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RESUMO

BATISTA, M. R. B. Mobilidade da hélice 12 de receptores nucleares: comparagdo entre si-
mulacdes de dindmica molecular e experimentos de anisotropia de fluorescéncia. 2013. 93 p.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao
Paulo, S3o Carlos, 2013.

Receptores nucleares formam uma superfamilia de proteinas responsdveis pela regulacdo da
expressao de genes. Estruturalmente, sdo formados por trés dominios: um dominio N-terminal
bastante varidvel, um dominio altamente conservado de ligacdgo com o DNA e um dominio
C-terminal, menos conservado, denominado dominio de ligagdo com o ligante (LDB). Diversos
experimentos mostram que a interacao com o ligante afeta a estrutura e a mobilidade da hélice
C-terminal dos receptores nucleares (hélice 12 do dominio de ligagdo com o ligante), sendo o
principal mecanismo de ativacdo e repressao da transcricao. As primeiras estruturas de LBDs de
receptores nucleares revelaram importantes diferengas entre estruturas contendo ligantes (holo)
e estruturas apo, principalmente no que diz respeito a posicao da hélice 12: em estruturas
apo, foi observada a H12 em uma conformacdo aberta, expondo o sitio de ligagdo com o
ligante, enquanto que em estruturas holo, foi observada a H12 em uma conformacao fechada,
dobrada sobre o corpo do LBD e envolvendo completamente o ligante. Essa diferenca sugeriu
um mecanismo para a entrada e saida de ligantes do sitio de ligacdo denominado “modelo da
ratoeira”, entretanto, esse modelo apresenta diversas inconsisténcias e tem sido desacreditado.
Estudos experimentais e tedricos recentes mostram que a hélice 12 é mais mével na auséncia de
ligantes, entretanto, esses estudos ndo fornecem evidencias de que o aumento da mobilidade da
estd associado com o deslocamento da H12 em relagao ao corpo do LBD, como sugerido pelo
modelo da ratoeira. Embora esteja claro que a hélice 12 é mais mével na auséncia de ligantes,
a dimensdo da variacdo conformacional sofrida pela hélice 12 ainda nao estd clara. Nesse
trabalho buscamos a construcao de um modelo capaz de dimensionar a mobilidade da hélice
12 através da comparacao direta entre simulagdes de dindmica molecular e experimentos de

anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo. Utilizando simulagdes de dinamica molecular



reproduzimos experimentos de anisotropia de fluorescéncia acoplando a sonda cys-fluor a hélice
12 do PPAR~ para estudar sua mobilidade. Mostramos que as observacoes experimentais sé
podem ser explicadas por conformacgdes onde a sonda fluorescente permanece presa a superficie
do LBD. Foi mostrado também que curvas de anisotropia com decaimentos comparaveis com
os decaimentos experimentais estao associados a pequenas variacoes conformacionais de hélice
12. Simulagbes para dois modelos de apo-PPARy com a H12 aberta em relagdo ao corpo do
LBD e para as estruturas cristalograficas de apo-RXR e apo-ER, onde a H12 também adota
uma conformacdo aberta, revelaram curvas de anisotropia com decaimentos mais rapidos que
os experimentais. Esses resultados implicam em um modelo onde a H12 sofre alteracoes
conformacionais locais, ndao apresentando variacdes tao dramaticas como o proposto pelo

modelo da ratoeira.

PALAVRAS-CHAVE: Receptores nucleares. Dindmica molecular. Hélice 12. Anisotropia de

fluorescéncia. LBD.



ABSTRACT

BATISTA, M. R. B. Nucler receptor’s helix 12 mobility: comparison between molecular dyna-
mics simulations and fluorescence anisotropy experiments. 2013. 93 p. Dissertacdo (Mestrado

em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2013.

Nuclear Hormone Receptors comprise a protein superfamily responsible for regulation of gene
expression. Structurally, they are composed by three domains: a variable N-terminal domain,
a highly conserved DNA-binding domain (DBD), and a less conserved C-terminal domain,
known as ligand binding domain (LBD). Many experiments have shown that the interaction
with ligands affects the structure and the mobility of nuclear receptor’'s C-terminal helix (LBDs
Helix 12), being the main mechanism of transcription activation and repression. The first
nuclear receptor LBDs structures revealed important differences between ligand bound (holo)
and apo-structures concerning the position of the H12: in apo structures, H12 adopted an
open conformation, exposing the ligand binding pocket, whereas in holo structures, the H12
was closed, packed over the body of the LBD, burying completely the ligand. This difference
suggested a mechanism for ligand entry and exit from the binding pocket called “mouse-trap
model”, however this model has several inconsistencies and has been discredited. Recent
experimental and theoretical studies have shown that H12 is more labile in the absence of
ligand, but these studies don't provide evidences that the increase in the mobility is associated
with the detachment of H12 from the body of the LBD as suggested by the mouse-trap
model. Although it's clear that H12 is more flexible in the absence of ligands, the size of the
conformational changes undergone by H12 is not yet clear. In this work we seek to construct a
definitive model for the range of motions that H12 may undergo in the presence or absence of
ligand using molecular dynamics simulations. Through direct comparison between molecular
dynamics simulations and time-resolved fluorescence anisotropy experiments, we show that
experimental observation can only be explained by conformations where the fluorescent probe
is interacting with the surface of the PPAR~y surface. We also show that simulations with

anisotropy decay rates comparable to the experimental decay are associated with small helix



12 conformational changes. Simulations with two models of apo-PPAR~ with H12 detached
from the body of the LBD and with crystallographic structures of apo-RXR and apo-ER, where
the H12 also is in an open conformation, display anisotropy decay rates significantly faster than
the experimental ones. These results imply a model for the molecular mobility of the LBD
where H12 undergoes local conformational changes and should exhibit dynamic properties less

dramatic than proposed by the mouse trap model.

KEYWORDS:  Nuclear Hormone Receptor. Molecular dynamics. Helix 12. Fluoerescence

anisotropy. LBD.
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CAPITULO 1

Receptores Nucleares

Receptores nucleares (RN) formam uma superfamilia de proteinas responsaveis pela re-
gulacdo da transcrigdo de genes relacionados a diversos aspectos de desenvolvimento, diferen-
ciacdo, reproducao e homeostase em eucariotos. A regulagcdo da transcricdo, para a maioria
dos receptores nucleares se dd através da ligacao de pequenas moléculas, como horménios ou

acidos graxos, a um dos dominios do receptor.

No genoma humano s3o conhecidos 48 receptores. Embora todas as proteinas dessa su-
perfamilia tenham a funcdo de regular a transcricdo de genes, estas sdo tipicamente divididas
em trés familias ou classes de acordo com seu mecanismo de agdo (1). A classe | (receptores
esteroidais) inclui os receptores de estrégeno (ER), de progesterona (PR), de glicocorticoides
(GR) e de mineralocorticoides. A classe Il é formada por receptores que atuam na forma
de heterodimeros. Pertencem a essa classe os receptores de hormdnio tireoidiano (TR), de
vitamina D (VDR), do 4cido retindico (RAR) e o receptor ativado por proliferadores de pero-
xissomos (PPAR). A terceira classes de receptores sdo os receptores 6rfios que podem atuar
na forma de dimeros ou mondmeros. Estes foram assim denominados quando descobertos pois
ndo tiveram seus ligantes enddgenos identificados. Recentemente, alguns desses ligantes de

receptores 6rfaos foram identificados, como € o caso dos acidos biliares (1).

Devido a sua grande diversidade e seu relevante papel bioldgico, receptores nucleares
tornam-se alvos interessantes para o desenvolvimento de novos farmacos. Além disso, dis-
funcGes no mecanismo de sinalizacdo de determinados receptores estdo associadas a diversas
doencas humanas, por exemplo, RARs estdo associados a diferentes tipos de leucemia, ER

com o crescimento de cancer de mama e os PPARs com doencas metabdlicas como a diabetes
do tipo Il (2-3).



26 1 Receptores Nucleares

1.1 Mecanismo de acao

Embora todos receptores nucleares apresentem funcdes similares, existem diferencas bi-
oquimicas no seu mecanismo de acdo dependendo da sua classe, como mostrado na figura
L1l Os receptores da classe | (familia dos receptores esteroidais) encontram-se no citoplasma
celular associados as heat shock proteins (HSP), incluindo as hsp90 e hsp70. Quando o ligante
se liga ao receptor, ainda no citoplasma, o complexo receptor-HSP é desfeito e o receptor mi-
gra para o ntcleo, onde, na forma de homodimeros, reconhece sequéncias especificas de DNA
arranjadas na forma de palindromos imperfeitos. Os receptores dessa classe reconhecem a
sequéncia AGAACA, com exce¢do do ER que se liga a sequéncia AGGTCA. Uma vez ligado ao
DNA, proteinas coativadoras podem ser recrutadas e a transcricao do gene-alvo é promovida
(4-5).

Proteinas da classe Il, diferente das receptores esteroidais, atuam na forma de hete-
rodimeros. TR, PPAR, VDR e RAR associam-se ao receptor do acido 9-cis retindico e se
ligam a sequéncias de DNA com repeticoes diretas com a forma AGGTCA. Os heterodimeros
permanecem, mesmo na auséncia de ligantes, associados ao DNA e a proteinas correguladoras.
Na auséncia do ligante especifico, a transcricao é reprimida pela presenca de proteinas corre-
pressoras, entretanto, na presenca do ligante, a associagdo com os correpressores é desfeita e

proteinas coativadoras sao recrutadas, ativando o processo de transcricdo do gene alvo (B)

00

Transcrigéo

RN+HSP

0 —t 0

Figura 1.1 — Mecanismo geral dos receptores nucleares: os receptores podem estar localizados den-
tro ou fora do niicleo dependendo do seu mecanismo. Receptores da classe | localizam-

se no citoplasma associados as heat shock proteins. Na presen¢a de ligante o complexo

€ desfeito e o receptor migra para o nicleo, onde na forma de homodimeros reconhece

uma sequéncia especifica de hexanucleotideos. Receptores da classe Il encontram-se no

nidcleo associados a uma determinada sequéncia de DNA, na forma de heterodimeros

com o RXR. Na auséncia de ligante, a transcri¢do € reprimida pela presenca de proteinas

correpressoras. Na presenca do ligante especifico, o mecanismo de transcricdo € ati-
vado.
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Homologia Variavel >40% Cerca de 20%
N2 AF — DBD LBD |- cooH
Fungéo Transativagao Ligagdo com o DNA Ligagdo com hormonios

Dimerizagao
Silenciamento
Transativagao

Figura 1.2 — Representacdo esquemdtica dos dominios estruturais dos receptores nucleares e suas
fungées.

O entendimento do mecanismo de ac3o para os receptores 6rfaos ainda ndo esta bem esta-
belecido, entretanto, evidéncias mostram que estes podem atuar tanto da forma de monémeros
quanto de heterodimeros com o RXR e reconhecem sequéncias de hexanucleotideos similares

as dos receptores da classe |l (B)

1.2 Estrutura e Funcao

Receptores nucleares exibem uma estrutura modular com diferentes regides correspon-
dendo a dominios funcionais autdnomos, os quais podem ser trocados entre receptores relaci-
onados, sem perda de funcao. Tipicamente, um receptor nuclear é formado por trés dominios:
uma regido varidvel N-terminal, também denominada de regido A/B, um dominio central alta-
mente conservado, chamado de Dominio de ligagdo com o DNA (DBD, DNA binding domain)
e uma por¢do C terminal denominado de dominio de ligagdo com o ligante (LBD, Ligand
binding domain) (4, Ia) Cada um desses dominios possui estrutura e fungdo préprias e estdao

esquematizados na figura .2

1.2.1 A regiao A/B

Essa regidao é a mais varidvel em sequéncia e tamanho entre os membros da familia dos
receptores nucleares, por exemplo, contém 24 aminoacidos nos VDRs e 603 aminodcidos nos
receptores mineralocorticoides (). Esse dominio possui uma regido ativadora de transcricdo
(AF-1) que atua independentemente da ligacdo com ligantes e forma interacdes diretas com

outros dominios do receptor e com proteinas coativadoras, mas esse mecanismo de ativacdo
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ainda ndo estd completamente estabelecido (4-5). Nenhuma estrutura do dominio N-terminal
foi obtida; acredita-se que esse dominio seja desestruturado ou fracamente enovelado em
solucdo, entretanto, estudos com receptores esteroidais mostram que a interagdo com outras

proteinas ou com DNA pode induzir a formagdo de estruturas secundarias (1).

1.2.2 O dominio de ligacao com o DNA

O Dominio de ligacdo com o DNA apresenta um alto grau de homologia dentro da su-
perfamilia dos receptores nucleares e é formado por aproximadamente 70 residuos. Em cada
DBD existem nove cisteinas conservadas, sendo oito delas responsaveis pela coordenacio de
dois ions de Zinco, Zn*", em um arranjo tetraédrico, formando dois dedos de Zinco, estrutu-
ras tipicas de proteinas que se ligam ao DNA. O primeiro dedo de Zinco possui uma regido
chamada de caixa-P (ou P-box), um conjunto de cinco aminodcidos responsaveis pelo reco-
nhecimento de sequéncias especificas de DNA conhecidas como elementos de resposta dos
horménios (HRE, Hormone Response Elements). No segundo dedo de Zinco, existe outro
conjunto de aminodacidos, chamado de caixa-D (ou D-box), responsavel pela dimerizagdo dos
DBDs quando ligados ao DNA. Embora os DBDs apresentem fun¢do de dimerizagdo, a estabi-
lizagdo dos dimeros é dependente da dimerizagdo dos LBDs (6-7). O nicleo do DBD contém
duas hélices «, a primeira comecando na terceira cisteina conservada e envolvendo o primeiro
dedo de Zinco (hélice de reconhecimento). Esta hélice liga-se ao sulco maior do DNA, fazendo
contato com bases especificas do HRE. A segunda hélice compreende o segundo dedo de Zinco
e estd disposta perpendicularmente a hélice de reconhecimento (4). A figura mostra a

estrutura do DBD de ER na forma de homodimero ligado ao DNA (? ).

1.2.3 O dominio de ligacao com o ligante

O dominio de ligagdo com o ligante é o maior e mais complexo dominio dos receptores
nucleares. A primeira estrutura cristalografica foi obtida em 1995 para a forma apo [ do
receptor do acido 9-cis retindico (RXR). Desde entdo diversas estruturas foram resolvidas,

revelando que, de forma geral, os LBDs s3o bastante similares (1).

*Estrutura apo é a estrutura sem ligante
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Figura 1.3 — Estrutura do dominio de ligacdo com o DNA do receptor de estrégeno. Os ions de
zinco estdo representados como esferas vermelhas (PDB: 1IHCQ) (B ).

Os LBDs sdo dominios globulares formados, geralmente, por 12 hélices o. Entretanto,
existem algumas excecoes, por exemplo, no RARy a hélice H2 n3o estd presente, enquanto
que no PPAR~, uma hélice adicional, H2', é observada (2). No nivel tercidrio, esse conjunto
de hélices «r estd arranjado de modo a formar um “sanduiche” de hélices paralelas. As hélices
H1, H3, H7, H10 e H11 formam os planos mais externos, ja as hélices H4, H5, H6, H8, H9
compdem o plano intermedidrio do sanduiche. A hélice 12, responsdvel pela funcdo de ativacdo
dependente do ligante (AF-2) localiza-se perpendicularmente as outras hélices entre os planos
externos, podendo adotar diferentes conformacdes dependendo da natureza do ligante que
estd associado ao LDB. A cavidade de ligagdo com ligante, LBP (Ligand Binding Pocket) esta

2}
A figura [I.4] mostra a estrutura do LDB do RAR, destacando cada hélice e os 3 planos do
sanduiche )

localizada no interior do LBD, geralmente atras da hélice 3 e em frente as hélices 7 e 10

Além da funcao de ativacdo dependente do ligante, o LBD é responsavel pela formacao de
dimeros, essencial para a atividade dos receptores. As superficies de dimerizacdo compreendem
aproximadamente 11% da area superficial dos LBDs e corresponde a regides préximas as hélices

10 e 11.

