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Costumávamos pensar que nosso futuro estava nas estrelas.

Agora sabemos que ele está em nossos genes.

(James Watson)
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• Agradeço ao IQ e à Unicamp pela bolsa de doutorado e pela oportunidade

de aprender a dar aulas.

• Agradeço a um monte de gente que desenvolve programas e os distribui de

graça. Tudo na tese foi feito com eles em Linux, desde as simulações (Tinker

e NAMD), a edição do texto (Vim e Latex), até as figuras (InkScape, Gimp,
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Orientador: Prof. Dr. Munir S. Skaf (IQ-UNICAMP)

Co-orientador: Prof. Dr. Igor Polikarpov (IFSC - USP)
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Dispońıvel em:

http://www.ime.unicamp.br/∼martinez/lovoalign



xvi Curriculum Vitae

• Disciplinas de graduação ministradas - docência plena
Disciplinas ministradas por ter sido bolsista de doutorado do programa piloto

de bolsas para instrutores graduados da UNICAMP.
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Resumo

Receptores nucleares (NRs) formam uma superfamı́lia de fatores de transcrição.

Os receptores de hormônios mais conhecidos são os receptores do ácido retinóico, do

estrógeno, da progesterona, os dos glucocorticóides e os receptores do hormônio ti-

reoidiano (TRs). Os NRs são formados por três domı́nios: um domı́nio N-terminal

que contém um fator de transcrição, um domı́nio de ligação com o DNA e um

domı́nio ao qual os hormônios se ligam (LBD). O domı́nio de ligação com os

hormônios é o maior dos três, sendo formado por cerca de 260 reśıduos, 12 α-

hélices e poucas e pequenas folhas-β. Aqui apresentamos estudos da dinâmica dos

LBDs dos TRs. Os TRs são responsáveis pelo controle do metabolismo basal, pelo

consumo de gorduras e ácidos graxos, e pelo controle da atividade card́ıaca. Há fun-

damentalmente duas isoformas de TRs: TRα e TRβ. Ligantes seletivos para uma

das isoformas têm um grande valor farmacológico. As estruturas cristalográficas

dos LBDs, no entanto, têm permitido apenas uma apreciação parcial das relações

entre a estrutura e a função dos TRs. Aspectos dinâmicos dos LBDs parecem

ter uma importância fundamental em vários mecanismos fisiológicos. Neste tra-

balho, apresentamos estudos de vários aspectos da dinâmica molecular dos LBDs

dos receptores do hormônio tireoidiano. Técnicas não-convencionais de simulações

de dinâmica molecular são usadas, e novas metodologias e técnicas de análise de

dados são propostas. Os estudos se iniciam pela definição dos mecanismos prefe-

renciais de dissociação dos ligantes. O caminho preferencial de dissociação e seu

fundamento estrutural são determinados. Em seguida, são feitos estudos das razões

estruturais e dinâmicas da seletividade dos ligantes Triac e GC-1. No caso do Triac,

as estruturas cristalográficas são aparentemente contraditórias com a seletividade

observada. As simulações resolvem essa aparente contradição, e sugerem que são

fatores entrópicos que fazem do Triac um ligante β-seletivo. No caso do GC-1,
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as simulações e as estruturas cristalográficas mostraram que são interações entre

reśıduos do LBD que conferem a β-seletividade. Estudos da desnaturação dos TRs

por temperatura também são apresentados. As simulações mostram que a desna-

turação dos LBDs ocorre primeiro pelo desenovelamento das hélices. A expansão

da estrutura com a exposição do seu núcleo hidrofóbico ocorre apenas em uma

segunda etapa. O resultado é coerente com estudos de dicróısmo circular nos quais

uma grande estabilização do LBD pela associação do Triac é observada. Por fim,

estudos dos mecanismos de difusão térmica (redistribuição de energia vibracional)

dos LBDs são apresentados. Estes estudos mostram que existem três mecanismos

básicos de transferência de energia cinética em protéınas. Diferentes reśıduos têm

diferentes contribuições para a transferência de energia. No caso dos LBDs dos

receptores do hormônio tireoidiano, as Argininas possuem um papel particular-

mente importante. Os reśıduos que se destacam para a difusão térmica possuem

relevância funcional, mostrando que os mecanismos observados podem ser impor-

tantes para a estabilidade dos LBDs pela dissipação de perturbações cinéticas.



Abstract

Nuclear receptors (NRs) comprise a superfamily of transcription factors. The

receptors of the most well known hormones are the retinoic acid, estrogen, progeste-

rone, glucocorticois and the thyroid hormone receptors (TRs). NRs are composed

by three domains: An N-terminal domain, that contains a transcription factor, a

DNA binding domain, and a ligand binding domain (LBD). The LBD is the largest

of the three domains, and it is composed by roughly 260 residues, 12 α-helices and

a few small β-sheets. Here we study the dynamics of the LBDs of TRs. TRs are

responsible for the control of the basal metabolism, the consumption of fat, and

for the control of cardiac activity. There are two TR isoforms: TRα and TRβ.

Ligands that are selective to one or other isoform have important pharmaceuti-

cal value. Crystallographic structures of the LBDs, however, have provided only

limited information on the relationships between structure and function of TRs.

Dynamic mechanisms of the LBDs seem to be involved in several physiological

processes. In this work, we describe various aspects of the molecular dynamics of

the LBDs of TRs. Non-conventional molecular dynamics simulation techniques are

used, and new methodologies of simulation and data analysis are proposed in each

study. First, we describe the mechanisms of ligand dissociation from the LBDs.

The most important ligand dissociation pathway is obtained, and the structural

interpretation for its relevance is elucidated. Next, studies on the selectivity of the

TRβ-selective ligands Triac and GC-1 are shown. For Triac, the crystallographic

structures seem to be contradictory with the observed selectivity. The simulations

provide an explanation for this apparent contradiction, and reveal that entropic

factors are responsible for the observed selectivity. For GC-1, simulations and crys-

tallographic structures jointly show that interaction between residues of the LBD

are mostly responsible for the β-selectivity. Studies on the temperature-induced
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denaturation of TRs are then presented. These simulations have shown that the

LBDs denaturate first by the unwinding of the helices. Expansion of the hydropho-

bic core occurs only as a second step. These results explain the strong stabilizing

effect of Triac on the LBDs. Finally, the mechanisms of thermal diffusion (vibra-

tional energy transfer) on the LBDs are presented. This study shows that there

are three basic mechanisms of kinetic energy diffusion in proteins. Different re-

sidues have different contributions to kinetic energy dissipation. In the case of

the LBDs of TRs, Arginines have particularly important roles. Residues that are

important for heat diffusion are also functionally relevant. Therefore, the thermal

diffusion mechanisms may be important for the stability of the LBDs by means of

the dissipation of kinetic energy perturbations.
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3.1.1 Do quântico ao clássico . . . . . . . . . . . . . . . . 34

3.1.2 Potenciais de interação para moléculas comuns . . . 39
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1.4 Representação esquemática dos domı́nios estruturais dos recepto-

res nucleares e suas funções. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

1.5 Estrutura do domı́nio de ligação com o DNA do receptor do
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5.3 Interações do Triac com moléculas de água nas simulações do (a)

TRα e (b) TRβ. As curvas de diferentes cores correspondem às
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cada átomo. Sobreposição das conformações do Triac observadas

nas simulações do ligante no (c) TRα e (d) TRβ. As transições

conformacionais apontadas em (a) indicam uma maior mobilidade

do Triac na estrutura β. Em (b) vemos que a maior diferença
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ligado ao Triac e (b) sem ligante. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111



Lista de Figuras xxxv
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tor nativo. (b) Resposta térmica do receptor com cadeias laterais

de Glicina. (c) Contribuição das cadeias laterais (diferença entre

(a) e (b)). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 134

7.7 Disposição dos aminoácidos carregados na estrutura da protéına:
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4.4 Forças máximas e integral das forças para as trajetórias de asso-
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7.2 Reśıduos que respondem ao aquecimento dos ligantes β-seletivos

de forma diferente nos receptores α e β (Numeração de acordo

com o TRβ). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

xxxvii



xxxviii Lista de Tabelas



Caṕıtulo 1

Receptores Nucleares:

Função e Estrutura

Receptores nucleares formam uma superfamı́lia de protéınas responsáveis pela re-

gulação da transcrição de genes. A transcrição é, para a maioria dos receptores,

ativada pela ligação de pequenas moléculas: os hormônios. Um único receptor

pode ser responsável pela regulação da transcrição de 1% dos genes ativos em uma

célula. São conhecidos 48 receptores desta famı́lia [8], e algo entre 15% e 30% dos

fármacos dispońıveis no mercado atuam sobre estas protéınas.

1.1 A śıntese de protéınas na célula

O processo de decodificação dos genes levando à śıntese das protéınas em eucariotos

tem duas etapas fundamentais: a transcrição e a tradução. A transcrição consiste

na śıntese de um RNA mensageiro (RNAm), que contém a informação genética.

Este processo ocorre no núcleo das células, como mostra a Figura 1.1. O RNAm,

em seguida, sai do núcleo e chega ao ribossomo [9].

No citoplasma os aminoácidos ligam-se a pequenos trechos de três bases nitro-

genadas de RNA, conhecidos como fitas de RNA transportador (RNAt). Uma vez

ligados ao RNAt, os aminoácidos também entram no ribossomo. No ribossomo,

as fitas de RNAm e RNAt se ligam de acordo com o pareamento de suas bases

nitrogenadas, fazendo com que os aminoácidos sejam associados ao código de três

bases indicado no RNAm. Nesse momento, forma-se a ligação pept́ıdica entre os

aminoácidos. A entrada sucessiva de novos aminoácidos no ribossomo, seu parea-

mento com o RNAm e a formação de ligações pept́ıdicas leva, finalmente, à śıntese

da protéına.

1
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Figura 1.1. Dogma central da biologia: A śıntese de protéınas tem basica-

mente duas etapas: a transcrição e a tradução. Na transcrição uma fita de RNAm

é produzida a partir do DNA. Na tradução a seqüência de nucleot́ıdeos do RNAm

codifica a seqüência de aminoácidos da protéına.

1.1.1 O controle da transcrição

A primeira etapa da śıntese das protéınas é, portanto, a transcrição do gene codi-

ficado no DNA a uma fita de RNAm correspondente. A partir dáı, o RNA sai do

núcleo e o processo de śıntese da protéına prossegue. O controle da śıntese de uma

determinada protéına é controlado quase sempre na primeira etapa: a transcrição.

Uma protéına necessária em determinado momento tem seu gene correspondente

transcrito. Uma protéına desnecessária tem seu gene correspondente reprimido.

Desta forma, uma célula apenas produz RNAm correspondente às protéınas que

serão produzidas.

A protéına responsável pela formação de moléculas de RNAm a partir do DNA

é a RNA polimerase (RNAP). O mecanismo de ação desta protéına é bastante

conhecido e sua estrutura já foi determinada. A cadeia de reações qúımicas que

leva à formação do RNA consome ATP e leva à rápida transcrição de um segmento

de DNA, contanto que nenhum mecanismo de repressão esteja presente.

Existem três tipos de fatores reguladores da transcrição: os fatores gerais, os

fatores upstream e fatores de transcrição indut́ıveis [9]. Os fatores de transcrição
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gerais são protéınas que se ligam a śıtios de DNA em que a transcrição deve ser

iniciada e trazem a RNAP ao seu encontro. São necessários para a śıntese de todos

os RNAs mensageiros. Fatores de transcrição upstream se ligam a elementos de

resposta espećıficos no DNA, e atuam de forma não-regulada. Isto é, sua ligação

com o DNA e sua atividade não depende de outros fatores reguladores. Podem

induzir ou inibir a transcrição. O controle da transcrição ocorre pela śıntese ou não

dos fatores upstream em diferentes etapas do desenvolvimento celular. Já os fatores

de transcrição indut́ıveis são semelhantes aos fatores upstream no sentido de que se

ligam a trechos espećıficos de DNA. No entanto, sua atividade como ativadores ou

inibidores depende da ligação de outras moléculas. São muito interessantes porque

são ativados ou desativados de acordo com a demanda da célula e, desta forma,

possuem especificidade temporal.

Receptores nucleares hormonais são fatores de transcrição indut́ıveis [8]. Se

ligam a elementos de resposta espećıficos no DNA e geralmente atuam como re-

pressores da transcrição. A associação com os ligantes os torna ativadores da

transcrição, e o gene alvo é transcrito.

Os fundamentos estruturais do processo de transcrição não são simples. Sabe-

se que o complexo de protéınas responsável pelo ińıcio da transcrição envolve seis

fatores de transcrição gerais, sendo quatro deles, ainda, complexos multi-protéicos.

Incluindo a RNAP, o complexo de protéınas tem torno de 20 mil aminoácidos.

1.1.2 O controle da transcrição pelos receptores nucleares

O mecanismo exato da atuação dos receptores nucleares hormonais não é conhe-

cido. No entanto, sabe-se que estas protéınas são encontradas no citoplasma ou

no núcleo (dependendo da classe de receptor). Os ligantes são pequenas moléculas

basicamente hidrofóbicas. São transportados na corrente sangǘınea e se difundem

através da membrana celular, chegando ao citosol, como mostra a Figura 1.2. Os

receptores geralmente atuam na forma de d́ımeros (homod́ımeros ou heterod́ımeros)

[8, 10].

Alguns receptores nucleares permanecem, na ausência do ligante, ligados ao

DNA, reprimindo a transcrição de um determinado gene. Neste caso, o ligante

chega ao núcleo provavelmente por difusão e se liga ao receptor. A ligação do
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Figura 1.2. Mecanismo geral da ação dos receptores nucleares: Os re-

ceptores podem ser encontrados dentro ou fora do núcleo. Os receptores atuam

geralmente na forma de d́ımeros, e a ligação dos hormônios induz a transcrição.

Quando estão fora do núcleo, os receptores permanecem associados a protéınas de

choque térmico (HSPs).

hormônio provoca mudanças estruturais no receptor, que passa a atuar como um

ativador da transcrição.

Outros receptores permanecem no citoplasma, geralmente ligados a protéınas

que colaboram com a manutenção de seu enovelamento (Heat Shock Proteins, por

exemplo). O hormônio se liga ao receptor ainda no citoplasma, induzindo a dis-

sociação do receptor da HSP. O receptor migra para o núcleo e se liga ao DNA,

promovendo a transcrição.

No caso dos receptores que inibem a transcrição na ausência do ligante, sabe-

se que a regulação envolve uma classe de protéınas chamadas cofatores. Existem

cofatores repressores da transcrição (correpressores) e cofatores ativadores da trans-

crição (coativadores). A forma pela qual os receptores passam de inibir para ativar

a transcrição parece estar fundamentalmente relacionada com a associação destes

cofatores [8]. Supostamente, como ilustrado na Figura 1.3, o receptor permanece

ligado ao correpressor na ausência do ligante. A associação do ligante promove a

dissociação do correpressor e a associação do coativador.
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Figura 1.3. Alguns receptores permanecem ligados ao DNA na ausência

do hormônio, inibindo a transcrição. A associação do hormônio induz a dissociação

do correpressor e a associação do coativador.

1.1.3 O papel dos hormônios

Os receptores nucleares são fatores de transcrição dependentes da associação com

hormônios. Foram identificados cerca da metade dos ligantes dos aproximadamente

48 tipos diferentes de receptores nucleares conhecidos. Existem alguns receptores,

no entanto, que não são espećıficos (receptores promı́scuos), capazes de se associar

a vários ligantes diferentes [8]. Este é o caso, por exemplo, dos receptores dos ácidos

graxos e ácidos biliares. Muitos receptores são, ainda, órfãos (i. e. sem ligante

reconhecido). Mais ainda, há um receptor para o qual a estrutura cristalográfica

sugere a ausência de uma cavidade de ligação, de forma que este receptor pode ter

uma atividade independente da associação de ligantes. Ainda não se sabe como

este receptor tem sua atividade regulada [11].

De qualquer forma, a maior parte dos receptores nucleares dependem da ligação

dos hormônios para promover a transcrição. A concentração destes ligantes na

célula determina se os genes associados a cada receptor serão transcritos ou não.

A afinidade dos receptores nucleares em relação aos seus ligantes é muito alta.

Por exemplo, o ligante natural T3 do Receptor do Hormônio Tireoidiano possui
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Figura 1.4. Representação esquemática dos domı́nios estruturais dos re-

ceptores nucleares e suas funções.

uma constante de dissociação da ordem de 10−9 mol L−1. Desta forma, pequenas

concentrações dos hormônios no organismo são capazes de induzir grandes respostas

dos receptores. É graças às baixas concentrações necessárias destas moléculas que,

mesmo sendo principalmente hidrofóbicas, podem se difundir no meio celular e

cumprir sua função reguladora.

Os hormônios são em sua maioria moléculas relativamente pequenas (de 30 a

50 átomos), hidrofóbicas, possuem grupos aromáticos e alguns poucos grupos hi-

drof́ılicos em suas extremidades [12]. Se associam ao LBD dos seus receptores pela

formação de várias interações dispersivas e poucas, mas importantes, interações

hidrof́ılicas [7]. As cavidades de ligação dos LBD geralmente têm estruturas que

conferem grande especificidade. A grande especificidade destes receptores e as bai-

xas concentrações de hormônios necessárias para sua ativação torna os NRs impor-

tantes alvos para a formulação de medicamentos. Diversas doenças já são tratadas

com ligantes que atuam sobre receptores nucleares, sendo os anticoncepcionais, a

Vitamina A, os glucocorticóides e os hormônios tireoidianos os mais conhecidos.

1.2 Estrutura

Os receptores nucleares possuem três domı́nios: um domı́nio N-terminal, que pos-

sui um fator ativador da transcrição, um domı́nio de ligação com o DNA (DBD,

de DNA binding domain), e um domı́nio C-terminal que possui várias funções,

sendo a mais destacada a ligação com os hormônios [10]. O domı́nio N-terminal
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tem uma seqüência de aminoácidos muito variável entre as diferentes famı́lias dos

receptores nucleares e possui em torno de 80 reśıduos. O DBD, por sua vez, possui

cerca de 70 reśıduos e 40% de similaridade na seqüência de aminoácidos entre as

diferentes famı́lias de receptores. É o domı́nio mais conservado. Por fim, o domı́nio

C-terminal, conhecido como LBD (de ligand binding domain), é formado por cerca

de 260 reśıduos. As seqüências de aminoácidos dos LBDs são em torno de 20% simi-

lares entre as famı́lias de receptores nucleares. Estruturas cristalográficas do LBD

do DBD de vários receptores diferentes já são conhecidas, mas nenhuma estrutura

do domı́nio N-terminal foi obtida [8, 12]. Suspeita-se que este domı́nio seja funda-

mentalmente desestruturado em solução. A Figura 1.4 mostra esquematicamente

as estruturas e funções dos receptores nucleares.

A ligação com o DNA

O Domı́nio de Ligação com o DNA (DBD) reconhece seqüências de bases nitroge-

nadas no DNA. Estas seqüências são encontradas na forma de repetições diretas

ou antissimétricas (paĺındromos) de 5 bases nitrogenadas, separadas por 3 ou 5

outros nucleot́ıdeos. Estas seqüências são espećıficas para cada receptor e são co-

nhecidas como elementos de resposta dos hormônios (HRE, de Hormone Response

Elements) [13].

Figura 1.5. Estrutura do domı́nio de ligação com o DNA do receptor do

estrógeno. A ligação como DNA se dá através de dois dedos de Zinco. Os átomos

de Zinco ligados a cistéınas estão representados por esferas prateadas.
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Os DBDs são estruturas formadas por dois dedos de zinco, estruturas bastante

comuns em protéınas que se ligam ao DNA [9]. Cada um destes dedos de zinco

possui quatro cistéınas, que se conservam nas diferentes classes de receptores. Estas

cistéınas são responsáveis pela coordenação dos ı́ons de zinco. A estrutura do DBD

do receptor do estrógeno está representada na Figura 1.5. Os dedos de zinco são

loops contendo as quatro cistéınas orientadas de forma geometricamente favorável

à coordenação dos átomos de zinco (esferas cinzas). Uma das hélices é responsável

pelo reconhecimento do HRE e outra hélice é responsável por fazer interações menos

espećıficas com o DNA.

Os receptores se ligam aos elementos de resposta formando homod́ımeros ou

heterod́ımeros [14, 15]. Os DBDs de cada um dos receptores, no d́ımero, se ligam

a trechos de DNA separados por aproximadamente 9 bases nitrogenadas. Esta

distância consiste em uma volta completa da hélice do DNA. Desta forma, os

DBDs interagem pela mesma face da hélice. Os DBDs não possuem interações

fortes entre si, de forma que a estabilidade do d́ımero depende da dimerização dos

LBDs.

1.2.1 O doḿınio de ligação com os hormônios

O maior domı́nio dos receptores nucleares também é o que possui a estrutura mais

complexa e a maior variedade de funções [12]. A Figura 1.6 mostra as estruturas

de três LBDs de três receptores diferentes [7, 16, 17]. Como pode ser observado,

as estruturas são bastante similares do ponto de vista global. Os ligantes estão

posicionados de forma similar no śıtio de ligação e possuem uma extremidade

hidrof́ılica que aponta na direção de um pequeno conjunto de folhas-β (em primeiro

plano). A hélice C-terminal, em azul, parece fechar a cavidade de ligação.

Os LBDs possuem em torno de 12 α-hélices que estão organizadas na forma de

um “sandúıche” [7]. Três grupos de três ou quatro hélices compõem a estrutura

de forma que os dois grupos externos possuem hélices aproximadamente paralelas,

enquanto que o grupo de hélices interno é perpendicular. A conexão com o DBD

se dá através da região N-terminal, em vermelho nas estruturas da Figura 1.6.

Estas estruturas possuem um fator ativador da transcrição na região C-terminal

(azul) e superf́ıcies de dimerização nas regiões próximas às hélices 10 e 11 (hélices
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Figura 1.6. Estruturas dos LBDs dos receptores dos hormônios (a) tire-

oidiano (b) ácido retinóico e (c) estrógeno. Os LBDs de diferentes receptores têm

estruturas semelhantes, formadas por aproximadamente 12 hélices e duas pequenas

folhas-β.

alongadas em azul claro).

As superf́ıcies de dimerização compreendem aproximadamente 11% da área su-

perficial dos LBDs. As estruturas dos d́ımeros aparentemente são fundamentais

para a atividade destes receptores, mas ainda não se sabe com certeza como a di-

merização e a associação dos ligantes levam à transmissão de sinal para o complexo

protéico responsável pela transcrição [14, 15, 18, 19].

Transmissão de sinal

Existem duas explicações sugeridas para os mecanismos de sinalização que permi-

tem que a associação de ligantes leve ao controle da transcrição. A primeira está

relacionada com a superf́ıcie de ligação com cofatores [8]. Esta superf́ıcie é formada

por alguns poucos aminoácidos das hélices 11 e 12 (região C-terminal do LBD). Já

se sabe que a associação do ligante influencia a dinâmica e a estrutura desta região

e, portanto, pode modificar a superf́ıcie de interação com cofatores. Como foi ex-

plicado, a sinalização pode se dar pelo fato da associação de um correpressor ser

favorável na ausência do ligante, enquanto que a ligação de um coativador pode

ser estável na presença do ligante. A associação do ligante levaria a mudanças
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estruturais no LBD que permitem esta variação na afinidade das ligações com di-

ferentes cofatores. Este modelo implica que o receptor deve permanecer ligado ao

DNA, uma vez que o cofator faz parte do complexo responsável pela transcrição

ou repressão. Esta é uma proposta razoável para os receptores que atuam como

repressores na ausência do ligante [20].

