDs e HREs - em separado. Assim, nas
proximas duas subsecoes, caracterizagoes prévias das respectivas mobilidades, correlacdes dinamicas
e interacdes relevantes individualmente observadas em estudos de MD, tanto para os DBDs de
hRXRa-DBD e de hTRB-DBD a partir de diferentes conformagdes iniciais, quanto para di-
ferentes sequéncias de HREs livres em solugdo, serdo apresentadas e discutidas. Na terceira
subsecao, estas andlises serdo extendidas para os complexos monomero:HREs. Finalmente, nas
subsecdes referentes a terceira parte desta secdo, serdo analisadas as trajetérias de MD a par-
tir de modelos do homodimeros de hRXR associados a DR1. Ao longo desta se¢do, sempre
que possivel e nescessdrio, as respectivas correlacdes com os dados experimentais previamente
apresentados de anisotropia de fluorescéncia para a cooperatividade da interagcdo do hRXRa

serao discorridas.

4.2.2 Conhecendo as componentes do sistema (I) - Desempacotamento hi-
droféobico decorrente da desestruturacio do T-box na conformacao
de interacao do hRXRo-DBD ao DNA induz a mudancgas na dinamica
em nanosegundos e na conformacao média de todo o dominio de
forma possivelmente funcional

De forma a se obter um melhor conhecimento acerca das implicagdes dinamicas decorrentes
das mudancas conformacionais do hRXRa-DBD ocorridas durante a associagao ao DNA, fo-
ram primeiramente realizados estudos de MD do hRXRa-DBD nas conformacdes comumente

adotadas em soluc¢do e no complexo.

Foram realizadas simulagdes a partir de 3 configuragdes iniciais para o dominio hRXRo-
DBD livre em solucao(Fig. 4.10A, B e D): as conformagdes respectivamente denotadas como

1 e 20 das 20 configuracdes da estrutura resolvida por RMN (cédigo do PDB /rxr), referidas
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no texto que se segue como RXRzyn! € RXRgpn X

respectivamente, e a estrutura contendo
o dominio DBD e porcao N-terminal do dominio D (hinge) do hRXRa do complexo cris-
talografico do heterodimero completo de hRXRa/hPPARY em DR1(cédigo do PDB 3DZY),
referida como RXR¢,y, todas as trés estruturas consistindo dos residuos K132 a G212 do re-
ceptor. Como previamente mencionado, a regido N-terminal do dominio D, o T-box, adota uma
conformacgdo em hélice 31 (a hélice C) nas estruturas resolvidas por RMN para o mondmero
DBD em solucdo , enquanto que na estrutura cristalografica ela se encontra em uma conformacgao

desordenada, interagindo diretamente com o sulco menor e (nos complexos em DR1) com o

DBD do mondmero 5’ .

RXR rmn |

RXR rmn XX

Figura 4.10 — Estruturas iniciais para as simula¢cdes de mondémero DBD de hRXRa em solugdo

Os progressos de rmsd dos dtomos pesados da proteina relativos a estrutura inicial e de

energia total da molécula durante as duas simulagdes com configuragdes iniciais referentes as

)34

respectivas conformacgdes resolvidas por RMN (Fig. 4.11-A-D sdo condizentes com o re-

lativo maior empacotamento (conforme aparente nas estruturas originais) (Fig. 4.10-A e B)

3% Como previamente mencionado em , os perfis exibidos e analisados nestas e nas demais figuras relativas as
simula¢des por MD realizadas neste estudo, salvo se explicitamente mencionado o contrério, sdo referentes as
simula¢des apés as etapas iniciais de minimizagao e relaxamento do solvente por dindmica com restri¢do
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X

para a conformacao RXRpyn X em relacdo a RXRgyn!'. Embora a MD para a RXRgyn' te-

nha sido realizada durante um maior tempo de simulacdo computacional que o da RXRgpn %
(5000 e 1050 ps, respectivamente), acima de 600 ps, o rmsd em relacdo a configuracao ini-
cial para a segunda demonstra uma tendéncia de saturacdo a um valor intermediério entre
2.5 ¢ 2.75 A, enquanto que para a primeira, no mesmo intervalo de tempo, o rmsd se apro-
xima de 3.00 A, se mantendo entre este valor e aproximadamente 3.10 A durante o restante
da simulacdo (Fig. 4.11-A e C). Além disto, ao longo dos aproximadamente 1000 ps de

simulagiio para a conformaciio RXRgyn*X

, a energia potencial da proteina tende a aumen-
tar (de aproximadamente 300 kcal'mol™! no decorrer da MD), ndo demonstrando uma saturacio
clara até o final da janela de tempo da modelagem (Fig. 4.11-D). Este padrdo indica que,
decorridos 1050 ps apds terem sido retiradas as restricdes harmonicas dos dtomos pesados
da proteina, o calor ainda “flui” preferencialmente do sistema para a molécula de forma a
alcancgar a termalizagdo , demonstrando uma consideravel resisténcia térmica para o conformero
RXRryn =X 0 que, por sua vez, é condizente com uma configuracio inicial com relativa rigidez.
Para a conformacao RXRRMNI, por outro lado, no intervalo dos primeiros 1000 ps de simulacao,
a energia da molécula oscila desta mesma quantidade (aumenta do mesmo valor aproximado de
300 kcal'mol™! em apenas 250 ps , diminui deste valor nos préximos 250 ps (tempo de simulacio
de 500 ps), se mantém por mais 250 ps e aumenta novamente), indicando uma maior mobili-
dade e consequente maior taxa de trocas térmicas logo a partir da conformacdo inicial (pds
minimizacao e relaxamento do solvente e ions) (Fig. 4.11-B inlet). Decorrido este intervalo de
tempo inicial, o valor médio da energia potencial “relaxa” de aproximadamente 250 kcal' mol !,
atingindo um aparente platd em 2000 ps e oscilando sobre um valor médio de -1517.3 com am-
plitude média de variacio + 67.5 kcal'mol™! nos ttlimos 3000 ps da simulac¢iio, demonstrando

que o equilibrio térmico foi atingido (Fig. 4.11-B).

Os mesmos graficos de rmsd sobre a estrutura inicial e de energia total da molécula Vs
tempo de simulagdo para o mondmero na conformagdo oriunda da estrutura cristalografica
(estrutura induzida pela associacdo com o DNA) demonstram uma significativa maior mobi-

lidade global da molécula em solugao (Figs 4.11-E e F), com movimentos de maior ampli-
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tude e menores frequéncias>>

comparado as duas configuracdes resolvidas por RMN (repre-
sentativas da conformacio global comumente adotada em solugdo), em concordancia com a
desnaturagdo da por¢cao C-terminal da hélice C (o T-box) e seu consequente desempacotamento
do cerne do dominio, conforme evidente na estrutura inicial (Fig. 4.10-C). A energia poten-
cial média da molécula no equilibrio oscila com maiores amplitudes, porém sobre um valor
médio também maior (em aproximadamente 100 kcal'mol!) que o da configuracio de RMN
RXRgyn! (valor médio da energia da molécula e respectiva amplitude média de variacio para
a trajetoria do mondmero RXR s no equilibrio de -1416.9 & 79.0 kcal'mol ™), sugerindo que a
desnaturagdo do T-box, com consequente menor empacotamento deste sobre o cerne do DBD,

confere ao dominio uma maior entropia conformacional, porém com uma consideravel penali-

dade entdlpica.

A acentuada contribuicdo das interagdes hidrofébicas para o empacotamento e estabilizagao
da conformac¢do do dominio em soluc¢ao pode ser constatada comparando-se os graficos de ener-
gia total da molécula nas Figs. 4.11-B,D e E com as energias de interacdo com as moléculas de
4gua do solvente®® (Fig. 4.12). Nota-se que para as duas simulacdes mais longas (RXRgyn' €
RXR/ys), conquanto o valor médio da energia total da molécula no equilibrio diminua (RXRrun),
ou se mantenha aproximadamente constante (RXR,ys) em relagdo ao valor inicial, as energias
de hidratacdo da proteina aumentam consideravelmente em ambas as trajetorias (Fig. 4.12-A
e C), denotando uma tendéncia da liberacdo de moléculas de dgua para o meio durante o pro-
cesso de termalizacdo do mondmero que €, no caso do conféormero RXRrun!, acompanhada

por um evidente aumento no empacotamento interno da molécula (Vide a anticorrelacdo entre

33 Devido aos periodos de correlagdo significativamente maiores para os movimentos do mondmero DBD na
conformac@o RXR,s, a simulagdo para o mesmo foi realizada até€ o intervalo de 10000 ps
36 Embora nio seja o termo mais correto, a soma das energias de interagio de caréter couldmbico da molécula com
as d4guas em um raio de 12 A e de cariter dispersivo (vdw) com as 4guas em um raio de 5 A, ambas calculadas pelo
programa NAMD ao longo da trajetéria da simulag@o, serdo doravante referidas como energias de hidratagcdo da
molécula, meramente para fins de simplificacio. Em verdade, a energia de hidratacdo, no sentido em que o
termo é comumente utilizado em textos de fisico-quimica (como sindnimo de energia de solvatacdo do sistema
em solucdo aqiiosa), seria a soma das diferencas por mol dos respectivos termos entdlpicos e entropicos para
a molécula em uma solu¢do aquosa com diluicdo infinita em relagdo aos dois sistemas em separado (i.e., a
molécula de proteina no vacuo e uma solucdio de igual nimero de moléculas de dgua na auséncia da proteina)
Além do termo entdlpico referente as intera¢des acima mencionadas para a proteina com as moléculas de
dgua em solugdo, esta diferenca leva em consideracdo as penalidades entdlpicas e entrépicas para a formagao
da cavidade de solvatagdo de forma a permitir a acomodagdo da molécula de soluto no meio, e também, para o
caso de uma macromolécula como a proteina, as variagdes destes termos decorrentes de mudangas nas interagoes
intramoleculares devido ao estabelecimento de novas interagdes com o solvente.
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a energia de hidratacdo da molécula e a energia total da molécula evidenciada no inlet de Fig.
4.12-A). Também para o conformero RXRgpn*%, apresentando um maior grau de rigidez ini-
cial o aumento relativamente lento da energia potencial da molécula decorrente da termalizagdo
(conforme observado na Fig. 4.11-B) apresenta uma forte correlagdo inversa com a energia de
hidrata¢do da molécula (da mesma ordem que a anticorrelagio evidenciada para o conférmero
RXRzyn' - Figs. 4.12-A e B) , que diminui ao longo de toda a simulagio até valores préximos
aos iniciais para as configuracdes RXRgyn! € RXR_/ys. Desta forma, o aparente maior empa-
cotamento inicial desta configuracdo proporciona com que a energia térmica lentamente absor-
vida durante os 1050 ps de sua trajetoria seja "canalizada” em movimentos de menor amplitude
(conforme pode ser constatado pela menor progressdao do valor de rmsd em relagdo a estru-
tura inicial), que sdo associados ao rompimento de interagdes relativamente estiveis (conforme
indicado pelo lento aumento das energias potenciais ao longo de toda a simulagdo) e, em sua
maioria, de natureza hidrofébica (condizente com a notdria correlagio entre o rompimento des-

tas interacdes e o aumento da hidratacio total da molécula)?’

Para o conformero RXR s, que apresenta o T-box na configura¢do desnaturada e (inicial-
mente) extendida presente nas estruturas dos complexos cristalogréficos, a energia de hidratagao
nos primeiros 2500 ps apresenta um relativo decréscimo em seu valor médio, de -4120.3 a -
4323.6 kcal'mol™!, em concordincia com sua configuracdo inicial relativamente mais exposta
ao solvente (Figs. 4.10-C e 4.12-C). No entanto, decorrido este intervalo inicial, a mesma
energia de hidratacdo para o conformero aumenta substancialmente, em uma amplitude condi-
zente com a acentuada mobilidade demonstrada para a molécula nesta conformacao através dos

graficos de variacdo do rmsd em relag@o a estrutura inicial e de energia potencial da molécula

37 As duas outras componentes da energia potencial da molécula - as energias conformacionais e de interacio com
os fons em solu¢do - variam muito pouco e permanecem oscilando com baixa amplitude em torno de valores
médios ao longo de todas as trés simulagdes (ndo mostrado), ndo sendo portanto consideradas nestas andlises.
Isto € esperado, visto que as trajetdrias tratam-se de simulag¢des de equilibrio NPT para configuracdes oriundas de
estruturas experimentais previamente solvatadas e neutralizadas, seguido da minimizac¢ao do sistema (ndo sendo
portanto esperadas variagdes adicionais significativas nas energias conformacionais) e relaxamento das dguas e
fons a mesma temperatura por dindmica de restri¢io prévia a dindmica produtiva. Além disto, foram adicionados
apenas os sete fons cloreto nescessarios para se neutralizar a carga do sistema (devido a carga liquida + 7 do DBD),
proporcionando uma forg¢a ionica relativamente baixa (~ 17 mM). Isto e o fato do DBD nio apresentar regides
com densidades de carga suficientes para proporcionarem significativa imobilizacdo e/ou clusterizagdo locais
dos ions CI', permanecendo estes dispersos em solugdo, proporciona a variagdo igualmente pouco significativa
da energia global de intera¢do da proteina com os fons em solu¢io durante a dindmica produtiva.
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Figura 4.12 — Progressoes das energias de hidratacéo para as trajetérias do mondémero de hRXRo-DBD
em solugdo a partir de diferentes configuracdes iniciais.
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nas Figs. 4.11-E e F. Desta forma, mesmo na conformac¢do substancialmente mais exposta e
flexivel correspondente a0 RXR¢,ys, 0 mondémero DBD demonstra ainda uma consideravel fu-
gacidade em relagdo as configuracdes de maior hidratacdo, confirmando o carater hidrofobico
predominante em suas principais intera¢des. Contudo, para este conformero ndo € observada a
intensa anticorrelacio entre a energia de hidratacdo da molécula e a energia total previamente
constatada para as estruturas em solucao provenientes dos dados de RMN (compare a correlagdo
linear no inlet da Fig. 4.12-C com as correlacdes andlogas nos inlets das Figs. 4.12-A e B).
Desta forma, o rompimento dos contatos originais devido a desnaturacdo do T-box e seu con-
sequente desempacotamento do cerne hidrofébico do DBD € ainda permissivo para a liberacao

de moléculas de dgua para o meio 38

mas ndo ¢ igualmente permissivo para a formacgdo de
interacdes estaveis que confiram uma compensacdo entélpica para a liberagdo destas moléculas
de dgua da molécula (de forma andloga a que é vislumbrada com o empacotamento da hélice
C nas conformagdes comumente adotadas em solucdo), confirmando a participagdo crucial das
interacdes hidrofébicas para a nao manutencdo desta configuracdo na auséncia dos contatos

mediados pela formagdo dos complexos ao HRE (a despeito de sua aparente maior entropia

conformacional).

O comportamento de mobilidade, troca de energia térmica com o meio e contribuicao das
interacdes hidrofdbicas para o empacotamento e principais movimentos do mondomero hRXRo-
DBD em solucdo a partir das trés respectivas configuragdes iniciais abordadas neste estudo
pode ser melhor compreendido a partir da anélise das principais componentes de movimento
(Principal Component Analysis - PCA) observadas em cada simulacdo (Fig. 4.13). Embora
as diferengas nos tempos de simulacao para os quais o método de PCA foi aplicado para cada

sistema (tempo de PCA para a conformacgao RXRrynX < RXRpun! < RXRC,yS)39 impli-

38 a elevada mobilidade do T-box nesta conformagio permite uma certa contracdo deste segmento, bem como sua
intera¢do com a face “inferior” da hélice A, sendo este movimento aparentemente favorecido pela libera¢do de
moléculas de dgua destas interfaces para o meio (vide Figs. 4.13-C e 4.17).

3 0 método de PCA , a partir da diagonalizacdo das matrizes de covariancia 3N X 3N para os dtomos das respectivas
cadeias principais (Cq, C, O e N) foi empregado para as simulacdes das duas estruturas de RMN a partir do
intervalo de simulacdo de 600 ps e para a configuragcdo oriunda da estrutura cristalogréfica a partir de 760 ps .
Estes tempos referem-se aos intervalos a partir dos quais o perfil de rmsd para cada respectiva simulacio sugere
um comportamento de mobilidade assimptética e/ou um padrdo de oscilagdo sobre uma média conformacional,
conforme verificado pelos graficos representados nas Figs. 4.11-A, C e E, bem como pela anélise dos respectivos
plots para a variacdo do rmsd em relacdo a estrutura média (ndo mostrado).
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que em diferengas nas respectivas amplitudes e freqiiéncias dos movimentos descritos pelos
autovetores passiveis de serem recuperados, as diferencas de tempo de PCA para cada sistema
foram, a priori, condizentes com as respectivas mobilidades sugeridas para cada conformagao
pela anélise dos perfis de rmsd e energia total Vs tempo (amplitudes dos movimentos para
a conformacao RXRryn XX < RXRrun! < RXRys € freqiiéncias na ordem inversa). Em
conjunto, conforme se verd na discussdo subsequente, as componentes tomadas para as trés
conformacgdes permitiram inferir quanto a liberdade e correlagdo de movimentos intramolecu-
lares para o mondmero nas conformag¢des comumente adotadas em solugdo e na conformagao

permissiva para a interagio com o DNA*0,

Para a conformacio RXRgzuyn!, 0 autovetor correspondente i principal componente de-
monstra que, apesar de seu relativo empacotamento inicial sobre o cerne hidrofébico formado
pela hélice A e pelo motivo 3-hairpin do primeiro dedo de zinco, a hélice C ainda apresenta uma
considerével liberdade de movimentos locais de extensdo, rotacdo e translacio*! (Fig. 4.13-A-
Componente 1). De fato, a principal componente para a trajetoria referente a esta configuragao
no equilibrio (aparente na simulagdo) é representada pelos movimentos da hélice C e do motivo
B-hairpin do primeiro dedo de zinco, variando o empacotamento destes dois motivos entre si
e com a hélice A, de forma a influenciar a conformacgdo e dinamica interna de todo o dominio
DBD (Fig. 4.13-A-Componente 1). Na conformacgado correspondente ao “méximo” desta com-
ponente o motivo 3-hairpin se encontra colapsado sobre as hélices A e C, encontrando-se assim

os t€s motivos em orientagcdes e/ou conformagdes ndo permissivas para sua correta associagao

40 E, também, importante frisar que a PCA para a trajetria referente ao conformero RXRgyy! trata-se de uma
andlise ainda fora do equilibrio (conforme indicado pelo perfil do grafico de energia potencial na Fig. 4.11-B).
Contudo, as interpretagdes meramente referentes aos acoplamentos mecanicos dos movimentos intramoleculares,
conforme explorado no texto abaixo, e o fato da estrutura original oriunda dos dados experimentais de RMN
sugerir ser este um microestado acessivel e com relativa densidade populacional no equilibrio, tornam esta uma
abordagem vélida.

A disposi¢do em espiral da estrutura da a-hélice e de suas interacdes de hidrogénio da cadeia principal, bem
como seu formato longilineo, promovem com que uma por¢ao significativa dos modos normais em solugdo para
segmentos com este tipo de estrutura secunddria se assemelhem aos movimentos de uma mola . Desta forma, os
acoplamentos entre movimentos vibracionais, rotacionais, translacionais e (dependendo da extensdo da hélice)
de movimentos de tor¢do do eixo principal, sio modos normais comumente observados. Estes acoplamentos
ocorrem sobretudo quando a hélice se posiciona em regides terminais, sendo conectada a um cerne globular (de
um dominio ou da proteina como um todo) através de um segmento com relativa mobilidade (como € o caso da
hélice C do DBD em solucdo). Em particular, o empacotamento parcial destes segmentos com consideravel ati-
vidade vibracional a regides hidrofébicas do cerne do dominio permite com que seus modos normais se acoplem
aos movimentos coletivos da estrutura como um todo, tendendo, no caso de dominios globulares relativamente
pequenos, a influenciar substancialmente nos movimentos globais .

4
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ao HRE. Nota-se que o empacotamento destes trés motivos (hélice A, B-hairpin e hélice C)
é acoplado a um movimento de rotacio destrégira e uma pequena contragio da hélice C 42,
que por sua vez, mediante o reposicionamento e estiramento do coil formado pelos residuos
G199-M201, entre esta e a hélice B, se correlaciona a um pequeno movimento de “elevacdo”
da dltima (de forma a se afastarem as cadeias principais das hélices B e A). Além disto, os
movimentos de aproximagao dos motivos 3-hairpin e hélice C e destes motivos a hélice A sdo
correlacionados a pequenos movimentos de estiramento e rotagdo da dltima, que por sua vez,
corroboram para o movimento previamente mencionado de elevacao da hélice B (empacotada
sobre a hélice A). Por sua vez, os movimentos das hélices A e B em conjunto corroboram para
um pequeno movimento de distor¢do do D-box (que sofre uma rotacao destrogira de aproxima-
damente 15 ° do loop), chegando o efeito desta rotacdo até o segmento formado pelos residuos
D180-C187%3, que por sua vez conecta o segundo dedo de zinco a hélice B (Fig. 4.13-A). A
rotacdo do segundo dedo de zinco, por sua vez, se correlaciona a uma mudanga na estrutura
secundaria do segmento D180-C187, que passa de uma conformacao préxima a de uma hélice
distorcida para uma estrutura mais desordenada **. Esta distor¢do de estrutura secundéria, por
sua vez, ¢ permissiva para a inclinacdo previamente mencionada para a hélice B (C-terminal
a este segmento) nesta componente principal, fechando-se assim o ciclo de acoplamentos na
dindmica interna do dominio. As duas préximas componentes principais (com alto-valores re-
lativos significativamente menores, indicando a prevaléncia considerdvel da componente 1 na
descricdo dos movimentos globais da molécula durante a trajetéria) descrevem pequenos mo-
vimentos de rotagdo e extensdo da hélice do T-box (sem a translacdo significativa da mesma
regido) sobre o espago entre 0 motivo 3-hairpin ¢ a hélice A (Fig. 4.13-A componentes 2 e 3).

Nota-se que mesmo estes movimentos em pequena escala parecem ser acoplados a movimentos

42 estes movimentos de rotagdo destrégira e contragio sio condizentes com o padrio de interagdes de hidrogénio (3
+ i —> i) para a cadeia principal, préprio de uma hélice 3¢ concordando com as estruturas resolvidas por RMN),
em detrimento do padrdo do tipo (4 + i — i) (mais expandido) de uma ¢-hélice comum.

43 Os residuos K181-N185 neste mesmo segmento interagem com o backbone do DNA e com o parceiro na posicio
3’ em diversos complexos de homo e heterodimeros, além de terem sua conformacgdo e dinamica fortemente
influenciadas pela associacdo de um tinico mondmero ao meio-sitio, conforme verificado por estudos de RMN
na literatura e previamente mencionado

44 Esta mudanca é exatamente condizente com a mudanca sugerida para este segmento pelos estudos de RMN
durante a passagem da conformagdo do DBD associada ao DNA para as conformagdes comumente adotadas em
solucao
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vibracionais no D-box.

Componente 1 Componente 2 Componente 3

Figura 4.13 — Analise de componentes principais para as trajetérias do mondmero de hRXRa-DBD em
solucdo a partir de diferentes configuracdes iniciais

Para a conformagao RXRRMNXX

, 0 significativo maior empacotamento da hélice C sobre
o cerne hidrofébico formado pela hélice A e pelo motivo B-hairpin promove com que 0s au-
tovetores relacionados as principais componentes para esta configuragdo sejam associados a
movimentos vibracionais de maior frequéncia para a mesma hélice C (com menor grau de li-
berdade translacional e rotacional), semelhantes a vibracdo de uma mola fixa em uma de suas
extremidades (Fig. 4.13-B)*. A considerdvel maior rigidez desta configuracio relacionada

aos conformeros RXRgyn! € RXR.ys € novamente evidente nas diferengas de representativi-

dade para os autovalores das diferentes componentes (conforme se nota pela fracdo destes em

45 No trabalho de Holmbeck et al (a) , decréscimos nos deslocamentos quimicos do BCy a partir da G206 atestam
quanto a flexibilidade da por¢ao C-terminal da hélice C em solugdo, de uma forma condizente com as compo-
nentes observadas para os dois conformeros RXRgysy (sobretudo para o RXRzuyn**) no presente estudo.
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relacdo a soma total dos autovalores para os movimentos da molécula, assinalados para cada
componente na Fig. 4.13). Enquanto que para os conférmeros de menor empacotamento os
movimentos relacionados as respectivas primeiras componentes apresentam uma contribui¢ao
cerca de quatro vezes maior que os da segunda para 0 movimento total da molécula, denotando
uma considerdvel maior contribui¢do dos movimentos mais abrangentes (envolvendo mudangas

conformacionais globais na estrutura); para a conformagio RXRgyn X

a maior representati-
vidade ¢ atribuida quase que igualmente para a primeira e a segunda componentes (com um
acréscimo de apenas 7 % na representatividade total para a componente 1), indicando uma
maior distribui¢do dos movimentos da molécula em modos normais de maior freqii€ncia e
baixa amplitude. Em particular, o movimento vibracional referente a componenente 1 se re-
laciona a uma maior extensao da hélice C, Proporcionando uma consideravel distor¢cdo de sua
estrutura secundaria (Fig. 4.13-B-Componente 1). Este movimento vibracional, com a conse-
quente perturbacao de um nimero substancial de interagdes de hidrogénio da cadeia principal
e de contatos das cadeias laterais envolvidas na manuten¢ao da hélice e de seu empacotamento,
responde por uma fragdo consideravel da energia potencial ininterruptamente absorvida durante
os 1050 ps desta simulagdo (Fig. 4.11-B), bem como por sua evidente anti-correlacdo com a
energia de hidratacdo (a expansao da hélice e seu consequente desempacotamento sobre o cerne
hidrofobico aumenta a exposicdo destas regides ao solvente). Nota-se também que estes movi-
mentos vibracionais da hélice C sdo novamente acoplados a vibracdo da molécula como um todo
(devido ao mesmo acentuado empacotamento hidrofébico desta hélice ao cerne do dominio),
sendo particularmente interessante a correlacio dos movimentos de expansao da hélice C e do

D-box na face oposta do DBD que, como ja extensamente mencionado ao longo desta secdo, €

envolvido em contatos com o mondmero 3’ nos complexos cristalograficos.