1.2.4 Interacao com proteinas correguladoras

Receptores nucleares sdo fatores de transcricdao que regulam a transcrigdo de determina-
dos genes em resposta a ligacdo de hormonios ou metabdlitos. A primeira etapa da regulacdo

é iniciada com a ligacdo do ligante no LBP e, por isso, o mecanismo pelo qual os ligantes
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Figura 1.4 — Estrutura do LDB do receptor do dcido retindico. O LBD forma um “sanduiche”. Em
azul, verde e roxo estdo mostradas as hélices dos trés planos. A hélice 12 estd em
vermelho (PDB: 2LBD) (13).

modulam a atividade dos receptores nucleares tem despertado grande interesse nos ultimos
anos. A segunda etapa da regulacao da atividade dos receptores é a interacdo com proteinas
correguladoras, as quais interagem diretamente com estes e possuem papel fundamental na
mediacao do efeito do ligante no processo da transcricao de genes (E’j ). Proteinas cor-
reguladoras podem ser coativadoras ou correpressoras, dependendo do efeito que provocam,
podendo ativar ou inibir a transcricio. Correpressores se ligam aos receptores nucleares na
auséncia de ligante ou na presenca de antagonistas, impedindo a transcricdo. Na presenca de
um agonista, a proteina correpressora é liberada e um coativador é recrutado, possibilitando,

assim, a transcricdo do gene-alvo (10).

Apds a identificacdo de proteinas correguladoras, o objetivo de diversos estudos foi a
definicdo de como é dada a interacao dessas proteinas com os receptores nucleares. Foi obser-
vado que proteinas coativadoras e correpressoras contém multiplas sequéncias conservadas de
interacdo com os receptores. Essas curtas sequéncias podem ser generalizadas como LxxLL
em coativadores e LxxxIxxx[l/L] [ em correpressores. Estudos mutacionais foram realizados
para mapear a superficie do LBD que interage com as proteinas correguladoras e mostraram
que coativadores e correpressores compartilham a mesma superficie de interacdo, tornando a

associacdo de coativadores e correpressores eventos mutuamente exclusivos. Dessa forma, o

[T 7

fL e | s30 Leucina e Isoleucina, respectivamente. Os “x”s30 residuos varidveis
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receptor deve selecionar qual tipo de corregulador serd recrutado ao LBD, e isso é controlado

pelo ligante (3).

Estudos estruturais de LBDs ligados a agonistas e a peptideos com sequéncia LxxLL
revelaram que o modo de ligacao de proteinas coativadoras com LBD é conservado. A regido
do coativador que se liga ao receptor nuclear adota uma conformacao helicoidal, que interage
com uma regiao hidrofébica na superficie do LBD. Essa superficie de interagdo é formada por
duas partes: uma constante, composta pelas hélices 3 e 4 e outra varidvel formada pela hélice
12. A parte constante, adota a mesma conformacao em diferentes estruturas de LBDs e nao
é afetado pela presenca do ligante. Entretanto, a segunda parte, constituida pela H12 pode
adotar diferentes conformacdes, dependendo do ligante. Uma importante interacdo entre o
coativador e a superficie do LBD ocorre entre uma porcao carregada formada por uma lisina

Em acido glutamico das hélices 3 e 12, respectivamente, e o dipolo da hélice do coativador

Observando as estruturas do complexo LBD-coativador, fica evidente que o posiciona-
)

figura [L5(a) mostra a estrutura do LBD de PPAR« ligado a um agonista e a uma proteina

mento adequado da hélice 12 é essencial para suportar a presenca do coativador

coativadora , 112). Embora a superficie de interacdo de coativadores e correpressores seja
a mesma, sao observadas diferencas estruturais no modo de ligacao destes, principalmente no
que diz respeito a posicao da hélice 12. O motivo através do qual correpressores se ligam
ao receptor € bastante similar ao dos coativadores, exceto pela sua extensao N-terminal. En-
quanto o motivo LxxLL forma uma hélice a de duas voltas, o motivo LxxxIxxx[l/L] d4 origem
a uma hélice a de 3 voltas. A volta extra da hélice dos correpressores ocupa a posicao da
hélice 12 na conformacao ativa. Como consequéncia dessa volta adicional, a hélice C-terminal
se desloca para uma posicao alternativa para dar lugar ao correpressor, dando ao receptor
uma conformacao inativa, que geralmente é estabilizada pela presenca de antagonistas, como
mostrado na figura [LLb[b). Dessa forma, parece evidente que a interagdo com coativadores e

correpressores é fortemente dependente da posicao da hélice 12.

1.3 Dinamica da Hélice 12

Em 1995 foram determinadas as primeiras estruturas cristalograficas dos LBDs dos re-
tores RAR e RXR, sendo a primeira associada ao acido retindico e a segunda sem ligante

, ) A determinacao dessas estruturas despertou grande interesse na compreensao do
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Figura 1.5 — Estrutura cristalografica do PPAR« ligado ao (a) coativador (PDB: 1K7L) e ao (b)
correpressor (PDB: 1KKQ). A hélice 12 estd representada em amarelo e os peptideos
correguladores em roxo. Destaque para a posicdo da H12 nas duas estruturas e para a
extensdo N-terminal do corregulador m ).

papel funcional da dindmica do LBD, em especial, na mobilidade da hélice 12. A principal
diferenca observada entre a estrutura holo e a estrutura apo foi a posicao da hélice C-terminal.
Na figura [I.6] nota-se que na auséncia de ligante a H12 e o loop entre a H11 e a H12 projetam-
se para fora do corpo do LBD, deixando exposto o sitio de ligagdo com o ligante. Entretanto,
na presenca do acido retindico, a H12 posiciona-se sobre o corpo do LBD, fazendo com que
o ligante fique completamente enterrado no sitio de ligacdo. Da comparacao entre as duas
estruturas foi proposto um mecanismo para a entrada e a saida do ligante, que ficou co-
nhecido como mecanismo da “ratoeira”. Segundo esse mecanismo, a hélice 12 permaneceria
“aberta” na auséncia de ligante e, a entrada do ligante induziria o fechamento da hélice 12
(figura [L6]) (13-14). Apesar desse mecanismo ter sido fortemente acreditado na literatura,
apresenta algumas inconsisténcias, e tem sido abandonado, pelo menos da forma como foi
proposto inicialmente. Estudos cristalogrificos de LBDs de varios receptores nucleares suge-
rem a que a mobilidade da H12 parece ser menos dramatica do que foi sugerido a partir da
comparacdo entre as estruturas do RAR e do RXR. Além disso, estruturas de ER e PPAR na
auséncia de ligante e de receptores 6rfaos mostram uma posicao para a hélice 12 mais similar
a observada em estruturas holo que a estrutura apo do RXR (15-16). Por fim, experimentos
de troca hidrogénio/deutério mostraram que em receptores de hormdnio da tireoide, a H12
protege o LBD tanto na auséncia, quanto na presenca do ligante, evidenciando que essa hélice

ndo se encontra estendida em relagdo ao corpo da proteina em ambos os casos (19)

O papel funcional da dindmica da hélice 12 parece estar mais relacionado com a asso-



1.3 Dindmica da Hélice 12 33

Figura 1.6 — Estrutura cristalografica do LBD do (a) apo-RXRo (PDB: 1LBD) e (b) RARy ligado
ao 4cido retindico (PDB: 2LBD). Destaque para a mudanca conformacional da hélice
12 observada entre as duas estruturas , ).

ciacao de coativadores e correpressores do que com a entrada e saida dos ligantes do LBD.
Como discutido na sessdo anterior, a ativacdo da transcricio é dependente da substituicdo
de correpressores por coativadores, o que é controlada pelo posicionamento da H12. Dessa
forma, a visdo atual é que o LBD e em especial a H12, se encontra em um equilibrio confor-
macional dindmico, entre a conformacao ativa e inativa. A ligacao com agonistas deslocaria o
equilibrio no sentido de estabilizar a H12 na posicdo ativa, formando a superficie de interacdo
com coativadores e, consequentemente, favorecendo a transcricao. Na auséncia de ligante, o

equilibrio seria deslocado do sentido de favorecer a interacdo com correpressores.

Diversos estudos mostram que a presenca de um ligante promove rearranjos na estru-
tura do LBD, no sentido de tornd-lo mais estdvel. Entretanto, os mecanismos moleculares
associados a esse processo ainda nao sao completamente compreendidos, principalmente de-
vido a dificuldade da determinagdo de estruturas cristalograficas dos LBDs na sua forma apo

, 20). Embora apenas estudos estruturais ndo sejam suficientes para elucidar o papel do
ligante na dindmica do LBD, estudos bioquimicos e biofisicos complementares tem auxiliado
na compreensao das diferencas entre as estruturas apo e holo de LBDs dos receptores nucle-
ares. Os resultados desses estudos mostram que receptores nucleares na auséncia de ligante,

sao em geral, mais sensiveis a protedlise que os receptores na sua forma holo. Andlises de gel

filtracao mostram uma reducao do tamanho do LBD na presenca do ligante. Adicionalmente,
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Figura 1.7 — Caminhos de dissociagdo do ligante em TR: (a) Caminho I: saida do ligante se
dd através de uma abertura originada pelo deslocamento da H12. Esse caminho
assemelha-se ao mecanismo da “ratoeira”(b) Caminho Il: o ligante se dissocia através
da separacdo formada entre a H8 e a H11. (c) Caminho Ill: a H3 é quebrada em duas
partes e a movimentagdo da folha 8 abre uma cavidade por onde o ligante escapa. Os
dois dltimos mecanismos ndo contradizem a associacdo com cofatores. Reproduzido

de )

estudos de desnaturagdo térmica revelam que LBDs com ligantes apresentam um aumento na
temperatura de desnaturacao se comparados com apo-LBDs. Em conjunto, esses resultados
sugerem que holo-LBDs sdo mais compactos, rigidos e estaveis que seu corresponde na forma

apo, indicando que o ligante exerce um forte efeito estabilizador no LBD ).

1.3.1 Mecanismos de dissociacao de ligantes

O mecanismo da ‘“ratoeira”, baseado nas estruturas dos LBD de RAR e RXR com e
sem acido retindico, propde um modelo para a associacdo e dissociacdo do ligante com o
LBD de receptores nucleares, através do deslocamento da hélice 12. Entretanto, esse modelo
apresenta algumas incoeréncias e, por isso, tem sido questionado. A principal inconsisténcia
vem do fato dos coativadores se ligarem sobrepondo-se a hélice 12. Como discutido na sessao
1.2.4, a ligagdo com um agonista promove um rearranjo na posicao da H12, criando uma
superficie de interagao com proteinas coativadoras adequada. Porém, da forma como o modelo
da “ratoeira” foi proposto, seria necessario, primeiramente que o coativador se dissociasse da
superficie do LBD para permitir a liberacdo do ligante. Entretanto, isso é pouco provavel, uma
vez que o coativador é muito maior que a molécula de ligante e, dessa forma, sua saida deve
ocorrer em uma escala de tempo maior. Além disso, espera-se que a associacdo e dissociagdo

do ligante, e n3o do coativador, seja o fator regulador da atividade.

Diversos trabalhos, principalmente utilizando simulagées computacionais, buscaram com-
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preender o mecanismo de dissociacdo de ligantes, tentando encontrar caminhos alternativos
para a saida do ligante, de forma que este possa sair e induzir alteracdes conformacionais
promovendo a liberacdo dos coativadores. Dois trabalhos utilizando técnicas diferentes de
dindmica molecular foram realizados para estudar os mecanismo de dissociacdo do acido re-
tindico do LBD de RAR. Em ambos foi observada a dissociacdo do ligante através de um
canal formado pela abertura da hélice 12, entretanto, nao foi verificada a abertura total da
H12 como na estrutura de apo-RXR ([LE(a)). Em um desses trabalhos foi observado também
um caminho alternativo, que ndo envolve a H12, no qual o ligante se dissociaria através de

uma abertura na superficie da proteina, entre as hélices H1 e H3 (20-21).

Posterior a esses trabalhos, nosso grupo estudou a associacdo e dissociacao de ligantes de
receptores de hormonio da tireoide, onde foram observados caminhos alternativos para a disso-
ciacdo. As simulacdes para TR, revelaram trés possiveis caminhos de saida do ligante (figura
[L.7). O caminho | envolvendo uma abertura entre a H3 e a H11 provocada pelo deslocamento
da H12, similar ao observado nos trabalhos discutidos acima. O segundo caminho, nunca
observado antes, sugeriu como rota de saida, a regido entre a H8 e a H11, com a abertura do
Q-loop. Por fim, o caminho Il envolve uma cavidade formada pela movimentacdo da folha
[, do loop entre a H1 e a H2 e da H3, sendo este o mais favoravel. Além disso, foi demos-
trado que para a entrada do ligante até o LBP sdo requeridas apenas pequenas perturbagoes
conformacionais na estrutura do LBD (18-19,22). Em conjunto, esses resultados sugerem que
grandes altera¢des estruturais como o proposto no modelo da “ratoeira”ndo sdo necessarias

para a entrada e saida do ligante.
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CAPITULO 2

Receptores ativados por proliferadores

de peroxissomos - O PPAR~y

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR, peroxisome proliferator
activated receptor) pertencem a classe Il da superfamilia dos receptores nucleares (). O
nome do receptor teve origem na observacao de que, em roedores, esta proteina era ativada
por proliferadores peroxissomais, tais como fibratos e dcidos graxos ) Em humanos, sao
encontradas trés isoformas de PPAR: «, 3/0 e «y. Essas isoformas sdo produtos de diferentes
genes e diferem entre si em relacdo a sua distribuicdo nos tecidos, especificidade aos ligantes

e fungdes bioldgicas (@)

O PPAR« é encontrado principalmente no figado, rim e coragdo e é importante para a ab-
sor¢do e oxidagdo de acidos graxos e para o metabolismo de lipoproteinas. A isoforma (/4 do
PPAR é expresso em diversos tecidos, especialmente nos rins, pulmdes, musculos esquelético e
cardiaco. Agonistas desse receptor desempenham importante papel no tratamento de dislipi-
demia e de cancer, além de influenciar na diferenciacdo de células do sistema nervoso central.
Por fim, o PPAR~y é expresso predominantemente no tecido adiposo e em menores niveis é
encontrado também na mucosa do duodeno e na retina. Desempenha papel fundamental na
diferenciacao de adipdcitos e interage com uma classe bem conhecida de sensibilizadores de
insulina, os farmacos anti-diabéticos da familia das tiazolidinedionas (TZD) (@) Devido a
sua importancia como alvos farmacéuticos no tratamento de desordens envolvendo o metabo-
lismo de lipideos e no tratamento de diabetes, os LBDs de PPARs tém sido objeto de diversos
estudos. Esse trabalho tem como foco a isoforma v do PPAR. Detalhes de seus aspectos

funcionais, estruturais e dinamicos serao discutidos nesse capitulo.
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2.1 Funcoes biolégicas do PPAR~

Desde a sua descoberta nos anos 90, até hoje, tem ficado claro o papel do receptor PPAR~y
na regulacao de vias complexas do metabolismo de mamiferos, especialmente na regulacdo do
metabolismo de lipideos e carboidratos com implicacdes importantes na homeostase energética.
Mais recentemente, o PPAR~ foi também associado a processos inflamatdrios, a arteroscle-
rose e ao cancer. O PPAR~y estd intimamente envolvido no metabolismo de lipideos, tendo
importancia central na diferenciacao e manutencao das fun¢des dos adipdcitos. Varios estudos
mostram o papel fundamental desse receptor na regulacdo da adipogénese. PPAR~ é induzido
durante a diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdcitos. Estudos posteriores suportaram essa
idéia mostrando que na presenca de PPAR~ com mutagdes associadas a perda de fungao, nao
foi observada adipogénese em culturas de pré-adipdcitos. Além da adipogénese, o PPAR~y

estd envolvido na manuteniéo das fungdes dos adipdcitos, como armazenamento de lipideos
e liberagdo de energia , )

A descoberta dos TZDs, moléculas com conhecida acado hiploglicémica, usadas no trata-
mento de diabetes do tipo Il, como ligantes de alta afinidade do PPAR~, despertou interesse
na compreensao do papel desse receptor na resisténcia a insulina. Estudos mutacionais em
PPAR~ de roedores mostraram essa relacdo. Roedores nos quais o PPAR~ exibia alto nivel de
atividade apresentaram sensibilidade a insulina. Por outro lado, roedores que nao expressavam
essa isoforma desenvolveram alta resisténcia a insulina, desenvolvendo diabetes do tipo Il. O
mecanismo pelo qual o PPAR~ regula a sensibilidade a insulina esta relacionado ao seu papel
na adipogénese. A diabetes tipo Il estd associada com o aumento dos niveis de 4cidos graxos
livres (FFA, Free fatty acids) no plasma e a deposigdo e actimulo de lipideos em tecidos inapro-
priados, como o figado e o musculo esquelético. O acimulo de FFA e lipideos nesses tecidos
estd intimamente associado com a resisténcia a insulina e compromete a disponibilidade de
glicose. Quando ativo, o PPAR~ induz a adipogénese, capturando os FFA e lipideos presentes

nos tecidos inapropriados e armazenando-os em adipdcitos especializados.