No entanto, as modificações estruturais causadas pela associação do ligante

ao LBD são mais drásticas que apenas a modificação da superf́ıcie de interação

com os cofatores. Em particular, ocorre um importante rearranjo das hélices das

superf́ıcies de dimerização. Desta forma, parte do processo de sinalização pode se

dar pelo efeito do ligante na capacidade do receptor de formar d́ımeros [18, 19, 21].

O efeito da dimerização sobre a atividade dos receptores depende das relações do

LBD com o DBD, uma vez que a formação de d́ımeros é independente da associação

do receptor com o DNA. No entanto, ninguém conseguiu ainda obter estruturas do

receptor completo (ou mesmo do conjunto DBD-LBD), provavelmente porque estes

dois domı́nios são conectados por uma hélice de grande mobilidade [22]. Mesmo

que estas estruturas fossem obtidas, provavelmente estariam fortemente influenci-

adas pelo empacotamento cristalino, e a posição relativa dos domı́nios dificilmente

representaria sua interação fisiológica.

Conhecendo estas limitações do sistema, o grupo do Prof. Polikarpov realizou

experimentos de espalhamento de raios-X em baixo ângulo (SAXS), e determina-

ram estruturas de baixa resolução do conjunto DBD-LBD em solução [21]. Estas

estruturas sugeriram um modelo interessante para a regulação da transcrição in-

duzida pela associação do ligante: Foi demonstrado que, em solução, os receptores

do hormônio tireoidiano podem formar tetrâmeros na ausência do ligante. Ao

adicionar o hormônio à solução, estes tetrâmeros se dissociam e formam d́ımeros.

Como os d́ımeros são as estruturas funcionais, isto sugere um mecanismo pelo

qual o ligante pode induzir a transcrição. Mais ainda, as estruturas de baixa re-

solução obtidas permitiram determinar distância entre os DBDs nos tetrâmeros e

nos d́ımeros. A distância entre os elementos de resposta no DNA é bem conhecida,

pelo número de bases nitrogenadas envolvidos. As estruturas mostraram que, en-

quanto no tetrâmero a distância entre os LBDs era incompat́ıvel com a distância

dos HREs, no d́ımero os DBDs estavam a uma distância adequada. Isto é, apa-

rentemente, a associação do ligante não só promoveu a dissociação dos tetrâmeros,
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mas ainda permitiu que as estruturas diméricas formadas estejam de acordo com a

associação do receptor ao DNA. Ainda não se sabe, no entanto, se existem de fato

tetrâmeros biologicamente relevantes no ambiente celular.

1.3 Aspectos dinâmicos do LBD

Existem muitos estudos que abordam aspectos dinâmicos dos LBDs. A grande

maioria procura propriedades funcionais da dinâmica da hélice C-terminal dos re-

ceptores (a hélice 12). O estudo sistemático das propriedades dinâmicas da H12

foi motivado pelas relações entre as estruturas com e sem ligante dos receptores

do ácido retinóico (RAR e RXR) [16, 23]. Estas estruturas estão representadas na

Figura 1.7. Estas duas estruturas foram, juntamente com a estrutura do TRβ li-

gada ao T3 [7], as primeiras estruturas de LBDs obtidas experimentalmente. Cerca

de cinqüenta estruturas de LBDs associados a ligantes foram obtidas desde então,

mas há menos de dez estruturas apo (sem ligante) determinadas. A dificuldade

da determinação das estruturas cristalográficas dos LBDs sem ligante pode estar

relacionada com sua maior mobilidade.

Muitos resultados apontam para uma maior estabilidade do LBD na presença

do ligante, ou na presença de cofatores. Vários estudos buscando estas correlações

foram feitos, em particular, para os receptores do estrógeno. A ligação de agonis-

tas protege a H12 da clivagem pela tripsina [24], mas a ligação de antagonistas

têm um efeito bastante reduzido. Resultados surpreendentes foram obtidos para a

estabilização do LBD pela associação do ligante em experimentos de desnaturação

induzida por temperatura. Estudos independentes mostraram que a temperatura

de desnaturação não aumenta pela associação do Estradiol [25, 26]. A associação

com cofatores, no entanto, tem um efeito estabilizador bastante importante. Cu-

riosamente, um ligante pode ter efeitos distintos nos padrões de desnaturação das

diferentes isformas. O Estradiol aumenta a exposição dos triptofanos na isoforma

ERα, mas diminui sua exposição na isoforma ERβ. Nos TRs, como será discutido

no Caṕıtulo 6, os ligantes aumentam significativamente a temperatura de desna-

turação dos LBDs.

Estudos de mutações nos LBDs, por sua vez, têm mostrado que o LBD é alta-

mente cooperativo. Por exemplo, para o PPARγ, a interação entre as hélices 1 e 8
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Figura 1.7. Estruturas do RAR (a) sem ligante e (b) ligada ao ácido

retinóico, sugerindo o fechamento da H12 de acordo com o mecanismo ratoreira de

associação dos hormônios.

(distantes do śıtio ativo), são fundamentais para a estabilidade do receptor asso-

ciado ao ligante [27]. Mutações também podem provocar perturbações dinâmicas

da hélice 12 [28, 29]. Interações entre domı́nios distantes do receptor completo

também parecem ser relevantes em alguns contextos funcionais [30]. No caso dos

TRs, há mutações em praticamente toda a extensão do LBD que levam a recep-

tores funcionalmente defeituosos. Muitas delas aumentam as taxas de dissociação

do ligante e não estão próximas da H12 [31, 32].

Alguns estudos têm mostrado que a dinâmica do receptor da vitamina D (VDR)

é bastante interessante. Por exemplo, o LBD do VDR é capaz de se associar a ligan-

tes com volumes moleculares muito diferentes. A cavidade de ligação do VDR pode

ser modulada pelos ligantes, e seu volume varia em mais de 20% [33]. Simulações

de dinâmica molecular mostraram, ainda, que um ligante pode assumir mais de

uma conformação na cavidade. O ligante favorece a associação do coativador em

uma das conformações e age, portanto, como um agonista. Em outra conformação
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o ligante favorece a ligação do correpressor e, assim, atua como um agonista-inverso

(o agonismo-inverso é diferenciado do antagonismo, no qual o ligante prejudica a

ligação de qualquer cofator) [34].

1.3.1 A dinâmica da hélice 12

As estruturas da Figura 1.7 têm diferenças importantes, induzidas pela associação

do ligante. A diferença mais notável é a movimentação da hélice 12, que na estru-

tura sem ligante se afasta do corpo do LBD, abrindo a cavidade de ligação. Esta

comparação [35] sugeriu imediatamente um mecanismo para a entrada e sáıda do

ligante: o mecanismo “ratoeira”. Supostamente, o LBD deveria permanecer com

a hélice 12 aberta na ausência do ligante. A entrada do ligante induziria o fecha-

mento da H12, prendendo o ligante na cavidade. Estas duas estruturas motivaram

uma grande variedade de trabalhos a respeito do papel da hélice 12 na função dos

LBDs. Estes trabalhos têm mostrado, de forma clara, que existem correlações im-

portantes entre a dinâmica desta hélice e a modulação da transcrição. No entanto,

o papel da dinâmica da H12 na entrada e sáıda dos ligantes do LBD não parece

totalmente correto.

O papel funcional da dinâmica da H12 nos LBDs parece estar relacionado com

a associação de coativadores e correpressores. Como vimos, a regulação da trans-

crição depende da substituição dos correpressores por coativadores, geralmente

induzida pela associação dos hormônios. Vários trabalhos mostraram que a su-

perf́ıcie do LBD na qual os coativadores se ligam depende do posicionamento da

H12 de acordo com a estrutura do holo-RXR [1, 18, 23, 36, 37]. Alguns antagonistas

do receptor do estrógeno, o Tamoxifeno por exemplo, impedem o posicionamento

correto da H12 [37]. No entanto, os movimentos da H12 parecem ser menos ex-

tensos do que foi originalmente sugerido pelas estruturas dos receptores do ácido

retinóico. Por exemplo, estruturas dos receptores do estrógeno e dos receptores

ativados por proliferadores de peroxissomo, sem ligante, se assemelham mais às

estruturas holo dos outros receptores que à estrutura apo do RXR [1, 2, 23]. Como

mostra a Figura 1.8, mesmo estruturas de receptores associadas a coativadores,

sem ligante e com a H12 na posição correta, podem ser obtidas. A imagem de um

LBD com duas estruturas canônicas associadas à presença e à ausência do ligante
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Figura 1.8. Estruturas de LBDs sem ligante nas quais a H12 aparece

fechada: (a) PPARγ [1]. (b) ERRγ2 [2]. (c) ERRγ2 associado a um pept́ıdeo do

coativador [3]. (d) PPARγ associado a um pept́ıdeo do coativador [4]. (e) Receptor

órfão HMR [5]. (f) Receptor órfão DHR38 [6]. A hélice 12 está representada em

vermelho, e os pept́ıdeos coativadores estão representados por palitos em (c) e (d).

está sendo abandonada. A H12 tem uma dinâmica que depende da associação

do ligante, da associação dos cofatores e de várias mutações [24, 28, 29, 38–40].

Diversos receptores são, inclusive, parcialmente ativos na ausência do ligante, su-

gerindo que o recrutamento dos coativadores pode ocorrer nestas condições, o que

é inclusive observado em algumas estruturas [3, 4]. Como este recrutamento de-

pende do correto posicionamento da H12, fica evidente que a conformação ativa

pode ser encontrada nos receptores sem ligante [39]. A presença do ligante, ou do

coativador, estabiliza a conformação ativa da H12.

A mobilidade da H12 é, certamente, importante. Sua posição em relação ao
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LBD varia entre a conformação que favorece a ligação do coativador e a posição

que favorece a ligação do correpressor. Atualmente acredita-se que a ligação dos

hormônios desloca este equiĺıbrio conformacional para a formação da superf́ıcie de

ligação dos coativadores, favorecendo a transcrição. Na ausência do ligante este

equiĺıbrio favorece a ligação dos correpressores. Antagonistas podem ser desen-

volvidos que perturbam a dinâmica da hélice 12, em particular bloqueando sua

interação com a H3. Várias mutações parecem, também, ter este efeito, e ge-

ram receptores inativos ou parcialmente ativos [28, 29]. Simulações de dinâmica

molecular [40–43], têm sustentado esta visão dinâmica da H12.

A importância desta hélice como um elemento chave para o controle da trans-

crição pode estar sendo sobrevalorizada. A maior parte dos estudos sobre a dinâmica

do LBD foram feitos enfocando o papel desta hélice motivados pelas estruturas do

RXR sem ligante. O fato desta hélice ser a hélice C-terminal do receptor, portanto

de fácil deleção, também facilita seu estudo. Na verdade, muitos outros dados

funcionais apontam para uma importância similar de outras regiões da estrutura.

Os LBDs parecem ser estruturas fundamentalmente cooperativas, em que a mo-

bilidade e estabilidade de cada elemento é essencial para a estrutura como um

todo.

1.3.2 Mecanismos de associação e dissociação dos hormônios

O modelo ratoeira para a associação dos ligantes não parece ser totalmente correto.

Em primeiro lugar, a variação conformacional da H12 não parece ter em outros re-

ceptores a extensão sugerida pelas estruturas do RXR. Algumas simulações de

dinâmica molecular sugeriram que, de fato, é a abertura da H12 que permite a

dissociação dos ligantes do RAR [41]. Outros estudos da dissociação do ácido re-

tinóico deste mesmo receptor sugerem, no entanto, outros caminhos de dissociação

[42, 44].

A maior incoerência associada ao mecanismo ratoeira vêm de que tanto corre-

pressores como coativadores são protéınas grandes que se ligam na região do LBD

envolvida neste mecanismo. Aparentemente, para que o ligante se dissocie por este

caminho, os cofatores deveriam se dissociar da protéına. Isto é pouco provável,

dado que o ligante é uma molécula pequena, com uma dinâmica mais rápida.
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Além disso, é a associação e a dissociação dos hormônios que deve regular a asso-

ciação e dissociação dos cofatores, e não o inverso. Detalhes de outros mecanismos

sugeridos por simulações computacionais serão discutidos no Caṕıtulo 4.

Evidências experimentais da importância de diferentes elementos da estrutura

para os mecanismos de dissociação foram obtidos usando estudos de fluorescência.

Gee e Katzenellenbogen mostraram que intermediários parcialmente desnaturados

permitem a entrada e sáıda dos ligantes com velocidades muito maiores que as

observadas nos receptores nativos [45]. Foi sugerido que em condições fisiológicas

estas estruturas parcialmente desnaturadas podem ser importantes para os meca-

nismos de associação e dissociação, mesmo tendo tempos de vida muito curtos.

Por sua vez, no receptor do estrógeno, uma mutação é capaz de reduzir tanto as

taxas de associação como de dissociação do ligante. Isto implica que esta mutação

estabiliza uma conformação compacta que se associa ao ligante com maior afini-

dade, mas, ao mesmo tempo, dificulta sua entrada no LBD [39]. Neste caso, o

equiĺıbrio entre as taxas de associação e dissociação do ligante resultam em um

receptor com uma afinidade menor que a do receptor nativo. Este estudo sugere

que estruturas menos compactas do LBD são importantes para a entrada e para

a sáıda do ligante. A mutação estudada encontra-se na região do loop entre as

hélices 11 e 12 e, desta forma, relaciona a dinâmica da H12 com a dinâmica do

ligante. No entanto, no mesmo trabalho um receptor no qual a H12 é eliminada

do LBD foi produzido. Este receptor, sem a H12, não possui taxas de associação e

dissociação significativamente diferentes das do LBD completo. Assim, a mutação

parece estar estabilizando uma conformação compacta do LBD que não envolve a

H12 [39]. Estudos recentes usando espectrometria de massas, não publicados, de

Ana Carolina Figueira no grupo do Prof. Polikarpov, mostram que a proteção da

H12 pelo ligante não é muito importante. A exposição da H12 ao solvente parece

ser similar na presença ou na ausência do hormônio.



Caṕıtulo 2

Os receptores do

Hormônio Tireoidiano

Todos os estudos realizados neste trabalho foram feitos a respeito da dinâmica e

estrutura dos Receptores do Hormônio Tireoidiano. Estes receptores são importan-

tes para a regulação da atividade metabólica, para a diferenciação celular, e estão

associados a várias doenças humanas, como o hipo- e o hiper-tiroidismo, alguns

tipos de câncer, diabetes e obesidade [7, 46]. O tratamento destas doenças freqüen-

temente é feito pela administração dos hormônios naturais e, como será discutido,

esta prática leva a efeitos colaterais graves. Os efeitos colaterais são causados, no

entanto, pela ação dos hormônios sobre diferentes isoformas do receptor, de forma

que estratégias racionais para o desenvolvimento de novos ligantes clinicamente

melhores são posśıveis.

2.1 Membros da faḿılia dos receptores do hormônio

tireoidiano

Existem duas isoformas básicas dos receptores do hormônio tireoidiano, que são

resultantes da transcrição de dois genes distintos conhecidos como α e β [7]. Me-

canismos de splicing alternativo levam a isoforma α a se manifestar em três formas

diferentes (α1, α2 e α3), enquanto que a isoforma β aparece em duas variantes

(β1 e β2) [47]. As variantes α2 e α3 não se ligam aos hormônios, e provavelmente

atuam como fatores de transcrição upstream (não regulados).

As isoformas são bastante semelhantes entre si. A seqüência de aminoácidos dos

LBDs da isoforma α1 e das isoformas β são 86% similares. Os LBDs das isoformas

β1 e β2 são idênticos. Como apenas uma variante α se liga aos hormônios e como

17
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as variantes β têm LBDs idênticos, geralmente usa-se a terminologia α e β sem

maiores distinções. Ambas as isoformas se ligam aos mesmos ligantes naturais com

grande afinidade [46, 47].

2.1.1 Hormônios tireoidianos naturais

O principal hormônio secretado pela glândula tireóide é o 3,5,3’,5’-tetraiodo-L-

tironina (conhecido como tiroxina, ou T4) [47]. Uma quantidade menor de 3,5,3’-

triiodo-L-tironina (T3) é produzida. Estes ligantes estão representados na Figura

2.1. No entanto, nos tecidos periféricos ocorre uma substancial perda de iodo das

moléculas de T4 na posição 5’ e a conseqüente formação de T3, de forma que o T3

é o ligante fisiologicamente mais importante.

Figura 2.1. Ligantes naturais mais importantes: (a) T4 (ou tiroxina) e

(b) T3, ou triiodotironina. O T4 é produzido na glândula tireóide e a perda de um

Iodo leva à formação do T3, que é o principal ligante fisiológico.

A abundância do T3 em cada tecido depende não só de sua produção, como da

atividade dos processos de transporte e degradação dentro e fora das células. Os

hormônios se ligam aos receptores com grande afinidade. Por exemplo, a constante

de equiĺıbrio de associação do T3 com o receptor TRβ é da ordem de 109 Mol

L−1, mostrando que pequenas concentrações deste hormônio no organismo já são

suficientes para estimular a resposta dos receptores [48, 49].

Um terceiro ligante natural importante é o ácido triiodo-acético, também co-

nhecido como Triac (Figura 2.2). Este ligante é um subproduto do metabolismo

do T3 e aparece em concentrações baixas no organismo. No entanto, é seletivo em

relação à isoforma β e, por esta razão, passou a ser importante do ponto de vista

cĺınico [50].
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Figura 2.2. O ligante natural Triac. Este ligante é β-seletivo, sendo de

grande importância farmacêutica.

O Triac difere do T3 pela remoção do grupo amino e de um carbono da cadeia,

na extremidade hidrof́ılica do ligante. Esta pequena diferença faz com que o Triac

tenha uma constante de dissociação do receptor β quase 3 vezes menor do que em

relação ao receptor α [49].

2.1.2 Distribuição no organismo e ação

As isoformas α e β estão distribúıdas de forma heterogênea no organismo. O

receptor TRβ1 é expresso em grandes quantidades no f́ıgado e nos rins. O receptor

TRβ2 é particularmente abundante no hipotálamo e na glândula pituitária. Já o

receptor TRα1 é encontrado em concentrações altas nos tecidos card́ıacos [47].

Desta forma, apesar de serem regulados pelos mesmos ligante naturais, os efeitos

de cada isforma no organismo são distintos. Os receptores β têm uma importante

função regulatória do metabolismo basal e do consumo de gorduras e colesterol.

Por outro lado, a isoforma α está associada ao controle de funções card́ıacas. Esta

diferença de distribuição no organismo é o que faz deste sistema um importante

alvo para o desenvolvimento de medicamentos. Em particular, ligantes que se li-

gam seletivamente à isoforma β poderiam ser úteis para o controle da obesidade,

sem provocar efeitos deletérios sobre o controle de atividade card́ıaca. Entretanto,

isto não ocorre. Os tratamentos de disfunções metabólicas que usam hormônios

tireoidianos naturais (a única opção atualmente dispońıvel) possuem efeitos cola-

terais muito graves [46]. A seletividade do Triac em relação ao TRβ fez com que

este ligante fosse uma boa opção, por induzir efeitos colaterais card́ıacos mais leves

que o T3. No entanto, em 1999 o FDA deixou de recomendar o Triac como um

medicamento seguro para o tratamento da obesidade, por provocar vários efeitos

colaterais como diarréia, alterações de humor, e inclusive hipotiroidismo [51].
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O uso recomendado dos hormônios tireoidianos é hoje restrito ao tratamento

de hipotiroidismo, no qual apenas repõem-se as taxas normais de hormônio no or-

ganismo, e para suprimir o crescimento da glândula tireóide em casos de câncer.

Mesmo assim, em casos graves de hipotiroidismo, o controle externo da concen-

tração hormonal é tão precário e senśıvel que freqüentemente os pacientes passam

a ter sintomas de bipolaridade (alternância entre momentos de grande euforia com

momentos de depressão) [46].

Hoje sabe-se que estes efeitos colaterais estão associados à ação dos hormônios

sobre as diferentes isoformas do receptor, em diferentes tecidos do organismo. Por

esta razão existe uma pesquisa intensa buscando análogos dos hormônios que te-

nham atividades espećıficas e seletividades controladas. Como veremos, no entanto,

a pesquisa nesta área tem sido feita em grande parte por tentativa e erro, e mesmo

estruturas de alta resolução têm se mostrado insuficientes para elucidar os mecanis-

mos da seletividade dos ligantes mais importantes. O desenvolvimento “racional”

de novos medicamentos é apenas incipiente nesta área.

2.2 Os doḿınios de ligação com os hormônios

Os domı́nios de ligação com os hormônios dos receptores TRβ1 e TRβ2 são idênticos,

de forma que o desenvolvimento de ligantes seletivos para uma ou outra isoforma

não é posśıvel baseando-se em sua estrutura. Por outro lado, 16% dos reśıduos são

diferentes em relação aos reśıduos da isoforma TRα1 [47]. O desenvolvimento de

ligante seletivos para isoformas β ou α é, portanto, posśıvel. De fato, tanto o T3

como o T4 possuem afinidades ligeiramente diferentes em relação às isoformas, e o

ligante Triac é bastante β-seletivo [51].

Na Figura 2.3 vemos uma comparação das estruturas primárias dos LBDs das

isoformas α e β. O LBD do TRα1 possui 264 aminoácidos, enquanto que o LBD

da isoforma TRβ possui 261 aminoácidos. Uma diferença notável e importante é a

maior extensão (3 reśıduos a mais) da região C-terminal da isoforma α. Esta região

é fundamental para a ligação com cofatores. No total, 43 reśıduos são diferentes,

cerca de 16% do total. A numeração dos LBDs é diferente por que o domı́nio

N-terminal da isoforma α é menor que o da β.
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Figura 2.3. Seqüência de aminoácidos e estrutura secundária dos LBDs

dos receptores α e β. Os reśıduos diferentes estão sombreados e reśıduos do śıtio

de ligação estão em vermelho [7].

2.2.1 Caracteŕısticas estruturais

O domı́nio de ligação com o hormônio do receptor TRα1 pode ser observado na

Figura 2.4 [52]. Suas caracteŕısticas principais são semelhantes às caracteŕısticas

estruturais dos LBDs de outros receptores nucleares. A estrutura é formada por três

conjuntos de α-hélices agrupados na forma de um “sandúıche”, no qual as hélices

centrais (H6, H9 e H10) se encontram perpendiculares às hélices superficiais. Além

disso, a estrutura possui um grampo β, localizado entre as hélices 6 e 7.

A hélice 12, nesta estrutura (assim como em todas as outras estruturas conheci-

das de receptores do hormônio tireoidiano) está dobrada sobre o corpo da protéına,

fechando a cavidade de ligação. O mesmo fenômeno se observa na maioria das ou-

tras estruturas conhecidas de LBDs de receptores nucleares, como pode ser visto
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Figura 2.4. Estrutura do LBD dos receptores do hormônio tireoidiano.

A estrutura mostrada aqui corresponde à estrutura do LBD do receptor TRα1

humano ligado ao ligante Triac e está apresentada em três ângulos diferentes.

nas estruturas dos receptores do ácido retinóico e do estrógeno da Figura 1.6.