A comparagio das componentes principais para o conformero RXR gpsn X

com as da conformagado
RXRys (Fig. 4.13-B e C), sugere que a configura¢do desnaturada do T-box nos complexos cris-
talograficos com o DNA pode se originar a partir de um movimento vibracional de expansao

decorrente dos modos normais naturalmente exibidos pelo dominio em solucdo (semelhante

ao movimento caracteristico para a componente 1 do conféormero RXRgyn*X), sendo esta ex-
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pansdo superestimulada pelo ambiente quimico do complexo até a completa desnaturagcdao da
hélice (Figs. 4.13-B e C -Componentes 1). Nos complexos cristalograficos com o DR1, esta
configuracao desnaturada € estabilizada pelos contatos da mesma com o sulco menor, sendo
de particular relevancia as interacdes dos residuos Q206 e R209 (cujas cadeias laterais se en-
contram voltadas para a face oposta na estrutura em hélice (vide Fig. 4.16) e cujas cadeias
principais sao assinaladas nas ilustragdes para as diferentes componentes na Fig. 4.13-C) e por
contatos com o parceiro 5’ ()*6. A desnaturacdo do T-box, conforme indicado pelas compo-
nentes principais na Fig. 4.13-C, proporciona um considerdvel desacoplamento entre os mo-
vimentos vibracionais e translacionais desta regido e a dinamica interna do cerne do dominio.
De fato, na projecdo do autovetor correspondente a componente principal para a simulacdo do
mondmero RXR s (Fig. 4.13-C-Componente 1), todo o cerne do DBD rotaciona em conjunto,
variando sua posicdo global (aproximando o seu centro de massa) em relagdo ao T-box (de-
vido a um movimento de translacdo deste coil C-terminal que tende a se aproximar da face
“inferior” da hélice A) ndo sendo observadas mudangas significativas nas distancias internas
para as diferentes regidoes do cerne globular do dominio em circunstincia deste movimento. A
componente 2, com significativa menor amplitude, € representada por movimentos translaci-
onais do T-box e vibracdes pouco pronunciadas nas duas outras extremidades estruturais do
dominio - os loops nos respectivos “topos” dos dois dedos de zinco - enquanto que a com-
ponente 3 (com autovalor uma ordem de grandeza menor) € referente a oscilagao do T-box
sem movimentos significativos sob qualquer grau de liberdade interno (translacional, rotacio-
nal ou vibracional) para o cerne globular do DBD. O perfil das componentes principais na Fig.
4.13 indica que, com o desacoplamento da dindmica interna do DBD dos movimentos osci-
latérios do T-box (uma aparente conseqiiéncia da desnaturacio deste ultimo) o cerne globular
do dominio adota uma configuracdo relativamente mais rigida (sem a presenca significativa de

movimentos internos em suas componentes). Este padrao € confirmado a partir da anélise dos

46 Os trabalhos de RMN previamente citados e as duas estruturas cristalogréficas contendo os DBDs de hRXRa
na posi¢do 5’ (sem contato do T-box com o parceiro de dimerizacdo) e contendo esta regidao também visivel-
mente desnaturada e interagindo com o sulco menor (estrutura do homodimero de hRXRa-DBD em DR1 ), ou
nao sendo resolvivel devido a baixa densidade eletronica (indicando alta mobilidade) (estrutura do heterodimero
hTRB/hRXRa-DBDs em DR4 ), sugerem que a interagdo do DBD com o meio-sitio é suficiente para indu-
zir a uma configura¢do desnaturada do T-box, sendo, portanto, os contatos com o sulco menor aparentemente
determinantes para a estabilizagdo desta conformagao (Vide texto abaixo e segdes ).
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respectivos perfis de progressdao do rmsd em relacdo as configuragdes iniciais, considerando-se
o DBD apenas até a regido prévia ao segmento C-terminal que sofre desnaturagcao na formacgao
do complexo (i.e., considerando-se apenas o cerne globular do DBD - residuos K132-A204)
(Fig. 4.14)*’. Nota-se que, enquanto os perfis de rmsd referentes a estrutura da molecula como
um todo (Figs. 4.11A, C e E) indicam uma acentuada maior mobilidade para o dominio na
configuragdo RXR,ys (devido a oscilagdo com alta amplitude do T-box, mais livre conformaci-
onalmente nesta configuracdo), o cerne globular do DBD nesta mesma configuracdo apresenta
um perfil significativamente mais estavel para o rmsd ao longo da simulacdo que os respecti-
vos perfis apresentados para os confOormeros oriundos das estruturas de RMN, representativas
do ensemble conformacional comumente adotado em solucao (Fig. 4.14)(i.e., o rmsd para o
cerne globular do conformero RXR¢,ys se estabiliza sob um menor valor médio em relagdo a
conformacao inicial e oscila com menor amplitude sobre este valor médio). Além disto, os per-
fis de progressao do rmsd para o cerne globular das estruturas de RMN sao significativamente
similares (tanto nos valores alcan¢ados quanto nos padrdes de oscilagdo) aos perfis para a estru-
tura como um todo - inclusive com respectivas correlacdes lineares se aproximando da fungdo
identidade (vide Fig. 4.14-inlets) - enquanto que os mesmos perfis para o conformero RXRy
claramente ndo o sdo. Este padrdao vem novamente confirmar que, enquanto nas conformagdes
adotadas em solugdo o T-box (na configuracao em hélice 31g) e o cerne do DBD apresentam
padrdes internos de oscilagdo concertados, com um significativo acoplamento dos modos de
rotacdo, extensdo e (em menor escala) translacdo da hélice C-terminal com a dindmica interna
do dominio como um todo; para a conformacao de interacao ao DNA, a desnaturacdo local do
T-box desacopla consideravelmente as dinamicas destas duas regides, que passam a se Compor-
tar como dois corpos conectados um ao outro, porém com movimentos internos independentes.
Desta forma, os movimentos de alta amplitude para 0 RXR,; descritos nos graficos de rmsd

e energia potencial na Fig. 4.11-E e F s@o decorrentes, principalmente, de movimentos dos

47 Nos célculos de progressio dos rmsds, o alinhamento prévio em relagio a estrutura de referéncia (configuracio
inicial) foi sempre realizado considerando-se apenas as regides para cujos dtomos pesados as respectivas pro-
gressdes foram calculadas; i.e., no cédlculo da progressdo do rmsd de todos os dtomos pesados da molécula, o
alinhamento foi realizado considerando-se igualmente todos estes dtomos pesados, enquanto que para a pro-
gressao referente apenas aos atomos dos residuos K132-A204, somente estes mesmos atomos foram previamente
alinhados.



140

respectivos centros de massa do T-box e do cerne globular do dominio DBD (este, por sua vez,

com uma menor mobilidade interna nesta conformacao), um em relacao ao outro.
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Figura 4.14 — Distincdes para a mobilidade do cerne globular do dominio DBD do mondmero de
hRXRo-DBD em solugdo a partir de diferentes configuragdes iniciais.

A natureza das diferencas no acoplamento dindmico-conformacional entre o empacota-
mento da hélice C e o restante do dominio nas conformacdes comumente adotadas em solugdo
e na conformacao de associagdo ao DNA, conforme evidente pelas PCAs para as trés trajetorias
para diferentes conférmeros do hRXRa-DBD aqui analisadas, pode ser melhor compreendida
com uma andlise mais refinada das estruturas correspondentes a instantdneos destas trajetorias
com diferentes valores de projecdo sobre as componentes principais (Figs. 4.15, 4.16 e 4.17).

Na trajetoria para o conformero RXRzun', as conformagdes do dominio com maiores valores
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de projecdo positiva para a componente 1 demonstram que com a rotacao da hélice C no sentido
destrégiro, acoplada também a um movimento de translagao e de contragdo da mesma, o residuo
M?200 aumenta o seu grau de empacotamento sobre a cavidade hidrofobica formada por residuos
do primeiro dedo de zinco (sobretudo residuos do motivo B-hairpin, como a V149) e da hélice
A. Também ocorre, com este movimento, uma aproximagao dos dtomos N da cadeia principal
da K201, na hélice C, e O da cadeia principal da Y147, na estremidade da f3-hairpin, bem como
das cadeias laterais desta mesma Y147 e da A204 (também na hélice C). Esta interagdo “se-
questra” a cadeia lateral da Y147, promovendo também seu maior empacotamento hidrofébico
com residuos da hélice A (em particular, com a F159), "fechando” desta forma a cavidade
entre os trés motivos estruturais (B-hairpin, hélice A e hélice C) e acentuando o empacota-
mento da M200 entre estes trés motivos. Esta “captura” da Y147 parece ser de fundamental
importancia na penalidade energética para a interagdo com o DNA (na auséncia de um par-
ceiro de dimerizagdo especifico), visto que enquanto nas estruturas resolvidas por RMN para o
mondmero em solugdo este residuo se apresenta associado ao cerne hidrofébico do dominio (de
forma andloga a observada nos instantdneos com maior proje¢ao positiva para a componente 1
nesta simulacao), nas diversas estruturas cristalograficas tanto do hRXR quanto de DBDs de ou-
tros NRs, o mesmo residuo (ou seu homdélogo) se encontra “liberado” deste cerne e interagindo
diretamente, ou mediado por contatos com moléculas intermedidrias de 4gua, com o backbone
do DNA (adotando uma orientacao similar a vislumbrada nos instantdneos com maior projecao
negativa para a mesma componente 1). De fato, os contatos hidrofébicos envolvidos nesta rede
de interacdes respondem por uma fragc@o considerdvel da correlacao entre a estabilizagc@o do sis-
tema no equilibrio e a liberacdo de moléculas de d4gua da interface de interagdo com a proteina
para o seio da solucéo (Figs. 4.11-B e 4.12-C). O empacotamento da hélice C entre a 3-hairpin
e a porcdo N-terminal da hélice A proporciona uma superficie relativamente mais estavel para
a interacdo entre esta face N-terminal do dominio com a por¢do C-terminal do segundo dedo
de zinco e o segmento posterior, D180-C187, entre este segundo dedo de zinco e a hélice B
(Fig. 4.15-A). Em contrapartida, na face oposta da hélice C, a extremidade da cadeia lateral
da R202 (cuja porcao alifatica mediana também faz contatos de Van der Walls com os grupos

volumosos da regido C-terminal da hélice A) forma uma ponte salina com o residuo D166, o
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primeiro residuo do lever arm, C-terminal a hélice A. Este contato (que também € constatado
nos experimentos de RMN) aumenta o acoplamento entre os movimentos do lever arm e os
da hélice C na componente 1, bem como o acoplamento deste mesmo loop com toda a face
N-terminal do dominio nas conformagdes em que a hélice C se encontra mais empacotada. E
interessante notar que o duplo mutante K201T,R200A (com modificagdes nos dois residuos
basicos, um em cada face da hélice C, envolvidos em contatos que colaboram para o empaco-
tamento simultdneo da hélice C ao motivo B-hairpin do primeiro dedo de zinco e a hélice A)
se liga ao DNA como dimero, mas com reduzida afinidade, indicando que as interagdes envol-
vendo estes dois residuos t€m participacao fundamental na interagdo ao HRE . Visto que em
nenhuma das estruturas cristalograficas sao observados contatos entre estes residuos e o DNA
ou a0 DBD do mondmero 5°, ambos se encontrando em orientagdes médias similares as re-
solvidas em solu¢@o nos experimentos de RMN e condizentes com 0os movimentos principais
observados nas simulagdes deste estudo, pode-se inferir que o papel destes dois residuos no
empacotamento e consequente acoplamento dindmico entre a por¢cao N-terminal da hélice C
(que nao € desnaturada na interacdo ao DNA) e o cerne globular do DBD representa um fator

funcional na formacio dos complexos RXR-DBD:DNA 8.,

Conforme previamente analisado através da PCA para a trajetéria do conformero RXR gasn X

(Fig. 4.13-B), o acentuado empacotamento da hélice C nesta configuracdo reduz drasticamente
sua liberdade translacional, o que faz com que a energia cinética proveniente da termalizacdo
seja utilizada por este segmento quase que exclusivamente para movimentos de extensao acopla-
dos a sua rotacio*®. Comparando-se, na simulacio referente a esta conformagio, a estrutura a 0
ps com o instantdneo a 600 ps, que por sua vez apresenta o0 maximo de projecdo positiva sobre
a componente 1 (Fig. 4.16), observa-se que a extensdo do T-box provoca a rotagao dos residuos
Q206 e R209 na direc@o de suas respectivas posi¢des na conformag¢io do RXR,. Contudo, a

conformagdo em hélice ndo permite o posicionamento destes residuos na configuracao final do

48 a contribuicdo destes (e de outros) residuos na estabilizacdo do complexo ao DNA serd melhor discutida nas

subsec¢des referentes as simulacdes destes complexos .

49 Em concordancia com a proximidade dos autovalores, as projecdes da trajetéria sobre os autovetores relativos as
trés componentes demonstram a representatividade aproximadamente igual para os diferente modos vibracionais
de alta freqiiéncia recuperados pela PCA na descrigio dos movimentos do conformero RXRgyy** durante os
1050 ps de simulagdo
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Figura 4.15 — Projecdes dos autovetores recuperados na andlise de componentes principais para a tra-
jetérias do mondmero de hRXRo-DBD em solugdo a partir da configuragdo inicial
RXRgun'.

complexo. Além disto, nas conformac¢des mais contraidas da hélice C as cadeias laterais destes
dois residuos fazem contatos de vdw, tanto entre si, quanto com residuos da por¢ao N-terminal
desta mesma hélice e com residuos da hélice A, de forma a que o total afastamento destes gru-
pos volumosos confere um acréscimo na penalidade energética para a rotacdo deste segmento.
Desta forma, ndo sdo simultaneamente permissiveis o correto posicionamento para a interagao
do T-box com o sulco menor do DNA, a configuragao em hélice para o T-box como um todo e
a manuten¢do do empacotamento hidrofobico da por¢dao N-terminal da hélice C com o cerne do
DBD (altamente favoravel, conforme a comparagdo da progressao da energia total com a ener-
gia de hidratacdo da molécula nas diferentes simulacdes). No que concerne ao acoplamento
vibracional desta regido com o restante do dominio, nota-se que o movimento de extensdo da
hélice C no conférmero RXR gy <X provoca rotagdes nos angulos ¢ e y da cadeia principal,
que terminam por afastar as cadeias laterais dos residuos K201 e R202 de seus respectivos con-
tatos com o motivo f3-hairpin e com a hélice A. Em particular, a ponte salina entre as cadeias
laterais da R202 e do D166 é rompida neste movimento, diminuindo a conectividade entre a
hélice C e o N-terminal do lever arm . E também notdrio, nos instantdneos representados na

Fig. 4.16, que com a extensdo da hélice C a cadeia lateral da M200 (na figura, representada
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em amarelo) - altamente empacotada sobre o cerne hidrofébico formado principalmente por
residuos volumosos do motivo fB-hairpin, da hélice A e pela cadeia lateral da A195 na hélice
B - se inclina sobre este mesmo cerne hidrofébico, alterando uma rede de empacotamentos em
direcdo ao C-terminal da hélice A, envolvendo principalmente residuos aromaticos: os residuos
F158 e 159 (na hélice A), que por sua vez contribuem para o empacotamento da Y192 (loca-
lizada na hélice B e voltada para a hélice A) e chegando este efeito até o lever arm, através
da Y169 (seta na Fig. 4.16-A-600 ps) que faz intera¢cdes de hidrogénio com o grupo hidro-
xila da cadeia lateral da T162 (cuja por¢ao alifitica também faz contatos de vdw com a Y192)
bem como contatos de vdw ocasionais com a F158 e Y192. Este "efeito domind”, juntamente
com movimentos relativamente pequenos de extensdo e rotagdo da hélice A (em contato com a
hélice C (sob expansao) e sem a restricdo da ponte salina entre as cadeias laterais dos residuos
R202 e D166, que € perdida com a extensdo e rotacdo da mesma hélice C), acopla a extensdao
do T-box a do D-box, culminando com a perda dos contatos de vdw entre as cadeias laterais
da K175 no “topo” do loop do segundo dedo de zinco e da C190 (a quarta cisteina na direcdo
N—C-terminal do segundo dedo de zinco), localizada na hélice B. O acoplamento entre os ci-
clos de extensdo e contracdo da hélice C com o afastamento e aproximacdo da K175 a C190
€ notdrio nos instantdneos com diferentes projecdes sobre a componente 1 para o conférmero
RXRzyn*X na Fig. 4.16. Conforme sera visto na subsecdo , os estudos de MD para o com-
plexo do homodimero de hRXRa-DBD em DR1 apresentados neste trabalho de doutoramento
sugerem que o estabelecimento da dobra na cadeia principal no “topo” do D-box decorrente da
interacao entre as cadeias laterais destes dois residuos € importante para a acomodagao estere-
oquimica do T-box do mondmero 3’, proporcionando um maior empacotamento € comunicagao
da dinamica conformacional dos dois sitios, além de poder ter implicacdes quanto as restri¢des

impostas pela dimerizagao dos DBDs para a dimerizagao dos respectivos LBDs.

Ja para a trajetéria do conférmero oriundo do complexo cristalografico (RXR,ys), 0s ins-
tantaneos com diferentes valores de projecdo sobre as componentes principais (Fig. 4.17) mos-
tram que, com a desnaturacdo da porcao C-terminal da hélice C, os movimentos oscilatérios do

T-box deixam de ser acoplados a rotacdo da porcao N-terminal desta mesma hélice (onde ocor-
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Figura 4.16 — Proje¢cdes das componentes principais para a trajetéria do monomero DBD na
conformacdo RXR gyn*X.

rem os maiores empacotamentos sobre o cerne hidrofébico do dominio) e, por conseguinte,
ndo apresentam mais a significativa influéncia sobre a dinamica interna do DBD observada
para os conféormeros nativos (RXRgyn! € XX). Desta forma, o novo coil formado na extensio
C-terminal do DBD (posterior a A204) e continuo ao dominio D (a hinge, igualmente desor-
denada), pode dissipar sua energia térmica oscilando livremente, sem implicacdes quanto ao
empacotamente e a mobilidade do cerne globular do dominio. Em particular, nota-se que o
D-box, livre da influéncia vibracional da hélice C, se mantem em uma conformag¢do mais “alar-
gada”, permissiva para sua interacao simultdnea com o sulco menor e (no caso do mondmero 5’)
com o parceiro de dimerizacdo. Nota-se também que a K175, na auséncia dos movimentos de
extensao e contracdao do D-box (devido a auséncia dos movimentos de rotagcao da triade M200,
K201 e R202, que permanecem no passo de hélice remanescente, mantendo seus respectivos
contatos originais, agora mais estdveis), permanece proxima a C190 ao longo de toda a tra-
jetodria e, durante sua maior parte, empacotada sobre este residuo. De forma andloga, também
nao € mais observado o acoplamento entre os movimentos do T-box e o “abrir e fechar” dos
contatos entre o primeiro e o segundo dedos de zinco aparente na primeira componente para o

conformero RXR gy =X.
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Figura 4.17 — Projecées das componentes principais para a trajetéria do monomero DBD na
conformagdo RXR ;.

Esta ordenacdo do D-box na conformacio de associagdo ao DNA € condizente com o0s
dados experimentais prévios da literatura. Nos estudos de RMN de Holmbeck et al(a) a ndo
observacdo dos NOEs relativos aos prétons da cadeia lateral, bem como o padrao das re-
sonancias para o H' e para o N'> do grupo amida na cadeia principal da K175 significati-
vamente mais fracas que as esperadas segundo as conformacdes observadas nos complexos
cristalograficos, sugere que este residuo de lisina sofre flutuagdes conformacionais no DBD em
solucdo que parecem ndo se apresentarem nas conformacdes adotadas na interacdo ao DNA (o
que também € constatado na simulagdes aqui apresentadas). Ja os estudos posteriores de Til-
borg et al mostram que a interagdo de um tinico mondmero ao meio sitio promove um acentuado
decréscimo nas taxas de relaxagdo transversa para o N> da cadeia principal e um significativo
aumento nos parametros de ordem de Lipari-Szabo (S?) para os residuos D173-K175 no D-box,
sugerindo que a interacdo ao DNA (sem a nescessidade do parceiro de dimerizacdo) provoca um
aumento na ordenacdo deste segmento, consideravelmente distante da interface proteina:DNA,
com um decréscimo substancial de sua mobilidade (de forma condizente ao que é observado
nos estudos de MD aqui apresentados como simples consequéncia da desnaturacdo do T-box).

Como previamente mencionado, neste mesmo estudo, bem como no anterior de Holmbeck et
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al(b) foi também constatado que, com a interacao de um tinico mondémero DBD ao meio-sitio, o
T-box sofre uma mudanca conformacional condizente com a desnaturacao local deste segmento
observada nas diferentes estruturas de homo e heterodimeros de hRXRo associados ao DNA
(adotando a conformagio em coil exibida pelo conféormero RXR,ys). Também foi observada
uma maior ordenagdo para o segmento 181-187 (entre o segundo dedo de zinco e a hélice B) e
uma mudanca da inclinagdo do motivo 3-hairpin (ambas regides que se contactam ao backbone
do sulco maior em faces opostas), bem como um decréscimo na dindmica do DBD em linhas ge-
rais . O presente estudo sugere que as mudangas conformacionais e decréscimos na dinamica do
cerne do DBD previamente documentadas para a interacdo de um tnico mondmero a seqiiéncia
do meio sitio (envolvendo mudangas em regides distantes da interface proteina:DNA) ocorrem
como conseqiiéncia direta da desnaturacio do T-box seguida da perda do acoplamento dindmico
interno entre estas duas regides. Os resultados indicam que o empacotamento hidrofébico do
T-box ao cerne do DBD nao contribui apenas para a estabilizacdo da estrutura secundaria da
hélice 31¢ nesta regido na conformacdo comumente adotada em solu¢do, mas também propor-
ciona um alto grau de correlagdo na dinamica dos diferentes motivos internos do dominio (ao
menos na faixa entre ps e ns), acoplando inclusive, em seus movimentos coletivos, regides de
interagdo ao DNA e regides fisicamente distantes e envolvidas na interface de dimerizacdo.
Além da ndo disponibilizagido da hélice A e do motivo B-hairpin (ambos envolvidos no empa-
cotamento do T-box na conformagdo em hélice) para seu correto posicionamento na associagao
ao meio-sitio; a mobilidade aferida pelo acoplamento dinamico ao cerne globular do DBD in-
duz a movimentos nao permissivos para a correta associagao deste dominio ao DNA (como a
maior mobilidade do segmento 181-187 e do préprio motivo B-hairpin) e para a formagdo da
interface de dimerizacao entre os dois DBDs na interagdo com o elemento responsivo (como a
maior mobilidade para o D-box, envolvido na interface de dimerizacdo com o mondmero 3,
na conformacao nativa). Desta forma, mais do que apenas permitir os contatos deste segmento
com o sulco menor e (nas repeticdes diretas com espacamento entre 1 e 2 pb) com o parceiro
5’, a desnaturagao do T-box na formagao do complexo com o DNA parece ter um papel crucial
ao permitir que o cerne globular do DBD alcance a estabilizacdo conformacional e dinamica

nescessdrias para a correta associacao ao meio-sitio e ao parceiro de dimerizagao.
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Em particular, o acoplamento dindmico entre o T-box e o segmento 181-187 observado nas
simulacdes deste estudo é condizente com o aparente alto acoplamento evolutivo entre estas
duas regides segundo o estudo recentemente publicado por Willis e Griffin . Neste trabalho,
foi utilizado o algoritimo de informagdao mutua mutual information - MI de forma a identificar
regides com alto grau de co-evolugdo ao longo de toda a seqii€éncia do receptor em um ali-
nhamento para uma base de dados de 2094 seqiiéncias, apresentando representantes de todas
as espécies para as quais a “assinatura molecular” dos receptores nucleares (constituida de 20
posicdes chaves) € identificada. Surpreendentemente, dos trés residuos identificados por esta
técnica com o mais alto padrdo de acoplamento evolutivo para toda a seqii€éncia e dentre todas
as subfamilias, dois se encontram na regido globular do DBD e justamente sobre este segmento
-residuos 139 e 144 na janela de alinhamento multiseqii€éncias (Multiple Sequence Alignment
- MSA), correspondendo aos residuos R182 e Q183 no DBD de hRXRo - € o terceiro se en-
contra no T-box - residuo 195 no MSA, correspondendo ao residuo E207 em hRXRa-DBD.
Na estrutura cristalografica do heterodimero completo de hPPARY:hRXRa em DRI, os trés
residuos homologos desta classificacao para cada um dos dois receptores estdo tanto envolvidos
na interface de dimerizacdo (os MSA 139 e 144 de hPPARY e o MSA 195 de hRXR ), quanto
interagindo com a seqiiéncia 5’ flanqueadora obrigatéria em elementos consenso do hPPARYy
(PPRE) (0 MSA 195 do hPPARY (F182)). Conforme se verd nas subsecdes , os resultados
de MD para o homodimero de hRXRa associado a diferentes HREs sugerem que estes trés
residuos apresentam papel chave no estabelecimento de uma interface de dimerizacdo no com-
plexo em DR1 condizente com a estabiliza¢do da principal componente vibracional do DNA, fa-
cilitando desta forma a associa¢do individual de cada mondmero com seu respectivo meio-sitio.
Desta forma, o acentuado acoplamento destas duas regides com aparentes participagdes cruciais
para o mecanismo de associacdo do hRXRa a seu elemento responsivo (e cuja importancia e
colaboratividade de fungdo €, ao que indicam andlises recentes, altamente conservada dentre
diferentes NRs) e sua “liberacao” mitua na conformacgao de associacdo ao DNA sugerem fazer
parte de um mecanismo ‘“chave e fechadura” para a interacdo com o HRE e parceiro corretos

(vide abaixo).
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A simultanea maior liberdade conformacional inter-motivos e desacoplamento dos modos
normais internos do cerne do DBD em relacdo aos movimentos do T-box na conformagao
de interacdo ao DNA apresenta vantagens Obvias no que concerne a possiveis caminhos de
formacdo dos complexos: além dos diferentes motivos estruturais do DBD nesta conformacao
apresentarem a independéncia conformacional e dindmica desejavel para se ajustarem a seus
respectivos sitios de interacao na formagao dos complexos com diferentes parceiros e/ou dife-
rentes HREs (O cerne globular do dominio apresentando o nescessario menor padrio vibracio-
nal para melhor estabilizar a cavidade do sulco maior, onde se encontra a seqiiéncia responsiva
(com a possibilidade para o D-box no segundo dedo de zinco de se ajustar também a interface
de dimerizacdo com o parceiro 3°) e o T-box com a plasticidade e independéncia em relacio ao
restante do dominio necessdrias para se ajustar ao sulco menor e/ou a interface de dimerizagao
com o parceiro na posi¢do 5’), o desacoplamento vibracional entre os dois motivos torna-os,
também, individualmente mais sucetiveis as influéncias conformacionais e/ou dindmicas decor-
rentes da interacdo com os diferentes sitios do DNA, diferentes parceiros de dimerizacdo, ou
mesmo diferentes proteinas reguladoras (e reciprocamente, ambos os motivos podem influen-
ciar de forma independente estes diferentes sitios, parceiros e/ou reguladores). Desta forma,
pode ser conferida uma maior maleabilidade para as nescessdrias mudancas configuracionais
para a formagio de diferentes complexos®’. Assim, o desacoplamento dinimico e conformaci-
onal constatado nos estudos de MD aqui apresentados entre o T-box e o cerne globular do DBD
na conformacao induzida pelo DNA pode ser um fator determinante para a conhecida promis-
cuidade do RXR para a interacdo com diferentes HREs na presenca de diferentes parceiros de
dimerizacdo. Uma outra vantagem aparente € que, conquanto a desnaturagdo do T-box promova
o seu desacoplamento da dindmica interna do DBD, a componente principal ilustrada na Fig.
(4.13-C-Componente 1) indica uma maior correlagdo entre as orientacdes do T-box e do centro
de massas de todo o cerne globular do dominio. Assim sendo, uma vez que a por¢cao mediana do

DBD seja mecanicamente estabilizada (o que acontece com a alocagdo do segmento Q206-R209

0 Nas se¢des serd mostrado que, na formagio do complexo especifico, um novo acoplamento
dindmico/conformacional em escala significativamente maior ocorre, envolvendo as diferentes regides dos
dois dominios e os dois meios-sitios do DNA, da extremidade 5’ a 3° do complexo (um acoplamento intermole-
cular). Também sera mostrado como os resultados sugerem poder este acoplamento chegar, inclusive, a interface

de dimerizacdo dos LBDs.
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- cujos residuos em sua extremidade sdo assinalados em vermelho nas Figs. 4.13-C,4.16 e 4.17
- no sulco menor) sua extremidade C-terminal pode ser utilizada como uma “alavanca molecu-
lar”, cuja orientagdo - ditada pela interagdo com o parceiro 5’ e pelos movimentos vibracionais
do DNA) € correlacionada ao correto posicionamento do cerne do dominio sobre o meio-sitio
3’ (vide subsecdes ). A nescessidade da desestruturacdo do T-box para que a interacao estavel
do cerne globular a0 meio-sitio ocorra se apresenta como uma primeira etapa no mecanismo
“chave/fechadura” para a interacao especifica do RXR ao parceiro e HRE corretos, visto que,
dado o custo energético substancial para a manutenc¢io desta conformacao desestruturada em
solucdo (devido aos efeitos hidrofobicos ilustrados na Fig. 4.12) € esperado que ela apenas se
mantenha estdvel no ambiente quimico provido pelos parceiros adequados. Assim, os resul-
tados apresentados nesta subsecdo sdo os primeiros deste trabalho a indicar que este mesmo
mecanismo ‘“chave fechadura” para a interacio do RXR-DBD dimérico ao elemento responsivo
no DNA envolve uma energética substancialmente maior que a inferida pela esparsa interface

de dimerizacao entre os dominios nas estruturas cristalogréficas.