2.2 Estrutura do PPAR~

O PPAR~, por pertencer a superfamilia dos receptores nucleares, apresenta caracteristicas

estruturais similares ao demais membros dessa familia. Nesse receptor, é possivel observar os
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Figura 2.1 — Estrutura do heterodimero de PPPARy e RXRa sobre o DNA (PDB: 3DZY). Em
lilds estd representada a estrutura do PPARy, em azul do RXRa, em vermelho dos

peptideos coativadores e em cinza os ions de Zinco. Na parte superior, s3o observados
os LBDs e na inferior os DBDs (@)

trés dominios presentes nos demais receptores: o dominio N-terminal, o dominio central de
ligacdo com o DNA, bastante conservado, e o dominio de ligacdao com o ligante, que apresenta
algumas diferencas estruturais em relacdo aos demais receptores. A isoforma v do PPAR, como
todos os membros da classe |l dos receptores nucleares, atua na forma de heterodimeros com o
RXR. Em 2008, foi determinado, através de difracao de raios-X, a primeira estrutura de PPAR~y
contendo o DBD, o LBD e um peptideo coativador em um complexo com o RXR . A figura
[2.1] mostra a estrutura do heterodimero ligado ao DNA. Nessa estrutura é possivel observar
que além da interacdo com o DNA promovida pelos dedos de zinco, a extensao C-terminal
(CTE) do DBD do PPAR~ possui uma interagdo significativa com o DNA. A CTE ¢é seguida
por dois pequenos segmentos helicoidais que atingem o LBD, essa regido é denominada hinge.
Entretanto, essa interacio do CTE com o DNA n3o é observada no RXRa. Nesse receptor,
essa regidao constitui um dos contatos diméricos com PPAR~y ). Essa estrutura revela
que existem trés regides de dimerizacdo entre os dois receptores, sendo a mais importante, a
superficie de interacdo entre os LBDs. A interface formada entre os LBDs é constituida por
uma rede de interacGes hidrofébicas e polares, envolvendo as hélices H7, H9, H10 e o loop
entre as hélices H8 e H9 de ambos os receptores, sendo que as principais intera¢des envolvidas

na dimerizagdo ocorrem entre as hélices H10 do PPAR~y e do RXRa (26-27).



40 2 Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos - O PPARy

2.2.1 O LBD do PPAR~y

A estrutura do LBD do receptor PPAR~ foi determinada em 1998, por cristalografia, e
revelou uma estrutura tridimensional comum a todos os receptores nucleares: um sanduiche
de hélices «, formando trés camadas paralelas entre si, e pequenas fitas-3. Porém, no nivel
secundario, esse receptor apresenta uma particularidade. Diferentemente das outras proteinas
dessa familia, que em geral possuem 12 hélices o, o PPAR~y possui uma hélice adicional,

localizada entre a primeira fita da folha-3 e a H3, chamada de hélice H2' ).

Uma segunda particularidade do LBD do PPAR~, agora no nivel terciario, é o volume do
seu sitio de ligacdo. O sitio de ligagdo desse receptor é uma cavidade localizada na parte inferior
do LBD, com um volume que varia entre 13OOA3 e 1400A3, o que é consideravelmente maior
que os LBPs dos demais receptores (26). Essa variagdo no volume do LBP entre os receptores
esta relacionada com a fungdo biolégica desempenhada por eles. A cavidade volumosa do
PPAR~ permite que este se ligue a diversos metabdlitos, com afinidades diferentes sendo, por
isso, considerado um receptor promiscuo. Entretanto, receptores como o RXR e o TR, que
possuem cavidades bem menos volumosas, ligam-se com alta afinidade ao 4acido retindico e

ao horménio tireoidiano, respectivamente (3).

O LBP do PPAR~ é delimitado pelas hélices H2', H3, H4, H5, H7, H10, H11, H12 e pela
folha-3. Essa cavidade é geralmente descrita como um bolsao em forma de “Y”, com cada
um dos trés bracos medindo entre 16 e 20 A. Um dos bracos apresenta propriedades fisico-
quimicas bastante distintas dos demais. Com cinco residuos polares, o braco | forma uma
regiao com grande potencial de formacdo de ligacbes de hidrogénio, ja os bracos Il e Il sao
essencialmente hidrofébicos. Uma das prolongacdes do LBP situa-se entre a H3 e a folha-{,

a segunda entre a H3 e a H5 e a terceira localiza-se entre a H12 e a H3 , 126).

2.3 O PPAR~ e a hélice 12

Como discutido no capitulo anterior, a posicao da hélice 12 em relacdo ao corpo do LBD
€ importante para o recrutamento de proteinas correguladoras e, consequentemente, para
a ativacdo e desativacdo do receptor. Estruturas cristalograficas de PPAR na presenca de
agonistas totais, revelam que a H12 adota uma conformacgao ativa, posicionando-se perpen-

dicularmente as hélices externas do LBD e criando uma superficie de interacao com proteinas
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Braco | Brago il

Figura 2.2 — Estrutura do LBD do receptor PPARy (PDB: 2PRG). Destaque para a cavidade de
ligagdo com o ligante na forma de Y (18).

coativadoras (@) Por outro lado, na presenca de antagonistas, a H12 adota uma conformacao
inativa, favorecendo a interacdo com correpressores. Essas informagdes revelam que o ligante
exerce efeito no posicionamento da hélice 12 e, dessa forma, na selecdo dos correguladores e

na atividade transcricional.

2.3.1 Mecanismos de ativacao

Tradicionalmente, os mecanismos propostos para a ativacao induzida pelo ligante envolvem
mudancas conformacionais ou estabilizacdo da H12, que compde o dominio de ativacdo AF-2.
Entretanto, o PPAR~Y pode ser ativado, em menor propor¢ao, por agonistas parciais que nao
interagem com a hélice 12. Agonistas totais, como a rosiglitazona, pertencente a classe dos
TZDs, interagem diretamente com a hélice 12 do LBD através de ligacdes de hidrogénio com a
Tyr473, estabilizando a hélice em uma posicdo ativa e, consequentemente, favorecendo o sitio
de ligagdo com o coativador. Estudos de troca hidrogénio/deutério para PPAR~y confirmam a

estabilizacdo da regido da H12 na presenca de agonistas totais ).

Estruturas cristalograficas de PPAR~ ligado a agonistas parciais mostram um sitio de
interacdo diferente daquele observado para agonistas totais, podendo estar localizados entre
as hélices H11 e H3 ou entre a H3 e a folha-3. Dessa forma, agonistas parciais ndo promovem

a estabilizacdo da hélice 12 a partir da interacdo com a Tyr473. Por outro lado, promovem



42 2 Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos - O PPARy

uma forte estabilizacdo da H3 e da folha-53, observada através de experimentos de troca
hidrogénio/deutério. Na presen¢a de agonistas totais, essas regides sdo estabilizadas em menor

proporcao ).

Estruturas de apo-PPAR~ s3o escassas, além disso, ndo é garantido que se tratem real-
mente de estruturas apo, uma vez que o sitio de ligacdo com o ligante do PPAR~ é bastante
volumoso, podendo conter ligantes méveis, como 4cidos graxos, dificeis de serem modelados.
Nessas estruturas sugeridas como apo-PPAR~ a H12 apresenta uma conformacado préxima da
sua conformacao ativa, podendo inclusive recrutar proteinas coativadoras (@ @) corro-
borando a idéia de que a H12 n3o precisa sofrer alteracdes conformacionais tao dramaticas

para promover a ativagao do receptor nuclear.

2.3.2 Aspectos dinamicos do LDB de PPAR~

Estudos cristalograficos revelaram pequenas diferencas entre as estruturas de LBDs de
PPAR~ na sua forma apo e ligado a agonistas. Essa grande similaridade entre as estruturas
apo, ligado a agonistas totais e ligado a agonistas parciais levantam a hipdtese de que o modo
de ligacdo do ligante, além de controlar a atividade do receptor, interfere também, nas propri-
edades dinamicas do LBD, em especial da H12 e da superficie AF-2. Dando suporte a ideia
de que para a maxima ativacao é necessario contato direto com a H12 e, consequentemente,
sua estabilizacdo. Estruturas de agonistas parciais ligados ao PPAR~y n3o mostram interacoes
entre os ligantes e a hélice 12 (Z3(d)). Dessa forma, o grau de estabilizacdo da hélice 12 é

proporcional ao grau de agonismo do ligante e a resposta transcricional ).

O estudo das propriedades dindmicas do LBD de PPAR~y tem sido complementado através
da utilizacdo de diversas técnicas bioquimicas e biofisicas. Assim como para os receptores
nucleares em geral, estudos mostram que na presenca de um ligante, o LDB é mais rigido, mais
compacto e mais estavel que sua forma apo. Especificamente para o PPAR~, a distribui¢do
dos fatores de temperatura do seu LBD sugere que a parte inferior, que contém a cavidade
de ligacao, possui maior mobilidade conformacional que a parte superior, especialmente para

a forma apo ([10). Esse mesmo resultado é observado em estudos de ressondncia magnética
nuclear

).

Concordando com a ideia de que a interagdo com um ligante afeta a dindmica do LBD, es-
tudos de anisotropia de fluorescéncia (que serdo discutidos com mais detalhes posteriormente)

mostraram que a hélice 12 exibe uma maior mobilidade na auséncia de ligantes, com movi-
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Agonistas totais

Figura 2.3 — (a) Superposicdo de agonistas de PPARy no seu LBD: em laranja estio representados
0s agonistas totais e em azul os agonistas parciais. (Agonistas totais: PBD 2PRG
(18), 1FM9 (29), 2ATH, 214J (30), 2Q59 (30) e 3B3K (33). Agonistas parciais:
4PRG (34), 2Q5P (30), 2Q5S, 2Q6R (30), 2Q61 (30) e 3D6D (33))(b) Ampliacio
do sitio de ligacdo na presenca de agonistas totais: € possivel perceber a proximidade
de todos ligantes com a Try473, formando interacdes de hidrogénio que estabilizam a
H12 na sua conformagdo ativa. (c) Interagdo entre os residuos da cavidade de ligagdo
com o ligante e a rosiglitazona, um agonista total. (d) Ampliagdo do sitio de ligacdo
com o ligante na presenca de agonistas parciais: esses ligantes ocupam uma regido
alternativa, ndo interagindo diretamente com a hélice 12. Adaptado de (@ ).
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mentos na escala da nanossegundos. Entretanto, quando ligado a rosiglitazona, um agonista
total, apresenta uma dinamica mais lenta. Também foi observada uma maior mobilidade em
estruturas mutadas, nas quais a hélice 12 estava impedida de adotar sua conformacido ativa

). O mesmo é observado em experimentos de troca hidrogénio/deutério (@ Ié) Esses
resultados evidenciam o efeito do ligante na dindmica do LBD, em especial da hélice 12. Além
disso, mostram que a atividade do PPAR~ parece estar relacionada ndo sé com a conformacgao
adotada por essa hélice, mas, principalmente com as caracteristicas dinamicas que ela exibe,
uma vez que niveis transcricionais mais elevados sdo atingidos na presenca de agonistas totais,

capazes de estabilizar a hélice 12 e diminuir sua mobilidade.
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CAPITULO 3

Simulacoes de Dinamica Molecular

Para completa compreensiao do modo de agao de uma macromolécula biolégica é necessério
conhecer n3o soé sua estrutura tridimensional, que pode ser obtida experimentalmente através
de difracdo de raio-X ou por RMN, mas também sua dindmica. Algumas técnicas experimentais
sao capazes traduzir certas propriedades dinamicas, porém simulacdes de dinamica molecular
(MD, Molecular Dynamics) destacam-se como uma importante ferramenta tedrica capaz de

fornecer informagdes sobre o comportamento dindmico em escala molecular (39).

Resumidamente, simulacdes de dindmica molecular baseiam-se na construcao de um mo-
delo capaz de reproduzir cada molécula e todas as interacoes intermoleculares. A partir desse
modelo e de condicdes iniciais é possivel resolver a equacdao de movimento de cada atomo,
obtendo a evolucao temporal do sistema. Uma vez que essa técnica consiste em um modelo

tedrico, a comparacdo com dados experimentais é fundamental para a validacio dos resultados.

A primeira simulagdo de dindmica molecular de proteinas foi publicada em 1977, onde foi
realizado o estudo de uma pequena proteina em vacuo. Nesse primeiro trabalho foi gerada
uma trajetdria de apenas 9,2 ps (Ij) Como resultado desse trabalho, a antiga visao de
proteinas como uma estrutura rigida foi substituida por uma visdo onde proteinas sao sistemas
dindmicos cujo movimento interno é essencial para sua funcdo. Onze anos depois, devido o
aumento da capacidade computacional, foi possivel estudar essa mesma proteina em agua,
com trajetdrias de mais de 200 ps. Atualmente, com o continuo desenvolvimento de novas
metodologias e com o aumento da capacidade de processamento, estudos através de dinamica
molecular podem ser aplicados para sistemas maiores e em grandes escalas de tempo. Isso

torna possivel a investigacdo de movimentos que possuem importancia funcional e que nao

sao acessiveis por técnicas experimentais )

Neste capitulo, serdao apresentados alguns conceitos fundamentais de dinamica molecular,

principal técnica utilizada em nosso trabalho.
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3.1 Potenciais de interacao

Nesse trabalho foram realizadas apenas simulagcdes de dinamica molecular cléssicas, isso
significa que nenhum efeito quantico foi explicitamente considerado. Entretanto, embora
todos os atomos tenham sido tratados como particulas cldssicas, os potenciais utilizados em
simulacdes de dindamica molecular cldssica sdo aproximacoes de potenciais quanticos. Em
principio, a evolucao temporal da posicao de uma particula pode ser obtida pela resolucdo da
equacdo de Schroedinger dependente do tempo que fornece a probabilidade de encontrar a

particula em uma posicao = no instante de tempo t.

