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Resumo

Receptores nucleares (RN) sao fatores de transcrigdo regulados pela interagdo com
ligantes. Estruturalmente sao formados por trés dominios: um dominio N-terminal bas-
tante varidavel, um dominio altamente conservado de ligagdo com o DNA (DBD) e um
dominio C-terminal, menos conservado, denominado de dominio de ligacao com o ligante
(LBD). Diversos estudos mostram que a dindmica da hélice C-terminal do LBD (H12)
¢ um dos principais fatores no controle da atividade dos receptores nucleares. Na pre-
senca de ligantes agonistas, a H12 é estabilizada em uma conformacao que favorece a
interacao com proteinas coativadoras. Por outro lado, na auséncia de ligantes, a H12 é
flexivel e pode adotar diferentes conformacgoes. Para fornecer uma descricao detalhada do
equilibrio conformacional da H12, simulac¢oes de dindmica molecular do LBD do PPAR~y
foram realizadas em diferentes condi¢Oes: na presenca e na auséncia de ligante e ligado
a peptideos correguladores. Os perfis de energia livre da variabilidade conformacional da
H12 foram obtidos a partir de calculos ABF. Nossos resultados mostram que, na auséncia
de ligantes, multiplas conformacoes da H12 sdo acessiveis, sendo a conformagao ativa a
de menor energia. A interacao com o ligante estabiliza fortemente a conformacao ativa
da H12 em relacao as demais estruturas, promovendo assim uma selecao conformacional.
Efeito similar foi observado para o PPAR~y associado ao coativador. Por outro lado, a
presencga do peptideo correpressor estabiliza conformagdes nao acessiveis nos sistemas an-
teriores e, portanto, induz uma transicao conformacional na proteina. Os mecanismos de
dissociagao da Rosiglitazona, um forte agonista do PPAR~y, também foi estudado neste

trabalho. Dois caminhos de saida do ligante foram obtidos, ambos envolvendo rearran-



jos nas hélices H2, H2’, H3 e no -loop. Estes mecanismo sao coerentes com resultados

anteriores e mostram que a saida do ligante nao exige o deslocamento da hélice 12.



Abstract

Nuclear Hormone Receptors are transcription regulators modulated by ligand bin-
ding. 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 (DBD). Several studies have revealed that the dynamic
properties of the C-terminal helix (H12) of the LBD are one of the most important as-
pects governing NR activity. When bound to agonist ligands, the H12 is stabilized in a
conformation that promotes the binding of coactivator proteins. On the other side, in
the absence of ligand, H12 is flexible and can adopt various conformations. To provide
a detailed picture of H12 conformational equilibrium, molecular dynamics simulations of
the LBD of PPAR~y were performed in different conditions: in the presence or absence of
ligand and of corregulators peptides. Free-energy profiles of the conformational variability
of the H12 were obtained from ABF calculations. Our results demonstrate that, without
ligand, multiple conformations of the H12 are accessible, being the agonist one the most
stable. Ligand binding strongly stabilizes the agonist H12 conformation relative to other
structures, promoting a conformational selection. Similar effects in the free-energy surface
are observed with coactivator association. On the other side, the presence of corepres-
sor peptides stabilizes conformations not allowed in the previous systems and, therefore,
induces a conformational transition in the protein. The mechanisms of dissociation of
Rosiglitazone, a strong PPAR~ agonist, were also studied in this work. Two pathways for
ligand dissociation were obtained, both involving rearrangements in the helices H2, H2’,

H3 and in the 2-loop. These mechanisms are consistent with previous results and show



that ligand escape does not require the displacement of helix 12.



Lista de Figuras

1.1

1.2

1.3

Mecanismo de regulacao da transcricao pelos receptores nucleares. . . . . .

Mecanismo geral dos receptores nucleares: os receptores podem estar lo-
calizados dentro ou fora do ntcleo celular. (A) Receptores da classe I
localizam-se no citoplasma associados as HSP. Na presenca do ligante o
complexo é desfeito e o receptor migra para o nicleo. Uma vez no nicleo,
o receptor reconhece uma sequéncia especifica de DNA, na qual se liga
na forma de homodimero, e recruta proteinas coativadoras da transcrigao
génica. (B) Receptores da classe II encontram-se no nucleo associados a
uma sequéncia especifica de DNA, na forma de heterodimeros com o RXR.
Na auséncia do ligante, a transcricao é reprimida pela presenca de pro-
teinas correpressoras. Ja na presenca de um agonista, a interagdo com o

correpressor € desfeita e proteinas coativadoras sao recrutadas, ativando o

mecanismo de transcricdo. . . . . . .. ...

(A) representacao esquematica dos dominios estruturais dos receptores nu-
cleares e suas fungoes. (B) Comparagdo do tamanho de alguns receptores

nucleares humanos. Nota-se que o dominio N-terminal é o mais variavel

(Figura adaptada de [12]). . . . . . . . . . ... .. . ..



1.4

1.5

1.6

1.7

Estrutura do complexo PPAR~y-RXRa ligado ao DNA (PDB: 3DZY [13]: os
receptores PPAR~y e RXRa estao representados em azul e rosa, respectiva-
mente. Em cinza estd mostrada a molécula de DNA e em branco o peptideo

coativador SRC-1. Os ligantes Rosiglitazona e acido 9-cis retinoico estao

representados em esferas e coloridos em roxo e vermelho, respectivamente. .

(A) Representacao do Dominio de ligagdo com o DNA mostrando os dois de-
dos de zinco, a hélice 1 (hélice de reconhecimento) e a extensao C-terminal
(Figura adaptada de [17]). (B) Estrutura cristalografica do DBD do ER

(PDB: 1CHQ [16]): os fons de zinco estao representados como esferas ver-

(A) Estrutura do receptor PPARy [22]: o LBD forma um “sanduiche” de
hélices-a. Em azul, verde e laranja estao mostradas as hélices dos trés
planos. A hélice 12 (H12) esta destacada em vermelho. (B) Regiao AF-
2 formada pelas hélices H3, H4 e H12. Na presenca de agonistas estas

hélices formam uma superficie adequada para a interacdo com proteinas

coativadoras. . . . . ..

Estruturas dos receptores apo-RXRa (PDB 1LBD) [18] e holo-RAR~y (PDB
2LBD) [19]. Estas estruturas levaram a proposi¢ao do modelo da ratoeira.
Neste modelo, na auséncia de ligantes, a H12 adota uma conformacao es-
tendida, expondo a cavidade de ligacdo. A interagdo com o ligante induz

uma mudanca conformacional na H12, fazendo com que esta se dobre sobre

a superficie do LBD. . . . . .. ...

33



1.8

1.9

1.10

1.11

(A) Curvas de anisotropia de fluorescéncia calculadas para o holo-PPARyy
(cinza) em comparagao como os decaimentos experimentais do holo-PPARy
(preto) e apo-PPAR~y (vermelho). As simulagoes foram iniciadas atribuindo
diferentes conformacoes para a sonda. Curvas com decaimentos lentos es-
tao associadas a pequenas flutuagoes na posicao da sonda. Decaimentos
de anisotropia rapidos sao resultado da grande flexibilidade do marcador
fluorescente. (B) Simulagoes utilizando um modelo de apo-PPARy com a
H12 estendida apresentaram curvas de anisotropia (cinza) com decaimen-

tos muito mais rapidos que os descritos experimentalmente (preto). Figura

adaptada de [34]. . . . . . . L

No mecanismo de sele¢ao conformacional, o ligante se liga a um subconjunto
de conformacoes acessiveis mesmo na auséncia do ligante e estabiliza este
subconjunto de conformagoes. Por outro lado, no mecanismo de ajuste

induzido, a transicao conformacional do estado nao ligado para o estado

ligado é promovida pela interagao com o ligante. . . . . . . . . . . ... ..

Estruturas cristalografica do PPAR~y ligado a Rosiglitazona e ao peptideo
coativador SRC-1 (A) e do PPAR« ligado ao correpressor SMRT (B). A

hélice 12 esta representada em vermelho e os peptideos correguladores em

Caminhos de dissocia¢do no TR: (A) No caminho I, a saida do ligante se
dé através de uma abertura formada entra as hélices H3 e H12. (B) No
caminho II, o ligante se dissocia através da cavidade formada pela separagao
das hélices H8 e H11. (C) No caminho II, a quebra da H3 e a movimentagao

da folha-f cria uma cavidade por onde o ligante escapa. Reproduzido de



2.1

2.2

2.3

24

2.5

2.6

Efeitos biologicos dos PPARs em diferentes tecidos. O PPAR« é expresso
predominantemente no figado e, em menor escala, no coragdo, vasos san-
guineos, rins e intestino. Essa isoforma regula a expressao de genes rela-
cionados com o metabolismo de lipidios e com o controle de processos in-
flamatorios. O PPAR~y, expresso principalmente no tecido adiposo, possui
papel fundamental na adipogénese e na homeostase de lipidios e acticares.
A isoforma PPARS é expressa em diversos tecidos e esta envolvida no con-
trole da expressao de genes relacionados com o metalismo da glicose e de

lipidios. (FA: Fatty acid; HDL: high density lipoprotein; VDL: very low

density lipoprotein; TG: trigliceridios). . . . . . . . ... ... . ... ...

Exemplos de farmacos que atuam em PPARs: Fibratos sao agonistas da
isoforma PPAR« e sdo utilizados no tratamento da dislipidemia. Tiazoli-

dinedionas sao agonistas seletivos do PPAR~ e sdo (ou foram) utilizados

no controle da diabetes do tipo 2. . . . . ... ... ...

(A) Porcentagem de identidade das sequéncias das trés isoformas do PPAR.

(B) Alinhamento das sequéncias dos LBDs do PPARy, PPAR« e PPARS.

(A) Cavidade de ligacao do PPAR~: a cavidade de ligagio do PPAR~y
¢é descrita como um bolsdo em forma de “Y”. Os residuos de cada braco

estao representados em cores diferentes. (B) Estruturas cristalogréfica do

PPAR~ ligado a trés moléculas de acidos graxos. . . . . . . . . . ... ...

Estrutura do PPAR~y com destaque para o o Q-loop. . . . . .. .. .. ..

(A) Estrutura comum aos agonistas totais do PPAR~y. Para moléculas da
classe das TZDs, o é4cido carboxilico é substituido pelo grupo TZD. (B)

Modo de ligacdo da Rosiglitazona, mostrando as ligacdes de hidrogénio

entre o ligante e residuos da regiao AF-2. . . . . . .. ... ...

ol



2.7

2.8

3.1

3.2

3.3

Sobreposicao de diferentes agonistas na cavidade de ligagao do PPAR~y: em
amarelo estao representados agonistas totais e em azul, agonistas parciais.
(Agonistas totais: PDB 2PRG [22], 1FM9 [63], 2ATH [58], 214J [58], 2Q59
[58] e 3B3K [69]. Agonistas parciais: 4PRG [70], 2Q5P [58], 2Q5S [58] ,
2Q6R [58], 2Q61 [58] e 3D6D [69]). (B) Ampliagdo do sitio de ligacao na
presenga de agonistas totais. (C) Ampliagao do sitio de ligagdo na presenga
de agonsitas totais. Estes ocupam uma regiao alternativa, nao interagindo

diretamente com a H12. Adaptado de [66]. . . . . . . ... ... ... ...

(A) Sobreposicao das estruturas cristalograficas do PPAR~y ligado ao coati-
vador SRC-1 (PDB 2PRG) e do PPAR« na presenca no correpressor SMRT
(PDB 1KKQ). (B) Detalhe da superficie de interacao entre o PPAR~y e o
CoA. Os residuos Lys301 e Glud71 que formam o grampo de carga estao
coloridos em verde. (C) Comparagao das sequéncias do coativador e do

COITECPIESSOT. . . . . . . . o o o vt vt e e e e e e e e e e e e e e e e e

Etapas de uma simulac¢ao de dindmica molecular. Figura adaptada de [81]

Parametros geométricos utilizados no campo de forca CHARMM para mo-
delar as interages entre atomos ligados covalentemente: (A) Estiramento
das ligagoes quimicas. (B) Deformagao angular. (C) Deformacao diedral.

(D) Potencial de Urey-Bradley. (E) Deformacao de diedros impréprios.

Representagao grafica dos potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb. En-
quanto o potencial de Coulomb decai lentamente, o potencial de Lennard-
Jones é de curto alcance e tem a forma de um pogo de potencial, por ser

formado pela combinagdao de um termo repulsivo e um atrativo. . . . . . .

62

65



3.4

3.5

3.6

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

Efeito da escolha do passo de integragao: (A) Com um passo de integragao
muito pequeno, o espago de fase é amostrado lentamente. (B) Um passo
de integragao muito grande resulta em instabilidades. (C) Com um passo
de integracao apropriado, o espaco de fases é amostrado eficientemente e

instabilidades sao suavizadas. Figura adaptada de [82]. . . . . . ... ...

(A) Esquema da superficie de energia livre ou paisagem energética de pro-
teinas. (B) Ampliacao da regiao da superficie de energia livre contendo os
estados enovelados. Diferentes niveis de energia estao envolvidos com movi-
mentos em diferentes escalas de tempo. (C) Escala de tempo dos principais

tipos de movimentos em proteinas. Figura adaptada de [94]. . . . . . . ..

Exemplo de uma curva de energia livre em funcao da coordenada de reagao

(A) RMSD da hélice 12 alinhando todos os carbonos-a do LBD. (B) Mo-
bilidade interna da H12. . . . . . . . . . .. ... oL

Conformacoes agonista e alternativa utilizadas como estruturas de referén-

cia nas simula¢oes ABF multidimensionais. . . . . . . . ... .. ... ...

Superficie de energia livre da variabilidade conformacional da H12 do apo-

PPARY. « o oo

Comparagao entre a conformacao representativa do minimo global para o
PPAR~y na auséncia de ligante (azul) e a estrutura cristalografica 2PRG
(vermelho). Em destaque estdo mostradas as interagoes responsaveis pela

estabilizagdo da H12 na conformacao ativa na auséncia de ligantes. . . . . .

Localizacao das conformagoes de cada cluster no mapa de energia livre. . .

89



4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

0.1

Conformagoes representativas da H12 para cada cluster para as simulacoes
ABF do apo-PPAR~y: (A) Conformagao representativa do cluster mais fre-
quente. (B) Conformagao representativa do segundo cluster mais impor-
tante. (C) Conformacao representativa do menor cluster. Em todas as

figuras o modelo cristalografico esta representado em vermelho e as confor-

magoes obtidas nas simulagcdbes ABF emazul. . . . . .. ... ... .. ...

Cavidade de ligacao com o ligante para as conformagoes agonista (A) e C2

(B). o o o e e

(A) Sobreposi¢do do modelo cristalografico obtido por Nolte et al. [22]
(vermelho) e a conformagao representativa do cluster 2 (azul). (B) Com-

paracao entre as conformagoes agonista (vermelho), antagonista (laranja)

eC2 (azul). . . . .

(A) Superficie de energia livre da variabilidade conformacional da H12 do
holo-PPAR~. (B) Comparagao entre a conformacao representativa do mi-

nimo global para o PPAR~ na presenga de Rosiglitazona e a estrutura

cristalografica 2PRG. . . . . . . ..o

(A) Na auséncia de ligantes, multiplas conformagoes da H12 sao acessiveis,
sendo a conformacao ativa a mais estdvel. (B) A presenca do ligante pro-

move uma selecao conformacional, estabilizando a conformagao agonista

em relacdo as demais. . . . . . ...

(A) Superficie de energia livre do equilibrio conformacional da H12 do
PPAR~ ligado ao peptideo coativador SRC-1. (B) Comparacao entre a
conformagao de minimo de energia obtida nas simulagoes ABF (azul e azul
claro) e a estrutura cristalografica (vermelho e laranja). O CoA estabiliza a

H12 na conformacao ativa através de ligacoes de hidrogénio entre a cadeia

lateral do residuo Glu471 da H12 e a cadeia principal do coativador. . . . .



5.2

5.3

5.4

9.9

2.6

Conformacgoes representativas de cada minimo local para o PPAR~y ligado

ao peptideo coativador SRC-1. . . . . . . . . .. ... ...

Conformacao de alta energia para o PPAR~ ligado ao peptideo coativador.
Estruturas exibindo a H12 em conformacoes similares a antagonista foram
observadas em todos os sistemas. Entretanto, estao associadoas a altos
valores de energia livre. Para o PPAR~y ligado ao CoA, observa-se ainda

que o deslocamento da H12 resulta na desestabilizacao da interacao entre

o coativador e o receptor. . . . . . ...

(A) Perfil de energia livre para o PPAR« ligado ao peptideo correpressor
SMRT. (B) Comparagao entre a conformacao de minimo de energia obtida

nas simulagoes ABF (azul e azul claro) e a conformagao antagonista, obtida

experimentalmente (vermelho e laranja). . . . . . . ... .. ... ... ..

(A) Conformagoes da H12 similares a conformagao agonista do PPAR~y sdo
observadas nas simulacoes ABF e possuem AG ~ 2 kcal mol™! em relacao
a conformacao de menor energia. Embora acessiveis, essas conformagoes
(conformacao B) estao associadas com o deslocamento do peptideo corre-
pressor. (B) Ligagao de hidrogénio entre o correpressor SMRT e o PPAR«.

Os residuos que formam esta ligacao estao mostrados em verde para o mo-

delo cristalografico e em azul para a estrutura obtida nas simulagoes ABF.

Mecanismo de repressao das proteinas correpressoras: A interagdo com o
correpressor perturba a superficie de energia livre. O correpressor promove

uma transicao conformacional na H12, estabilizando conformagoes anteri-

ormente INacessivels. . . . . . . . .

103



2.7

6.1

6.2

6.3

6.4

Transigoes entre estados ativos e inativos devido a interacao com proteinas
correguladoras: Na auséncia de ligantes a H12 é flexivel. A interacao com
coativadores desloca o equilibrio conformacional no sentido de conforma-
¢oes ativas. Na conformagao C2, tanto a interagao com CoAs quanto com
CoRs sao possiveis, porém, a interacdo com correpressores é favorecida.

Apés a interacao com estas proteinas, conformagoes antagonistas passam

a ser observadas. . . . ... .

Para o estudo da dissociacao da Rosiglitazona foram realizadas simulagoes
ABF utilizando como coordenada reacional a distdncia entre o centro de

massa do ligante e dos carbonos-a dos residuos Phe282, Cys285, His323,

[1e326 e Leu330 localizados na cavidade de ligagdo do PPAR~y. . . . . . ..

(A) Flutuagoes atomicas dos carbonos-a do LBD do PPAR~ obtidas nas
simulagoes ABF. (B) A saida da Rosiglitazona do interior da cavidade de

ligacao esta associada a perturbagoes nas hélices H2, H2’ e H3, na fita 8

Sleno Q-loop. . . . . . ..

(A) Mecanismos de dissociacao da Rosiglitazona. Nos dois caminhos ob-
tidos foram observadas perturbagoes nas hélices H2, H2’, H3 e no Q2-loop.
Entretanto, no caminho I (B), a saida do ligante ocorre através de uma
abertura delimitada pelas hélices H2" e H3 e pelo 2-loop. Ja o segundo
caminho de dissociacao (C) é delimitado pelas hélices H2 e H2' e pela fita

(A) Rearranjo conformacional sofrido pela hélice H2" e pelo {2-loop para

permitir a saida do ligante. Formagao das cavidades de escape do ligante:

(B) Caminho I e (C) Caminho IL. . . . . . .. ... ... ... ... ..

111



6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

6.11

Caminho 3: (A) Estrutura do PPAR~y na conformagao C2 com destaque
para as regioes que delimitam o caminho 3. (B) Na estrutura inicial, com a
Rosiglitazona no inteiror da cavidade de ligagao, as hélices H2" e H6 estao

préximas, bloqueando a saida do ligante. (C) Para permitir que o ligante

escape, estas hélices se afastam. . . . . . .. ... ... ...

Perfil de energia livre da dissociacdo da Rosiglitazona do sitio de ligagao

do PPAR~ para as conformagoes agonista (vermelho) e C2 (azul).

Sobreposicao das conformagoes adotadas pela Rosiglitazona em torno do
minimo global para as simulagoes realizadas com a conformagao ativa (A) e

C2 (B). Ambos os sistemas estao sobrepostos com a estrutura cristalogréafica

do PPAR~y. . . . o

(A) Na estrutura cristalografica PDB: 2PRG, a Rosiglitazona dobra-se em
torno da H3 em forma de “U” e realiza ligagdes de hidrogénio com os

residuos polares Ser289, His323, His449 e Tyrd73. (B) Residuos polares

localizados em torno do grupo TZD da Rosiglitazona. . . . . . . . . . ...

(A) Distribuicao das distancias entre a Rosiglitazona e os residuos GIn286,

Ser289, His323, Tyr327, His449 e Tyrd73, para a conformagao ativa (ver-

melho) e C2 (azul). . . . . . .. L

Energia média de interagao entre a Rosiglitazona e cada residuo da cavidade

de ligagao do PPAR~y: (A) Eletrostatica. (B) Van der Waals. (C) Total. .

(A) Posicao do residuo Tyr327 nas simula¢oes com a conformagao ativa
(verde) e C2 (azul). (B) Na conformacao ativa, os residuos Tyr327 e Tyrd73
formam uma ligacao de hidrogénio secundaria através de uma molécula de

agua. Rede de ligagoes de hidrogénio envolvendo Tyr473, a Rosiglitazona

e os residuos His449 (C) e Ser289 (D). . . . . . .. . ... .. ... ...

116

. 116

. 119



6.12 Perfil de energia livre da dissociacao da Rosiglitazona para as conformagoes

agonista (vermelho) e C2 (azul) e na presencga do peptideo coativador (preto).124



Lista de abreviaturas e siglas

ABF Adaptive Biasing Force

AF-1 Funcao de Ativagao 1 (Activation Function 1)

AF-2 Funcao de Ativagao 2 (Activation Function 2)

CoA Coativador

CoR Correpressor

CTE Extensao C-terminal (C-terminal Extension)

DBD Dominio de Ligagdo com o DNA (DNA Binding Domain)
DNA Acido desoxirrinonucleico

ER Receptor de estrégeno

GR Receptor de Glicocorticoides

HRE Elementos de Resposta Hormonal (Hormone Response Elements)
HSP Heat shock protein

LBD Dominio de Ligacdo com o Ligante (Ligand Binding Domain)
LBP Cavidade de Ligagao com o Ligante (Ligand Binding Pocket)

LES Locally Enhanced Sampling



MD Dinédmica Molecular (Molecular Dynamics)

MR Receptor de Mineralocorticoides

NR1H4 Receptor nuclear da subfamilia 1, grupo H, membro 4
PDB Protein Data Bank

PME Particle Mesh Fwald

PR Receptor de Progesterona

PPAR Receptor Ativador de Proliferadores de Peroxissomos
RAR Receptor do Acido Retinéico

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

RMSD Desvio Quadréatico Médio (Root Mean Square Deviation)
RMSF Flutuacao Quadratica Média (Root Mean Squared Fluctuation)
RN Receptores Nucleares

RXR Receptor X Retindico

SMD Steered Molecular Dynamics

TI Integracao Termodindmica ( Thermodynamic Integration)
TMD Targeted Molecular Dynamics

TR Receptor do Hormonio da Tiredide

TZD Tiazolidinediona

VDR Receptor de Vitamina D



Sumario

1 Receptores Nucleares 27
1.1 Controle da transcri¢cao pelos receptores nucleares . . . . . . . . ... ... 28
1.2 Estrutura e funcao . . . . . . .. .. L 31

121 Avregido A/B . . .. 31
1.2.2 O dominio de ligagdo com o DNA . . . . . . ... ... ... .... 33
1.2.3 O dominio de ligagdo com o ligante . . . . . . . . .. ... ... .. 35
1.3 Dinamica da Hélice 12 e o mecanismo de ativacao dos RNs . . . . . . . .. 37
1.3.1 Interacao com proteinas correguladoras . . . . . . . . ... ... .. 41
1.3.2  Mecanismos de dissociacao de ligantes . . . . . .. . ... ... .. 43

2 Receptor Ativador da Proliferacao de Peroxissomo 46
2.1 Fungoes biologicas dos PPARs e importancia farmacologica . . . . . . . . . 46
2.2 Estruturados PPARs . . . . . . . .. 50

221 OLBDdoPPARy .. . . . . ... 50
2.3 Mecanismos de ativagado do PPAR~y . . . . . . . ..o o 53
2.3.1 Estabilizacago do LBD . . . . . .. ..o 54

2.3.2 O PPAR~ e as proteinas correguladoras . . . . . . ... ... ... 57



3 Dinamica Molecular de Proteinas

3.1

3.2

Simulacoes de dindmica molecular . . . . . . . . .. ..
3.1.1 Configuragoes e velocidades iniciais . . . . . . .
3.1.2 Potenciais de interagdo . . . . . . .. ... ...
3.1.3 Equagdes de movimento . . . . ... .. .. ..
3.14 Ensembles . . . . ... ... ... ..
3.1.5 FEtapas preliminares . . . . . .. ... ... ...
Céalculos teoricos de diferencas de energia livre . . . . .
3.2.1 Integracao termodindamica . . . .. . . ... ..