Na préxima subsecdo, as propriedades dinamicas e conformacionais da outra unidade do
complexo - a seqili€éncias de oligonucleotideo contendo o elemento responsivo - serdo analisadas
de forma a se inferir quanto aos tipos de penalidade energética impostas por este elemento para
a associacdo do DBD. Em sequida, a natureza da necessidade do parceiro de dimerizacao sera
inferida a partir da anélise de simulagdes de MD para modelos de mondmeros interagindo com
cada um dos dois meio sitios (construidos a partir de estruturas cristalograficas existentes para
complexos diméricos (Vide Secdo )). Finalmente, apds esta primeira etapa de andlise para as
componentes do sistema, serdo apresentados os resultados de modelagem estrutural e dindmica

molecular referentes aos complexos do dimero associado a diferentes elementos responsivos.
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4.2.3 Conhecendo as componentes do sistema (II) - Mobilidade intrinseca,
blindagem eletrostatica por ions e natureza dos modos normais das
sequéncias de HREs conferem penalidades adicionais para a interacao
do DBD

Na secao foi realizada uma pequena revisao a respeito das propriedades fisico-quimicas
do DNA em solugdo e de seu impacto quanto a formacao de complexos proteina-DNA. Como
visto, duas caracteristicas fundamentais do DNA conferem penalidades energéticas a associagao
de fatores de transcricdo a seqiiéncias responsivas: sua considerdvel mobilidade em solugao -
que adiciona um peso entropico conformacional na formacdo de complexos proteina:DNA, a
priori, com menor liberdade conformacional - e sua natureza polieletrélica -tendendo a acu-
mular uma camada bem localizada de ions e moléculas de 4gua em suas imediac¢des (formando
uma barreira de ativacao a ser vencida para a associacao da proteina) . Além disto, o contexto da
seqiiéncia de pares de bases implica em eventuais dire¢des preferenciais de movimento (flexdes
e tor¢des anisotropicas e compressoes preferencialmente sobre determinadas regides) e, eventu-
almente, em conformacdes médias em solu¢do com diferentes comprimentos de persisténcia da
cadeia (embora este ultimo efeito seja mais notério para seqiiéncias contendo acima de 140 pb
- 0 comprimento de persisténcia médio (em unidades de pares de base) para uma molécula de
DNA em solug¢do). Isto ocorre devido as divergéncias quanto a estabilidade do empacotamento
hidrofébico para diferentes passos de base (vide Tab.) . Os trés tipos principais de simetria de
movimentos ao longo de uma cadeia de DNA (flexao, tor¢ao e compressao), bem como as even-
tuais direcOes preferencias destes movimentos e/ou conformagdes mais favorecidas, impoem
também uma relativa limitagdo quanto a natureza das mudangas conformacionais passiveis de
serem induzidas a uma dada seqiiéncia pela associacao do complexo protéico. Finalmente, estas
caracteristicas tendem a ser interdependentes, visto existir um consideravel nimeros de estudos
(computacionais e experimentais) demonstrando a correlacdo entre a mobilidade e mesmo entre
conformacoes preferencias para uma dada seqiiéncia de DNA com sua interag@o aos eletrélitos

em solugdo com especial atengdo para o papel do fon Mg?*

De particular relevancia para a restricao da interagdo de proteinas que se ligam na forma
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dimérica ao DNA (como € o caso dos complexos formados pela maioria dos receptores nucle-
ares membros do subgrupo dos ndo esterdides e, em particular, do hRXRa e seus parceiros )
€ a simetria do complexo formado comparado a simetria dos modos normais dos movimentos
coletivos da seqiiéncia responsiva. Como previamente mencionado na se¢do , a quebra de si-
metria de vibracdo para os movimentos coletivos de uma molécula longa (como uma cadeia de
desoxi-oligonucleotideo), com a consequente substitui¢cdo de modos globais por modos locais
de maior freqiiéncia, confere uma penalidade energética adicional para a formacdo de com-
plexos macromoleculares . Em contrapartida, a disponibilizacdo de novos modos globais de
baixa freqii€ncia, envolvendo movimentos coletivos do sistema como um todo, acrescentam um
défice adicional na energia livre de formacdo do complexo (visto que estes movimentos ten-
dem a conferir um aumento significativo na entropia configuracional do sistema com pequenos
acréscimos na entalpia vibracional, enquanto que movimentos locais de alta frequéncia tendem

a apresentar o efeito contrario), favorecendo, portanto, o processo de associacao.

Para uma seqiiéncia de DNA dupla fita préxima a forma B, os movimentos envolvendo
contracdes do sulco maior e abertura do sulco menor tém mais implicacdes quanto aos mo-
vimentos coletivos de alta amplitude para a molécula como um todo que os movimentos em
sentido contrario. Isto ocorre devido a consideravel maior liberdade para a molécula de DNA se
curvar na dire¢do do sulco maior, sem aumentar significativamente a repulsdo entre os fosfatos,
que na dire¢ao do sulco menor . Este efeito € substancialmente acentuado sob a influéncia de
pequenos cations multivalentes (em particular o Mg?*) com capacidade de se inserir na entrada
do sulco maior do DNA na forma B, blindando a repulsdo entre os fosfatos das duas fitas com-
plementares e facilitando a flexdo da molécula de DNA na direcao do sulco maior (vide se¢ao
e texto abaixo). Além disto, a periodicidade estrutural de uma determinada seqiiéncia dupla
fita de DNA pode ser medida pelo nimero de unidades de sulcos maiores que ela atravessa>! .

Desta forma, se uma dada seqii€éncia responsiva constituida de dois meios-sitios € um nimero

varidvel de espacadores pode ser distribuida sobre um nimero inteiro de “unidades de sulco

3! Uma volta completa do DNA dupla-fita sobre o eixo principal da hélice equivale a cerca de 10.4-10.5 pb, cor-
respondendo a duas unidades de sulco maior (este, por sua vez, contendo um nimero médio de cerca de 5.2
pb)
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maior”, existirdo um maior nimero de harmonicos vibracionais passiveis de percorrerem a ex-
tensao da referida seqii€éncia com movimentos simétricos de ambos os sitios (aumentando, por
exemplo, a probabilidade de que um dado mondmero, ao se aproximar da seqiiéncia, encontre
ambos os sitios “abertos” e com a mesma acessibilidade de interacdo). No caso dos elemen-
tos responsivos compostos por repeticoes do hexdmero AGGTCA separadas por um nimero
variavel de pares de bases, os modos envolvendo distor¢des na geometria do sulco maior t€ém
implicacdes particularmente relevantes. Nota-se que esta seqii€éncia arquetipica composta de
6 pb ocupa uma janela topoldgica correspondente a aproximadamente 1.15 unidades de sulco
maior em um fragmento de DNA na forma B. Desta forma, se imaginarmos um fragmento
de DNA na forma B com os dois meios-sitios posicionados em seqii€éncia e sem espacamento
(como no caso de DRO, considerando os dois meios-sitios no arranjo de repeti¢ao direta, ou Pal,
para uma repeticao palindromica simples) e tomando um posicionamente arbitrario para o frag-
mento de DNA de forma a que o primeiro par de bases do primeiro meio-sitio se encontre na
extremidade 5’ do sulco maior, o sexto e ultimo par de bases, por sua vez, extrapola o nimero de
bases acomodaveis no mesmo sulco por um fator de aproximadamente 0.15 (Fig.4.18). Desta
forma, a seqii€ncia arquetipica do meio-sitio 1 “invade” o segundo sulco maior (onde reside o
meio-sitio 2), deslocando também a fase da segunda seqiiéncia arquetipica em uma fracdo de
0.15 na dire¢do 3’ deste segundo sulco. Embora para este primeiro caso a diferenca de fases
seja pouco significativa (podendo-se admitir que ambos os meio-sitios se encontram em janelas
topoldgicas praticamente idénticas na estrutura do DNA e que o segundo meio sitio se encontra
na face oposta do primeiro”?), conforme se aumenta a seqiiéncia espagadora, o deslocamento
de fase do meio sitio 2 no segundo sulco maior também aumenta. Assim, embora ambos 0s
sitios contenham a mesma seqii€éncia de seis pares de bases, eles apresentardo topologias di-
ferentes em uma mesma “janela de leitura” da estrutura do DNA e terdo suas configuracdes
médias alteradas de formas também distintas sob a influéncia de diferentes modos vibracionais
coletivos para o fragmento como um todo. Para DR4, os quatro pares de base na seqii€ncia

espacadora (~ 0.77 unidades de sulco maior), somados aos dois fatores de defasagem de 0.15

32 Na verdade devido ao fator de defasagem de 0.15, mesmo com o espagamento 0, os dois meio sitios nio se
encontram exatamente em faces opostas (180°), apresentando um acréscimo de 27° de rotagdo no sentido da
dupla hélice
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para cada seqiiéncia arquetipica, colocam os dois meio-sitios praticamente na mesma face do
DNA e ocupando topologias similares. Conforme se vera nos resultados apresentados e discuti-
dos abaixo, os diferentes padrdes vibracionais oriundos das diferentes fases entre as seqiiéncias
arquetipicas, bem como a diferencas locais quanto ao empacotamento entre os diferentes passos
de pares de bases nas duas seqiiéncias arquetipicas tém implica¢des quanto a disponibilidade
média de cada um dos dois meios-sitios para o primeiro evento de ligacdo, o que por sua vez
sugere influéncias quanto a afinidade de ligacdo do primeiro mondmero € mesmo para a polari-

dade dos complexos de receptores nucleares com diferentes HREs.
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Figura 4.18 — Diferencas de fases entre os dois meio sitios para diferentes HREs

As mesmas diferencas topoldgicas entre os dois meios sitios, com eventuais diferencas
quanto aos padrdes de simetria vibracional, implicam também quanto ao tipo de interface per-
mitida entre os mondmeros (no caso da interagdo dimérica) e, sobretudo, quanto a natureza dos
movimentos que devem ser induzidos a molécula de DNA de forma a permitir a correta e si-
multanea associag¢do dos dois dominios com a formacao da interface de dimerizag¢ao. O balango
energético entre as modificagdes topoldgicas e vibracionais nescessdrias € as novas interacoes

e modos de movimentos coletivos introduzidos, aconta para a cooperatividade e afinidade nas

interacdes dos complexos diméricos.

Nesta subsec¢do, estas caracteristicas dindmicas e conformacionais no que concerne aos

HREs DR1-4, bem como suas provaveis implicacdes quanto a energética do processo de associacao
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do(s) DBD(s) serdo discutidas através da andlise de trajetérias de MD, extendendo-se as con-
clusoes referentes a anélise dos resultados para os outros quatro HREs abordados nos estudos

experimentais.

Assimetrias nos padroes vibracionais entre os dois meios-sitios sugerem implicacées quanto
as afinidades diferenciadas para a interacao do primeiro monémero e para a polaridade
de interacao dos complexos do hRXR a diferentes HREs

O papel significativo das entropias conformacionais para a energética das seqiiéncias de
DR -4 livres em solugdo®> pode ser inferido a partir da comparacéo dos perfis de evolugdo dos
rmsds dos dtomos pesados em relacdo as respectivas estruturas iniciais com a evolugdo da ener-
gia total da molécula durante as trajetérias (Fig. 4.19). Nota-se que no curto intervalo de tempo
das simulagdes (aproximadamente 5 ns para todos os HREs), os oligonucleotideos demonstra-
ram elevada mobilidade, com movimentos de baixa e média amplitudes (conforme verificado
pelo padrdo oscilante dos valores de rmsd, tanto locais (4 ps) quanto para os valores médios
sobre janelas de 200 ps), acessando uma consideravel abrangéncia de configuragdes sem alterar
significativamente os valores da energia potencial média. Tanto as trajetorias dos modelos es-
truturais na forma B (DR1, DR2 e DR4) quanto a da estrutura de DR3 (retirada de um modelo
cristalografico experimental) demonstraram um rapido acesso ao equilibrio térmico aparente,
com padrdes similares de rmsd oscilantes e estabilizacdo da energia potencial da molécula®?,
demonstrando, desta forma, a validade da comparacao destas simulacdes com as dos modelos

gerados a partir de complexos cristalograficos nas préximas subsecoes.

33 Conforme mencionado em as configuragdes iniciais dos HREs DR1,2 e 4 foram construidos a partir do algoritimo
do programa Coot (pacote CCP4) para a constru¢do de modelos estruturais de DNA dupla fita na forma B. As
seqiiéncias senso utilizadas corresponderam, respectivamente, a seqiiéncia de DR1 e a “pseudo-seqiiéncia de
DR2” da estrutura cristalografica relatada em , bem como a seqiiéncia de DR4 da estrutura comunicada em , esta
ultima tendo sua seqiiéncia espagadora mutada de 5’-TTTC-3’ para 5’-CAGG-3’, de forma a coincidir com a
seqiiéncia espacadora utilizada nos estudos experimentais de anisotropia de fluorescéncia (vide subsecdo 3.1.3
). Isto foi realizado tanto devido ao tamanho relativamente extenso desta seqiiéncia espagadora, quanto pela
particularidade do hRXR-AAB ter demonstrado perfis de afinidade e cooperatividade similares aos observados
para o elemento responsivo DR1 para o DR4 espacado pela mesma sequéncia nos estudos relatados na se¢io 4.1.
J4 para DR3, a estrutura inicial foi retirada diretamente da estrutura cristalografica do heterodimero VDR:RXR
em DR3 (- cédigo do PDB 1YNW). Além das duas seqiiéncias dos meio-sitios e das respectivas seqiiéncias
espacadoras, os quatro oligonucleotideos continham também dois pares de base flanqueadores, respectivamente
nas posicdes 5’ e 3’. As seqiiéncias de DR1 a DR4 continham de 15 a 18 pb, respectivamente.

>4 Para a seqiiéncia de DR4, de maior tamanho, a energia potencial ainda demonstra uma leve inclinagdo ascendente
decorridos os 5 ns de simulacio.
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Figura 4.19 — Progressdes do equilibrio para os HREs DR1 e DR4 de forma representativa para todos
os quatro HREs analisados neste estudo

Para todos os oligonucleotideos, os perfis de rmsd também sugerem uma certa periodici-
dade para os movimentos térmicos da molécula, com um padrao de alteracao das distribuicdes
de distancias semelhante ao de um oscilador harmonico amortecido. Este padrdo, por sua vez,
¢ condizente com o modelo worm-like-chain (WLC) de Porod-Kratsky, comumente ajustivel
para a elasticidade entrépica de cadeias de DNA dupla fita em solu¢do . O comportamento
WLC € também sugerido pelo padrdao das componentes principais ilustradas para os HREs
com espacamento minimo e méaximo (respectivamente, DR1 e DR4), ambos ilustrados na Fig.
4.20. Nota-se que os movimentos térmicos de ambos os HREs sdo compostos de movimentos
de flexdo e tor¢ao da molécula sobre o eixo principal, além de pequenos movimentos locais
de compressao deste mesmo eixo, que tendem a diminuir a distincia média entre as extremi-
dades comparado a estrutura cldssica do DNA na forma B (que, por sua vez, condiz com as
configuracdes iniciais para DR1, DR2 e DR4 e € significativamente proxima a configuracdo
inicial para DR3, respectivamente utilizadas nas simulacdes). Nota-se também que os autove-
tores relacionados aos diferentes padroes de movimento produzem variacdes nas larguras do

sulco menor e maior ao longo da molécula. Os padrdes de variagdes na largura do sulco me-
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nor ao longo da molécula decorrentes das componentes para DR1 e da primeira componente
para DR4 sao similares aos modos de vibragdo de uma corda, com diferencas de freqii€ncias
e fases para cada modo ao longo dos segmentos de DNA dupla-fita (Figs. 4.20-B e D). J4 as
duas componentes de maior ordem para DR4 (sobretudo a terceira) apresentam significativos
graus de distor¢des ou “ruidos” (afastando-se da simetria tipica de modos normais). Isto ocorre
devido a diferencgas locais de mobilidade (decorrentes, sobretudo, das distingdes nas energias de
empacotamento para diferentes passos de base, conforme exposto na Tab. ) que se fazem mais
notdrias nos movimentos de maior freqii€éncia (para os quais pequenas variagcdes locais apresen-
tam maior relevancia) e sobretudo para sistemas com um maior nimero de graus de liberdade
(como € caso da seqiiéncia de DR4 em relacdo a de DRI, visto os trés pares de base adicio-
nais da primeira em relacdo a segunda), para os quais existe um maior nimero de possiveis
combinacdes de movimentos nos modos de menor amplitude em uma dada configuracdo da
molécula. O movimento total é razoavelmente bem distribuido entre as trés primeiras compo-
nentes principais (sendo que as duas primeiras descrevem movimentos coletivos de amplitudes
consideraveis, envolvendo a molécula em toda a sua extensdo), conforme pode ser constatado
pelos autovalores relativos e pelas respectivas projecoes das componentes nas trajetorias (Fig.
4.20-A, C, E e F), novamente indicando um sistema com significativa possibilidade de arranjos

no espago de fases e, portanto, apresentando consideravel entropia conformacional.

As diferencas de simetria e fase entre os dois meio-sitios> para os dois respectivos HREs,
bem como as distin¢gdes no empacotamento entre as bases na interface entre os dois meios-sitios,
implicam igualmente em diferencas de simetria para os movimentos coletivos descritos pelas
respectivas primeiras componentes principais. Para DR1, os respectivos centros geométricos
dos dois meios sitios se encontram em faces distintas do DNA, com simetria proxima a trigonal
(angulo préximo a 240 ° no sentido da hélice e proximo a 120 ° no sentido horario). Também
a fase da segunda seqii€éncia arquetipica € deslocada de aproximadamente 1/3 na dire¢do 3’

do segundo sulco maior. Desta forma movimentos simétricos de expansao e/ou contracao si-

33 A palavra simetria, no presente contexto, é utilizada referindo-se apenas 2 orientagio do meio sitio na topologia
macroscopica da molécula de DNA, i.e., a face da molécula sobre a qual o meio sitio se orienta. Nao confundir
com o sentido microscdopico em que a palavra é utilizada quando se referindo a orientacio de seqii€ncias na forma
de repeticdes diretas ou palindromos.
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multaneas para ambos os meios-sitios ou de flexdo do eixo principal da molécula com ambos
os sitios se curvando de forma simétrica em direcao ao sulco maior ou menor se tornam pouco
provaveis. Assim, o autovetor referente a primeira componente principal para a trajetéria do
DRI (que, aparentemente, reflete um modo normal de vibragdo para este fragmento de oligo-
nucleotideo) descreve um movimento de tor¢ao, com superelicoidizacdo a partir do passo C-A
no fim do meio-sitio 5’ (Fig. 4.20-A-Componente 1). Nota-se que o movimento (tomando-se
como referéncia a estrutura mais préoxima ao DNA na forma B) provoca uma acentuada in-
versao de largura do sulco menor nas imediagdes dos meio sitios com a seqii€ncia espacadora
(Fig. 4.20-B-Componente 1), com um pronunciado estreitamento do sulco na triade AAA, na
por¢cdao mediana da molécula, e alargamento deste sulco nas respectivas regides medianas das
seqiiéncias dos dois meio-sitios. A expansao do sulco menor para a regido do meio-sitio 5° é
consideravelmente mais pronunciada que para o meio sitio 3’. Este movimento provoca um
estreitamento e aprofundamento do sulco maior 5’ (que assume uma geometria local proxima a
de uma molécula de DNA na forma A), de forma a “esconder” o meio-sitio 5, enquanto o sulco
maior 3’ é, em contrapartida, localmente expandido, ocasionando assim uma maior exposi¢ao
da seqiiéncia arquetipica 3’. A tor¢do assimétrica para os dois meios-sitios tem por base, além
da assimetria de fases previamente mencionada, a assimetria do empacotamento entre 0s passos
de base para as seqii€éncias de ambos 0s meio-sitios na interface com a seqii€éncia espacadora.
Comparando-se a seqii€éncia arquetipica AGGTCA com as energias de empacotamento entre
passos de base listadas na Tab. , nota-se que o passo C-A na extremidade 3’ apresenta um em-
pacotamento hidrofébico (com energia -0.55 kcal'mol!) substancialmente menos pronunciado
que os empacotamentos em suas imediacdes®®. Desta forma, o movimento de tor¢io descrito
pela componente 1 se acumula de forma mais notéria neste “elo mais fraco” do empacotamento
da seqiiéncia de DR1, provocando simultaneos movimentos de tilt, roolling e de abertura na
seqiiéncia senso e antisenso deste passo de bases (com rotacoes dos dtomos C2’ e O4’ dos res-
pectivos anéis ribose para o passo antisenso na dire¢ao do sulco menor (o que, por sua vez, causa

o afastamento dos fosfatos no backbone e inclinagao das bases também na dire¢do do sulco me-

%6 Este efeito se torna mais pronunciado quando a seqiiéncia espagadora é constituida por uma base piirica (A ou
G), sendo estas, justamente, as seqii€éncias que conferem maior afinidade para o homodimero de hRXRo, bem
como para os heterodimeros com isoformas de PPARs e RARs em DR1 .
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nor) e um movimento aproximadamente inverso para os grupos andlogos na seqii€ncia senso)
(Fig. 4.21-A), ocasionando entdo a maior abertura do sulco na seqii€ncia 5’ a esta posicado e
seu estreitamento nas imediagdes 3’ a mesma (com um consequente movimento inverso consi-
derando os sulcos maiores). Conforme acima mencionado, este padrdo de movimento provoca
com que o meio-sitio 5’ permaneca, a maior parte do tempo de simulacdo, consideravelmente
menos exposto que o meio sitio 3°. Este padrao vibracional, com o principal modo coletivo
tornando o meio-sitio 5’ menos exposto que o 3’, é condizente com a polaridade 3’ de ligacao
do hRXRa nos complexos com DR1 e é uma explicacdo razodvel para a observacao de com-
plexos monoméricos de hRXR o, em experimentos de gel-shift, com seqiiéncias curtas de DR1
em que o sitio 5’ € mutado para uma seqii€ncia nao responsiva (deixando-se a seqiiéncia 3’
inalterada), em contrapartida a nao observacao de qualquer complexo em experimentos onde a
mutagdo é introduzida na seqiiéncia 5° . E também condizente com o “arraste” inicial para a
interacdo do primeiro mondmero (seguido da ligacdo cooperativa do dimero) com a seqiiéncia
de DR1 nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia apresentados na subsecdo 4.1.1. Se-
gundo este padrdo, para o primeiro evento de ligacdo, apenas o meio-sito 3’ se encontra con-
sideravelmente disponivel, o que limita o nimero de microestados acessiveis para a ligacdo do
primeiro mondmero comparado ao que ocorre, por exemplo, para F2 e DRS (vide discussdes
a respeito dos elementos com repeticdes > 5 no texto abaixo) cujas isotermas apresentaram
perfis sugestivos para um primeiro evento de ligacao relativamente mais facilitado. Seguindo a
mesma légica, o mecanismo para a cooperatividade observada nos experimentos com DR1 da
subsecdo 4.1.1 deve passar, obrigatoriamente, por uma contraposicao ao movimento descrito
pela primeira componente principal da Fig. 4.20-A com a interacdo de ambos os mondmeros
a DR1°7. Um movimento relativamente mais bem distribuido para ambos os sitios, sé ocorre
na segunda componente, com um estreitamento do sulco menor na regido proxima ao par de
bases espacador, o que provoca uma moderada flexdao do eixo principal da hélice e rotagcdo an-
tissimétrica de cada respectivo meio-sitio na dire¢ao do sulco maior (Fig. 4.20-B-Componente

2). A componente 3, como esperado, reflete movimentos de maior freqiiéncia, com aberturas e

37 Os mecanismos moleculares da cooperatividade decorrente do complexo dos dois mondmeros serdo analisados
na subsecdo .
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estreitamentos locais do sulco menor ao longo da cadeia (Fig. 4.20-B-Componente 3).