32
—hVQ\II(x, t) + Vi(x, t)¥(x,t) = ih%

2m

(3.1.1)

Entretanto a resolucdo dessa equacao para sistemas com milhares de dtomos é invidvel.
Dessa forma, para sistemas grandes, como sistemas bioldgicos, utiliza-se uma descricdo das
interacGes através de potenciais classicos, os quais nao sao independentes das propriedades
quanticas. Potenciais com diferentes formas podem ser usados para representar as interacoes
entre as particulas do sistema ) Esses potenciais foram desenvolvidos tentando reproduzir
a dependéncia com a distancia das energias quanticas. Para o estudo de muitas propriedades
dindmicas de macromoléculas bioldgicas, a temperatura ambiente, o uso de potencias classicos

sao suficientemente precisos.

Diversos potenciais classicos, também chamados de campos de forca, foram desenvolvidos
e aplicado com sucesso na area de simulacoes de proteinas. Dentre eles, destacam-se os campos
de forca CHARMM (40-41), OPLS (@) AMBER (@) e GROMOS (IE) Estes campos de
forca descrevem as interacoes entre diferentes atomos pela soma de interacdes de curto alcance
do tipo Lennard-Jones, termos de interacdo eletrostatica coulombianos e potenciais internos
de estiramento e distorcao de ligacdes e torcoes de diedros. Assim, o campo de forca tem a

forma

VTotal _ v[ntra + VlmfeT (312)

Nesse trabalho foi utilizado o campo de forca CHARMM. Este campo de forca pode utilizar
até cinco termos para modelar as interagdes entre atomos ligados covalentemente. Os trés
principais termos representam o estiramento das ligacdes quimicas, a deformagdo angular e as

torcdes diedrais. A figura 3.1l ilustra esses termos.
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Figura 3.1 — Esquema mostrando os termos utilizados para modelar as interacbes entre dtomos
ligados covalentemente: (a) estiramento das ligacées quimicas, (b) deformacdo angular
entre dtomos ligados sucessivamente e (c) torcdes diedrais associadas a quatro dtomos
ligados sucessivamente.

O termo que representa o estiramento das ligagdes é descrito por um potencial harmonico

e tem a seguinte forma:

Vi(r) = ko (r — 1) (3.1.3)

onde k; é a constante de forca, r é a separacao entre os dtomos 7 e j e 1y é a distancia de

equilibrio entre esses atomos.

Para moléculas com pelo menos trés atomos, a deformacdo do angulo entre ligagdes
formadas entre os pares de dtomos i e j e j e k também é considerado no campo de forga.

Esse potencial também é harmoénico e é dado por:

Va(0) = ko(0 — 6))* (3.1.4)

sendo ky a constante de forca associada a deformacdo angular, # o angulo formado entre os

atomos 7, j e k ([B.IIb)) e 6y o dngulo de equilibrio entre esses atomos.

Tipicamente, simulagdes com moléculas bioldgicas sao conduzidas a temperatura ambiente
e ndo ha formacdo ou quebra de ligacdes quimicas. Nessas condicdes, os comprimentos
e angulos de ligacdes permanecem préximos de seus valores de equilibrio, assim, o uso de
potencias harmdnicos para o estiramento e deformacao angular de ligacoes é uma aproximacgao

valida.

Na figura BI}(c) estdo representadas as tor¢des diedrais. As tor¢des envolvem 4 dtomos

ligados sucessivamente e s3o modeladas por uma soma de cossenos com a forma

Vi(¢) = kg, [1 4 cos (ng — 6,)] (3.15)

onde kg, é a constante relacionada a altura da barreira potencial, n é a multiplicidade, que
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determina o nimero de pontos minimos na curva ao rotacionar a ligacdo completamente, ¢
é o valor do angulo diedro e 9,, é o valor do angulo de fase, que determina quando o angulo

torsional passa por uma ponto de minimo.

Além desses trés principais termos, estdo inclusos no campo de forca CHARMM outros
dois termos: o potencial de Urey-Bredley e as tor¢des impréprias. O potencial de Urey-Bredley
€ um termo cruzado entre dois dtomos separados por duas ligacdes, utilizado para restringir
o movimento dos dtomos que formam tais liga¢des. J4 as tor¢Oes imprdprias sao usadas para
tratar distorcoes fora do plano, como as que ocorrem nos hidrogénios aromaticos, por exemplo.

Os dois termos s3o harmonicos e tém a forma:

VUB = kUB(u — UO)2 (316)

Vi = ki(¢ — ¢o)? (3.1.7)

onde u ¢ a distancia entre os dtomos i e k ([B.Ib)), uo a distancia de equilibrio, ¢ o angulo
diedro impréprio formado pelos quatro atomos ligados entre si e ¢9 o angulo de equilibrio.

Dessa forma, o potencial que traduz as interacdes intramoleculares, V" é dado por:

VI = 3 g ko (r = 70)? 4 Xang R0 (0 = 00) + Lisica 1o [1 + cos(nd — 6n)] +
+ > upkus(u—uo)® + 37, k(o — ¢o)? (3.1.8)

Além dos potenciais envolvendo atomos ligados covalentemente, os campos de forca tra-
tam também das interagOes entre dtomos nao ligados. Essa interacdo é descrita pela soma

dos potenciais de Coulomb e de Lennard-Jones:

i Tij

—12 —6
VInter _ 4 i 0i7j _ % ﬂ 3].9
Z-Zj €i,j ( * i 47‘(‘607“1‘7]' ( )

O primeiro termo da equacgao é o potencial de Lennard-Jones e descreve as in-
teragcdes de van der Waals entre dois dtomos ¢ e j separados por uma distancia r; ;. O termo
dependente de 7’;;2 representa a repulsao de curto alcance provocada pela sobreposicao das
nuvens eletronicas dos dois 4tomos. Ja o termo proporcional a 7"1‘_,]6 esta associado com as
interecoes de London. Assim, o potencial de Lennard-Jones é uma combinacao de um termo

1

repulsivo com um termo atrativo. A parte repulsiva, por ser dependente de r~'2, é relevante
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R

min,ij

—> Lennard-Jones

——> Coulomb

Figura 3.2 — Representacdo grdfica dos potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb. Enquanto o
potencial de Coulomb decai lentamente, o potencial de Lennard-Jonnes é de curto
alcance e tem a forma de um pogo de potecial, por ser formado pela combinagdo de u
termo repulsivo com outro atrativo.

apenas para pequenas separacoes interatomicas, entretanto, o termo atrativo, dependente de
r~5, domina o potencial em distancias maiores. Essa combinacdo faz com que o potencial de

Lennard-Jones tenha a forma de um poco de potencial, como mostrado na figura 3.2l

O segundo termo da equacao descreve as interacdes eletrostaticas entre o par de
atomos 7 e j, com cargas parciais ¢; e g;, respectivamente, e separados por uma distancia 7; ;.
Na figura 3.2], observa-se que o potencial de Lennard-Jones decai muito mais rapidamente que
o potencial de Coulomb, com o aumento da separacao interatémica. Por isso, as interacoes
de Lennard-Jones sdo consideradas de curto alcance e as interagdes eletrostaticas de longo

alcance.

3.2 Configuracoes e velocidades iniciais

Antes de comecar uma simulacdo de dinamica molecular é necesséario definir uma confi-
guracdo inicial para o sistema. Essa etapa deve ser feita de forma cuidadosa, uma vez que o
arranjo inicial pode determinar o sucesso de uma simulacdo. Para sistemas complexos, como
solucdes proteicas, a configuracdo inicial pode ser obtida a partir de técnicas experimentais

como difracdo de raio-X ou ressondncia magnética, ou a partir de modelos tedricos, como
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modelos gerados por estudos por homologia (Ia) No banco de dados Protein Data Bank
(PDB) é possivel encontrar as coordenadas atémicas da estrutura tridimensional de diversas
moléculas bioldgicas. Entretanto, muitas vezes, as estruturas depositadas apresentam algumas
falhas, como a falta de loops ou de partes de cadeia laterais de aminodcidos, e é necessario
complementa-las. Além disso, as coordenadas dos dtomos de hidrogénios ndo podem ser ob-
tidas por difracdo de raio-X, devido sua baixa densidade eletrénica, assim, esses devem ser
adicionados de acordo com a geometria de cada residuo (comprimento de ligagdo, angulos e
diedros). Por fim, para completar a caixa de simula¢do, adicionam-se moléculas de dgua e
ions, de modo a tentar reproduzir a concentracao fisioldgica e a neutralidade de cargas do

sistema.

As simulacoes de MD, requerem, além das posicoes iniciais, as velocidades iniciais para
cada atomo do sistema. As velocidades iniciais sao geradas aleatoriamente segundo a distri-

buicao de Maxwell-Boltzmann para a temperatura de interesse:

p(viz) = (L)m exp {_lmz_vfx} (3.2.1)

A equacdo de Maxwell-Boltzmann fornece a probabilidade de um atomo ¢ de massa m;

ter a velocidade v;, na direcdo x a uma temperatura 7.

3.3 Equacoes de movimento

Conhecendo como todas as particulas de um sistema interagem entre si e as posicoes e
velocidades iniciais de cada atomo, é possivel obter a trajetéria das particulas ao longo do
tempo. O mecanismo necessario é simples, em principio. A resolu¢do do movimento ao longo
do tempo de um sistema sob influéncia de um campo de forca classico especifico é dada pela
equacgao de movimento de Newton. Assim, a equacdo de movimento para cada atomo é dada

por:

mi(t) = F(t) (3.3.1)

onde m é a massa do atomo e a forca F é dada por:
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F(t) = —VVTolal(y) (3.3.2)

Conhecendo a forca que atua em cada dtomo e sua equagao de movimento, a integracao
pode ser realizada em pequenos estagio intermedidrios, separados por um intervalo de tempo
fixo 0t. A partir da forca, é possivel calcular a aceleracao de cada particula no instante t,
que é entdo combinada com a posicao e velocidade da particula no mesmo instante para
calcular a posicdo e a velocidade no instante seguinte £ 4 0t. A forca sobre a particula na nova
posicao é entdo determinada, fornecendo as novas coordenadas no instante ¢ + 2Jt, e assim

sucessivamente )

Existem varios algoritmos para integracdo da equacao de movimento utilizando esse princi-
pio. Em especial, destaca-se o algoritmo Verlet. Esse algoritmo utiliza a posicao e a aceleracao
em um instante de tempo ¢ e a posi¢do em um instante anterior, r(t — dt) para calcular a nova
posicdo no instante ¢t + dt. Para isso, as posicGes nos instantes t + 0t e t — 0t sdo descritas

como uma expansao da série de Taylor:

dr(t) 1d? _, 1d% _, 4
t+ =-—= ———0t 3.
7 ot + 2dt25t + 6dt35 + O(0t?) (3.3.3)

r(t +ot) =r(t) +

dr(t) 1d% _, 1d_, A
0t + ———=0t" — ——0t> + O(dt 3.34
dt * 2dt? 6 dt3 +00r) ( )

r(t —ot) =r(t) —

Somando as equacdes B33 e B.3.4] temos:

2
r(t +0t) = 2r(t) + %&2 —r(t — 6t) + O(6t) (3.3.5)

A equacdo [3.3.5] mostra como é possivel obter a posicdo no instante ¢ 4+ ¢ conhecendo
apenas as posi¢cdes nos dois instantes anteriores (¢ e t —0t) e a aceleracdo em ¢. A velocidade

em t pode ser obtida subtraindo as equacdes [3.3.3 e B.3.4]

w(t) = "¢+ th“t =9 L o) (3.3.6)

Embora o algoritmo Verlet forneca a posi¢cao no tempo ¢ + 6t com um erro da ordem de
dt*, o erro associado as velocidades é da ordem de 6t2, o que n3o é muito satisfatério. Além
disso, segundo a equacao [3.3.6 para determinar a velocidade em um instante ¢ é necessario

conhecer anteriormente a posicdo em ¢ + dt (45-46).
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Por essas desvantagens, uma variante do algoritmo Verlet foi desenvolvida. Esse novo
algoritmo, chamado Velocity-Verlet, fornece posicoes, velocidades e aceleraces para o mesmo
instante, sem comprometer a precisdo. O algoritmo consiste no calculo das posices usando
expansoes de Taylor de segunda ordem. Ja as velocidades no instante ¢ + ¢ s3o obtidas pela

velocidade no instante ¢ e pela média das aceleracdes nos instantes ¢ e t + dt ):

r(t + ot) = r(t) + dtv(t) + %5t2a(t) (3.3.7)

v(t+dt) =v(t) + %& [a(t) + a(t + ot)] (3.3.8)

A propagacao das posicoes no algoritmo Velocity-Verlet é equivalente a propagag¢ao no
algoritmo Verlet, no entanto, as velocidades sdo calculadas com uma precisdo maior. De-
vido essas vantagens, o algoritmo Velocity-Verlet é um dos mais utilizados em simulagdes de

dindmica molecular

3.4 Ensembles

Um ensemble é um grande conjunto de réplicas de um sistemas cuja diferenca entre as
réplicas se encontra nos valores das coordenadas e dos momentos das particulas. Dessa forma
cada réplica ocupa uma regiao no espago de fases. Para um sistema ergdtico, ou seja, um
sistema para o qual a evolucao no tempo faz qualquer réplica percorrer todas as configuracoes
no espacgo de fase com igual propabilidade, a média temporal, pode ser substituida pela média

do ensemble.

A escolha do ensemble deve ser efetuada de acordo com as propriedades que se deseja cal-
cular. Durante uma simulagao é possivel manter constantes alguns parametros macroscépicos,
como o niimero de particulas (N), a temperatura (T), a energia (E), a pressdo (P) e o volume
(V) . Estes parametros, quando fixados em conjunto, irdo originar diferentes ensembles. Os
ensembles mais comuns sdo o micro-canénico (NVE), que corresponde a um sistema isolado,
o ensemble candnico (NVT), correspondente a um sistema fechado, mas n3o isolado e o en-
semble isotérmico-isobarico (NPT), que corresponde a um sistema fechado, mas que pode

realizar trabalho mecanico e trocar calor com o ambiente.

As equacdes de movimentos para cada particula do sistema, como descritas na secdo ante-
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rior s3o completas apenas para o ensemble micro-candnico. Para descrever o movimentos das
particulas nos demais ensembles as equagcoes de movimento devem ser modificadas de forma
a gerar trajetdrias correspondentes ao ensemble de interesse. Existem diversos algoritmos
capazes de modificar as equacdes de movimento para reproduzir um determinado ensemble.
A seguir serdo descritos brevemente os algoritmos utilizados neste trabalho para manter a

temperatura e a pressao constantes.

3.4.1 Controle da Temperatura

Todas as simulacoes realizadas nesse trabalho, foram realizadas no ensemble NPT. Para
o controle de temperatura foi utilizada a dindmica de Langevin, implementada no software
NAMD ). Este método consiste em adicionar forcas de friccdo e forgcas randdmicas a
equagao de movimento de cada particula. Assim, a equacdo de movimento para cada atomo

assume a seguinte forma:

onde v é o coeficiente de friccdo e R(t) é a for¢ca aleatdria. A forca aleatdria possui média

nula e é descorrelacionada em tempos diferentes, ou seja:

(R()) =0 (3.4.2)

(R(t)R(t')) = 2vkgTmd(t —t') (3.4.3)
onde K € a constante de Boltzmann.

Essas forcas adicionais representam um banho térmico ao qual o sistema é acoplado. A

intensidade do acoplamento é proporcional ao coeficiente de fricgdo v (48).
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3.4.2 Controle da Pressao

Em simulagdes realizadas no ensemble NPT, o volume é tido como uma varidvel dindmica,
capaz de flutuar, enquanto a pressdo é mantida fixa. Para o controle da pressao, esta im-
plementado no NAMD um método que é uma combinacdo do método de Nosé-Hoover )
com a dinamica de Langevin. Essencialmente, é adicionado ao conjunto coordenada, massa e
coeficiente de fric¢do, associado com o controle de temperatura, (zy, 17, 7;) um novo conjunto

de varidveis associadas ao controle da pressdo, (z,,my,7,)-

O métode Hoover é baseado na adicdo de grau de liberdade extra que realiza o papel
de um pistdao externo acoplado ao sistema. O volume, que pode variar durante a simulacdo,
atua como esse grau de liberdade adicional. A dindmica de Langevin é utilizada para controlar
as flutuagdes no barostato, ou seja, a equa¢ao de movimento do pistdo sdo adicionados um
termo de friccao e uma forca aleatéria. Esses termos tém o efeito de amortecer o movimento

do pistao, que, no método de Hoover, esta completamente livre para oscilar.