3.2.2 O método ABF . . .. .. ... ... ... ...

4 Variabilidade conformacional da H12 do PPARy

4.1

4.2

4.3

Conformacao alternativa da H12 . . . . . . . . . .. ..
4.1.1 Simulagdes de Dindmica Molecular . . . . . ..
4.1.2 Resultados. . . . ... ... ... ...
Variabilidade conformacional da H12 . . . . . . . . ..

4.2.1 Simulagoes de dinamica Molecular . . . . . . . .

4.2.2  Conformagoes acessiveis da H12 do apo-PPAR~y

4.2.3 Estabilizacao do PPAR~ pela Rosiglitazona . .

Discussdes . . . . . ...

5 Correguladores e o equilibrio conformacional da H12

5.1

Estabilizacao da hélice 12 pelos coativadores . . . . . .

60

61

62

63

66

70

71

72

75

7

79

79

80

82

84

84

86

92

95

96



5.2  Efeito do correpressor no equilibrio conformacional da H12 . . . . . . . . . 101

5.3 Regulacao da atividade do PPAR pelos correguladores . . . . . . ... .. 105
0.4 Discussoes . . . . .. 106

6 Mecanismos de dissociacao da Rosiglitazona 108
6.1 Estudos dos mecanismos de entrada e saida de ligantes para o PPAR~y . . . 109
6.2 Simulagbes ABF . . . . . . .. 110
6.3 Resultados . . . . . . . . 111
6.3.1 Caminhos de dissociagdo . . . . . . . .. ... L. 113

6.3.2 Energia de dissociacao da Rosiglitazona . . . . . . . ... .. .. .. 115

6.3.3 Estabilizagdo do complexo PPAR~y+Rosiglitazona pelo coativador . 122

6.4 DiIScussOes . . . ... 123

7 Conclusoes 127

A Demonstracao da equagao 3.18 131



27

Capitulo 1

Receptores Nucleares

Receptores nucleares (RN) formam uma superfamilia de proteinas responsaveis pela
regulacao da transcricao de genes envolvidos, direta ou indiretamente, no controle de diver-
sos aspectos do desenvolvimento, homeostase e reprodugiao em animais [1-4]. A regulagio
da transcri¢ao, para a maioria dos receptores, se da através da interacdo com hormonios
ou moléculas provenientes da dieta ou do metabolismo. Exemplos destes ligantes sdo o
estrogeno, a testosterona, o hormonio tireoidiano, os acidos graxos e as vitaminas A e D,

evidenciando a importancia desta classe de proteinas na regulagdo do metabolismo [5].

Devido ao importante papel que estas proteinas desempenham na regulacao de diversos
processos metabdlicos, disfungdes no mecanismo de sinalizacao dos RN tém consequéncias
severas para satde, como o desenvolvimento de canceres e doencas metabdlicas, tais como
obesidade e diabetes [1, 6]. Dessa forma, estas proteinas, reguladas pela interagdo com
ligantes, sao utilizadas com sucesso como alvo para o tratamento de diversas doencas
humanas. Por exemplo, em aproximadamente 70% dos canceres de mama, a isoforma
a do Receptor de Estrogeno (ERa) é super expressa no tecido mamdrio. Uma droga
frequentemente utilizada no tratamento deste tipo de cancer é o tamoxifeno, um potente
antagonista do ERa [7]. Outro exemplo de fairmaco que age regulando a atividade de
receptores nucleares é a classe das tiazolidinedionas (TZDs), moléculas que atuam como

agonistas de PPAR~y e sdo utilizadas no tratamento da diabetes do tipo II [6].
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Figura 1.1: Mecanismo de regulagdo da transcricao pelos receptores nucleares.

Em humanos, a superfamilia dos Receptores Nucleares é formada por 48 receptores,
dentre os quais somente metade possuem ligantes conhecidos. Membros da familia dos
RN incluem: receptores de horménios esteroidais (classe I), tais como receptores de es-
trégeno (ER), de progesterona (PR) e de glicocorticoides (GR); receptores de ligantes
nao-esteroidais (classe II), como o receptor do horménio tireoidiano (TR) e do &cido re-
tinoico (RAR), além de receptores que se ligam a produtos resultante do metabolismo
lipidico, como &cido graxos e prostaglandinas (PPARs). A superfamilia dos receptores
nucleares inclui ainda os receptores 6rfaos (classe I1I), para os quais ligantes regulatérios

sao desconhecidos [8].

1.1 Controle da transcricao pelos receptores nucleares

Organismos vivos estao continuamente se adaptando para responder aos seus estados

nutricionais e as suas necessidades energéticas e metabdlicas. Os ligantes fisioldgicos
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utilizados por receptores nucleares atuam como mensageiros moleculares sinalizando as
necessidades do organismo. Os ligantes sao pequenas moléculas hidrofébicas que, quando
disponiveis, sao transportados pela corrente sanguinea e se difundem através da membrana
celular, chegando ao citosol. O primeiro passo para a obtencdo de respostas genéticas
necessarias para a manutencao da fisiologia normal e homeostase se da através da interagao

destes sinalizadores com os receptores nucleares [5].

Na auséncia de ligantes, receptores nucleares podem ser encontrados tanto no citosol
quanto no nucleo celular. Receptores pertencentes a classe I (ou familia dos receptores
esteroidais) localizam-se predominantemente no citosol, onde formam complexos proteicos
com as heat shock proteins (HSP) ou chaperonas. As HSPs colaboram com a manutengao
do enovelamento dos receptores nucleares e auxiliam no transporte do receptor para o
nicleo [9]. A interacdo com o ligante resulta na dissocia¢ao do complexo receptor-HSP,
na formacao de homodimeros e na migracdo do dimero para o nicleo celular. No nu-
cleo, estes homodimeros reconhecem sequéncias especificas de DNA arranjadas na forma
de palindromos imperfeitos. Estas sequéncias de DNA sao conhecidas como elementos
responsivos ou elementos de resposta hormonal (HRE). Uma vez ligado ao DNA, protei-
nas coativadoras (CoAs) podem ser recrutadas e a transcri¢do do gene alvo é promovida

(Figura 1.2A) [4].

Proteinas da classe II, diferentemente dos receptores esteroidais, atuam na forma de
heterodimeros, associando-se ao receptor do acido 9-cis retinoico (RXR), parceiro de di-
merizacao promiscuo para todos os RNs da classe II. Estes heterodimeros permanecem,
mesmo na auséncia de ligantes, ligados aos HREs e a proteinas correguladoras. Na au-
séncia de agonistas, a transcricao é reprimida pela presenca de proteinas correpressoras
(CoRs). Apoés a interagao com o ligante, rearranjos na estrutura do heterodimero le-
vam a perda da interagdo com a proteina correpressora e ao recrutamento de proteinas

coativadoras, promovendo a transcri¢ao do gene alvo (Figura 1.2B) [2, 4].
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Figura 1.2: Mecanismo geral dos receptores nucleares: os receptores podem estar localiza-
dos dentro ou fora do nicleo celular. (A) Receptores da classe I localizam-se no citoplasma
associados as HSP. Na presenca do ligante o complexo é desfeito e o receptor migra para
o nicleo. Uma vez no ntcleo, o receptor reconhece uma sequéncia especifica de DNA,
na qual se liga na forma de homodimero, e recruta proteinas coativadoras da transcri¢cao
génica. (B) Receptores da classe II encontram-se no niicleo associados a uma sequéncia
especifica de DNA, na forma de heterodimeros com o RXR. Na auséncia do ligante, a
transcri¢ao é reprimida pela presenca de proteinas correpressoras. Ja na presenca de um
agonista, a interagao com o correpressor é desfeita e proteinas coativadoras sao recrutadas,
ativando o mecanismo de transcrigao.
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1.2 Estrutura e funcao

Receptores nucleares possuem uma estrutura modular com diferentes regioes corres-
pondendo a dominios funcionais aparentemente autéonomos. Este dominios podem, inclu-
sive, ser trocados entre receptores relacionados gerando um receptor hibrido, sem perda
de funcao. Tipicamente, um receptor nuclear é formado por trés dominios: uma regiao
desordenada N-terminal, também chamada de regido A /B, um dominio central altamente
conservado chamado de Dominio de ligagdo com o DNA (DBD) e um dominio C-terminal
de ligacao com o ligante (LBD) (Figura 1.3A). Além disso, os receptores nucleares pos-
suem uma regiao pouco estruturada conhecida como dobradica ou hinge, responsavel por
conectar o DBD ao LDB [10]. Alguns receptores, como os receptor de progesterona (PR)
e de glicocorticoides (GR), possuem ainda uma regiao C-terminal, chamada de dominio F.
As poucas estruturas cristalograficas deste dominio mostram que este é formado apenas
por um loop e uma folha-/3 que se dobram sobre a superficie do LBD. [11]. Esta estrutura
multi-dominios permite que os receptores nucleares regulem a expressao de genes através
da interacao com pequenas moléculas e correguladores, e também através de interacoes
com regioes especificas de DNA, realizadas pelo DBD. A figura 1.4 mostra a estrutura do

complexo PPARY+RXRa+DNA, destacando as regioes de cada receptor.

1.2.1 A regiao A/B

Esta regiao é bastante variavel tanto em sequéncia quanto em tamanho entre os mem-
bros da familia dos receptores nucleares. Por exemplo, a regido A/B do receptor de
vitamina D (VDR) é formada por apenas 64 aminodcidos, ji esta mesma regiao no recep-
tor de mineralocorticoides (MR) possui 603 aminoécidos (figura 1.3B) [10]. Acredita-se
que este dominio seja desestruturado em solugao, uma vez que até o momento nao foram

obtidos modelos experimentais. Este dominio contém uma regiao ativadora de transcricao
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Figura 1.3: (A) representagao esquemética dos dominios estruturais dos receptores nuclea-
res e suas fungoes. (B) Comparacao do tamanho de alguns receptores nucleares humanos.
Nota-se que o dominio N-terminal é o mais varidvel (Figura adaptada de [12]).
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Figura 1.4: Estrutura do complexo PPARy-RXRa ligado ao DNA (PDB: 3DZY [13]: os
receptores PPARy e RXRa estdao representados em azul e rosa, respectivamente. Em
cinza estd mostrada a molécula de DNA e em branco o peptideo coativador SRC-1. Os
ligantes Rosiglitazona e acido 9-cis retinoico estdo representados em esferas e coloridos
em roxo e vermelho, respectivamente.

independente de ligantes (AF-1). Este mecanismo de ativagdo ainda nao estd completa-
mente estabelecido, entretanto, sabe-se que este dominio modulatério é alvo de fosforilagao
mediada por diferentes vias de sinalizacao e que estas modificacbes podem afetar signi-
ficativamente a atividade transcricional do receptor. Além disso, o dominio N-terminal

também é responsavel por formar interagoes com proteinas correguladoras [10, 14].

1.2.2 O dominio de ligacao com o DNA

O dominio de ligagdo com o DNA tem como fungao principal reconhecer e se ligar
a sitios de DNA especificos, os HREs. Por esta razao, o DBD apresenta um alto grau
de homologia dentro da superfamilia dos receptores nucleares, sendo formado por apro-
ximadamente 70 residuos (figura 1.3B). Alguns receptores possuem ainda uma regiao
C-terminal menos conservada, pouco estruturada e formada por cerca de 25 aminoacidos

conhecida como CTE (C-terminal extension region), mostrada na figura 1.5A [15].
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A estrutura terciaria dos DBDs consiste em dois dedos de zinco intercalados por duas
hélices-a perpendiculares entre si (figura 1.5B). Dedos de zinco sdo estruturas tipicas de
proteinas que se ligam ao DNA. No DBD, cada dedo de zinco possui 4 cisteinas conserva-
das, responsaveis por coordenar o ion de zinco em um arranjo tetraédrico. O reconheci-
mento das HREs pelo DBD é realizado por aminoacidos localizados no primeiro dedo de
zinco, em uma regiao chamada de P-boz. Ja no outro dedo de zinco, um segundo conjunto
de aminoacidos, chamados de D-boz, é responsavel pela dimerizacao dos DBDs quando

ligados ao DNA [10].

A primeira hélice-a do DBD tem inicio apds a terceira cisteina conservada. Esta hélice,
conhecida como hélice de reconhecimento, liga-se no sulco maior do DNA, realizando
contatos com bases especificas do HRE. A hélice C-terminal (hélice 2) contribui para a
estabilizacdo da estrutura do DBD e realiza apenas interacoes fracas e nao especificas com
o DNA [14, 16]. A estrutura do DBD do ER ligado ao DNA na forma de homodimero e

um esquema das principais regides do DBD estao mostrados na figura 1.5.

Hélice 1

Figura 1.5: (A) Representagdo do Dominio de ligacdo com o DNA mostrando os dois
dedos de zinco, a hélice 1 (hélice de reconhecimento) e a extensdo C-terminal (Figura
adaptada de [17]). (B) Estrutura cristalografica do DBD do ER (PDB: 1CHQ [16]): os
ions de zinco estao representados como esferas vermelhas.
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1.2.3 O dominio de ligacao com o ligante

O dominio de ligagao com o ligante (LBD) é responsével por acomodar ligantes capazes
de ativar ou reprimir a atividade transcricional dos receptores nucleares. Por isso, tem
atraido consideravel interesse no entendimento dos mecanismos de ativacao dos RNs.
Entretanto, LBDs sdo dominios multifuncionais que, além da interagao com o ligante, sdo
responsaveis pela formacao de homo e heterodimeros, pela interacao com as heat shock

proteins e pelo recrutamento de proteinas correguladoras [10, 14].

As primeiras estruturas cristalograficas de LBDs foram obtidas em 1995 para os recep-
tores RXR, RAR e TR [18-20]. Desde entao, mais de 600 estruturas j& foram depositadas
no PDB [21], revelando que os LBDs sdo bastante similares. Os LBDs sao dominios globu-
lares, geralmente formados por 12 hélices-a arranjadas em 3 camadas, além de pequenas
fitas-3. Estas hélices estao organizadas de modo a formar uma estrutura chamada de
“sanduiche” de hélices-a antiparalelas. As hélices H1, H3, H7, H10 e H11 formam os dois
planos mais externos, ja as hélices H4, H5, H6, H8, H9, compoem o plano interno do
sanduiche. Alguns excegoes sao observadas dentro da familia dos receptores nucleares.
Por exemplo, o RAR~y possui apenas 11 hélices, ja para o PPAR~y, uma hélice adicional
(hélice H2’) é observada [19, 22]|. A figura 1.6A mostra a estrutura tipica de um LBD de

RNs, destacando os trés planos de hélices.

O LBD também contém uma importante regiao de ativagao da transcricao génica, de-
nominada AF-2 (Activation Function 2 ), cuja ativacao depende da ocupagao da cavidade
de ligacao por agonistas. Esta regidao, mostrada na figura 1.6B ¢ formada pela hélice C-
terminal, conhecida como hélice 12 (H12) e pelas hélices 3 e 4. Na presenca de agonistas,
estas hélices formam uma superficie hidrofébica adequada para a interacdo com proteinas

coativadoras [23].

Embora a arquitetura geral de diferentes receptores nucleares seja bastante similar,

uma caracteristica que diferencia os LBDs e confere especificidade aos RNs é o volume
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da cavidade de ligacao com o ligante, LBP (Ligand Binding Pocket). A superficie interna
da cavidade de ligagdo é formada predominantemente por residuos nao-polares, estando
de acordo com a caracteristica hidrofobica dos ligantes naturais. Receptores que se ligam
com alta afinidade a um ligante especifico, geralmente possuem cavidade de ligagao pouco
volumosa, como ¢ o caso do TR e do ER. Por outro lado, receptores promiscuos, que
interagem com diversos ligantes e com menor afinidade, como o PPAR~, possuem LBPs
maiores. O maior volume da cavidade de ligacao nestes receptores permite a acomodacao

de ligantes com diferentes naturezas e em diferentes orientagoes [24].

Figura 1.6: (A) Estrutura do receptor PPARy [22]: o LBD forma um “sanduiche” de
hélices-a. Em azul, verde e laranja estdo mostradas as hélices dos trés planos. A hélice
12 (H12) esté destacada em vermelho. (B) Regidao AF-2 formada pelas hélices H3, H4
e H12. Na presenca de agonistas estas hélices formam uma superficie adequada para a
interacao com proteinas coativadoras.
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1.3 Dinamica da Hélice 12 e o0 mecanismo de ativacao

dos RNs

A variabilidade conformacional da hélice 12 é um dos aspectos fundamentais na re-
gulacdo da funcao dos receptores nucleares. A natureza dindmica desta hélice passou a
ser investigada apds a determinacao das primeiras estruturas cristalograficas dos recep-
tores do acido retinoico na presenca (holo-RAR~) e na auséncia do ligante (apo-RXRa)
[18, 19]. Como mostrado na figura 1.7, na auséncia do ligante, a H12 projeta-se para fora
do corpo do LBD, deixando exposto o sitio de ligagdo com o ligante. Por outro lado, na
presenca do acido 9-cis retinoico, a H12 encontra-se dobrada sobre a superficie da pro-
teina. A comparacao entre as duas estruturas levou os autores a propor um modelo para
a ativacao induzida pelo ligante que ficou conhecido como “modelo da ratoeira”. Neste
modelo, a interacao com agonistas promove o fechamento da H12, o que favorece a intera-
¢ao com proteinas coativadoras e impede a interacdo com correpressores. Dessa forma, o
ligante seria responsavel por induzir altera¢des conformacionais no LBD, levando de uma

conformacao inativa para um estado ativo [25-28].

Entretanto, estudos estruturais posteriores contrariam o mecanismo proposto pelo mo-
delo da ratoeira. Embora a mobilidade da H12 seja importante para a ativagao dos RN,
acredita-se que a conformacao estendida descrita neste modelo seja resultado de artefatos
cristalograficos. A estrutura cristalografica do RXRa foi derivada de um tetrdmero, no
qual a H12 do LBD de uma unidade interage com o LBD de outra unidade [29]. Outra
estrutura cristalografica exibindo a H12 na conformacao aberta foi obtida para o ERq,
porém, neste caso, os proprios autores sugerem que esta configuracao se deve ao empa-
cotamento cristalino [26]. Além disso, estruturas cristalograficas de LBDs sem ligantes
obtidas posteriormente, sempre mostraram a H12 em posi¢oes semelhantes as observadas

em LBDs com agonistas.
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Holo-RARy

Figura 1.7: Estruturas dos receptores apo-RXRa (PDB 1LBD) [18] e holo-RARy (PDB
2LBD) [19]. Estas estruturas levaram a proposicao do modelo da ratoeira. Neste modelo,
na auséncia de ligantes, a H12 adota uma conformacao estendida, expondo a cavidade de
ligacdo. A interacdo com o ligante induz uma mudanca conformacional na H12, fazendo
com que esta se dobre sobre a superficie do LBD.

Um modelo alternativo para a ativacao dos RN por ligantes baseia-se na estabilizagao
da dinamica da H12. Diversos estudos mostram que os LBDs e, particularmente a H12
de RNs, sao mais flexiveis na auséncia de ligantes. Um estudo fundamental para este
modelo foi realizado por Schwabe et al. [30]. Neste trabalho, um conjunto de medidas de
anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo foi realizado para uma sonda fluorescente
acoplada a extremidade C-terminal do LDB do PPAR~y. A taxa de decaimento da ani-
sotropia de fluorescéncia esta relacionada com a velocidade da reorientacao da sonda em
solucao. Uma vez que fluoréforo esta acoplado a extremidade C-terminal do PPAR~y, sua
reorientacao ¢ dependente dos seus movimentos em relagao ao LBD, dos movimentos da
H12 e da rotagdo do LBD como um todo. Os autores demonstraram que o decaimento

da anisotropia é mais rapido na auséncia do ligante, o que confirma a imagem da hélice
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12 mais flexivel nesta situagao. Estudos de ressonéncia magnética nuclear (RMN) para
diferentes receptores nucleares também demonstraram a estabilizacdo da H12 induzida

pelo ligante [31-33].

Os trabalhos citados acima foram fundamentais na descricao da estabilizagdo da H12
na presenca de ligantes. Entretanto, somente a andlise dos dados experimentais nao é
capaz de fornecer um modelo estrutural detalhado para a extensao dos movimentos desta
hélice. Para preencher a lacuna entre os experimentos e os modelos moleculares e fornecer
uma descricao dos movimentos da H12 em solucao, realizamos recentemente simulacoes
de dindmica molecular do LDB de PPAR~ com uma sonda fluorescente acoplada a hé-
lice C-terminal, reproduzindo o trabalho experimental de Schwabe [34]. Neste trabalho,
demonstramos que os movimentos moleculares da sonda acoplada a H12 sao consistentes
com as observagoes experimentais quando as flutuacoes sao locais, sem o desprendimento
da hélice do corpo do LBD. O deslocamento da sonda da superficie do LBD resulta
em taxas de decaimento muito mais rapidas que as descritas experimentalmente. Dessa
forma, as conformagoes da H12 devem permitir o contanto entre a sonda e a superficie
do LBD, implicando que a H12 nao deve adotar a conformagao estendida (Figura 1.8A).
Foi demonstrado também que modelos do PPAR~y com a H12 na conformacao estendida
implicam em taxas de decaimento muito mais rapidas que as observadas experimental-
mente. Desta forma, o LBD do PPAR~y em solugdo (e possivelmente da maioria dos
receptores) deve ser compacto, com a H12 mantendo contato com a superficie do LBD

tanto na presenca quanto da auséncia de ligantes (Figura 1.8B) [34].

Dois modelos sao utilizados para descrever as alteracoes conformacionais em proteinas
devido a interacao com ligantes. No primeiro modelo, conhecido como sele¢ao conforma-
cional, proteinas sao descritas como moléculas intrinsecamente dindmicas. Na sua forma
nao ligada a proteina explora um conjunto de conformagoes, incluindo conformacoes es-
truturalmente similares a conformacao ligada. O ligante se liga a um subconjunto de

conformacgoes, deslocando o equilibrio no sentido deste subconjunto e, consequentemente,
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Figura 1.8: (A) Curvas de anisotropia de fluorescéncia calculadas para o holo-PPARyy
(cinza) em comparacdo como os decaimentos experimentais do holo-PPAR~y (preto) e
apo-PPAR~y (vermelho). As simulagbes foram iniciadas atribuindo diferentes conforma-
¢oes para a sonda. Curvas com decaimentos lentos estao associadas a pequenas flutuagoes
na posi¢ao da sonda. Decaimentos de anisotropia rapidos sao resultado da grande flexi-
bilidade do marcador fluorescente. (B) Simulagdes utilizando um modelo de apo-PPAR#y
com a H12 estendida apresentaram curvas de anisotropia (cinza) com decaimentos muito
mais rapidos que os descritos experimentalmente (preto). Figura adaptada de [34].

modulando a atividade da proteina. O segundo modelo, chamado de ajuste induzido,
assume que o estado ligado é caracterizado por conformagoes nao observadas na auséncia
do ligante [35-37]. A interagdo com o ligante promove uma transigao conformacional do

estado apo para o estado holo. Estes dois modelos estao descritos na figura 1.9.