Como vimos no Caṕıtulo 1, as estruturas do RAR com e sem ligante sugerem

que o hormônio se associa ao receptor pela região da hélice 12. No entanto, outras

estruturas foram obtidas, sem ligante, nas quais a H12 aparece fechada. Sabe-se

que a remoção da hélice 12 aumenta as taxas de escape e associação dos ligantes,

mas não está claro se estes mecanismos de associação ou dissociação têm relevância

fisiológica [8].

O DBD se liga ao LBD através da hélice anterior à hélice 1 do LBD (em

vermelho na Figura 2.4). Olhando a conformação desta hélice relativa ao LBD fica

claro que há uma grande mobilidade na volta que conecta o LBD a esta hélice e,

assim, ao DBD [22]. O fato da conexão do DBD com o LBD ser móvel sugere

que os mecanismos de controle da transcrição devem passar por uma transmissão

indireta do sinal da associação do ligante. Não se sabe ainda se a comunicação

entre o LBD e o DBD é, de fato, importante, ou se a regulação da transcrição

decorre unicamente da associação do LBD com os cofatores [53].

A cavidade de ligação com os hormônios

Como vimos, os ligantes naturais dos receptores do hormônio tireoidiano são moléculas

basicamente hidrofóbicas, mas possuem alguns grupos hidrof́ılicos em suas extre-
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midades. Desta forma, a cavidade do LBD em que o ligante se associa têm essas

mesmas propriedades. Uma representação esquemática da cavidade de ligação está

na Figura 2.5.

Figura 2.5. Representação esquemática da cavidade de ligação dos re-

ceptores do hormônio tireoidiano. A cavidade é fundamentalmente hidrofóbica,

mas há interações hidrof́ılicas importantes nas duas extremidades (à direita e à

esquerda).

Os reśıduos que fazem contatos diretos com o ligante, de acordo com a estru-

tura do TRβ ligado ao T3 pertencem às hélices 3, 6, 8, 11 e 12 e ao grampo-β

[7]. As hélices que têm o maior papel na formação desta cavidade são as hélices

3 (6 reśıduos) e a hélice 6 (4 reśıduos). As interações hidrof́ılicas ocorrem com

uma arginina da hélice 3, uma da hélice 6, uma do grampo-β (todas estas inte-

ragem com o carboxilato do hormônio) e com a histidina da hélice 11, que forma

uma ligação de hidrogênio com o oxigênio fenólico da posição 4’. Todas as outras

interações são hidrofóbicas. Desta forma, a primeira impressão é que as fortes in-

terações eletrostáticas do carboxilato com as três argininas em uma extremidade

do ligante devem ser dominantes para a afinidade e orientação do ligante no śıtio

ativo. Como mostraremos no Caṕıtulo 4, no entanto, esta conclusão é falsa, pois as

interações hidrofóbicas e a ligação de hidrogênio com a histidina são as interações

fundamentais para a grande afinidade de ligação.

Todos estes reśıduos que interagem diretamente com o ligante se conservam nas
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isoformas α e β. Mais ainda, também são conservados nos receptores do rato, da

galinha e do sapo, mostrando que o modo de ligação ao T3 é muito espećıfico e foi

conservado ao longo de várias etapas evolutivas.

2.2.2 O desenvolvimento de ligantes seletivos

Como vimos, o desenvolvimento de ligantes seletivos em relação à isoforma TRβ

pode ser bastante importante para o tratamento de diversas doenças. Do ponto

de vista comercial, o grande desafio é o tratamento da obesidade com drogas que

aumentem a taxa metabólica sem provocar danos nos tecidos card́ıacos. Outras

doenças, como o hipo- e o hipertiroidismo podem requerer ligantes com outras

propriedades, como antagonistas espećıficos para uma das isoformas.

Os ligantes podem ser seletivos fisiologicamente por se ligar com maior afini-

dade a um dos LBDs, ou podem ser seletivos por serem distribúıdos no organismo

de forma heterogênea pelos mecanismos de transporte. Desde que as estruturas

cristalográficas foram obtidas para os LBDs dos receptores, a primeira estratégia

tem sido fortemente explorada. Porém, apesar de ter levado a ligantes muito

promissores do ponto de vista cĺınico, o uso da informação estrutural para o de-

senvolvimento racional de novas moléculas ainda é incipiente [46, 52, 54]. Aqui

descreveremos alguns ligantes sintéticos que têm sido estudados nos últimos anos

e a forma como foram projetados.

O ligante GC-1

O ligante GC-1 foi desenvolvido por Grazia Chiellini (GC) no grupo de Thomas

Scanlan [55]. O objetivo da śıntese deste ligante foi o desenvolvimento de uma

molécula similar ao T3, mas cuja śıntese fosse mais simples. Foi o primeiro ligante

desenvolvido com este propósito, razão pela qual é conhecido por GC-1. Sua es-

trutura é parecida com a do T3, mas o grupo amino é removido e um éter aparece

na posição 1 do anél aromático, os iodos são substitúıdos por grupos alifáticos, e

o éter do T3 é substitúıdo por um grupo CH2, como mostra a Figura 2.6.

O GC-1 se revelou um modelo ideal para o estudo de ligantes com afinidades

diferentes para os receptores TRα e TRβ [55–58]. Este ligante tem uma afinidade

aproximadamente 10 vezes maior para receptor TRβ. Mais ainda, o ligante apre-
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senta os efeitos esperados para um ligante β-seletivo em animais: ratos tratados

com GC-1 apresentam redução de peso e de colesterol sem apresentar os conhecidos

efeitos colaterais sobre os tecidos card́ıacos [56, 59]. Recentemente, no entanto, foi

demonstrado que o GC-1 promove proliferação celular no f́ıgado e no pâncreas de

ratos, o que é um efeito colateral indesejável [58]. Desta forma, o ligante GC-1

passou a ser um modelo para o estudo de ligantes β-seletivos, mas ainda há mui-

tos desafios a serem superados para o desenvolvimento de drogas seguras para uso

humano.

Figura 2.6. O ligante GC-1. Este ligante sintético é β-seletivo e é consi-

derado um modelo para o desenvolvimento de ligantes farmacologicamente interes-

santes.

A seletividade deste ligante foi estudada, em seguida, do ponto de vista estrutu-

ral. Estruturas cristalográficas foram obtidas do GC-1 ligado à isoforma α e estas

foram comparadas com estruturas do ligante Triac associado a ambas as isoformas

[52]. Apesar do t́ıtulo sugestivo do artigo: “Hormone Selectivity in Thyroid Hor-

mone Receptors”, os resultados das análises estruturais foram insuficientes para

uma determinação clara das razões da seletividade. Aparentemente, o ligante GC-

1 participava de uma rede de ligações de hidrogênio envolvendo vários aminoácidos

do śıtio ativo, enquanto o Triac apresentava apenas uma única interação espećıfica.

Como veremos no Caṕıtulo 5, mesmo a obtenção das estruturas do GC-1 ligado

a ambas as isoformas permitiram apenas uma elucidação parcial das razões da se-

letividade. O fato de que estruturas de alta resolução são incapazes de fornecer

uma explicação clara para a seletividade de um ligante mostra que a dinâmica dos

receptores pode estar envolvida, ou ao menos deve haver fatores energéticos que

não são evidentes [8].
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Os ligantes substitúıdos na posição 5’

O conjunto de ligantes com substituintes na posição 5’ é muito interessante do

ponto de vista estrutural. A posição 5’ no T3 é a posição no anel fenólico simétrica

ao Iodo. A idéia por trás do desenvolvimento destes ligantes era que as interações

hidrof́ılicas, supostamente as mais fortes e importantes para a afinidade dos ligan-

tes, fossem conservadas, ao mesmo tempo que uma extensão na posição 5’ seria

capaz de induzir um enovelamento incorreto do receptor [54, 60]. Os ligantes com

substituintes na posição 5’ foram projetados, desta forma, para atuar como antago-

nistas. De fato, antagonistas foram desenvolvidos com esta estratégia, e acredita-se

que atuam impedindo o enovelamento correto da hélice 12, inibindo a associação

dos coativadores [46, 54]. As estruturas de dois antagonistas 5’-substitúıdos estão

apresentadas na Figura 2.7, assim como uma representação esquemática da per-

turbação da posição da hélice 12 que impede a formação da superf́ıcie de associação

de coativadores.

Figura 2.7. Antagonistas 5’-substitúıdos: (a) MIBRT, (b) NH-3 e (c) Su-

posto deslocamento da hélice 12 que impede a formação da superf́ıcie de associação

com coativadores.

A importância da posição da hélice 12 para a formação da superf́ıcie de interação

com cofatores já foi demonstrada. Várias estruturas de vários receptores associados

a pept́ıdeos contendo a superf́ıcie de interação dos cofatores foram obtidas [36,

53, 61]. Mais ainda, já foram obtidas estruturas dos receptores do estrógeno, e

dos receptores ativados por proliferadores de peroxissomo, em que o deslocamento
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Figura 2.8. Agonistas 5’-substitúıdos: (a) NH-2, (b) GC-17 e (c) GC-24.

da hélice 12 induzido pela associação de antagonistas fica claro [1, 17, 62]. O

mecanismo de antagonismo resultante do posicionamento incorreto desta hélice

está, portanto, bem justificado.

Não deixa de ser surpreendente, no entanto, que ligantes com extensões tão

grandes como o NH-3 ainda sejam capazes de ligar-se ao LBD com grande afini-

dade. Por exemplo, o NH-3 possui uma constante de dissociação da isoforma α

de aproximadamente 20 × 10−9 Mol L−1 [54]. A grande afinidade destes ligantes

mostra que o LBD é bastante flex́ıvel. Além disso, os mecanismos de associação

dos ligantes têm que ser compat́ıveis com o grande impedimento estéreo que estas

extensões introduzem para a entrada dos ligantes no LBD.

Ainda mais notável, no entanto, é que vários ligantes com grandes extensões na

posição 5’ atuam como agonistas [46, 63]. Isto quer dizer que, além de se ligarem

com grande afinidade, não provocam mudanças estruturais importantes para a

atividade dos receptores. Três destes ligantes estão representados na Figura 2.8.

Como pode ser observado, as extensões na posição 5’ são realmente grandes, e

é notável que estes ligantes atuem como agonistas. Mais ainda, os mecanismos

de associação envolvidos devem ser coerentes com a associação destas moléculas

maiores. Do ponto de vista estrutural, foi demonstrado que a região C-terminal

da hélice 11 e a hélice 12 são razoavelmente flex́ıveis, capazes de acomodar a fenila

na posição 5’ no ligante GC-24 sem perturbar a superf́ıcie de interação com os

coativadores [64]. Este ligante é, ainda, β-seletivo, sendo uma nova promessa para
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o desenvolvimento de moléculas com potencial farmacológico.

2.2.3 Outros ligantes e suas caracteŕısticas gerais

Praticamente todos os ligantes sintéticos desenvolvidos até hoje são β-seletivos.

Isto provavelmente se deve a que a isoforma β do LBD tem maior flexibilidade,

sendo menor o custo energético da adaptação a novos ligantes do que para a iso-

forma α. Outra caracteŕıstica comum de quase todos os ligantes é que o grupo

amino da extremidade polar é removido, permanecendo apenas o carboxilato. A

remoção da amina, curiosamente, aumenta a afinidade dos ligantes em ambas as

isoformas [49, 65].

Figura 2.9. Ligantes desenvolvidos na KaroBio: (a) Agonista seletivo à

isoforma TRβ, conhecido como KB-141. (b) Agonista com maior seletividade que

o KB-141. (c) Antagonista “indireto”. (d) Agonista seletivo modificado na posição

4’. (e) Agonista desenhado para contrapor o efeito de uma mutação deletéria. (f)

Agonista bićıclico na região hidrof́ılica.

A empresa KaroBio vem desenvolvendo sistematicamente ligantes diferentes

com o objetivo de obter algum fármaco clinicamente viável [49, 60, 63, 66–68].

Seu trabalho inclui ainda cristalização dos receptores na presença de alguns destes
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ligantes. Vários ligantes interessantes foram desenvolvidos que, além de terem

propriedades interessantes do ponto de vista biológico, ainda contribuem para uma

compreensão mais profunda da capacidade de adaptação das estruturas dos LBDs.

Alguns dos ligantes mais interessantes desenvolvidos pelo grupo da KaroBio

estão representados na Figura 2.9. A molécula da Figura 2.9(a) é conhecida como

KB-141 e foi a primeira da série de ligantes β-seletivos desenvolvidos pelo grupo. É

semelhante ao Triac (Figura 2.2) no sentido de que possui um grupo acético no lugar

do amino-ácido do T3. Os iodos foram substitúıdos por Cloro ou por um grupo

isopropil. Estruturas cristalográficas das isoformas α e β ligadas a este ligante

não foram conclusivas em relação às razões da seletividade: novamente o que se

observou foi um modo de ligação diferente, mas no qual os mesmos reśıduos estavam

envolvidos. Na verdade, o estudo da seletividade de vários ligantes baseados nas

estruturas cristalográficas resultaram no mesmo tipo de informação: os modos

de ligação são diferentes, mas os reśıduos envolvidos são os mesmos. Há apenas

um reśıduo próximo do śıtio de ligação que é diferente nas isoformas α e β. Em

nenhuma destas estruturas este reśıduo interage diretamente com o ligante. Desta

forma, apesar de que modos de ligação distintos são observados, e freqüentemente

afirma-se que a razão estrutural da seletividade foi elucidada, na verdade não se

sabe por que os modos de ligação são distintos. Os modos distintos de ligação

deveriam decorrer, naturalmente, das diferenças estruturais entre os receptores α

e β.

O ligante da Figura 2.9(b) e o ligante GC-24 da Figura 2.8(c) têm caracteŕısticas

similares, baseadas nas extensões na posição 5’. Estes ligantes, como vimos, podem

ser agonistas ou antagonistas, o que está provavelmente relacionado com a forma

como afetam a superf́ıcie de associação dos cofatores. O ligante da Figura 2.9(b)

apresenta maior β-seletividade que o ligante KB-141, mostrando que as extensões

na posição 5’ também contribuem com esta propriedade [60]. A β-seletividade

nestes casos é explicada pelo fato de que esta isoforma tem um LBD aparen-

temente mais flex́ıvel (de acordo com os fatores de temperatura das estruturas

cristalográficas) [7, 52, 69].

O ligante da Figura 2.9(c) é um antagonista. Na verdade, o mais impressio-

nante deste ligante é o fato de se ligar com alta afinidade ao receptor. Note que

o grupo localizado entre os dois anéis aromáticos possui uma cadeia de 10 carbo-
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nos. Provavelmente este ligante não poderá ser usado clinicamente, uma vez que

sua solubilidade em água deve ser baixa, mas o simples fato de que se ligue ao

receptor com alta afinidade já implica em uma grande mobilidade do LBD. Seria

muito interessante obter a estrutura cristalográfica do receptor associado a este

ligante, mostrando como um grupo tão extenso pode ser acomodado. Este tipo

de antagonista foi denominado “indireto” porque a extensão está posicionada de

forma que não deve afetar diretamente a superf́ıcie de ligação com cofatores [63].

Provavelmente o antagonismo se dá por um rearranjo mais global da estrutura do

receptor que, em última instância, inibe sua atividade.

Por sua vez, o ligante da Figura 2.9(d) é um agonista β-seletivo de alta afini-

dade. A diferença importante deste ligante consiste em que o fenol é substitúıdo por

uma amida. Esta modificação, como veremos mais adiante, é importante por en-

volver a única interação hidrof́ılica do ligante que não é influenciada pelo solvente.

Este é o primeiro ligante cuja modificação visando a seletividade β se encontra no

grupo fenólico [67, 70].

O ligante apresentado na Figura 2.9(e) foi desenvolvido por outro grupo [71].

Este ligante é semelhante ao GC-1, mas no lugar do grupo fenólico possui um éter

et́ılico. O aspecto interessante deste ligante é que foi desenvolvido com o objetivo

de compensar o efeito deletério de uma mutação humana. A mutação substitui

um reśıduo de Histidina, que normalmente forma uma ligação de hidrogênio com

o grupo fenólico (ver Figura 2.5), por uma Alanina. A Alanina possui uma cadeia

lateral pequena e hidrofóbica. A idéia deste ligante foi substituir o hidrogênio do

grupo fenólico por um grupo etila, de forma a induzir uma interação hidrofóbica

entre este grupo e a metila da Alanina presente no receptor mutante. Uma ligação

hidrof́ılica foi, portanto, substitúıda por uma interação hidrofóbica. Foi demons-

trado que este ligante possui boa afinidade em relação a este receptor mutante,

mas não em relação ao receptor nativo.

Por fim, o ligante da Figura 2.9(f) é um agonista de alta afinidade e seletividade

em relação ao receptor TRβ. É interessante por possuir uma região hidrof́ılica sig-

nificativamente modificada pela inserção de um heterociclo de cinco carbonos [68].

Novamente, esta grande extensão, agora na outra extremidade, confere seletivi-

dade em relação à isoforma β. Novamente também, apesar de que boas estruturas

cristalográficas foram obtidas para este receptor ligado a ambas as isoformas, e
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modos de ligação claramente distintos foram observados, ainda restam dúvidas da

razão estrutural para que estes modos de ligação sejam diferentes. Provavelmente a

diferença também está relacionada à maior mobilidade do receptor TRβ na região

do grampo β, que interage com a extremidade hidrof́ılica do ligante.
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Caṕıtulo 3

Simulações de dinâmica

molecular

Suponha que você deseje conhecer como as moléculas de um determinado sistema

qúımico se movem, com uma resolução espacial atômica, e com uma resolução

temporal da ordem de femtosegundos. Suponha também que você queira saber

quais são as energias de interação entre essas moléculas, quais são as correlações

estruturais e dinâmicas, e como estas correlações afetam a atividade bioqúımica,

por exemplo, destas moléculas. Não existe técnica experimental capaz de fornecer

informações dinâmicas com esse grau de completeza e precisão, apesar de que

algumas técnicas modernas de espectroscopia e cristalografia resolvidas no tempo

têm obtido resultados importantes e promissores.

A forma como este tipo de estudo pode ser feito, atualmente, é através de si-

mulações computacionais dos movimentos moleculares. A realização de simulações

implica, em primeiro lugar, no estabelecimento de um modelo do sistema molecu-

lar. O modelo deve fornecer informações suficientes para uma boa representação de

cada molécula (ou seja, das interações intra-moleculares) e também das interações

intermoleculares. Em prinćıpio, se um bom modelo de todas as interações existen-

tes em um sistema molecular está dispońıvel, deve ser posśıvel obter todo tipo de

informação estrutural e dinâmica, com a resolução que se julgar necessária.

As simulações, portanto, requerem em primeiro lugar um modelo, que deve ser

tão mais preciso quanto forem precisas as informações que esperamos obter a partir

dele. Em segundo lugar, deve existir uma forma de obter a dinâmica das moléculas

a partir de suas interações. Por fim, nem sempre os resultados que desejamos

obter são acesśıveis pelo estudo computacional da dinâmica convencional de um

33
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sistema, e algumas técnicas novas de simulação (e de análise dos dados) devem

ser desenvolvidas para que informações relevantes sobre os problemas abordados

possam ser obtidas.

Neste caṕıtulo, explicaremos brevemente como se constrói um modelo das in-

terações intra e intermoleculares e como este modelo pode ser usado para obter

informações da dinâmica de um sistema com resolução atômica. Em seguida, ex-

plicaremos em linhas gerais como foi feita a construção destes modelos para as

moléculas que são estudadas neste trabalho. Por fim, descreveremos os algorit-

mos de integração numérica das equações de movimento, que são componentes

essenciais das simulações.

3.1 A dinâmica molecular clássica

Um aspecto importante de todas as simulações feitas neste trabalho é que são

simulações clássicas. Isto é, nenhum efeito quântico é considerado. Isto quer dizer

que nas simulações que realizamos, nenhuma ligação qúımica é rompida, não há

interações entre orbitais e não há ressonância, por exemplo. À primeira vista isto

pode parecer inadequado, já que sabe-se que inúmeros problemas relacionados à

dinâmica, estrutura e reatividade das moléculas são fortemente influenciados por

suas propriedades quânticas. Por outro lado, é importante colocar este fato de

forma clara e imediata, exatamente para, em seguida, justificar como inúmeros

resultados experimentais podem ser obtidos com modelos que não levam em conta

explicitamente as propriedades quânticas da matéria.

3.1.1 Do quântico ao clássico

Os potenciais utilizados nas simulações de dinâmica molecular são aproximações de

potenciais quânticos. Em prinćıpio, a dinâmica de uma part́ıcula pode ser obtida

pela resolução da equação de Schroedinger dependente do tempo,

−h̄2

2m
∇2Ψ(~x, t) + V (~x, t)Ψ(~x, t) = ih̄

∂Ψ(~x, t)

∂t
.

que nos fornece as probabilidades de encontrar a part́ıcula em qualquer posição no

espaço ~x, no instante t. Atualmente esta equação não pode ser resolvida de forma

rápida para sistemas com milhares de átomos.
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Quando os potenciais não são explicitamente dependentes do tempo, a equação

de Schroedinger pode ser separada em sua parte dependente do tempo e em sua

parte espacial. A função de onda pode ser escrita como

Ψ(~x, t) = ψ(~x)f(t),

e parte independente do tempo da equação de Schroedinger toma a forma

−h̄2

2m
∇2ψ(~x) + V (~x)ψ(~x) = Eψ(~x),

em que E é a energia associada a cada solução, ψ(~x), da equação.

Para um sistema formado por elétrons e núcleos, a equação de Schroedinger

independente do tempo pode ser escrita de forma compacta por

Hψ = Eψ,

sendo o operador hamiltoniano, em unidades atômicas, definido como

H = −
N∑
i=1

1

2
∇2
i −

M∑
A=1

1

2MA

∇2
A −

N∑
i=1

M∑
A=1

ZA
riA

+
N∑
i=1

N∑
j>i

1

rij
+

M∑
A=1

M∑
B>A

ZAZB
RAB

. (3.1)

Nesta equação, N é o número de elétrons, M é o número de núcleos, ZA é a carga

do núcleo A, riA a distância entre núcleos e elétrons, rij a distância entre elétrons,

RAB a distância entre núcleos, e MA é a massa atômica dos núcleos [72].

Grande parte do custo computacional de um cálculo de dinâmica quântica de-

corre dos graus de liberdade eletrônicos. Felizmente, a função de onda dos elétrons

pode ser desacoplada da função de onda dos núcleos, de acordo com a aproximação

de Born-Oppenheimer. Os erros associados a esta aproximação são geralmente

muito pequenos.

Na aproximação de Born-Oppenheimer, a função de onda é separada em sua

parte nuclear e em sua parte eletrônica [72]. A função de onda dos elétrons é

calculada assumindo núcleos pontuais. Por sua vez, os núcleos interagem com

um potencial médio gerado pelos elétrons. Assim, o Hamiltoniano da equação 3.1

pode ser simplificado pela eliminação do termo associado à energia cinética dos

núcleos (segundo termo), e da repulsão nuclear (último termo), que é constante

para uma geometria fixa (a adição de uma constante não tem nenhum efeito sobre
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as autofunções). Assim, podemos definir um Hamiltoniano puramente eletrônico,

Hele = −
N∑
i=1

1

2
∇2
i −

N∑
i=1

M∑
A=1

ZA
riA

+
N∑
i=1

N∑
j>i

1

rij
,

associado à equação de Schroedinger para os elétrons,

Heleψele = Eeleψele. (3.2)

Aliada às restrições decorrentes do prinćıpio de exclusão de Pauli (a anti-simetria

da função de onda), esta equação nos permite calcular uma superf́ıcie de energia

potencial gerada pela presença dos elétrons para cada posição dos núcleos. Esta

energia potencial e a repulsão eletrostática entre os núcleos compõem a energia

potencial total do sistema.