3.5 Etapas envolvidas na simulacao

3.5.1 Minimizacao

Antes de se iniciar uma simulacdo de dindmica molecular, o sistema deve ser minimizado
para eliminar maus contatos entre os atomos ou torsoes locais que tornam a simulacao instavel
por gerar enormes potenciais repulsivos. Assim, a etapa de minimizagcdo de energia consiste
em variar as coordenadas de cada particula do sistema caminhando na direcdo onde a energia
decresce. Através do ajuste nas posicoes atdmicas, distorcdes nas ligacoes entre dtomos e
angulos entre ligacdes sao corrigidos. Varios algoritmos de minimizacdo estdao disponiveis,
entretanto os mais utilizados em simulagdes envolvendo sistemas biolégicos sdo o Steepest

Descent e o Método dos Gradientes Conjugados )
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3.5.2 Simulacao

As condic¢Ges iniciais, geralmente, estdo distantes das condices termodinamicas desejadas.
Assim, os primeiros passos de uma simulacdo de dindmica molecular constituem a etapa de
“equilibrac3o”, onde propriedades como temperatura, pressao e energia interna oscilam em
valores distantes dos valores médios termodinamicos. Quando as condicdes termodindmicas
sao atingidas, iniciam-se as simulacdes de producao. As analises sao realizadas em relacao a
essa Ultima etapa. A etapa de producdo serd t3o extensa quanto for necessario para estudar

as propriedades de interesse.
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CAPITULO 4

Dinamica de hélice 12 do PPAR~

As estruturas cristalograficas de LBDs de PPAR~y na sua forma apo, ligado a agonistas
totais ou parciais e a antagonistas, revelam diferencas estruturais que estdo associadas ao
seu mecanismo de ativacao e desativacdo. Entretanto, dados cristalogréficos ocultam pro-
priedades dindmicas do sistema, importantes para funcao dos receptores nucleares. Dessa
forma, estudos complementares, como experimentos de anisotropia de fluorescéncia e troca
hidrogénio/deutério, buscam compreender o papel desse cardter dindmico dos receptores na

sua funcao.

Embora tenha sido possivel obter informacdes que relacionam a dindmica da hélice 12 do
PPAR~ com a presenca de ligantes através de estudos experimentais, a andlise desses dados
nao sao suficientes para propor um modelo detalhado desse movimento. Nesse contexto,
simulacbes computacionais, em especial, simulacdes de dinamica molecular, apresentam-se
como uma importante ferramenta, fornecendo informacées dindmicas do sistema, dificeis de
investigar experimentalmente. Os estudos apresentados nesse capitulo tiveram como objetivo
utilizar simulacdes de dindmica molecular, juntamente com resultados experimentais existentes,

para construir um modelo microscépico para os movimentos da hélice 12.

4.1 Anisotropia de fluorescéncia

O conhecimento da mobilidade de proteinas, principalmente da sua dindmica conformaci-
onal, é importante para a compreensao das propriedades fisicas e bioldgicas dessas moléculas.
Por esse motivo, diversas técnicas, tanto experimentais quanto tedricas sao utilizadas para
estudar esses movimentos, em especial, aquelas capazes de descrever movimentos nas escalas
de tempo de picossegundos a microssegundos. Técnicas como ressonancia magnética nuclear,

ressonancia paramagnética eletrbnica e anisotropia de fluorescéncia tém sido usadas com esse
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objetivo (48-49).

Espectroscopia de fluorescéncia, utilizando a fluorescéncia de aminoacidos naturais ou,
principalmente, utilizando marcadores fluorescentes em regides especificas tornou-se uma fer-
ramenta bem estabelecida para investigar a dindmica de proteinas. Em especial, experimentos
de anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo sdo usados para estudar a dindmica de um
fluoréforo acoplado a uma proteina. Uma vez que a dindmica desse marcador é afetada pelo
movimento do fragmento proteico ao qual ele foi ligado, é possivel obter informagdes sobre

estrutura e mudangas conformacionais locais, assim como sobre a flexibilidade da proteina

A anisotropia de fluorescéncia baseia-se no fato de que quando pequenas moléculas fluores-
centes sao excitadas com luz plano-polarizada emitem luz também polarizada. A polarizacao
diminui a medida que os fluoréforos se reorientam em solucdo antes da emissao por fluo-
rescéncia. Experimentalmente, um conjunto de moléculas fluorescentes, usadas como sonda,
é excitado utilizando um curto pulso de luz polarizada. Apds um intervalo de tempo, ¢, durante
o qual os fluoréforos difundem-se rotacionalmente, a polarizacao da luz emitida é medida. A
luz emita por cada molécula apresenta polarizacao diferente da luz original, devido a reori-
entacdo espacial do fluoréforo. A anisotropia de fluorescéncia r(¢) em um tempo t é definida

como:

L)) — 1.()

= ) (4.1.1)

onde I} e I, sdo as intensidades medidas paralela e perpendicular, respectivamente, em relacdo
a polarizagdo da luz incidente. E possivel reescrever a expressao para a anisotropia de fluo-
rescéncia em termos dos momentos de dipolo de absor¢do e emissdo da molécula fluorescente.
Assumindo um conjunto de fluoréforos com orientagdo inicial isotrépica, r(t) é dada pela

funcao de correlacido:

r(t) = z (P2 [1a(0) - pe(t)]) (4.1.2)

ot D

sendo ji, € 1. vetores normalizados orientados nas direces dos momentos de dipolo de ab-
sorcdo e de emissdo, respectivamente e Py(z) = 1(3z% — 1) é o polindmio de Legendre de

segunda ordem (51).

A equacdo mostra que a anisotropia de fluorescéncia depende exclusivamente da
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relacdo entre a orientacdo do dipolo de absorcdo na incidéncia e o dipolo de emissdo no instante
t. Dessa forma, é possivel reproduzir experimentos de anisotropia de fluorescéncia utilizando
simulacdes de dinamica molecular. Através de trajetérias geradas a partir das simulacoes
é obtida a orientacio do momento de dipolo de absorcdo e emissdo da sonda em funcio
do tempo. A média que aparece na expressdo da anisotropia ((P [pa(0) - pe(t)])) para um

instante t,, é estimada a partir da média temporal calculada ao longo de toda simulacgao:

N—m

(Pa[pa(0) - pre(D]), 2 (N =m)™" Y Py lpta(t) - pre(tn + tm)] (4.1.3)

n=1

onde i, € ji. para os instantes ¢, e t, + t,,, respectivamente, sdo calculados a partir da

trajetodria.

O momento de dipolo de absor¢do do fluoréforo utilizado nesse trabalho, estd orientado
parelelamente aos trés aneis da sonda, como mostrado da figura [AIb). A diferenca entre os
momentos de dipolo de absorcao e de emissdo é dada pelo angulo A formando entre estes, e
que leva a uma redugdo na anisotropia, 7(t), por um fator Py(cos\). Parat = 0, a anisotropia
inicial, é dada por 1o = 0,4P5(cos\). A partir de dados experimentais, é possivel obtemos 7
e o angulo A, entretanto, como buscamos apenas o comportamento da anisotropia r(t) em
funcdo do tempo, e ndo a anisotropia inicial ry, o calculo da fun¢do de correlacdo foi feito
apenas para um unico vetor, (t) = u,(t) e foi construido o gréfico de r(t)/ro, de forma que

as curvas de anisotropia estejam normalizadas para 1.

4.1.1 Estudos de anisotropia de fluorescéncia para o PPAR~y

Para investigar a mobilidade da hélice 12 do LBD de PPAR~ e o efeito de duas mutagoes
associadas a resisténcia severa a insulina, em 2003, Schwabe e colaboradores realizaram experi-
mentos utilizando anisotropia de fluorescéncia estaciondria e resolvida no tempo, para medir a
mobilidade de um fluoréforo chamado Cysteina-fluoresceina (cys-fluor) ligado covalentemente
a extremidade C-terminal da hélice 12. Este estudo destaca-se por ser o (nico experimento

com medidas diretas da dindmica dos LBDs de qualquer receptor nuclear (37).

Para uma sonda acoplada a uma proteina, como no experimento de Schwabe, o decaimento
da anisotropia carrega informacbes que vao além da dinamica da sonda. Tipicamente, uma

curva de decaimento para uma sonda ligada a uma macromolécula possui trés componentes



60 4 Dindmica de hélice 12 do PPARy

cys-fluor SH
TN NH,

H o}

Figura 4.1 — (a) Estrutura do LBD de PPARy. As mutagdes localizadas em Val290 e Pro467 estdo
destacadas em amarelo; em vermelho estd mostrada a hélice 12. (b) Estrutura da
molécula fluorescente, cys-fluor, utilizada nos experimentos de anisotropia de fluo-
rescéncia. (c) Visdo esquemdtica do dominio de ligacdo com o ligante ilustrando os
movimentos que podem ser observados através de medidas de anisotropia de fluo-
rescéncia resolvida no tempo. Adaptado de (@ ).

com diferentes tempos de correlacdo, 7: uma componente rapida, associada as flutuacoes
de curta escala espacial do fluoréforo, uma componente intermediaria, relacionada com a
mobilidade da regido da proteina na qual a sonda foi acoplada, no caso, a hélice 12, e uma
componente lenta, que carrega informagdes sobre a rotagdo da proteina como um todo (Figura
4.1(c)).

Nesse trabalho, trés sistemas foram estudados para investigar o efeito do ligante: PPAR~y
na sua forma nativa e duas formas mutadas, que ocorrem naturalmente em PPAR humano
e que estdo associadas a uma forte desestabilizacdo da hélice 12. A primeira mutacao esta
localizada na regido N-terminal da H12, j& a segunda mutacdo se encontra na hélice 3 e
contribui para a formacdo da superficie que estabiliza a hélice 12 na sua posicdo agonista

(FiguradI(a)). Ambas as mutagGes impedem a H12 de adotar sua conformagdo ativa.

Schwabe e colaboradores observaram que o decaimento da anisotropia foi afetado pela
presenca do ligante. Na auséncia de ligante, tanto para o PPAR~ nativo, quanto para os
mutantes, foi verificado um decaimento mais rapido (menor tempo de correlagdo) que o ob-
servado na presenca de ligante, confirmando, experimentalmente, a visao anterior de que o

ligante estabiliza a hélice 12 na superficie do LBD.

Os tempos de correlacdo para o PPAR~y nativo e mutado na posicdo 2 apresentaram um
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aumento significativo na presenca de ligante, indicando uma reducdo da mobilidade. Para a
estrutura mutada na posicao 1, nao foi demonstrado o mesmo efeito. Essa diferenca observada
para a segunda mutacdo decorre do fato de que essa mutacao estd localizada no inicio da H12
e, portanto, impede a formac3o uma estrutura helicoidal, conferindo uma dindmica mais rapida

para essa regido C-terminal do LBD mesmo na presenca do ligante.

A mobilidade da sonda acoplada a hélice 12 do PPAR~ pode ser explicitamente simulada,
através da construcdo do modelo completo usado por Schwabe. A dependéncia temporal da
anisotropia de fluorescéncia da sonda pode ser calculada através de simulagdes de dindmica
molecular e ser usada para fornecer uma interpretacdo estrutural microscépica dos resultados
experimentais. No restante do capitulo, serdo descritos os detalhes das simulacdes realizadas e
os resultados obtidos para as simulagcoes de anisotropia de fluorescéncia para a sonda cys-fluor

livre em agua e acoplada a hélice 12 do LDB de holo-PPAR~y.

4.2 Anisotropia de fluorescéncia para o cys-fluor livre em
agua

A anisotropia de fluorescéncia estd relacionada com a difusdo rotacional da sonda em
solucdo. Uma vez que simulagdes de dindmica molecular s3o capazes de reproduzir essa difusao,
é possivel obter a anisotropia a partir das simula¢des. Entretanto, a difusdo rotacional de uma
molécula em solucdo é dependente das propriedades do solvente no qual ela se encontra. Dessa
forma, é essencial utilizar uma representacao da dgua capaz de reproduzir corretamente suas
propriedades dindmicas. Com esse propdsito, foram utilizados dados experimentais da difusdo
da dgua para corrigir as propriedades dinamicas descritas pelo modelo TIP3P. Essas corre¢coes

foram utilizadas nas simulacoes de PPAR~y marcado com cys-fluor.

4.2.1 Simulacoes de dinamica molecular

Estudo anteriores comparando a anisotropia de fluorescéncia calculada a partir de si-
mulacoes de dindmica molecular e medida experimentalmente revelaram uma discordancias
entre os resultados. E observado que a curva de decaimento calculada tende a ser mais répida

que a medida, ou seja, pequenas moléculas em solucao, quando simuladas, tendem a apresen-
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tar uma difusdo rotacional mais rapida do que a observada experimentalmente. Esse efeito é
bem conhecido e pode estar associado a diversos fatores, como a descricao inapropriada dos
campos de forca do solvente e da sonda, artefatos provocados pelas condicdes periddicas de

contorno, tratamento inadequado das interagdes eletrostaticas, entre outros (48, 55-56).

A descrigdo inapropriada do solvente, em especial, da sua viscosidade, destaca-se como
o principal fator que afeta a difusdo rotacional de pequenas moléculas em solucdo (@) Di-
ferentes modelos para dgua foram construidos nos ultimos anos, sendo os mais populares os
modelos TIP3P, SPC e SPC/E. Estes modelos sdo bastante similares, entretanto, os coefici-
entes para as interacdes de Lennard-Jones e de Coulomb apresentam pequenas divergéncias,

resultando em diferencas nas propriedades estruturais e dinamicas da agua ).

Nesse trabalho, o modelo TIP3P foi utilizado. Esse modelo superestima a dindmica da
agua, fornecendo um coeficiente de auto-difusdo superior ao experimental. Assim, foram
realizadas correcées, no sentido de “frear"as moléculas do solvente. O modelo TIP3P foi
escolhido porque é o modelo para o qual o campo de forca CHARMM foi parametrizado. Para
corrigir a dinamica difusiva da agua, foi utilizado o controle de temperatura de Langevin. Como
discutido no capitulo 3, esse método consiste em adicionar forcas de friccao e randémicas a
equacao de movimento de cada atomo, sendo que o acoplamento com essas forcas externas
é dado pelo coeficiente de fricgdo, . O coeficiente 7 afeta a viscosidade do solvente, assim,
é possivel escolher um valor apropriado para esse parametro de forma que se reproduza o

coeficiente de auto-difusdo da agua, D, observado experimentalmente ).

Para verificar o efeito de v na difusdo da dgua foram realizadas cinco simula¢es: uma
sem controle de temperatura (ensemble NVE) e as demais utilizando a dindmica de Langevin
para manter a temperatura constante (ensemble NPT), usando v = 1, 5, 7 e 10 ps™'.
Todas as simulagcdes foram realizadas a 1" = 298K, utilizando uma caixa cubica com lado
de 30 A contendo 826 moléculas de dgua e com condicdes periédicas de contorno. Para cada
sistema, foram realizados 2000 passos de minimiza¢do, 200 ps de simulacdo de equilibrio e
3 ns de simulagdo de produgdo. O coeficiente de autodifusdo da dgua foi calculado a partir

do deslocamento quadratico médio dos oxigénios, utilizando a relacdo de Einstein:

lim <|r(t’ ) — r(t’)|2> — 6Dt (4.2.1)

t—o00

onde r(t) é a posicdo do dtomo de oxigénio da dgua em um instante de tempo t, D é o

coeficiente de difusdo da dgua e o simbolo (---) denota a média sobre todas as moléculas.