As alteragbes conformacionais na hélice 12 descritas pelo modelo da ratoeira sao con-
sistentes com o mecanismo de ajuste induzido. Assim, o LBD deveria existir em duas
conformagoes discretas (ativa e inativa) e a transigao entre estas conformagoes seria pro-
movida pela interagdo com o ligante. Entretanto, os estudos descritos acima (de aniso-
tropia de fluorescéncia e de RMN) indicam a existéncia de um conjunto de conformagoes
acessiveis na auséncia de ligantes, que ¢é reduzido apés a interagao com um agonista. Dessa
forma, a ativacao pelo ligante provavelmente ocorre através da estabilizacdo de uma certa

conformacao (conformagao ativa) e ndo através de uma transi¢do conformacional.
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Figura 1.9: No mecanismo de sele¢do conformacional, o ligante se liga a um subconjunto
de conformagdes acessiveis mesmo na auséncia do ligante e estabiliza este subconjunto
de conformacoes. Por outro lado, no mecanismo de ajuste induzido, a transicao confor-
macional do estado nao ligado para o estado ligado é promovida pela interagdo com o
ligante.

1.3.1 Interacao com proteinas correguladoras

A regulagado da transcricao de genes pelos receptores nucleares envolve nao apenas a
interacao com o DNA e com ligantes, mas também o recrutamento de proteinas corregu-
ladoras. Proteinas correguladoras atuam ativando ou reprimindo a transcricao através da
remodelagdo da cromatina e também através da interacao com outros fatores de trans-
crigdo [38]. Estas proteinas sdo divididas em coativadores e correpressores, dependendo
do efeito que provocam, podendo ativar ou inibir a transcricao. Em geral, correpressores
se ligam aos receptores nucleares na auséncia de ligantes ou na presenca de antagonistas,
inibindo a transcricao. Na presenca de um agonista, a proteina correpressora ¢é liberada
e o coativador é recrutado. Portanto, a interacao com os correguladores ¢é regulada, prin-

cipalmente, por alteragoes conformacionais na H12 promovidas pela presenca do ligante.

A interagdo com agonistas reduz a mobilidade da H12 e estabiliza esta hélice em uma
conformacao dobrada sobre a superficie do LBD. Muitas vezes, esta estabilizacao se da

através de contatos diretos entre o ligante e a hélice 12, como é o caso do PPAR~y e da
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PPAR~y+Agonista+CoA PPARa+Antagonista+CoR

Figura 1.10: Estruturas cristalografica do PPAR~y ligado a Rosiglitazona e ao peptideo
coativador SRC-1 (A) e do PPAR« ligado ao correpressor SMRT (B). A hélice 12 estd
representada em vermelho e os peptideos correguladores em azul.

Rosiglitazona (um forte agonista deste receptor). Este rearranjo estrutural cria uma su-
perficie hidrofébica de interacao com proteinas coativadoras formada pelas hélices H3, H4
e H12. A interacao entre os receptores nucleares e as proteinas coativadoras se da através
de um motivo chamado de RN box, formado pelos residuos LxxLL !. Estes aminodcidos
estao arranjados em uma hélice-a de duas voltas, com as trés leucinas formando a superfi-
cie de interacao com o receptor nuclear. Além dos contatos hidrofébicos, o motivo LxxLL
permanece ancorado na superficie do LBD através de interacoes eletrostaticas entre a
cadeia principal da hélice do CoA e residuos conservados de lisina e acido glutamico, lo-
calizados nas hélices 3 e 12, respectivamente [39, 40]. A estrutura do PPAR~ na presenga

de Rosiglitazona e do coativador SRC-1 estd mostrada na figura 1.10A.

Proteinas coativadoras e correpressoras compartilham a mesma superficie de interacao

LA letra L representa o aminodcido Leucina. Os “x” sdo residuos varidveis.
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com os receptores nucleares, o que torna a associagdo com CoAs e CoRs eventos mutu-
amente exclusivos. A interacdo com proteinas correpressoras se da através do motivo
LxxxIxxxL/I, o qual é similar ao motivo LxxLL dos coativadores, entretanto, com uma
extensao N-terminal. Enquanto a sequéncia LxxxL forma uma hélice-a de duas voltas, o
motivo LxxxIxxxL/I d4 origem a uma hélice de 3 voltas. Esta volta adicional se sobrepoe
a H12 na conformacao ativa. Assim, para acomodar o correpressor, € necessario que a
hélice 12 seja reposicionada (figura 1.10B). O complexo LBD-correpressor pode ainda ser
estabilizado pela presenca de ligantes antagonistas, os quais impedem que a H12 adote
a conformacgao ativa. Portanto, o equilibrio conformacional da H12 é controlado nao
somente pela interagao com ligantes, mas também pela interacdo com proteinas corregu-
ladoras. O papel dos correguladores neste equilibrio serd discutido em um dos capitulos

desta tese.

1.3.2 Mecanismos de dissociacao de ligantes

O modelo da ratoeira, baseado nas estruturas do holo-RAR~y e apo-RXRa, propde um
mecanismo para a entrada e saida do ligante do interior da cavidade de ligacao do LBD.
Este modelo baseia-se em um rearranjo significativo da hélice 12 expondo ou bloqueando
a cavidade de ligagao (Figura 1.7) [25]. Entretanto, estruturas cristalogréaficas de outros
LBDs na auséncia de ligantes e o fato de diversos RNs exibirem atividade basal (atividade
na auséncia de agonistas) sugerem que os movimentos da H12 sejam mais discretos do que
o proposto pelo modelo da ratoeira. Além disso, outra inconsisténcia vem do fato de que
proteinas correguladoras se ligam na mesma regiao do LBD envolvida neste mecanismo
(regido da H12). Dessa forma, a via de entrada e saida de ligantes estaria bloqueada, seja
por correpressores, na auséncia de ligantes, ou por coativadores, na presenca de agonistas

[41].

A determinacdo de mecanismos de associacao e dissociacao de ligantes por métodos
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experimentais pode ser bastante complexa. Assim, métodos computacionais, especial-
mente simulagdes de dindmica molecular (MD), destacam-se como ferramentas na busca
de vias de entrada/saida de ligantes. Metodologias distintas, em especial simulagdes SMD
(Steered Molecular Dynamics) e simulagoes LES (Locally Enhanced Sampling), tém sido
utilizadas no estudo deste mecanismo. Mecanismos de dissociacao de ligantes em diferen-
tes receptores, como RARs [42-44], TRs [41, 45, 46], PPAR~y [47], VDR [48] e NR1H4

[49] sao descritos na literatura.

Os primeiros trabalhos nesta area foram realizados para o estudo da dissociagdao do
acido retinoico da cavidade de ligacao do RAR~ por dois grupos distintos. Blondel et al.,
utilizando LES MD, observaram uma tnica via de saida do ligante formada através da
abertura da H12 [42]. Simulagdes SMD para o RAR, realizadas por Kosztin et al., mos-
traram uma rota alternativa de saida: uma pequena abertura na superficie da proteina,
entre as hélices H1 e H3 [43]. Embora os trabalhos citados tenham mostrado a dissociacao
do ligante por uma abertura formada a partir da movimentacao da H12, como sugerido
no modelo da roteira, nao foi observada a abertura total desta hélice, como na estrutura

do apo-RXRa.

Posteriormente a esses trabalhos, os mecanismos de dissociacao de diferentes ligantes
de TRs foram estudados por Martinez et al. As simulagoes para o TR revelaram trés
possiveis caminhos de saida do ligante (Figura 1.11). O caminho I é uma variagdo do
modelo da ratoeira, onde a H12 afasta-se a superficie do LBD permitindo a saida do ligante
por uma abertura formada entre as hélices H3 e H12. O caminho II é formado a partir
da separacao das hélices H8 e H11 e pela abertura do Q-loop (loop que conecta as hélices
H2 e H3). Por fim, o caminho III envolve uma abertura formada pela movimentacao da
folha- e das hélices H2 e H3. Para a dissociacao de ligantes do TR foi observado que o
caminho III é o mais favoravel [41, 41, 45]. Mecanismos similares aos caminhos II e III
foram descritos para a dissociacao de ligantes em outros receptores, incluindo o PPAR~y

[47]. Mais detalhes sobre os mecanismo de dissociagdo em PPARSs serdo descritos no
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Figura 1.11: Caminhos de dissociacao no TR: (A) No caminho I, a saida do ligante se
dé através de uma abertura formada entra as hélices H3 e H12. (B) No caminho II, o
ligante se dissocia através da cavidade formada pela separagiao das hélices H8 e H11. (C)
No caminho II, a quebra da H3 e a movimentacgao da folha-3 cria uma cavidade por onde
o ligante escapa. Reproduzido de [45].

capitulo 6, onde serao mostrados resultados de simulagoes ABF (Adaptive Biasing Force)

para o estudo da dissociagao da Rosiglitazona.
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Capitulo 2

Receptor Ativador da

Proliferacao de Peroxissomo

Os Receptores Ativadores da Proliferagao de Peroxissomos (PPARs, Perozisome Pro-
liferator Actived Receptor) sao receptores nucleares envolvidos, principalmente, na regula-
¢ao do metabolismo de lipideos e da glicose. Em mamiferos sao encontradas trés isoformas
de PPARs: «, B e 7. Essas isoformas sao produtos de diferentes genes, e diferem em re-
lagao as suas distribui¢oes nos tecidos, especificidades aos ligantes e fungdes bioldgicas
[50, 51]. O nome PPAR deriva da habilidade do primeiro subtipo identificado, o PPAR«,
de induzir a proliferacdo de peroxissomos em hepatocitos de roedores. Entretanto, foi
observado posteriormente que essa funcao nao é compartilhada pelas demais isoformas
do PPAR [52, 53]. Neste capitulo serao apresentados detalhes dos aspectos funcionais,

estruturais e dindmicos dos PPARs, em especial para a isoforma ~.
2.1 Funcoes bioldgicas dos PPARs e importancia farma-
cologica

Embora a subfamilia dos PPARs esteja ligada ao metabolismo de lipidios, as trés

isoformas exibem padroes de expressao distintos, que estao relacionados com as fungoes



2.1. Funcgoes bioldgicas dos PPARs e importancia farmacolégica 47

especificas que desempenham no organismo. O PPAR« é expresso predominantemente
no figado e, em menor proporc¢ao, em outros tecidos como coragao, rins e intestino, onde
é essencial no processo de oxidacao de acidos graxos. Nesses tecidos, o PPAR« participa
da regulacao de diversos genes envolvidos em diferentes etapas da utilizacado de acidos
graxos. Essas etapas incluem a absorcao e o transporte destes para a mitocondria e a
B-oxidacdo ! [52, 54]. Agonistas do PPARa, como os fibratos (Figura 2.2), sdo utilizados
2

eficientemente no tratamento da dislipidemia Além disso, agonistas deste receptor

possuem agdo anti-inflamatéria e anti-aterosclerGtica * [50].

Ao contrario das isoformas « e 7 que sdo expressas preferencialmente em tecidos
especificos, o PPARS é expresso ubiquamente em diversos tecidos do organismo. Essa
isoforma ¢ a menos estudada das trés e seu papel bioldgico ainda é pouco compreendido.
Entretanto, estudos farmacoldgicos e genéticos mostram sua importancia na regulacao
do catabolismo de acidos graxos e na homeostase energética [54]. Além disso, o PPARS

parece estar indiretamente envolvido na adipogénese, através da regulacdo da isoforma

do PPAR [51].

O PPAR~ é expresso predominantemente no tecido adiposo e, em menores niveis, é
encontrado também no intestino, rins e figado [55]. Enquanto o PPAR« opera no cata-
bolismo dos acidos graxos, o PPAR~y atua no armazenamento destes no tecido adiposo
[56]. Assim, a isoforma v do PPAR desempenha papel fundamental na regulagdo da
adipogénese e no metabolismo dos lipidios. Além destas fungoes, a ativagao do PPAR~y
estimula a expressao de adipocinas, sinalizadores celulares relacionados a sensibilidade
dos tecidos a insulina [57]. Dessa forma, o PPAR~y desperta interesse como alvo farma-

cologico para o tratamento da diabetes do tipo II. Atualmente, uma classe de farmacos

1 B-oxidacdo é o processo catabdlico no qual dcidos graxos sdo hidrolisados para gerar acetil-Coenzima
A (acetil-CoA)

?Dislipidemia é uma condicdo metabdlica caracterizada pela concentracdo anormal de dcidos graxos
livre no sangue.

3 Aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica caracterizada pela formacao de placas, compostas
principalmente por lipideos e tecido fibroso, na parede dos vasos sanguineos.
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Figura 2.1: Efeitos biologicos dos PPARs em diferentes tecidos. O PPAR« é expresso
predominantemente no figado e, em menor escala, no coracao, vasos sanguineos, rins e
intestino. Essa isoforma regula a expressao de genes relacionados com o metabolismo
de lipidios e com o controle de processos inflamatoérios. O PPARr, expresso principal-
mente no tecido adiposo, possui papel fundamental na adipogénese e na homeostase de
lipidios e agicares. A isoforma PPARS é expressa em diversos tecidos e esta envolvida
no controle da expressao de genes relacionados com o metalismo da glicose e de lipidios.
(FA: Fatty acid; HDL: high density lipoprotein; VDL: very low density lipoprotein; TG:

trigliceridios).
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Figura 2.2: Exemplos de farmacos que atuam em PPARs: Fibratos sdo agonistas da
isoforma PPAR« e sdo utilizados no tratamento da dislipidemia. Tiazolidinedionas sao
agonistas seletivos do PPAR~y e sdo (ou foram) utilizados no controle da diabetes do tipo
2.

conhecida como tiazolidinedionas (TZDs), atuam como agonistas seletivos do PPAR~y e
sao utilizados como medicamentos anti-diabéticos (Figura 2.2). Entretanto, o sucesso das
TZDs no tratamento da diabetes do tipo II é controverso. Devido ao papel adipogénico
do PPAR~, a ativacado constante deste receptor pelas TZDs resulta em ganho de peso
[57]. Outros efeitos colaterais associados ao uso das tiazolidinedionas sdo o aumento da
retencao de liquidos e, especialmente, aumento da incidéncia de problemas cardiovascu-
lares [58]. Devido a esses efeitos adversos, alguns farmacos da classe dos TZDs, como a

Rosiglitazona, tiveram sua venda proibida recentemente em varios paises.

Estudos recentes mostraram que agonistas parciais do PPAR~y, embora ativem o recep-
tor com taxas significativamente menores que os agonistas totais, apresentam atividade
anti-diabética comparavel. Além disso, esses agonistas apresentam pouca atividade adipo-
génica. Acredita-se que o efeito anti-diabético de agonistas do PPAR~ esteja relacionado
com a capacidade destes de bloquear a fosforilacao da Ser273 pela proteina quinase Cdk5
[59, 60]. Choi et al. demonstraram que a fosforilagdo do PPAR~y néao ativa e nem suprime

a atividade transcricional do receptor, entretanto, altera a expressao de genes especifi-
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cos, como por exemplo genes relacionados com a expressao das adipocinas. Assim, a
inibicdo da fosforilagao é vista como o mecanismo mais provavel por tras da atividade

anti-diabética dos ligantes do PPAR~y [61].

2.2 Estrutura dos PPARs

Como proteinas pertencentes a superfamilia dos receptores nucleares, os PPARs pos-
suem estrutura modular formada por trés dominios: o dominio N-terminal, o dominio
central de ligacdo com o DNA e o dominio de ligagdo com o ligante. As trés isoformas do
PPAR compartilham ~ 80% e ~ 70% de identidade de aminodcidos entre os seus DBDs
e LBDs, respectivamente (Figura 2.3A) [62]. Assim como os demais membros da classe
IT dos receptores nucleares, o PPAR atua obrigatoriamente na forma de heterodimeros
com o receptor RXR. Em 2008, foi determinada através de difracao de raios-X a primeira
estrutura de PPAR~y contendo o DBD e o LBD em complexo com o RXRa. Esta estrutura
revelou que a interface de dimerizagao entre estes receptores é formada por trés regioes
distintas: a primeira envolvendo os DBD dos dois receptores, a segunda formada entre o
LBD do PPAR e o DBD do RXR e a terceira, e mais importante, a superficie de dimeri-
zacao entre os LBDs. Esta interface é formada por uma rede de interagdes hidrofébicas e
polares envolvendo as hélices H7, H9 e H10 e o loop entre as hélices H8 e H9 de ambos os
receptores [13, 63]. Uma vez que as trés isoformas do PPAR sdo estruturalmente bastante
similares, acredita-se que as superficies de dimerizacao para as demais isoformas sejam

formadas pelas mesmas regioes.

2.2.1 O LBD do PPARy

Devido a sua importancia na regulacao do metabolismo de lipidios, a estrutura do LBD

de PPARs tem sido intensivamente estudada ao longo dos anos. Desde a determinacao
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da primeira estrutura cristalografica do PPAR~y em 1998 [22], diversas estruturas foram
determinadas para as trés isoformas do PPAR, na presenca e na auséncia de ligantes,
e associados a coativadores ou correpressores. Todas estas estruturas mostraram uma
estrutura tridimensional comum aos receptores nucleares: um LBD globular formado por
hélices-a e pequenas fitas-3. Entretanto, ao contrario dos demais receptores nucleares,
o LBD dos PPARs possui uma hélice extra, chamada de hélice H2’, localizada entre a
primeira fita-3 e a H3. Além disso, nestes receptores, as hélices H10 e H11 formam uma

tnica hélice.
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Figura 2.3: (A) Porcentagem de identidade das sequéncias das trés isoformas do PPAR.
(B) Alinhamento das sequéncias dos LBDs do PPAR~y, PPARa e PPARS.

Outra particularidade dos PPARs, em especial do PPAR, é o volume da sua cavidade
de ligacao com o ligante (LBP). O sitio de ligagdo deste receptor é uma cavidade bas-
tante volumosa, com aproximadamente 1400 A3, consideravelmente maior que os LBPs
dos demais receptores (Figura 2.4A). O LBP volumoso explica a habilidade do PPAR~y

de se ligar a uma variedade de ligantes naturais e sintéticos. Além disso, neste receptor,
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diferentes ligantes se ligam a regioes distintas da cavidade. De fato, estruturas cristalo-

graficas mostram a presenca de até trés moléculas de dcidos graxos acomodados no sitio

de ligacdo do PPAR~ (Figura 2.4B) [60, 64]

O sitio de ligagdo do PPARy é delimitado pelas hélices H2’, H3, H4, H5, H7, H10/11 e
H12 e pelas fitas-5 S3 e S4. Esta cavidade é geralmente descrita como um bolsao em forma
de “Y”, com cada um dos trés bracos medindo cerca de 12 A. (Figura 2.4A). O brago I
é o unico predominantemente polar. Ja os bracos II e III sdo formados principalmente
por residuos apolares. Estas caracteristicas estdo de acordo com a natureza dos ligantes
naturais deste receptor. Agonistas do PPAR~y sao formados geralmente por uma cabeca
polar e uma cauda hidrofobica. Para a maioria dos agonistas, a cabeca polar realiza
ligacoes de hidrogénio com residuos do brago I, incluindo um residuo da H12. J4 a cauda

hidrofébica pode ocupar as regides dos bragos II e III [55].

X ‘.7< A 4 ""
v {J Braco Il

Figura 2.4: (A) Cavidade de ligagio do PPAR7y: a cavidade de ligagio do PPARy é
descrita como um bolsdo em forma de “Y”. Os residuos de cada brago estao representados
em cores diferentes. (B) Estruturas cristalografica do PPAR~y ligado a trés moléculas de
acidos graxos.

Outra regiao de destaque na estrutura do PPAR~y é o loop entre as hélices H2” e H3,

conhecido como Q-loop (Figura 2.5). Nos PPARs, esta regido é particularmente longa e
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bastante méovel. Em dois trabalhos complementares, Waku et al. demonstraram que a
conformacao adotada por este loop é sensivel ao ligante, sugerindo que esta regiao pode ser
importante na ativagdo do PPAR~ por 4cidos graxos [65, 66]. Nestes trabalhos, os autores
demonstraram que a ativacao do receptor esta relacionada com o reposicionamento do €2-
loop, saindo de uma conformacao aberta para uma conformacao fechada, mais préxima
da superficie do LBD [65, 66]. Além disso, o fato desta regiao ser bastante flexivel sugere
uma via de acesso para os ligantes a cavidade de ligacao sem perturbacoes significativas
na estrutura do LBD [67]. A importancia deste loop para o mecanismo de dissociagao de

ligantes sera discutida no capitulo 6.

Figura 2.5: Estrutura do PPAR~y com destaque para o o $2-loop.

2.3 Mecanismos de ativacao do PPAR~

Estruturas cristalograficas revelam poucas diferencas entre as conformagoes de LBDs
do PPAR~ na auséncia de ligantes e na presenca de agonista, sejam parciais ou totais. Em
geral, as estruturas deste receptor mostram a H12 sempre na conformacao ativa. Nesta
conformacao, a hélice 12 dobra-se sobre as hélices H3 e H11 formando, juntamente com

as hélices H3 e H4, a superficie de interacdo com proteinas coativadoras. Embora os
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modelos cristalograficos fornecam o modo interacao de diferentes ligantes com o receptor,
pouco dizem sobre seu mecanismo de ativacao. A grande similaridade entre as estruturas
cristalograficas sugere que além da conformacao, a dindmica dos receptores nucleares seja

fundamental para a funcao destas proteinas.

2.3.1 Estabilizacao do LBD

Estruturas cristalograficas do PPAR~ na presenca de agonistas totais ou parciais mos-
tram diferencas significativas no modo de interacao destes ligantes com o receptor. Agonis-
tas totais, como o Rosiglitazona, realizam sistematicamente interagoes entre suas cabecas
polares (dcido carboxilico ou grupo TZD para os ligantes da familia das tiazolidinedionas)
e aminoacidos da regiao AF-2, como mostrado na figura 2.6. Em especial, estes ligantes
realizam contato direto com a H12 através de uma ligagdo de hidrogénio com o residuo
Tyrd73. Esta interagdo é capaz de estabilizar a hélice 12 na conformacao ativa e possui
papel determinante para a ativagdo completa do PPAR~y [6, 55]. Por outro lado, estru-
turas cristalograficas do PPAR~y ligado a agonistas parciais mostram que estes ocupam
uma regido distinta do sitio de ligagdo daquela observada para agonistas totais (Figura
2.7). Dessa forma, agonistas parciais nao realizam contato direto com a H12 e, portanto,

sua atividade transcricional nao esta associada com estabilizacao desta hélice.

A comparacao entre o modo de ligagdo de agonistas totais e parciais sugere uma
relacao direta entre o grau de ativagao do receptor e a estabilizagao de regides especificas
da proteina [58]. De fato, esta relacao foi comprovada por diferentes trabalhos utilizando
RMN [31, 32, 68], troca H/D (HDX, Hydrogen/Deuterium exchange) [32, 58] e anisotropia,
de fluorescéncia [30]. Estudos de RMN mostram que a cavidade de ligagdo, a H12 ¢ a
superficie AF-2 do LBD do PPAR# sao conformacionalmente dindmicas na auséncia de
ligantes [31, 32]. Além disso, estas regides exibem uma rapida troca em experimentos

de HDX [32]. Por outra lado, agonistas totais, como a Rosiglitazona, promovem uma
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Figura 2.6: (A) Estrutura comum aos agonistas totais do PPAR~y. Para moléculas da
classe das TZDs, o 4cido carboxilico é substituido pelo grupo TZD. (B) Modo de ligagao
da Rosiglitazona, mostrando as ligacoes de hidrogénio entre o ligante e residuos da regiao

AF-2.

estabilizagao robusta do LBD, e especialmente da H12. Ja agonistas com atividade parcial,
como o MRL20 e o MRL24, estabilizam parcialmente o LBD, de acordo com seu grau de

ativagao. Estes ligantes estabilizam em particular a hélice 3 e as fitas-.