Para os núcleos, a aproximação de Born-Oppenheimer define um novo Hamil-

toniano. A componente associada à energia cinética dos núcleos é tratada explici-

tamente. A interação entre elétrons, e entre núcleos e elétrons, pode ser obtida da

superf́ıcie de energia potencial dos elétrons, calculada pela equação 3.2. Por fim, a

repulsão entre os núcleos é tratada explicitamente, levando ao Hamiltoniano

Hnuc = −
M∑
A=1

1

2MA

∇2
A +

〈
−

N∑
i=1

1

2
∇2
i −

N∑
i=1

M∑
A=1

ZA
riA

+
N∑
i=1

N∑
j>i

1

rij

〉
+

M∑
A=1

M∑
B>A

ZAZB
RAB

.

O segundo termo, 〈Hele〉, está associado à superf́ıcie de energia potencial gerada

pelos elétrons assumindo núcleos estáticos e pontuais, de acordo com a equação 3.2.

O potencial gerado pelos elétrons e a repulsão nuclear são constantes nesta equação.

Assim, o Hamiltoniano pode ser escrito de forma simplificada por

Hnuc = −
M∑
A=1

1

2MA

∇2
A + Etot, (3.3)

em que Etot é a energia total associada à conformação dos núcleos, e pode ser usada

como um potencial para o movimento nuclear.

Etot pode ser obtida por um cálculo ab-initio ou semi-emṕırico tradicional. Da-

das a superf́ıcie de energia potencial gerada pelos elétrons e as repulsões nucleares,

as forças agindo sobre cada núcleo podem ser calculadas. Elas podem ser usadas

para propagar as trajetórias dos núcleos em intervalos de tempo pequenos, nos
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Figura 3.1. (a) O potencial de Morse é uma boa aproximação para a

interação entre dois átomos. Próximo do mı́nimo, pode ser aproximado por um

potencial harmônico. (b) Diferença de escala (mas não de aparência) nos potenciais

de interação de dois átomos de hidrogênio e de dois átomos de neônio.

quais as posições dos núcleos variem pouco. Assim, a presença dos elétrons não é

considerada de forma expĺıcita na propagação da trajetória.

Evidentemente, estudar a dinâmica molecular de um sistema obtendo os po-

tenciais através de cálculos de estrutura eletrônica é muito caro do ponto de vista

computacional, mesmo usando a aproximação de Born-Oppenheimer.

No entanto, o termo Etot da equação 3.3 pode ser aproximado por potenciais

clássicos anaĺıticos, muito convenientes computacionalmente. O termo da repulsão

nuclear consiste, simplesmente, em um potencial coulômbico. Já as superf́ıcies de

energia potencial geradas pelos elétrons são aproximadas usando diferentes funções,

de acordo com o tipo de interação envolvida. Todas as interações intra- ou inter-

moleculares podem ser representadas por estas aproximações. Por exemplo, o

potencial associado à distância entre os núcleos na molécula de hidrogênio pode

ser aproximado por um potencial de Morse,

V (r) = De

[
1− e−a(r−re)

]2
em que r é a distância entre os núcleos, re é a distância de equiĺıbrio, De é o

potencial mı́nimo, e a é um parâmetro associado à constante de força do potencial

próximo do mı́nimo, como mostra a Figura 3.1(a). Interações dispersivas também

podem, em prinćıpio, ser aproximadas por potenciais de Morse. Por exemplo, a
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Figura 3.1(b) mostra as curvas de energia potencial em função da distância entre

os núcleos para a molécula de hidrogênio e para dois átomos de Neônio [73]. A

forma das curvas de energia potencial é aproximadamente a mesma, mas há uma

diferença grande na escala das energias envolvidas (ver escalas em ambos os lados

do gráfico). O mı́nimo de energia da interação Ne-Ne é da ordem de -0,004 eV,

enquanto que na molécula de hidrogênio a distância ótima corresponde a uma

energia potencial de -5 eV.

Resumindo, a definição dos potenciais clássicos não é independente das proprie-

dades quânticas das interações. Primeiro, a dinâmica dos núcleos é desacoplada da

dinâmica dos elétrons de acordo com a aproximação de Born-Oppenheimer. Com

isto, passa a fazer sentido propagar as trajetórias dos núcleos em uma superf́ıcie

de energia potencial gerada pelos elétrons. Esta superf́ıcie poderia ser obtida por

cálculos de estrutura eletrônica em todos os passos da trajetória. Na prática, estes

cálculos podem ser feitos para grupos pequenos de part́ıculas. Funções anaĺıticas,

como o potencial de Morse, são então ajustadas às curvas de energia potencial obti-

das. Estas curvas são usadas para construir a superf́ıcie de energia potencial gerada

pelos elétrons em sistemas mais complexos, mas sem a necessidade da realização de

cálculos de estrutura eletrônica. A dinâmica dos núcleos é obtida pela propagação

de suas trajetórias neste potencial aproximado. A propagação da trajetória dos

núcleos poderia ser feita pela resolução da equação

Hnucψnuc = ih̄
∂ψnuc
∂t

,

que fornece a dinâmica quântica dos núcleos na superf́ıcie de energia potencial

gerada pelos elétrons. No entanto, isto nem sempre é necessário. O pacote de onda

correspondente a cada núcleo,

Ψnuc(~x, t) =
∞∑
i=1

Ciψi(~x)e−iEit/h̄,

possui contribuições importantes de várias autofunções de maior energia à tem-

peratura ambiente. A combinação das várias autofunções que contribuem para o

pacote de onda leva à sua localização, e seu comprimento de onda corresponde apro-

ximadamente ao comprimento de onda térmico de de Broglie [74]. O comprimento

de onda de de Broglie de um núcleo de carbono a 298K, por exemplo, é aproxi-

madamente 0,3Å, enquanto que a distância mı́nima entre átomos na simulação é
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maior que 1Å. Assim, os núcleos podem ser considerados part́ıculas pontuais e suas

trajetórias podem ser propagadas classicamente. Isto não é totalmente verdadeiro

para part́ıculas mais leves, como átomos de Hidrogênio, que têm um comprimento

de onda térmico de de Broglie de aproximadamente 1Å à temperatura ambiente.

De fato, várias propriedades que dependem fundamentalmente da dinâmica destes

átomos precisam ser corrigidas quanticamente para que uma simulação produza

resultados comparáveis com os experimentais [74].

Diversos tipos de potenciais anaĺıticos podem ser usados para representar as in-

terações entre part́ıculas. Estes devem ser escolhidos para cada tipo de interação,

procurando a melhor representação da curva de energia potencial verdadeira, de

acordo com os recurso computacionais dispońıveis e com o tipo de fenômeno obser-

vado. Estes potenciais anaĺıticos poderiam ser usados para propagar a trajetória

dos núcleos tanto quanticamente, de acordo com a equação de Schroedinger de-

pendente do tempo, como classicamente, pelas equações de Newton. O cálculo das

trajetórias usando mecânica clássica é, evidentemente, muito mais rápido. Para o

estudo de propriedades dinâmicas de biomoléculas, à temperatura ambiente, isto

não acarreta em um perda importante de precisão.

3.1.2 Potenciais de interação para moléculas comuns

A energia térmica t́ıpica (∼kT ) de um sistema à temperatura ambiente é da or-

dem de 0,026 eV. Portanto, a energia da ligação H-H é muito maior do que kT , e

a energia da ligação Ne-Ne é menor do que kT . A ligação H-H é, assim, estável

à temperatura ambiente, enquanto que a ligação Ne-Ne não é. A ruptura de uma

ligação H-H não é estatisticamente relevante em uma simulação de centenas de

nano-segundos. Desta forma, não é necessário representar toda a curva de ener-

gia potencial da molécula por um potencial dissociativo, como o de Morse da

Figura 3.1(a). A ligação H-H terá sempre uma distância próxima à que corres-

ponde ao mı́nimo de energia. Nesta região, o potencial pode ser aproximado de

forma conveniente por um potencial harmônico. Este é o caso de todas as ligações

covalentes em moléculas comuns, em particular em biomoléculas, nas temperatu-

ras e escalas de tempo que são geralmente estudadas por dinâmica molecular. O
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potencial harmônio que representa estas ligações tem a forma

Vcov(i, j) = K(r − req)2,

em que r é a distância entre os dois núcleos. K e req são, respectivamente, a

constante de força do oscilador harmônico e a distância de equiĺıbrio. Com isto

apenas, podemos definir uma molécula de monóxido de carbono: dois átomos, com

massas 12 e 16 (u. a.), interagindo através de um potencial harmônico que tem um

req correspondente à distância ótima da ligação C-O e uma constante de força K.

A distância de equiĺıbrio e a constante de força podem ser obtidas, por exemplo, a

partir de um espectro vibracional, ou usando cálculos de estrutura eletrônica.

Para reproduzir as propriedades do gás CO, no entanto, é necessário incluir

interações intermoleculares. O modelo mais usado, e também um dos mais sim-

ples, para estas interações, inclui explicitamente apenas interações eletrostáticas e

dispersivas.

A interação eletrostática é dada por um potencial coulômbico clássico atuando

entre átomos de moléculas diferentes (em unidades atômicas),

Velec(i, j) =
qiqj
rij

em que qi e qj são as cargas dos dois átomos e rij é a distância entre eles.1 Na

molécula de CO, o oxigênio possui uma densidade de carga negativa (por ser mais

eletronegativo) e, portanto, terá uma carga negativa. O átomo de carbono terá uma

carga positiva. Cada par de átomos de moléculas diferentes interage de acordo com

um potencial eletrostático dado desta forma.

Como vimos, as interações dispersivas (como a interação Ne-Ne), têm energias

menores, da ordem de kT . Assim, apesar de que o tipo de interação é semelhante à

interação covalente, não podemos aproximar a curva de energia potencial por uma

função harmônica. Nos campos de força que são usados para estudar protéınas, as

interações dispersivas são representadas por potenciais de van der Waals (funções

de Lennard-Jones),

Vdisp(i, j) = 4εij

[(
σij
rij

)12

−
(
σij
rij

)6]
1No sistema internacional de unidades, que é usado nas simulações em geral, o potencial

eletrostático é multiplicado por 1/(4πε0).
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Figura 3.2. Os potenciais de interação entre pares de átomos não-ligados

covalentemente em uma simulação. O potencial de Lennard-Jones representa as

interações dispersivas: possui um mı́nimo e é fortemente repulsivo em distâncias

curtas, definindo o raio atômico. O potencial eletrostático depende das cargas dos

átomos e consiste em um potencial coulômbico clássico.

que dependem da distância entre os átomos, rij, e de parâmetros que definem a

forma do potencial. O potencial de Lennard-Jones se caracteriza por ser atrativo

a longas distâncias, extremamente repulsivo a curtas distâncias e por possuir um

mı́nimo. Os parâmetros εij e σij determinam a forma deste potencial e, portanto,

a posição do mı́nimo e a distância a partir da qual o potencial passa a ser atrativo,

como mostra a Figura 3.2. As interações dispersivas de longa distância devem

diminuir de acordo com r6
ij, porque esta é a forma pela qual dipolos transientes

interagem, em média, no tempo [73]. A repulsão de curto alcance seria melhor

representada por uma exponencial, mas o termo r12 é mais conveniente do ponto

de vista computacional (por ser (r6)2).

Os parâmetros σij e εij correspondem aproximadamente à soma dos raios de

van der Waals dos dois átomos envolvidos na interação e ao potencial associado à

distância em que estes átomos interagem dispersivamente da forma mais efetiva. Na

prática, parametriza-se um valor de σ e de ε para cada tipo de átomo na simulação

(por exemplo, para C e para O na simulação do monóxido de carbono). Todos

parâmetros de interação entre pares são calculados pela combinação dos parâmetros
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atômicos geométrica ou aritmeticamente, dependendo de como o campo de força

foi parametrizado. No caso da simulação do CO teŕıamos, assim, os seguintes

parâmetros, supondo uma combinação aritmética:

σCC = (σC + σC)/2, εCC = (εC + εC)/2

σOO = (σO + σO)/2, εOO = (εO + εO)/2

σCO = (σC + σO)/2, εCO = (εC + εO)/2.

No caso da simulação de CO, então, o conjunto de equações e parâmetros que

definem as interações (também chamado de campo de força) conteria interações co-

valentes representadas por potenciais harmônicos, interações intermoleculares ele-

trostáticas, e interações de van der Waals. Seriam necessários apenas 8 parâmetros

para definir todas estas interações (as cargas, raios atômicos e os εs para cada tipo

de átomo, C e O, e os dois parâmetros da ligação covalente), independentemente

do número de moléculas de CO no sistema.

Os potenciais eletrostático e dispersivo especificam todas as interações inter-

moleculares nestas simulações. Isto é, para todos os efeitos, como as interações

dipolo-dipolo, interações de van der Waals, ou até mesmo efeitos quânticos, como

as ligações de hidrogênio (e a conseqüente estrutura tetraédrica da água) ou o em-

pacotamento π de anéis benzênicos, a parametrização adequada de potenciais com

esta estrutura é suficiente.

As interações intramoleculares, por outro lado, podem possuir outros parâmetros.

Se uma molécula é grande, átomos separados por mais de 4 ligações covalentes in-

teragem como se fossem átomos não-ligados e, portanto, através de interações ele-

trostáticas e dispersivas como as descritas. No entanto, outros parâmetros devem

ser inclúıdos para uma representação adequada das torções de ângulos e de ângulos

de diedros. Estes potenciais também são tratados de forma clássica, usando po-

tenciais harmônicos para os ângulos e potenciais periódicos para as rotações dos

diedros:

Vang(i, j, k) = Kθ(θ − θeq)2

Vdie(i, j, k, l) = Kψ[1 + cos(nψ − δ)].

Kθ, θeq, Kψ e δ são parâmetros que são ajustados para melhor representar cada uma
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das interações. Há ainda potenciais adicionais para algumas interações particulares,

como a rotação de diedros impróprios (amidas, por exemplo).

3.1.3 A parametrização do campo de força

Um dos maiores desafios para a realização de simulações de dinâmica molecular

é a parametrização dos campos de força. Para o caso do CO, citado acima, são

necessários oito parâmetros, sendo que dois deles podem ser obtidos a partir de

espectros vibracionais. As cargas podem ser obtidas a partir de cálculos de es-

trutura eletrônica. Os parâmetros de Lennard-Jones, no entanto, são mais dif́ıceis

de estimar. Nem sempre o ajuste de curvas de energia de potencial obtidas por

cálculos de estrutura eletrônica de pequenos grupos de moléculas é satisfatório. A

obtenção destes parâmetros pode passar, por exemplo, pela reprodução da curva

de compressibilidade em função da pressão deste gás. Podem ser feitas simulações

usando algum parâmetro estimado grosseiramente, e ajustar os parâmetros de van

der Waals até que a curva de compressibilidade seja bem representada. Este é um

processo trabalhoso mesmo para moléculas simples, e bastante mais trabalhoso no

caso de moléculas complexas, como as protéınas. A reprodução de parâmetros ex-

perimentais é muito usada para a obtenção dos parâmetros de interação de ĺıquidos

ou gases simples. Usando esta metodologia, vários modelos para a água foram de-

senvolvidos, por exemplo.

No caso de moléculas como as protéınas a parametrização é ainda mais com-

plexa. A quantidade de dados experimentais termodinâmicos dispońıveis para

protéınas é bastante limitada. Por esta razão, a parametrização de um campo

de forças para protéınas geralmente envolve um trabalho sistemático que busca

reproduzir dados energéticos obtidos a partir de cálculos ab-initio. Um exemplo

t́ıpico deste trabalho pode ser a determinação dos parâmetros de Lennard-Jones

para um reśıduo de Glicina. Neste caso, pode-se, por exemplo, fazer cálculo ab-

initio contendo uma molécula de glicina com algumas esferas de solvatação de

água. Este sistema possui uma determinada energia total, que sai diretamente do

cálculo. Em seguida, determina-se quais parâmetros de Lennard-Jones que fazem

com que a energia do sistema, calculada agora a partir das interações clássicas,

mais se pareça à energia ab-initio. Esta é uma das estratégias usadas para a
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determinação dos parâmetros para aminoácidos. O mesmo é feito para alguns

pept́ıdeos. Dados experimentais são usados quando dispońıveis, como por exem-

plo as freqüências de estiramento das diversas ligações qúımicas dos aminoácidos.

Torções freqüentemente são parametrizadas fazendo diversos cálculos ab-initio com

diferentes ângulos de torção e, em seguida, ajustando o potencial periódico à curva

de energia obtida.

Estratégias mistas que usam tanto dados experimentais como cálculos foram

usadas para o desenvolvimento dos campos de força CHARMM, por exemplo. O

campo de força OPLSAA, por outro lado, usa uma sistemática auto-consistente

baseada apenas em cálculos quânticos. Qualquer destas metodologias busca en-

contrar um conjunto de parâmetros não muito grande, que seja extenśıvel para o

estudo de propriedades diferentes daquelas a partir das quais os parâmetros foram

obtidos. Por exemplo, a parametrização dos campos de força para protéınas ou

ácidos nucleicos são feitas usando cálculos e dados experimentais de pept́ıdeos, mas

espera-se que, no fim, os parâmetros dos aminoácidos possam ser usados para a

simulação de protéınas em geral.

Evidentemente que a qualidade do campo de força depende da complexidade do

sistema estudado. Desta forma, a precisão dos resultados obtidos usando um destes

campos de força também depende desta complexidade. Por exemplo, é posśıvel re-

produzir quantitativamente grande parte das propriedades termodinâmicas da água

(tanto propriedades dinâmicas como estruturais) usando os modelos que foram de-

senvolvidos. Por outro lado, não é posśıvel esperar a reprodução de parâmetros

quantitativos com a mesma precisão em simulações de protéınas. Talvez surpre-

endentemente, no entanto, muitos resultados quantitativamente corretos são ob-

tidos mesmo para sistemas de grande complexidade, inclusive usando parâmetros

ajustados de forma qualitativa. Na verdade, uma propriedade destes sistemas de

grande complexidade é que grande parte da dinâmica é dominada por fatores co-

letivos, como o empacotamento das moléculas, e desta forma os erros associados

aos detalhes das interações entre pares de átomos acabam sendo minimizados. Por

exemplo, modelos de água que possuem apenas três śıtios de carga (o oxigênio e os

hidrogênios) são capazes de reproduzir a estrutura da água ĺıquida [75]. Esta, por

sua vez, deveria ser em grande parte influenciada pela presença dos elétrons não-

compartilhados, já que deles depende a estrutura eletrônica tetraédrica ao redor
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do átomo de oxigênio. No entanto, apenas o fato do ângulo entre as ligações ser

aproximadamente 107◦ é suficiente para que, coletivamente, a estrutura da água

seja tetraédrica. Note que duas moléculas de água isoladas, representadas por um

modelo clássico de três śıtios, não formarão uma ligação de hidrogênio com um

ângulo correspondente ao mı́nimo de energia de um cálculo ab-initio.

3.1.4 Integrando as equações de movimento

Uma vez conhecendo como todas as part́ıculas de um sistema interagem entre si,

basta ter condições iniciais para poder prever a trajetória das part́ıculas ao longo

do tempo. Em simulações de dinâmica molecular, as condições iniciais consistem

nas posições e velocidades de todas as part́ıculas. Posições iniciais são obtidas,

por exemplo, pela colocação das moléculas aleatoriamente em uma caixa. No caso

de simulações de protéınas, as posições iniciais geralmente são obtidas a partir

das estruturas cristalográficas. Outras formas mais sofisticadas podem ser usadas

para obter posições para todos os átomos do sistema de forma adequada para cada

tipo de problema [76]. Velocidades iniciais, por sua vez, são geralmente atribúıdas

de forma aleatória aos átomos do sistema de acordo com uma distribuição de

Maxwell-Boltzmann para a temperatura desejada. Desta forma, a energia cinética

do sistema corresponderá à temperatura termodinâmica.

Ou seja, ter condições inicias para o sistema consiste em definir posições e

velocidades iniciais para todos os átomos. Todas as componentes das interações

interatômicas dependem apenas das posições dos átomos. Desta forma, dadas as

posições de todos os átomos do sistema, as forças atuando sobre cada átomo podem

ser calculadas. A força nada mais é do que a derivada do potencial, ~F = −∇~V (t).

De acordo com a segunda lei de Newton, podemos calcular a aceleração de cada

átomo, ~a(t), usando

−∇~V (t) = m~a(t)

sendo m a massa do átomo. O algoritmo mais simples para obter a evolução

temporal do sistema consiste em calcular as velocidades no instante t+ ∆t por

~v(t+ ∆t) = ~v(t) + ~a(t)∆t (3.4)
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e, usando a equação

~x(t+ ∆t) = ~x(t) + ~v(t)∆t+
~a(t)∆t2

2
, (3.5)

obtém-se as posições no instante t + ∆t. Dadas as posições neste novo instante,

os potenciais são recalculados, definindo novas forças, novas acelerações e, assim,

permitindo novamente o cálculo das posições em um instante posterior. A repetição

deste ciclo leva à obtenção da trajetória de todas as part́ıculas do sistema ao longo

do tempo.

O algoritmo Verlet

O algoritmo descrito acima possui todas as componentes fundamentais necessárias

para a realização de uma simulação. No entanto, não é o algoritmo mais preciso.

A equação 3.5 é expansão de Taylor de segunda ordem da posição no ponto ~x(t).

Sendo assim, tem um erro associado da ordem de ∆t3. Já a equação 3.4 é a

expansão de Taylor de primeira ordem da velocidade e, desta forma tem um erro

associado da ordem de ∆t2. Para fazer com que o erro na velocidade fosse da ordem

de ∆t3, pelo menos, seria necessário calcular a derivada da aceleração em relação

ao tempo e computar o terceiro termo da expansão de Taylor na equação 3.4, o que

não é desejável do ponto de vista da eficiência computacional. Outros algoritmos

foram desenvolvidos que reduzem o erro no cálculo das velocidades sem introduzir

custos computacionais importantes. Descreveremos agora o algoritmo Verlet e,

em seguida, a algoritmo Verlet-velocidade, que é provavelmente o mais usado em

simulações modernas.

A expansão de Taylor que dá a posição no instante t+ ∆t é

~x(t+ ∆t) = ~x(t) +
d~x(t)

dt
∆t+

1

2

d2~x

dt2
∆t2 +

1

6

d3~x

dt3
∆t3 +O(∆t4), (3.6)

onde explicitamos os termos até terceira ordem. Façamos o mesmo para a o instante

anterior ao momento atual, ou seja, para o instante t−∆t,

~x(t−∆t) = ~x(t)− d~x(t)

dt
∆t+

1

2

d2~x

dt2
∆t2 − 1

6

d3~x

dt3
∆t3 +O(∆t4). (3.7)

Se somarmos as equações 3.6 e 3.7, temos

~x(t+ ∆t) = 2~x(t) +
d2~x

dt2
∆t2 − ~x(t−∆t) +O(∆t4). (3.8)
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Os termos ı́mpares da expansão são naturalmente eliminados. Desta forma, é

posśıvel calcular a posição no instante t+∆t com um erro da ordem de ∆t4 usando

as posições dos dois últimos passos da simulação (t e t−∆t). A velocidade poderia

ser calculada, assim, pela equação

~v(t+ ∆t) =
~x(t+ ∆t)− ~x(t−∆t)

2∆t

que é uma aproximação linear da velocidade e, portanto possui um erro da ordem

de ∆t2. Este erro na velocidade, duas ordens de magnitude maior que o erro nas

posições, não é muito satisfatório, mas não se acumula porque a velocidade não

é usada para propagar a trajetória. No entanto, é sempre necessário armazenar e

atualizar dois vetores de posição [77]. Este algoritmo é conhecido como algoritmo

Verlet.