Apds a correcdo da dindmica do solvente, foram realizadas simulagdes para o estudo
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da dindmica da molécula de cys-fluor livre em solugcdo. Para isso, foi simulada a difusdo
da sonda em 4gua a T = 298K, utilizando v = 10 ps—! e acoplando o banho térmico a
todo o sistema (agua + cys-fluor). Nessas simulagBes, o cys-fluor estava livre para difundir
tanto translacionalmente, quanto rotacionalmente dentro de uma caixa cubica de lado igual a
30 A com condicdes periddicas de contorno (Figura[@£2(a)). Foram realizados 2000 passos de
minimizagao, seguidos por 200 ps de simulacdo de equilibrio. Posteriormente, foram realizados
20 simulagdes produtivas de 10 ns cada, a partir das quais foram calculadas as curvas de
anisotropia de fluorescéncia. A anisotropia de fluorescéncia em funcdo do tempo foi calculada
utilizando a equacdo 4.1.2l Para calcular o segundo polindmio de Legendre da funcdo de
correlacdo foi utilizado um programa de célculo de tempo correlagdo, TCF (time correlation

function), desenvolvido no nosso grupo (http://Im-mdanalysis.googlecode.com).

Todas as simula¢bes foram realizadas com o software NAMD. Os comprimentos das
ligacGes envolvendo atomos de hidrogénio foram mantidos fixos utilizando o algoritmo RAT-
TLE. O algoritmo Velocity-Verlet foi utilizado na resolu¢ao das equagdes de movimento com
dt = 2 fs. Para interagGes de curto alcance (potencial de Lennard-Jones) foi utilizado um raio
de 12 A. As interacdes de longo alcance (potencial de Coulomb) foram computadas via PME
(Particle Mesh Ewald). Nas simulagdes com pressdo constante, a pressdo foi mantida a 1 atm
através o algoritmo Nosé-Hoover. O periodo de oscilagdo e o tempo de decaimento foram de

200 fs e 100 fs, respectivamente.

4.2.2 Resultados

A partir das simulagGes de dgua, foi calculado o coeficiente de auto difusdo da dgua para
cada sistema. A tabela 1] mostra os valores obtidos para cada simula¢do. Nota-se que para

1o coeficiente de difusdo

o ensemble NVE (sem controle de temperatura) e para 7 = 1 ps~
da agua é muito superior ao valor experimental, mostrando que para o modelo TIP3P, as
moléculas de 4dgua difundem-se mais rapidamente do que o esperado. Para v = 10 ps—! foi
obtida a melhor concordancia com o resultado experimental. A mesma estratégia de correcao
da dindmica do modelo TIP3P foi utilizado com sucesso para a descricdo da cinética de

isomerizagdo cis-trans de ligacBes peptidicas (53).

Na figura [£.2(b) estdo mostradas as 20 curvas de anisotropia calculadas para o cys-fluor
difundindo livremente em &dgua utilizando v = 10 ps™! (cinza) e a curva média de anisotropia

(vermelho). Observa-se que as curvas de anisotropia tendem rapidamente a zero, devido a
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Tabela 4.1 — Sistemas simulados

Sistema Ensemble Coeficiente de Friccdo, v (ps™) D(1079m?s™!)
1 NVE sem controle de temperatura 5,68
2 NPT 1 4,73
3 NPT 5 2,82
4 NPT 7 2,48
5 NPT 10 2,32
Experimental 2,30

rapida reoerientacao do momento de dipolo da sonda em solucao.

(b)

r(t)

2 3
Tempo(ns)

Figura 4.2 — (a) Sistema utilizado para estudar a difusdo rotacional da sonda fluorescente cys-fluor.
(b) Curvas de decaimento da anisotropia de fluorescéncia: em cinza est3o representadas
as curvas obtidas para cada simulacdo, usando v = 10 ps—' e acoplando o banho
térmico a todo sistema, e em vermelho, a curva de anisotropia média.

4.3 Anisotropia de fluorescéncia do complexo holo-PPAR~-
cysfluor

A mobilidade e a dindmica da sonda acoplada a hélice 12 é influenciada pela presenca
de todo LBD. A variagdo da dindmica do cysfluor na presenca do PPAR~ é governada pela
estrutura e dindmica da proteina e pode ser medida através da curva de decaimento da ani-
sotropia. Dessa forma, é possivel, entender a mobilidade do LDB, especialmente da hélice
12, através da dindmica do cys-fluor. Nessa secdo, buscou-se modelar através das simulacGes
de MD a curva de anisotropia obtida por Schwabe para o PPAR~Y na presenca de ligante. O
experimento de anisotropia descrito por Schwabe foi reproduzido computacionalmente e partir

desse sistema, foram calculadas diversas curvas de anisotropia, as quais foram comparadas
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com a curva experimental.

4.3.1 Detalhes das simulacoes

Todas as simulacGes foram realizadas usando o software NAMD. Os detalhes da construcao

dos sistemas, configuracdes iniciais, condicoes e etapas de simulagdes sao descritos a seguir.

4.3.1.1 Configuracoes iniciais

Para o estudo da mobilidade da dinamica de hélice 12 do LBD de PPAR~y na presenca
de ligante foi utilizada a estrutura cristalografica depositada no PDB ), com o cédigo
2PRG. Essa estrutura contém, além do complexo PPAR~-Rosiglitazona (BRL), um peptideo
coativador ligado ao complexo. Entretanto, para a construgcdao do modelo utilizado para calcular
as curvas de decaimento da anisotropia, o coativador foi removido, de forma a reproduzir as

condicoes do experimento.

Um molécula de cys-fluor foi posicionada na proximidade da hélice C-terminal do LDB
e utilizando o programa psfgen, incluso no pacote NAMD, foram adicionados os atomos de
hidrogénio na estrutura inicial e foi construida a ligagdo covalente entre o cys-fluor e o residuo
C-terminal do LBD do PPAR~y. Dessa forma, foi gerada a estruturada do PPAR~ marcado

com a sonda fluorescente na extremidade C-terminal da H12.

Para gerar diferentes configuragoes iniciais, foi realizada uma simulacdo em alta tempera-
tura (7" = 800K') em vacuo, mantendo todos os dtomos fixos, exceto os atomos do cys-fluor.
Dessa simulagdo foram coletadas as coordenadas de 35 frames, as quais foram submetidas a
5000 passos de minimizacdo de energia em vacuo através do algoritmo de Gradientes Con-

Packmol . Cada estrutura foi colocada em uma caixa cubica contendo 23.000 moléculas

jugados (CG) (figura £3]). As estruturas minimizadas foram solvatadas utilizando o software
de agua, e fons de sédio e cloro, para neutralizar a caixa de simulagdo. No total, foram adici-
onados 28 ions de sédio e 22 de cloro. As dimensdes das caixas de simulacdo foram definidas

de forma que a menor distancia entre a proteina e o limite da caixa fosse de 15A.
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Figura 4.3 — Sobreposicdo de algumas configuragées iniciais utilizadas nas simulacées de dindmica
molecular.

4.3.1.2 Preparacao dos sistemas e simulacoes produtivas

Cada configuracado inicial passou por uma sequéncia de simulacdes de minimizacao de
energia e dinamica para preparar o sistema para as simulagdes produtivas. As etapas de

preparacdo foram:

1. Minimizagdo: 1000 passos mantendo a proteina, o ligante e o cys-fluor fixos;

2. Dinamica: 200 ps mantendo a proteina, o ligante e o cys-fluor fixos;

3. Minimizacdo: 500 passos mantendo os carbonos « fixos;

4. Dinamica: 200 ps mantendo os carbonos « fixos;

5. Dinamica: 2.0 ns com todo o sistema livre.

As duas primeiras etapas foram realizadas para permitir a relaxacdo do solvente ao redor

do LBD. Ja as etapas 3 e 4 foram realizadas para permitir a relaxacdo das cadeias laterais

da proteina, sem alterar a estrutura global do LBD. Na etapa 5, foi permitida a relaxa¢ao do

sistema todo.

Em seguida, para cada sistema, foram realizados 20 ns de simulacdo produtiva. Todas
as simulacdes foram realizadas no ensemble NPT com T' = 298K, utilizando dindmica de
Langevin para controle de temperatura com coeficiente de friccdo igual a 10 ps—!. As demais

condicoes de simulacdo foram idénticas as descritas para o cys-fluor livre em agua.
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4.3.2 Resultados

Os resultados experimentais descritos por Schwabe, revelam uma estabilizacao da hélice
12 na presenca de agonistas. Foi observado que os tempos de decaimento da anisotropia
foram menores sem ligante do que com ligante, indicando uma mobilidade mais acentuada.
Embora esteja claro o efeito estabilizador do ligante na dindmica da H12, ndo ha uma descricao
da natureza dos movimentos envolvidos. Nessa secdo, através da comparacao entre as cur-
vas de anisotropia calculadas e obtidas experimentalmente, procuramos associar propriedades

estruturais com diferentes niveis de mobilidade.

Como descrito na secdo anterior, foram construidas 35 configuracdes iniciais de cys-fluor
ligado ao holo-PPAR~. A anisotropia de fluorescéncia em funcdo do tempo foi calculada a
partir da equacdo B.1.2l Cada configuracdo inicial gerou uma curva de decaimento, como
mostrado na figura B4l As curvas em cinza representam o decaimento calculado a partir
de cada configuracdo inicial, em azul e vermelho estdo mostradas as curvas experimentais

normalizadas para PPAR~y na presenca e na auséncia de ligante, respectivamente.

0.8

0.6

r(t)

0.4

0.2/ — Experimental Holo-PPAR
— Experimental Apo-PPAR
—  Holo-PPAR
0-% 1 2 3 4 5
Tempo(ns)

Figura 4.4 — Dependéncia temporal da anisotropia. Em cinza estdo representadas as curvas de de-
caimento da anisotropria obtidas a partir de cada configuracdo inicial. Os decaimentos
obtidos experimentalmente para holo-PPARy e apo-PPAR~y estio representados em
azul e vermelho, respectivamente (@ ).

Na figura 4.4] é possivel observar uma grande variacdo no comportamento da dindmica
do cys-fluor ligado ao PPAR~y dependendo da configuracdo inicial adotada. E interessante

observar que mesmo partindo de uma estrutura com ligante, supostamente mais rigida, foram
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obtidos comportamentos dindmicos mais rapidos que o observado para a estrutura na auséncia

de ligante.

Os decaimentos obtidos experimentalmente aproximam-se das curvas tedricas com decai-
mento mais lento. Dessa forma, procuramos averiguar detalhadamente as estruturas contidas
nas trajetdrias correspondentes a cada curva de anisotropia para tentar compreender o com-

portamento mostrado na curva experimental.

Para isso, comecamos observando as trajetérias correspondentes as curvas mais externas,
ou seja, as trajetdrias nas quais o cys-fluor apresenta maior e menor mobilidade. Fazendo a
superposicao das conformacoes assumidas pelo cys-fluor ao longo das trajetdrias, observa-se
que para a simulacdo correspondente a curva com decaimento mais lento, a sonda perma-
nece presa na superficie do LBD, percorrendo uma pequena regido entre as hélices 11 e 12,
como mostrado na figura [d.6[a). Porém, ao observar a trajetéria percorrida pelo cysfluor na
simulacdo associada a curva com decaimento mais rapido, nota-se que a molécula de cys-
fluor, encontra-se “descolada”da superficie do PPAR~, assumindo, na maior parte do tempo,
uma conformac3o estendida em relagdo ao LBD (figura [£.6(d)). Para as demais curvas, é
observado um comportamento intermediario, ou seja, a molécula de cysfluor flutua entre uma
conformacgdo estendida e uma conformacdo mais fechada em relagao ao corpo do LBD. O
tempo de permanéncia em cada conformacao determina o perfil da curva de anisotropia,
assim, curvas associadas a trajetérias onde o cys-fluor permanece a maior parte do tempo

interagindo com a superficie do PPAR~, apresentam um tempo de decaimento mais lento.

Para verificar o efeito da mobilidade do cys-fluor no decaimento das curvas apresentadas
na figura [4.4] foram calculadas as distancias entre o dtomo de oxigénio localizado no anel
central do cys-fluor e a superficie do LBD para cada simulaggo (figura [£5[a)). Para facilitar
a visualizagdo, na figura .5(b) estdo mostradas as distribuicdes das distdncias apenas para
quatro simulacées. As simulacdes foram escolhidas de forma a amostrar diferentes tempos de
decaimento e foram nomeadas de 1 a 4. Nota-se que curvas que apresentam um decaimento
mais lento estao associadas com distribui¢cdes que apresentam picos bem definidos e localizados
em menores distancias (simulagdes 1 e 2). Ja distribui¢des alargadas estdo relacionadas com

curvas de anisotropia que apresentam decaimentos mais rapidos (simulagdes 3 e 4).
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Figura 4.5 — (a) Esquema mostrando a menor distancia entre o oxigénio do anel central do cys-fluor
e a superficie do LBD. (b) Distribuicdo da menor distancia entre o oxigénio central do
cysfluor e a superficie do LBD para quatro simulagées. As quatro simulagdes escolhidas
correspondem as curvas de anisotropia destacadas em cores no grafico interno.

A figura mostra a superposicdao das conformacdes adotadas pelo cys-fluor nas si-
mulacoes correspondentes ao decaimento mais rapido, mais lento e dois decaimentos inter-
medidrios. Nas figuras[@.6la) e (b) (simulacdes 1 e 2) vemos a sonda interagindo persistente-
mente com a superficie do LBD. Na simulagdo 1, a sonda permanece durante toda simulagdo
na regidao formada entre as hélices H11 e H12, resultando em uma curva de anisotropia com
decaimento bastante lento. Efeito similar é observado na simulagdo 5. Nessa simulagao, a
sonda n3o estd presa na regiao entre as hélices, mas continua interagindo fortemente com a
superficie da proteina, especialmente com a hélice 11. Por n3o estar localizada na cavidade
entre as hélices, o cys-fluor apresenta maior liberdade para se mover e, por isso, é observado

um decaimento mais acentuado para a curva de anisotropia.

Por outro lado, na simulagdo 3 (figura [4.6(d)) a sonda exibe uma maior mobilidade se
comparada com as anteriores, porém ainda mantém a mesma orientacdo relativa a superficie
do LBD ao longo de toda simulagdo. O rdpido decaimento da anisotropia observado para a

simulagdo 4 (figura [4.6]d)) ocorre uma vez que a sonda n3o apresenta restricdes para sua
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mobilidade, exibindo flutuagdes com grande amplitude.

As simula¢cbes de holo-PPAR~ indicam que as curvas de anisotropia de fluorescéncia em
funcao do tempo para o cys-fluor acoplado a hélice 12 apresentam uma grande variacao
no tempo de decaimento, dependendo da forma como a sonda interage com a superficie
do LBD. As curvas experimentais, por localizarem-se na parte superior do espectro, devem
ser interpretadas como resultado da mobilidade local da sonda, sempre mantendo a interacao
superficial com o LBD, com os movimentos com dimensao similar ao mostrado para a simulacao
2. Nossos resultados nao excluem a existéncia de conformacoes onde o cys-fluor pode estar
rigidamente acoplado a superficie, como na simulagdo 1, ou completamente desprendido do
corpo do LBD, exibindo uma mobilidade bastante intensa, como na simulacao 4. Entretanto,
a conformacao mais frequente adotada pela sonda deve ser tal que permita interacdes com a

superficie do LBD na mesma escala que a exibida pelo cys-fluor na simulacao 2.