Além do mecanismo classico de ativagao (dependente do ligante), o PPAR~ é regulado
também por modificagoes pos traducionais, como fosforilagao, ubiquitinagao e acetilagao.
Como discutido no inicio deste capitulo, a fosforilagdo do PPAR~y ganhou destaque re-
centemente por ser uma via alternativa de regulagao, promovendo somente a atividade
anti-diabética do receptor. No PPARy, dois sitios de fosforilagao foram identificados. O
primeiro, localiza-se na Ser84 do dominio N-terminal. A fosforilagdo desta serina esta
associada com a regulacao do recrutamento de proteinas correguladoras. O segundo sitio
de fosforilagao esta localizado na Ser245. Esta serina encontra-se no dominio de ligagao
com o ligante e é fosforilada pela proteina quinase Cdk5. Entretanto, as bases moleculares
da ativacao do PPAR~ devido a fosforilacao pela Cdkb ainda sdo pouco compreendidas
[71-73].
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Figura 2.7: Sobreposigao de diferentes agonistas na cavidade de ligagdo do PPAR~y: em
amarelo estdo representados agonistas totais e em azul, agonistas parciais. (Agonistas
totais: PDB 2PRG [22], 1IFM9 [63], 2ATH [58], 214J [58], 2Q59 [58] e 3B3K [69]. Agonistas
parciais: 4PRG [70], 2Q5P [58], 2Q5S [58] , 2Q6R [58], 2Q61 [58] e 3D6D [69]). (B)
Ampliagao do sitio de ligagdo na presenga de agonistas totais. (C) Ampliacao do sitio
de ligacdo na presenca de agonsitas totais. Estes ocupam uma regiao alternativa, nao
interagindo diretamente com a H12. Adaptado de [66].
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2.3.2 O PPAR~ e as proteinas correguladoras

A regulacao da atividade transcricional dos receptores nucleares se d4 nao somente
através da interacao com os ligantes, mas também pela interacao com coativadores e
correpressores. Utilizando anisotropia de fluorescéncia estacionaria, Tamrazi et al. de-
monstraram que tanto a interagdo com ligantes quanto com coativadores estabilizam a
estrutura do LBD, tornando-o mais resistente a protedlise. Além disso, os autores mostra-
ram que proteinas coativadoras induzem o LBD a assumir a conformagao ativa, mesmo na
auséncia de ligantes [74]. Estes resultados sugerem que, assim como os ligantes, proteinas
correguladoras afetam o equilibrio conformacional do LBD. Um dos objetivos desta tese
foi verificar o papel dos correguladores no equilibrio conformacional da H12 do PPAR~.
Desta forma, entender as diferencas estruturais relacionadas a interacao com os corregu-
ladores é fundamental para o entendimento deste equilibrio. Nesta secdo serdao descritos
os aspectos estruturas dos modelos experimentais de PPARs ligados ao coativador e ao

correpressor, utilizados neste trabalho.

A estrutura cristalografica do complexo PPAR~y+CoA+Rosiglitazona (PDB: 2PRG)
mostra que a superficie hidrofébica do peptideo coativador SRC-1 interage com um bol-
sao hidrofébico do receptor formado pelas hélices H3, H4 e H12 (Figuras 2.8A-B). Esta
superficie de interacao é formada pelos residuos Thr297 e Lys301, da H3, Leu311, GIn314,
Val315 e Leu 318 da H4 e Leud68 e Glud71 da H12. A area total da superficie de interagao
entre o motivo LxxLL do coativador e o PPARy é de aproximadamente 800 A2 Além
das interagoes hidrofébicas, ligacoes de hidrogénio entre as cadeias laterais dos residuos
Lys301 e Glu471 e a cadeia principal do CoA sdo formadas. Estas interacoes sao conhe-
cidas como “grampos de carga” e, como descrito no capitulo anterior, sao fundamentais

para as estabilizagdo do complexo PPARy+CoA [22].

O modo de interacao entre PPARs e correpressores tem sido estudado através da es-

trutura cristalografica do complexo do receptor PPAR« ligado ao peptideo correpressor
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Figura 2.8: (A) Sobreposicao das estruturas cristalogréaficas do PPAR~y ligado ao coativa-
dor SRC-1 (PDB 2PRG) e do PPAR« na presenga no correpressor SMRT (PDB 1KKQ).
(B) Detalhe da superficie de interagdo entre o PPAR~y e o CoA. Os residuos Lys301 e
Glud71 que formam o grampo de carga estao coloridos em verde. (C) Comparacao das
sequéncias do coativador e do correpressor.

SMRT e ao antagonista GW6471. Até o momento, ndo existem modelos experimentais
para o PPAR~ ligado a correpressores. Entretanto, uma vez que os residuos envolvidos na
interagdo com correguladores sao bastante conservados (como mostrado na figura 2.3B),
acredita-se que o modo de ligagao seja bastante similar para as trés isoformas do PPAR.
A estrutura cristalografica do PPAR« na presenga do correpressor SMRT exibe a H12
parcialmente desenovelada e dobrada sobre a hélice H3. Esta conformacao, mostrada na
figura 2.8A, serd chamada de conformacao antagonista ao longo desta tese. Embora coa-
tivadores e correpressores ocupem a mesma superficie de interagdo com o PPAR, existem
diferencas importante nos seus modos de ligacao. O rearranjo da H12 na conformacao an-
tagonista resulta em uma maior superficie de interagdo, necessaria para acomodar a volta
extra do motivo LxxxIxxxL do correpressor. Além disso, a hélice do correpressor ancora-

se no PPAR~y através de ligagdes de hidrogénio com o residuo Lys292 da hélice 3. Ao



2.3. Mecanismos de ativacao do PPAR~y 29

comparar as estruturas cristalograficas do PPAR« ligado ao coativador e ao correpressor
nota-se que os residuos de Ile e Ala das posi¢oes +5 e +8 do motivo LxxxIxxxL do corre-
pressor correspondem aos primeiros residuos de Leucina no motivo LxxLL do coativador
(Figura 2.8C). A presenca das Leucinas, com cadeias laterais mais volumosas, impedem
que o coativador se ligue fortemente ao LBD quando a H12 encontra-se na conformagao
antagonista [75]. Estas diferengas explicam a preferencia pelo correpressor em relagao ao

coativador na presenca de antagonistas.
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Capitulo 3

Dinamica Molecular

de Proteinas

A estrutura tridimensional das proteinas esta diretamente relacionada com a funcgao
que elas desempenham. Dentre as técnicas experimentais para a determinacao de estru-
turas de proteinas destacam-se a cristalografia por difragdo de raios-X e a ressonancia
magnética nuclear. Entretanto, a apreciacdo completa de como estas macromoléculas
funcionam requer a conexao entre as suas caracteristicas estruturais, obtidas experimen-
talmente, e sua dindmica. O estudo da dindmica de proteinas por técnicas experimentais
muitas vezes é limitado. A cristalografia de raios-X fornece uma conformacao favorecida
pelo ambiente cristalino. Ja experimentos de RMN, embora fornecam um conjunto de

conformagoes, tem sua aplicagao limitada ao tamanho das proteinas [76].

Simulagdes de dindmica molecular fornecem a ligacdo entre a estrutura e a dindmica
de proteinas. A dindmica molecular é capaz de descrever em detalhes o movimento de
particulas em funcao do tempo. Assim, pode ser utilizada para estudar o comportamento
dindmico de macromoléculas. Naturalmente, técnicas experimentais possuem papel fun-
damental na validacao das simulagoes: comparagoes entre simulagoes e dados experimen-
tais servem para avaliar a precisao dos resultados calculados, além de contribuir para a

melhoria da metodologia [77].
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Neste capitulo serdo apresentados alguns conceitos fundamentais das simulag¢ées de
dindmica molecular e também do método ABF, utilizado para a determinagao do perfil

energético do PPARy.

3.1 Simulacoes de dinamica molecular

As primeiras simulacées de dindmica molecular foram descritas por Alder e Wain-
wright em 1957 para o estudo da interagao de esferas rigidas [78]. Embora esse trabalho
tenha utilizado um modelo bastante simples, serviu como base para o estudo de gases e
liquidos simples [79]. Vinte anos depois, a primeira simulagdo de dindmica molecular de
uma macromolécula biolégica foi publicada [80]. Nesse trabalho, o inibidor da tripsina
pancreatica bovina foi estudado em vacuo e foi gerada uma trajetoria de apenas 9,2 ps.
Como resultado desse trabalho, a antiga visao de proteinas como estruturas rigidas foi
substituida por uma visao onde proteinas sao sistemas dinamicos cujo movimento interno
é essencial para a sua fungdo. Durante os anos seguintes uma grande diversidade de
trabalhos envolvendo a dindmica de proteinas foi realizada. A maioria desses estudos
tiveram como foco os aspectos fisicos dos movimentos internos dessas macromoléculas e

a interpretacao de resultados experimentais [77].

Simulagoes de dindmica molecular (MD) baseiam-se na determinagao do movimento
dos atomos que constituem um sistema a partir do conhecimento de uma configuragao
inicial, dos potenciais de interagdo e das equagoes de movimentos. Dessa forma, a dina-
mica molecular permite, em principio, explorar o espaco de fases do sistema e obter as
propriedades termodindmicas de interesse. O esquema da figura 3.1 resume os principais
passos envolvidos em uma simulacao de dinamica molecular. Nas secoes seguintes serd
apresentada uma visao geral das etapas consideradas fundamentais para a realizacao de

simulacoes de MD.
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Definir a configuragao inicial: r(t = 0) e p(t = 0)

|

> Obter as forcas: F = —VV (r(t)) ea=F/m

|

Mover os dtomos: r(t + At) =r(t) + v(t)At + ta(t) At

|

Mover para o instante seguinte: ¢t =t + At

Repetir

Figura 3.1: Etapas de uma simulagdo de dindmica molecular. Figura adaptada de [81]

3.1.1 Configuracoes e velocidades iniciais

A primeira etapa em uma simulacao de dindmica molecular é a definicao da configu-
racao inicial a partir da qual o sistema ird evoluir temporalmente, ou seja, a definicao do

conjunto de coordenadas e velocidades iniciais para cada atomo do sistema.

Para sistemas complexos, como solugoes proteicas, a configuragao inicial pode ser ob-
tida a partir de técnicas experimentais como difracdo de raio-X ou ressonancia magnética
nuclear, ou a partir de modelos tedricos, como modelos gerados por estudos de homologia
[82]. No banco de dados Protein Data Bank (PDB) é possivel encontrar as coordenadas
atomicas da estrutura tridimensional de diversas moléculas bioldgicas. Entretanto, muitas
vezes, as estruturas depositadas apresentam alguns defeitos, como a falta de loops ou de
parte de cadeias laterais de aminoacidos. Para a realizacao das simulagoes de dinamica
molecular de proteinas, esses problemas na estrutura tercidria devem ser corrigidos. Os
loops e as cadeias laterias ausentes podem ser obtidos a partir da comparacao com a es-
trutura de uma proteina homoéloga a de interesse. Além disso, as coordenadas dos dtomos
de hidrogénio nao podem ser obtidas por difracao de raio-X, devido sua baixa densidade
eletronica, assim, esses devem ser adicionadas de acordo com a geometria de cada residuo

(comprimento de ligagao, dngulos e diedros). Por fim, para completar a caixa de simula-
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¢ao, moléculas de dgua e contra-ions sao adicionados, de modo a reproduzir a densidade
e a concentragao ionica da solucao fisiologica e de garantir a neutralidade de cargas do

sistema.

As simulagoes de MD requerem, além das coordenadas iniciais, as velocidades iniciais
para cada atomo do sistema. As velocidades iniciais costumam ser atribuidas aleatori-
amente através da distribuicao de Maxwell-Boltzmann para uma dada temperatura, de

acordo com a equacao:

m; 1/2 1 mv?
P(Um) = (27rk:; ) €Xp {—5 k;ff} (3-1)

onde p(v;;) é a probabilidade de um &tomo 7 com massa m; ter velocidade vy, na diregao
= e na temperatura 7. E importante que as velocidades sejam definidas de tal forma
que o momento linear total seja nulo para que o centro de massa do sistema nao sofra

translacao durante a simulagao.

3.1.2 Potenciais de interacao

A etapa seguinte nas simulac¢oes de dindmica molecular consiste na determinacao das
forcas que atuam sobre cada dtomo do sistema resultantes das interagoes intra e intermo-
leculares. Em principio, a descricao do movimento e das interagoes entre particulas pode
ser obtida através da resolucao da equacao de Schroedinger dependente do tempo, que
fornece a probabilidade de encontrar a particula em uma posi¢ao x no instante de tempo

t:

,ha\ll(x, t)

_%VQ\I;(X, B+ V()W (x,1) = ih— (3.2)

Entretanto, a resolucao desta equacgao ¢é inviavel computacionalmente para sistemas

complexos, como sistemas biol6gicos. Assim, problemas dessa escala sao geralmente trata-
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dos por modelos fisicos baseados em potenciais classicos. O conjunto de fungoes empiricas
que descrevem a energia potencial do sistema é conhecido como campo de forca. Embora
os campos de forca ignorem os movimentos eletronicos e o calculo da energia do sistema
seja fungao somente da posi¢do dos nicleos atomicos, as contribuicoes eletronicas estao

implicitamente representadas nos parametros que compoem os potenciais.

Diversos potenciais classicos foram desenvolvidos e sdo utilizados com sucesso em
simulagdes de proteinas. Dentre eles, destacam-se os campos de forca CHARMM [83, 84],
OPLS [85], AMBER [86] e GROMOS [87]. Estes potenciais descrevem as interagoes entre
diferentes 4tomos como a soma de interagoes entre pares de atomos ligados (V") e nao
ligados (V") covalentemente. A forma geral desses campos de forga segue a seguinte

equacao:

Vtotal Vzntra Vinter (3 . 3)

onde
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Os termos da equacao 3.4 descrevem as penalidades energéticas atribuidas as defor-
macoes entre atomos proximos em uma sequéncia de ligagoes covalentes. Esses termos
correspondem ao estiramento de ligacoes, a deformagao angular e a rotagao diedral. Os
dois primeiros termos sao descritos por potenciais harmoénicos, como se os atomos fossem
massas pontuais conectadas por molas, cujas constantes de forca (k, e ky) representam a

rigidez da geometria molecular. J4 o potencial diedral (V4¢?) que descreve a energia as-
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sociada a rotagdo em torno de uma ligacao é modelado por uma soma de cossenos. Nesta
funcgao, a constante k, estd relacionada com a altura da barreira energética associada a
tor¢ao, a multiplicidade n define o nimero de minimos de energia, e o angulo de fase §

determina a localizacao desses minimos.
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Figura 3.2: Parametros geométricos utilizados no campo de forca CHARMM para modelar
as interagoes entre atomos ligados covalentemente: (A) Estiramento das ligagoes quimicas.
(B) Deformacao angular. (C) Deformagao diedral. (D) Potencial de Urey-Bradley. (E)
Deformacao de diedros improprios.

Além dos termos da equagao 3.4, no campo de forca CHARMM (utilizado neste tra-
balho), as interagoes entre atomos ligados covalentemente sao modeladas por dois termos
adicionais: o potencial de Urey-Bradley e as tor¢oes improprias. O potencial de Urey-
Bredley é um termo cruzado entre dois a&tomos separados por duas ligacoes, utilizado para
restringir o movimento dos atomos que formam tais ligagoes (Figura 3.2D). J& as tor¢oes
improprias descrevem distorgoes fora do plano e sao utilizadas para manter a planari-
dade de certas moléculas. Ambos sao descritos por potencias harmdnicos e possuem as

seguintes formas:

VUB = kUB(u — U0>2 (36)
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‘/improp = kimprop(g25 - ¢0>2 (37)

onde u é a distdncia entre os atomos i e j, ug a distancia de equilibrio (Figura 3.2D), ¢ o

dngulo entre os planos e ¢y o angulo de equilibrio (Figura 3.2E).

As interagoes entre pares de atomos nao ligados sao descritas pela soma dos potencias
de Lennard-Jones (VE/) e de Coulomb (V). como mostrado na equagao 3.5. O poten-

6 & um termo

cial de Lennard-Jones é composto de um termo atrativo que varia com r~
repulsivo, proporcional a 712, O termo atrativo decai rapidamente com a distincia e est4
associado as interagoes atrativas de Van der Waals. Ja o termo repulsivo representa a
forte repulsao de curto alcance provocada pela sobreposi¢ao das nuvens eletronicas de dois
atomos, de acordo com o principio de Exclusao de Pauli. A combinacao desses termos faz
com que o potencial de Lennard-Jones assuma a forma de um pogo de potencial, como
mostrado na figura 3.3. O segundo termo da equacio 3.5 (V) descreve as interagoes
cletrostaticas entre o par de dtomos ¢ e j, com cargas parciais ¢; e g;, respectivamente.

1

Uma vez que o potencial de Coulomb é proporcional a r~', seu decaimento é lento e

portanto, da origem a interacoes de maior alcance que as interacoes de Lennard-Jones.

Todos os parametros utilizados nestes potenciais, como constantes de forca, posigoes
de equilibrio e cargas parciais sao determinados de forma a reproduzir propriedades do
sistema de estudo e sao obtidos através de métodos experimentais (como técnicas es-
pectroscépicas) ou de calculos quanticos. O processo de obtengao desses parametros é

conhecido como parametrizacao e varia de acordo com o campo de forga.

3.1.3 Equacdes de movimento

Uma vez geradas as configuragoes iniciais e definidos os potenciais de interacao, é pos-
sfvel calcular as forgas que atuam sobre cada particula: F;(t) = —V V% (¢). Conhecidas

as forgas atuando sobre cada atomo em um dado instante de tempo, ¢, as acelera¢oes sao
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Tz’j

>

Potencial

—> Lennard-Jones

——> Coulomb

Figura 3.3: Representacao grafica dos potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb. En-
quanto o potencial de Coulomb decai lentamente, o potencial de Lennard-Jones é de curto
alcance e tem a forma de um pocgo de potencial, por ser formado pela combinag¢ao de um
termo repulsivo e um atrativo.

determinadas através da Segunda Lei de Newton:

Fz(t) = _Vvtotal(t) = mzal(t) (38)

Definidos o conjunto de coordenadas (r;(t)), velocidades (v;(t)) e aceleragoes (a;(t))
iniciais para cada particula, é possivel determinar as configuracoes no instante seguinte,
t+4t. Entretanto, em uma simulagao, a forca atuante em um atomo esta constantemente
variando em resposta ao seu proprio movimento e ao movimentos dos demais atomos do
sistema. Ou seja, os movimentos das particulas estao acoplados, o que caracteriza um
problema de muitos corpos, o qual ndo pode ser resolvido analiticamente. Dessa forma,

as equagoes de movimentos sao resolvidas utilizando métodos de diferencas finitas.

Existem varios algoritmos de integracao das equagdes de movimento baseados em
métodos de diferencas finita, muitos dos quais sao comumente utilizados em simulacoes

de dinamica molecular. Estes assumem que a integragao pode ser dividida em uma série
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de pequenos estagios, separados por um intervalo de tempo fixo 4t e que as posigoes,

velocidades e aceleragoes podem ser expandidas como séries de Taylor:

ﬁuﬁﬂ:ﬂﬂ+&ﬂﬂ+%ﬁdﬂ+éﬁMﬂ+”. (3.9)
V{t + 6t) = v(t) + Sta(t) + %&%(z) + éét%(t) +o (3.10)
dt+&):auy+&b@y+%&%@)+%&%uﬂ+.“ (3.11)

onde v é a velocidade (ou a primeira derivada da posi¢cdo em rela¢do ao tempo) a é a
aceleracao (ou segunda derivada), b é a terceira derivada e assim por diante. Um dos
métodos de integragdo mais utilizados em MD ¢é o algoritmo Velocity- Verlet. Esse algo-
ritmo consiste no calculo das posigoes e velocidades utilizando trés etapas. Na primeira
etapa, as posicoes nos instante ¢t + 0t e as velocidades em ¢ + %& sao calculadas segundo

as equagoes:

Pt + 5) = v(t) + Gtv () + %5t2a(t) (3.12)

VG+%&):vm+%&%@ (3.13)

Uma vez conhecidas as novas coordenadas, novas aceleragoes, a(t+dt), sdo calculadas.
Por fim, as velocidades em ¢+ 0t sdo determinadas utilizando a equacao 3.14, completando
o ciclo. Essa implementacao é utilizada para que somente um vetor de velocidades seja

armazenado por passo de simulacao.
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V{t+8t) = v (t + %&) + %5t[a(t 4 61) (3.14)

Além da truncagem da expansao de Taylor, outra aproximacgao dos métodos de in-
tegracao é o fato de que tanto as velocidades quanto as aceleragoes sao consideradas
constantes durante o passo de integracao (0t). Esses erros sao reduzidos com a redugao
de 0t. Entretanto, quanto menor o passo de integracao, maior sera o custo computacional
para que o sistema explore satisfatoriamente o espago de fases (Figura 3.4A). Por outro
lado, um passo de integracao grande resulta em instabilidades, o que costuma levar a
interrupcao da simulagao (Figura 3.4B). Com um passo de integragao adequado, instabi-
lidades provocadas pelo aumento do termo repulsivo do potencial de Lennard-Jones sao
suavizadas e o espaco de fases pode ser amostrado eficientemente com um menor custo

computacional (Figura 3.4C).

A B C —a el
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Figura 3.4: Efeito da escolha do passo de integragao: (A) Com um passo de integragao
muito pequeno, o espacgo de fase é amostrado lentamente. (B) Um passo de integragao
muito grande resulta em instabilidades. (C) Com um passo de integragdo apropriado,

o espaco de fases é amostrado eficientemente e instabilidades sdao suavizadas. Figura
adaptada de [82].
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3.1.4 Ensembles

Um ensemble é o conjunto de todos os estados microscopicos distintos consistentes
com um estado macroscopico ou termodinamico. A escolha das condigoes termodinami-
cas deve ser realizada de acordo com as propriedades que se deseja calcular. Durante
uma simulacao, é possivel manter constante alguns parametros termodinamicos, como o
nimero de particulas (N), a temperatura (T), a energia (E), a pressao (P) e o volume

(V). A escolha de quais parametros serdo mantidos fixos define diferentes ensembles.

A integracao das equagoes de movimento segundo as equagoes 3.12 e 3.14 é suficiente
apenas para gerar configuragoes do ensemble micro-canénico (ou NVE). Uma simulagao
nesse ensemble corresponde a um sistema isolado, sem troca de calor com o meio externo,
ou seja, um processo adiabatico totalmente reversivel. Entretanto, a maioria dos proces-
sos quimicos e biolégicos normalmente sao estudados a temperatura e volume constantes
(ensemble NVT ou candnico) e, principalmente, a temperatura e pressao constantes (en-
semble NPT ou isotérmico-isobarico). Assim, é desejdvel reproduzir estas condigbes nas
simulagoes de dinamicas molecular. Existem varios algoritmos para o controle da tempe-
ratura e pressao, dentre os quais destacam-se os métodos de Berendsen, Nose-Hoover e

Langevin [8§]

Todas as simulagoes descritas nesta tese foram realizadas no ensemble NPT. Para o
controle da temperatura foi utilizada a dindmica de Langevin, implementada no software
NAMD [89]. Esse método consiste em adicionar forcas de fricgdo e randémicas ao sistema.
Assim, a equagao de movimento para cada atomo mostrada na 3.8 assume a seguinte

forma:

onde v é o coeficiente de friccdo e R;(t) a forga aleatéria adicionada ao sistema. Essas
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forcas representam um banho térmico ao qual o sistema é acoplado. A intensidade do

acoplamento é proporcional ao coeficiente de fric¢ao v [82].

Em um sistema macroscopico, a pressao é mantida constante através de alteracao do
volume. Da mesma forma, uma simulagao no ensemble isotérmico-isobarico mantém a
pressao constante alterando o volume da caixa de simulacao. Para o controle de pressao,
estd implementado no NAMD um método que é uma combinacdo do método de Nosé-
Hoover com a dindmica de Langevin [90]. O método de Hoover é baseado na adi¢do de um
grau de liberdade extra, que realiza o papel de um pistao externo acoplado ao sistema. O
volume, que pode variar durante a simulacao, atua como esse grau de liberdade adicional.
A dinamica de Langevin é utilizada para controlar as flutuagdes no barostato, ou seja,
a equagao de movimento do pistdao sdo adicionados um termo de friccdo e uma forca
aleatoria. KEsses termos amortecem o movimento do pistao, que no método de Hoover,

estd4 completamente livre para oscilar [91].