O algoritmo Verlet-velocidade

Um aprimoramento do algoritmo Verlet é o algoritmo Verlet-velocidade [77–79].

O algoritmo consiste no cálculo das posições usando uma expansão de Taylor de

segunda ordem, como a da equação 3.5. Já a velocidade no instante t+∆t é obtida

pela velocidade no instante t e pela média das acelerações nos instantes t e t+ ∆t,

por

~v(t+ ∆t) = ~v(t) +
~a(t)∆t

2
+
~a(t+ ∆t)∆t

2
. (3.9)

A formulação acima sugere que é necessário armazenar as acelerações nos instantes

t e t + ∆t. Para que apenas um vetor de velocidades seja armazenado por passo

de simulação, o algoritmo é implementado da seguinte forma: Em primeiro lugar,

calculam-se as forças no instante t, de forma que as acelerações são determinadas.

Em seguida, calculam-se as velocidades no instante t+ ∆t/2, usando

~v(t+ ∆t/2) = ~v(t) +
∆t

2
~a(t). (3.10)

A velocidade neste instante intermediário é usada para o cálculo das posições no

instante t+ ∆t,

~x(t+ ∆t) = ~x(t) + ~v(t+ ∆t/2)∆t,
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e as forças são recalculadas para o instante t + ∆t a partir destas novas posições.

Com as novas forças, as velocidades no instante t+ ∆t são calculadas usando

~v(t+ ∆t) = ~v(t+ ∆t/2) +
∆t

2
~a(t+ ∆t),

completando o ciclo.

As trajetórias geradas por este algoritmo possuem a mesma precisão do algo-

ritmo Verlet, com erros da ordem de ∆t4. Note que, de acordo com a equação 3.5,

as posições no instante t são dadas por

~x(t) = ~x(t−∆t) + ~v(t−∆t)∆t+
~a(t−∆t)∆t2

2
.

Subtraindo este ~x(t) do ~x(t+ ∆t) calculado pela equação 3.5, temos

~x(t+ ∆t) = 2~x(t)− ~x(t−∆t) + [~v(t)− ~v(t−∆t)]∆t+ [~a(t)− ~a(t−∆t)]
∆t2

2
.

Substituindo na equação acima a relação entre as velocidades nos instantes t e

t−∆t dada pela equação 3.10,

~v(t)− ~v(t−∆t) =
1

2
[~a(t) + ~a(t−∆t)]

obtemos exatamente a propagação da posição de acordo com a equação 3.8. Ou

seja, a propagação das posições no algoritmo Verlet-velocidade é equivalente à

propagação das posições no algoritmo Verlet. As velocidades, no entanto, são

calculadas com uma precisão maior, e menos vetores têm que ser armazenados. O

algoritmo Verlet-velocidade é o algoritmo mais usado nas simulações atuais, e é o

algoritmo implementado no programa NAMD [80], que foi usado ao longo deste

trabalho.



Caṕıtulo 4

Estudo dos mecanismos

de dissociação de ligantes

do LBD

As estruturas cristalográficas dos LBDs dos receptores nucleares são compactas

e, geralmente, englobam totalmente o ligante. Desta forma, permitem apenas

uma apreciação superficial de posśıveis mecanismos dinâmicos importantes para

a função dos receptores. A forma como os ligantes entram e saem da estrutura

deve estar relacionada com mecanismos funcionais. O trabalho apresentado neste

caṕıtulo está parcialmente descrito na minha dissertação de mestrado [81], mas os

resultados apresentados aqui estendem significativamente o trabalho anterior.

Os estudos da dissociação de ligantes do receptor foi feito com técnicas não-

convencionais de simulação. A primeira, conhecida como Dinâmica Molecular com

Amostragem Ampliada (DMAA) [41, 82], permite a obtenção de uma visão global

dos caminhos de dissociação, mas não é adequada para uma descrição detalhada

dos mecanismos. A segunda técnica, conhecida como Dinâmica Molecular com Ca-

minho Induzido (DMCI) [44, 83], requer um conhecimento básico da dissociação,

mas permite seu estudo detalhado, e sugere a importância relativa de diferentes

mecanismos. Ambas técnicas tinham sido utilizadas para o estudo da dissociação

do Ácido Retinóico do receptor RAR de forma independente [41, 44]. Neste tra-

balho, propomos a combinação destas metodologias, e estudamos a dissociação de

vários ligantes naturais e sintéticos dos receptores do hormônio tireoidiano.

4.1 Mecanismos de dissociação em receptores nucleares

Os ligantes estão geralmente imersos totalmente na estrutura dos LBDs dos recep-

tores nucleares. Desta forma, rearranjos estruturais significativos são necessários
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para permitir sua entrada e sáıda. Há evidências, para o PPAR, que a região do

receptor próxima do ligante torna-se desordenada na ausência de ligante, e estas

variações estruturais podem estar relacionadas com os mecanismos de associação e

dissociação [28, 45, 84, 85]. A natureza molecular destas variações estruturais, no

entanto, não é bem conhecida.

A análise das estruturas cristalográficas sugere alguns posśıveis mecanismos de

associação ou dissociação. A estrutura do RAR sem ligante e as estruturas de

vários receptores ligados a agonistas e antagonistas sugerem que o ligante afeta

de forma importante a posição da hélice 12 em relação ao corpo do LBD [54, 86].

Antes de que outros dados funcionais e novas estruturas de receptores sem ligante

fossem obtidas, estes dados foram interpretados como uma evidência de que o

mecanismo de entrada e sáıda dos ligantes deveria envolver a abertura da H12

com a conseqüente exposição do śıtio de ligação [23, 35, 41]. O posicionamento

correto desta hélice é necessário para a associação de cofatores, mas seu papel nos

mecanismos de associação e dissociação dos ligantes não é claro. Em geral, fatores

que estabilizam a H12 reduzem as taxas de dissociação de ligantes, e fatores que

a desestabilizam facilitam a dissociação [28, 39, 45, 62, 84]. O estudo dos fatores

de temperatura nas estruturas cristalográficas sugere outras possibilidades: nas

estruturas dos TRs, por exemplo, a região do loop entre as hélices H1 e H3 é muito

móvel, incluindo o grampo-β [7, 31, 36, 48, 52]. Além disso, o estudo das superf́ıcies

dos receptores RAR e das formas apo e holo do PPAR mostram cavidades nesta

região [1, 23], sugerindo de forma conjunta que este pode ser um mecanismo de

entrada e sáıda dos ligantes.

Existem três estudos a respeito da dissociação de ligantes dos receptores nucle-

ares além dos aqui apresentados. Todos tratam da dissociação do ácido retinóico

do seu receptor. Dois deles foram publicados de forma independente e usam as

técnicas que serão usadas neste trabalho de forma combinada [41, 44]. O terceiro

estudo é posterior ao trabalho aqui apresentado, e usa uma terceira técnica de

simulação [42]. Várias técnicas diferentes são usadas porque o estudo dos meca-

nismos de dissociação por simulações de dinâmica molecular não pode ser feito

usando simulações convencionais. O tempo de vida dos ligantes no interior dos

receptores é da ordem de vários minutos [87], muitas ordens de magnitude maior

do que qualquer simulação já feita. Isto não significa necessariamente que o evento
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da dissociação é tão demorado, mas indica que, se é rápido, ocorre com uma proba-

bilidade muito baixa. De qualquer forma, uma simulação convencional, que pode

atingir, hoje, no máximo centenas de nano-segundos, não será capaz de observar

um único evento de dissociação.

4.2 Metodologia

Foram usadas duas técnicas distintas e complementares para o estudo da disso-

ciação dos ligantes. As técnicas usadas e outros detalhes metodológicos serão

descritos a seguir.

4.2.1 Dinâmica Molecular com Amostragem Ampliada

A técnica de DMAA consiste em uma aproximação dos potenciais que objetiva

a aceleração de processos que estão sujeitos a barreiras de potencial proibitivas

do ponto de vista das simulações computacionais. No caso da dissociação de um

ligante de seu receptor [41, 82, 88], a aproximação é feita da seguinte forma: vários

ligantes idênticos, em posições iniciais também idênticas, são colocados no śıtio de

ligação da protéına. Os ligantes ficam sobrepostos na condição inicial, que deve

corresponder, por exemplo, à posição do ligante na estrutura cristalográfica. Os

ligantes não interagem entre si, de forma que a sobreposição de seus átomos não

introduz instabilidades no cálculo das interações.

A protéına é representada da forma convencional. No entanto, sua interação

com os ligantes é escalonada de acordo com o número de cópias do ligante. Isto

é, se forem colocadas 15 cópias do ligante no śıtio ativo, os potenciais de interação

do ligante com a protéına serão divididos por 15. Desta forma, no instante inicial

da simulação, no qual todos os ligantes têm posições idênticas, a protéına interage

com este conjunto de ligantes da mesma forma que interagiria se houvesse apenas

um ligante com potenciais completos. Os ligantes, por sua vez, interagem com uma

protéına “suavizada”, com potenciais menores.

No ińıcio da simulação as velocidades iniciais são atribúıdas aos ligantes de ma-

neira aleatória (de acordo com a temperatura desejada). Desta forma, à medida

que a simulação prossegue, as posições dos ligantes divergem. Como há vários

ligantes, a probabilidade de que um deles se dissocie da protéına aumenta. No en-
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tanto, o fator mais importante é que os ligantes interagem com a protéına apenas

com uma fração do potencial e, desta forma, as barreiras de potencial associadas

à dissociação são reduzidas. A redução de uma barreira de potencial aumenta

exponencialmente as taxas de escape. Portanto, a probabilidade aumenta sufi-

cientemente para que estes eventos sejam observados em um tempo acesśıvel à

simulação computacional.

Na prática, a técnica tem limitações. A dissociação ocorre quando a protéına so-

fre alguma flutuação estrutural suficientemente grande que permite a passagem do

ligante. No entanto, quando esta cavidade se abre, geralmente observa-se uma sáıda

de todos os ligantes, devido às interações muito reduzidas destes com a protéına.

Desta forma, um dos objetivos da técnica, que era observar vários mecanismos de

dissociação em uma única simulação, acaba sendo frustrado. Várias simulações de-

vem ser realizadas partindo de condições iniciais distintas para amostrar diferentes

flutuações na estrutura da protéına. Ainda mais, como as interações dos ligantes

com a estrutura protéica estão sujeitas a fortes aproximações, os detalhes das in-

terações durante o processo de dissociação não são significativos. Não é adequado

esperar que uma descrição detalhada dos mecanismos seja obtida.

É importante notar que estas limitações são particularmente relevantes em sis-

temas em que o tamanho do ligante e sua dinâmica não podem ser desprezados

do ponto de vista da dinâmica da protéına. Por exemplo, no estudo da disso-

ciação de um ligante menor, de dinâmica muito mais rápida, como o monóxido de

carbono (na mioglobina), a técnica é capaz de fornecer inclusive taxas de disso-

ciação [82, 89–91]. Isto se deve a que a dinâmica da protéına está desacoplada da

dinâmica do ligante [82]. Nestes casos, modificações podem ser feitas na técnica

que permitem que a cinética da dissociação seja respeitada na simulação [92], mas

isso evidentemente não é interessante no estudo da dissociação dos ligantes de

receptores nucleares [88].

A técnica DMAA, como descrita acima, foi implementada no programa Tinker

[93] com a colaboração de Milton T. Sonoda. Todas as simulações foram feitas

usando essa implementação.
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4.2.2 Dinâmica Molecular com Caminho Induzido

A técnica de DMCI, por sua vez, consiste basicamente na aplicação de uma força

externa a algum átomo na simulação, que induz uma dinâmica distinta da dinâmica

convencional do sistema. A força é aplicada de forma a induzir um determinado

mecanismo de interesse cujas caracteŕısticas principais devem ser previamente co-

nhecidas e assumidas pelo pesquisador [44, 81, 83].

No caso das simulações de dissociação de um ligante de seu receptor, a aplicação

é evidente: uma vez que o aspecto geral da dissociação seja conhecido, define-se

uma direção pela qual o ligante deve ser removido do LBD. O ligante é então indu-

zido a se dissociar pelo caminho desejado pela aplicação da força externa. Apesar

de que algumas caracteŕısticas do caminho devem ser conhecidas, os detalhes não

são necessários, porque as interações que o ligante faz com o ambiente também

influenciam sua trajetória. Diferentemente da técnica DMAA, neste caso não é

feita nenhuma aproximação sobre os potenciais. Os detalhes da dissociação e a

importância relativa dos caminhos podem ser estudados.

A força externa é aplicada na técnica DMCI segundo

~Fext(t) = k(~vt−∆~x) (4.1)

em que k é uma constante de força, ~v é o vetor velocidade da força, e ∆~x é o

deslocamento do śıtio sendo puxado em relação à sua posição inicial. A direção

em que esta força é aplicada é definida pelo vetor ~v. O módulo deste vetor, assim

como a constante de força k, são parâmetros que podem ser ajustados para que

a dissociação ocorra em um tempo de simulação adequado às possibilidades do

pesquisador. Quanto menor |~v|, mais lentamente a força vai atuar, e mais lenta

será a dissociação. Neste caso, o ambiente em torno do śıtio induzido tem mais

tempo para se acomodar à passagem do ligante. A constante k, por sua vez, deve

ser escolhida de forma que um pequeno deslocamento do śıtio puxado, i. e. 1 ou

2Å, provoque uma redução percept́ıvel da força.

A força possui a interessante propriedade de estar, a todo instante, sendo mo-

dulada pela resistência que o meio exerce ao movimento do śıtio sendo puxado.

Isto ocorre porque, se o deslocamento do śıtio é brusco, o termo ∆~x aumenta rapi-

damente, fazendo com que a força diminua. Por outro lado, se o śıtio não se move,

a componente ~vt garante que a força vai aumentar até que a resistência do meio
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ao movimento seja vencida (a resistência está geralmente associada às interações

intermoleculares). O perfil da força em função do tempo de simulação permite

encontrar correlações bastante claras entre instantes de grande resistência (maior

força) e as interações do ligante com o meio. As interações que impedem a dis-

sociação podem ser identificadas, e estão correlacionadas com a importância do

mecanismo estudado.

4.2.3 Condições de simulação

No estudo dos mecanismos de dissociação usando DMAA o campo de força OPL-

SAA [94–96] foi utilizado. Os parâmetros para os átomos das protéınas foram

diretamente obtidos do campo de força, e os parâmetros de van der Waals e po-

tenciais intra-moleculares para os ligantes foram obtidos por analogia dentro do

conjunto OPLSAA. As cargas dos ligantes T3 e Triac foram obtidas a partir de

cálculos ab-initio usando o ńıvel de teoria MP2/Lanl2DZ. Esta base teve de ser

usada devido à presença de átomos de Iodo na estrutura. A presença do Iodo

também fez com que cargas de Mulliken tivessem de ser usadas, uma vez que não

há parâmetros ChelpG ou Merz-Kollman para estes átomos. As cargas dos outros

ligantes foram obtidas a partir de cálculos Hartree-Fock com base 6-31G(d,p), e

as cargas Merz-Kollman foram utilizadas, de acordo com os protocolos de parame-

trização descritos em [94]. Todos os cálculos ab-initio foram feitos com o programa

Gaussian98 [97]. O campo de força utilizado e a implementação dos métodos foi

testada pela realização das simulações de dissociação do ácido retinóico de seu re-

ceptor [81, 98], que reproduziram os resultados publicados em [41]. Os parâmetros

usados nesta etapa do trabalho estão descritos na minha dissertação de mestrado

[81]. Todas as simulações de DMAA foram feitas com o programa Tinker [93].

Foram feitas simulações usando diferentes números de cópias do ligante para a

dissociação do T3, e usando diferentes condições iniciais (velocidades iniciais dife-

rentes). Para os outros ligantes foram feitas simulações com 50 cópias do ligante.

As simulações têm aproximadamente 150 ps, e foram realizadas com um passo de

tempo de 2 fs. No total foram realizadas 69 simulações independentes.

Nas simulações com DMCI foram usados parâmetros CHARMM [99], para me-

lhor compatibilidade com o programa NAMD [80]. Desta forma, a escolha dos
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parâmetros de van der Waals e cargas foi refeita a partir do campo de força

CHARMM. Foram usadas as mesmas cargas utilizadas no estudo anterior [70].

Todos os parâmetros utilizados estão descritos nos trabalhos [88] e [70].

Como neste caso não há aproximação sobre os potenciais de interação, foi ne-

cessário um ambiente mais realista para a protéına. Desta forma, os LBDs foram

solvatados por uma camada no mı́nimo 15Å de água, e foram adicionados ı́ons de

forma a tornar o sistema neutro (um contra-́ıon para cada aminoácido carregado

da protéına foi adicionado). Os sistemas foram constrúıdos com o programa Pack-

mol [76], sua energia foi minimizada usando gradientes conjugados mantendo, no

entanto, os átomos da protéına fixos. Em seguida, três simulações de 100 ps foram

realizadas, nas quais a temperatura foi reescalonada a cada 1 ps para equilibrar o

sistema a 300K. Na primeira etapa de termalização todos os átomos da protéına

foram mantidos fixos. Na segunda etapa apenas os carbonos-α foram mantidos

fixos e, finalmente, na terceira etapa nenhuma restrição foi adicionada ao sistema.

Algumas partes das protéınas tiveram de ser modeladas, em particular o Ω-loop nas

estruturas do TRβ. Esta modelagem foi feita gerando-se uma série de estruturas

(em torno de 1000) da região modelada e escolhendo aquela que ao ser adicio-

nada à estrutura do LBD tinha a menor energia. Nas etapas de minimização e

termalização as regiões modeladas não foram mantidas fixas. As simulações foram

feitas usando o programa NAMD [80]. A força foi aplicada com uma velocidade de

0,032Å/ps e a constante de força utilizada foi 4,00 kcal mol−1 Å2, de acordo com

o estudo [44].

As estruturas cristalográficas utilizadas foram: a estrutura do T3 ligado ao

TRα obtida do site do Prof. Robert Fletterick [7, 100], refinada até de 2,0Å de

resolução. As estruturas das isoformas α e β ligadas ao IH5 (KB-141) e do TRβ

ligado ao GC-24 foram obtidas do Protein Data Bank e têm códigos e resoluções:

TRα-IH5: 1NAV, 2,5Å; TRβ-IH5: 1NAX, 2,7Å [49]; TRβ-GC24: 1Q4X, 2,8Å [64].

As estruturas do GC-1 e do Triac ligado a ambas as isoformas foram obtidas no

grupo do Prof. Polikarpov [69]. Estas estruturas foram refinadas até resoluções

de 1,85Å (TRα-GC1), 2,1Å (TRβ-GC1), 2,4Å (TRα-Triac) e 2,6Å (TRβ-Triac).

As forças foram aplicadas nas direções indicadas pelas simulações realizadas com

DMAA. Maiores detalhes podem ser encontrados em [70, 81]. No total, foram

realizadas 35 simulações independentes, de 1 ns cada uma.
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4.3 Caminhos obtidos usando DMAA

Foram realizadas simulações com velocidades iniciais distintas para a dissociação

do T3 dos LBDs da isoforma α com um número de ligantes variando de 10 a

50. A dissociação dos ligantes foi observada com freqüência e envolveu regiões

do LBD relacionadas com a ligação do T3. Três caminhos de dissociação foram

observados. Uma representação esquemática de cada um destes caminhos está feita

na Figura 4.1. Nenhuma dissociação foi observada nas simulações com menos de

13 cópias do ligante.

Figura 4.1. Caminhos de dissociação encontrados usando a técnica

DMAA. Três caminhos foram encontrados. O Caminho I se assemelha ao me-

canismo raoteira. Os caminhos II e III são novos e não contradizem a associação

de cofatores.

Os ligantes sofreram dissociação através de I) uma abertura entre as hélices 3

e 11, associada ao deslocamento da hélice 12. II) Entre as hélices 8 e 11, com a

abertura do Ω-loop. III) Por uma cavidade formada pela movimentação do grampo-

β, do loop entre as hélices 1 e 2 e da hélice 3. O Caminho I se assemelha ao caminho

ratoeira, observado em simulações semelhantes para o receptor do ácido retinóico

[41] e discutido no Caṕıtulo 1. O Caminho II não tinha sido sugerido por nenhum

estudo anterior, mas envolve o Ω-loop, que é uma região de grande mobilidade,

particularmente nas estruturas da isoforma β. O Caminho III, por sua vez, tinha

sido sugerido a partir da observação das estruturas cristalográficas e dos fatores de

temperatura [7], e também pela análise da estrutura do RXR [44], mas não tinha
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sido observado espontaneamente em nenhum estudo.

O Caminho I foi observado em 14 das 33 simulações da dissociação do T3. O

Caminho II foi observado com menor freqüência, em apenas 6 das 33 simulações.

Por fim, o Caminho III foi observado em 10 das 33 simulações, como mostra a

Tabela 4.1.

Número de cópias Caminhos encontrados

13 II −∗ I

14 III II III

15 I I I

16 I I −∗

17 I III I

18 II III III

19 −∗ II I

20 III II I

25 III I III

50 I I III I IIa III
∗Não foi observada dissociação.
aTrês cópias sairam pelo caminho I

Tabela 4.1. Caminhos encontrados em cada uma das simulações da disso-

ciação do T3 usando DMAA

Dissociação ao longo do Caminho I

O Caminho I envolve o deslocamento da hélice 12. A diferença entre estas si-

mulações e as simulações da dissociação do ácido retinóico descritas em [41] con-

siste na ruptura da hélice 3 nos TRs, enquanto que esta hélice permanece estendida

no RAR. A região N-terminal da hélice 3 se afasta das hélices 11 e 12 aumentando

a cavidade pela qual os ligantes se dissociam.

Os rearranjos na estrutura protéica que levam ao escape do ligante envolvem

regiões relacionadas com o empacotamento do primeiro anel aromático da estrutura

do T3. Em primeiro lugar, a H12 e o loop entre as hélices 11 e 12 se afastam da

H3. Este movimento é seguido pelo rearranjo simultâneo nas hélices 3 e 12: A
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H12 passa por um processo de desnaturação entre os reśıduos Leu400 e Phe405,

de acordo com a numeração dos reśıduos da isoforma α (ver Figura 2.3 e [81]). A

Phe405 se encontra na região interna da hélice 12 e forma contatos diretos com o

ligante [7]. A H3 se rompe em duas hélices, que são preservadas no decorrer da

simulação. A ruptura ocorre na região que contém o reśıduo Pro224. A região

inferior da hélice 3 se move para longe da H12, abrindo a cavidade no LBD. O T3

passa pela cavidade formada entre a H3 e o loop entre as hélices 11 e 12.

Dissociação ao longo do Caminho II

As caracteŕısticas principais do Caminho II consistem na separação das hélices 8

e 11 e na concomitante separação do Ω-loop do corpo da protéına. Os Ω-loops

freqüentemente estão relacionados com o controle da entrada e sáıda de substratos

em catálise enzimática [101].