4.3.2.1 Variacao conformacional da hélice 12

As curvas de decaimento da anisotropia para um marcador acoplado a uma regiao proteica
refletem as propriedades dindmicas da sonda, da porcao da proteina onde a sonda foi ligada
e da proteina como um todo, porém o efeito da rotacdo do LBD como um todo pode ser
considerado o mesmo para todos os sistemas (@) O comportamento dindmico observado para
os cys-fluor pode ser estendido também para a hélice 12, ou seja, decaimentos da anisotropia
mais rapidos, estdo associados nao sé a uma dinamica mais rapida da molécula de cys-fluor,

mas também a uma maior mobilidade da hélice 12.

A mobilidade conformacional da H12 foi analisada via RMSD (root mean square deviation).
Primeiramente foi realizado o alinhamento de todos os frames de uma simulacdo, a fim de
retirar desvios da posicdo atémica relativos a translacdo e a rotacao da proteina. O alinhamento
foi realizado utilizando os atomos da cadeia principal do LBD. O RMSD foi calculado através

da seguinte equacao:

1/2

RMSD(#) = % > Intt) — r(0)f (4.3.1)

i=1
onde N é o nimero de atomos considerados, r; é a posicdo do dtomo ¢ no instante ¢ e r;(0)
é a posicao inicial do dtomo 7. Para o calculo de RMSD, a hélice 12 foi considerada como

sendo formada pelo residuos 465 a 477. Na figura 4.7 estdo mostrados os valores de RMSD
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Simulacio 1 Simulacao 2

Figura 4.6 — Superposicdo das conformagées adotadas pelo cys-fluor nas simulagées 1 (a), 2 (b), 3

(c) e 4 (d).
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apenas para as simulacdes 1 e 4, que apresentam comportamentos extremos. Nota-se que
para a simula¢do 1 (vermelho) n3o sdo observados grandes desvios em relagdo ao valor médio,
ou seja, a hélice 12 apresenta uma pequena mobilidade. J& para a simulagdo 4 (preto), sdo
observados dois intervalos de grande variacdo, onde a hélice 12 assume conformac¢des que

divergem cerca de 3 A da estrutura inicial.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (ns)

Figura 4.7 — Evolucdo temporal do RMSD da hélice 12 em relacdo a posic3o inicial.

Para compreender o comportamento das curvas de RMSD, observamos as trajetdrias ge-
radas para as duas simulacdes. Para a simulacdo 1 foi observado que a hélice 12 encontra-se
durante toda a simulagdo muito préxima da conformacdo inicial. Essa pequena variagdo na
posicdo da H12 é mostrada na figura [£.8(a). Entretanto, para a simulagdo 4, foi observado
que a hélice 12 assume diferentes conformacgdes, sendo que a conformagdo mais divergente
estd mostrada na figura [A.8(b). Esses resultados fornecem indicios da dimens3o da mobili-
dade da hélice 12 do LDB do PPAR~ na presenca de um agonista total. A maior variacdao
na conformagdo adotada pela hélice 12 estd mostrada na figura A.8(b). Essa estrutura estd
associada a uma curva de anisotropia que apresenta um decaimento muito mais rdpido que o
observado experimentalmente e, por isso, espera-se que a variacao conformacional da H12 em

solugdo seja menos intensa que a mostrada na figura £8(b).

Simulacéo 1 Simulacao 4

Figura 4.8 — Comparacio entre a conformagao inicial e a conformagcdo associada ao maior valor de
RMSD para as simulagées 1 (a) e 4 (b).
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A estabilizacdo da hélice 12 na presenca de Rosiglitazona ocorre, principalmente, através
de interagOes eletrostaticas entre o ligante e o residuo Tyr473 da H12. Conhecendo esse me-
canismo, verificamos o efeito dessa estabilizacdo nas duas simulagdes com comportamentos
extremos. Na tabela estao mostradas as energias de interacao entre a Tyr473 e a Rosigli-
tazona. Observa-se que a interagdo é predominantemente eletrostatica, porém na simulagdo 1
a energia de interagdo é mais intensa (em mdédulo) que para a simulagdo 4. Esse resultado esta
de acordo com a variagdo conformacional observada nas duas simula¢bes: uma interagao mais
fraca entre a Rosiglitazona e a Tyr473 e que oscila no tempo é resultado da maior mobilidade
da H12.

Tabela 4.2 — Energia de interacdo entre o residuo Tyr473 e a Rosiglitazona

Simulagdo 1 Simulagdo 4

Eletrostatica (kcal /mol) —7,01 —3,75
VDW (kcal/mol) —0,53 -1,1
Total (kcal/mol) —7,54 —4,86

Para melhor compreensao da dimens3ao da mobilidade da hélice 12 em solucdo, foram
selecionadas as oito simula¢des que forneceram curvas de anisotropia mais similares a curva
experimental para holo-PPAR~ e observada as conformacgdes adotadas pela H12 nessas si-
mulagdes (figura [49]). Para todas as simulagdes selecionadas sdo observadas configuracdes
pouco divergentes da conformacgao inicial, porém com variagdes superiores a observada para a
simulacdo 1 e, principalmente, inferiores a observada na simulagdo 4. Observa-se também que
nao existe um sentido preferencial, ou seja, a variacdo conformacional da H12 ocorre tanto do

sentido de aumentar ou diminuir a interacdo com a superficie do LBD.

Figura 4.9 — Maxima variacdo conformacional adotada pela hélice 12 para as oito simulacées com
curvas de anisotropia mais similares a experimental.
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Embora as simulacées tenham sido realizadas somente para o holo-PPAR~y, é possivel
dimensionar também a amplitude da hélice 12 para o PPARy na auséncia de ligante. Uma
vez que a curva de anisotropia para o apo-PPAR~ apresenta um decaimento mais lento que
o observado para a simulagao 4, espera-se que a variagao da H12 nessas condi¢cdes nao seja
superior ao observado na figura [A38(b). A maior flexibilidade da hélice 12 para receptores
nucleares na auséncia de ligante, deve ser, portanto, devido uma variacao conformacional mais

frequente que em holo receptores, porém ndo de maior amplitude.

Ao contrério do sugerido no mecanismo da ratoeira, nossos resultados mostram que mesmo
na auséncia de ligante a hélice 12 deve interagir com a superficie do LDB, ja que, somente
dessa forma, é possivel explicar a curva de anisotropia experimental. Caso a hélice 12 ado-
tasse uma conformacado estendida, o cys-fluor estaria completamente exposto ao solvente,
sem interagir com o LBD e dessa forma, a curva de anisotropia apresentaria um decaimento
muito mais rdpido que o observado experimentalmente. No préximo capitulo mostraremos
que conformacdes onde a hélice 12 encontra-se aberta, e consequentemente o cys-fluor apre-
senta menor interacao com a superficie do LDB, exibem comportamentos que ndo sao capazes
de explicar as curvas de anisotropia experimentais e, dessa forma, devem ser conformagdes

inexistentes.

4.4 Conclusoes

Nesse capitulo foram mostradas simulacGes para o estudo da dindmica reorientacional
do cys-fluor livre em solugcdo e acoplado a hélice 12 de holo-PPAR~. Primeiramente, foi
realizada uma correcao cuidadosa da dindmica do solvente, j& que esta propriedade influencia
diretamente o comportamento da sonda fluorescente. Através da comparacao com a curva
experimental do cys-fluor difundindo livremente em agua, realizamos a correcdo aplicando um

1

banho de Langevin com coeficiente de friccdo v = 10 ps~". Esse valor de 7 mostrou-se o mais

adequado para reproduzir a constante de auto-difusdo da dgua.

As simula¢bes de cys-fluor acoplado ao holo-PPAR~y mostraram comportamentos distintos
para a curva de anisotropia em fun¢do do tempo, dependendo da configuracao inicial adotada.
Entretanto, os comportamentos observados experimentalmente s3o similares apenas aqueles
onde a sonda apresenta uma dindmica mais lenta, devido a interacdo com a superficie do LDB.
Simula¢des onde o cys-fluor apresenta liberdade de se mover sem impedimentos apresentam

curvas de anisotropia com decaimento muito mais rapido que os experimentais. Assim, as
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taxas de decaimento observadas experimentalmente devem ser interpretadas como resultado de
flutuagoes locais da sonda, sempre mantendo contado com a superficie do LBD, especialmente

com a hélice 11.

Nesse capitulo foi estudada também a dimensdo da variacao conformacional da hélice 12.
As simulacdes que mais se assemelham as observacdes experimentais revelam uma baixissima
mobilidade da hélice 12, permanecendo muita préxima da conformacdo ativa durante toda
a simulacdo. Mesmo para simulacGes associadas a curvas de anisotropia com rapido decai-
mento, a hélice 12 n3o apresenta uma variacao conformacional de grande amplitude. Para
essas simulacGes, embora a H12 apresente uma maior flexibilidade, encontra-se, durante toda
simulacdo, em conformagdes préximas a conformacdo inicial. Dessa forma, a mobilidade da
hélice 12 em solucdo nao deve ser t3o intensa como a proposta pelo modelo da ratoeira,
sendo resultado apenas de pequenas flutuagdes em torno da conformacao ativa, tanto para o

holo-PPAR~ quanto para o apo-PPAR~.
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CAPITULO 5

Receptores Nucleares com a hélice 12

aberta

5.1 Modelos de PPAR~ com a hélice 12 aberta

O modelo da ratoeira sugere um mecanismo de entrada e saida do ligante no sitio do LBD.
Nesse modelo, a hélice 12 encontra-se estendida em relacdo a superficie do LBD na auséncia
do ligante, permitindo a entrada deste. Entretanto, ndo existem estruturas cristalograficas de
PPAR~ com a H12 adotando tal conformacdo. Desse forma, para verificar o comportamento
da curva de anisotropia em funcao do tempo para essa configuragdo construimos um modelo
para apo-PPAR~ com a hélice 12 em uma conformac¢ao aberta, como proposto pelo modelo
da ratoeira. Esse modelo foi construido a partir da estrutura de holo-PPAR~ (PDB: 2PRG) e

utilizando simula¢des de SMD (Steered Molecular Dynamics).

5.1.1 Steered Molecular Dynamics

Importantes eventos bioldgicos, como a associacdo e dissociacao de ligantes envolvem a
transicao de um estado de equilibrio para outro. Entretanto eventos que envolvem o cruza-
mento de grandes barreiras de potencial ainda s3o dificeis de serem reproduzidos em simulagdes
convencionais de dinamica molecular, uma vez que envolvem escalas de tempo muito longas.
Dessa forma, o uso de forcas externas pode ser utilizado para guiar o sistema de sistema de
equilibrio para outro, acelerando o processo de transicdo. Nesse contexto, simulagido de SMD

sao uma importante ferramenta no estudo de eventos que envolvem transicdes.

Basicamente, simulacdes de SMD baseiam-se em aplicar um forca externa a um ou mais
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Figura 5.1 — (a) SMD com velocidade constante em uma dimensdo. Em vermelho estd representado
o dtomo virtual e em azul o atomo SMD. A medida que o dtomo virtual se move com
velocidade constante, o 4dtomo SMD experimenta uma forca que depende linearmente
da separacdo entre os dois dtomos. (b) Sobreposicdo da conformacio adotada pela
H12 no inicio (vermelho) e no final (azul) da simulacdo de SMD.

atomos, chamados de dtomos SMD e manter fixos outro conjunto de dtomos para estudar
o comportamento da proteina em diferentes condi¢cdes. Neste trabalho foram realizadas si-
mulacdes de SMD com velocidade constante. Nesse tipo de simulagcdo, aos dtomos SMD é
aplicada uma forca que corresponde ao deslocamento de uma mola no espaco na direcdo de-
sejada, com velocidade constante (figura 5.1(a) ). A forca externa que atua sobre os dtomos

SMD 4 dada por:

—

F=kot— (7—7) 7 (5.1.1)

onde k é a constante de mola, v a velocidade com que os dtomos s3o puxados, 7 a posicdo
dos datomos SMD no instante ¢, 7 a posicdo inicial dos atomos SMD e 77 a direcdo da forca

aplicada (@)

Para construir o modelo de PPARYy com a hélice 12 aberta, os dtomos da hélice 12 fo-
ram selecionado como atomos SMD e foram puxados para fora, no sentido de formar uma
conformagdo com a hélice 12 aberta (figura 5.1(b)). Duas simulagdes de SMD foram reali-
zadas utilizando diferentes direcoes para a forca. Cada simulacdo foi realizada durante 10 ns,
utilizando a velocidade de puxamento igual a 3 A/ns e com uma constante de mola igual a

4 kcal mol~tA-1.

Ao final da simulagdo de SMD foram obtidos dois modelos de PPARY com a hélice 12
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Figura 5.2 — Estruturas para apo-PPARy com a H12 aberta obtidas a partir de simulacées de SMD.

aberta (B.2]). A molécula de cys-fluor foi entdo acoplada as estruturas finais. O complexo foi
submetido a uma simulagdo em vacuo e a alta temperatura para gerar diferentes configuracoes
iniciais para as simulacdes de célculo da funcdo de correlacdo, assim como descrito na secdo
anterior. Das simula¢des a temperatura elevada foram obtidas 10 configuracdes iniciais que

passaram pelo mesmo procedimento descrito na secao 4.3.2.1.

5.1.2 Anisotropia de fluorescéncia para o apo-PPAR~y com a H12
aberta

A partir das estruturas geradas por SMD calculamos as curvas de anisotropia para as 10
configuragdes iniciais construidas. Na figura5.3estdo mostradas as 10 curvas obtidas (laranja).
Assim como para as simulagdes de PPAR~ nativo, nota-se um comportamento diversificado
para a dinamica reorientacional do cys-fluor nesse modelo. Entretanto, de forma geral, sio
observadas curvas com decaimentos mais rapido que os obtidos nas simulacGes anteriores e,

principalmente, que os experimentais.

O objetivo dessas simula¢des foi mostrar que uma estrutura para apo-PPAR~y como pro-
posto pelo modelo da ratoeira, ou seja, com a H12 desprendida da superficie do LBD, nao é
capaz de reproduzir os resultados experimentais. Dessa forma, nossos resultados sugerem que
mesmo na auséncia de ligantes, a hélice 12 deve interagir com a superficie do dominio. Esses

resultados ndo contradizem o fato de que para apo receptores a H12 é mais mével que para



80 5 Receptores Nucleares com a hélice 12 aberta

holo receptores, porém indicam que a variacdo conformacional da hélice 12 deve ocorrer em
torno em de uma estrutura onde a hélice permanece interagindo com a superficie do LBD. Se
existentes, estruturas que apresentam a H12 aberta devem ser fracamente populadas e ndo de-
vem apresentar nenhuma fun¢do no associacdo ou dissociacdo de ligantes ou no recrutamento

de correguladores.

— Experimental Holo-PPAR
— Experimental Apo-PPAR [
Holo-PPAR

Apo-PPAR

0.2

9-% 1 2 3 4 5

Tempo(ns)

Figura 5.3 — Comparacio entre as curvas de anisotropia para o PPARy: em cinza estdo representa-
das as 35 curvas obtidas para o holo-PPAR~y nativo, em laranja as 10 curvas para os
modelos de apo-PPARy com a H12 aberta; em azul e vermelho as curvas experimentais
para o PPAR~y na presenca e na auséncia de ligante, respectivamente.