3.1.5 Etapas preliminares

Antes de iniciar a simulacao de dindmica molecular de uma proteina, é necessaria uma
etapa preliminar de minimizacao de energia, onde as coordenadas de cada particula sao
variadas sistematicamente na direcdo que minimiza a energia potencial do sistema. O
objetivo da etapa de minimizacao nao é a determinacao da estrutura referente ao minimo
global. Métodos de minimizagao de energia sao utilizados para eliminar “maus contatos”
e tensoes locais na estrutura. Existem diversos métodos de minimizacdo disponiveis,
sendo os mais utilizados em simulac¢oes de sistemas biologicos o Método dos Gradientes

Conjugados e o algoritmo Steepest Descent [88].
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Equilibracao

Os instantes iniciais da dindmica molecular sdo geralmente reservados para a relaxacao
ou equilibragao do sistema. O objetivo da etapa de relaxacao é permitir que o sistema
evolua a partir da configuracao inicial para atingir o equilibrio. A equilibracao deve
ocorrer até que um conjunto de propriedades termodinamicas, como energia, temperatura
e pressao, tornem-se compativeis com as condi¢oes de interesse. Quando as condig¢oes
termodinamicas desejadas sao atingidas, iniciam-se as simulagoes de producao, que serao
utilizadas para as andlises. A etapa de producao serd tao extensa quanto for necessario
para estudar as propriedades de interesse, tendo em vista as escalas de tempo em que os

processos de interesse ocorrem.

3.2 Calculos tedricos de diferencas de energia livre

Proteinas sao macromoléculas com milhares de graus de liberdade, compostas por
partes moveis, que funcionam em conjunto para realizar uma ampla gama de fungoes fisi-
ologicas. A teoria que descreve a dinamica molecular de proteinas é chamada de Teoria da
Paisagem Energética [92]. A paisagem energética de uma proteina é descrita geralmente
como um “funil rugoso”, onde cada ponto da superficie representa uma conformacao pos-
sivel para a proteina. Assim, esse modelo fornece uma descricao qualitativa do espaco
conformacional da proteina, incluindo o estado nativo enovelado (considerado como o
estado de menor energia), conjuntos de conformagoes similares ou distantes do estado
nativo, estados desenovelados e estados intermedidrios do processo de enovelamento (Fi-
gura 3.5A). Mesmo no seu estado nativo, a superficie de energia das proteinas apresenta
diversos minimos, separados por barreiras energéticas de alturas variadas (Figura 3.5B).
A rugosidade na paisagem energética é justamente o que torna possivel uma proteina

assumir diferentes conformacgoes, que embora sejam estruturalmente distintas, possuem
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energias proximas, se comparada com a energia das flutuagoes térmicas. A transicao entre
esses minimos, ou seja, o “navegar” da estrutura sobre sua superficie de energia ao longo

do tempo, é o que caracteriza a dinAmica de uma proteina [93]

A dindmica das proteinas é formada por dois componentes que em conjunto definem
a forma da paisagem energética: um componente termodindmico e um componente ciné-
tico. O fator termodindmico define as probabilidades relativas das conformacoes. Ja o
fator cinético descreve as taxas de transicoes entre elas. Estas caracteristicas estao exem-
plificadas na figura 3.5B. O perfil de energia de uma proteina enovelada é formada por
diferentes minimos de energia. Cada minimo na superficie de energia define um conjunto
de conformagoes. Conformagcoes de transicao localizam-se no maximos entre os pogos de
energia. A populacao de cada conjunto de conformacgoes é definida pelas distribuicoes de
Boltzmann com base na diferenca de energia livre (AG) entre os minimos. Transigoes do
tipo 1 (Figura 3.5B) sdo raras, uma vez que a barreira energética entre as conformagoes
¢ alta. Estas transicoes geralmente envolvem movimentos coletivos de grande escala e
ocorrem em escalas de tempo de ps a ms. Ja as transigdes 2 e 3 ocorrem em escalas
de tempo menores (ps a ns), devido & baixa barreira energética entre os estados e sao
caracterizadas por flutuagoes locais em torno das conformagoes de minimo. Além disso, a
paisagem energética é dinamica. Mudangas no sistema, como alteragoes nas condigoes fisi-
cas (temperatura, pressdao, pH, etc) ou funcionais (associacao com um ligante, mutagoes,
etc) alteram a forma da superficie de energia, modificando o equilibrio conformacional

(alteracdo da curva preta para a curva cinza na figura 3.5B) [94].

Para descrever em detalhes as superficies de energia livre de proteinas, ou seja, o
numeros de minimos de energia, a populacao relativa entre os estados, a altura das bar-
reiras energéticas que os separam e como esse perfil se altera devido as condigoes fisicas
e funcionais sdo necessarios métodos capazes de fornecer um conjunto de conformacgoes
representativas do sistema de interesse. Simulacoes de dindmica geralmente sdao descri-

tos como um método de amostragem para o estudo de alteragdes conformacionais em
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Figura 3.5: (A) Esquema da superficie de energia livre ou paisagem energética de protei-
nas. (B) Ampliacao da regiao da superficie de energia livre contendo os estados enovela-
dos. Diferentes niveis de energia estao envolvidos com movimentos em diferentes escalas

de tempo. (C) Escala de tempo dos principais tipos de movimentos em proteinas. Figura
adaptada de [94].
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biomoléculas. Entretanto, como mostrado na figura 3.5B proteinas apresentam uma su-
perficie de energia livre rugosa, com multiplos minimos locais, muitas vezes separados
por altas barreiras energéticas. Estas caracteristicas dificultam a transicao entre estados
fisicamente importantes, levando a uma amostragem incompleta e, consequentemente, a
uma caracterizagdo pobre do comportamento dinamico da proteina. A amostragem de
processos que envolvem alteragoes conformacionais geralmente esta acima da capacidade
de simulagoes de dindmica molecular convencionais, dessa forma, métodos de amostragem

ampliada sao necessarios.

Em céalculos de energia livre, a quantidade de interesse normalmente é a diferenga
de energia livre (AG) entre diferentes estados. Uma grande variedade de métodos foi
desenvolvida com esse objetivo. A seguir serd descrito os fundamentos do método ABF

(Adaptive Biasing Force), utilizado nesta tese. Uma descrigao formal pode ser encontrada

em [95]

3.2.1 Integracdao termodinamica

Em simulagoes computacionais de sistemas biolégicos, frequentemente é desejavel cal-
cular o perfil de energia livre ao longo de um pardmetro de ordem (ou coordenada de
reacao), . A coordenada de reagao é definida de tal forma que caracterize o processo de
interesse. No contexto de sistema proteicos, parametros de ordem sao geralmente defini-
dos em termos de coordenadas internas, como por exemplo a distancia ou o angulo entre
atomos, ou ainda em termos de fungoes que envolvem as coordenadas de um conjunto de
atomos, como o raio de giragdo, RMSDs, etc. Um dos métodos mais tradicionais para o
calculo de diferencas de energia livre em funcao de ¢ é o método da Integragao Termodi-
namica (TI, Thermodynamic Integration). Nessa metodologia, a diferenca de energia livre

(AG) é obtida pela integragao da derivada de G em fungao da coordenada de reagao &:
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SEPTE
G(&) —G(&) = —d :
(€~ Gl = [ Gee (316)
onde dG/d§ é dado por:
dG OH
- <a—é_»>£ (3.17)

sendo H a Hamiltoniana do sistema. O sub-escrito £ indica que a média é calculada para
um valor fixo da coordenada de reacao, ou seja, para um ponto da curva de energia livre
da figura 3.6. A equacao 3.17 pode ser interpretada em termos de grandezas fisicas. Por
exemplo, ao assumir que a coordenada & ¢é simplesmente uma das coordenadas de um

atomo, como a coordenada x do atomo 1 (x1), a equagao 3.17 pode ser escrita como:

dG oOH oU -
e <a—> - <a_ > -=(A), (3.18)

onde F 1 é a forca sobre a coordenada atdémica 1. Assim, dG/dx; é a forga média atuando
em x1 e G(x1) é o potencial de for¢ca média (PMF) para z;. Entretanto, a coordenada de
reagao £ pode ser qualquer fungao das posigoes atomicas. Nesses casos, a grandeza dG /d§
nao é necessariamente uma forca. Porém, a mesma interpretacdo pode ser utilizada:
—dG /d¢ é a forca média exercida pelo sistema sobre a “particula” generalizada & (<ﬁ§> ¢)-
Para uma coordenada ¢ qualquer, a derivada da energia livre pode ser escrita como (ver

apéndice A):

dG  JOH\  JoU . oml|J]
d_§‘<a_s>g‘<as R >5 (3:19)

o termo |J| é o determinante da matriz Jacobiana da mudanga de coordenadas cartesianas
para coordenadas generalizadas (£, qy,...,qy_1). Dessa forma, a derivada de G é dada
pela soma de dois termos: a for¢a mecanica atuando ao longo de & (0U/0€) e a contribuigao

entropica dada pelo termo —kpT'0ln|J|/0¢. Portanto, se uma amostragem efetiva das
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conformacoes for realizada para uma dada coordenada de reacao de interesse, o perfil de
energia livre relativo a qualquer estado pode ser obtido a partir do calculo da forga média

e da componente entrépica.

Ag

Energia livre

Barreira de
energia livre

SO I Estado B

Estaélo A s £

Figura 3.6: Exemplo de uma curva de energia livre em funcao da coordenada de reacao

€.

3.2.2 0O método ABF

O método ABF visa melhorar a eficiéncia da amostragem de simulagbes de dindmica
molecular em situacgoes onde a superficie de energia é amostrada ineficientemente devido
a presenca de barreiras de potencial. Essas barreiras dificultam a transicao entre estados
fisicamente importantes, resultando em uma amostragem incompleta. Um vez que o
método ABF faz parte do conjuntos de métodos de Integracao termodinamica, a diferenca
de energia livre AG é calculada segundo a equagao 3.16. Adicionalmente ao calculo de AG,
o método ABF permite a melhora da amostragem ao longo da coordenada de reagao. Essa
combinag¢ao torna o método robusto para o calculo de energias livres e tem sido aplicado

a diversos problemas biolégicos [96, 97].

O principio do algoritmo ABF é suavizar a superficie de energia livre, removendo as
barrerias energéticas, de forma a acelerar a transicao entre os estados. Isso é feito de forma

adaptativa, sem o conhecimento prévio sobre a superficie de energia, como é necessario
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em outros métodos. Para isso, a forca média <ﬁ5>5 que atua sobre o sistema ao longo
da coordenada de reacao é calculada, fornecendo uma estimativa da derivada da energia
livre (Equagao 3.20). Do ponto de vista pratico, durante a simulagao, a forga instantanea
ﬁg atuando em £ é acumulada para pequenos intervalos (janelas) com largura A¢ (Figura
3.6). Assim, a forga média para uma dada janela k apds n de passos de dindmica molecular

¢ dada por:

<ﬁ§(n, k)>£ - % N R, (3.20)
=1

onde n* é o nimero de passos dentro da janela k.

Para permitir que o sistema percorra todos os pontos da coordenada de reacao, apos
uma estimativa eficiente da forca média atuando sobre o sistema, uma forga externa
(ﬁ upr) com mesmo moédulo, porém com direcdo oposta é adicionada (Equagao 3.21).
Dessa forma, a forca média atuando ao longo da coordenada de reacao passa a ser nula e

o sistema move-se difusivamente.

Fapr = Re(n*, Npuy) (— <F}(n, /<;)>5 vg) (3.21)

A funcio R¢(n*, Nyuy) controla o niimero minimo de passos em que o sistema perma-
nece em cada janela antes da completa aplicacao da for¢a Fagr. Se o nimero de passos de
simulagdo em uma determinada janela (n*) for menor ou igual ao valor Ny, (pardmetro
definido no inicio da simulagao), R¢(n*, Npu) = n*/Npu. Se n* for maior que Ny,
entdao Re(n®, Npu) = 1. Dessa forma, o pardmetro Ny, define a amostragem minima
dentro de cada intervalo. A forma como a forca F 'ABr € adicionada ao sistema permite

que a ¢ seja amostrada por mais tempo em regioes importantes da coordenada de reagao.
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Capitulo 4

Variabilidade conformacional

da H12 do PPAR~

Embora diversos estudos experimentais e tedricos mostrem que o LBD e, particular-
mente a H12 de receptores nucleares sao mais flexiveis na auséncia de ligantes, a extensao
da mobilidade da H12 e a estabilidade relativa entre as conformacoes acessiveis ainda nao
sao bem compreendidas. Neste capitulo serdao descritos em detalhes o equilibrio confor-
macional da H12 na presenca e na auséncia de Rosiglitazona. Com esse objetivo, foram
realizadas simulacdes ABF bidimensionais para a obtencao das superficies de energia li-
vre associadas a variabilidade conformacional da H12. Nossos resultados permitiram a
compreensao dos movimentos envolvidos na ativacao do PPAR~, os quais provavelmente
podem ser aplicados a outros receptores nucleares. Os resultados apresentados neste e no
capitulo seguinte foram publicados no artigo “Conformational Diversity of the Helix 12

of the Ligand Binding Domain of PPAR~ and Functional Implications” [98].

4.1 Conformacao alternativa da H12

Uma das dificuldades fundamentais em simulagées ABF ¢ a defini¢do da coordenada
de reacao. O objetivo principal das simulagoes apresentadas neste capitulo é o estudo da

variabilidade conformacional da H12 do PPAR~. Assim, o RMSD dessa hélice em relacao



4.1. Conformagao alternativa da H12 80

a uma conformagao de referéncia foi escolhido como coordenada reacional, uma vez que
essa medida é capaz de representar os deslocamentos da H12. Entretanto, o RMSD pode
ser uma medida ambigua, ja que diversas conformagoes podem apresentar o mesmo RMSD
em relacao a estrutura de referéncia. Esse problema pode ser amenizado com a utiliza¢ao
de multiplas estruturas de referéncia. Dessa forma, a coordenada de reagao passa a ser

definida como os RMSDs em relagao as multiplas conformagoes (ABF multidimensional).

Os modelos experimentais do LBD do PPARr, tanto na auséncia de ligantes, quanto
na presenca de agonistas totais ou parciais, exibem, em sua maioria, a H12 na conformacao
ativa. Dessa forma, antes simula¢gdes ABF multidimensionais, utilizadas para a construgao
do perfil de energia livre da H12, foram realizadas simulagoes ABF unidimensionais para a
obtenc¢ao de conformacoes alternativas da H12. Essas simulacoes iniciais foram realizadas
somente como uma ferramenta para facilitar a amostragem de distintas conformacoes do

LBD e nao como metodologia para o calculo de energia livre.

4.1.1 Simulacdes de Dinamica Molecular

Para a obtencao de uma estrutura do PPAR~y com uma conformacao alternativa para
a H12 foram realizadas simulagdes de dinamica molecular utilizando a metodologia ABF.
Todas as simulagoes descritas nesta tese foram realizadas com o software NAMD [89]. A
estrutura cristalografica do PPAR~y na presenca de Rosiglitazona e do peptideo coativador
SRC-1 (PDB: 2PRG - resolucao de 2.3 A) [22] foi utilizada como estrutura inicial para as
simulagoes de dinamica molecular que serdao descritas nesta secao. Para a construcao do
modelo utilizado nestas simulagoes, o peptideo coativador foi removido. A estrutura do
PPAR ligado a Rosiglitazona foi solvatada utilizando o software Packmol [99, 100] com
aproximadamente 22.000 moléculas de dgua. fons de sédio e cloro foram adicionados para
neutralizar o sistema. Para a proteina foi utilizado o campo de forca CHARMM?27 [83].

Os parametros descritos por Anders et al. [101] e o modelo TIP3P [102] foram utilizados
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para a Rosiglitazona e para as moléculas de agua, respectivamente.

Todas as simulagoes foram realizadas no ensemble NPT a 298.15 K e 1 atm, com time-
step de 2 fs. O controle de temperatura foi realizado através da dindmica de Langevin,

com coeficiente de friccao de 10 ps™?

. Para o controle de pressao foi utilizado o algoritmo
Nosé-Hoover, com periodo de oscilacao do pistao de 200 fs e taxa de decaimento de 100 fs.
Interagoes eletrostaticas de longo alcance foram calculadas com o método PME. Para as
interacoes de Van der Waals foi utilizado o cutoff de 12 A. O sistema foi equilibrado da

seguinte forma:

1. Minimizagao: 1000 passos de minimizagdo GC (Gradientes Conjugados) mantendo

toda a proteina fixa;

2. Dindmica: 200 ps mantendo toda a proteina fixa;

3. Minimizag¢ao: 500 passos mantendo os carbonos-« fixos;

4. Dindmica: 200 ps mantendo os carbonos-« fixos;

5. Dinamica: 2.0 ns sem restrigoes.

As duas primeiras etapas foram realizadas para permitir a relaxacao do solvente ao
redor da proteina. Ja as etapas 3 e 4 foram realizadas para permitir a relaxacao das cadeias

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

relaxacao de todo o sistema.
Simulacoes ABF
Para as simulagoes ABF iniciais, realizadas para facilitar a amostragem de distintas

conformacoes da H12, foi utilizada como coordenada de reagao, o RMSD em relagao

a conformacao agonista (Estrutura cristalografica PDB: 2PRG). O RMSD que define a
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coordenada de reacao foi calculado somente para os carbonos-a do loop que conecta as
hélices H11 e H12. Essa escolha foi feita uma vez que a forca externa aplicada no sistema
(Forga ABF) atua somente sobre os dtomos que definem a coordenada de reagdo. Ao
aplicar a forga externa sobre atomos da H12 foi observado que esta perde rapidamente
sua estrutura secundaria. A coordenada de reacao foi amostrada dentro do intervalo de 1 a
10 A em intervalos de 0.1 A. Para limitar a amostragem & regido de interesse, potenciais
de fronteira harménicos com constante de forca de 10 kcal mol™! foram aplicados ao

sistema. Foram realizadas 4 simulagoes ABF independentes, de 80 ns cada.

4.1.2 Resultados

As quatro simulacoes ABF realizadas mostraram comportamentos bastante distintos.
Para caracterizar a mobilidade da H12, foram realizados dois célculos do RMSD da hélice
utilizando diferentes alinhamentos estruturais. No primeiro, o alinhamento foi aplicado a
todos os carbonos-a do LBD e no segundo, aos atomos da cadeia principal da H12. No
primeiro caso, os RMSDs fornecem informacoes sobre o movimento da H12 em relagao
ao LBD. Ja no segundo, a andalise diz respeito ao movimento interno da H12, carregando
informagoes sobre sua estrutura secundaria. O RMSD foi calculado utilizando a seguinte

equacao:

N 1/2
RMSD(t) = [% Z ri(t) — ri(O)]Zl (4.1)

onde N é o nimero de &tomos considerados, no caso, os carbonos-a da H12, r;(t) é
a posi¢do do atomo ¢ no instante t e r;(0) a posi¢do inicial do dtomo i. Os RMSDs

calculados para as quatro simulacges estao mostrados na figura 4.1.
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Figura 4.1: (A) RMSD da hélice 12 alinhando todos os carbonos-a do LBD. (B) Mobili-
dade interna da H12.

A figura 4.1A mostra que a mobilidade da H12 em relacao ao LBD é bastante distinta
para as quatro simulagoes. Enquanto nas simulacées 1 e 4 a H12 desloca-se significa-
tivamente da conformacao inicial, para a simulagdo 3 e, em menor proporc¢ao, para a
simulacao 2, sdo observadas apenas pequenas flutuagdes em torno da estrutura inicial.
A baixa mobilidade da H12 nessas simulac¢oes é resultado da escolha da coordenada de
reacao. Para evitar perturbagoes na estrutura secundaria da proteina, a forca ABF foi
aplicada em um conjunto pequeno de atomos. Possivelmente, essa perturbacao externa

nao foi suficiente para permitir que o sistema amostrasse conformagoes de maior energia.

Embora tanto as simulac¢oes 1 e 4 tenham gerado estruturas com a H12 em conforma-
¢oOes alternativas, o grafico da figura 4.1B mostra que a mobilidade interna da H12 para a
simulagao 4 é maior. Isso significa que para essa simula¢ao, ocorrem maiores perturbacoes
na estrutura secundaria da H12 e, em muitos momentos, essa hélice perde completamente
sua estrutura. Dessa forma, da simulagao 1, foi selecionada a estrutura que a apresentou
o maior deslocamento da H12, porém preservando sua estrutura secundaria. Essa estru-

tura, mostrada na figura 4.2, foi utilizada juntamente com a conformagao agonista como
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Figura 4.2: Conformagoes agonista e alternativa utilizadas como estruturas de referéncia
nas simula¢oes ABF multidimensionais.

estrutura de referéncia para as simulagbes ABF bidimensionais.

4.2 Variabilidade conformacional da H12

4.2.1 Simulacoes de dinamica Molecular

As estruturas iniciais utilizadas nas simula¢des ABF bidimensionais foram construidas
a partir do modelo cristalografico 2PRG. Para gerar a estrutura do apo-PPAR~y tanto
a molécula de Rosiglitazona quanto o peptideo coativador foram removidos. J& para o
sistema holo-PPAR~, somente os &tomos do CoA foram retirados. Os dois sistemas foram

solvatados, neutralizados e equilibrados da mesma forma como descrito na secao 4.1.1.

Para as simulagoes ABF, foram utilizadas duas estruturas de referéncia para definir
uma coordenada de reagdo multidimensional baseada no RMSDs da H12 em relagao aos
modelos. Os dois modelos utilizados, mostrados na figura 4.2 serao chamados de “confor-
magao agonista” (ou ativa) e “conformacao alternativa” ao longo desta tese. Os RMSDs

que definem as coordenadas de reacao foram calculados para os carbonos-a dos residuos
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449 a 477, ou seja, os Ca da regiao C-terminal da H11, do loop que conecta as hélices H11
e H12 e da H12. O mesmo intervalo de amostragem, precisao e potenciais de fronteira
descritos na se¢ao anterior foram utilizados aqui. Entretanto, para estas simulagoes, a
amostragem foi muito superior. Para cada sistema, foram realizadas no total 1.2 us de
simulagoes ABF. Essas simulac¢oes foram divididas em 12 simulagoes independentes de
100 ns cada. Para reduzir a influéncia da conformacao inicial na amostragem, as simula-
¢oes foram iniciadas tanto na conformacao agonista quanto na conformagao alternativa.
Para o apo-PPAR~, também foram realizadas simula¢des ABF partindo de uma estrutura
similar & conformagao C2 (figura 4.6B). Para verificar a convergéncia das superficies de

energia livre obtidas, foi definida a fun¢ao de convergéncia mostrada na equacgao 4.2:

Nbins 1/2
[AG(RMSD;, RMSD,) — AF(RMSD;, RMSD,)]? (4.2)

=1

B 1
B Nbins

C

onde AG(RMSD;, RMSDs) é a diferenca de energia livre final, ou seja, considerando
todos os 1.2 us de simulagao ABF. A funcdo AF(RMSD;, RMSD,) também é a diferenga
de energia livre para um certo ponto da coordenada de reacao, entretanto, obtida apos
a remocao de cada conjunto de 100 ns de simulagoes. Ny;,s ¢ 0 nimero de pontos da
superficie de energia considerados. Para o calculo da convergéncia das superficies de
energia livre, foi considerada somente a regido com AG < 4 kcal mol™! em relacdo ao
minimo de energia livre. Essa funcao, nada mais é que uma medida do desvio médio da
energia livre para as regioes de baixa energia. Os perfis de energia livre foram considerados

convergidos quando C' < 0.5 kcal mol ™.
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4.2.2 Conformacoes acessiveis da H12 do apo-PPAR~Yy

A partir das simulagoes ABF para o apo-PPAR~ foi obtida a superficie de energia
livre mostrada na figura 4.3. Essa superficie de energia exibe uma larga regiao de baixa
energia, com pelo menos dois minimos locais discerniveis. A presenca de minimos locais
separados por barreiras de energia de poucas kcal mol™! sugere a existéncia de distintas
conformagoes da H12 acessiveis na temperatura ambiente. Esse resultado, como esperado,

é coerente com a observagao experimental de que a H12, na auséncia de ligantes, é flexivel.