As regiões do LBD que se rearranjam para permitir a sáıda do ligante par-

ticipam de interações hidrofóbicas com o ligante, com exceção da interação com

a His381 (numeração do TRα) que pertence à H11, e forma uma ligação de hi-

drogênio com o fenol do T3. A dinâmica da dissociação ocorre da seguinte forma:

a H11 sofre uma desnaturação local nos reśıduos Gly378 e Ala379. A integridade

da H8 é preservada, mas os reśıduos entre a Val295 e a Ala308 se afastam da H11 à

medida que os ligantes se movem entre as hélices. O Ω-loop se inclina juntamente

com a H8 separando-se da H11. Contatos hidrof́ılicos mantém uma interação forte

entre a H8 e o Ω-loop, levando a um deslocamento destes dois elementos para longe

da H11, simultaneamente [81, 88].

Dissociação ao longo do Caminho III

O Caminho III envolve regiões da protéına que já tinham sido identificadas como

posśıveis portas de entrada para os ligantes [7]. O ligante sai do receptor pela

abertura formada entre a H3, o grampo-β e o loop entre as hélices 1 e 2. As regiões

do grampo-β e o do loop entre a H1 e a H2 apresentam grande mobilidade, de

acordo com os fatores de temperatura das estruturas cristalográficas [7, 52, 69].
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Dissociação de outros ligantes

Para testar a generalidade dos caminhos observados, foram feitas simulações com-

plementares da dissociação de outros ligantes e de outras isoformas para os quais

estruturas cristalográficas eram conhecidas. Os ligantes estudados são todos β-

seletivos. Os mesmos caminhos foram observados para a dissociação destes ligan-

tes, mas com freqüências diferentes em cada uma das estruturas. Seis simulações

independentes com 50 cópias do ligante foram realizadas para cada sistema. Os

caminhos obtidos para cada ligante nestas simulações estão listados na Tabela 4.2.

Sistema Caminhos encontrados

TRβ com T3 I I I I I I

TRβ com GC-24 III III III III III III

TRβ com KB-141 I I I I III I

TRβ com KB-141 III III I∗ I III I

TRβ A317T com Triac II I III II I II

TRβ A234T com Triac II II II II II II
∗Uma das cópias saiu pelo caminho III.

Tabela 4.2. Caminhos obtidos nas simulações usando DMAA para outras

isoformas e outros ligantes.

Foi estudada a dissociação do ligante T3 da isoforma TRβ, do ligante KB-

141 de ambas as isoformas, e do ligante GC-24 da isoforma β. Além disso, ainda

fizemos simulações do Triac ligado ao TRβ com as mutações A234T e A317T,

que provocam a Śındrome da Resistência ao Hormônio Tireoidiano e aumentam as

taxas de dissociação do ligante in vitro [31, 32].

De uma forma geral, os caminhos encontrados para a dissociação do T3 da

isoforma TRα são os mesmos encontrados para os outros ligantes e isoformas. Os

caminhos I e III apareceram com freqüência. O Caminho II foi detectado apenas

nas simulações com os TRβ mutantes. Desta forma, as simulações indicam que os

caminhos I e III devem ser gerais para ambas as isoformas. Em cada sistema um

caminho de dissociação distinto parece ter sido favorecido. Por exemplo, nas seis

simulações independentes do TRβ ligado ao GC-24, apenas o caminho III foi detec-

tado, enquanto que as seis simulações do sistema TRβ-T3 mostraram um caminho
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do tipo I. É posśıvel que diferentes caminhos sejam favorecidos para diferentes iso-

formas, mutantes ou ligantes, mas a importância das condições iniciais (qualidade

das estruturas, por exemplo), não pode ser subestimada. De qualquer forma, estas

simulações sustentam a visão global de que os três caminhos observados podem

ser importantes em um contexto mais geral e minimizam as chances de que outros

caminhos que não foram observados possam existir e ser relevantes biologicamente.

Há evidências funcionais de que o T3 pode se dissociar do LBD por mais de um

caminho. O papel da estabilização da H12 nas taxas de associação e dissociação

in vitro é bem conhecido [48]. No entanto, alguns mutantes que provocam uma

redução na afinidade do ligante possuem uma maior mobilidade na região dos

loops entre as hélices 1 e 3, indicando que caminhos dos tipos II ou III podem ser

importantes em certos contextos funcionais.

É importante relembrar, ainda, que apesar das evidências experimentais de que

a dinâmica da hélice 12 está relacionada com as taxas de entrada e sáıda dos li-

gantes, o mecanismo envolvendo esta hélice é contraditório com o recrutamento

de cofatores. Como vimos no Caṕıtulo 1, os cofatores se ligam em uma superf́ıcie

do LBD que depende do posicionamento correto da hélice 12 na presença ou na

ausência dos ligantes. Desta forma, os caminhos II e III podem ser alternativas

fisiológicas de mecanismos de entrada e sáıda que não dependem da dissociação

dos cofatores numa mesma escala de tempo. Além disso, uma análise de várias es-

truturas cristalográficas de vários receptores com base nos resultados aqui obtidos

mostrou que há estruturas que indicam posśıveis mecanismos de ligação consisten-

tes com cada um dos três caminhos observados.

A Figura 4.2 representa a estrutura cristalográfica de vários receptores distin-

tos ligados aos seus respectivos ligantes. As estruturas representadas nas figu-

ras 4.2(a) a (c) correspondem a: (a) o complexo ER-estradiol, (b) ER ligado ao

4-hidroxitamoxifeno e (c) o complexo GR-R486 [17, 37, 102]. Estas três estruturas

possuem uma hélice 12 posicionada de maneira que o śıtio de ligação fica exposto,

de acordo com um mecanismo de associação ou dissociação do tipo do Caminho I.

As estruturas das figuras 4.2 (d) a (f), por sua vez, correspondem a: (d) GR ligado

à dexametasona, (e) o AR ligado à dihidrotestosterona e (f) outro complexo GR-

dexametasona [18, 102–104]. Estas três estruturas mostram LBDs que não contém

o Ω-loop, e os ligantes ficam em contato com o solvente através das hélices 8 e 11,
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Figura 4.2. Estruturas de outros receptores com seus ligantes, indicando

que os mecanismos I (a-c), II (d-f) e III (g-i) podem ser importantes em diferentes

contextos para toda a superfamı́lia.

indicando condições favoráveis para uma dissociação ao longo do Caminho II. Por

fim, as estruturas nas figuras 4.2(g) a (i) são: (g) O PXR ligado à hiperforina, (h)

o complexo FXR-fexaramina e (i) o complexo PPARγ-rosiglitazona [1, 103, 105].

Nestas três estruturas os ligantes possuem extensões que saem do śıtio de ligação

por cavidades na região do grampo-β, indicando que caminhos de associação ou

dissociação do tipo III podem ser favorecidos.

As simulações descritas em [44] ainda indicam que o Caminho III pode ser
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favorável para o RAR. Como veremos, este caminho é o mais favorável para a

dissociação dos ligantes dos receptores do hormônio tireoidiano. Provavelmente é

o mecanismo de dissociação mais favorável para todos os ligantes com extremidades

polares.

4.4 Estudo dos mecanismos de dissociação com DMCI

O conjunto das simulações com a técnica DMAA permite deduzir que três meca-

nismos de dissociação distintos podem existir e competir em diferentes contextos

biof́ısicos. No entanto, essas simulações não permitem uma dedução clara da im-

portância de cada caminho, e tampouco são úteis para uma definição de detalhes

mecańısticos.

As simulações com DMCI, por outro lado, permitem um estudo detalhado das

interações do ligante com o receptor e da força necessária para remover o ligante do

LBD. Estas simulações requerem um conhecimento prévio da dissociação, porque

ao extrair o ligante é necessário definir uma direção para força externa que será

aplicada. A combinação das técnicas DMAA e DMCI é, portanto, satisfatória, por-

que com a primeira obtêm-se uma visão global dos mecanismos, das quais é posśıvel

deduzir direções de dissociação adequadas para a aplicação da técnica DMCI. As-

sim, usando a técnica DMCI, podemos complementar os resultados obtidos com

DMAA e responder às seguintes perguntas: Qual é o caminho mais favorável para

a dissociação? Por que um caminho é mais favorável que outro? Que informações

estes mecanismos podem fornecer para o desenvolvimento de ligantes de interesse

farmacológico?

Como vimos, na técnica DMCI uma força externa é aplicada. Esta força é

permanentemente modulada pela resistência que o meio oferece à dissociação do

ligante. A força necessária para extrair os ligantes ao longo de cada caminho

permite uma definição de quais caminhos são mais favoráveis. Além disso, como

as interações não são aproximadas, é posśıvel estudar com detalhes as interações

do ligante com o ambiente durante a dissociação e, assim, compreender do ponto

de vista molecular porque um caminho é favorecido em relação ao outro. Para a

aplicação desta técnica, o LBD é solvatado por uma camada de água relativamente

espessa, de forma que as interações existentes em um sistema real são representadas.
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Os três caminhos obtidos com a técnica DMAA, representados na Figura 4.1,

foram investigados com a técnica DMCI. Nossas simulações mostram que a dis-

sociação foi obtida facilmente ao longo do Caminho III em todas as simulações,

independentemente da estrutura inicial, do ligante e da isoforma. Os perfis de

força em função do tempo para as simulações estão representados na Figura 4.3.

As curvas apresentam simulações para vários ligantes distintos e sistemas distintos,

descritos na Metodologia.

Figura 4.3. Perfis de força em função do tempo para as simulações de

dissociação induzida. (a) Caminho I, (b) Caminho II e (c) Caminho III. As forças

ao longo do Caminho III são sistematicamente menores.

Como pode ser visto na Figura 4.3, as forças necessárias para promover a disso-

ciação ao longo do Caminho III são menores que as necessárias ao longo dos outros

dois caminhos na grande maioria dos casos. As forças médias estão representa-

das na Figura 4.3(d). Como vimos, as forças aumentam quando o meio resiste à

dissociação do ligante. A dissociação ao longo do Caminho I foi observada em 4

de 10 simulações (TRβ-T3, TRα-IH5, TRβ-IH5 e TRβ-GC1). Em apenas uma

simulação o ligante foi capaz de se dissociar pelo Caminho II (TRβ-IH5). No en-

tanto, uma ruptura abrupta das interações entre as hélices 8 e 11 foi necessária.

Nas simulações nas quais a dissociação não foi observada a força não se anula

no final da trajetória. A observação estrutural nestes casos é que a estrutura da

protéına começa a se distorcer sem que uma cavidade que permita a dissociação

do ligante seja formada. Por outro lado, a dissociação ao longo do Caminho III foi
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Força máxima / pN Integral da força / pN ns

Caminho I 881 555

Caminho II 869 587

Caminho III 775 360

Tabela 4.3. Propriedades da força média nas simulações usando DMCI.

observada em todas as simulações. As forças necessárias para extrair os ligantes,

de acordo com os perfis de força média, são menores para este caminho.

A Tabela 4.3 mostra as forças máximas e as integrais das forças médias para

cada um dos caminhos. A força máxima associada à remoção do ligante ao longo

do Caminho III é de 775 pN, enquanto que é 881 pN ao longo do Caminho I e

869 pN ao longo do Caminho II. Desta forma, a máxima resistência oferecida pelo

ambiente para a dissociação dos ligantes ao longo do Caminho III é 12% menor

que ao longo dos outros dois caminhos. A integral das forças faz a diferença dos

três caminhos ainda mais notável. A força integrada ao longo do Caminho III

(360 pN ns) é 36% menor que a integral da força ao longo do Caminho I (555 pN

ns) e 38% menor que a do Caminho II (587 pN ns). Estes resultados confirmam

qualitativamente o que foi observado nas simulações. Enquanto que a dissociação

foi facilmente observada em todas as simulações do Caminho III, a dissociação

foi dif́ıcil ao longo dos outros dois caminhos, mesmo quando diferentes direções

de dissociação foram testadas. Ainda mais, as tentativas de dissociar os ligantes

ao longo dos Caminhos I e II geralmente resultaram em distorções significativas

da estrutura protéica, enquanto que ao longo do Caminho III apenas movimentos

suaves da protéına foram necessários.

Por que a dissociação ao longo do Caminho III é mais favorável? Parte da

explicação provavelmente está relacionada com o fato de que o ligante se dissocia

por uma região bastante móvel da protéına [7, 52, 64, 69]. No entanto, esta não

pode ser a única explicação, visto que o Caminho II também envolve uma região

de grande mobilidade (o Ω-loop) e, apesar disso, a dissociação não foi favorável.

Para compreender este fenômeno, calculamos a energia de interação do ligante

com todo o ambiente (protéına+água+ı́ons) durante a dissociação. Os perfis das

interações dispersivas (vdW) e eletrostáticas, em função do tempo de simulação,
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Figura 4.4. Energias de interação do ligante com o ambiente ao longo

dos Caminhos I e III para as simulações em que ambos os caminhos foram ob-

servados. A dissociação ao longo do Caminho I envolve uma perda de interações

eletrostáticas, enquanto que no Caminho III as interações eletrostáticas ficam mais

favoráveis à medida que o ligante se dissocia.

para as quatro simulações nas quais a dissociação foi observada ao longo dos Cami-

nhos I e III estão representados na Figura 4.4. As interações eletrostáticas entre o

ligante e o ambiente passam por um máximo local (interações menos atrativas, que

representam barreiras de potencial) durante a dissociação ao longo do Caminho I.

Por outro lado, quando os ligantes são extráıdos pelo Caminho III, as interações

eletrostáticas tornam-se progressivamente mais favoráveis à medida que o ligante

passa para o meio aquoso. Isto ocorre porque, no Caminho III, os grupos carregados

ou polares do ligante se dissociam diretamente em direção ao exterior da protéına,

o que pode ser visto comparando-se as Figuras 4.1 e 2.5. Desta forma, as interações

favoráveis dos grupos polares dos ligantes com o receptor são substitúıdas por in-

terações com moléculas de água igualmente fortes, e as interações eletrostáticas

não são perdidas. Quando os ligantes de dissociam ao longo dos Caminhos I e

II, por outro lado, suas extremidades hidrof́ılicas precisam atravessar a cavidade

hidrofóbica. Assim, as interações destas extremidades com os reśıduos hidrof́ılicos

não são substitúıdas por interações com a água. As interações eletrostáticas mais

importantes são, assim, perdidas.

O mesmo tipo de interação entre moléculas de água e a extremidade hidrof́ılica

do ligante foi observada na dissociação do ácido retinóico do seu receptor em si-
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mulações usando DMCI [44]. Além disso, o fato de que vários ligantes de receptores

nucleares possuem polaridades similares, e estão posicionados de forma semelhante

nos LBDs, indica que as conclusões obtidas podem ser aplicadas para outros mem-

bros da superfamı́lia.

4.5 Implicações para o desenvolvimento de novos ligantes

A substituição das interações hidrof́ılicas dos ligantes com o LBD por interações

com moléulas de água no exterior da protéına sugere que estratégias que aumentam

a hidrofilicidade das extremidades polares dos ligantes não devem aumentar suas

afinidades. Enquanto estas modificações aumentam as interações com os reśıduos

polares do śıtio de ligação, também facilitariam a dissociação por favorecer a in-

teração com moléculas de água no exterior do LBD. A extremidade polar do ligante

é importante para determinar sua orientação no śıtio de ligação, mas maiores pola-

ridades não devem resultar em afinidades maiores. Isto é coerente com o fato de que

os ligantes naturais T3 e T4 possuem um carboxilato e uma amina, mas muitos ou-

tros ligantes que não possuem a amina (sendo, portanto, menos polares), também

se ligam aos LBDs com grande afinidade [46, 52, 64, 106]. A remoção da amina,

inclusive, aumenta a afinidade do T3 e de outros ligantes análogos [49, 65]. Inclu-

sive a substituição do carboxilato do GC-1 por um grupo hidroxietil (CH2CH2OH)

resulta em ligantes que ainda têm grande afinidade. Desta forma, nossa proposta é

que as melhores estratégias para gerar novos ligantes com grande afinidade devem

se concentrar nas interações do anel fenólico do ligante com seu ambiente protéico.

Esta proposta é coerente com o perfil da força da dissociação do ligante GC-24

pelo caminho III (linha tracejada na Figura 4.3(c)). Um aumento significativo na

força necessária para dissociar este ligante foi necessária relativamente aos outros

ligantes. Isto aconteceu porque o GC-24 possui um grupo benzênico ligado na

posição 5’ (Figura 2.8) que interage fortemente com os reśıduos não polares das

hélices 3 e 12 [64]. Esta interação hidrofóbica na região oposta à da dissociação

pelo Caminho III resulta em barreiras maiores para a dissociação. A introdução

de interações hidrof́ılicas espećıficas nesta região também deve resultar em ligantes

com grande afinidade sem a contrapartida do efeito estéreo que as extensões gran-

des na posição 5’ têm. Por exemplo, foi observado em um estudo nos laboratórios
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Pfizer que a remoção do grupo fenólico em análogos do T3 diminui a afinidade do

ligante em duas ordens de magnitude [107]. No contexto deste trabalho, este efeito

resulta da remoção da única interação hidrof́ılica do ligante com a protéına que não

é substitúıda por moléculas de água durante a dissociação ao longo do Caminho

III.

Nossos resultados mostram, portanto, que o caminho preferencial para a dis-

sociação de ligantes nos TRs ocorre através da região de grande mobilidade for-

mada pelo grampo-β e parte da hélice 3. Este mecanismo é favorecido pela subs-

tituição das interações hidrof́ılicas da extremidade polar do ligante por interações

com moléculas de água no exterior da protéına. Estes resultados sugerem es-

tratégias para o desenvolvimento de novos ligantes de grande afinidade, que devem

se concentrar nas interações do anel fenólico dos ligantes com o śıtio de ligação.

4.6 Mecanismos de associação dos ligantes

Uma continuação natural dos estudos da dissociação dos ligantes é o estudo de

sua entrada no LBD. Nenhum estudo desta natureza foi feito, já que estudo dos

mecanismos de dissociação de ligantes é potencialmente mais fácil. Isto porque as

simulações são iniciadas de estruturas cristalográficas bem definidas, com o ligante

posicionado dentro śıtio ativo. Além disso, as trajetórias podem ser definidas

usando simulações com DMAA. No caso da associação, não faz sentido usar DMAA,

uma vez que os ligantes não entrarão na protéına espontaneamente.

Além disso, como veremos, o estudo da entrada dos ligantes não pode ser feito

usando a DMCI convencional, porque esta admite apenas trajetórias retiĺıneas.

Para o estudo da entrada dos ligantes foi necessário desenvolver uma generalização

desta técnica para trajetórias curvas, que será descrita a seguir. Existem alguns

estudos que usam variações da técnica DMCI: por exemplo, o estudo da rotação de

um subdomı́nio do citocromo C foi feito pela aplicação de um torque à estrutura,

em lugar da aplicação da força DMCI convencional [108]. A generalização que

propomos, no entanto, permite este tipo de estudo pela indução de trajetórias de

qualquer complexidade.
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4.6.1 Metodologia

Como descrito anteriormente, a técnica de dinâmica molecular com caminho indu-

zido consiste na aplicação de uma força externa a um átomo, ou grupo de átomos,

de forma que determinada trajetória deste grupo é induzida. A força externa tem

a forma

~F (t) = k(~vt−∆~x)

em que ~v é um vetor unitário constante que define a direção do caminho, ∆~x é

vetor o deslocamento do śıtio ao qual a força esta sendo aplicada com relação à

sua posição inicial, t é o tempo desde o ińıcio da aplicação da força, e k é uma

constante relacionada com a rigidez do potencial harmônico aplicado.

Figura 4.5. Uma trajetória simples de entrada requer um caminho curvo.

Na forma como foi originalmente proposta, a técnica DMCI permite apenas a

indução da dissociação ao longo de trajetórias retiĺıneas, definidas pelo vetor ~v. No

entanto, para o estudo da associação (entrada) dos hormônios nos receptores, tra-

jetórias não-retiĺıneas devem ser estudadas. Como mostra a Figura 4.5, a associação

é um processo que parte de uma posição não muito bem definida, fora da protéına,

e deve atingir uma situação final em que interações espećıficas no śıtio ativo es-

tarão presentes. O caminho, que neste caso é uma representação simplificada do

Caminho I de dissociação proposto em [88], deve ser curvo e, portanto, a técnica
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convencional de DMCI não pode ser utilizada. Para poder abordar este problema,

desenvolvemos uma generalização da técnica que permite o estudo de caminhos

curvos. O objetivo é modificar a direção ~v cada vez que uma etapa da trajetória

é cumprida, mantendo as seguintes propriedades: 1) Se a trajetória for retiĺınea, o

resultado deve ser idêntico ao da DMCI convencional; 2) a modulação da força em

função do tempo e do deslocamento deve ser conservada; 3) trajetórias cont́ınuas

(infinitas etapas) e suaves devem ter forças cont́ınuas em módulo e direção.

Como a força na DMCI é controlada por dois parâmetros dependentes do tempo

(o próprio t e o deslocamento em relação à posição inicial), a abordagem para

formular a generalização da DMCI baseou-se na seguinte pergunta: dada uma

nova direção de indução ~v, qual deveria ser o deslocamento ~x de forma que a

componente da força ao longo da nova direção fosse conservada?

Uma representação esquemática de uma trajetória com uma mudança de direção

está apresentada na Figura 4.6(a). A força que está sendo aplicada no instante da

troca de direção pode ser decomposta em uma componente paralela à nova direção

e em uma componente perpendicular à nova direção. A condição de que a com-

ponente paralela se conserve define parcialmente a nova força, sendo necessário

especificar como deve ser construida a componente ortogonal. Isto é feito pela

definição de um novo ponto de referência, ~x2.

Figura 4.6. Definição de um novo ponto de referência: (a) A componente

da força paralela à nova direção, ~F1,p, deve ser preservada. (b) Um novo ponto de

referência é definido de forma que ~F2 cumpra a condição desejada.

Como o deslocamento ∆~x é a diferença da posição do śıtio puxado no instante

t e no instante inicial, a resposta da pergunta acima, na verdade, generaliza este

deslocamento introduzindo um “ponto de referência” dependente do tempo para
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o cálculo da força. Desta forma, digamos que a primeira etapa do caminho foi

cumprida e é o momento de aplicar a força em uma nova direção. A força nesse

instante é

~F1 = k[~v1t− (~x(t)− ~x1)], (4.2)

onde ~v1 é a direção inicial de indução e ~x1 é o ponto inicial da trajetória. Digamos

que na nova etapa da trajetória a direção passa a ser ~v2. Nosso interesse é conservar

a componente de ~F1 na direção de ~v2, o que define a componente da força paralela

ao novo caminho por

~F2,p(t) = 〈~F1(t)|~v2〉~v2. (4.3)

Esta fórmula pode ser usada no momento da troca de direção. No entanto, em

cada etapa do caminho é interessante que a força continue sendo modulada pelo

deslocamento e pelo tempo, mas o deslocamento calculado por ~x(t) − ~x1 não tem

mais sentido quando a direção foi modificada. Um novo vetor ∆~x deve ser definido,

e para isso é necessário encontrar um novo ponto de referência, ~x2. A componente

do novo vetor deslocamento paralela ao novo caminho, ~x2, é definida de forma que

a Equação 4.3 seja satisfeita, usando

~x2,p = ~x(t) +
~F2,p(t)

k
− ~v1t, (4.4)

como mostra a Figura 4.6(b). Já a componente do novo deslocamento perpen-

dicular à nova direção, ~x2,o, é simplesmente o vetor que une o ponto ~x(t) à reta

associada ao novo caminho (definida pelo ponto de referência e a nova direção).