Na figura é observada a existéncia de uma curva de anisotropia para o modelo de
PPARy com a hélice 12 aberta com um decaimento mais lento que as demais curvas ob-
tidas para esse modelo. Ao observar o comportamento da sonda nota-se que esta se en-
contra durante toda simulagdo dobrada sobre a hélice 12, como mostrado na figura 5.4{(a),
sofrendo apenas pequenas alteracdes conformacionais em torno dessa estrutura e justificando
o decaimento observado. Em geral, para as demais simulagdes, o cys-fluor percorre diferen-
tes conformacdes em torno da H12, resultando em curvas de anisotropia com decaimentos
rapidos (figura [B.4(b)). Essa curva com decaimento mais lento poderia sugerir que com uma
maior amostragem, ou seja, um numero maior de simula¢des, seria possivel observar outras
configuracdes que apresentem decaimentos similares, entretanto, ao avaliar a posicdo adotada
pela sonda durante a simulacdo, ve-se que esse é um caso extremo, onde a sonda possui uma
dinamica reorientacional bastante limitada. Dessa forma, mesmo com um ndmero maior de

simulacdes ndo devem ser obtidas curvas com decaimentos mais lentos e, principalmente, ndo
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Figura 5.4 — Sobreposicdo de algumas conformagées adotadas pela molécula de cys-fluor na si-
mulagdo correspondente a curva de anisotropia com o decaimento mais lento (a) e
com decaimento mais rapido (b) para o modelo de PPARy com a H12 aberta.

devem ser obtidas curvas com decaimentos que justifiquem as observacoes experimentais.

Embora o cys-fluor adote uma conformagao mais rigida, conferindo um tempo de decai-
mento maior para a curva de anisotropia dessa simula¢dao, a hélice 12 apresenta um com-
portamento bastante similar ao observado para as demais simulacoes para esse modelo. Ao
comparar a evolu¢cdo temporal do RMSD para essa simula¢do (Simulagdo 1 da figura B.5]) e
para outra associada a uma curva de anisotropia com decaimento mais rapido (Simulagdo 2
da figura [5.0]), observa-se que ambas apresentam desvios significativos em relagdo a estrutura
inicial, mostrando que a hélice 12 é bastante mdvel nos dois casos. Portanto, ndo é a mo-
bilidade da H12 que afeta o decaimento da anisotropia, mas principalmente a capacidade da
sonda de interagir com a proteina. O decaimento mais rapido experimental em apo-PPAR n3o

pode, portanto, ser diretamente interpretado como um reflexo da maior mobilidade da H12.

20

— Binm. L
~15{| — Sim. 2

RMSD(A

0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo(ns)

Figura 5.5 — Evolugdo temporal do RMSD da hélice 12 para as simulagbes com decaimento mais
rapido (vermelho) e mais lento (preto).
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5.2 Outros modelos de receptores nucleares com hélice
12 aberta

O modelo de PPARYy com a hélice 12 aberta foi gerado a partir de uma modificacdo da
estrutura cristalogréfica. Para complementar o estudo da mobilidade do cys-fluor acoplado
a um receptor nuclear que apresenta a hélice 12 estendida em relagdo ao corpo do LBD,
utilizamos também outras duas estruturas obtidas por difracao de raios-X. Foram utilizadas
as estruturas do Receptor de acido Retindico na sua forma apo (1LBD) (Iﬂ) e do Receptor
de Estrégeno (1A52) (@)

apo RXR

Figura 5.6 — Estruturas cristalograficas de receptores nucleares com a hélice 12 aberta utilizados
para estudar o decaimento da anisotropia de fluorescéncia: (a) estrutura do Receptor
do Acido Retindico (PDB: 1LBD) e (b) estrutura do Receptor de Estrégeno (PDB:
1A52).

A estrutura do Receptor de Acido Retindico sem ligante foi a primeira estrutura cris-
talografica de receptores nucleares a ser resolvida, juntamente com a estrutura do LBD do
holo-RAR. Juntas, essas estruturas motivaram o modelo da ratoeira. A estrutura de ER uti-
lizada também teve sua estrutura cristalografica determinada em um arranjo simular ao do
RXR (H12 aberta). E importante ressaltar que em cristais usados para difracdo de raios-X,
as proteinas estdo sujeitas a diversas interacdes associadas a estabilizacdo do cristal que po-
dem ser diferentes das interacGes existentes para a proteina em solucdo. Além disso, o efeito
do empacotamento cristalino é ainda mais pronunciado em regides de maior mobilidade da
proteina, como a hélice 12, podendo gerar estruturas diferentes das estruturas nativas. Para

a estrutura de ER, foi sugerido que a estrutura obtida com a hélice 12 aberta era um artefato
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do empacotamento cristalino.

83

estudados.

Para cada receptor foram construidas 10 configuragdes inicias e foram realizados os mesmos
estrutura. A partir dessas simulacoes, o comportamento do cys-fluor e da hélice 12 foram

procedimentos descritos anteriormente, gerando 10 simulagdes de producao de 20 ns para cada

Na figura 5.7 estdo mostradas as curvas de anisotropia obtidas para o ER (figura 5.7 (a))
e para o RXR (figura 5.7 (b)). Assim como para o PPAR~y com a hélice 12 aberta, as curvas

de anisotropia obtidas para as simulacoes com RXR e ER mostraram curvas com decaimentos

como ocorre para o holo-PPAR~.

rdpidos, resultado da rdpida dinamica reorientacional do cys-fluor, que nesses sistemas, se
move sem impedimentos estéricos e sem interacoes persistentes com a superficie do LBD,

(a) ER (b) RXR
1.0 — Experimental Holo-PPAR |{ 1.0 —— Experimental Holo-PPAR
— Experimental Apo-PPAR —— Experimental Apo-PPAR
Apo-ER Apo-RXR
0.8
_06
E
0.4
0.2
0.0 0.0
0 1 2
Tempo(ns)

2 3 4 5
Tempo(ns)
Figura 5.7 — Curvas de anisotropia para o cysfluor acoplado a H12 do ER (a) e do RXR (b).

Na figura 5.7 (b) observa-se a existencia de um curva de anisotropia que apresenta um
decaimento significativamente mais lento que as demais. Esse tipo de comportamento ndo foi
observado para as outras estruturas com a H12 aberta. Isso ocorre porque a estrutura do RXR
permite que o cys-fluor tenha uma maior interacdao com o LDB, especialmente com a hélice

12. Na figura 5.8 estd mostrada a conformac3o adotada pela sonda na simulacdo corresponde

a curva de anisotropia com decaimento mais lento. Observa-se que nessa estrutura a sonda é

capaz de interagir com a superficie do LBD, conferindo uma dindmica mais lenta a sonda, o que

nucleares com a H12 aberta.

explica o comportamento da curva de anisotropia. Interacoes desta forma, foram observadas
apenas para essa simulacao de RXR, nao sendo observada para os demais modelos de receptores
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Figura 5.8 — Conformacdo adotada pelo cys-fluor em uma simulacdo para RXR onde é possivel a
interacdo da sonda com a superficie do LBD, resultando em uma curva de anisotropia
com decaimento lento.

5.3 Mobilidade da hélice 12

A mobilidade da hélice 12 para as trés estruturas com a H12 aberta também foi estudada.
Na figura 5.9 estdo mostradas os RMSDs médios para cada receptor. Assim como para o
PPAR~y com a H12 fechada, foi realizado primeiramente o alinhamento de todos os frames e
calculado o RMSD apenas para a hélice 12. Para o PPAR~y a hélice 12 foi definida como sendo
formada pelos residuos 465 a 477, para o ER formada pelos residuos 536 a 544 e para o RXR
pelos residuos 444 a 456. Observa-se que a mobilidade da H12 para os trés modelos, como
esperado, é mais intensa que para o PPAR~ nativo, principalmente para o PPAR~ e para o ER,
cujas hélices 12 adotam conformacdes que distam até cerca de 15A da conformac3o inicial.
Entretanto, nota-se também que para o RXR, seu RMSD apresenta uma menor flutuagdo no
tempo, indicando que a hélice 12 desse receptor é a menos mdvel dentre os trés modelos de
receptores com a hélice 12 aberta. Provavelmente, essa menor mobilidade, também observada
na curva de anisotropia, é devido o fato das hélices H11 e H12 serem unidas, resultando em
uma estrutura mais rigida que as demais. Porém, mesmo sendo mais rigida, as flutuagdes

estruturais sao mais intensas que as obtidas para o holo-PPAR~y

Na figura 5.10 estdo mostradas as conformacdes mais divergentes adotas pela H12 de cada
modelo. Nota-se para o PPAR~ e para o ER a variagdo conformacional sofrida pela hélice 12
é bastante intensa se comparada com as variacoes observadas para o PPAR~ nativo. J3 para
o RXR a alteracao na conformacdo é menos dramatica, porém, ainda assim, o decaimento da

anisotropia é, para o cys-fluor ligado a H12 do apo-RXR, muito mais rapido que as curvas
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— PPAR
15¢| — ER
— RXR

8 10 12 14 16 18 20
Tempo(ns)

Figura 5.9 — Evolugdo temporal do RMSD da hélice 12 em relagcdo a posicdo inicial para os modelos
com a H12 aberta.

experimentais de apo-PPAR~. Isto reforca o fato de que o decaimento rapido da anisotropia
estd associado a liberdade conformacional da sonda e sua capacidade de interagir com a
proteina. Portanto, o decaimento experimental relativamente lento de apo-PPAR~ depende
necessariamente da interacdo da sonda com o corpo da proteina implicando em uma estrutura

com a H12 fechada.

Figura 5.10 — Madxima variacdo conformacional sofrida pela hélice 12 do PPARy (a), ER (b) e RXR
(c)

Embora acredita-se que a estrutura do RXR com a H12 estendida possa ser interpretada
como resultado de artefatos cristalogréficos, é importante lembrar é possivel que o LBD desse
receptor exiba um equilibrio conformacional diferente dos demais receptores. Por possuir as
hélices H11 e H12 separadas por um nimero menor de aminodcidos em compara¢cdo com os
demais receptores, a H12 do RXR pode apresentar uma flexibilidade conformacional limitada,
resultando na estrutura com a hélice aberta. Experimentos de anisotropia de fluorescéncia
com comparacao direta com nossos resultados forneceriam uma resposta definitiva para a

mobilidade do LBD do RXR.
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5.4 Conclusoes

Com o objetivo de verificar o comportamento da dindmica reorientacional do cys-fluor
acoplado a estruturas onde a hélice 12 adota uma conformacdo estendida em relacdo ao
corpo do LBD, realizamos simulacGes para o calculo da anisotropia em funciao do tempo para
quatro modelos de receptores nucleares com a H12 aberta. Para todos os casos, as taxas
de decaimento se mostraram muito maiores que as observadas experimentalmente. Assim, as
observacoes experimentais ndo podem ser explicadas pela dindmica reorientacional do cys-fluor

acoplado as estruturas com a H12 aberta.

Esses resultados mostram que as observacoes experimentais estao associadas a pequenas
variacdes conformacionais da hélice 12, sem envolver o deslocamento desta da superficie do
LBD, ja que estruturas com a H12 aberta geraram curvas de anisotropia incapazes de explicar
o comportamento experimental. Além disso, sugerem que para a regulacdo dos receptores
nucleares, ou seja, para a entrada e saida de ligantes e para a interacdo com proteinas co-
ativadoras, s3o requeridas pequenas flutuacdes da hélice 12 em torno a conformac3o ativa.
Dessa forma, esse trabalho vem reforcar a imagem de um dominio de ligagdao com o ligante
assumindo uma conformacdo “empacotada”, ou seja, com a H12 sempre interagindo com a
superficie do LBD além de fornecer evidéncias da amplitude das mudancas conformacionais

que a H12 pode sofrer.
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CAPITULO 6

Conclusoes finais

Receptores nucleares formam uma superfamilia de proteinas responsavel pela regulacdo
da expressdao génica em eucariotos, cuja atividade é controlada pela interacdo de pequenas
moléculas com o dominio de ligacdo com o ligante. As primeiras estruturas cristalograficas
de receptores nucleares (apo-RXR e holo-RAR) sugeriram que a associagdo de um ligante ao
LBD seria responsavel por uma mudanca conformacional bastante dramatica, principalmente
na hélice 12. Esta, na auséncia de ligante adotaria uma conformacao estendida em relacao ao
corpo do LBD, deixando o sitio de ligacao exposto e permitindo a entrada do ligante, enquanto
que na presenca do ligante, adotaria uma conformacdo ativa, presa a superficie do LDB.
Dessa forma, a conformacdo e mobilidade da hélice 12 foram tidas como determinantes para
a ativacao e desativacao do mecanismo de transcricio. Embora estudos anteriores mostrem
a estabilizacdo da hélice 12 na presenca de agonista, ainda nao havia sido construido um
modelo molecular capaz de dimensionar o tamanho da variagdo conformacional sofrida pela

hélice C-terminal tanto na presenca quanto na auséncia de ligantes.

Os resultados presentes nesse trabalho fornecem um modelo para a dimens3o dessa va-
riagdo conformacional. As simulagdes de cys-fluor acoplado a hélice 12 do holo-PPAR~y mos-
traram que o comportamento da sonda em solucdo é bastante variado, dando como resposta
tempos de decaimento para anisotropia varidveis de acordo com a conformacao inicial ado-
tada pela sonda. Entretanto, ao comparar os resultados experimentais obtidos por Schwabe,
observa-se tanto para PPAR~ na presenca ou na auséncia de ligante, as curvas experimentais
assemelham-se apenas as curvas tedricas com decaimentos lentos. Isso significa que apenas
simula¢cOes nas quais a sonda e a hélice 12 apresentam mobilidades reduzidas sdo capazes de

explicar os resultados obtidos experimentalmente.

Ao observar o comportamento da hélice 12 nas simula¢bes correspondentes as curvas de
anisotropia com maior e menor decaimento, notou-se que mesmo para a simulacdo onde a
hélice 12 apresenta maior alteracio conformacional, essa variacio nio ultrapassa 3,5 A da

estrutura inicial. J4 para a simulagdo associada ao maior tempo de decaimento, a variacao
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conformacional é minima. Uma vez que os resultados experimentais apresentam comporta-
mentos intermediarios, espera-se que em solugcdo a mobilidade da hélice 12, tanto na presenca

quanto na auséncia de ligantes, seja também bastante reduzida.

Uma vez que ndo existem estruturas cristalogréficas de apo-PPAR~y com a hélice 12 es-
tendida (conformagdo sugerida pelo modelo da ratoeira), utilizamos simulagdes de SMD para
construir tal modelo. As curvas de anisotropia obtidas para esse modelo revelaram tempos de
decaimentos muito menores que os observados experimentalmente. Outros dois modelos de
receptores nucleares com a H12 aberta mostraram o mesmo comportamento: curva de aniso-
tropia com decaimentos acentuados. Uma vez que os resultados experimentais nao podem ser
explicados pela dinamica conformacional do cys-fluor acoplado ao PPARy com a H12 aberta,
é possivel concluir que a hélice 12 deve permanecer acoplada a superficie do LBD em solucao

e que se existentes, conformagdes com a H12 estendidas devem ser raras.

Acreditamos que esse trabalho tenha fornecido um modelo definitivo capaz de dimensionar
a mobilidade da hélice 12 em solucdo. Esses resultados nao contradizem o conceito, bem
estabelecido, de que na auséncia de ligante a hélice 12 é mais mdvel, mas revelam que tanto
na presenca quanto na auséncia de ligante a H12 sofre apenas pequenas alteragdes locais,
nao envolvendo o total deslocamento em relacdo ao corpo do LBD. Este modelo estd de
acordo com resultados anteriores de simulacdes de dinamica molecular e experimentos de
troca hidrogénio/deutério e, além disso, sdo consistentes com os mecanismos de associagdo e

dissociacdo de ligantes e recrutamento de proteinas correguladoras.

Embora nesse trabalho apenas simulagdes de holo-PPAR~ e de receptores com a hélice
12 aberta tenham sido realizadas, a comparacao dessas simulacdes com a curva experimental
de apo-PPAR~ ajudou na constru¢do de um modelo para a mobilidade desse receptor na
auséncia de ligantes. Posteriormente, para complementar o trabalho ja realizado, pretende-se
a realizacao de simulagdes de apo-PPAR~y para constru¢ao de um modelo mais detalhado
da mobilidade da H12 nessas condi¢coes e o cdlculo da energia livre associada as possiveis
conformacoes de hélice 12. Porém, desde ja, espera-se que a variagao conformacional seja

reduzida, como sugerido pelos nossos resultados.
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