As simulacoes apresentadas aqui permitiram uma descri¢ao detalhada das conforma-
¢oes acessiveis para o PPAR~y na auséncia de ligantes. Para esse sistema, o minimo global
da superficie de energia livre localiza-se aproximadamente nas coordenadas RMSD; = 3 A
e RMSD, = 4 A. As conformacdes em torno dessas coordenadas foram selecionadas
(0.1 A) e a estrutura representativa * foi identificada, utilizando o pacote AmberTools
14 [104]. Esta estrutura estd mostrada na figura 4.4, sobreposta com o modelo cristalogra-
fico do PPAR~ ligado a Rosiglitazona. Na conformagao de menor energia, o apo-PPAR~y
exibe a H12 em uma conformagcao bastante similar a conformacgao agonista, dobrada sobre
a superficie do LBD e perpendicular a H3. Nessa conformagao, a H12 é estabilizada por
ligagoes de hidrogénio independentes do ligante. Essas interagoes envolvem os residuos
Glu324 (loop entre a H4 e a H5), Arg397 (loop entre a H8 e a H9), Argd43 (H11) e Tyrd77
(H12). A atividade basal dos PPARs parece estar relacionada com a estabilizacao da H12
na conformacao ativa promovida por essa rede de ligacoes de hidrogénio, o que permite o
recrutamento de proteinas coativadoras mesmo na auséncia de agonistas. A importancia
dessas interagoes foi demonstrada tanto por estudos experimentais [105, 106] quanto por
dindmica molecular [50] envolvendo mutagoes nesses aminoécidos. Ao substituir indivi-

dualmente cada um desses residuos por alaninas, foi observada uma reducao significa na

LA estrutura representativa é a conformacio mais similar ao centroide de um cluster de conformacdes.
O centroide é definido como a conformagéo hipotética com propriedades médias de todo o cluster [103].
Para a obtencao da conformacéo representativa de menor energia, todas as conformacgoes foram agrupadas
em um unico cluster.
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Figura 4.3: Superficie de energia livre da variabilidade conformacional da H12 do apo-
PPARy.

A atividade dos receptores nucleares depende também da associagdo com proteinas
coativadoras. A superficie de interagao entre o PPAR~y e o CoA é formada pelas hélices
H3, H4 e H12. Entretanto, para a estabilizacdo do complexo PPAR~y+4CoA é essencial a
formagao de ligagoes de hidrogénio entre o coativador e os residuos Lys301 (H3) e Glu471
(H12) do PPAR~ (essas interagoes sdo conhecidas como grampos de carga). Mutagoes
nesses residuos estao associadas com uma reducao de até 30% na atividade basal do
PPAR~. Através da comparacao de diversas estruturas de PPARs ligados a agonistas e
coativadores, Molnar et al. [106] obteve que a distdncia entre os carbonos-a da Lys301 e
Glu471 varia de 18 a 20 A. Por outro lado, na presenca de antagonistas e correpressores,
essa distancia é superior a 26 A, devido & reorientacdo da H12. Na conformacio repre-
sentativa do minimo global para o apo-PPAR~, a posicao dos residuos Lys301 e Glu471
¢ similar a observada na conformacao ativa. A distancia entre os Ca destes residuos para
essa conformacéo é de 19.9 A e, portanto, dentro do intervalo proposto por Molnar et al.
Dessa forma, nossas simulagoes indicam a capacidade do PPAR~y de adotar a conformacao

ativa e recrutar proteinas coativadoras mesmo na auséncia de ligantes, o que justifica a
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Figura 4.4: Comparacao entre a conformacao representativa do minimo global para o
PPAR~ na auséncia de ligante (azul) e a estrutura cristalografica 2PRG (vermelho). Em
destaque estao mostradas as interacoes responsaveis pela estabilizagao da H12 na confor-
macao ativa na auséncia de ligantes.

atividade basal deste receptor.

A 298.15K, um aumento de 1 kcal mol™' na energia livre representa um decrés-
cimo de 80% na probabilidade de observacao de uma estrutura. Portanto, estados com
AG ~ 4 kcal mol~! em relacao ao minimo global possuem 0.1% de probabilidade de serem
observados e, representam um limite superior para a energia dos estados observaveis na
temperatura ambiente. Dessa forma, na superficie de energia livre da figura 4.3 somente

as regioes em roxo, azul e azul claro sao consideradas acessiveis.

Na auséncia do ligante, a conformacao ativa compete com outras conformagoes aces-
siveis na temperatura ambiente. Para estudar a variabilidade conformacional da H12,
conformacoes com AG < 4 kcal mol™! em relagdo ao minimo global foram selecionadas e
estudas com o auxilio de um algoritmo de clusterizacao presente no pacote AmberTools
14. A clusterizagao das conformacoes acessiveis foi realizada utilizando o RMSD de todo

o LBD como medida de similaridade. Os clusteres foram gerados utilizando um algo-
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ritmo hierarquico aglomerativo. Nesse algoritmo, inicialmente cada uma das n estruturas
é considerada como sendo um cluster. A cada passo, através de sucessivos processos de
agrupamento, o nimero de clusteres diminui até que todas as estruturas estejam em um
tnico grupo (ou em um nimero de grupos pré definidos). A medida de distancia entre os
clusteres foi realizada através do método Awverage-linkage, no qual a média da distancia
entre objetos de um cluster e outro é utilizada [107]. As conformagoes foram separadas
em trés clusteres. A figura 4.5 mostra a distribuicdo das conformacoes em cada cluster
na superficie de energia livre. Os RMSDs utilizados para a geragdo dos clusteres sao di-
ferentes dos utilizados como coordenadas de reagao, por isso, na figura 4.5 nao é possivel

observar uma separacao clara entre as estruturas.
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Figura 4.5: Localizacao das conformagoes de cada cluster no mapa de energia livre.

As conformagdes representativas de cada cluster estdo mostradas na figura 4.6, alinha-
das ao modelo cristalografico de holo-PPAR~y. A conformagao representativa do cluster 1
(figura 4.6A) exibe a H12 em uma conformagao similar a observada na estrutura cristalo-
grafica do PPAR~y ligado a Rosiglitazona. Este cluster é caracterizado por flutuagoes em
torno da conformacao agonista da H12 e, além disso, contém a estrutura de minimo global.
Portanto, nossas simula¢des mostram que, na auséncia de ligantes, conformagoes similares

a conformacao ativa, além de serem acessiveis, sdo as mais frequentes e correspondem ao
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minimo global de energia. Estes resultados justificam o fato de que, para o PPAR~y, a
hélice 12 é observada na conformacao ativa na maior parte das estruturas cristalograficas,

seja na auséncia de ligante ou na presenca de diferentes agonistas [22, 58, 66, 69].

Cluster 1 - 48,6% Cluster 2 - 48,4% Cluster 3 - 3,0%

Figura 4.6: Conformagoes representativas da H12 para cada cluster para as simulagoes
ABF do apo-PPAR#y: (A) Conformagio representativa do cluster mais frequente. (B)
Conformagao representativa do segundo cluster mais importante. (C) Conformagcao repre-
sentativa do menor cluster. Em todas as figuras o modelo cristalografico esta representado
em vermelho e as conformagoes obtidas nas simulagoes ABF em azul.

Por outro lado, a conformagao representativa do cluster 2 (Conformagao C2), mos-
trada na figura 4.6B, exibe a hélice 12 deslocada da conformacao agonista, estando quase
paralela a H3. Nesta estrutura, o reposicionamento da hélice 12 impede a interacao com
proteinas coativadoras, uma vez que a ligacao de hidrogénio entre o residuo Glu471 do
receptor e o CoA é perdida. A distancia entre os Ca dos residuos que formam o grampo

de carga é de 24.5 A, superior & observada para o PPAR~ ligado a coativadores.

Ao comparar a acessibilidade da cavidade de ligagdo na conformagdo agonista e na
conformagao C2, sao observadas diferengas significativas. Na conformagdo agonista, a
H12 bloqueia o acesso do ligante ao sitio de ligacao (figura 4.7A). Por outro lado, o rear-
ranjo da H12 na conformacao C2, cria uma abertura entre as hélices 11 e 12, o que pode

permitir o acesso do ligante a cavidade de liga¢ao (figura 4.7B). Portanto, esta conforma-
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¢do pode ser importante no mecanismo de associagao e dissociacao do ligante. Alteragoes
conformacionais da H12 desta natureza foram observadas em estudos computacionais da

dissociacao de ligantes em outros receptores nucleares [42, 43, 45].

Figura 4.7: Cavidade de ligacdo com o ligante para as conformagoes agonista (A) e C2

(B).

A conformagao C2 é bastante similar a estrutura obtida por Nolte et al. [22] para o
PPAR~ na auséncia de ligante, como mostrado na figura 4.8A. Nossos resultados mostram
que esta conformacao, além de bastante frequente, esta separada da estrutura de minimo
global por apenas algumas kcal mol™!. Dessa forma, estes dados sugerem que a estrutura
de Nolte et al. deve corresponder a uma estrutura representativa do PPAR~ em solugao.
Ainda comparando a conformacao C2 com modelos experimentais de PPARs, observa-se
que, nesta conformagdo, a H12 encontra-se em uma posicao intermedidria as observa-
das nas conformacoes agonista e antagonista (figura 4.8B). Este resultado sugere que a
conformagao C2 seja um estado de transicao entre estes dois estados, sendo a transicao

facilitada pela interacao com agonistas, antagonistas ou peptideos correguladores.

Por fim, a conformacao representativa do cluster 3, mostrada na figura 4.6C, exibe a
H12 em uma conformagao bastante distinta da agonista, expondo a cavidade de ligacao
com o ligante. Embora essa conformagdo seja menos frequente que as demais, ainda

representa uma conformacao acessivel que pode ser importante no mecanismo de entrada e
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Figura 4.8: (A) Sobreposigao do modelo cristalografico obtido por Nolte et al. [22] (ver-
melho) e a conformacao representativa do cluster 2 (azul). (B) Comparagao entre as
conformagoes agonista (vermelho), antagonista (laranja) e C2 (azul).

saida de ligantes. Essa conformacao nao é consistente com a associacao de coativadores ou

correpressores e deve ser, portanto, uma conformacao de transicao entre estados funcionais

do PPAR.

4.2.3 Estabilizacao do PPAR~ pela Rosiglitazona

As simulagoes ABF para o PPAR7y na auséncia de ligantes revelaram a existéncia de
um conjunto de conformacgoes da H12 acessiveis na temperatura ambiente. Destas confor-
magoes, estruturas similares a conformacao agonista correspondem a aproximadamente
49% das conformagoes observadas, ja o segundo conjunto de conformagoes mais frequente,
apresenta a H12 deslocada da conformacao agonista e é consistente com estruturas do

apo-PPAR~ observadas experimentalmente.

A presenca de Rosiglitazona altera significativamente a superficie de energia livre. Para
o PPAR~ ligado a Rosiglitazona, a superficie de energia livre conformacional, mostrada na
figura 4.9A apresenta um tinico minimo, sendo que a conformagao do minimo global possui
energia livre muito menor do que qualquer outra conformacao. Assim, pode-se dizer que

o ligante estabiliza a conformacao de menor energia em relacao as demais conformagoes.



4.2. Variabilidade conformacional da H12 93

AG (Kcal/mol)
A PPARy + Rosiglitazone

15,00
13,50
12,00
10,50
9,000
7,500
6,000
4500

. 3,000

1,500
0,000

‘.

\
) ﬁ
fi

Dl
|

|

AG

LoaneEa R
St DN

Figura 4.9: (A) Superficie de energia livre da variabilidade conformacional da H12 do holo-
PPAR7y. (B) Comparagao entre a conformagao representativa do minimo global para o
PPAR~ na presenca de Rosiglitazona e a estrutura cristalografica 2PRG.

Como esperado, a conformagao de menor energia é bastante similar a conformacao
agonista da H12 observada em modelos cristalograficos, e também similar a conformacao
de menor energia obtida nas simulagoes ABF para o apo-PPAR~y (figura 4.9B). Entre-
tanto, para o holo-PPAR~y, somente pequenas perturbacdes em torno da conformacao
de minimo sao permitidas. A regido acessivel na temperatura ambiente, ou seja, com
AG < 4 kcal mol™!, é significativamente reduzida na presenca de Rosiglitazona (Figura
4.10). A clusterizagdo das conformacoes acessiveis nesse sistema resulta em um tnico

cluster dominante compreendendo essencialmente todas as estruturas.

Os perfis de energia livre obtidos nos permitem classificar as altera¢oes conformacionais
induzidas pela interagdo com ligantes de acordo com os modelos descritos no capitulo 1:
modelo do ajuste induzido ou selegdo conformacional (Figura 1.9). Os esquema mostrados
na figura 4.10 ilustram o efeito do ligante no perfil de energia livre da H12. Na auséncia
de ligantes, a H12 é flexivel e multiplas conformacoes sdao acessiveis. Os minimos de
energia observados apresentam pequenas diferengas de energia livre e estdao separados

por barreiras também de baixa energia, o que facilita a transicao entre os estados. A
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interacdo com o ligante nao altera a natureza estrutural da conformacgao mais estével,
entretanto torna essa conformacgao a tnica termodinamicamente acessivel. Dessa forma,

esse mecanismo pode ser classificado como um mecanismo de selecao conformacional.

Esses resultados sao consistentes com estudos experimentais sobre a flexibilidade da
H12 em solugdo. Na auséncia de ligantes, a H12 é flexivel, podendo assumir a conforma-
¢ao ativa, o que justifica a atividade basal do PPAR~. Recentemente, transi¢oes entre
as conformacoes ativa e inativa foram observadas também para o receptor de estrégeno
através de simulagdo de dindmica molecular [108]. Por outro lado, na presenca de ago-
nistas, a flexibilidade da H12 é reduzida de forma significativa, e a conformacao ativa
torna-se a unica conformacao acessivel. Além disso, as simulacoes descritas forneceram

uma dimensao do deslocamento sofrido pela H12 na auséncia de ligantes. Nossos resul-
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tados mostram que este deslocamento é relativamente pequeno, particularmente quando
comparado com o deslocamento observado no modelo cristalografico do apo-RXR [18] e
proposto pelo modelo da ratoeira. Embora a H12 seja flexivel na auséncia de ligantes,
as conformacoes acessiveis apresentam a H12 sempre dobrada sobre a superficie do LBD,
concordando com nossa analise dos resultados de anisotropia de fluorescéncia resolvida

no tempo, obtidos anteriormente [30, 34].

4.3 Discussoes

Neste capitulo, as alteragoes conformacionais da hélice 12 do PPAR~y foram descritas
do ponto de vista das superficies de energia livre. Nossos resultados confirmam a flexibi-
lidade da H12 na auséncia de ligantes. Embora a conformacao ativa da H12 seja a mais
estavel, conferindo a atividade basal observada para o PPAR~, outras conformagoes sao
acessiveis. Entretanto, embora multiplas conformagoes da H12 sejam acessiveis, desloca-
mentos da hélice 12 como descrito no modelo da ratoeira nao sao observados. Estruturas
com a H12 em conformacoes similares a observada para o apo-RXR estao associadas a

altos valores de energia livre e, portanto, ndo sao acessiveis na temperatura ambiente.

Ao contrario do sugerido pela observagao das primeiras estruturas cristalograficas do
LBD de RNs, o ligante nao altera a estrutura do receptor. Nossos resultados mostram
que o ligante age estabilizando a conformacao ativa em relacao as demais. Dessa forma,
a imagem de dois estados discretos para o LBD, ou seja, um estado inativo na auséncia
do ligante e outro ativo na presenca de agonistas, nao se aplica. Baseado em nossas
simulagoes ABF, pode-se dizer que a ativagao do PPAR~ é resultado do deslocamento
do equilibrio conformacional da H12 no sentido da conformacao ativa devido a interagao

com o ligante.
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Capitulo 5

Correguladores e o equilibrio

conformacional da H12

A interacao dos receptores nucleares com ligantes e proteinas coativadoras é descrita
geralmente como eventos sequenciais: a presenca do ligante estabiliza a conformacao
ativa do receptor, o que cria uma superficie hidrofébica de interagao com os coativadores.
Entretanto, trabalhos anteriores demonstraram que ligantes e coativadores possuem um
efeito cooperativo na estabilizagdo da H12 e do LBD como um todo. Gee et al. [109]
mostraram que na presenca de peptideos coativadores, a taxa de dissociagao de ligantes
no ER é reduzida, o que sugere a estabilizacdo da conformacao ativa pelos CoAs. Estrutu-
ras cristalograficas do receptor HNF-4a mostram que, embora a presenca do ligante seja
necessaria, nao é suficiente para estabilizar a conformagao ativa, o que ocorre somente na
presenga do coativador [110]. Proteinas correpressoras também exercem um efeito alos-
térico sobre o LBD. Devido ao seu maior tamanho, o ancoramento dos correpressores na
superficie do LBD exige o reposicionamento da hélice 12, como observado em estruturas
cristalograficas. Além disso, os correpressores, assim como ligantes e coativadores, esta-
bilizam conformagoes especificas do LBD [74, 111]. Esses trabalhos mostram que assim
como os ligantes, proteinas correguladoras também alteram o equilibrio conformacional
da H12 e, consequentemente, sao importantes na regulagao da atividade dos receptores

nucleares.
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No capitulo anterior abordamos o efeito do ligante no equilibrio conformacional da H12.
Para complementar o estudo da variabilidade conformacional da hélice 12, determinamos
também as superficies de energia livre desta hélice para o PPAR~y ligado a peptideos
coativadores e correpressores. Neste capitulo serdo apresentados o resultados para as
simulagoes ABF do PPAR~ na presenga de CoA e CoR e discutidos os papeis destes nas

conformacoes acessiveis do LBD.

5.1 Estabilizacao da hélice 12 pelos coativadores

Para verificar o papel dos coativadores no equilibrio conformacional da H12, foram
realizadas simulagoes ABF para o PPAR~y na presenca do peptideo coativador SRC-1.
A estrutura cristalogréafica do complexo PPAR~y+CoA+Rosiglitazona (PDB 2PRG) foi
novamente utilizada para a construcao da estrutura inicial usada nas simulagoes. Entre-
tanto, para estas simulacoes, a molécula do ligante foi removida, uma vez que gostariamos
de avaliar somente o efeito do coativador na estabilizacao da H12. Os mesmo parametros
descritos no capitulo anterior foram utilizados nas simula¢oes ABF para o PPAR~ ligado
ao CoA SRC-1. Para este sistema, foram realizadas 10 simulag¢oes independentes de 100

ns cada.

O perfil de energia livre obtido a partir das simulacoes ABF para o PPAR~y li-
gado ao CoA estd mostrado na figura 5.1A. Assim como a superficie de energia para o
PPAR~ ligado a Rosiglitazona, observa-se que a regiao acessivel na temperatura ambiente
(AG < 4 kcal mol™!) é bastante restrita. As estruturas acessiveis podem ser agrupadas
em um unico conjunto de conformagoes, uma vez que a clusterizacao destas estruturas
resulta em um cluster dominante contendo mais de 99% das conformacgoes. A conforma-
¢ao representativa desse cluster exibe a H12 na conformagao ativa, como mostrado na
figura 5.1B. A estabilizacao da H12 nessa conformacgao ocorre pelas mesmas interacoes

descritas para o apo-PPAR~y envolvendo a Tyrd77 da H12. Entretanto, ligacoes de hidro-
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génio entre o residuo Glu471 e a cadeia principal do coativador também contribuem para

a estabilizagdo da conformagao ativa da H12 (Figura 5.1B).
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Figura 5.1: (A) Superficie de energia livre do equilibrio conformacional da H12 do PPAR~y
ligado ao peptideo coativador SRC-1. (B) Comparacao entre a conformagao de minimo
de energia obtida nas simulagoes ABF (azul e azul claro) e a estrutura cristalografica
(vermelho e laranja). O CoA estabiliza a H12 na conformagao ativa através de ligagoes
de hidrogénio entre a cadeia lateral do residuo Glu471 da H12 e a cadeia principal do
coativador.

Trés minimos de energia locais diferindo em poucas kcal mol~! sdo observados na
superficie de energia livre para o sistema PPAR~y+CoA. Entretanto, como mostrado na
figura 5.2, as estruturas associadas a esses minimos apresentam a H12 em conformacgoes
similares a conformacao agonista. Somente pequenas perturbacdes no loop que conecta

as hélices H11 e H12 sao observadas.

Estruturas com a H12 deslocada da conformacao ativa e similares a conformacgao an-
tagonista s@o observadas nas simulagoes ABF na presenca do peptideo coativador. En-
tretanto, essas estruturas estao associadas a altos valores de AG. Além disso, o rearranjo
da H12 em direcdo a conformagoes inativas exige o deslocamento do coativador, como
mostrado na figura 5.3 e é, portanto, desfavoravel. Os resultados apresentados aqui mos-
tram a capacidade do coativador de estabilizar a conformagao ativa do PPAR~y mesmo na

auséncia de agonistas. Ligantes e proteinas coativadoras possuem papeis complementares
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Figura 5.2: Conformagdes representativas de cada minimo local para o PPAR~y ligado ao

peptideo coativador SRC-1.
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na estabilizacdo da H12. Em conjunto, as superficies de energia livre obtidas sugerem
que a interagao com ligantes e o recrutamento dos coativadores ocorrem em escalas de
tempo diferentes: a associagao e dissociacao do ligante deve ocorrer no receptor livre do
coativador. A interacao com o ligante desloca o equilibrio conformacional no sentido da
conformagao ativa, favorecendo o recrutamento do CoA. Apés a interagdo com o coativa-
dor, a conformacao agonista torna-se ainda mais estavel. Dessa forma, a dissociacao do
coativador pode ser considerada como o evento limitante para a restauracao do receptor

inativo.

CoA

(Cristalografico) €& ‘ » \ | — CoA
4 J . (Simulagao ABF)

Antagonista
(PDB: 1KKQ)
Agonista
(PDB: 2PRG)

Conformacao de
alta energia

Figura 5.3: Conformagao de alta energia para o PPAR~ ligado ao peptideo coativador.
Estruturas exibindo a H12 em conformacgoes similares a antagonista foram observadas
em todos os sistemas. Entretanto, estao associadoas a altos valores de energia livre.
Para o PPAR~y ligado ao CoA, observa-se ainda que o deslocamento da H12 resulta na
desestabilizacao da interagao entre o coativador e o receptor.
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5.2 Efeito do correpressor no equilibrio conformacional

da H12

Nas simulagoes ABF para o PPAR~y livre de ligante, ligado a Rosiglitazona e ligado
ao peptideo coativador, foram obtidas configuragoes da H12 similares a observada para
o modelo experimental do receptor ligado ao correpressor (conformacao antagonista).
Entretanto, essas conformacoes possuem energia ~30 kcal mol™! acima da conformacao
agonista e sao, portanto, inacessiveis nesses sistemas. Experimentalmente, a interacao
com correpressores estd associada com um deslocamento significativo da H12. Desta
forma, o peptideo correpressor deve alterar a superficie de energia livre, permitindo que

conformacoes antagonistas da H12 sejam amostradas.

Para verificar o efeito da presenga do correpressor no equilibrio conformacional da
H12, foram realizadas simulagoes ABF para o receptor na presenca do peptideo corre-
pressor SMRT. As simulagoes foram realizadas com a isoforma PPARa (PDB 1KKQ),
uma vez que para o PPARy nao existem modelos experimentais na presenca de correpres-
sores. Como mostrado no capitulo 2, os residuos envolvidos na interacao com proteinas
correguladoras sao conservados nas trés isoformas do PPAR (Figura 2.3B). Dessa forma,
acreditamos que a interpretacao para o papel do correpressor no equilibrio conformacional
da H12 mostrado aqui para o PPAR«, possa ser estendido para as demais isoformas. As
simulagoes foram realizadas da mesma forma como descrita para os demais sistemas. A
superficie de energia livre para esse sistema, mostrada na figura 5.4, foi obtida a partir

de 10 simulagoes ABF de 100 ns cada.