Figura 4.21 — Menor empacotamento no passo C-A 3’ terminal do primeiro meio-sitio confere
perturbagdes no sulco maior 5° para DR1 e DR4

Para a seqiiéncia de DR4, conforme previamente mencionado, as fases dos dois meio-sitios
e da sequéncia espagadora se distribuem de tal forma na topologia do fragmento correspon-
dente a seqiiéncia do elemento responsivo que ambos o0s sitios se encontram aproximadamente
na mesma face da molécula e com um espacamento quase condizente com o de um sulco maior
entre as duas seqiiéncias (Fig. 4.18-D). Desta forma, o movimento principal da molécula € des-
crito primeiramente pela flexao do eixo da hélice, de forma aproximadamente simétrica sobre
a regido central (correspondente a seqiiéncia espacadora), com os dois meio-sitios oscilando
sobre esta regido central com um movimento aproximadamente em U (como dois corpos fixos
nas extremidades de um oscilador harménico com grau de liberdade correspondente a tor¢ao
de seu eixo principal) (Fig. 4.20-C e D). Devido a geometria de plano inclinado da molécula
de DNA, estes movimentos de flexdo sao também acompanhados por rotagdes antissimétricas
das extremidades dos dois respectivos meios-sitios, conservando-se assim 0 momento angular
no centro de massas da molécula (note as direcdes opostas das variacdes de largura do sulco
menor em cada uma das extremidades no diagrama para a primeira componente na Fig. 4.20-

D-Componente 1). O movimento torsional com maior contribui¢cdo para a contra¢do do sulco
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maior correspondente ao meio sitio 5’ também € observado, mas passa a ser descrito pela se-
gunda componente, com menor representatividade nos movimentos coletivos da molécula ao
longo da simulagdo. Para esta segunda componente, também € observado um efeito aparente-
mente devido a seqiiéncia espacadora utilizada (5’-CAGG-3’). Nota-se que o efeito de rotagao
e contracao mais acentuada para o primeiro sulco maior (e consequente abertura do sulco menor
na face oposta) a partir da regido prévia ao passo C-A na extremidade 5’ do primeiro meio-sitio
também ocorre, mas é consideravelmente atenuado devido ao fechamento do sulco menor na
regido imediatamente correspondente ao passo C-A e a pronunciada abertura do mesmo sulco na
regido da seqiiéncia espagadora (Fig. 4.20-C e D -Componente 1). No detalhe mostrado na Fig.
4.21-B, observa-se que este efeito é devido a uma contraposicao dos movimentos de tilt roolling
e abertura do passo C-A na extremidade 5’ do primeiro sitio com os mesmos movimentos para
o passo C-A na extremidade 3’ da seqiiéncia espacadora. Desta forma, a curvatura do primeiro
sulco maior se torna mais bem distribuida, diminuindo a intensidade da oclusdao do primeiro
meio-sitio devido a este movimento. Este padrio ilustra o papel da seqiiéncia espacadora, so-
bretudo para HREs que apresentam esta mesma seqiiéncia em dimensdes considerdveis (como
€ o caso de DR4). Além disto, a fase do segundo meio sitio significativamente mais deslocada
na direcdo 3’ comparado a DR1 prové com que a rotagdo decorrente do movimento descrito
pela segunda componente provoque um certo “recobrimento” da por¢do mediana deste segundo
meio sitio por sua extremidade 3’ °8. Como se verd abaixo, este padrio também tem implicagdes
quanto a conformagao média do segundo meio sitio de DR4 em solugdo, o que por sua vez apa-
renta ser condizente com o ajuste deste mesmo sitio a superficie do parceiro 3’ na estrutura
cristalografica do complexo do heterodimero hRXRo:hTR em DR4. Desta forma, as duas
principais componentes de movimento da cadeia de DNA a serem estabilizadas para a correta

manutencao do complexo dimérico em DR4 sdo o afastamento

De particular relevancia para as restricdes impostas a associa¢ao de receptores nucleares €
o fato de que os movimentos de maior amplitude, para os quais este alto grau de contribuicao

entropica € sugestivo, diminuem a acessibilidade dos sitios de associacdo do mondmero: 0s

38 De forma a tornar mais clara a origem desta diferenca, uma seta na Fig. 4.20-C-Componente 2 indica a regido na
topologia da molécula onde o segundo meio-sitio é localizado em DRI1.
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sulcos maiores dos respectivos oligonucleotideos (onde estdao localizadas as seqiiéncias res-
ponsivas), sob o efeito dos movimentos descritos pelas componentes principais (em particular
as duas primeiras), se encontram em alta mobilidade, além de serem submetidos a significa-
tivas distor¢des tanto em seu eixo interno (induzindo a valores de profundidade e largura do
sulco maior ndo ajustdveis a associacdao da proteina) quanto no eixo global da molécula (que
por sua vez correlaciona os dois meio-sitios), diminuindo, desta forma, a probabilidade para
configuracdes inter-sitios permissivas a formacdo do complexo com correta interacdo entre os
monodmeros (as distorcdes intra e inter sitios decorrentes de cada componente podem ser cons-
tatadas comparando-se, respectivamente, as diferencas nas posicdes dos dois pares de base me-
dianos das seqiiéncias arquetipicas de cada meio-sitio (G-T na seqii€éncia senso) e dos pares
de base das seqii€ncias espagadoras entre as configura¢des nos dois extremos de cada respec-
tivo autovetor, conforme assinalado nas Figs. 4.20-A e C) . Desta forma, a formacao de um
complexo estdvel receptor:DNA s6 se torna possivel sob pelo ao menos uma de duas condi¢des
chave: ou o complexo proteina:HRE ocorre de forma permissiva para a manuteng¢do de uma sig-
nificativa parcela dos movimentos coletivos originais da molécula de DNA (de forma a nao in-
troduzir um custo entrépico acentuado decorrente da perda destes graus de liberdade internos>”)
e ainda assim condizentes com a correta geometria e energias de associa¢io receptor:meio-sitio
(uma condi¢ao particularmente pouco provavel, visto a elevada ocupacao da drea superficial da
molécula de DNA na formag¢do dos complexos NR:HRE nas estruturas cristalograficas resolvi-
das, sobretudo nas regides do sulco maior); ou as interagds introduzidas na formagao do com-
plexo ocorrem de tal forma a estabilizar os movimentos do DNA, induzindo a uma conformacgao
estavel e apropriada para a adaptagdo a superficie protéica e para a correta orientagao entre os
monodmeros, sendo nescessario, para tal, a adicdo de uma significativa compensacao energética
referente aos graus de liberdade removidos. Além disto, o comportamento altamente coope-
rativo inerente a formacgdo de complexos especificos de receptores nucleares ao DNA (vide
secdo 4.1) sugerem que o mecanismo de estabiliza¢do do complexo é dependente da associacao

conjunta dos dois mondmeros.

%9 Nio considerando as contribui¢cdes para os graus de liberdade translacionais e rotacionais do sistema como um
todo. Estes, forcosamente, sdo atenuados devido a substancial adicdo de massa e volume molar no sistema
decorrentes da associacdo da proteina.
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A diferenga das fases para os dois meio-sitios no plano inclinado da molécula de DNA
entre os diferentes HREs, bem como a disposicdo relativa de passos de bases com empacota-
mento mais fraco, induzem também a diferencas quanto a representatividade de movimentos

simétricos e assimétricos ao longo do eixo da molécula nas principais componentes coletivas.

4.2.4 Conhecendo as componentes do sistema (III) - A ligacao de um
tinico monomero distorce as componentes vibracionais da seqiiéncia
adicionando aparentes penalidades energéticas, com efeito mais notorio
na interacao ao sitio 5’

Nas duas udltimas subsecdes, os dois elementos primdrios para a formac¢do do complexo
hRXRo-DBD:HRE - o dominio DBD e o elemento responsivo - tiveram suas trajetorias de
MD livres em solugdo separadamente analisadas. Estas andlises isoladas, per se, proporciona-
ram vdrias introspec¢des acerca dos mecanismos de reconhecimento e alosterismo na interagao
dos DBDs com os elementos responsivos adequados. As trajetérias para o mondomero DBD
em configuracdes representativas da conformagao média em solugdo e na conformacgado de re-
conhecimento ao elemento responsivo, demonstraram um acentuado acoplamento vibracional
entre o T-box na conformacgdo de hélice (comumente adotada em solucdo) e o cerne globular
do DBD, chegando este acoplamento a regides estruturalmente distantes e envolvidas na inter-
face de dimerizacdo 3’. Com a desnaturacdo do T-box e consequente adoc@o da conformagao
de interagdo ao HRE, este alto acoplamento dinamico € interrompido, alcangando o cerne glo-
bular do dominio a nescessdria estabilidade de movimentos internos e conformacional para a
interacdo com 0 meio-sitio e se encontrando o T-box, simultaneamente, na configuragao apro-
priada para se ajustar ao sulco menor e se expandir até a interface com o mondmero 3’. Esta
desnaturagdo, por sua vez, apresenta um significativo custo em soluc¢do, referente as interacdes
hidrofébicas da hélice C com o cerne do dominio, o que sugere a nescessidade do HRE e par-
ceiros corretos para que a mesma ocorra de forma estdvel. J4 as trajetorias para os HREs DR1-4
demonstraram que as diferencas de fase para os dois meio-sitios na topologia estrutural do DNA
dentre diferentes elementos responsivos implica em distingdes também nas componentes vibra-

cionais destes elementos, que por sua vez parecem estar envolvidas na seletividade e polaridade
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para a interacdo com diferentes NRs. Foi demonstrado também o papel das interacdes com
os fons em solugdo na manutencio destas mesmas componentes. O fon Mg?* mostrou uma
maior especificidade que o fon Na* para a interagdo com as regides centrais nos sulcos maiores
(correspondendo também aos centros de massa e regides medianas para as seqiiéncias dos dois
meio-sitios ) e para a regido préxima ao centro de massa dos HREs (nas imediacdes das respec-
tivas seqiiéncias espacadoras) - ambas regides de crucial importincia para o reconhecimento
do DBD - bem como uma interacdo mais estdvel e com menor distor¢do da cadeia de DNA;
em concordancia com o conhecido papel do primeiro na inibi¢ao de intera¢des inespecificas a
seqiiéncias responsivas e também conforme este mesmo papel foi demonstrado nos resultados

de anisotropia de fluorescéncia da subsecao 4.1.6.

Na presente subsecao, serdo analisadas as trajetorias dos complexos monoméricos de hRXR -
DBD aos sitios 3’ e 5° de DR1, buscando melhor compreender as restricdes impostas para a
interacdao de cada um dos dois sitios, a polaridade 3’ da interacio do RXR-DBD e a necessi-
dade do parceiro de dimerizacao. Foram realizadas trés simulagdes: Duas para o complexo do
monomero com o meio sitio 5°, oriundas de duas conformacdes iniciais independentes e com
respectivas trajetdrias de 5000 (doravante referida como cA:DR1-A) e 10000 ps (referida como
cA:DR1-B), e uma tnica simulacdo de 15000 ps para o complexo com o meio sitio 3’ (referida

como cB:DR1)%.

Os perfis de evolucdo dos rmsds em relagdo as respectivas estruturas iniciais para os com-
plexos monoméricos demonstram uma considerdvel fugacidade ao longo de toda a trajetéria
(Fig. 4.22-A, C e E), ndo sendo evidenciado o estabelecimento do equilibrio mesmo decorrido
os intervalos de 10000 ou 15000 ps (para a cA:DR1-B e ¢cB:DR1, respectivamente). Conforme

serd mostrado na préxima subsecdo , este comportamento ¢ oposto ao observado para as tra-

60 Conforme previamente mencionado em , para as trajetérias do complexo do DBD com o meio sitio 5°, foi
utilizada uma conformacdo inicial “construida” diretamente a partir de estruturas critalogréficas (estrutura do
DNA retirada do complexo cristalografico do homodimero de hRXRo:DR1 - c6digo do PDB:/BY4 - e estrutura
do DBD retirada dos residuos K132-G212 do complexo do heterodimero hPPARy:hRXRo em DR1 - cédigo do
PDB:3DZU - estruturalmente alinhada sobre o mondmero 5° (cadeia A) do PDB /BY4 utilizando o algoritimo
do programa Pymol ), para a qual foi efetuada a trajetéria de 5000 ps (cA:DR1-A) e uma segunda conformagao
inicial construida a partir do instantdneo de 10 ps da trajetéria longa do homodimero em DR1 (Vide subsecdes
) (cA:DR1-B). Para o complexo do mondmero com o meio-sitio 3’, foi realizada apenas uma simulagdo com
duragdo de 15000ps a partir de uma configuracdo inicial construida de forma analoga a cA:DR1-A, porém com
alinhamento sobre o mondmero 3’ (cadeia B) do PDB:/BY4 (cB:DR1).
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jetdrias do complexo dimérico em DR1, para o qual tanto os perfis de progressao do rmsd quanto
da energia potencial do sistema demonstram, respectivamente, a manutencao do equilibrio con-
formacional e um alto favorecimento da energia potencial (correspondente a maior fragdo da
componente entalpica para a energia livre) do sistema no equilibrio. Esta fugacidade demons-
trada para as trajetérias dos complexos monoméricos nao aparenta ser devida a efeitos repulsi-
VoS ou atrativos, visto que a energia potencial do sistema permanece oscilando sobre um valor
médio durante toda a simulac@o para os trés respectivos modelos (Fig. 4.22-B,D e F), a des-
peito dos progressos continuos dos valores de rmsd. Desta forma, pode-se inferir que a fuga-
cidade demonstrada pelo progresso de rmsd € decorrente da termaliza¢do de um sistema cujas
configuracdes iniciais sdo ndo permissivas para os modos de movimento interno induzidos ao
mesmo (ou as suas partes) pela “injecao” da energia termo-cinética na componente estocastica
da simulagdo, de forma a que estes mesmos movimentos térmicos tendem a afastar os respecti-
vos sistemas de suas posicoes iniciais no espago de fases (sugerindo uma causa entrdpica para

a referida fugacidade)®!.

Nota-se que a fugacidade ilustrada pelos perfis de evolu¢do do rmsd € mais acentuada,
desde os primdrdios da simulagio, para as trajetorias dos complexos monoméricos com o sitio
5’ que com o sitio 3°, com perfis similares para ambas as trajetorias de complexos cA:DRI1,
com diferentes configuracdes iniciais. Para a simulacdo do complexo cB:DRI1, os progressos
de rmsd sugerem a ado¢ao de uma configuragdo com relativa metaestabilidade entre o intervalo
de 2000 ps (ap0s a termalizacgdo inicial) e 12000 ps (apOs o0 que nota-se a manifestacao de um

evento que tende a afastar o complexo desta configuracao metaestavel).

Na Fig. 4.23, verifica-se que o evento que caracteriza a maior fugacidade a partir de 12000
ps na trajetoria para o complexo com o meio-sitio 3’ (cB:DR1) é o “escape” do T-box do sulco
menor na interface com o sitio 5’ devido aos movimentos vibracionais da cadeia de DNA e a
competicdo com a interagdo com os fons Mg?* na interface DNA:solugio. Na conformagio

inicial (condizente com a configuracdo destes elementos no complexo dimérico), os residuos

61 Segundo o modelo proposto, pode-se fazer uma analogia (qualitativa, visto a extensdo da presente andlise) en-
tre tal fugacidade das dimensdes globais da molécula relativas a configuracdo inicial, apds serem retiradas as
restricdes harmdnicas da pré-dindmica (vide ), com o modelo extensamente utilizado em livros-textos de Fisico-
Quimica (como por exemplo em ) para a expansao livre de um gés previamente confinado.
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Figura 4.22 — Progressdo da trajetdrias de equilibrio para um tinico mondmero associado a DR1. A e B

- trajetéria cA:DR1-A. C e D - trajetéria cA:DR1-B. E e F - trajetoria cB:DRI1.



168

Q206 e R209 se associam a uma posicao no sulco menor proxima ao centro de massas do
DNA (indicado na Fig. 4.23)2. Esta posi¢ido (conforme previamente mostrado nas andlises
da subsecdo 4.2.3) € foco tanto de interagdes bem localizadas com os fons em solugdo (em
particular o Mg2+) quanto (e n@o por acaso, visto o acoplamento entre os dois fendmenos) de
maiores modificacdes conformacionais decorrentes dos movimentos coletivos do DNA. Com o
ajuste do T-box sobre esta regido, tanto a mobilidade quanto a interacao com os ions sdo atenu-
adas, proporcionando o comportamento metaestdvel evidente na Fig. 4.22-E. Para a interacdo
com o sitio 5°, o T-box s6 se ajusta ao sulco menor na posi¢ao flanqueadora (vide ilustracdes
das componentes na Fig. 4.24-A e B), apresentando, portanto, menores implicagdes quanto a
deturpacao das componentes vibracionais do segmento de DR1, previamente ilustradas na Fig.

4.20-A.

Os padrdes de simetria vibracional para os respectivos complexos podem ser melhor vi-
sualizados através da andlise das componentes principais, cujas estruturas nos extremos dos
respectivos autovetores sdo ilustradas na Fig. 4.24 e cujos padrdes associados de variacdes nas
larguras do sulco menor ao longo da cadeia de DNA-dupla fita® sio mostrados na Fig. 4.25.
Para ambas as trajetorias, a ocupacdo de um unico dos dois meio-sitios pelo mondmero dis-
torce as componentes originais do DNA, instituindo um padrdo vibracional mais assimétrico.
Contudo, esta menor simetria vibracional € mais saliente, desde o primeiro auto vetor, para as
configuracdes representativas do complexo com o sitio 5° (Figs. 4.24-A e B e 4.25-A). Uma

vez que a primeira componente original para o fragmento de DR1 livre em solu¢do se mani-

62 Também é indicado na Fig. 4.23 o centro de massas do complexo como um todo, deslocado para as imediagdes da
interface entre 0 mondmero e o sitio 3’. Esta assimetria do complexo, com o centro de massas deslocado da por¢ao
mediana do DNA para uma posi¢do mais proxima a sua extremidade (representativa do deslocamento de centro de
massas para todos os complexos monoméricos com HREs contendo dos meio-sitios), com consequentes difusdes
rotacionais assimétricas em relagd@o ao eixo principal da dupla hélice, bem como a elevada mobilidade da porcdo
5’ (que aumenta, por sua vez, a sec¢do conica de rotagdo local do fluoréforo ancorado e esta extremidade nos
experimentos de anisotropia de fluorescéncia da secdo 4.2 (Vide ) explica os menores incrementos anisotrépicos
observados na mesma se¢do para os complexos monoméricos aos HREs com dois meios sitios em comparagdo
ao complexo com o oligonucleotideo contendo apenas um (para o qual o centro de massas global € mais préximo
ao centro geométrico e de massas da molécula de DNA, proporcionando assim maior simetria rotacional sobre o
eixo da hélice e dimimuindo a mobilidade local da por¢do 5°.)

No que concerne aos complexos cA:DR1, esta disposicdo em grafico bidimensional dos padrdes de simetria
vibracional da molécula de DNA € mostrada apenas para o cA:DR1-B (com trajetéria mais longa). Contudo, as
ilustracdes dos autovetores (e respectivos autovalores associados) correspondentes as duas trajetdrias nas Figs.
4.24-A e B, bem como dos perfis de progressdo dos valores de rmsd sobre a estrutura inicial e de energia potencial
dos complexos ao longo das duas simulagdes nas Fig. 4.22-A-D, demonstra a similaridade dinAmica para ambas
as configura¢des do complexo monomérico ao sitio 5°.

63
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Figura 4.23 — Movimento vibracional do DNA e competi¢do com os ions em solugdo tende a deslocar o
T-box 3’ na auséncia do monoémero 5°.

festa mais acentuadamente sobre a curvatura do sulco menor referente ao meio-sitio 5’ (vide
subsecdo 4.2.3), a abertura “forcosa” deste sulco pela interacio com o mondmero 5’ provoca
um acentuado deslocamento da energia vibracional da molécula para a extremidade 3’ (setas
nas Figs. 4.24-A e B e 4.25-A), se acumulando as maiores modificacdes no sulco menor sob o
segundo meio-sitio. Este padrao é sugestivo de um acentuado custo no que se refere a entropia
e entalpia vibracionais do complexo, visto que a energia vibracional € forcosamente acumulada
em uma unica extremidade (ocasionando vibra¢des com maiores freqiiéncias e com um maior
teor de interferéncias destrutivas, conforme pode ser constatado pela comparacdo dos padrdes
de abertura do sulco menor nas componentes para as trajetorias dos complexos cA:DR1 e para o
fragmento original de DNA (Figs. 4.25-A e 4.20-B, respectivamente)). Além disto, as maiores
modifica¢des na conformacdo do DNA ocorrem contra a tendéncia ditada pelo empacotamento
nativo entre os passos de base da molécula, visto a maior perturbagdo para o sulco menor na
regido dos passos -A-G-G-T do segundo meio-sitio (todos com alto valor de empacotamento
hidrofébico) que para o passo C-A, na extremidade 3’ do primeiro (com empacotamento subs-

tancialmente menor).
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Figura 4.24 — Anélise de componentes principais para os complexos de mondémero a DR1. Esquerda
para a direita: Componentes 1-3. A- trajetéria CA:DR1-A; B- trajetéria cA:DR1-B; C -
trajetoria cB:DR1.
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Para o complexo monomérico com o meio sitio 3°, nota-se uma primeira componente com
maior simetria vibracional ao longo do HRE (Fig. 4.25). Isto ocorre devido a interacdo do
T-box com o sulco menor na regido espagadora (proxima ao centro de massas da molécula de
DNA), que introduz um “nd” nesta regido central, de forma a melhor distribuir a vibragdo entre
as duas extremidades da molécula (Fig. 4.24-B). Desta forma, a importancia da associa¢ao do
T-box com o sulco 5’ na manutencao do complexo € reafirmada. Além disto a primeira compo-
nente original do fragmento de DR1 j4 é naturalmente deslocada para a por¢dao 5° da molécula,
de forma a que o padrdo vibracional vislumbrado para a primeira componente do complexo
cB:DR1 € mais semelhante a primeira componente do DNA livre, porém com um certo deslo-
camento de fase para a por¢cdo 5’ devido ao posicionamento do mondmero no sitio 3’. J4 para
as componentes de maior ordem deste complexo sdo vislumbrados padrdes de assimetria vibra-
cional semelhantes aos constatados para as trajetorias dos complexos cA:DR1. Em particular,
a segunda componente do complexo cB:DR1 € mais assimétrica que a do complexo cA:DRI1,
com as maiores deturpacdes assimétricas no sulco menor localizadas justamente na interface do

sitio 3’ com a seqii€ncia espacadora, onde o T-box do mondmero 3’ se insere.

Desta forma, embora a interagdo de um tnico mondémero com qualquer um dos dois meio-
sitios de DR1 introduza deturpagdes na simetria vibracional do HRE, com o acimulo de freqii€éncias
e amplitudes vibracionais em regides localizadas da molécula em detrimento dos movimentos
coletivos (o que, conforme previamente discutido em e 4.2.3, introduz penalidades energéticas
para a manuten¢do do complexo macro molecular), justificando assim a necessidade do parceiro
de dimerizacdo (vide 4.2.5 ); estas deturpagdes para a interagdo com o sitio 3’ sdo introduzidas
em modos mais internos que para o sitio 5’ (acontando menos para as penalidades entrdpicas
e entalpicas vibracionais), corroborando mais uma vez a polaridade 3’ de ligagdo do hRXRo
a DR1 nos complexos com os diversos parceiros de interacdo e a capacidade do mondmero
se associar unicamente ao sitio 3’ em experimentos de gel shift com um dos dois meio-sitios
mutado . Estes diferentes padroes de deturpacido de simetria vibracional explicam também a
maior fugacidade demonstrada para a trajetdria dos dois diferentes conférmeros do complexo

monomérico ao sitio 5’ em comparagao ao complexo com o sitio 3’, conforme ilustrado na Fig.
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Figura 4.25 — Variagdes na largura do sulco menor ao longo da cadeia de DR1 nas componentes prin-

cipais para as trajetérias com o mondmero individualmente ligado a cada sitio. De cima

para baixo: Componentes 1 a 3. A, C e D: Componentes para cA:DRI1-B. B, D e E:
Componentes para cB:DR1. Dire¢do 5°-3 a partir da origem no eixo das ordenadas.
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4.24.

Por tdltimo (mas ndo menos importante) as ilustragdes dos auto-vetores para as trés tra-
jetdrias na Fig. 4.24 demonstram o acentuado acoplamento entre os movimentos do mondmero
no meio-sitio de ligac@o e a oscilacdo do meio-sitio disponivel na extremidade oposta do HRE.
Em particular, os movimentos de oscilagdo do T-box e movimentos com menor amplitude para
o segmento 181-187, para o motivo B-hairpin e para a hélice 1 (alocada no sulco maior e inte-
ragindo especificamente com os pares de base da seqii€ncia responsiva) sdo condizentes com a
elevada flexibilidade para o primeiro e considerdveis taxas de troca de ambiente quimico (sem a
desassociacdo do DNA) para as demais regiodes citadas, conforme vislumbrado para o complexo
do monémero-DBD ao HRE nos experimentos de RMN de Tilborg et al . Como previamente
comentado, esta facilidade de troca de interacdes na interface com o DNA (particularmente
associada a desnaturacdo do T-box) é condizente com as fra¢des de inespecificidade relativa-
mente altas para as interagcdes do mondomero do hRXRa com diferentes HREs nos experimentos
de anisotropia de fluorescéncia da se¢do 4.1. . Nota-se também que, dentre os movimentos de
baixa amplitude do monémero, ndo sdo constatadas variacdes significativas na largura, extensao
ou angulo de rotacao do D-box em relagcdo ao cerne do DBD (devido a imobilizacao das bases
do dominio sobre o sulco maior correspondente ao meio-sitio de associagdo) corroborando as
evidéncias da maior rigidificacao desta regido no monomero DBD associado ao DNA, conforme

sugerido pelos experimentos de RMN prévios da literatura .