Assim, temos um novo ponto de referência

~x2 = ~x− (~x2,p + ~x2,o).

A força, a partir deste momento, e até a próxima mudança de direção, passa a ser

calculada simplesmente por

~F2(t) = k[~v2t− (~x(t)− ~x2)],

preservando sua modulação em função do tempo e do deslocamento. É evidente,

desta formulação, que quando a trajetória é retiĺınea o resultado é idêntico à DMCI

convencional, dado que ~v1 = ~v2 e, portanto, ~F2,p = 〈~F1(t)|~v2〉~v2 = ~F1,p. Além disso,
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para trajetórias cont́ınuas e suaves temos, para cada mudança de direção, ~v1 ∼ ~v2

e, portanto ~F2(t) ∼ ~F1(t), sendo as variações de módulo e direção da força também

cont́ınuas e suaves.

Outra maneira de definir uma força com propriedades satisfatórias pode ser

obtida se, em lugar de conservar a componente da força paralela à nova direção,

o módulo da força for conservado. Neste caso, temos que calcular ~x2,o e, em se-

guida, calcular ~F2,p e ~x2,p de tal forma que ||~F1|| = ||~F2|| por um procedimento

semelhante ao descrito acima. Esta formulação tem a propriedade interessante de

que o módulo da força é cont́ınuo mesmo para trajetórias com variações bruscas

de direção. Ambas as formulações são equivalentes para trajetórias suaves, já que

nestes casos as componentes paralela e ortogonal da força variam pouco a cada

mudança de direção e, então, o módulo da força também é cont́ınuo na primeira

implementação.

As trajetórias de associação que estudamos foram baseadas nas trajetórias de

dissociação estudadas anteriormente. O método foi implementado de tal forma

que a trajetória pudesse ser definida com base nas coordenadas de átomos de

referência na protéına. Por exemplo, a primeira mudança de direção ao longo de

uma trajetória semelhante ao Caminho I foi definida como a média das posições

de um átomo da H3 e de um átomo da H12. Quando o átomo puxado se aproxima

do ponto definido com uma certa precisão, a direção da força é alterada na direção

do segundo ponto na trajetória. O ponto final das trajetórias foi em geral definido

por uma distância entre o carbono carbox́ılico dos ligantes e uma das Argininas do

śıtio ativo. Isto é, a força é aplicada até que essa distância se satisfizesse. Para as

trajetórias do tipo do Caminho III o ponto final era definido pela distância entre o

oxigênio fenólico e um nitrogênio da His381/435, que estão em contato na estrutura

nativa de todos os ligantes.

4.6.2 Resultados

A obtenção de caminhos de associação nos quais o hormônio terminasse em uma

posição razoavelmente semelhante à sua posição no śıtio ativo da protéına mostrou-

se bastante complicada. Foram realizadas, no total, 76 simulações independentes,

de 2 ns, para a associação do T3 e de vários ligantes β-seletivos. Tentamos es-
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Figura 4.7. Perf́ıs de força em função do tempo de simulação para as

simulações bem sucedidas da associação do T3. Os gráficos com duas curvas in-

dicam a obtenção de duas trajetórias de associação satisfatórias em simulações

independentes.

tudar os caminhos I, II e III observados para a dissociação como trajetórias de

entrada dos ligantes. Em 24 destas simulações trajetórias satisfatórias foram obti-

das, sendo 6 ao longo do Caminho I, 9 pelo Caminho II e 9 pelo Caminho III. As

outras 52 simulações tiveram problemas, como a distorção da estrutura protéica, o

posicionamento incorreto do ligante no śıtio ativo ou a entrada apenas parcial dos

hormônios.

Para o estudo da entrada do T3 no LBD foram feitas 7 simulações buscando

trajetórias satisfatórias para cada caminho, em cada isoforma. Foram bem sucedi-

das uma trajetória para cada isoforma ao longo do Caminhos I, duas ao longo do

Caminho II para o TRβ e uma para o TRα, e duas para cada isoforma ao longo

do Caminho III.
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Na Figura 4.7 vemos os perfis de força em função do tempo de simulação para

as trajetórias bem sucedidas de entrada do T3 por cada um dos caminhos, em cada

isoforma. A Tabela 4.4 mostra a força máxima e a integral da força para cada uma

destas trajetórias.

A Figura 4.7 sugere que a associação pelo Caminho I pode ter sido mais fácil que

a associação pelos outros dois caminhos. No entanto, esta diferença se torna pouco

evidente se as forças máximas e as integrais das forças são levadas em consideração.

Na Tabela 4.7 vemos que, de fato, as forças máximas e as integrais ao longo do

Caminho I são menores que as obtidas para algumas das simulações dos outros

caminhos, mas nos casos em que mais de um caminho bem sucedido foi obtido a

diferença praticamente não existe.

Isoforma Caminho I Caminho II Caminho III

TRα 902/352 1262/436 e 872/347 1285/462 e 884/340

TRβ 846/286 1018/375 1132/406 e 873/301

Tabela 4.4. Forças máximas e integral das forças para as trajetórias de

associação bem sucedidas do T3 (Força máxima em pN/Integral em pN ns).

A análise destas forças, portanto, sugere que os três caminhos são semelhantes

do ponto de vista das barreiras envolvidas para a associação, o que é distinto do

que foi observado para a dissociação dos ligantes. A entrada pelo Caminho I parece

ser ligeiramente preferida.

O estudo da associação de outros ligantes ao longo destas trajetórias também

sustenta a interpretação acima. A Figura 4.8 mostra os perfis da força em função

do tempo de simulação para a associação dos ligantes ao longo dos três caminhos.

Na Tabela 4.5 vemos as forças máximas e as integrais das forças obtidas nestas

trajetórias.

A Figura 4.8 sugere que o Caminho I apresenta as menores barreiras para a

dissociação, em particular no que concerne às forças máximas obtidas. As tra-

jetórias de associação pelo Caminho I são, no entanto, mais longas. A força deixa

de ser aplicada quando o ligante atinge sua posição final no śıtio ativo. Ao longo

do Caminho I este processo leva cerca de 0,8 ns, enquanto que ao longo dos outros

dois caminhos várias trajetórias terminaram em menos tempo. Por esta razão, a
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Figura 4.8. Perf́ıs de força em função do tempo de simulação para as

simulações bem sucedidas da associação dos ligantes β-seletivos.

diferença nas integrais das forças não é tão notável como a diferença nas forças

máximas.

Como mostra a Tabela 4.5, existe uma diferença significativa entre as forças

máximas ao longo do Caminho I (média: 837 pN) e ao longo dos outros dois Ca-

minhos (II: média: 1203 pN, III: média 1026 pN). O Caminho II parece ser siste-

maticamente menos favorável que o Caminho I, mas duas simulações do Caminho

II apresentaram forças máximas comparáveis às do Caminho I (TRα-KB-141 e

TRβ-GC1).

O Caminho III parece ser favorável do ponto de vista das integrais das forças.

A média das integrais ao longo deste caminho é 264 pN ns, enquanto que pelos

Caminhos I e II as médias são 353 e 377 pN ns. Novamente, no entanto, três

simulações do Caminho II apresentam forças integrais menores, semelhantes às

observadas ao longo do Caminho III.

Diferentemente do que foi observado nas simulações da dissociação dos ligan-

tes, não parece haver um caminho preferencial claro para as simulações de entrada.

Estas simulações, no entanto, possuem a importante limitação de que não existem

estruturas dos TRs sem ligante. Estas estruturas podem possuir diferenças impor-

tantes que favoreçam a associação por um ou outro caminho.

A forma como a DMCI generalizada foi concebida mostrou-se adequada. Tra-
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Simulação Caminho I Caminho II Caminho III

TRα-KB141 877/383 − 827/299

TRβ-KB141 815/323 1150/499 1224/244

TRβ-GC24 − 1505/242 −
TRα-Triac 831/351 904/482 1364/313

TRβ-Triac − 1303/481 −
TRα-GC1(a) − 1274/285 −
TRα-GC1(b) 825/356 1083/275 927/287

TRβ-GC1 − − 789/177

Tabela 4.5. Forças máximas e integrais das forças obtidas para a associação

dos ligantes β-seletivos estudados (Força máxima em pN/Integral da força em pN

ns).

jetórias satisfatórias para a associação de diversos ligantes pelos três caminhos

foram obtidas. Estes estudos, no entanto, apresentam dificuldades significativa-

mente maiores que o estudo da dissociação, sendo a definição das trajetórias o

maior problema.
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Caṕıtulo 5

Estudo da seletividade de

ligantes β-seletivos

O desenvolvimento de ligantes seletivos em relação à isoforma β dos receptores

do hormônio tireoidiano possui grande interesse farmacológico. Estes ligantes são

potenciais inibidores de distúrbios metabólicos, como a obesidade, sem os efei-

tos colaterais associados à atividade dos hormônios tireoidianos sobre os tecidos

card́ıacos. Os estudos das razões estruturais da seletividade dos ligantes β-seletivos

que foram desenvolvidos até o momento se basearam na análise de estruturas cris-

talográficas [49, 52, 64] ou no estudo da importância dos grupos funcionais dos

ligantes [49, 60, 65]. No entanto, vários destes estudos foram capazes de fornecer

apenas explicações parciais, pouco satisfatórias, para a seletividade dos ligantes

[49, 52]. Recentemente, estruturas de boa resolução foram obtidas para as iso-

formas α e β dos receptores do hormônio tireoidiano ligadas aos ligantes Triac e

GC-1, pelo grupo do Prof. Polikarpov. Como veremos, as estruturas do Triac apa-

rentemente contradizem a seletividade do ligante Triac, e as estruturas do GC-1

permitem apenas uma apreciação parcial dos mecanismos envolvidos. O estudo das

estruturas com aux́ılio das simulações permitiu, como veremos, explicar a aparente

contradição observada nas estruturas com Triac. Além disso, as simulações forne-

ceram um suporte mais quantitativo para deduções a respeito dos mecanismos por

trás da seletividade do GC-1.

5.1 A seletividade do ligante Triac

O Triac é um metabólito do T3 que é naturalmente encontrado no organismo

em concentrações baixas. É produzido principalmente no f́ıgado [51]. Têm sido

77



78 Caṕıtulo 5. Estudo da seletividade de ligantes β-seletivos

usado com bastante freqüência no tratamento do hipotiroidismo devido à sua β-

seletividade e conseqüente menor toxicidade para os tecidos card́ıacos [52]. Es-

truturas do Triac ligado ao TRβ humano e ao TRα do rato foram obtidas, mas

a semelhança entre a maior parte dos reśıduos do śıtio ativo não permitiu uma

dedução clara dos mecanismos envolvidos na seletividade deste ligante [52].

O Triac difere do T3 apenas na extremidade hidrof́ılica. O T3 possui uma

cadeia de 3 carbonos ligada ao anel aromático em que estão ligadas uma amina e

um carboxilato (ver Figura 2.1). No Triac, a cadeia perde um carbono e o grupo

amina, como mostra a Figura 2.2. O Triac possui uma afinidade aproximadamente

três vezes maior para a isoforma TRβ que para a TRα, e esta seletividade tem que

estar associada às diferenças de sua extremidade hidrof́ılica.

5.1.1 Estruturas cristalográficas

Recentemente o grupo do Prof. Polikarpov obteve estruturas cristalográficas de

boa resolução do Triac associado aos LBDs de ambas as isoformas humanas dos

TRs [22, 69]. As estruturas foram obtidas com resoluções de 2,1Å e 2,6Å para o

isoforma α e β, respectivamente. Os reśıduos do śıtio de ligação do Triac em ambas

as isoformas possuem conformações e posições muito parecidas, como mostram as

Figuras 5.1(a) e (b).

No entanto, o conjunto de aminoácidos da extremidade hidrof́ılica da cavidade

de ligação apresenta algumas diferenças. Em primeiro lugar, conformações distin-

tas das Argininas 228 e 282 são observadas. No TRα esta Arginina interage com

duas moléculas de água, que formam ligações com a Ser277 e com o ligante. No

TRβ a correspondente Arg282, interage diretamente com a Asn331 (que corres-

ponde à Ser277 na isoforma α), mas não parece interagir direta nem indiretamente

com o ligante. A segunda variação conformacional notável é a da Arg266/320.

Na estrutura do TRα a Arg266 interage fortemente com o ligante formando uma

ponte salina (duas ligações de hidrogênio entre reśıduos carregados), como mostra

a Figura 5.1(a). No TRβ, por sua vez, apenas uma ligação de hidrogênio é obser-

vada entre o ligante e a Arg320, reśıduo correspondente à Arg266 do TRα, como

indica a Figura 5.1(b). Ainda mais, a Arg320 é observada em duas conformações.

A que é capaz de formar uma ligação de hidrogênio com o ligante se assemelha
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Figura 5.1. Estruturas cristalográficas do Triac ligado às isoformas (a) α

e (b) β dos receptores do hormônio tireoidiano. Na isoforma α o Triac interage

fortemente com a Arg266, enquanto que a Arg320 no TRβ é encontrada em duas

conformações, indicando uma interação mais fraca com o ligante.

com a conformação observada para o TRα (Arg320A). No entanto, uma segunda

conformação, na qual este reśıduo não parece interagir com o ligante, também é

observada na estrutura cristalográfica (Arg320B). A ausência de água na cavidade

de ligação da isoforma β não pode ser considerada relevante, já que a menor re-

solução da estrutura pode inibir a observação destas moléculas caso não estejam

em posições cristalográficas muito bem definidas.

A observação das estruturas cristalográficas indica que na isoforma α há uma

interação mediada por uma molécula de água entre a Arg228 e o ligante. Esta

interação não é observada na estrutura do TRβ. Na estrutura do TRα há uma forte

ponte salina entre o ligante e a Arg266. Na estrutura do TRβ a Arg320 é observada

em duas conformações. Em uma delas, forma-se uma ligação de hidrogênio com

o ligante. Na outra, não há a formação de nenhuma interação direta entre este

reśıduo e o Triac.

Desta forma, as estruturas cristalográficas parecem sugerir que a interação do

Triac com o śıtio ativo na isoforma α é mais forte (forma ligações de hidrogênio

a mais) que na isoforma β. Este resultado aparentemente contradiz a seletividade

observada do Triac, que possui maior afinidade em relação à isoforma β que em

relação à isoforma α. As estruturas cristalográficas, portanto, não são suficientes

para a compreensão da razão da seletividade deste ligante.
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Figura 5.2. Interações do Triac com (a) todo o ambiente, (b) com os LBDs

e (c) com a água. As interações com todo o ambiente são semelhantes nas duas

isoformas porque as interações com a água no TRβ compensam as interações mais

favoráveis do LBD com o Triac na isoforma α.

5.1.2 Energias de interação

A aparente contradição observada entre a seletividade do Triac e suas estruturas

cristalográficas pode ter as seguintes explicações: 1) O favorecimento da ligação

em relação à estrutura do TRα pode ser um artefato da estrutura cristalográfica,

ou simplesmente não ser favorável em relação à isoforma α por algum motivo não-

evidente. 2) Os modos de ligação observados podem não ser únicos para uma ou

para ambas as isoformas; outros modos de ligação podem existir que justifiquem as

seletividades observadas. 3) As afinidades observadas são fortemente determinadas

por fatores entrópicos, sendo a mobilidade das estruturas, e não as energias de

interação, o fator determinante para a seletividade.

As simulações de dinâmica molecular permitem a obtenção de informações sobre

a mobilidade das estruturas e também sobre as energias de interação envolvidas.
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Interações com Isoforma α / kcal mol−1 Isoforma β / kcal mol−1

Todo o ambiente -192,74 -192,52

Reśıduos do LBD -66,63 -46,96

Moléculas de água -18,37 -37,56

Íons -107,74 -108,01

Tabela 5.1. Energias de interação do Triac nas simulações.

Foram feitas simulações partindo das estruturas do Triac ligado a ambas as isofor-

mas.

A primeira questão a ser respondida pelas simulações é se, de fato, o Triac

possui um interação com o LBD mais forte para o TRα do que para o TRβ, como

sugerem as estruturas cristalográficas. Calculamos a energia de interação do Triac

com o ambiente e, surpreendentemente, estas energias são praticamente idênticas

(diferindo na média em apenas 0,2 kcal mol−1), como mostram a Figura 5.2(a) e a

Tabela 5.1.

No entanto, as interações do Triac com os LBDs são, de fato, favoráveis para

a isoforma α em cerca de 20 kcal mol−1, como foi sugerido pelas estruturas crista-

lográficas. Se a interação com os LBDs favorece a isforma α mas a interação com o

ambiente como um todo não indica um favorecimento, interações com moléculas de

água, ou com os ı́ons, devem ser responsáveis pela compensação observada. Como

mostra a Tabela 5.1 a interação com os ı́ons no exterior da protéına difere em me-

nos de 1 kcal mol−1, de forma que a compensação, claramente, se deve a interações

favoráveis do ligante com moléculas de água na estrutura do TRβ.

O estudo destas energias mostrou que, de fato, a interação do Triac com o LBD

do TRα é mais favorável que a interação do Triac com o LBD do TRβ, como

sugerido pelas estruturas cristalográficas. No entanto, a análise das interações

com todo o ambiente sugere que esta diferença é compensada pela interação com

moléculas de água. Para caracterizar a natureza da interação do Triac com a água

em cada uma das estruturas, calculamos as interações do ligante com cada molécula

de água individualmente.

As energias de interação das moléculas de água que interagem fortemente com o

Triac durante as simulações estão representadas nas Figuras 5.3(a) e (b). No TRα,
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Figura 5.3. Interações do Triac com moléculas de água nas simulações do

(a) TRα e (b) TRβ. As curvas de diferentes cores correspondem às interações do

Triac com moléculas de água diferentes. Interações favoráveis do ligante com a

água possuem energias de aproximadamente -10 kcal mol−1. Várias moléculas de

água interagem favoravelmente com o Triac na isoforma β simultaneamente. Na

isoforma α apenas uma água interage intensamente com o Triac em cada instante.

o Triac parece formar ligações de hidrogênio fortes com apenas uma molécula de

água por vez (interações da ordem de −10 kcal mol−1). Não é apenas uma molécula

de água que participa nesta interação. A molécula de água que interage com o Triac

fortemente é freqüentemente substitúıda por outra, nos instantes indicados pelas

flechas na Figura 5.3(a). Há trocas entre moléculas situadas no exterior da protéına

e na cavidade de ligação.

A forma como o Triac interage com moléculas de água no śıtio ativo do TRβ

é bastante diferente, como mostra a Figura 5.3(b). Durante a simulação, até qua-

tro moléculas de água interagem de forma efetiva com o Triac simultaneamente,

indicadas por diferentes cores. As moléculas de água envolvidas também sofrem

intercâmbios freqüentes. Estas três moléculas de água adicionais compensam a

diferença da interação do Triac com o LBD que é favorável ao TRα.

Representações esquemáticas dos modos de ligação do Triac com as águas no
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TRα e no TRβ podem ser vistas nas Figuras 5.3(c) e (d). Estas figuras são de

instantes representativos das simulações, e mostram claramente como no TRα

apenas uma molécula de água interage com o carboxilato do Triac, e este forma uma

ponte salina forte com a Arg266. Esta interação é responsável pela interação mais

favorável do Triac com o LBD e persiste durante toda a simulação. A presença

desta conformação única é suportada pela estrutura cristalográfica. No TRβ, o

Triac forma interações diretas com três moléculas de água, e outras duas moléculas

se encontram próximas do carboxilato, porém não interagindo diretamente com o

ligante. A Arg320 não interage diretamente com o carboxilato do Triac: todas as

interações entre reśıduos de arginina e o ligante são mediadas por moléculas de

água. Estas observações estão de acordo com as energias de ligação. A hidratação

da extremidade hidrof́ılica do Triac é mais importante na isoforma β que na α e

compensa as interações mais fracas do ligante com o LBD. A observação de que as

interações hidrof́ılicas da extremidade do ligante podem ser substitúıdas sem custo

energético pela interação com a água já tinha sido feita nos estudos da dissociação

[70].

Resumindo, as simulações confirmam a observação estrutural cristalográfica de

que a interação do Triac com o LBD do TRα é mais forte. No entanto, estas

interações são substitúıdas por interações com moléculas de água. O Triac é mais

fortemente solvatado no TRβ, resultando em interações com o todo ambiente si-

milares. No entanto, estes resultados não explicam, ainda, a seletividade do Triac.

Outros aspectos da dinâmica do sistema estão envolvidos neste fenômeno, como

veremos a seguir.

5.1.3 A mobilidade do ligante

O desvio quadrático médio (RMSD) do Triac em função do tempo de simulação

para as simulações do TRα e do TRβ estão mostrados na Figura 5.4(a). Podemos

observar que o Triac, no śıtio de ligação da isoforma TRα, oscila em torno de uma

conformação média com desvios da ordem de 0,5 a 0,7 Å, a maior parte do tempo.

As variações do RMSD do Triac, no TRα, indicam a oscilação da estrutura em torno

de uma única conformação média. Por outro lado, o RMSD do Triac na estrutura

do TRβ mostra variações maiores, sugerindo que o ligante pode ser encontrado em
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Figura 5.4. Mobilidade do Triac nas simulações. (a) Mobilidade média do

ligante em função do tempo. (b) Média temporal da mobilidade de cada átomo.

Sobreposição das conformações do Triac observadas nas simulações do ligante no

(c) TRα e (d) TRβ. As transições conformacionais apontadas em (a) indicam uma

maior mobilidade do Triac na estrutura β. Em (b) vemos que a maior diferença

corresponde à mobilidade do carboxilato.

mais de uma conformação no śıtio ativo.

Cinco transições conformacionais podem ser observadas pela variação do RMSD

do ligante no TRβ (flechas pretas), assim como uma transição suave (flecha azul).

O fato da maior parte das transições conformacionais serem rápidas indica que os

intermediários não devem ser estáveis. Estas transições mostram, claramente, que

o Triac tem maior mobilidade na estrutura do TRβ do que na estrutura do TRα.

Na Figura 5.4(b) a mobilidade de cada átomo do Triac é comparada nas si-

mulações de cada isoforma. A mobilidade foi calculada relativamente à primeira

estrutura da simulação, independentemente das transições conformacionais obser-

vadas. A mobilidade da maioria dos átomos é semelhante nas simulações das duas

isoformas. O Iodo na posição 5’ (I19) e o átomo de hidrogênio na posição simétrica

a ele (H25) são 0,004Å ps−1 mais móveis na estrutura do TRα do que na estrutura

do TRβ. Esta maior mobilidade indica que no TRα o anel fenólico oscila em um

plano paralelo à ligação anel-OH mais facilmente no TRα do que no TRβ.

Os oxigênios do carboxilato (O17 e O18), por outro lado, são aproximadamente
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0,011Å ps−1 mais móveis na estrutura do TRβ do que na do TRα. Este aumento

de mobilidade é quase três vezes maior que o maior aumento de mobilidade na

estrutura α. Isto implica que as transições conformacionais observadas para o

Triac na estrutura do TRβ são uma conseqüência da variabilidade conformacional

do grupo carboxilato.