Ao comparar a superficie de energia livre calculada para o PPARa+CoR com as
anteriores, observa-se que a posicao do minimo global de energia livre é deslocada. Regioes
de baixa energia para os sistemas anteriores tornam-se proibidas, enquanto regioes de alta

energia para o PPAR livre e ligado a Rosiglitazona sao estabilizadas. Portanto, pode-se
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Figura 5.4: (A) Perfil de energia livre para o PPAR« ligado ao peptideo correpressor
SMRT. (B) Comparagao entre a conformagao de minimo de energia obtida nas simulagoes
ABF (azul e azul claro) e a conformacao antagonista, obtida experimentalmente (vermelho
e laranja).

dizer que o correpressor estabiliza conformagoes da H12 nao acessiveis na sua auséncia
e, por outro lado, promove um aumento significativo na energia livre da conformacao

agonista.

No sistema ligado ao correpressor, a regiao acessivel na temperatura ambiente é bas-
tante larga se comparada aos demais sistemas, e apresenta dois minimos locais (Figuras
5.4A e 5.6). E interessante notar que um dos minimos locais corresponde a conformacoes
da H12 que se aproximam da conformacao agonista. Entretanto, estas conformacoes, de
baixa energia e similares a agonista, estao associadas com o deslocamento do peptideo
correpressor em relagdo a posigao observada no modelo experimental (conformagao B da
figura 5.5A). Na estrutura cristalogréfica, o peptideo SMRT adota uma hélice-a de trés
voltas e liga-se ao PPARa em uma superficie hidrofébica formada pelas hélices H3, H4
e H5. Além das interacoes hidrofébicas, o correpressor forma ligagdes de hidrogénio com
a Lys292 do PPAR«, como mostrado na figura 5.5B. O rearranjo da H12 no sentido de
reestabelecer a conformacao ativa exige o deslocamento do CoR e a ruptura da interacao

entre este e o receptor. Os estdgios iniciais do rearranjo da H12 sdo termodinamicamente
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permitidos. O LBD pode assumir conformagoes similares a agonista, mesmo na presenca
do correpressor, desde que este esteja parcialmente deslocado. A presenca de agonistas,
ao estabilizar a conformacao ativa da hélice 12, deve promover a completa dissociacao do

peptideo correpressor.
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Figura 5.5: (A) Conformagoes da H12 similares a conformagao agonista do PPAR~y sdo
observadas nas simulac¢oes ABF e possuem AG ~ 2 kcal mol™! em relacao a conformacao
de menor energia. Embora acessiveis, essas conformagoes (conformagao B) estao associ-
adas com o deslocamento do peptideo correpressor. (B) Ligagdo de hidrogénio entre o
correpressor SMRT e o PPAR«a. Os residuos que formam esta ligagdo estao mostrados
em verde para o modelo cristalografico e em azul para a estrutura obtida nas simulagoes
ABF.

As superficies de energia livre para o receptor na auséncia de ligante e na presenca do
correpressor apresentam regioes de baixa energia em comum, ou seja, existe uma sobrepo-
sicao dos conjuntos de conformacgoes acessiveis para os dois sistemas. Estruturas similares
a conformagao C2 sdo observadas nas simula¢oes do PPAR« ligado ao CoR (Figura 5.4B).
Esse resultado sugere que a conformacao C2 é capaz de interagir com o peptideo corre-
pressor, o que refor¢ca a imagem dessa conformacao como um estado de transicao entre

as conformacoes ativa e inativa. Entretanto, a conformacao antagonista, observada ex-

perimentalmente somente na presenca do correpressor, deve ainda ser estabilizada pela
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interacao do receptor com antagonistas.
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Figura 5.6: Mecanismo de repressao das proteinas correpressoras: A interacdo com o
correpressor perturba a superficie de energia livre. O correpressor promove uma transicao
conformacional na H12, estabilizando conformagoes anteriormente inacessiveis.

A figura 5.6 ilustra o mecanismo de repressdo das proteinas correpressoras. Para o
PPAR livre, multiplas conformacoes sao acessiveis, com destaque para as conformacoes
ativa e C2. O peptideo correpressor nao é capaz de se ligar ao PPAR na conformagao
agonista, entretanto, o rearranjo da H12 na conformacao C2 cria espaco suficiente para
acomodar a volta adicional da hélice do CoR. A associagdo com o correpressor altera
o perfil da curva de energia livre, favorecendo conformacoes anteriormente inacessiveis.
As estruturas favorecidas na presenca do CoR sao aquelas com grandes deslocamentos da
H12, as quais nao sao observadas nas demais condigoes. Dessa forma, o correpressor induz
uma transicao conformacional na H12 e, o mecanismo de repressao pode ser classificado

como o mecanismo de ajuste induzido.
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5.3 Regulacao da atividade do PPAR pelos corregulado-

res

A andlise das superficie de energia livre do PPAR na presenca de proteinas coativa-
doras e correpressoras permitiu a proposi¢ao de modelos para o modo como as proteinas
correguladoras controlam as transi¢oes entre conformagao ativas e inativas do receptor,
como mostrado no esquema da figura 5.7. Na auséncia de ligantes, a conformagao ativa
encontra-se em equilibrio com outras conformacao, as quais apresentam a hélice 12 do-
brada sobre a superficie do LBD, porém deslocada da conformacao agonista. Proteinas
coativadoras ligam-se ao PPAR~ na conformagao ativa, deslocando o equilibro conforma-
cional no sentido destas conformacoes. Por outro lado, a interagdo com correpressores
nao é permitida para o PPAR~y nessa conformagao. Embora a H12 tenha assumido con-
formagoes similares a agonista e de baixa energia na presenca do CoR, isso s6 foi possivel

com o deslocamento do peptideo correpressor.

O rearranjo da H12 na conformagao C2 nao bloqueia a superficie de interacao com as
proteinas correguladoras e, portanto, tanto coativadores quanto correpressores sao capazes
de se ligar a essa conformacao. Entretanto, como mencionado no Capitulo 2, os modos de
ligacao destas proteinas com o receptor apresentam diferencas importantes. Devido a volta
adicional do correpressor e o menor volume das cadeias laterais presentes no CoR (Figura
2.8), a intera¢do com proteinas correpressoras é favorecida em relagao aos coativadores.
Na presenga do correpressor, estruturas com grandes deslocamentos da H12 passam a ser
observadas. Na conformacao C2, interagoes entre o receptor e proteinas coativadoras sao
possiveis de ocorrer, entretanto, nao sao estaveis, uma vez que a ligacao de hidrogénio

entre o Glud71 (H12) e o CoA nao pode ser formada.
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Figura 5.7: Transi¢oes entre estados ativos e inativos devido a interagdo com proteinas
correguladoras: Na auséncia de ligantes a H12 ¢ flexivel. A interacao com coativadores
desloca o equilibrio conformacional no sentido de conformacoes ativas. Na conformagao
C2, tanto a interacdo com CoAs quanto com CoRs sao possiveis, porém, a interagao
com correpressores é favorecida. Apos a interacado com estas proteinas, conformacoes
antagonistas passam a ser observadas.

5.4 Discussoes

Apresentamos neste capitulo o papel das proteinas correguladoras no controle da di-
versidade conformacional da H12. Nossos resultados mostraram que a interagdo com
coativadores possui um efeito similar ao do ligante na estabilizacao da conformacao ativa.
Nem o ligante nem o peptideo coativador induzem uma mudanga conformacional no LBD,
porém, atuam estabilizando uma conformacao acessivel na sua auséncia. Entretanto, os
mecanismos pelos quais ligante e coativador estabilizam a H12 sao distintos e devem pos-
suir efeito aditivo. As superficies de energia para o PPAR~y na presenca de Rosiglitazona

e do peptideo coativador mostram que a estabilizacao promovida pelo CoA é mais intensa
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que a promovida pelo ligante.

Por outro lado, a associacdo com proteinas correpressoras altera significativamente a
superficie de energia livre. Conformacgoes acessiveis para o apo-PPAR~y e na presenca
de Rosiglitazona ou do coativador tornam-se desfavoraveis. Na presenca do correpressor,
estruturas com grandes deslocamentos da H12 passam a ser acessiveis. Portanto, o cor-
repressor induz uma transicao conformacional no LBD, estabilizando estados inativos do

receptor.
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Capitulo 6

Mecanismos de dissociacao

da Rosiglitazona

Nos capitulos anteriores mostramos o equilibrio conformacional da H12 do PPARy em
diferentes condigoes: na auséncia de ligantes, na presenca de Rosiglitazona e de cofatores.
Na auséncia de ligantes, a H12 é flexivel e amostra distintas conformagoes, de acordo
com resultados experimentais. Estas conformagoes sao consistentes com a imagem de um
LBD compacto, ou seja, deslocamentos da H12 como o observado para o apo-RXRa nao
sao esperados. As conformacgoes acessiveis na temperatura ambiente para o PPARy sem

ligante exibem diferencas no que concerne a acessibilidade a cavidade de ligagao.

A exposicao da cavidade de ligacdo devido a orientacao da H12 na conformacao C2
sugere um possivel mecanismo de entrada e saida de ligantes envolvendo perturbacoes
nesta hélice. Para compreender o papel da conformacao do receptor na formacao do
complexo com o ligante e nos mecanismos de dissocia¢ao, novas simulagoes ABF foram
realizadas. Neste capitulo serd apresentado o estudo da dissociacao da Rosiglitazona
da cavidade de ligagdo do PPAR~y em funcao das conformagodes da H12. O papel do

coativador na estabilizacdo do complexo PPAR~+Rosiglitazona também serd abordado.



6.1. Estudos dos mecanismos de entrada e saida de ligantes para o PPAR~y 109

6.1 Estudos dos mecanismos de entrada e saida de ligan-

tes para o PPARYy

No Capitulo 1, os principais trabalhos relacionados ao estudo dos mecanismo de en-
trada e saida de ligantes para diferentes receptores nucleares foram apresentados [41-
46, 48, 49]. Em geral, estes trabalhos foram realizados utilizando uma tinica conformagao
do LBD: a conformacao agonista. Nas simulagoes que serdao descritas neste capitulo, além
de estudar os mecanismos de saida da Rosiglitazona, buscamos verificar o efeito da con-
formacao inicial da H12 e do peptideo coativador na estabilizagdo do complexo com o
ligante e nos mecanismos de dissociacao, aspectos ainda nao abordados em estudos de

dissociacao.

Para o PPAR, os mecanismos de entrada e saida do agonista parcial GW0072 foram
estudado por Genest et al. através de simulagoes TMD (Targeted molecular dynamics)
[47, 112]. Nesta metodologia, um grupo de atomos ¢é guiado a partir de uma configura-
¢do inicial para uma configuracao final através da diminuicao, a cada passo, do desvio
quadratico médio (RMSD) entre as duas estruturas. Os autores observaram duas rotas
principais de saida do ligante. A primeira, e mais frequente, corresponde a uma abertura
delimitada pelas hélices H1, H2, H2" e H3 e pelo loop entre as hélices H2’ e H3. Este
mecanismo de dissociagao é similar ao caminho IIT (Figura 1.11C) observado para o TR.

Além disso, este caminho foi obtido como tinica via de entrada para o mesmo ligante [112].

A segunda rota de saida observada é delimitada pelas hélices H2’, H3 e H6 e os loops
entre as hélices H2” e H3 e H6 e H7. Para os dois caminhos de saida observados, o ligante
escapa do interior da proteina através de regides intrinsecamente flexiveis, sem perturbar
drasticamente a estrutura do receptor [47]. Outro aspecto interessante apresentado nes-
tes trabalhos foi a observacao da diminui¢do da mobilidade da H12 apds a entrada do

agonista parcial [112]. Embora o agonista GW0072 nao interaja diretamente com a H12,
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a menor flexibilidade desta hélice parece ser necessaria para a estabilizacdo do complexo

Receptor+Ligante.

Embora o trabalho realizado por Genest et al. tenha fornecido informacgoes sobre os
mecanismos de associagao e dissociacao de ligantes em PPARry, este foi realizado para
um agonista parcial. Enquanto agonistas totais induzem a conformagcao ativa do receptor
através da interacao direta com a Tyr473, a interacao com agonistas parciais possivelmente
resulta em um equilibrio entre as conformagoes ativa e inativa (similar ao demonstrado
para o apo-PPARr). Para complementar o estudo da dissociagao de ligantes no PPARy,
estudamos os mecanismos de saida da Rosiglitazona, uma agonista total deste receptor,

através de simulagoes ABF.

6.2 Simulacoes ABF

Para o estudo da dissociacao da Rosiglitazona foram realizados trés conjuntos de
simulagoes ABF. Os mecanismos de saida do ligante foram estudados para o PPAR~y
inicialmente na conformacao agonista e na conformacao C2. Além disso, o efeito de
proteinas coativadoras sobre este mecanismo também foi estudado. O objetivo destas
simulagoes foi, além de conhecer as vias de dissociacao da Rosiglitazona, verificar se
com o rearranjo da H12 na conformagao C2, mecanismos envolvendo a hélice 12 seriam

favorecidos.

A estrutura cristalografica do PPAR~y ligado a Rosiglitazona e ao peptideo coativador
SRC-1 (PDB: 2PRG) foi novamente utilizada como estrutura inicial. Esta estrutura foi
utilizada para as simulagoes na conformagcao agonista e na presenca do CoA. Para as
simulacoes do PPAR~y com a H12 na conformacao C2 foi utiliza a estrutura obtida nas
simulagoes ABF anteriores. Os sistemas foram solvatados e neutralizados de acordo com
o descrito no capitulo 4. As etapas iniciais de minimizacao e equilibracao e os pardmetros

utilizados foram as mesmos descritos para as simulacdes anteriores.
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Uma vez que o objetivo destas simulagoes é o estudo da dissociagdo do ligante, foi
necessaria a escolha de uma coordenada capaz de representar o afastamento do ligante
em relagdo ao sitio de ligagdo. Assim, a distancia entre o centro de massa da Rosiglitazona
e o centro de massa de alguns residuos da cavidade de ligacao (Residuos Phe282, Cys285,
His323, 11e326 e Leu330) foi utilizada como coordenada reacional (Figura 6.1). Essa
distancia foi amostrada dentro do intervalo de 2 a 20 A, em intervalos de 0.1 A. Nestas
simulagoes, a forga ABF foi aplicada somente aos atomos da Rosiglitazona para permitir
a saida do ligante sem perturbar diretamente a estrutura da proteina. Para cada sistema,

foram realizadas 15 simulagoes de 20 ns.
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Figura 6.1: Para o estudo da dissociacdo da Rosiglitazona foram realizadas simulagoes
ABF utilizando como coordenada reacional a distancia entre o centro de massa do ligante
e dos carbonos-a dos residuos Phe282, Cys285, His323, I1e326 e Leu330 localizados na
cavidade de ligacao do PPAR~.

6.3 Resultados

Para investigar os caminhos pelos quais a Rosiglitazona escapa da cavidade de ligagao
do PPARyy, foram realizadas simulacoes ABF para o receptor partindo das conformacgoes

ativa, C2 e na presenca do peptideo coativador. No método ABF, o movimento do sistema
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ao longo da coordenada de reacao é determinado por suas propriedades difusivas. Neste
estudo, como a coordenada de reagao nao é direcional, nenhum caminho de dissociacao

predeterminando ¢ favorecido.
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Figura 6.2: (A) Flutuagoes atomicas dos carbonos-a do LBD do PPAR# obtidas nas
simulagoes ABF. (B) A saida da Rosiglitazona do interior da cavidade de ligacao esta
associada a perturbagoes nas hélices H2, H2” e H3, na fita 5 S1 e no {2-loop.

Para dimensionar a mobilidade interna do PPAR~y durante o processo de saida do li-
gante, a flutuacdo quadratica média (RMSF') dos carbonos-a do LBD foi calculada (Figura
6.2A). As regides com maiores flutuagoes sdo aquelas que sofrem mudangas conformacio-
nais significativas para permitir a saida do ligante. Estas regioes correspondem as hélices
H2, H2’) a regido N-terminal da H3, a fita-8 S1 e ao Q-loop (Figura 6.2B). Os fatores
de temperatura da estrutura cristalografica 2PRG também indicam que estas regioes da
proteina sao flexiveis. Assim, as simulagdes mostram que a saida do ligante ocorre através
de regides da proteina que sdo naturalmente moéveis. Os RMSFs mostrados na figura 6.2
foram calculados para as simulacoes ABF partindo da conformacao agonista. Resultados
similares foram obtidos para as simulacoes iniciadas na conformacao C2. Entretanto,
nestes casos, foi observada uma maior mobilidade da H12, uma vez que as ligacoes de
hidrogénio envolvendo da Tyrd77 da H12 sdo perdidas (a importancia desta ligagdo para

a estabilizacao da H12 foi discutida no capitulo 4). A maior mobilidade da H12 nestas
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simulagoes nao parece afetar as caracteristicas gerais dos mecanismos de dissociagao da

Rosiglitazona.

6.3.1 Caminhos de dissociacao

Nas simulagoes ABF realizadas tanto para o PPAR~ na conformagao ativa quanto na
conformacao C2 foram observadas duas vias de saida da Rosiglitazona, como mostrado
na figura 6.3. Os dois caminhos envolvem rearranjos nas hélices H2, H2’ e H3 e no
Q-loop. Devido a sua flexibilidade, essa regiao dos receptores nucleares ja foi sugerida
como via de entrada de ligantes em diversos trabalhos [22, 62, 113]. Mecanismos de
saida bastante similares a estes foram observados em trabalhos anteriores para diferentes
RNs. Estas rotas de saida foram observadas por Kosztin et al. [43] e Carlsson et al.
[44] para a dissociagao do acido retinoico da cavidade do RAR, por Martinez et al. [45]
para diferentes ligantes do TR e por Genest et al. [47] para a dissociagdo de um agonista,

parcial do PPAR~.

Embora os dois caminhos de dissociacao da Rosiglitazona observados nas simulagoes
ABF ocorram na mesma regiao do PPAR~, existem pequenas diferencas entre estes. No
caminho 1, a saida do ligante se d& através de uma abertura formada pela reorientagao da
Hélice H2’ e do -loop (Figura 6.4). Na estrutura cristalografica, a H2’ e o 2-loop adotam
uma conformagao fechada, dobrados sobre a superficie do LBD, como mostrado na figuras
6.3B e 6.4A . Entretanto, para permitir a saida no ligante, estas regides da proteina se
rearranjam adotando uma conformacao aberta e criando uma cavidade por onde o ligante
escapa. Esta abertura ¢ delimitada por residuos da extremidade N-terminal da H3, pela

H2’ e pelo Q2-loop, como mostrado na figura 6.4B.

Na segunda via de saida, foram observados rearranjos na hélice H2’ e no 2-loop bas-
tante similares aos descritos para o caminho I (Figura 6.3C). Ou seja, estes que inici-

almente encontram-se em uma conformacao fechada, se afastam da superficie do LBD,
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Ligante

Caminho 1 Caminho | Caminho Il

Figura 6.3: (A) Mecanismos de dissociagdo da Rosiglitazona. Nos dois caminhos obtidos
foram observadas perturbacoes nas hélices H2, H2’, H3 e no -loop. Entretanto, no
caminho I (B), a saida do ligante ocorre através de uma abertura delimitada pelas hélices
H2" e H3 e pelo Q-loop. J4 o segundo caminho de dissociagdo (C) é delimitado pelas
hélices H2 e H2' e pela fita 8 S1.
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Figura 6.4: (A) Rearranjo conformacional sofrido pela hélice H2" e pelo Q-loop para
permitir a saida do ligante. Formagcao das cavidades de escape do ligante: (B) Caminho
I e (C) Caminho II.
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adotando uma conformacao aberta para permitir a saida do ligante. Entretanto, neste
mecanismo, a hélice 2’ parece funcionar como uma espécie de portao juntamente com o
loop entre as fitas-8 S2 e S3. Na conformagao fechada, a rota saida do ligante é bloqueada
pela cadeia lateral dos residuos Lys261 e [1e262 da H2. Ja na conformacao aberta, a hélice

H2’ se afasta do loop S2-S3 permitindo que o ligante escape (Figura 6.4C).

Embora o rearranjo da H12 na conformacao C2 crie uma abertura para o sitio de
ligagdo, nao sao observados mecanismos de dissociacao envolvendo perturbacoes nessa
hélice. Mesmo com o rearranjo da hélice 12, os mesmos caminhos de saida da Rosiglita-
zona obtidos para a conformacgao ativa foram observados. Dessa forma, nossos resultados
concordam com resultados anteriores e contribuem com a visao de que a dissociacao de
ligantes em receptores nucleares deve ocorrer em uma regiao oposta a H12. Em apenas
uma simulagao iniciada na conformagao C2 foi obtido um caminho de dissociacao ligeira-
mente diferente dos Caminhos I e II. Neste mecanismo de dissociagao, o ligante segue em
um sentido oposto ao do caminho I e escapa através de uma abertura delimitada pelas
hélices H2’, H3 e H6 e pela fita-5 S2 (Figura 6.5A). Esta abertura é formada a partir do
afastamento das hélices H2’ e H6, como mostrado nas figuras 6.5B e C. Este mecanismo

de dissociagao foi observado também por Genest et al. [47].

6.3.2 Energia de dissociacao da Rosiglitazona

A partir das simula¢oes ABF foram calculados também os perfis de energia livre da
dissociagao da Rosiglitazona, tanto para a conformacao agonista como para a conformacao
C2. As curvas de energia livre foram calculadas em funcao da coordenada de reagao
utilizada nas simulagoes, ou seja, da distancia entre o centro de massa do ligante e dos
residuos Phe282, Cys285, His353, 11e326 e Leud30, localizados na cavidade de ligacao

(Figura 6.1). Os perfis de energia livre obtidos estao mostrados na figura 6.6.

Para os dois sistemas, o minimo global localiza-se em 3.8 A, entretanto, as curvas
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Figura 6.5: Caminho 3: (A) Estrutura do PPAR~y na conformacao C2 com destaque para
as regides que delimitam o caminho 3. (B) Na estrutura inicial, com a Rosiglitazona no
inteiror da cavidade de ligagdo, as hélices H2’ e H6 estao proximas, bloqueando a saida
do ligante. (C) Para permitir que o ligante escape, estas hélices se afastam.
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Figura 6.6: Perfil de energia livre da dissociacao da Rosiglitazona do sitio de ligagao do
PPARy para as conformagoes agonista (vermelho) e C2 (azul).
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diferem em relagao a profundidade dos pogos de energia. Para compreender as diferencas
entre as duas curvas, as conformagdes associadas ao primeiro minimo foram selecionadas.
Estruturas com coordenadas de reaco entre 3.3 e 4.3 A foram consideradas pertencentes
a esta regido. A figura 6.7 mostra as conformagoes adotadas pela Rosiglitazona em torno
do minimo global para as conformacgoes agonista e C2. Para os dois sistemas, o ligante
localiza-se na mesma regiao da cavidade de ligagdo observada no modelo experimental.
Entretanto, ao sobrepor as conformacoes obtidas para cada sistema, nota-se que a mobi-
lidade da Rosiglitazona em relagao ao LBD é maior para a conformacao C2. Esta maior
mobilidade, em especial para a cabega polar da Rosiglitazona, pode ser explicada pela
perda do contato com a Tyrd73 da H12. Porém, como sera mostrado a seguir, outros

contatos importantes, responsaveis pela estabilizacao do ligante também sao perdidos.

Figura 6.7: Sobreposicao das conformacoes adotadas pela Rosiglitazona em torno do
minimo global para as simulagoes realizadas com a conformagao ativa (A) e C2 (B).
Ambos os sistemas estdo sobrepostos com a estrutura cristalografica do PPAR~.