Assim, encerrando as andlises prévias dos elementos individuais do complexo do homodimero
do hRXRo-DBD a HREs, concluimos que o mecanismo ‘“chave e fechadura” na interagdo co-
operativa, especifica e com a polaridade correta ao elemento responsivo adeqiiado tem como
barreiras energéticas iniciais (podendo estas serem consideradas as bases moleculares para a

“fechadura”) trés eventos principais:

e A transicao do dominio DBD de uma conforma¢do com maior grau de empacotamento e
acoplamento internos para uma configuracdo em que suas partes individuais de interacao

com as duas regides cruciais para a seletividade ao HRE especifico (o meio-sitio e a
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regido 5’ flanqueadora (onde, por sua vez, pode estar localizado o parceiro 5°) ) estdo
devidamente disponibilizadas (sendo esta conformacgao, por sua vez, menos favorecida

em solucdo);

e O deslocamento da camada de ions interagindo fortemente com o DNA na interface com
a solucdo. Esta camada de fons por sua vez tende a interagir mais fortemente e de forma
mais localizada (embora nao especifica) quando formada a partir de pequenos ions diva-
lentes, com a razdo massa/carga e raio atdmico adequados para a alocagdo com signifi-
cativa ocupancia sobre as entradas dos sulcos maiores, onde estdo localizados os meio-
sitios, € no sulco menor entre ambos. Dentre os ions com as propriedades fisico-quimicas
adequadas, se destaca 0 Mg>* (cujo papel fisiolégico na estabilizagio do DNA e, par-
ticularmente, na regulacdo da sintese de proteinas in situ ¢ extensamente documentado
), condizendo com a alta eficiéncia do mesmo no desafio as interagdes inespecificas e
deslocamento da afinidade de interacdo do complexo a diferentes HREs em estudos ex-

perimentais da literatura e em nossos proprios (vide 4.1);

e As mudancgas vibracionais do fragmento de HRE para um novo perfil de movimentos
coletivos cujas simetrias sejam, pelo ao menos, tdo favorecidas no complexo final quanto
as originais o sao para o HRE livre em soluc¢do. Os resultados de MD para o elemento
DRI livre em solugdo e em associacdo com o mondmero para cada um dos dois meio-
sitios demonstraram em conjunto que esta mesma mudanga de simetria presta um papel na
inducdo da polaridade correta para o primeiro evento de ligacdo, visto que as mudancas
dindmicas provocadas pela interacio do mondmero na polaridade 3’ (especifica para o
hRXRo em DR1) se mostraram menos dispendiosas que para a interacdo com o sitio do

parceiro 574

. As conformagdes médias e movimentos principais para as simulagdes com
outros HREs livres (sobretudo DR4) sugerem que esta seletividade quanto a polaridade
de interacdo ocorre também para os complexos envolvendo outros NRs e outros HREs

que nao s6 os complexos de hRXRa em DRI.

64 Considerando, obviamente, a possibilidade de que este “parceiro” 5° seja outro mondmero do hRXRa (sendo
este o caso que serd analisado a partir de resultados de MD na préxima subsecéo )
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Nas proximas subsecdes, passaremos para a discussdo de como o parceiro de dimerizagao
« " e L A ~

(“a chave”) estabiliza as mudangas conformacionais e dinamicas para a correta manutengao da
interagdo dos dois mondmeros, cada um sobre seu respectivo sitio, com o HRE. Serdo analisa-
dos tanto os mecanismos de como a “fechadura” correta (0 HRE especifico para o complexo
dimérico em questao) se ajusta a esta mesma “‘chave”, quanto também as nuances que impedem
a associagao estavel do complexo dimérico sobre as “fechaduras” nao especificas; ambos even-
tos fundamentais para a seletividade nos processos de transcri¢dao génica controlados por NRs e

para a consequente manutencao da homeostase.

4.2.5 O complexo homodimérico do hRXRa a DR1 - A interacao simultinea
dos dois dominios DBD otimiza o acoplamento interno ao longo de
todo o complexo, estabiliza as componentes vibracionais com uma
maior simetria em relacao ao centro de massas do sistema e apre-
senta componentes de movimento que parecem facilitar a correta
interacao entre os LBDs

Foram realizadas duas simula¢des de MD para o complexo homodimérico de hRXRa-
DBD a DRI, uma de 5000 ps e outra de 15000 ps (vide ), doravante referidas, respectivamente,
como S-RXRd:DRI1, (uma abreviacao de simulacdo curta para o dimero de RXR em DRI)
e S-RXRd:DR1; (simula¢do longa para o dimero de RXR em DRI). O desenvolvimento das
simulacdes de equilibrio para as duas respectivas trajetorias € mostrado através dos graficos de
progressao do rmsd em relacdo a estrutura inicial e de energia total para o sistema proteina-
DNA na Fig. 4.26. A configuracio inicial para a S-RXRd:DR1, é o modelo construido a
partir das estruturas cristalograficas PDB:/BY4 e PDB:3DZU, de forma similar a utilizada na
geracdo da maioria dos modelos utilizados para as diferentes simulagdes deste estudo (vide

). No PDB:/BY4, o fragmento de DRI utilizado na geracdo da configuracdo inicial para a
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simulacdio S-RXRd:DR 1, apresenta o par de bases TA® em sua extremidade 5> envolvido em
contatos promovidos pelo empacotamento cristalino. Estes contatos estabilizam o par de ba-
ses no complexo cristalografico em uma orientacao superempacotada que € pouco provivel em
solugio, em se tratando de um passo T-A terminal®® (visto que o o passo T-A apresenta o menor
dos valores de empacotamento hidrofébico listados na Tab. , com apenas -0.19 kcal'mol™!).
Esta orientagcdo superempacotada € contraria a0 movimento induzido a esta extremidade 5’ da
seqiiéncia pela principal componente verificada para o complexo em ambas as simulacdes (vide
abaixo), além do que, 0 mesmo movimento € relacionado a interacdo da extremidade C-terminal
do T-box do mondmero 5’ com o sulco menor, estando esta extremidade C-terminal ausente na
construgdo original do dominio DBD utilizada para a cristalizacdo do complexo . Assim, na
simulacao S-RXRd:DR1,, o par de bases na extremidade 5’ se “abre” no decorrer da trajetoria,
introduzindo uma pequena, porém notoria, mudanca na configuracdo e dinamica global do sis-
tema que € bem visivel no perfil de progressao do rmsd acima de 2000 ps (Fig. 4.26) e que
demonstrou um certo impedimento para as orientacdes com maior estabilizacdo do complexo
ao longo da simulacdo. Desta forma, uma nova configuragdo inicial foi gerada a partir do ins-
tantaneo a 2000 ps (para o qual o par de bases na extremidade 5’ se encontra melhor empacotado
ao DNA, mas demonstrando também uma certa adaptagcdo ao ambiente em solucdo (diferente
da configuracgdo cristalografica inicial)), e teve suas velocidades gradativamente reiniciadas para
a distribuic@o correspondente ao ensemble NPT com temperatura de 300 K e pressao de 1 atm,
sendo esta a trajetéria correspondente a simulagdo S-RXRd:DR1;, cujos perfis de progressao
do rmsd relativo a configuracao inicial e de energia total para as macromoléculas ao longo da
simulag@o sdo ilustrados nas Figs. 4.26-C e D. Nota-se que a trajetoria a partir desta nova

configuracdo inicial, com o empacotamento do passo de bases 5’ terminal relativamente mais

95 Nao confundir com a notacio T-A utilizada neste trabalho para um passo de bases T-A. De forma a ndo deixar
dividas: ao longo desta tese, a notacio NuSSNu*S (onde Nu simboliza um nucleotideo) é utilizada para denotar
o par de bases formado entre os nucleotideos NuSS na fita senso e NuA® na fita antisenso. J4 a notacdo Nu> -Nu®
é utilizada denotando o passo entre o par de bases que apresenta o nucleotideo Nu® na fita senso e o segundo par
de bases na direcio 3’ ao primeiro, apresentando o nucleotideo Nu® também na fita senso. Em alguns casos, para
uma segiiéncia de bases (fita tinica) ou de pares de bases (fita dupla) também ¢ utilizada a notagio Nu'Nu”Nu?...
e assim sucessivamente, na ordena¢do comumente utilizada da extremidade 5° para a 3°. Na maioria das vezes,
para este caso, é utilizada a notacdo 5°- Nu'Nu?Nu?...-3 e, quando néo o for, estard bem evidente no contexto se
tratar de uma seqiiéncia.

66 Neste caso sim, se referindo ao passo entre este par de bases inicial e o segundo.
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estabilizado, demonstrou em contrapartida uma maior estabiliza¢do dinamica (evidente no perfil
de progressao do rmsd) e, sobretudo, um gradativo e acentuado decréscimo na energia potencial

do sistema, condizente com uma maior otimizacao de suas interacdes internas.
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Figura 4.26 — Progressao do equilibrio para as trajetérias do homodimero de hRXRa associado a DR1.
Topo: trajetéria S-RXRdA:DR1,; Fundo: trajetéria S-RXR:DR1,.

Uma estimativa quanto ao balanco entdlpico na interacdo do dimero pode ser visualizada

a partir da comparacdo dos valores médios e dos desvios para as energias totais®’ dos siste-

mas com diferentes graus de complexidade (Fig. 4.27)%8. Nota-se que para duas espécies mo-

67 Nesta andlise, sdo considerados apenas os termos da energia total do sistema para as macromoléculas em solugio
(energias ligadas, conformacionais e nao-ligadas internas e com o meio para a(s) molécula(s) de proteina e DNA).

%8 As médias e desvios padrdes ilustrados na Fig. 4.27 foram tomados considerando-se cada respectiva trajetéria a
partir dos tempos de simulacdo em que a andlise conjunta dos perfis de rmsd e de energia total sugerem terem sido
ultrapassadas as primeiras etapas de termalizag@o do sistema. Os intervalos de tempo correspondentes para cada
simulagdo sdo listados na legenda da figura. Como previamente mencionado, esta abordagem € uma estimativa,
visto as amostragens relativamente baixas, o fato de algumas das simulacdes analisadas ainda se encontrarem
relativamente longe do equilibrio (se destacando, dentre estas, a simulacdo para o conférmero RXRzyn*X) e a
ndo padronizacdo da forca idnica dentre os diferentes sistemas. Além disto, os termos entrdpicos e as entalpias
vibracionais (que, conforme as andlises prévias e também as elaboradas nesta secdo, apresentam colaboragdes
cruciais) ndo sdo explicitamente considerados.
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noméricas e uma Unica espécie do DR1, os valores de défice energético entre as duas combinagdes
envolvendo um tdnico mondmero associado ao DNA e o outro livre (com o inico mondmero as-
sociado ao sitio 5 ou ao 3’, respectivamente) sdo pouco significativos em face aos desvios.
Considerando-se os custos energéticos esperados referentes as distor¢des nas simetrias vibra-
cionais para a formacgao destes complexos monoméricos (sobretudo para a associa¢io ao sitio
5’, conforme inferido na ultimo subse¢do), e que nao sdo considerados na estimativa da Fig.
4.27, a manutencdo de uma fracdo populacional prevalecente dos mesmos em solucao se torna
pouco provavel. Um défice notoriamente mais significativo nas energias do sistema € verificado
entre o complexo dimérico e as demais combinagdes dos dois DBDs e do DRI, ilustrando a
colaboratividade para a associagdo simultdnea dos dois mondmeros ao elemento responsivo.
Nota-se também que o valor absoluto da energia nao ligada (termos couldmbico e de vdw)
entre os dois mondmeros apresenta uma contribui¢do praticamente desprezivel nesta colabo-
ratividade (compare a pouca significancia em face aos desvios da diferenca de energia entre a
combinacdo envolvendo os dois mondmeros livres em solucdo + o DNA e a mesma combinagao
somada a energia de interacio entre os mondmeros), indicando que a intensidade das interacoes
proteina-proteina ndo representam um fator diretamente correlacionado ao favorecimento para
a interacdo simultanea dos dois DBDs ao elemento responsivo (ndo sendo as energias entélpicas
diretamente associadas a estas interacdes a causa aparente para a colaboratividade na interacao

do dimero).

A andlise das componentes principais para as duas simulagdes permite um primeiro vis-
lumbre quanto a natureza do ajuste superficial co-induzido e da consequente colaboratividade
para a interacdo simultanea de ambos os mondmeros ao DNA (Figs. 4.28 e 4.29 ). Os mo-
vimentos sutis descritos pela primeira componente para a simulacdo S-RXRd:DR1, sugerem
uma tendéncia para a co-adequacdo do T-box do monomero 3’ e da superficie do D-box do
monomero 5’ (Fig. 4.28-Componente 1). Percebe-se que a curvatura do D-box 5’ toma a forma
aproximada de uma ‘luva” que acomoda o T-box 3’ em sua posi¢do intermediaria, no sulco
menor entre as duas seqiiéncias. Para a formagdo desta aparente superficie de acomodagdo ao

T-box 3’, se fazem fundamentais a conformacgao ‘“‘alargada” do D-box e a dobra no “topo” do
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Figura 4.27 — Estimativa para o balango das componentes entdlpicas entre as espécies de hRXRo-DBD
e DR1 combinadas com diferentes graus de complexidade, conforme recuperado pelas
simula¢des de Dindmica Molecular.
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segundo dedo de zinco do monomero 5’°, favorecida pelo empacotamento da K175 com a C190
na hélice B (sendo ambas as configuragdes, i.e., tanto a maior extensao do D-box e o empacota-
mento entre os residuos K175 e C190, simultaneamente facilitadas pela quebra dos acoplamen-
tos dindmicos com o T-box na por¢do C-terminal do mesmo dominio apds a desnaturagdo da
hélice C, conforme visto em 4.2.2). A face lateral 5’ e a por¢do mediana desta mesma “luva”
no D-box 5’ para a acomodagdo do T-box 3’ € proporcionada pelo loop formado pelo segmento
181-187, na conformacao também estabilizada pela quebra dos acoplamentos dindmicos e pela
interacdo com o backbone na aresta do primeiro sulco maior que faz inteface com o par de bases
espacador. A orientacdo vertical do T-box 3’, por sua vez, € crucial para a co-interacao deste
segmento com o sulco menor e com a “luva” na superficie do D-box 5°. Esta orientacao ver-
tical € favorecida pelos contatos dos residuos Q206 e R209 com o sulco menor (residuos estes
que na conformacao nativa em hélice estdo orientados para a face oposta, voltados para o cerne
globular do dominio, conforme visto em 4.2.2), sobretudo pela alocagcdo da cadeia lateral do
residuo R209 no interior deste sulco, na interface entre o par de bases espacador (entre as duas
seqiiéncias arquetipicas) e o segundo meio-sitio. Além de sua projecdo sobre o sulco menor, a
cadeia lateral da R209 também se empacota com o residuo Q185 na por¢do mediana “inferior”
do D-box 5’ (que por sua vez, também contacta o backbone do DNA na “aresta” 3’ do primeiro
sitio). Conforme sera visto mais adiante, o0 empacotamento entre estes dois residuos (andlogo
aos mesmos empacotamentos verificados nas estruturas cristalograficas dos heterodimeros com
PPARY e RAR¢ em DR1 (cédigos do PDB 3DZU e 1DSZ, respectivamente)®® proporcionam
uma base para uma ampla rede de empacotamentos de vdw e de interagOes salinas favoraveis

nas imedia¢des do centro de massas do DNA e do complexo como um todo que contribuem

% Conforme previamente mencionado em 3.2 e no texto acima, a construgio do dominio DBD utilizada previamente
para a cristaliza¢do do complexo homodimérico em DR1 (42) (PDB:1BY4), é “truncada” a partir do residuo R209
(se encontrando o mesmo na extremidade C-terminal). Desta forma, o T-box 3’ ndo se extende, nesta estrutura,
até os residuos necessarios para o estabelecimento da maior parte das interacdes observadas nas duas trajetorias
de MD apresentadas neste estudo com a “luva” formada pelo D-box 5°, se encontrando a R209 com acentuada
mobilidade (com densidades eletronicas baixas e relativamente difusas resolvidas para sua cadeia lateral e com
toda a regiio do T-box em suas imediagdes apresentando valores de B-fator > 80 A?) e, portanto, também nio
interagindo significativamente com o sulco menor. Ao longo desta se¢@o, serdo apresentadas evidéncias (tanto
baseadas na andlise conjunta de nossas diferentes simula¢gdes quanto a partir das comparacdes dos resultados de
MD com as estruturas cristalograficas para o homo e para os diferentes heterodimeros de hRXRo em DR1 e
com dados recentes da literatura sobre o acoplamento evolutivo dos residuos na interface entre os DBDs (61)) de
que as interagdes proteina-proteina e proteina-DNA no sulco menor observadas em nossas trajetérias sdo mais
reflexivas para as de fato ocorrentes no complexo homodimérico intacto em solucéo.
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na estabilizacdo das componentes vibracionais do sistema, induzindo a uma maior simetria nos
movimentos coletivos do complexo. Além disto, a partir da andlise das componentes principais
para o complexo do mondomero DBD com o sitio 3’ na Fig. 4.24 da subsecdo 4.2.4 pode-se notar
que, uma vez que a por¢ao mediana do T-box 3’ se encontra devidamente alocada sobre o sulco
menor, a inclinacao e posicionamento da por¢ao C-terminal desta regido de forma condizente
com sua interagdo com o D-box 5°, bem como o correto posicionamento da hélice A e do cerne
globular do mon6émero 3’ sobre o meio-sitio, sdo ambos facilitados por conformagdes em que
o sulco menor na regido central (onde o T-box 3’ se introduz) se encontra com menor largura,
o que por sua vez € facilitado pela aproxima¢do do mondmero 5’ com o simultaneo ajuste dos
dois mondmeros a seus respectivos sitios. Uma vez que o T-box do mondmero 3’ e o D-box do
mondmero 5’ estdo devidamente auto-ajustados, com ambos os dominios imobilizados em suas
posicdes corretas, 0 T-box do mondmero 5°, em sua conformag¢do desnaturada, tende a se ajustar
também ao sulco menor 5’. Na ilustragdo do autovetor referente a principal componente para
a simulacdo S-RXRd:DR1,, nota-se que o posicionamento do T-box 5’ sobre o sulco menor é
correlacionado a correta orientacao e empacotamento do par de bases 5’ terminal que, conforme
previamente mencionado, tendeu a se “abrir” ao longo da trajetdria devido a configuragdo ini-
cial previamente adaptada ao empacotamento no ambiente cristalografico e, particularmente, a

um evento de maior mobilidade regido pela componente estocéstica da simulagdo.

Ja para a trajetéria S-RXRd:DR1;, oriunda de uma configura¢do em que o empacotamento
para o par de bases 5’ terminal se encontra previamente mais estabilizado, o autovetor relativo a
componente principal demonstra ter sido alcangada uma maior estabiliza¢do das interacdes no
empacotamento do T-box 3’ sobre a “luva” formada pelo D-box 5’ 4.29-Componente 1. Esta
mudanca aparentemente sutil de configuracdes apresenta implicagdes consideraveis quanto a
estabilizacdo do sistema. Com as intera¢des otimizadas para a triade mondmero 5’-mondmero
3’-sulco menor, nota-se que os movimentos descritos pela primeira componente siao alocados,
principalmente, sobre pequenas reconfiguragdes ao longo da topologia do DNA que terminam
por otimizar o empacotamento global dos passos de base e, sobretudo, proporcionando um me-

lhor ajuste as superficie protéica com consequentes interacdes mais favoraveis proteina-DNA.
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Figura 4.28 — Andlise das componentes principais para o homodimero de hRXRa-DBD associado a
DR1 na trajetéria S-RXRd:DR1,

O sulco menor na regido da interface mondomero 5’-mondmero 3’ (nas imediacdes do centro
de massas do HRE e do complexo como um todo) sofre um maior estreitamento, o que em
contrapartida provoca um sutil maior alargamento do sulco menor nas direcdes de ambas as
extremidades, de forma razoavelmente simétrica, proporcionando com que os dois-meios sitios
nos sulcos maiores se adequem de forma otimizada a superficie dos respectivos mondmeros.
Na extremidade 5°, este movimento facilita com que o T-box do mondmero associado ao pri-
meiro meio-sitio se aloque sobre o sulco menor. Esta melhor alocagao do T-box 5°, facilitada
também pela maior imobilizacdo do cerne globular deste mondmero-DBD (estabilizado pelas
interacdes otimizadas com o DNA e com o mondmero 3’) e, em particular, pela maior adaptabi-
lidade a este movimento para o passo de bases T-A 5’ nesta configuragdo, permite uma pequena
semi-rotacdo destrégira e inclina¢ao desta extremidade do oligonucleotideo em direcao ao sulco
maior, proporcionando com que o backbone na face oposta do DNA se ajuste de forma ainda
mais complementar a superficie do motivo B-hairpin e a hélice A do primerio mondmero. Desta
forma, nota-se que os movimentos induzidos de uma extremidade a outra do HRE pela primeira
componente na S-RXRd:DR1; sdo associados a uma certa flexdo do eixo principal na dire¢ao

do sulco menor central, apresentando esta flexao uma simetria diédrica que € condizente com
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Figura 4.29 — Analise das componentes principais e flexdo do eixo maior do DNA com maior ajuste
superficial para o homodimero de hRXRa-DBD associado a DR1 na trajetéria S-
RXRd:DR1,
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a simetria do complexo (4.29-D), o que culmina por sinergisticamente otimizar as interacdes
proteina-DNA e o empacotamento entre os dois mondmeros (vide abaixo), provendo o meca-
nismo de cooperatividade para a associagdao dos dois DBDs de hRXRo a DR1. O alinhamento
dos centros de massas do DBD e de cada respectivo meio-sitio, bem como a orientagdo em
angulos dos eixos providos por estes alinhamentos e pelo alinhamento do centro de massas do
DNA e do complexo como um todo, sugerem colaborar também na manutencao de uma consi-
deravel estabilidade na dinamica interna e rotacional para o sistema (por sua vez, corroborando
o acentuado incremento anisotrépico verificado para a associacdo da proteina na forma DL a

DRI, conforme verificado nas subsegdes 4.1.2 e 4.1.370).

O significativo ajuste estereoquimico do complexo homodimérico a DR1, conforme eviden-
ciado pelas componentes principais nas Figs. 4.28 e 4.29, € também refletido nas considerdveis
correlagdes lineares para as energias de interacao no sistema macromolecular (proteina-proteina,
proteina-DNA, DNA intercadeias, e a anticorrelacdo com a hidratacdo dos mondmeros, ilus-
trando a participacdo de interagdes hidrofébicas na estabilizagdo do complexo (vide abaixo)),
conforme ilustrado nas superficies de correlagao da Fig. 4.30. Nota-se que as maiores correlagdes
sao obtidas entre as interagdes em seus termos dispersivos (vdw), demonstrando que o sistema
se torna consideravelmente mais acoplado através do ajuste superficial (a distancias mais curtas)
com correlacdes relativamente menos substanciais para os termos a longas distancias (interacoes
couldémbicas). Este padrao, por sua vez, € condizente com o alto grau de inespecificidade para as
interacdes ndo cooperativas e de maior especificidade para as cooperativas, conforme ilustrado
nos experimentos prévios de anisotropia de fluorescéncia (4.1.2 e 4.1.3). A presencga consi-
derdvel de sitios carregados nos elementos constituintes do sistema (devido as altas densidades
de cargas negativas decorrentes dos fosfatos no backbone do DNA e ao numero consideravel de
residuos com cargas positivas na superficie de interacdo da proteina ao DNA) permite com que,
a distancias relativamentes mais longas, as superficies dos respectivos mondmeros interajam

com os fosfatos do backbone (que ndao conferem especificidade as interacdo) de forma me-

70 No decorrer desta subsecio serdo apresentados resultados referentes 2 andlise das trajetérias de MD que sugerem
ser este padrao de simetria diédrica e de colaboratividade também transferido a formagdo da interface entre os
LBDs
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nos correlata, sendo nescessarios menores co-ajustes para a otimizagao destas interagdes. Para
interacdes com maiores ajustes superficiais da proteina ao DNA, contudo, (caso em que siao ob-
servadas as interagdes com as bases nitrogenadas encerradas nos sulcos maiores, apresentando
portanto maior especidade) as interacdes para ambos os sitios se tornam mais significativamente
acopladas, permitindo-se assim a manuten¢ao, ou ndo, do complexo especifico e colaborativo,
conforme a interacdo ocorra ou nao na presenca do HRE e do parceiro especificos, respectiva-
mente. Também percebe-se que o grau de correlagdo entre as interacdes inter-monOmeros € as
respectivas interacdes de cada mondmero com o meio-sitio apresenta uma hierarquia invertida
quando sdo considerados os termos coulombicos e os de vdw, sendo a maior correlacio para as
interacdes couldmbicas observadas para o mondmero 3’°, enquanto a maior correlagdo para os
termos de vdw € observada para a interagao do mondmero 5 (Figs. 4.30-A e B). Isto corrobora
a idéia (previamente sugerida na subse¢do 4.2.2) do T-box 3’ como uma “alavanca molecular”,
cuja interac@o simultanea com o sulco menor inter meio-sitios € com 0 mondmero 5’ permite o
correto posicionamento do cerne globular do DBD-3’ sobre a superficie do segundo sulco maior,
de forma a acentuar suas interagdes com 0 mesmo sitio, sem se fazerem nescessarios para tanto
ajustes estereoquimicos significativos da superficie do segundo sulco maior a0 monémero 3’.
Ja para a interacdo otimizada do DBD 5’ ao primeiro meio-sitio, as andlises prévias e as da pre-
sente subsecdo indicam serem nescessarias maiores modificacdo configuracionais do sistema,
que sé se tornam permissivas com um maior ajuste superficial entre ambos os mondmeros e
destes com o DNA. Para ambas as componentes das energias nio ligadas, sdo recuperadas
correlagdes consideravelmente mais significativas (sobretudo considerando-se as interacoes a
longas distancias) entre as interagdes inter-mondmeros € as interagdes simultineas de ambos
os mondmeros com 0 DNA que entre as respectivas interacdes de cada mondmero ao DNA,
indicando que os contatos entre os dois mondmeros DBD sdo cruciais para a manutenc¢ao da

correta colaboratividade no processo de associagdao dimérica a DR1.

Uma correlacdo linear de moderada para forte € também vislumbrada entre as interacoes
inter-monoméricas e inter-cadeias do DNA, embora a mesma correlacdo ndo seja observada

entre as interagdes dos respectivos mondmeros ao DNA e as referidas interacdes inter-cadeias.
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Figura 4.30 — Superficies de correlagio entre as diferentes energias nao ligadas envolvidas na

manutencio do complexo homodimérico em DR1

Este perfil demonstra que, uma vez estando ambos os mondmeros associados ao seus respecti-
vos meio-sitios, as configuracdes adotadas pelo oligonucleotideo em que ambos os mondmeros
interagem significativamente entre si (a flexdo do eixo principal), sdo mais favordveis para a
dupla-fita. De fato, a insercdo do T-box 3’ sobre o sulco menor espagador, de forma permis-

siva para a interacdo entre os dois mondmeros, permite a configuragdo do DNA com o seu

eixo principal flexionado na dire¢do deste sulco menor central, o que por sua vez diminui a

distancia média entre as bases, sem no entanto se aproximarem significativamente os fosfatos
do backbone (A aproximagdo dos quais confere uma penalidade eletrostética para a adocao de

conformagdes desta natureza com representatividade significativa em solugdo (vide 4.2.3)).

Por fim, a considerdvel correlacdo entre os termos de vdw para as interacoes no com-

plexo dimérico do hRXRa em DRI € refletida em uma correlagdo negativa entre as interagdes

mondmero-DNA e inter-mondmeros no complexo e suas respectivas energias de hidratagio’!

(Fig. 4.30-E-I), ilustrando a participagdo de interacdes hidrofébicas na estabiliza¢do do com-

V'O termo energia de hidratacdo é novamente empregado aqui (de forma ndo tdo acurada, mas visando 2

simplificacdo) referindo-se & soma das interagdes com as moléculas de dgua dentro das distincias referentes

aos respectivos raios de corte para as interagdes couldmbicas e de vdw, em analogia a utilizagdo do mesmo termo
em4.2.2
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plexo. Em simetria ao observado para as interagdes de vdw, a interacdo entre os dois mondmeros
¢ significativamente anticorrelacionada a hidratagdo do mondémero 5°, ndo o sendo para a hidratacao
do mondmero 3’, ilustrando novamente a maior dependéncia da interacdo do mondmero 5’
de um maior ajuste superficial, sendo nescessario para tal o maior empacotamento entre 0s

monodmeros providenciado pela flexdo do eixo principal.

A maior estabilidade alcancada para o complexo com o estabelecimento da flexdo do eixo
e da otimizacdo das interagdes proteina-DNA e proteina-proteina decorrentes da primeira com-
ponente para a S-RXRd:DR1; € visivel através da comparagdo das componentes de maior
ordem para as simulagdes S-RXRd:DR1; e S-RXRd:DR1. nas Figs. 4.28 e 4.29 . Nota-se
que, conquanto as componentes 2 e 3 para a S-RXRd:DR1,. ainda demonstrem significativas
contribui¢des para movimentos de maior freqiiéncia da proteina e DNA ao longo de todo o
complexo, a segunda e terceira componentes para a S-RXRd:DR1; demonstram uma maior
estabilizacdo do complexo a partir de seu centro de massas, com 0s movimentos de maior signi-
ficancia mais deslocados para as extremidades do DNA e regides mais méveis nas extremidades
dos respectivos mondmeros (Figs. 4.28 e 4.29 - Componentes 2 e 3 e 4.31). Em particular, a
terceira componente da S-RXRd:DR1, descreve um movimento oscilatério do DNA sobre um
autovetor similar ao descrito pela primeira componente do DR1 livre em solucao (Fig. 4.20-
A-Componente 1), demonstrando uma tendéncia de abertura do sulco menor (e fechamento do
sulco maior) na direcdo 5’ ao passo C-A na interface entre o primeiro meio-sitio e o par de bases
espacador, que, por motivos 6bvios, confere uma consideravel instabilidade (demonstrada pelos
movimentos de alta freqii€ncia) ao mondmero no sitio 5°, sendo transferida esta instabilidade
também ao outro mondmero em menor escala. Para a trajetéria S-RXRd:DR 1, as interagdes oti-
mizadas entre residuos evolutivamente acoplados (61) do loop C-terminal do segundo dedo de
zinco do monomero 5’ e do T-box do mondmero 3’ (vide abaixo) estabilizam a regido do passo
C-A 5°, ndo tendo sido evidenciadas tendéncias significativas para este mesmo movimento. A
estabilizacdo do centro de massas do sistema € refletida sobre uma maior simetria vibracional do
fragmento de DNA a partir de seu centro, conforme pode ser inferido pelos padrdes de variagao

na largura do sulco menor ao longo do oligonucleotideo descritos pelas componentes principais
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para a trajetéria S-RXRd:DR1,7? (Fig. 4.31). E esperado (embora uma prova acurada exija uma
andlise mais elaborada, fugindo dos objetivos do presente estudo) que este padrao de maior si-
metria vibracional ao longo do centro de massas do sistema, envolvendo movimentos coletivos
de menores freqiiéncias ao longo de todo o complexo, contribua também para o défice de ener-
gia livre na associacdo do hRXRa-DBD dimérico a DR1 (Devido a um decréscimo nos custos
entropicos e, sobretudo, entalpicos vibracionais para a formagdo deste complexo, conforme
discutido em 1.1). Além disto, este acentuado acoplamento energético e dinamico ao longo
do sistema sugere vantagens funcionais ébvias, no que concerne a troca de informacdes entre
os dois sitios. Por exemplo, a informag¢do dindmica e conformacional decorrente da interacdo
de uma molécula de co-ativador ou co-represssor a um dnico mondmero €/ou a uma unica
extremidade do DNA pode ser transferida ao longo de todo o complexo, devido aos acoplamen-
tos energéticos e dindmicos ilustrados nas trajetorias deste estudo. Uma possivel transferéncia
de informacgdo decorrente do acoplamento vibracional demonstrado pela primeira componente
principal da trajetéria S-RXR:DR1;, conforme serd discutido ao final desta subsec¢do, € que ela
sugere um mecanismo de “guia” para a interagdo entre os LBDs na configuracio descrita na

estrutura cristalografica do heterodimero de hPPARY/hRXRo em DR1 (41).
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Figura 4.31 — Perfil simétrico em relag@o ao centro de massas das variagcdes nas larguras do sulco menor
descritas pelas principais componentes da simulagdo S-RXR:DR1;.

72 a trajetéria para a S-RXR:DR1,. ndo foi considerada nesta andlise vibracional, devido ao perfil evidentemente
menos estavel do sistema ao longo da mesma.
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Evidéncias de que a estabilizacdo da primeira componente torcional é a chave para a
seletividade do parceiro 5’ em DR1, sendo este mecanismo também evidente nas estruturas
cristalograficas dos heterodimeros com hPPARY e hRAR«x

Uma contribuicdo particularmente relevante para a estabilizacdo dinamica do complexo €
a contraposicdo do movimento de abertura do sulco menor, ilustrado pela componente 1 do
DR1 em solugdo (Fig. 4.20-A-Componentel) a partir da interagdo entre os dois mondmeros.
Quatro residuos na interface de dimerizagdo apresentam participagcdo crucial na inibi¢ao deste
movimento, trés deles nas trés respectivas posi¢des de MSA identificadas em um estudo recente-
mente publicado (61) como sendo as que apresentam o maior grau de informacao mutua (Mutual
Information - MI) ao longo das cadeias dos DBDs e LBDs de todos os NRs com respectivas
seqiiéncias depositadas na base da dados Pfam (ndo tendo sido considerados neste alinhamento
os dominios N-terminal e o dominio D, ambos com menores indices de homologia) - os residuos
R182 e Q183 no segmento C-terminal do segundo dedo de zinco e o residuo 207 no T-box. O
quarto residuo, a R209 no T-box, se aloca sobre o sulco menor inter meio-sitios e, quando
submetido a mutagdo R209A, reduz a afinidade na interacdo dimérica ao DNA (39). Na Fig.
4.32-A verifica-se que, em nossas simulagdes, a cadeia lateral da R209 se mantém preenchendo
o espago do sulco menor entre os dois meio-sitios, empacotando-se também, na face 5°, contra
a "base” do segundo dedo de zinco (particularmente, contra o residuo Q185 (Fig. 4.33)). Este
empacotamento, além de fornecer uma maior comunicagao fisica entre os dois sitios do DNA,
forma uma “alca” sobre o T-box, conduzindo a extremidade C-terminal a esta alca em uma
orientagdo “vertical”. Nesta orientacdo, a extremidade C-terminal se empacota contra residuos
na regido em “luva” do D-box 5’ dentre estes, a Q183, que ao longo da trajetoria estabelece
contatos alternados tanto com residuos da extremidade N quanto da C-terminal a dobra ocasi-
onada pela alocagio da R209 no sulco menor’>. Ja na extremidade N-terminal do T-box, com
a imobiliza¢do da R209 no sulco menor, o residuo E207 € posicionado de forma a otimizar sua

interacdo com a R182 no D-box 5°, formando uma ponte salina que “fecha” desta forma a in-

73 Ao longo da trajetéria, a Q183 faz contatos alternados com a cadeia lateral do residuo D214 (extremidade C-
terminal do T-box) e com a cadeia lateral do E207 (extremidade N-terminal de T-box). Os contatos com o E207
sdo efetuados sem perturbar a forte ponte salina entre as cadeias laterais deste residuo e da R182, mantidos
estaveis ao longo de toda a simulacdo (vide texto subsequente).



190

terface “superior” entre os dois mondmeros, proximo ao centro de massas do sistema, enquanto
o empacotamento da R209 3’ contra a Q185 5’ fecha a interface “inferior” (mais préxima ao

DNA) nas imediagdes deste mesmo centro (Fig. 4.33).

S-RXR: DR1

homodimero 1BY4
CA: CB

heterodimero PPAR : RXR

Figura 4.32 — Residuos com alta informag@o mitua apresentam papel crucial na estabilizag¢@o vibracio-
nal do complexo homodimérico em DR1.

Na estrutura cristalografica original do homodimero de hRXRa em DR1 (PDB:/BY4), a
terminacdo da construcdo utilizada para o hRXRa-DBD justamente sobre a R209, conforme
previamente mencionado, aumenta a mobilidade desta regido, permanecendo a cadeia lateral
deste residuo (no dimero cristalografico para o qual ela é claramente resolvida’®) voltada para a
face oposta e formando uma ponte salina com o residuo D207 na mesma cadeia, estando assim

ambos os residuos impedidos de estabelecerem os respectivos contatos com o D-box 5’ obser-

74 Como mencionado em 3.2, a estrutura cristalografica com o c6digo do PDB /BY4 apresenta sua unidade as-
simétrica constituida por um dimero cristalografico, com dois homodimeros de hRXRa-DBD associados in
frame. As estruturas do oligonucleotideo de DR1, bem como dos mondmeros DBDs originais para a simulagao
S-RXRd:DR1,rig (vide discussdes subsequentes), utilizadas nestes estudos foram retiradas das cadeias E, F
(DR1), A e B (mondmeros), respectivamente, visto terem sido estas as melhor resolvidas no referido dimero
cristalografico.
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vados nas simulagdes apresentadas neste estudo (Fig. 4.32-B e C). Os contatos estabelecidos
pelos dois DBDs, desta forma, sdo ainda mais esparsos nesta construcao, se limitando a um
contato entre as cadeias laterais do E208 e da Q183 (contato este ndo vislumbrado ao longo de
nossas simulagdes) e de uma ponte salina entre o grupo acido carboxilico do C-terminal (que
nesta construgao € localizado no residuo R209) com a cadeia lateral da R186. Este ultimo con-
tato por sua vez ndo € passivel de ocorrer fisiologicamente, visto que na estrutura fisiologica
do hRXRa, o C-terminal simplesmente ndo se encontra neste residuo (sendo o mesmo seguido
do dominio D e do LBD), ndo estando presentes, portanto, nem a carga e nem a liberdade con-
formacional que tornam esta ponte salina possivel na constru¢do cristalografica. Além disto,
nota-se nas estruturas dos homodimeros do PDB:/BY4, ilustradas na Fig. 4.32-B e C, que sem
a acomodacdo do T-box 3’ sobre a “luva” formada pelo D-box 5’ (devido a auséncia da extensao
do T-box nescessdria para tal), o passo de bases C-A na extremidade 3’ do primeiro meio-sitio
se encontra menos empacotado e apresentando rotagdes e inclinagdes nas dire¢des previamente
vislumbradas para a primeira componente do DR1 em solucdo, o que por sua vez contribui para
um sulco menor relativamente mais largo na mesma regido, sugerindo uma menor estabilidade

do complexo préximo a seu centro de massas.

De forma a tirar a prova quanto a estabilidade do complexo na configuracdo dos DBDs
para a estrutura /BY4, foi realizada uma simulacao utilizando esta estrutura original, porém re-
tirando a influéncia ndo fisiolégica do grupamento carboxi-terminal na R209, nio assinalando
este residuo como terminal no arquivo de estruturas da simulagdo (seguindo a mesma aborda-
gem que para todas as demais estruturas geradas para as diferentes simulacdes deste estudo,

de ndo assinalar os residuos N e C terminais das construcdes incompletas utilizadas)’>. A tra-

75 Nio assinalando o residuo C ou N-terminal como tal na construgdo do arquivo de estruturas utilizando topologias
do tipo CHARMM?22 para todos os atomos de proteinas e acidos nucléicos o residuo é simplesmente finalizado
com o grupo amida incompleto, sem a adi¢do do dltimo grupamento NH3* ou O, respectivamente. Desta forma
o grupamento contendo a carga terminal ndo é adicionado e a cadeia principal remanescente do dltimo residuo
permanece neutra, embora apresentando uma topologia “truncada’” ndo condizente com a realidade. A abordagem
¢ valida em uma aproximacdo de MD para um dado sistema macromolecular, desde que o foco da andlise ndo
se concentre nas interacdes e movimentos vibracionais nas imedia¢des do referido residuo e/ou de que o estudo
em questdo ndo vise a uma modelagem consideravelmente mais rigorosa de mecanica estatistica (visto que os
potenciais para diedros e angulos na extremidade da cadeia principal do residuo se encontrardo relativamente
deturpados). Embora, no presente caso, a primeira condi¢@o tenha sido violada, uma parte fundamental da
pergunta alvo era justamente o quanto a inibi¢do das interagdes com o grupamento carboxi-terminal no residuo
R209 (ndo presente na molécula completa) seria deturpativo para a interface observada entre os dois mondmeros
na estrutura cristalogréfica.
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Figura 4.33 — Empacotamento entre o T-box 3’ e o D-box 5’ estabiliza o complexo homodimérico em
DR1 préximo a seu centro de massas.
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jetdria para esta configuracdo (doravante referida como S-RXRd:DR1,rig) demonstrou uma
fugacidade consideravelmente maior que a das trajetérias a partir das construcdes com o T-box
completo (sobretudo comparada a trajetoria S-RXRd:DR1;), conforme pode ser visualizado

pelo perfil de progressao do rmsd em relacdo a estrutura incial na Fig. 4.34-A.

Figura 4.34 — Trajet6ria para o homodimero hRXRa-DBD em DR1 na configuracio cristalografica ori-
ginal sugere uma significativa menor estabiliza¢do do complexo na auséncia do empaco-
tamento entre o T-box 3’ e o D-box 5’ devido a instabilidade do sulco menor no passo

C-A na extremidade 3’ do primeiro meio-sitio.

Nota-se que sem o contato da carga negativa provida pelo C-terminal com a R186 no D-box
5’, o T-box 3’ se torna ainda mais movel e ndo mantém a configuracio originalmente presente
na estrutura cristalografica, substitutindo também a interagdo do E208 com a Q183 por uma
interacdo com a cadeia lateral da R186. Também a R209 abandona a sua configuracdo original,
voltada para a face oposta a0 mondmero 5’ e passa a interagir com a cadeia lateral do residuo
D176 deste monomero 4.34-B. Além desta evidente mobilidade na interface, todo o sistema €
consideravelmente menos estabilizado devido aos movimentos de “abre e fecha” do sulco me-

nor na regido do passo C-A terminal do meio sitio 5°, que sem o maior empacotamento do T-box
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3> ao D-box 5’ presente nas trajetorias S-RXRd:DR1, e (sobretudo) RXRd:DR1; tende ao mo-
vimento de tor¢cdo descrito pela componente 1 do oligonucleotideo livre (previamente ilustrada
na Fig. 4.20), instabilizando assim as interagdes de ambos os mondmeros com o DNA e entre si
(sobretudo o mondmero 5°, cuja hélice A, menos ajustada sobre a superficie mével do primeiro
sulco maior, chega a sofrer pequenos movimentos de semi-rotagdo, contracdo e extensao so-
bre a interface com o meio-sitio, diminuindo a interacdo com a superficie do DNA e perdendo
contatos especificos). Finalmente, o “choque” entre estes movimentos que tendem a dobrar o
sulco maior 5’ contra a interface proteina-DNA alocada sobre o mesmo terminam por “abrir”
o passo T-A 5’ terminal (previamente envolvido em contatos cristalinos) de forma andloga a
observada para a trajetéria RXRd:DR1,. Nenhum dos trés residuos com altos indices de MI
estabelecem contatos significativos entre os dois mondmeros ao longo da simulacido. Assim,
a interface entre os mondmeros na estrutura cristalografica /BY4 parece ser decorrente de um
artefato devido a constru¢do do DBD utilizada (que introduz uma interagdo coulombica a mais
na interface, contribuindo para amenizar a alta instabilidade vibracional). Além disto, o maior
empacotamento das extremidades da seqiiéncia responsiva no dimero da unidade assimétrica
devido aos contatos cristalinos contribui para estabilizar o DNA, o que provavelmente torna
menos dispendiosa a associagao dos mondmeros no ambiente cristalografico. Mesmo conser-
vando a interacdo couldombica decorrente da extremidade carboxi-terminal, os valores de Kp
significativamente altos (entre 3.5 a 3.9 x10”7 M) recuperados por anisotropia de fluorescéncia
para a interacdo dimérica desta construg@o ao oligonucleotideo DR1 em solu¢do no mesmo es-
tudo (42) sdo sugestivos de que, na auséncia da extensao C-terminal do T-box que permite o seu
empacotamento contra o D-box 5’ sobre o centro de massas do complexo (de forma anédloga a
vislumbrada em nossas simula¢des), o complexo dimérico dos DBDs ao elemento responsivo €

pouco favorecido.

Por outro lado, as respectivas interfaces entre os dois DBDs nas estruturas cristalograficas
tanto para o heterodimero completo com hPPARY (PDB:3DZU), quanto para o heterodimero-
DBD com hRAR&(PDB:1DSZ) (para o qual a constru¢do utilizada para o hRXRa-DBD apre-

senta a seqiiéncia do T-box prolongada até o residuo R211) apresentam o empacotamento do
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T-box 3’ com o D-box 5’ envolvendo residuos andlogos aos da trajetéria “longa” para o ho-
modimero de hRXRa-DBD em DR1 (Fig. 4.32-D e E). A alocacdo da cadeia lateral da ar-
ginina R209 do T-box 3’ no sulco menor e seu empacotamento contra uma glutamina ou as-
paragina no D-box 5’ co-interagindo com o backbone fosfato (Q185, N161 e N185, respecti-
vamente, para o0 homodimero de hRXRa em nossas simulagdes e para os heterodimeros com
hPPARY e com hRAR«) é visualizada para os trés complexos. E interessante frisar que as
respectivas densidades eletronicas para a cadeia lateral da R209 nas estruturas cristalogréficas
para estes dois complexos heterodiméricos sdo substancialmente melhor resolvidas que para o
complexo homodimérico na estrutura /BY4, sem a alocacdo da mesma sobre o sulco menor
(4,41, 42). Também para as estruturas cristalograficas dos dois heterodimeros em DR1, os trés
residuos com maiores indices de MI no estudo de Griffin e colaboradores (61) se encontram em
orientagdes relativas que sugerem o estabelecimento de contatos nas imediagdes do centro de
massas do complexo, de forma andloga a observada para a simulagdo S-RXRd:DR1;. Em parti-
cular, os contatos entre os residuos equivalentes as posi¢des 139 (no D-box 57) e 195 (no T-box
3’) para o MSA utilizado no referido estudo apresentam suas caracteristicas fisico-quimicas
consideravelmente mais bem conservadas entre o heterodimero com hPPARY e o homodimero
de hRXRa (ambos se tratando de complexos especificos para o HRE DR1) (Fig. 4.32-A e D);
sendo que para o hPPARY a posi¢ao 139 do MSA se trata de uma lisina (K157), enquanto que
para o hRXRo esta mesma posi¢do, conforme previamente mencionado, se trata da arginina
R182 e, para ambos os casos, o residuo na interface 3’, equivalente a posicao 195 no MSA,
se trata do glutamico E207 do hRXRe. Esta similaridade de complementaridade eletrostatica
vem a corroborar que a interface adotada no decorrer da simulacdo S-RXRd:DR1; (para a qual
o complexo demonstrou maior estabilidade) € de fato a mais descritiva para a interface acurada
na manuten¢do do complexo dimérico dos DBDs em DR1. Para o hRARa o residuo corres-
pondente a posi¢cdo 139, a valina V182, é consideravelmente mais curto que seus homdlogos
em hRXRa e hPPARY (Fig. 4.32-E), além de ndo apresentar a mesma complementaridade ele-
trostatica ao E207. Desta forma, é esperado, a priori, um empacotamento relativamente menor
sobre o centro de massas para o complexo deste heterodimero com DR1, em concordancia com

o contato menos pronunciado observado na estrutura cristalografica. Também € visivel uma
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configuracao relativamente mais larga para o sulco menor no passo C-A na extremidade 3 do
primeiro meio-sitio para 0 mesmo complexo, novamente corroborando a correlacdo entre a in-
tensidade do empacotamente envolvendo os residuos de posicao 139, 142 e 195 no MSA e a
estabilizacao deste “defeito” aparente no empacotamento do meio sitio 5’ préximo ao centro de
massas do HRE. Este perfil ndo deixa de ser condizente com a menor responsividade do hete-
rodimero hRARa/hRXRa na transcri¢io génica sobre DR1 (7) 6. Para o hPPARY, além do
empacotamento dos residuos com maior MI préximo ao centro de massas do sitema (empacota-
mento este que € relativamente menor que o do homodimero de hRXR ¢, visto a substituicdo da
R182 por uma lisina, a K157, com menor cadeia lateral e ndo conferindo a tipica configuragao
bidentada para a ponte salina de uma arginina com um residuo acido), o contato do T-box do
PPAR com a seqiiéncia flanqueadora 5°, cuja presenca € determinante na afinidade do hete-
rodimero de hPPARY/hRXR o as seqiiéncias responsivas do PPARY (PPRE) se posicionam de
forma a se contrapor a primeira componente torcional de DR1, adicionando assim um segundo
fator estabilizante para a correta topologia do primeiro sulco maior e para o contato com o
mondmero 5’ (e, em conseqii€éncia, conferindo maior estabilidade a todo o complexo). Este
contato do T-box de PPARy com o sulco menor 5’-flanqueador, por sua vez, ¢ também mediado
pelo residuo na posi¢ao 195 do MSA para o hPPARY, a fenilalania F182, cuja cadeia lateral
volumosa se aloca com significativa complementaridade estereoquimica no mesmo sulco me-
nor, direcionando a rotacao e inclinag¢do do eixo principal na extremidade 5 de forma sugestiva
tanto para a otimizacao da adeqiiacdo superficial do primeiro sulco maior a superficie do DBD
de hPPARY quanto para a estabilizacdo da primeira componente principal recuperada para o

oligonucleotideo DR1 em nossos estudos (Fig. 4.32 - D).

Uma nuance particularmente interessante para os movimentos de alta colaboratividade e
simetria vibracional induzidos sinergisticamente ao sulco menor e a proteina na componente
principal para a simulagdo S-RXR:DR1; (movimentos estes que contribuem para o maior ajuste

simultaneo dos DBDs a superficie de DR1) é o movimento das extremidades dos T-box em uma

76 As principais responsividades para o heterodimero RAR/RXR se dio para os HREs DR2 e DRS, respectiva-
mente nas formas repressora e ativadora e com o RXR nas polaridades 3’ ¢ 5°, sendo a responsividade em DR1
secunddria.
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configuracdo que, aparentemente, € diretiva para a interagdo dos LBDs nos padrdes de simetria

e alto empacotamento vislumbrado na estrutura cristalografica do heterodimero completo com

PPARY (Fig. )
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Figura 4.35 — Aparente direcionamento para as interacdes entre os LBDs nos padrdes de simetria da
estrutura completa cristalografica pela componente principal recuperada para a trajetdria
“estavel” S-RXR:DR1;. As estruturas foram geradas sobrepondo-se as cadeias terminais
do dominio D da cadeia A da estrutura 3DZU e os T-box de instantdneos com ordem
crescente de projecdo sobre a componente 1 desta trajetéria. Na parte inferior da figura, a
estrutura completa € ilustrada para fins de comparag@o.

No capitulo 6 serdo discutidas as principais conclusdes a respeito das andlises aqui discuti-

das.
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5  Resultados e Discussoes II - Estudos
da dindmica conformacional em
solugdo da celobiohidrolase I de
Trichoderma harziannum

5.0.6 O modelo de alta resolucao recuperado para a celobiohidrolase I
apresenta o peptideo conector dobrado em sua extensao N-terminal

O modelo mais acurado recuperado pelo I-TASSER (e satisfazendo, simultaneamente, as
restricoes de distancias entre os dominios ditadas pelo RBM) apresentou um valor de C-score
de 0.47, sendo considerado, portanto, um modelo fidedigno segundo os critérios de estatistica

do programa 3.4.1.

O alinhamento pelo programa PyMOL das estruturas cristalograficas originais dos dominios
CBM e CCD de T. reesei contra os homodlogos destes dominios em nosso modelo mostra va-
lores de rmsd relativamente baixos (0.893 A para o alinhamento de 408 x 408 4tomos no caso
dos dominios CCD e 0.866 A para o alinhamento de 32 x 32 dtomos para os dominios CBM),
confirmando a acuricia do protocolo na recuperacao das estruturas tridimensionais destes dois
dominios. A razdo rmsd/(atomo alinhado) significativamente maior para o alinhamento dos
CBMs comparado aos CCDs (0.0271 e 0.0022, respectivamente) se deve em parte a relativa
maior flexibilidade e homologia sequencial ligeiramente mais baixa (relacionado a TrCel7A)
para o primeiro. Contudo, a maior causa para esta discrepancia € o posicionamento da por¢ao
N-terminal flexivel do CBM (sequéncia interface entre o LP e o CBM) dobrada sobre o cerne
deste dominio na estrutura por RMN para o dominio individualizado, enquanto que em nosso

modelo para a enzima completa esta regido € continua a orientacao do restante do LP em dire¢do
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a por¢ao C-terminal do CCD.

O modelo recuperado confirma a forma de “girino” para a enzima, mas apresenta um
peptideo conector com a extensdo N-terminal (residuos 444 a 458; contendo quatro residuos
O-glicosilados - Thr453, Serd454, Thr455 e Thr456) dobrada sobre a superficie do CCD. A
conformacdo inicial da molécula apds a adi¢ao das cadeias glicosidicas e apds o procedimento
de minimizacdo e equilibrio mostra esta “dobra” N-terminal estabilizada por interagdes com
uma cavidade hidrofilica rasa na superficie do CCD (a partir de agora, referida como CCDyy,; -
pocket), constituida pela face externa “lateral” do motivo -sandwich do dominio 5.1. Esta
configuracdo dobrada para a porcdo N-terminal do LP é Per se consistente com as dimensdes

para um LP semi-flexionado sugeridas pela andlise dos dados de SAXS.

RMSD 241 4+1 5.5+ 1.0 6.5+ 1.0 7+1
degm.cep 48 + 1 45 + 2 42+2  415+1.0  40.5+0.5
Rg 285405 277405 272405 27.14+0.1 26.9=+0.1

Figura 5.1 — Sobreposicdo dos modelos estruturais completos para a ThCel7A obtidos por modela-
gem computacional. O modelo estruturail obtido pelo I-Tasser utilizando as restricdes
topoldgicas do modelo DAM obtido pelo tratamento dos dados de SAXS é comparado
ao mesmo na figura. Nota-se que a estrutura recuperada apresenta um peptideo conector (o
linker) semi-extendido. As conformacoes I a V, representativas dos decoys recuperados a
partir das simula¢des de MD sdo mostradas. Os valores de RMSD médios computados em

relacdo ao modelo inicialmente obtido pelo I-TASSER para cada decoy sdao mostrados.