Além da maior mobilidade da Rosiglitazona para a conformacao C2, os residuo da
cavidade de ligagdo adotam diferentes conformacoes em cada sistema, o que interfere na
estabilizacdo do ligante. No modelo cristalografico do holo-PPAR~, a Rosiglitazona adota
uma conformacao em forma de “U”; dobrando-se em torno da H3, e interage tanto com
a regiao hidrofébica, quanto com a regiao hidrofilica da cavidade de ligacdo do PPAR~.
A estabilizacdo do ligante no interior do sitio de ligacao ocorre através de ligacoes de

hidrogénio envolvendo os residuos Ser289 (H3), His323 (H5), His449 (H11) e Try473 (H12)
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e o grupo TZD da Rosiglitazona (cabega polar) [22], mostradas na figura 6.8A . Além disso,
outros aminoacidos carregados localizam-se proximos a cabeca polar da Rosiglitazona e

participam indiretamente da estabilizagao do ligante (Figura 6.8B)

A

Figura 6.8: (A) Na estrutura cristalografica PDB: 2PRG, a Rosiglitazona dobra-se em
torno da H3 em forma de “U” e realiza ligagdes de hidrogénio com os residuos polares
Ser289, His323, His449 e Tyrd73. (B) Residuos polares localizados em torno do grupo
TZD da Rosiglitazona.

Com o objetivo de analisar a dindmica das ligacoes entre a cabeca polar da Rosigli-
tazona e a regiao hidrofilica da cavidade de ligacio do PPAR~y (brago I), as distancias
minimas entre o ligante e os residuos polares GIn286, Ser289, His323, Tyr327, His449 e
Tyr473 foram calculadas e estao apresentadas na forma de densidade de probabilidade na
figura 6.9. Considerando que a distancia tipica de uma ligacao de hidrogénio é de 2 a 3
A, fica claro que para a conformacio ativa, os residuos analisados encontram-se a distan-
cias adequadas para a formacao de liga¢oes de hidrogénio com o ligante. Entretanto, por
serem direcionais, as ligagoes de hidrogénio dependem também da orientacao relativa do
ligante e do residuo de aminoéacido. O calculo do niimero de ligagoes de hidrogénio entre
o receptor e o ligante mostrou que somente os residuos Ser289, His449 e Tyr4d73 formam,
de fato, ligagoes de hidrogénio com a Rosiglitazona. Além disso, a energia eletrostatica
média entre a Rosiglitazona e cada aminoécido da cavidade de ligagdo do PPAR~y (Figura
6.10) mostra que a interagdo com estes residuos é importante para a estabilizagdo da

cabeca polar do ligante, especialmente para o PPAR~y na conformacao agonista.
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Figura 6.9: (A) Distribuicao das distancias entre a Rosiglitazona e os residuos GIn286,
Ser289, His323, Tyr327, His449 e Tyrd73, para a conformagao ativa (vermelho) e C2

(azul).
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Figura 6.10: Energia média de interacao entre a Rosiglitazona e cada residuo da cavidade
de ligacdo do PPAR~: (A) Eletrostatica. (B) Van der Waals. (C) Total.
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Por outro lado, na figura 6.9 é observado que, para a conformacao C2, os residuos
polares se afastam da Rosiglitazona. Esse afastamento resulta na reducao da interacao
eletrostatica entre a proteina e o ligante, em especial para os residuos Ser289, Tyr327,
His449 e Tyrd73 (Figura 6.10A). A perda do contato entre o residuo Tyrd73 e o ligante,
como esperado, ocorre devido ao reposicionamento da H12 na conformagao C2. Entretanto
os resultados apresentados nas figuras 6.9 e 6.10 mostram que o rearranjo da H12 afeta
também outras regioes da proteina, o que resulta na menor estabilizacao do ligante no

interior da cavidade de ligacao.

Embora a Tyr473 da H12 nao forme ligacoes diretas com os residuos Ser289, Tyr327 e
His449, estes interagem indiretamente através da Rosiglitazona ou de moléculas de agua.
Por exemplo, as figuras 6.9 e 6.10 mostram que na conformagao C2, a Tyr327 se afasta do
ligante, o que reduz a energia de interacao eletrostatica média entre estes. A figura 6.11A
mostra as posigoes adotadas pela Tyr327 nas simulagoes partindo da conformagao ativa
(verde) e C2 (azul). Na conformagao ativa, a posi¢ao da Tyr327, préxima ao ligante, é
estabilizada indiretamente pela Tyr473 através de uma ligacao de hidrogénio intermediada

por uma molécula de dgua, como mostrado na figura 6.11B.

De forma indireta, a Tyrd73 da H12 também exerce influéncia sobre as ligagoes de
hidrogénio formadas entre o ligante e os residuos Ser289 e His449. Na conformacao ativa,
quando a Tyr473 forma ligacoes de hidrogénio com a Rosiglitazona atuando como o do-
ador, o grupo TZD do ligante aproxima-se da His449 (Figura 6.11C). Por outro lado,
quando a Tyr473 age como aceptor, para que ocorra a formacao da ligacao de hidrogénio
é necessario que a cabeca polar da Rosiglitazona se reoriente, aproximando-se da Ser289
(Figura 6.11D). Embora na conformagao C2 a Ser289 e a His449 nao se afastem significa-
tivamente da Rosiglitazona, observa-se uma reducao importante na energia de interagao
entre estes residuos e o ligante. Como mostrado na figura 6.7, a Rosiglitazona é mais fle-
xivel e, embora sejam formadas, as ligacoes de hidrogénio sao menos frequentes e menos

estaveis. Dessa forma, a Tyrd73 parece ser importante para a orientacao e estabilizagao
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do ligante no interior do sitio de ligagdo do PPAR~.
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Figura 6.11: (A) Posicao do residuo Tyr327 nas simulagdes com a conformagio ativa
(verde) e C2 (azul). (B) Na conformagéo ativa, os residuos Tyr327 e Tyr473 formam uma
ligacdo de hidrogénio secundéria através de uma molécula de dgua. Rede de ligagoes de
hidrogénio envolvendo Tyr473, a Rosiglitazona e os residuos His449 (C) e Ser289 (D).

Uma comparacao quantitativa direta entre os valores de energia livre de ligagdo mos-
trados na figura 6.6 e valores experimentais nao é trivial. A predi¢ao acurada de energias
livres de ligacdo ainda é um grande desafio. A grande dificuldade neste cédlculo esta
relacionada com mudancas consideraveis nas entropias conformacional, translacional e
rotacional, especialmente do ligante, as quais ndo sado capturadas facilmente através de
simulagoes atomisticas. Por outro lado, o calculo de energias livres relativas é relativa-

mente simples de ser realizado e concordam com resultados experimentais. Entretanto,
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para os nossos resultados, mesmo a comparacao de quantidades relativas nao é trivial,
uma vez que experimentalmente nao existem resultados para a energia de ligacdo para
a conformagao C2. Porém, comparagoes qualitativas sao possiveis. Experimentalmente,
foi demonstrado que a mutagdo Y473A reduz significativamente a afinidade do PPAR~y
pela Rosiglitazona [114]. Através de ensaios de ligagdo competitiva, Einstein et al. de-
monstraram que, para o mutante PPAR~Y-Y473A, a constante de inibicao, k;, é cerca de
10 vezes maior do que para o receptor nativo. Essa situacdo pode ser comparada com o
reposicionamento da H12 na conformagao C2, onde o contato entre o ligante e a Tyrd73 é
perdido. Dessa forma, nossos resultados estao de acordo com observagoes experimentais
no que diz respeito a importancia da Tyr473 para a estabilizacao do ligante na cavidade

de ligacao.

6.3.3 Estabilizacao do complexo PPAR~+Rosiglitazona pelo coati-

vador

No capitulo 4 descrevemos o equilibrio conformacional da H12 na presenca do peptideo
coativador SRC-1. As superficies de energia livre obtidas sugeriram que associagdo do
PPAR~ com ligantes e proteinas coativadoras ocorrem em escalas de tempo distintas.
Apos a ligacao do ligante, conformacoes agonistas da H12 sao selecionadas, favorecendo o
recrutamento do coativador. Na presenca do coativador, o LBD ¢é ainda mais estabilizado.
Dessa forma, para que o ligante se desligue do receptor, é necessario primeiramente, que
a associagdo entre o PPAR~y e o coativador seja desfeita. Para verificar essa hipdtese e o
efeito da presenca de coativadores no mecanismo de dissociagdo da Rosiglitazona, foram

realizadas simulagdes ABF para o complexo PPAR~y+CoA-+Rosiglitazona.

A curva de energia livre obtida para a dissociacao da Rosiglitazona na presenca do
CoA esta mostrada na figura 6.12. Estas simulagdes mostraram mecanismos de dissocia-

¢ao idénticos aos descritos para os outros sistemas. Entretanto, observa-se uma reducao
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significativa da energia da energia livre das conformacgoes de menor energia. Essa reducao
na energia livre mostra que a presenca do peptideo coativador dificulta a saida do ligante,
devido a sua capacidade de estabilizar a conformacao agonista da H12. Dessa forma,
estes resultados concordam com o sugerido pelas superficies de energia livre e indicam
que, de fato, a dissociacao de ligantes no PPAR~y deve ocorrer para o receptor livre de

coativadores.

Para os trés sistemas estudados neste capitulo nao foram observados mecanismos de
saida envolvendo a regiao da H12. Entretanto, as curvas de energia livre da dissociacao
da Rosiglitazona indicam que a estabilizagao da hélice 12 na conformagcao ativa dificulta a
saida do ligante. O reposicionamento desta hélice parece ser importante para permitir que
o ligante escape da cavidade de ligagao. Assim, nossos resultados indicam a sequéncia de
eventos necessarios para a transi¢ao do estado ativo (PPAR~y+CoA+Rosiglitazona) para
o estado inativo (PPAR~y+CoR) do receptor: 1) a dissocia¢ao do coativador desestabiliza
parcialmente a conformagao ativa da H12; 2) pertubagoes locais nesta hélice e enfraque-
cimento da interacao entre o Tyrd73 e a Rosiglitazona facilitam a saida do ligante; 3)
a completa dissociacao do ligante torna a H12 flexivel, o que permite a interacado com

proteinas correpressoras.

6.4 Discussoes

Neste capitulo foram mostrados os resultados de simula¢bes ABF para o estudo dis-
sociagao da Rosiglitazona do interior da cavidade do PPAR#y. Foram apresentados os
resultados para dois sistemas: o PPAR~y na conformacao ativa e na conformacao C2. O
objetivo de utilizar estas duas conformacoes foi verificar qual o efeito da posicao da H12
na estabilizacao do ligante, e se o rearranjo desta hélice favoreceria algum mecanismo
de dissociacao dependente da H12. Nossas simulacoes mostraram trés mecanismos de

dissociacao da Rosiglitazona independentes da H12, sendo que um destes foi observado
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Figura 6.12: Perfil de energia livre da dissociacao da Rosiglitazona para as conformacoes
agonista (vermelho) e C2 (azul) e na presenga do peptideo coativador (preto).

somente para a conformacao C2. As trés rotas de saida ocorrem em uma regiao oposta
a H12 e delimitada pelas hélices H2, H2’, H3 e H6 (para o caminho III) e pelo Q-loop.
Tanto para o caminho I quanto II, foi observado que a movimentagao da hélice H2’ é
fundamental para permitir a saida do ligante. Para estes dois mecanismos, a hélice H2’
e o -loop se afastam da superficie do LBD, adotando uma conformagao aberta, sendo
a diferenca fundamental entre os caminhos I e II posicao do ligante em relagdo a H2’
Em apenas uma simulacao foi observada a saida do ligante através do caminho III. Na
verdade, pode-se dizer que este mecanismo é uma variagdo do mecanismo I. Em ambos,
a Rosiglitazona escapa pela regiao inferior do receptor, entretanto, para o caminho III
sao observados o afastamento da hélice H6 e menores perturbacoes na hélice H2". Estes
resultados estao de acordo com trabalhos anteriores realizados para diferentes receptores
nucleares e reforcam a ideia de que o ligante utiliza regioes intrinsecamente flexiveis do

receptor para escapar da cavidade de ligagao.

Neste capitulo, foi mostrado também o efeito da conformacao da hélice 12 na es-
tabilizacao do complexo Receptor-Ligante. Nossos resultados mostram que, embora o

reposicionamento da H12 nao afete os aspectos gerais dos mecanismos de dissociacao da
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Rosiglitazona, a conformagao ativa da H12 parece ser fundamental para a estabilizagao
do ligante na cavidade de ligagdo. As diferencas nas curvas de energia livre para os dois
sistemas resultam da perda de interagoes importantes entre residuos polares do PPAR~y e
o grupo TZD da Rosiglitazona. A reorientacao da H12 tem como consequéncia perturba-
¢Oes em outras regides da proteina. Nossas simulagbes mostraram que, na conformagao
ativa, a Tyrd73 (H12) interage indiretamente com outros residuos polares da cavidade de
ligacao, através de moléculas de dgua ou do proprio ligante. A importancia da ligacao de
hidrogénio entre a Tyrd73 e o ligante para a atividade transcricional do PPAR~y é bem
conhecida. Esta interagdo promove a estabilizacao da conformacao ativa e, consequente-
mente, o recrutamento de proteinas coativadoras. Entretanto, nossos resultados sugerem
que, além da estabilizacao da H12, esta interacado estd relacionada também com a afini-
dade de ligagao para agonistas totais (que interagem com a H12). Dessa forma, a redugao
da atividade transcricional observada para PPARs com mutagdes na Tyrd73 é resultado
nao s6 da diminui¢ao da capacidade do ligantes de estabilizar a conformacao ativa apés

a ligacdo no LBD, como também da menor afinidade de ligacao com o ligante.

A entrada e saida de ligantes em receptores nucleares nao ocorrem necessariamente
pelos mesmos mecanismos. Nossos estudos nao abordam esta questao, entretanto, po-
deriam os caminhos de dissociagao descritos aqui funcionar em sentido inverso, ou seja,
como caminhos de associacdo? Ao observar as curvas de energia livre da figura 6.6 no
sentido inverso (de altos valores da coordenada de reacao para baixos valores) nota-se que
para a conformacao C2, a curva ¢ monotonamente decrescente, nao apresentando barrei-
ras energéticas. Para a conformacao ativa, somente uma pequena barreira é observada em
aproximadamente 7 A. Supondo que o ligante acessa a cavidade de ligacdo do receptor
pelos mecanismos descritos aqui, o inicio deste processo seria guiado predominantemente
por interagoes hidrofébicas e ocorreria de forma similar para os dois sistemas. Entretanto,
a abertura da hélice 12 na conformagao C2 parece facilitar o acesso do ligante a regiao po-

lar da cavidade de ligacao. As interacoes polares observadas na conformacao ativa seriam
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responsaveis pela estabilizagdo do complexo Receptor+Ligante. A associacao do receptor

com proteinas coativadoras completariam a estabilizacao do complexo PPAR~y+Ligante.
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Capitulo 7

Conclusoes

Receptores nucleares constituem uma superfamilia de proteinas que tem como func¢ao
regular a transcri¢do de genes. Sao proteinas formadas por trés dominios distintos. O
LBD é o maior e mais complexo dominio dos receptores nucleares e tem como principal
funcao a associacao seletiva com moléculas hidrofébicas, as quais regulam a atividade
do receptor. Devido a sua grande diversidade e ao seu relevante papel biolégico, RNs

tornam-se alvos interessantes para o desenvolvimento de farmacos.

As primeiras estruturas cristalograficas de LBDs foram obtidas na década de 90. A
partir da determinacao destas estruturas, o efeito dos ligantes na estrutura do receptor,
e em especial na hélice C-terminal do LBD (H12), passou a ser amplamente estudado.
Entretanto, estudos experimentais sao insuficientes para a completa elucidacao das rela-
¢Oes entre a estrutura e a atividade dos receptores nucleares. O entendimento da fungao

destas proteinas em solugao requer uma visao dinamica de suas estruturas.

Embora diversos estudos experimentais e tedricos mostrem a estabilizacao da con-
formacao ativa da H12 na presenca de agonistas, pouco se sabe sobre as conformacgoes
desta hélice na auséncia de ligantes. Nossa tentativa de descrever o equilibrio confor-
macional da H12 do PPAR~y teve inicio com o trabalho “Dynamics of nuclear receptor
helix-12 switch of transcription activation by modeling time-resolved fluorescence aniso-
tropy decays”. Neste trabalho demonstramos que, na auséncia de ligantes, estruturas com

a H12 em conformagoes estendidas (similares a estrutura cristalografica do apo-RXR)
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nao sao consistentes com a anisotropia de fluorescéncia resolvida na tempo observada
experimentalmente. Dessa forma, limitamos o espago conformacional da H12 do PPAR~y
para estruturas exibindo esta hélice dobrada sobre a superficie do LBD. Entretanto, uma

descricao mais detalhada para a dinamica da H12 ainda era necessaria.

Com o objetivo de descrever o equilibrio conformacional da H12, realizamos simulagoes
ABF para o LBD do PPAR~ na presenca e na auséncia de Rosiglitazona, coativadores e
correpressores. Através das superficies de energia livre pudemos descrever as conformagoes
acessiveis em cada condicao e entender a influéncia de ligantes e correguladores no espago
conformacional da H12. Nossos resultados mostraram que para o receptor livre de ligantes,
a H12 é flexivel e multiplas conformacoes sao acessiveis. Além disso, demonstramos
que conformagoes similares a conformacao agonista correspondem a estrutura de menor
energia para esse sistema, o que justifica a atividade basal do PPAR~. Por outro lado,
na presenca de Rosiglitazona, somente estruturas exibindo a H12 na conformacao ativa
sao acessiveis. Pequenas perturbacoes da posicao da H12 levam a um grande aumento
na diferenca de energia livre em relagao ao minimo global. Portanto, o ligante estabiliza

fortemente a conformagcao ativa em relagao as demais conformagoes acessiveis para o apo-

PPARy.

Um efeito similar sobre a superficie de energia livre foi observado para o PPARy na
presenca do peptideo coativador. Assim como na presenca de Rosiglitazona, na presenca
do CoA somente conformagoes similares a observada no modelo cristalografico sdo aces-
siveis a temperatura ambiente. A estabilizacdo da conformacao ativa pelo ligante expoe
a superficie de ligacao com o coativador. A interacao com o CoA estabiliza a mesma con-
formacao, entretanto, por mecanismos distintos. Assim, agonistas e coativadores possuem
papel aditivo na estabilizacdo da conformacao ativa. A comparacao entre as superficies
de energia livre na presenca de Rosiglitazona e do peptideo coativador sugerem que a
associacado entre estes e o receptor ocorrem em escalas de tempo distintas. A curva de

energia livre de dissociagdo da Rosiglitazona na presenga do CoA reforga esse resultado.
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Embora a dissociagao ocorra por regioes da proteina que nao envolvem a H12, a presenca

do coativador parece dificultar a saida do ligante.

Nossos resultados mostraram que a associacdo com o correpressor altera significativa-
mente a superficie de energia livre. Conformacoes acessiveis na auséncia de ligantes, na
presenca de Rosiglitazona ou na presenca do peptideo coativador tornam-se desfavoraveis.
Por outro lado, na presenca do correpressor, estruturas com um grande deslocamento da
H12 tornam-se acessiveis. Portanto, o correpressor induz uma transi¢do conformacional
no LBD. Nossos resultados também mostraram a preferencia do receptor pelo correpressor

em relacao ao coativador, quando a H12 encontra-se deslocada da conformacao ativa.

Para o PPAR~y livre de ligantes e proteinas correguladoras foi observado um con-
junto de conformagoes com a H12 parcialmente deslocada da conformacao ativa. Estas
conformacoes, bastante frequentes e separadas do minimo global por poucas kcal mol™*
chamaram a atencao especialmente por apresentar uma maior acessibilidade a cavidade
de ligagdo, devido ao reposicionamento da H12. As simulagdes ABF para o estudo da
dissociagao da Rosiglitazona do interior do LBD do PPAR~y mostraram a existéncia de
dois caminhos de saida, ambos envolvendo a movimentacao das hélices H2, H2’ e H3. Os
caminhos obtidos foram independentes da conformagao inicial da H12 (agonista ou C2).
Entretanto, as diferencgas nas curvas de energia livre para as duas conformagoes mostra-
ram que embora o reposicionamento da H12 nao altere os aspectos gerais do mecanismo

de dissociagao, ainda assim pode ser uma etapa no processo de saida do ligante.

Em conjunto com resultados experimentais e de simulagoes, este trabalho contribui
para a construcao de um modelo para o equilibrio conformacional da H12 de receptores
nucleares. Os resultados obtidos nesta tese permitem a formulacdo de novas questoes.
Sabe-se que agonistas parciais estabilizam o LBD do PPAR~y de maneiras distintas. A
metodologia apresentada nesse trabalho pode ser utilizada para o estudo da variabilidade
conformacional deste receptor na presenca de diferentes ligantes. Outro topico interes-

sante de estudo é o efeito de ligantes antagonistas sobre o equilibrio conformacional da
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H12. Em geral, antagonistas inibem a atividade do receptor impedindo que a H12 adote a
conformacao ativa e estabilizando conformacoes que suportam a interacao com proteinas
correpressoras. Assim como agonistas e coativadores possuem papel aditivo na estabili-
zacao da conformacao ativa, antagonistas e correpressores também devem possuir papeis

complementares, porém na estabilizagao de estruturas com a H12 deslocada.
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Apéndice A

Demonstracao da equacao 3.18

Este apéndice ¢ baseado no capitulo 4 do livro “Free Energy Calculations: Theory and
Applicantions in Chemistry and Bioloy” [95] e no artigo “Adaptive biasing force method

for scalar and vector free energy calculations” [96].

Dada uma coordenada de reacdo &, a energia livre é definida como:

G(¢) = —kgTIn / e PHEP) 5 (¢ — ¢(x))dxdp (A.1)

onde x e p representam, respectivamente, as coordenadas cartesianas e o momento de
todas as particulas, H a hamiltoniana do sistema, kg a constante de Boltzmann e T" a
temperatura. A funcao Delta de Dirac §(§ —£(x)) significa que a integral é realizada sobre
todas as coordenadas x tais que {(x) = £. A integracao sobre p pode ser removida, uma

vez que sO desloca G' por uma constante:

G(¢) = —kBTln/e_BU(x)5(§ — £(x))dx + const. (A.2)

Entretanto, a funcao delta ndo é conveniente para se tratar matematicamente. A
equacao A.2 pode ser simplificada através da defini¢do de coordenadas generalizadas com
a forma (£, q1, - ,qv-1). Exemplos classicos sao coordenadas esféricas (r,0, ), cilin-

dricas (1,0, z), etc. Para sistemas proteicos, coordenadas sao normalmente definidas em
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termos de func¢oes que envolvem um conjunto de atomos. Introduzindo as coordenadas

generalizadas na equacao A.2 é obtido:

G(&) = —kpTIn / e VO J|dgy - - - dgn 1 (A.3)

O termo |J| é o determinante da matriz Jacobiana da mudanga de coordenadas carte-
sianas para coordenadas generalizadas (£, q1,...,qnv—1). Esse termo mede a mudanga no
elemento de volume entre dx e dédq, - --dqy_1. Por exemplo, para coordenadas polares,

|J| = r e, portanto, dxdy = rdrdf.

Derivando a equagao A.3 em relagao a &:

dG(¢) J & (=ksTe PVOL])) dgy - - dgy

= A-4
dé [e=PU@| T]dg, - gy (A4)
S (17] ~ kT 0Oy - g N
o fe—ﬂU(é)|J|dq1...qu_1 (A-5)
Retornando para a coordenada cartesiana:
g\ -
i) ) (% — kT %) eV (¢ — (x))dx A6)
€ [ PU5(E — Ex))dx '
(% - R e (s — 6))dx ar
N JePUs(¢ - £(x))dx |
ou Oln|J|
< T >g (A.8)

A derivada da energia livre é composta por dois termos: o primeiro, (QU/JE), é a
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forga mecénica atuando ao longo de £. Ja o termo —kpT'01n |J|/O representa mudanga

no elemento de volume e fornece uma contribuicao entropica.
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