Dentre as interagdes polares estabelecidas entre esta por¢do do LP e o CCDy,, s-pocket,
se destacam as do anel de manose extendido a partir da cadeia lateral do residuo mono-O-
manosilado Ser454. Os grupos polares deste anel interagem com as cadeias laterais dos residuos
Aspl43, Thr302 e Asn 433 (todos estruturalmente conservados entre 7. reesei e T. harzian-
num) no CCDy,, r-pocket com significativa complementaridade estereoquimica a cavidade. Es-
tas interacOes persistiram durante toda a simulacdo, a despeito dos ciclos de aquecimento e
resfriamento do protocolo de SA/MD (vide 5.0.7). As extensdes polissacaridicas das trés treo-

ninas (Thr453 - com dois residuos de manose; Thr455 e Thr456 - ambas com trés residuos de
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manose) permaneceram essencialmente voltadas para o solvente. A dobra do LP nesta regidao
facilitou a simultanea interacao destas cadeias tanto com o solvente quanto umas com as outras,

contribuindo assim para a estabiliza¢do desta conformacao local.

5.0.7 Cinco conformacoes principais, com diferentes extensoes do peptideo
conector, foram recuperadas no procedimento de SA/MD

O protocolo de SA/MD foi utilizado para amostrar diferentes conformacgdes interdominios
para o modelo completo e glicosilado da celobiohidrolase I de 7. harziannum. E esperado que a
energia térmica adicionada a molécula (ou retirada da mesma), seja principalmente alocada para
o movimento dos dominios em relacdo um ao outro, visto que tanto o CCD quanto o CBM séo
dominios globulares bem estruturados, possuem alto teor de pontes dissulfeto e sdo conectados

pela longa cadeia polipeptidica em uma conformacao extendida.

A Fig. 5.2 mostra as energias potenciais para a molécula ao longo da simulacdo, com
conformacgdes representativas da ThCel7A para cada etapa ilustradas sobre o gréifico. Ja as Fig.
mostra o rmsd sobre a média de todas as estruturas da simulac@o e o rmsd progressivo a cada
100 ps, respectivamente. Como pode ser visto, os principais passos de aquecimento até 550
K separam a simulag¢do em trés regides principais de menor energia e mobilidade. A primeira

regido € subdividida em dois estagios, devido ao passo intermedidrio a 425 K.

Como esperado, a variagdo de energia termocinética se manifesta na molécula principal-
mente através de movimentos de extensdo e contracdo do LP. Durante o decorrer dos passos
de aquecimento e resfriamento, a molécula sofre considerdveis variaces em suas dimensoes
globais, sempre relacionadas a variagdes nas configuragdes do LP (embora a por¢do C-terminal
deste segmento permaneca sempre dobrada e interagindo com a face externa do motivo f3-

sandwich do CCD, como previamente mencionado).

As extensoes maximas do LP ocorrem para os picos de energia e mobilidade relacionados
aos passos maiores de aquecimento de 300-550 K. De forma similar, as menores extensdes sao
acessadas pela primeira vez durante as etapas de resfriamento a temperaturas abaixo de 300

K (embora os baixos valores de Rg e Dcpy—ccp tenham se mantido apds o reaquecimento
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Figura 5.2 — Perfil de energia do anelamento simulado por dindmica molecular utilizada na geracdo dos
modelos estruturais para a ThCel7A completa. As temperaturas alvo para o termostato de
Langevin em cada regido sdo indicadas. Os modelos estruturais CI-CV foram extraidos a
partir de regides entre 300 a 310 K abrangendo intervalos de pelo ao menos 500 ps que sdo
indicados em cinza.
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a 300 K, indicando que restri¢des estruturais estabilizam estas conformacdes mais compac-
tas como zonas metaestaveis ou minimos locais na superficie de energia para a proteina (vide
5.0.8)). Este comportamento € condizente com um modelo simplificado para a organizacao da
molécula de CBH-I como duas esferas (dominios CCD e CBM) conectadas por uma mola com

amortecimento (LP).

Para uma andlise mais acurada das energies envolvidas em diferentes configuragdes do
LP, foi gerada uma trajetdria “filtrada”, em que os intervalos da simulacdo contendo estrutu-
ras intermedidrias aquecidas ou resfriadas foram removidos, permanecendo apenas as regioes
da simulacdo que mais demonstraram estabilidade (ou metaestabilidade) e proximas a 300 K.
Foram consideradas metaestdveis as configuracdoes da simulagdo localizadas sobre aparentes

platds de energia e mobilidade.

A trajetoria de MD filtrada” gerada desta forma continha cinco subconférmeros, (Fig. 5.1),
cada um dos quais uma média estrutural de uma diferente subtrajetéria metaestavel acessada
pela ThCel7A durante o SA/MD, sendo todas as 5 estruturas médias para estas subconformacoes
tomadas sobre mesmo intervalo de tempo (340 ps), referente a uma mesma quantidade de es-
truturas (85), de forma a contribuirem com a mesma amostragem para andlises comparativas.
Esta cinco principais subtrajetérias serdo referidas, no texto que se segue, indiscriminadamente,
como subtrajetoria I-V, conformacao I-V ou decoy I-V, denotando tanto cada uma das cinco di-
visdes da trajetoria “filtrada” de SA/MD, como as conformacdes médias representativas de cada
subtrajetéria. A numeracdo segue a ordem em que estas subtrajetdrias aparecem na simulacao
original e também coloca as cinco conformacdes médias em ordem decrescente de extensao do
LP e de magnitude de Rg em A. As regides do SA/MD original correspondentes a cada subtra-
jetdria deste SA/MD “filtrado” sdo assinaladas na Fig. 5.2 e suas dimensdes médias dispostas

na Fig. 5.1.

Além de provir uma maior acurdcia na analise das energias (uma vez que apenas sao con-
sideradas conformagdes relativamente extaveis), € facil notar, inspecionando as Figs. 5.1 e 5.2
, que as cinco conformagdes da trajetéria “filtrada” de SA/MD fornecem um objeto de estudo

mais diretamente analisdvel que o perfil “acidentado” da simulag¢ao original.
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Embora sejam amostradas relativamente poucas configuracdes para cada subconformacao,
e embora as conformacodes III e IV provenham de trajetérias a priori fora do equilibrio a 300
K (os primeiros 140 ps da subtrajetoria III foram tomados dos passos finais de aquecimento
de 280-300K e a subtrajetoria IV foi amostrada a 310 K), todas estas conformacdes pertencem
notoriamente a platos de energia e mobilidade, com valores de temperatura proximos a 300 K
e contém valores similares de densidade e mobilidade do solvente. Desta forma, a comparagdo

das energias entre as cinco no passo subsequente ¢ uma abordagem razoavel.

5.0.8 Hidratacao e interacoes intramoleculares favorecem a conformacao
semi-extendida recuperada pelos estudos de SAXS

Em uma andlise subsequente, as componentes energéticas relacionadas a diferentes ex-
tensdes do LP foram caracterizadas. Na Fig. o comportamento médio e os desvios destas
componentes energéticas, bem como de sua soma, sdo potados contra a média temporal das
dimensodes de Rg e DCCD-CBM para a molécula. Como pode ser visto, os graficos descrevem
a energia relacionada as configuragdes do LP para as diferentes conformagdes acessadas du-
rante 0 SA/MD e nos permite inferir sobre a natureza das restricdes impostas para diferentes
conformacgdes do LP e distancias entre os dominios. A soma das interagOes intramolecula-
res “ndo ligadas” e a interagdo com as moléculas de dgua fazem com que as configuracdes
moderadamente extendidas do LP (entre as conformacdes I e III) sejam as mais favoreci-
das. H4 um evidente minimo de potencial com profundidade de 30 kcal'mol~! centrado a
valores de Decp_cpy € Rg proximos a 46.7 A e 27.8 A, respectivamente, correspondendo
as subconformacdes moderadamente extendidas do conférmero II. Este minimo é mantido,
aparentemente, devido a um balanco favordvel entre as energias de hidratacdo para o LP e
vizinhancas e as interagdes intramoleculares, se destacando entre estas as interacdes proteina-

proteina, que apresentam um minimo local para estas conformacoes.

Precedendo a conformacdo II na superficie de energia (valores de Rg entre 27.1 e 27.45 e
valores de Dcep—_cpy entre 41.5 e 44.25), hd uma aparente zona metaestavel, correspondendo

principalmente as estruturas mais extendidas da conformagao III (com um pequeno “degrau” de
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energia entre estas e as subconformacdes mais flexionadas da conformacao II). A conformagao
IIT € amplamente favorecida por interagdes “nao ligadas™ intramoleculares dos O-glicosideos

do LP entre si e com a vizinhanga

Conformacdes contraidas para valores de Rg € Dcep—cpy abaixo de 27.1 Ae 415 A,
respectivamente, foram sujeitas a um forte aumento no valor médio da energia do LP, devido
principalmente a uma perda considerdvel na hidratacio dos aminoécidos e glicosideos deste
segmento quando menos distendido e a perda de interacOes intramoleculares favoraveis en-
volvendo as O-glicosilagdes (Fig. 5.3-B e D). Esta ultima ocorre tanto devido a auséncia de
distancias e angulos que permitam a manuten¢ao de intera¢des de hidrogé€nio para estas cadeias
quanto ao aparecimento de impedimentos estéricos para algumas cadeias umas com as outras
e com a superficie da proteina, 0 que ocasiona uma contribui¢@o positiva no termo dispersivo
das interagdes nao ligadas (Van der Walls). A subtrajetéria IV é composta principalmente de
estruturas pertencentes a um maximo local de energia devido a estes efeitos. A localizagcao da
conformagdo IV em um maximo de potencial é condizente com a subtrajetoria aquecida da qual
suas sub-estruturas foram amostradas (a subtrajetéria IV foi “coletada” de um platé a 310 K

(veja 5.0.7).

Embora a contragdo do LP contribua progressivamente para uma perda das moléculas de
agua nas camadas de solvatagcdo deste segmento (principalmente no que se refere as camadas
dos O-glicosideos), ela também prové com que as camadas de hidratacdao dos carboidratos e
da superficie protéicas gradualmente se misturem umas com as outras, “aprisionando” uma
quantidade consideravel de moléculas de dgua e criando regides de alta densidade local de sol-
vente préximo ao centro geométrico da molécula na superficie “inferior” do f-sandwich do
CCD. Para o LP contraido a partir de uma certa extensao, as moléculas de 4gua desta massa de
menor mobilidade interagem mais favoravelmente umas com as outras e com a vizinhanca de
proteina e glicosideos, o que adicionado as interagdes proteina-proteina mais favoraveis, prové
um minimo local centrado em D¢eep_cay de 40.5 A e Rg de aproximadamente 27.0 A, o que
prové a energia média de hidratacio relativamente menor para o conférmero V comparado ao

IV (Fig. 5.3-B. Para conformacdes ainda mais contraidas que a V, € esperado que prevalecam
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os efeitos de impedimento estérico, tanto para as interacdes “ndo ligadas” intramoleculares
quanto para as camadas de hidrata¢do imobilizadas, “amortecendo” as interagcdes entre os dois
dominios globulares, como previamente inferido em (53) nos estudos de simulag@o para a Tr-
Cel7A. Além do mais, este “aprisionamento” de moléculas de 4gua com baixa mobilidade para

conformacdes super contraidas deve adicionar um custo entropico para o sistema.

Para conformacdes mais extendidas que as do minimo da conformacao II, ha uma regiao
“ascendente” com baixa inclinagdo para as energias do LP, correspondendo as estruturas da
subtrajetéria 1, com valores de Rg e Dcep—_cpy variando de 28.1 a 28.3 A e 465 a49 A,
respectivamente. A conformacado I € ligeiramente mais favorecida pela hidratacio média dos
aminodcidos e O-glicosilacdes do LP que a conformacdo II (Fig. 5.3)-B, sendo no entanto

menos favorecida pelas interagdes “ndo ligadas” intramoleculares (Fig. 5.3- C e D).

Dentre as energias para as interagdes “nao ligadas” consideradas, as interagdes com os fons
em solucdo parecem ser as menos determinantes para as diferentes extensdes do LP acessa-
das na simulacdo, ndo apresntando efeitos significativos nas restricdes conformacionais para
a proteina. Isto é esperado, visto ndo haverem regides contendo grandes densidades de carga
nas vizinhancas do LP em nosso modelo. Embora ndo sejam mostradas as contribui¢des das
energias conformacionais para a proteina e carboidratos, bem como as interacdes ‘“nao ligadas”
intra-cadeia para as extensoes lineares contendo duas ou trés manoses para os residuos de treo-
nina do LP, estas energias se mostraram pouco ou nao relevantes para diferentes configuracoes

do LP, ndo sendo portanto apresentadas ou discutidas neste trabalho.

5.0.9 Os parametros médios de distancia retornados pela simulacao de
SA/MD sao condizentes com os parametros obtidos nos estudos de
SAXS

Uma vez obtido o mapa das energias relacionadas a conformagdes com diferentes valores
de Dcep—cam € Rg, pode-se calcular os valores pesados pelo fator de Boltzmann para estas duas
variaveis a 300 K (considerando apenas estas energias “locais” como determinantes para as di-

ferentes conformacdes acessadas e ndo considerando o efeito das energias cinéticas. Como sera
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visto por uma abordagem semiquantitativa na secao 5.0.12 os fatores cinéticos aparentemente
favorecem o mesmo conjunto de conformagdes que as energias potenciais aqui computadas de-
vido a efeitos entropicos). Os valores médios ponderados pelo fator de Boltzmann podem ser

obtidos a partir da equacao:

Z(((Qiexp(-Ei/kT))/(X(exp(-Ei/kT)))

Onde Q; € o valor da variavel coletada Q (que aqui pode ser substituida por Dcep—cpy ou
Rg) para a i-ésima das N estruturas presentes na trajetéria “filtrada” do SA/MD, E,; € a energia
relacionada a extensdo do LP nesta i-ésima estrutura, k € a constante de Boltzmann e T € a

temperatura do sistema em K (aqui, assumida como 300 K).

Os valores obtidos para <Rg> e <D¢cp—_cpy > foram respectivamente 27.8 Aed64 A,
ambos correspondentes a0 minimo de potencial para a conformacao II. Este valor de <Rg> ¢é
signifcativamente préximo ao valor de Rg retornado pela andlise de Guinier e 0 DAM baseados
nos dados experimentais (27.56 4 0.50 e 30.46 A, respectivamente) e o valor de <D¢cp—cpy >

é condizente com a distancia de 49.5 A medida para o RBM com os dois dominios globulares.

As dimensoOes méaximas para a molécula a 300 K foram acessadas no SA/MD para a sub-
trajetéra da conformacgdo I, com um valor médio de Dy, de 110.50 4+ 1.58. Este valor é
condizente com os valores de Dyy,, recuperados a partir da transformada de Fourrier dos dados
experimentais na analise de P(r) e para o DAM (110.00 & 0.50 e 110.70 A, respectivamente).
Valores de Dy, siginificativamente maiores apenas foram alcancados na simulacdo para os
dois picos de aquecimento a 550 K (116.79 e 118.27 A), retornando prontamente a valores
menores durante o resfriamento. Nossa anélise energética sugere que conformacdes significati-
vamente mais extendidas que as da subtrajetéria I ndo sdo atingidas com estatistica significativa

no equilibrio a 300 K (elas ndo sdo acessadas nos decoys recuperados a partir do SA/MD.

Desta forma, as dimensdes moleculares recuperadas na andlise da trajetéria “filtrada” do

SA/MD corroboraram os dados experimentais.
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5.0.10 Apenas as regioes de maior ocupancia ao longo do tempo para a
ThCel7A sao claramente identificadas no modelo de Atomos dummy
retornado pelo SAXS

Os perfis “achatados” para os graficos das somas das energias entre as conformacoes I e III
representados na Fig. sugerem que uma dnica conformacao estitica dificilmente pode repre-
sentar o comportamento da ThCel7A em solucdo. Desta forma, nés utilizamos os padrdes de
mobilidade acessados para as diferentes regides da ThCel7A em nossa simulag@o para melhor

interpretaer os resultados de SAXS.

Pode ser visto que as extensdes dos carboidratos sdo, aparentemente, pouco representadas
pelo DAM recuperado no passo de modelagem ab initio dos dados de SAXS para a proteina

completa (Fig. 5.4).

T
S (1/A)

Figura 5.4 — Refinamento do modelo estrutural utilizando anelamento simulado por dindmica molecu-
lar. A- Modelo dos dtomos Dummy (DAM) obtido a partir dos dados experimentais. B-
Mapa volumétrico promediado sobre o tempo e pesado pelas massas para os dtomos de
todas as estruturas da simulagio com uma grid de resolugio de 5 A, sobreposto aos cinco
conformeros médios recuperados pelo SA/MD. Nota-se a representatividade difusa para as
O-glicosilagdes. C Reproducdo do padrao de espalhamento de raios X a baixos angulos cal-
culado para um modelo estrutural a partir de uma média ponderada para as conformacdes
de I a III. D Sobreposicdo do melhor modelo de alta resolucdo recuperado ao envelope do
DAM.

As N-glicosilacdes do CCD sio, aparentemente, as menos resolvidas no modelo. Uma

possivel causa € a alta mobilidade para estes grupos em solucdo. Devido ao posicionamento
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e orientacdes randomicas para particulas em solucdo, a intensidade de espalhamento (/) moni-
torada em fun¢do do angulo é proporcional a média ponderada do espalhamento de uma tnica
particula para todas as orientagdes acessadas (62). Para um sistema como a ThCel7A, com alta
mobilidade interna, é razodvel assumir que esta média ponderada produza um perfil de espa-
lhamento que reflita principalmente as regides da molécula com maior densidade de ocupancia
atomica,perdendo as informagdes relacionadas as fases mais externalizadas e de alta mobilidade

(como as glicosilagdes).

Na Fig. 5.4, o DAM recuperado para os dados de SAXS é comparado a um mapa vo-
lumétrico (mostrado em estilo volume e consisténcia opaca) para a densidade de massa para a
ThCel7A ponderada sobre todas as conformacdes acessadas para a simulagdo “filtrada”, com
resolucio de grade de 5 A. Esta resolucdo é usualmente tomada como limite para a informagio
estrutural util passivel de ser extraida de uma anédlise de SAXS (62). Também € mostrada na
Fig. 5.4 uma sobreposicdo das estruturas médias para as cinco subtrajetérias da simulagdo
“filtrada” de SA/MD (em estilos cartoon e stick, para a cadeia principal da proteina e para as
glicosilagdes, respectivamente, e consisténcia transparente). Pode-se notar uma alta dispersao
para as estruturas superpostas das N-glicosilagdes do CCD, para a maior parte das extensoes
O-glicosidicas do LP, para a maior parte do proprio LP e para o CBM, devido a alta mobilidade
destas regides da molécula. Isto faz com que estas regides ndo sejam claramente representadas
no mapa de densidade média. Também o loop contendo os residuos 414-426 na entrada do tinel

catalitico e altamente mdvel ndo € envolvido pelo mapa de densidade na figura.

Comparando as duas imagens na Fig., 5.4 pode-se ver que o DAM obtido através do SAXS,

aparentemente, reproduz as regides da molécula com maior ocupancia de massa atOmica:

e A maior parte do CCD, globular e rigido;

e A porcido média do LP, logo “abaixo” do CCD. Durante a simula¢do, esta regido é am-
plamente ocupada por diferentes configuracdes do LP e por extensdes de O-glicosideos

(vide 5.0.11;
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e O centro de massa do CBM.

Desta forma, o DAM pode ser considerado uma aproximagao sobre a distribui¢ao geral do

“empacotamento” para as diferentes regides da ThCel7A.

Um outro provavel motivo para a ndo resolucdo das N-glicosilagdes € a distribuicao hete-
rogénea da extensdo destas cadeias ramificadas sobre a populagdao de moléculas em solugdo.
Em estudos anteriores (52), proteinas com o CCD completamente glicosilado (trés sitios e na
completa extensdo das cadeias ramificadas, como representado em nosso modelo) apenas foram
isoladas quando no cultivo em meio minimo (pH final de 2.5), enquanto que para o crescimento
em meios mais ricos, 0 CCD apresentou uma varian¢a no nimero € na extensao destas cadeias,
devido 2 acdo das glicosidases do fungo. E importante frisar, no entanto, que durante toda a
nossa simulagdo, as N-glicosilacdes permaneceram voltadas para o solvente, virtualmente nao
interagindo ou interferindo com as interagdes do LP e vizinhanca, para os quais foram efetu-
ados nossos célculos de energia representados na Fig. 5.3. Desta forma, embora a provavel
distribuicdao heterogénea das N-glicosilagdes possa mascarar o perfil recuperado pelo SAXS,

ela ndo invalida a andlise energética obtida para nossa simulacdo de SA/MD.

Em uma tentativa de melhor comparar os resultados do protocolo de SA/MD como o
DAM recuperado para o SAXS, noés utilizamos as regides de alta ocupancia na Fig. 5.4 e as
informacdes para o perfil das energias Vs conformacio da Fig. 5.3 em um novo protocolo de

modelagem de corpo rigido.

5.0.11 O modelo tridimensional de atomos dummy corrobora as princi-
pais interacoes computadas para o peptideo conector na simulacao

Primeiramente, apenas a cadeia protéica dos cinco principais decoys foram utilizadas na
modelagem. Os residuos 414 a 426, pertencentes ao loop altamente mével na entrada do tdnel

catalitico foram descartados.

Na Fig. 5.5 a discrepancia () 2) para o fitting com o DAM para as estruturas médias de

cada subtrajetdria é ilustrada. Pode-se notar que o perfil do grifico de y 2 por conformagio
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reproduz o perfil das energias do LP Vs conformagcio ilustrado nas . O valor minimo de y 2
(1.62) foi obtido para a cadeia protéica da conformacao II, que por sua vez apresentou 0 menor
valor médio para as energias relacionadas a configuragdo do LP. Também as conformacdes
III e IT apresentaram, respectivamente, o segundo e terceiro menores valores de y 2 (1.88 e
2.00, respectivamente), ambos condizentes com seus respectivos segundo e terceiro menores
valores de energia média. As conformacgdes supercontraidas IV e V, com valores médios de
energia significativamente mais altos, apresentaram também os maiores valores de y > (ambos
acima de 2.00). Como visto acima, as energias calculadas para estas conformagdes sao muito
dependentes das interagdes “ndo ligadas” intramoleculares e da hidratacao das O-glicosilagdes
do LP. Desta forma, embora os carboidratos do LP ndo sejam visualizados em sua completa
extensado no DAM recuperado através da modelagem para os dados de SAXS; o ajuste deste
modelo para as conformagdes da cadeia protéica se mostrou conivente com a ordem em que
estas cadeias foram favorecidas pelas interagdes destes mesmos glicosideos em nossa simulagao

de SA/MD.

Em uma anélise subsequente, nds buscamos por uma representacdo média para a proteina
e carboidratos que melhors se adequasse ao DAM. Os gréficos de energia na Fig. 5.3 e para os
valores de ) 2 Vs conformacdo na Fig. 5.4 sugerem ambos que o espaco conformacional da
ThCel7A em solu¢do € melhor representado por conformagdes em torno do minimo centrado
em valores de Rg de 27.8 A e Deep_cpy de 46.7 A. Dada a significativa liberdade vibracio-
nal da ThCel7A (ver 5.0.12), € razoavel assumir que uma parte consideravel da populacao de
moléculas em solucdo dissipe sua energia térmica oscilando em torno deste minimo e visitando

conformagdes vizinhas nas regides “achatadas” da superficie de energia.

Desta forma, nés geramos uma estrutura média para o LP, o CBM e os carboidratos corres-
pondentes as regides de maior ocupancia para estas estruturas na Fig. 5.4. Todas as 85 estruturas
da subtrajetdria I, com conformacdo média de menor energia e que se mostrou mais represen-
tativa para os dados de SAXS, foram utilizadas na integra. Buscando melhor representar as

conformagdes “marginais” ao poco de potencial, foram utilizadas as seguintes estruturas:
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Figura 5.5 — Ajuste dos 5 respectivos conformeros recuperados pelo SA/MD (I a V) aos dados experi-
mentais de SAXS. Modelos de corpo rigido destas cinco estruturas médias sobre o DAM
sa0 mostrados.
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e 10 estruturas da subtrajetéria I com os menores valores de rmsd relativos a conformagao

II;

e 10 conformacdes para o LP intermedidrias entre as conformacoes I e II, cujas estrutu-
ras foram amostradas do passo intermedidrio a 425 K entre estas duas subtrajetdrias na

simulag@o original;

e 10 conformagdes do LP intermediarias entre as conformagdes II e III, com estruturas
amostradas da regido de resfriamento de 425 a 300 K apds o primeiro passo de aqueci-

mento na simulacio original.

Foram sempre consideradas intermedidrias entre duas conformagdes as estruturas com me-
nores valores de rmsd para uma média sobre estas duas mesmas conformacdes. NoOs acredi-
tamos que estas estruturas sdo razoavelmente bem representativas de uma conformacio para
a ThCel7A com o LP oscilando em torno do minimo centrado sobre as estruturas media-
nas da subtrajetoria II e flanqueado pelas conformacdes mais contraidas da subtrajetéria I e
por conformagdes intermedidrias entre a II e III, conforme o grafico de energia da Fig. 5.3.
As O-glicosilacdes consideradas aqui foram as que mostraram maior ocupancia ao longo da

simulagao:

e O residuo tnico de manose O-ligado a Ser454, que permaneceu enterrado no CCDy,; -

pocket ao longo de toda a simulacao (vide 5.0.6)

e Os residuos unicos de manose respectivamente O-ligados as Ser461 e Ser462, ambos
interagindo com a superficie “inferior” do -sandwich do CCD durante a maior parte da

simulacao;

e O primeiro residuo de manose diretamente O-ligado a Thr463 trimanosilada e o residuo
tinico de manose O-ligado a Ser465, ambos mantidos com ocupancia relativamente alta
na por¢io mediana da molécula devido a uma rede dindmica de interacdes com o solvente

e com os glicosideos vizinhos (principalmente os dois glicosideos citados no item prévio).



215

Para o CCD, a estrutura média foi calculada apenas sobre as subtrajetorias I e II, ambas
apresentando os menores valores de rmsd relativos a estrutura cristalografica original de T

reesei. Novamente, o loop mével na entrada do tinel catalitico ndo foi considerado.

O modelo de corpo rigido resultante apresentou uma diminui¢io para o valor de y 2 de
1.62 (para o fitting apenas da cadeia protéica da conformacao II) para 1.49 (Fig. 5.4-D). As
extensoes O-glicosidicas de alta ocupancia utilizadas na modelagem se adequam consideravel-
mente a0 DAM. Particularmente notorio, € o fitting das extensodes de carboidratos dos residuos
Ser461, Ser462, Thr463 e Ser465 a porcao mais espessa abaixo da regido aparentemente rela-
tiva a0 CCD no DAM. Além disto, o dominio CBM, com alta mobilidade, quando promediado
sobre o conjunto de conformagdes mencionadas apresenta-se com dimensoes reduzidas, mais
confinado em torno de seu centro de massa, se adequando melhor a pequena regido globular na
extremidade do DAM. Desta forma, o modelo de &tomos dummy gerado a partir dos dados ori-
ginais de SAXS compreende as extensdes O-glicosidicas com interagdes mais fortes ao longo
do protocolo de SA/MD, bem como as conformagdes protéicas em torno do aparente minimo
global recuperado no mesmo protocolo. As interacdes dos carboidratos fitados, por sua vez,
apresentaram grande participac@o nas energias dependentes da conformacgao do LP representa-

das na Fig. 5.3.

Os trés residuos mono-manosilados de serina cujas extensoes glicosidicas interagem dire-
tamente com a superficie do CCD em nosso modelo, sdo trés das quatro Unicas substitui¢cdes de
residuos glicosilados entre os LPs das Cel7A de T. reesei e T. harziannum. Como serd visto nas
secOes abaixo, a interacdo destes residuos com a superficie do dominio catalitico se mostrou
crucial para a manuten¢do do perfil vibracional do LP e sua substituicdo entre estas duas enzi-

mas homologas pode ser a causa para a documentada diferenga de extensdo entre as mesmas.
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5.0.12 O peptideo conector é mantido em um conjunto de conformacoes
vibracionalmente ativas conforme inferido através da analise das
componentes principais e quasiharmonica para os diferentes conformeros.

Nossa andlise das energias relacionadas a extensdo do LP aponta para um comportamente
harmoOnico para este segmento na conformagdo mais energeticamente favordavel (II): Semi-
flexionada e localizada em um pogo de potencial bem delimitado relativo a sua extensao. Para
o LP na conformacdo II, as cadeias oligosacaridicas do LP permanecem extendidas, de forma
a maximizar a interacdo com o solvente, mas se mantém preferencialmente orientadas para di-
ferentes dire¢des umas das outras, como os aros de um eixo (orientacdes similares das cadeias
glicosidicas foram visualizadas por Zhong et al (53, 54) para as simulagdes da TrCel7A intera-
gindo com a celulose microcristalina). Com este posicionamento, as camadas de hidratagdo das
diferentes cadeias O-glicosidicas interferem minimamente umas com as outras. Este arranjo
das cadeias de carboidratos promove o surgimento de pequenas “pregas” na cadeia principal
do LP, facilitando o aparecimento de interagdes de hidrogénio temporarias em configuragdes de
“pseudo-hélice”. Estas interagdes de hidrogénio sdo essencialmente dindmicas, durande cada
uma apenas poucos picosegundos ao longo da simulacdo de MD e sempre envolvendo a ca-
deia principal de pelo a0 menos um residuo glicosilado, como doador e/ou como aceptor (ndo

mostrado).

Esta conformacgao semiflexionada e a dindmica interna do peptido conector devido a alta
mobilidade dos grupamentos glicosidico promove uma maior abundincia de movimentos co-
letivos vibratdrios para o LP com modos normais similares ao de um sistema massa mola. Os
padrdes de movimentos da molécula nas trés conformagdes de menor energia (I, II e III) foram
checados em uma andlise de componentes principais (Principal Component Analysis - PCA)
(60). Dada a baixa amostragem conformacional das curtas subtrajetdrias analisadas, as compo-
nentes recuperadas na andlise englobam principalmente modos normais do LP com frequéncias

entre moderadas a altas (Fig. 5.6 ).

Na conformacdo I, o LP se encontra relativamente “frouxo” e as principais componentes

sdo relacionadas a movimentos de péndulo do conjunto LP e CBM sobre o CCD (Fig. 5.6-A).
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A L1/Ltot = §5.8% B L1/Ltot = 51.3% C L1/Ltot = 40.6%

Figura 5.6 — Movimentos coletivos mais importantes do sistema LP-CBM relativo ao CCD para a média
conformacional relativa a A- a subtrajetdria I; B-subtrajetéria II e C-subtrajetéria I11.

Na primeira componente principal, o LP e o CBM oscilam translacionamente em relacao ao
CCD, como em um péndulo simples. Este movimento corresponde a 55.8 % do movimento
total acessado para a molécula na subtrajetdria I (ver os autovalores relativos mostrados sobre
as estruturas na figura). Ja a segunda e terceira componentes (contribuindo, respectivamente,
com 9.7 ¢ 7.5 % do movimento da molécula (ndo mostrado)) tratam-se de movimentos de
torcdo e vibracdo de mais alta freqiiéncia ao longo do LP. A tnica interagdo “nao ligada” forte
entre carboidrato-superficie do CCD nesta conformagao foi observada para o anel tnico de
manose O-ligado a Ser454 interagindo com a superficie do motivo f-sandwich do CCD (no
padrao previamente mencionado em 5.0.6) que serve como base para os movimentos de péndulo
acima mencionados. Desta forma, ha pouca transferéncia de energia vibracional entre o LP e a

superficie do dominio catalitico nesta conformacao.

Na conformacao II, por outro lado, as extensdes unicas de manose O-ligadas, respectiva-
mente, as Ser461 e Ser462 estabelecem (como previamente comentado em 5.0.11 e no tdpico
anterior) fortes contatos com a superficie do CCD. Isto aliado ao restante dos fatores energéticos

previamente comentados em 5.0.8, induzem a uma semi-flexdo do LP, com a cadeia principal
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rica em “dobras” e pontes de hidrogénio, sobre o catalitico. Esta conformacao semi-flexionada
faz com que as trés componentes principais para esta conformacdo sejam relacionadas a mo-
dos vibracionais semelhante aos de uma mola para o LP (Fig. 5.6-B). Particularmente, a
primeira componente € descrita pela resonancia entre movimentos de vibracdo das extensoes
O-manosidicas das Ser461 e Ser462, em contato com a superficie “inferior” do motivo f3-
sandwich, e um modo vibracional do LP que projeta este segmento € o0 CBM em direcdo ao
CCD e “para a frente” (considerando o tinel catalitico como a regido “frontal” da molécula).
Este movimento promove uma grande transferéncia de energia vibracional do LP para a por¢ao
“inferior” rica em folhas 3 do CCD e desta para os loops do tinel catalitico e para o dominio

como um todo.

Na conformacao III, o LP se encontra relativamente super contraido, surgindo uma tor¢ao
maior na porcdo C-terminal deste segmento (Fig. 5.6-C). As trés componentes principais recu-
peradas para esta conformacado englobam sobretudo movimentos da regidao C-terminal dobrada
do LP (Fig. 5.6-C e ndo mostrado). Embora os contatos das extensdes O-manosil dos residuos
Serd61 e Ser462 com a superficie do CCD se mantenham, esta mesma regiao do LP é consi-
deravelmente pressionada contra a face “inferior” deste dominio, perdendo desta forma uma
parte significativa de sua liberdade conformacional e dificultando a transferéncia de energia

vibracional do LP para o CCD na conformacao III.

A andlise vibracional quasiharmonica (8) sobre as quatro subtrajetdrias coletadas a partir
de regides estaciondrias a 300 K (conformacdes I, II, III e V) sugere que a maior liberdade
vibracional e a maior facilidade para transferéncia de energia vibracional interdominios para a
conformacdo II prové um pequeno aumento na entropia configuracional para esta conformacao
relacionada as demais (Fig. 5.7-A) (embora esta andlise tenha sido realizada considerando uma
amostragem conformacional pequena, sendo vélida apenas no quesito comparativo entre 0s
conformeros). A comparacdo do minimo de energia potencial obtido para o LP na conformacgao
Il na Fig. 5.3 e a maior atividade dindmica vibracional obtida para este segmento na mesma
conformagdo através das analises de PCA e quasiharmonica (Figs. 5.6 e 5.7) , corrobora a

idéia de que o conjunto CCD-LP-CBM apresenta uma considerdavel componente harmonica de
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seus movimentos coletivos acerca desta conformacgdo, sugerindo novamente o comportamento
deste sistema relativamente semelhante ao modelo de duas esferas conectadas por uma mola.
Pode-se notar também na Fig. 5.7-B um valor de capacidade calorifica quasiharmonica sig-
nificativamente maior para quando apenas o LP € considerado na conformacao II que para o
calculo com a molécula inteira (significativamente diferente que 0 mesmo comportamento para
as conformacdes vizinhas I e III). Isto corrobora a hipdtese de que os modos vibracionais in-
ternos para a molécula sdo mais localizados sobre este segmento na conformacdo II que nas
conformagdes vizinhas (em outras palavras, h4 um nimero significativamente maior de “cami-
nhos” para transferéncia de energia vibracional interna do LP para o CCD nesta configuragdo,

como previamente indicado pelas andlises de componentes principais).
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Figura 5.7 — A - Contribui¢ao das entropias conformacionais a energia livre do LP e da proteina inteira
nos diferentes conférmeros, conforme recuperado por uma andlise quasiharmonica (8). B -
Capacidades calorificas recuperadas pela mesma andlise quasiharmonica. A conformagdo
V apresenta uma relativa baixa entropia conformacional e pequena entropia para o peptideo
conector, refletindo sua maior rigidez inter-dominios.

Como esperado, a conformagdo V, altamente contraida, possui entropia conformacional
significativamente menor que as mais extendidas , adicionando assim um custo entrépico confi-

guracional para o minimo local com conformacdes de menor extensdo na Fig. 5.7. A maior ca-
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pacidade calorifica para as conformacdes II e I1I sugere um maior nimero de graus de liberdade
conformacionais termicamente acessiveis (com valores de energia proximos a KT) para estas
conformagdes semi-flexionadas comparadas as estruturas mais extendidas ou super-contraidas
(conformacdes 1 e V, respectivamente). De fato, diversos estudos na literatura ja& demonstra-
ram que cadeias polipeptidicas em solu¢do em estado semi-flexionado (os chamados random
coil) tendem a apresentar maior grau de liberdade conformacional que as mesmas cadeias em

conformagdes super-extendidas ou enoveladas (63).

No capitulo seguinte serdo apresentadas as principais conclusdes decorrente desse trabalho

de doutoramento.
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6 Conclusoes

6.1 Conclusao a respeito dos estudos dos mecanismos mole-
culares para o alosterismo de hRXRx a seu elemento res-
ponsivo DR1

Tomando-se em conjunto os resultados para as simulagdes aqui apresentadas e sua comparagao
com outras estruturas cristalograficas de dimeros de hRXRo em DR1 com diferentes parcei-
ros, bem como com resultados da literatura referentes ao acoplamento evolutivo entre residuos
aparentemente determinantes na interacdo com HREs do tipo DR1 , conclui-se que a colabo-
ratividade na interacdo dimérica a este HRE € regida por um mecanismo “chave e fechadura”
ditado primariamente pela estabilizacdo de um modo vibracional desta seqii€éncia que tende a
desestabilizar o complexo, sobretudo através da diminui¢cdo da disponibilidade do sitio para o
mondmero 5’. Este modo vibracional, por sua vez, € oriundo tanto da disposicao relativa das
fases dos dois meio-sitios na topologia macroscopica do DNA na seqiiéncia de DR1, quanto
de um “defeito” natural no empacotamento dos pares de bases na extremidade 3’ do primeiro
meio-sitio. A corre¢do das influéncias deste “defeito” para os modos vibracionais em DR1, s6
pode ser devidamente efetuada com a intera¢do concertada do monémero de hRXR o no sitio 3°,
disponibilizando o seu T-box desestruturado para a interacao simultanea com o sulco menor en-
tre os sitios e com o D-box do parceiro 5’ correto. O empacotamento provido por esta interagao
correta, estabiliza o sistema vibracionalmente a partir de seu centro de massas, corrigindo as
influéncias do “defeito” no sitio 5’ e permitindo a associagdo estivel de ambos os mondmeros
ao HRE, apresentando vantagens energéticas referentes ao empacotamento global do sistema

(com acentuadas correlagdes entre as energias ndo ligadas de suas componentes) € a maior si-
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metria vibracional para o complexo como um todo, com o centro de massas do complexo (onde
ocorrem a maior parte de suas interagdes significativas) consideravelmente estabilizado, € um
aumento gradual das amplitudes de movimento em direcdo as extremidades. Estas vantagens
energéticas, por sua vez, compensam os custos entdlpicos e entrépicos referentes a desnaturagao
e desempacotamento do T-box do cerne globular do dominio DBD, ao deslocamento dos ions
das imediagdes dos sulcos menor e maior do DNA e a distor¢cdo da simetria original para os
movimentos coletivos do segmento de DR1, corroborando o perfil de “arraste” (referente ao
custo para a interagdo do primeiro mondmero) e cooperatividade (a vantagem acentuada para a
interacao do dimero) vislumbrado para as isotermas de associagdo a este elemento através dos

experimentos de anisotropia de fluorescéncia na secdo 4.1.1.

6.2 Conclusoes a respeito da modelagem estrutural e dinimica
interdominios da Celobiohidrolase de Trichoderma harzi-
annum em solucao

Primeiramente, os resultados apresentados neste capitulo representam um avancgo significa-
tivo na qualidade dos dados disponiveis para celobiohidrolases de espécies de Trichoderma em
solu¢do. Os modelos prévios de SAXS obtidos para a Cel7A de Trichoderma reesei (64) foram
construidos quando as estruturas isoladas dos dois dominios eram ainda desconhecidas. Este
aumento em informacao estrutural de alta resolu¢do somado aos progressos de instrumentacao
de medida e estatistica para o tratamento dos dados de SAXS nas quase trés décadas que sepa-
ram estes estudos, bem como os progressos nas dreas de modelagem molecular, permitiram aliar
a técnica experimental de SAXS (de baixa resolucao) as ferramentas de modelagem estrutural
e dindmica molecular. Esta integracao, por sua vez, proporcionou um considerdvel aumento na
resolucdo e na qualidade da informacao obtida para a estrutura e comportamento dinamico da

molécula.

Nossa andlise integrada de SAXS e MD para a ThCel7A em solugdo permite inferir algumas

consideragdes a respeito de sua biologia.
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Os resultados confirmaram a forma de “girino” para a enzima, mas indicaram uma di-
mensdo méxima significativamente menor que os 180 A obtidos previamente por SAXS para
a TrCel7A (46) . A ThCel7A, com mais de 80 % de homologia e sequéncia primaria com
extensao muito proxima a da TrCel7A (as duas enzimas possuem respectivamente 505 e 513
residuos), apresenta um valor de Dy, de 110 A. O valor de Rg obtido para a enzima de T.
harziannum (27.56 A) também é significativamente menor que os 42.7 A obtidos no mesmo es-
tudo anterior para a TrCel7A completa. Embora um estudo posterior de microscopia eletronica
de alta resolucao tenha obtido o valor significativamente menor de Dy, = 151 £ 13 A para a
TrCel7A (sugerindo que os estudos prévios de SAXS foram sujeitos a erros devido a limitada
acurdcia desta técnica na época), este valor ainda é condizente com um LP completamente ex-
tendido para a enzima de 7. reesei, enquanto que nossos dados de SAXS sugerem um peptideo

semi-flexionado para 7. harziannum.

Nossos resultados de modelagem estrutural e simulagdo por SA/MD, comparados ao mo-
delo de atomos dummy recuperado no tratamento dos dados de SAXS, e a andlise sequencial
das duas enzimas apontam para uma possivel explicacdo para esta aparente diferenca de ex-
tensao entre estas duas enzimas de alta homologia. NGs assumimos, em nossa explicagdo que
o padrdo de O-glicosilacdes para o LP da ThCel7A € similar ao previamente determinado para
a TrCel7A (51): contendo todos os residuos de serina parcialmente glicosilados com um tnico
residuo de manose e as treoninas com extensdes de cadeias lineares varidveis até trés residuos.
Esta mesma premissa foi assumida para a construcao de nosso modelo tridimensional de alta
resolucao que, quando submetido a simulagdo de SA/MD, produziu resultados condizentes en-
tre a simulacdo e os dados experimentais de SAXS em nossa andlise até aqui. Como visto
anteriormente, hd trés residuos de serina cujas respectivas extensoes de O-manose interagem
diretamente com a superficie externa do motivo f-sandwich do CCD durante uma parte sig-
nificativa de nossa simulacdo, possuindo todos os trés um consideravel ajuste com o modelo
recuperado para os dados de SAXS. Em nosso SA/MD, as interacdes destes residuos com a
superficie do CCD contribuiram notoriamente para a estabilizacdo da conformac¢do dobrada da

porcao N-terminal do LP (extensdo da Ser454) e da flexdo da regido média deste segmento
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(extensOes da Ser461 e de Ser462), contribuindo assim para a configuracdo semiflexionada re-
cuperada a partir dos dados de SAXS. No LP da TrCel7A, estes residuos sdo todos substituidos
por treoninasComo pode ser visto nas Fig. as interacOes destas extensdes de manose com a su-
perficie do CCD apresentaram, em nosso estudo de SA/MD, uma complementaridade estérica
que ndo poderia ser alcangada para as longas cadeias bi ou tri-manosiladas das extensdes dos
residuos de treonina. Estas extensdes maiores, em nossa simulacao, permaneceram preferenci-
almente voltadas para o solvente, de forma a evitar o impedimento estérico com o restante da
molécula e otimizando a hidratacdo. Nao ha qualquer outra substituicdo Thr/Ser entre os LPs
de ThCel7A e TrCel7A que pudessem compensar o efeito das trés acima mencionadas. Desta
forma, € esperado um peptideo conector relativamente mais extendido e menos rigido para a
TrCel7A, mais rica em residuos de treonina com cadeias lineares longas de manose, comparado
ao de ThCel7A, concordando assim com os dados experimentais obtidos independentemente

para estas duas proteinas.

Um relacionamente direto entre o comprimento médio do LP e o teor de glicosilagcdo para
celulases ja havia sido reportado em estudos prévios (65). Como discutido em 5.0.12, as
interacoes citadas das extensdes O-manosidicas dos trés residuos de serina com a superficie
do CCD apresentaram grande influéncia sobre a natureza dos modos normais de vibragao da
enzima (recuperados na andlise de componentes principais). Desta forma, se o padrdao proposto
aqui esta correto, sdo esperadas diferencgas significativas para as entalpias e entropias vibracio-
nais e capacidades calorificas dos LP de ThCel7A e TrCel7A. As possiveis consequéncias destas

diferencas para a processividade relativa das duas enzimas sdo temas para estudos futuros.

Outro tema que tem atraido consideravel interesse na literatura recente se refere aos detalhes
da acdo conjunta dos dois dominios das celulases no movimento sobre o substrato de celulose
microcristalina. Como previamente mencionado em 5.0.6, diversos resultados da literatura ba-
seados em estudos de SAXS sugeriram um perfil flexivel e variante entre semi-extendido a ex-
tendido para o LP de celulases em solu¢ao Este padrio levou os autores a proporem um modelo
em que estas enzimas poderiam se mover no substrato cristalino com movimentos semelhantes

aos de uma “lagarta”, com o LP funcionando como uma mola conectora entre os dois dominios.
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Também foi proposto que a energia livre para a realizacdo deste movimento seria provida pela
translacado do CBM sobre a superficie da celulose, visto ter sido demonstrado este potencial
de difusdo do dominio pela superficie da celulose em trabalhos prévios . Contudo, Igarashi et
al demonstraram recentemente (66) via microscopia de forca atomica de alta velocidade (High
Speed-Atomic Force Microscopy - HS-AFM), que o CCD seria o Unico responsavel pelo des-
lizamento da proteina sobre o substrato insolivel, tendo o CBM a unica fun¢do de aumentar
a concentracdo da enzima na superficie deste mesmo substrato, como havia sido previamente
proposto em . Desta forma, as causas para o significativo incremento conferido pelo LP na
processividade da enzima devem ser atribuidas principalmente a mecanismos que quebrem a
barreira energética para a passagem da molécula da fase solivel para a superficie de celulose
e que dificultem a desor¢do da mesma. Os resultados apresentados aqui, ndo sé confirmam a
configuracdo flexivel, semi-extendida e com potencial harmonico relativo ao comprimento do
LP (conforme previamente sugerido em ) como sugerem possiveis mecanismos de como este
mesmo perfil pode facilitar a ruptura da barreira acima mencionada e dificultar a desor¢do da

molécula ao substrato (em concordancia com os dados de (66)).

Em primeiro, as conformacdes mais energeticamente favoraveis recuperadas no SA/MD e,
ao mesmo tempo, as que melhor se adequam aos dados de SAXS apresentam os dois dominios
em relativa distancia um do outro, mas ainda com uma relativa tensao entre ambos, devido
ao potencial harmonico aqui obtido. Desta forma, o peptideo conector é, a0 mesmo tempo,
suficientemente longo e flexivel para aumentar a probabilidade do CBM se ligar a superficie da
celulose e suficientemente tenso para “puxar’” o CCD em direcdo a esta superficie uma vez que

o CBM se ligue.

Outro dado interessante em nossa andlise, sdo os modos vibracionais para a conformacao I,
a conformag¢do menos energética e que melhor se ajusta ao modelo de SAXS. Nesta conformacao,
o LP apresenta uma alta atividade vibracional que é transferida a molécula como um todo.
Matthews et al , em seus estudos de dindmica molecular para a celulose microcristalina 13,
verificaram uma forte localizagdo de moléculas de dgua adjacentes na primeira camada de

hidratacdo da superficie da celulose, devido tanto a interacdes de hidrogénio com o substrato
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quanto a efeitos de natureza hidrofébica. Os autores propuseram que estas moléculas estrutu-
radas de 4gua poderiam se apresentar como uma barreira para a aproximacgao de celulases e
que estas enzimas deveriam apresentar mecanismos moleculares para romper a barreira. Desta
forma, os movimentos vibracionais altamente acoplados para os trés médulos (CCD-LP-CBM)
em conformacdes proximas a conformacao II de nosso estudo poderiam dispersar mais facil-
mente estas camadas de dgua fortemente ligadas, de forma a facilitar a aproximacao e interagao
da ThCel7A com a superficie celulésica. E interessante notar que, apesar do maior volume e das
interacoes mais favoraveis, as camadas de hidratacdo para o LP e vizinhancas na conformagao
IT apresentaram-se com significativa maior mobilidade, relacionado as conformagdes mais con-
traidas (notar a menor quantidade de regides de alta densidade média de moléculas de dgua
para esta conformacdo na ). Por outro lado, O CCD, de estrutura globular e significativamente
rigida, apresenta uma reduzida atividade vibracional intrinseca (compare o perfil vibracional
obtido apenas para o LP com o obtido quando a molécula inteira é considerada na Fig. ), e
uma afinidade pela celulose consideravelmente menor que o CBM , necessitando portando da

extensao LP-CBM para otimizar sua interagdo com a mesma.

E também interessante notar que o movimento de “cavalo marinho” ilustrado na primeira
componente principal para esta conformacao dirige, simultaneamente, a superficie de ligacao
a celulose do CBM, o LP e o tinel catalitico do CCD para a mesma dire¢do, o que também
poderia facilitar a ligacdo simultanea dos dois dominios ao substrato. Uma vez que a molécula
se ligue a superficie microcristalina, a mesma atividade vibracional poderia facilitar a captacao
de subtrato na entrada do tdnel catalitico, promovendo uma maior fixagdo da ThCel7A nesta

superficie e o inicio da reac@o e do consequente deslizamento sobre a celulose.

Os movimentos da molécula ao longo da regido “achatada” da superficie de energia da Fig.
se assemelha, de fato, ao movimento de “lagarta” (caterpillar like motion proposto por Receu-
veur et al . Além do mais, a variacdo de extensdao do LP ao longo desta mesma regido “achatada”
(da conformacdo III 4 T) acessada em nossa simulagio foi de aproximadamente 9.5 A, préxima
portanto da dimensdo de uma unica unidade de repeticdo de celobiose na celulose cristalina

(10.4 A). Isto é condizente com a idéia de que os movimentos do LP poderiam direcionar os
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dois dominios para “caminhar” sobre a superficie da celulose durante o processo de hidrodlise.
Contudo, estas duas extensdes extremas para o LP na regido “achatada” da Fig. s@o separadas

por um pogo de potencial relativamente profundo (aproximadamente 30 kcal'mol!).

Considerando que a hidratacdo do LP e as interacOes “ndo ligadas” para os carboidratos
desempenham um papel crucial na manutencao da diferenga de energia entre as conformacdes
acessadas , € possivel (embora isto tenha de ser investigado em trabalhos futuros) que com a
ligacdo a celulose (devido a reduzida atividade das camadas de solvatacao nesta fase solida e
as possiveis interacoes dos O-glicosideos do LP com as unidades de celobiose) a superficie
de energia para as conformacgdes I, II e III se torne ainda mais “achatada”. Desta forma, a
molécula poderia transitar livremente entre estas (e outras) diferentes extensoes devido ao efeito
entrépico. Este possivel aumento da flexibilidade conformacional, por sua vez, permitiria tanto
uma maior adaptabilidade da molécula as diferentes restricdoes do relevo da superficie como
também que os movimentos de extensdo e contracdo do LP entrassem em fase com o pro-
cessamento das unidades de celobiose, promovendo assim o proposto movimento de “lagarta”

durante a hidrdlise do substrato insolavel.

As consideragdes a respeito da organizacgao estrutural e dinamica obtidos no presente estudo
refletem, presumivelmente, aspectos de toda a familia de enzimas Cel7A. Este conhecimento
seria dificil, se ndo impossivel, de ser obtido através da técnica de cristalografia de raios-X,
devido a j4 conhecida flexibilidade do LP e a alta varianca em extensao e igual mobilidade das
cadeias de glicosideos (51, 67). Além disto, experimentos de SAXS tém a habilidade de estu-
dar estas estruturas em condi¢Oes mais proximas as fisioldgicas (62), enquanto simulacdes de
dindmica molecular provém detalhes acerca da movimentacdo de suas partes individuais, bem
como as energias relacionadas, em uma escala dificilmente acessivel as técnicas experimentais
(68). Estes dados experimentais de baixa resolucdo obtidos por SAXS integrados aos dados de
simulacao de alta resolug@o obtidos por modelagem estrutural e dindmica molecular aumentam
consideravelmente a quantidade de informacdo disponivel para a organizacao estrutural e fle-
xibilidade conformacional para a ThCel7A e, de uma forma geral, para celobiohidrolases em

solugdo.
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Os resultados deste trabalho foram reunidos no artigo “Hydration and intramolecular in-
teractions impose a spring like effect to the O-glycosilated linker peptide of cellobihidrolase I
from Trichoderma harziannum’ (Lima LHF et al) e estdo sendo submetidos para publica¢do em

periddico indexado internacional.
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