Nas Figuras 5.4(c) e (d) vemos a sobreposição das conformações do Triac em

vários instantes das simulações. Como vemos, a mobilidade da maior parte dos

átomos é semelhante em ambas as isoformas, mas há uma variabilidade conforma-

cional maior e clara do carboxilato do Triac na isoforma β. O carboxilato oscila

em torno de uma estrutura média bem definida no TRα, mas parece estar funda-

mentalmente deslocalizado na estrutura do TRβ.

A menor mobilidade do carboxilato no TRα é uma conseqüência da ponte

salina que este forma com a Arg266. Como todas as interações do Triac com

as argininas do śıtio ativo são mediadas por moléculas de água na isoforma β, e

estas águas possuem mais graus de liberdade para se moverem, o carboxilato acaba

tendo maior mobilidade sem um prejúızo do ponto de vista da energia de interação.

Como a diferença das interações do Triac com os LBDs está associada a uma maior

mobilidade no receptor TRβ, a razão da seletividade parece ser entrópica.

5.1.4 Os śıtios de ligação

As simulações sugerem que há uma diferença fundamental entre os modos de ligação

do Triac em cada isoforma, associada aos diferentes graus de hidratação do carboxi-

lato. Uma inspeção cuidadosa do śıtio de ligação mostra que a cavidade hidrof́ılica

do śıtio ativo é maior no TRβ do que no TRα, o que permite a entrada de água,

como mostra a Figura 5.5(a). As questões fundamentais são: por que esta cavi-

dade é maior no TRβ? Por que um mecanismo similar não é observado para o T3?

A análise das simulações, assim como das estruturas cristalográficas, sugere uma

explicação para este mecanismo. Comparando os modos de ligação do Triac às iso-

formas, na Figura 5.5(a), vemos que as Argininas 228/282 interagem com a cadeia

lateral da Ser277 no TRα e com a da Asn331 no TRβ. Devido à maior cadeia

lateral da Asparagina em relação à Serina, esta interação provoca um afastamento

da Arg228 do carboxilato, levando a uma cavidade de ligação maior.
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Figura 5.5. Cavidade hidrof́ılica do śıtio de ligação dos TRs na presença

do Triac: (a) Na conformação aberta da Arg282 no TRβ, a cavidade de ligação é

maior na isoforma β que na α. (b) Para o T3 as cavidades são similares, porque

o ligante interage diretamente com os reśıduos Ser277/Asn331. A formação da

interação entre a Ser331 e a Arg282 envolve um movimento da arginina que reduz

a cavidade de ligação no mutante TRβ-N331S, como mostrado por uma imagem

do ińıcio da simulação (c) e após 20 ps (d).

Esta maior cavidade de ligação permite a entrada de moléculas de água que se

ligam diretamente ao carboxilato do Triac. A abertura do śıtio de ligação no TRα

requer a ruptura da ligação Ser277-Arg228, o que não é favorável.

Este mecanismo não ocorre para o T3 porque não há variações conformacionais

da Arg228 quando este ligante se associa a cada uma das isoformas, como mostra a

Figura 5.5(b). Isto é uma conseqüência do carboxilato do T3 interagir diretamente

com a Arg228/282, levando a modos de ligação semelhantes apesar da substituição

Ser/Asn do śıtio ativo.

Para reforçar nossa hipótese de que as diferenças de hidratação estão relacio-

nadas com as interações das Argininas 228/282 com os reśıduos Ser277 ou Asn331,
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fizemos simulações dos mutantes TRβ-N331S e TRα-S277N. As simulações foram

feitas a partir das estruturas nativas, mas com as cadeias dos reśıduos laterais

modificadas. Desta forma, as diferenças nas simulações decorrem somente do in-

tercâmbio das cadeias. Cada uma destas simulações durou 3 ns. Vários aspectos

destas simulações suportam a interpretação acima. Em ambas as simulações, a

interação Arg228/282 com o reśıduo nativo foi rapidamente substitúıda pela in-

teração com a cadeia lateral do reśıduo mutante. Isto forçou, como esperado, uma

retração da cadeia lateral da Arg282 no TRβ para que esta pudesse interagir com

a cadeia lateral da Serina, mais curta. Ao mesmo tempo, uma conformação aberta

da Arg228 foi detectada no TRα, favorecida pela interação com a cadeia lateral

da Asparagina mutante. Estes movimentos ocorreram nos primeiros instantes das

simulações, e são bastante semelhantes às diferenças estruturais observadas nos

modelos cristalográficos, como mostram as Figuras 5.5(c) e (d). Na simulação do

TRβ-N331S vimos, ainda, a expulsão de uma molécula do śıtio ativo, o que é con-

sistente com o fato de que a menor cavidade de ligação implica em uma hidratação

menos efetiva do carboxilato. A expulsão da molécula de água está representada

nas Figuras 5.6(a) e (b).

Figura 5.6. Uma molécula de água sendo expulsa do śıtio de ligação como

conseqüência da mutação N331S (TRβ). (a) Visão lateral. (b) Visão frontal.

Para uma reversão completa dos modos de ligação, seria necessário ter obser-

vado a formação da ponte salina entre a Arg320 e o carboxilato do T3 na estrutura

do TRβ. Isto não foi observado, mas a Arginina se moveu para dentro do śıtio

ativo. Houve a formação de uma ligação de hidrogênio com o carboxilato, como

mostra a Figura 5.7. Nesta figura vemos como a cadeia lateral da Arg320 se fecha

e interage com o ligante após a mutação do reśıduo Asn331 e a expulsão de uma

molécula de água. A ruptura da forte interação da Arg266 com o carboxilato do
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Triac na estrutura do TRα não foi observada, de forma que na simulação do TRα

mutante não houve uma reversão completa dos modos de ligação.

Figura 5.7. A Arg320 fecha o śıtio ativo e interage com o Triac quando a

mutação Asn331Ser é feita.

5.1.5 Discussão

Os mecanismos da seletividade de ligantes tiromiméticos ainda precisam ser com-

pletamente compreendidos. Para o GC-1 uma rede de ligações de hidrogênio en-

volvendo a Asn331 parece ter papel fundamental [52] (ver próxima seção). Para

o GC-24 uma contribuição adicional de um empacotamento hidrofóbico parece ser

responsável por grande parte da seletividade [64]. Para o KB-141, outra rede de

ligações de hidrogênio parece ter um papel importante, mas os detalhes por trás da

seletividade ainda são pouco claros [49]. Diversos mecanismos diferentes parecem

agir de forma a gerar ligantes β-seletivos.

Para o Triac, a entropia parece ser o principal fator governando sua seletividade

em relação à isoforma β. As simulações confirmam a observação feita nas estruturas

cristalográficas de que as interações do Triac com o LBD do TRα são mais efetivas

que as interações com o TRβ, levando a uma aparente contradição em relação

à seletividade observada. Ao mesmo tempo, as simulações mostram que não há

diferenças significativas nas energias de interação quando as moléculas de água são

consideradas, uma vez que o Triac é hidratado de forma mais efetiva na isoforma

β. A mediação das interações do Triac com o LBD por moléculas de água permite

que o Triac tenha maior mobilidade no TRβ.
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Infelizmente, para que a diferença de entropia entre os dois sistemas possa

ser calculada, simulações muito mais longas seriam necessárias. No tempo de si-

mulação observado, as transições conformacionais do Triac na isoforma β ocorrem

apenas algumas vezes, não sendo posśıvel atribuir probabilidades estatisticamente

confiáveis para cada conformação. Medidas calorimétricas da ligação do Triac a

ambas as isoformas também seriam um complemento importante para este traba-

lho.

Algumas outras evidências das simulações fortalecem o argumento entrópico.

Sabe-se que a mutação S277N praticamente reverte a seletividade. A energia de

interação do ligante com estes reśıduos é muito similar em ambas as isoformas (-17

kcal mol−1), mostrando que a interação direta do Triac com este reśıduo não pode

ser responsável pela seletividade.

Estes esfeitos não são observados para o T3. O Triac não possui a amina e

tem uma menor cadeia carbox́ılica. Esta cadeia menor dificulta a interação do

carboxilato com as argininas, favorecendo a entrada de água na estrutura do TRβ.

No α a interação com a Arg266 ainda é favorável devido à menor capacidade de

penetração da água na cavidade, mas esta interação tem um custo entrópico.

O estudo da seletividade de ligantes em receptores nucleares tem se baseado, his-

toricamente, na análise das estruturas cristalográficas. Esta é a primeira evidência

de que um mecanismo entrópico pode ser responsável pela seletividade de ligan-

tes nos receptores do hormônio tireoidiano, e também nos receptores nucleares em

geral. Este resultado pode fornecer uma nova perspectiva de análise dos dados

estruturais, e funcionais, existentes para toda a superfamı́lia.

5.2 A seletividade do ligante GC-1

O GC-1 (ver Figura 2.6), como foi descrito no Caṕıtulo 5, se liga à isoforma β

dos receptores do hormônio tireoidiano com uma afinidade 10 vezes maior que

em relação à isoforma α. Além disso, possui uma afinidade comparável à do T3.

Foi o primeiro ligante com grande potencial farmacológico desenvolvido para a

ativação seletiva do TRβ e, desta forma, têm recebido grande atenção [52, 55, 65].

Resultados encorajadores foram obtidos em vários testes in-vivo [56, 57, 109–112].

Estes testes mostraram que o GC-1 diminui as taxas de colesterol sem afetar os
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tecidos card́ıacos de forma importante, exatamente como esperado de um ligante

β-seletivo. Além disso, o GC-1 também diminui as concentrações de triglicérides

no plasma sangǘıneo, e reduz a gordura corporal sem induzir a perda de tecido

muscular.

O GC-1 tem servido como um modelo estrutural para o desenvolvimento de

outros ligantes [64, 65, 113]. Desta forma, o estudo das razões estruturais da

seletividade deste ligante é de grande importância para o desenvolvimento de novas

moléculas com valor farmacológico.

Neste estudo, uma interpretação estrutural para a seletividade do ligante GC-1

é feita com base em recentes estruturas cristalográficas e em simulações de dinâmica

molecular.

5.2.1 Modos de ligação do GC-1

Na Figura 5.8 vemos os modos de ligação do GC-1 nas estruturas cristalográficas do

TRα e do TRβ [69]. As estruturas cristalográficas sugerem que no TRα a Arg228

possui uma variabilidade conformacional que não está presente no TRβ. Na Fi-

gura 5.8, vemos que três conformações diferentes deste reśıduo são encontradas

no TRα. Duas delas correspondem a conformações distintas encontradas em um

mesmo cristal (verde e azul) e a terceira corresponde a uma conformação encon-

trada em um grupo cristalino diferente do TRα (dados não publicados, fornecidos

pelo Prof. Ricardo Apaŕıcio). Em uma destas conformações, a Arg228 interage

fortemente com o carboxilato do GC-1 (em verde), enquanto que nas outras este

reśıduo está mais afastado do ligante.

Na única conformação do GC-1 associado ao TRβ observada, a interação entre a

Arg282 e o carboxilato é direta. As conformações das Arg228 e 282 que resultam em

uma interação direta com o carboxilato do ligante serão chamadas de conformações

produtivas. As outras conformações encontradas no TRα serão chamadas não-

produtivas.

As estruturas cristalográficas sugerem que as variações conformacionais da

Arg228 no TRα podem estar relacionadas com a β-seletividade do GC-1. De forma

simplificada, podeŕıamos deduzir que, no TRα conformações menos favoráveis do

ponto de vista energético (as não-produtivas) estão presentes e, por isso, a afini-
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Figura 5.8. Modos de ligação encontrados em estruturas cristalográficas

do GC-1 ligado ao (a) TRα e (b) TRβ (as conformações encontradas no TRα,

transparentes, estão sobrepostas). Três conformações distintas são observada para

a Arg228 no TRα. No TRβ apenas uma conformação da Arg282 é observada, e

corresponde à conformação do TRα na qual a interação do GC-1 com a Arg228 é

mais favorável.

dade do GC-1 em relação a esta isoforma é menor. Assim como no caso do Triac,

é interessante calcular as energias de interação do GC-1 com o LBD e com todo o

ambiente a partir de simulações de dinâmica molecular.

5.2.2 Energias de interação

Simulações do GC-1 associado aos LBDs foram feitas a partir das conformações

produtivas e não-produtivas do TRα e da conformação produtiva encontrada no

TRβ. As mesmas condições de simulação usadas para os estudos da dissociação

foram usadas, mas simulações convencionais de 1 ns foram feitas para cada caso.

Uma camada de 15Å de água e um ı́on para cada reśıduo carregado da protéına

foram adicionados.

A Figura 5.9(a) mostra as energias de interação do GC-1 com o LBD em cada

simulação. As curvas preta e vermelha indicam as energias de interação do ligante
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Figura 5.9. Energias de interação do GC-1 (a) com o LBD e (b) com

todo o ambiente. A diferenças das interações do GC-1 com o LBD nas isoformas é

compensada pelas interações do ligante com a água e com os ı́ons.

com o LBD nas simulações do TRα partindo das conformações não-produtiva e

produtiva da Arg228, respectivamente. Por volta de 130 ps de simulação uma

transição que leva a Arg228 da conformação não-produtiva para a produtiva foi

observada. Esta transição envolve uma variação na energia de interação do GC-

1 com o LBD da ordem de 30 kcal mol−1. Além de sugerir que a conformação

produtiva é, de fato, entalpicamente favorável à ligação do GC-1, a observação

desta transição ainda reforça o caráter dinâmico da cadeia lateral deste reśıduo.

No caso do GC-1, todas as componentes entálpicas das interações diretas do

LBD com o ligante favorecem sua associação com a isoforma β. Aproximadamente

30 kcal mol−1 estão relacionadas com as conformações da Arg228, mas uma dife-

rença de 40 kcal mol−1 ainda resta. Uma análise sistemática de todas as interações
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do GC-1 com os LBDs mostrou que esta diferença de 40 kcal mol−1 está associada

à repulsão eletrostática do ligante a reśıduos que são negativamente carregados.

Os seguintes reśıduos apresentam interações significativamente diferentes entre as

isoformas α e β (TRα/TRβ): E217/H271, E285/G339, E409/-. Como vemos, os

reśıduos, negativamente carregados na isoforma α, correspondem a reśıduos neutros

(ou a nenhum reśıduo) na isoforma β. Como o GC-1 é negativamente carregado, a

repulsão eletrostática entre seu carboxilato e estes aminoácidos explica a diferença

de 40 kcal mol−1 restante entre as duas isoformas. Esta observação é surpreen-

dente porque estes reśıduos não estão próximos do śıtio ativo. Como mostra a

Figura 5.10, nenhum destes reśıduos interage diretamente com o ligante no śıtio

ativo. Ainda mais, são reśıduos na superf́ıcie da protéına. Este efeito é, portanto,

resultante de interações eletrostáticas de longo alcance.

Figura 5.10. Posição dos reśıduos negativamente carregados no TRα que

são responsáveis por parte da diferença de energia de interação do GC-1 com os

LBDs. Estes reśıduos estão relativamente distantes do śıtio de ligação.

É evidente, no entanto, que a presença dos ı́ons não pode ser desprezada para

o cálculo de uma interação eletrostática de longo alcance. Assim, da mesma forma

como foi feito para o Triac, calculamos as energias de interação do GC-1 com todo

o ambiente nestas simulações, de forma que as contribuições das águas e dos ı́ons
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também fossem consideradas.

Assim como no caso do Triac, a inclusão das águas e dos ı́ons no cálculo da

energia reduz drasticamente as diferenças entre as energias de interação do GC-1,

como mostra a Figura 5.9(b). Mesmo a variação da energia associada à transição

entre conformações da Arg228 praticamente desaparece, o que reflete o fato de que

esta interação foi substitúıda pela interação com uma molécula de água. Assim,

apesar de que as interações do GC-1 com os LBDs fornecem uma base entálpica

para a sua seletividade em relação à isoforma β, estas interações diretas ligante-

LBD não são uma medida direta da afinidade do ligante. No caso do GC-1, a

diferença de 40 kcal mol−1 observada na Figura 5.9(a) é compensada por interações

com moléculas de água (favoráveis no TRα em ∼18 kcal mol−1) e pela interação do

ligante com os contra-́ıons na solução (favoráveis ao TRα em ∼23 kcal mol−1). O

fato de que os contra-́ıons são relevantes para este tipo de interação sugere que as

medidas de afinidade devem ser realizadas em condições controladas de força iônica.

Mutações śıtio-dirigidas nos reśıduos negativamente carregados estão sendo feitas

pelo grupo do Prof. Paul Webb (Universidade da Califórina em São Francisco). O

objetivo é verificar experimentalmente se estas interações de longo alcance podem,

de fato, influenciar na afinidade dos ligantes. Os experimentos, no entanto, estão

sujeitos a dificuldades técnicas que têm impedido uma avaliação clara do fenômeno.

Este mecanismo pode explicar, em parte, porque quase todos os ligantes β-seletivos

conhecidos são negativamente carregados [64, 65].

Diferentemente do Triac, as interações diretas do ligante com o LBD estão

de acordo com a seletividade observada. Isto nos leva a crer que o mecanismo

da seletividade é, neste caso, entálpico. O efeito pode ser muito menor do que

as interações diretas ligante-LBD sugerem porque o ambiente novamente afeta

fortemente estas interações. Não há uma diferença significativa de mobilidade do

ligante entre as duas estruturas, de acordo com as simulações.

5.2.3 Serina 277 vs. Asparagina 331

Ainda assim, resta explicar porque a conformação produtiva é mais favorável no

TRβ. Uma explicação para esta diferença foi obtida pela análise das energias

de interação entre os reśıduos na cavidade de ligação e suas correlações com as
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Figura 5.11. Energias de interação associadas aos modos de ligação do

GC-1, obtidas em simulações de dinâmica molecular. A conformação produtiva do

TRβ é estabilizada pela interação da Arg282 com a Asn331, o que não ocorre na

estrutura do TRα.

estruturas cristalográficas.

A Figura 5.11 mostra de forma esquemática as principais interações envolvidas

na região hidrof́ılica do śıtio ativo. As interações com reśıduos que são idênticas

nas duas isoformas não estão representadas (por exemplo, as interações com as ar-

gininas 262/316 e 316/320). No TRα as conformações produtiva e não-produtiva

foram consideradas separadamente. Na conformação produtiva a Arg228 interage

fortemente com o carboxilato do GC-1 (-90 kcal mol−1). Já na conformação não-

produtiva esta interação é de -54 kcal mol−1. Em ambas as conformações o GC-1

forma uma ligação de hidrogênio com a Ser277 através do éter da cadeia carbox́ılica

(ver Figura 2.6). Na conformação produtiva a Arg228 possui uma interação mo-

derada com a Ser277 (-8 kcal mol−1), que aumenta ligeiramente na conformação

não-produtiva (-13 kcal mol−1).

Na estrutura do TRβ, por sua vez, a Arg282 encontra-se na conformação pro-

dutiva somente. Nesta conformação ela interage fortemente com o carboxilato

do GC-1 (-90 kcal mol−1). A interação do GC-1 com a Asn331 é fraca, não ha-

vendo uma ligação de hidrogênio como observado entre o ligante e a correspondente

Ser277. No entanto, a Arg282 interage fortemente com a Asn331 (-19 kcal mol−1).
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Desta forma, duas diferenças fundamentais parecem existir entre os modos de

ligação. Em primeiro lugar, o GC-1 forma uma ligação de hidrogênio com a Ser277

no TRα, e não forma a interação correspondente com a Asn331 no TRβ. Esta

diferença também é observada de forma clara nas estruturas cristalográficas. Esta

interação deveria, aparentemente, favorecer a ligação do GC-1 com a isoforma α.

Experimentalmente isto não é observado. Estudos da afinidade do GC-1 e de seu

análogo que não possui o oxigênio do éter (que forma esta ligação de hidrogênio)

mostram que a remoção do oxigênio não afeta a afinidade do GC-1 em relação ao

TRα, mas diminui a afinidade do ligante em relação ao TRβ [65]. Do ponto de

vista das estruturas cristalográficas e das simulações isto não pode ser explicado. O

aumento da hidrofilicidade desta região dos ligantes, no entanto, costuma diminuir

suas afinidades, como ocorre com a adição da amina no T3 ou no DIMIT [49,

65]. Isto provavelmente ocorre porque a adição de grupos hidrof́ılicos favorece a

dissociação ao longo do Caminho III, discutido no Caṕıtulo 4. É posśıvel que a

importância do oxigênio do éter seja maior pelo seu efeito sobre a distribuição

eletrônica do ligante como um todo do que pelas interações locais no śıtio ativo.

Este tipo de análise ainda precisa ser feito, mas outros resultados experimentais

apontam para sua importância. Por exemplo, o oxigênio que forma a ponte entre

os anéis aromáticos do T3 (ver Figura 2.1) tem um efeito significativo sobre a

afinidade dos ligantes [65], apesar de estar envolto por um ambiente totalmente

hidrofóbico na cavidade de ligação.

No entanto, sabe-se que a troca dos aminoácidos Ser277 e Asn331 por uma

asparagina e por uma serina, respectivamente, reverte a seletividade do GC-1 [52].

Isto é, se o reśıduo Ser277 é substitúıdo por uma asparagina no TRα, a afinidade

passa a ser semelhante à afinidade do GC-1 pela isoforma β. A reversão ocorre de

forma semelhante se o reśıduo Asn331 no TRβ é substitúıdo por uma serina. Como

a interação direta do ligante com estes reśıduos não é capaz de explicar este efeito,

ele deve estar relacionado com a interação destes reśıduos com a Arg228/282.

De fato, no TRβ a cadeia lateral da Asn331 interage fortemente com a cadeia

lateral da Arg282, favorecendo a conformação produtiva da arginina. No TRα,

como a cadeia lateral da Ser277 é menor que a da aspargina, a Arg228 interage

efetivamente ou com o carboxilato do ligante, ou com a Ser277. Além de favorecer

a conformação produtiva por formar uma forte interação direta com a Arg282,
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a Asn331 também dificulta a abertura do śıtio ativo porque sua cadeia lateral

ocupa a região que deve ser ocupada pela Arg282 na conformação não-produtiva.

Desta forma, a conformação produtiva é favorecida diretamente pela interação das

cadeias laterais, e também indiretamente pelo impedimento estéreo associado à

maior cadeia da asparagina em relação à serina. O favorecimento da conformação

produtiva no TRβ por este mecanismo parece ser a explicação mais razoável para

a seletividade do ligante GC-1.

No caso do T3, novamente, a interação direta do ligante com os reśıduos Ser277

e Asn331 faz com que os modos de ligação sejam muito distintos dos observados

para o GC-1. Curiosamente, no caso do Triac o efeito da maior cadeia lateral da

Asn331 em relação à Ser277 é o de aumentar a cavidade de ligação, permitindo

a entrada de água. No Triac isto acaba sendo favorável porque a menor cadeia

carbox́ılica do Triac dificulta sua interação direta com a Arg228, que é substitúıda

pela interação com a Arg266 com um custo entrópico no TRα. O GC-1, que tem

uma cadeia carbox́ılica com um carbono a mais que o Triac, interage diretamente

com as argininas 228/282, sendo a estabilização desta interação o fator fundamental

que explica sua seletividade.
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Caṕıtulo 6

Mecanismos de

desnaturação

Neste caṕıtulo, os mecanismos da desnaturação induzida pelo aumento da tempe-

ratura são estudados por simulações de dinâmica molecular, e os resultados são

discutidos no contexto de novos resultados experimentais. Mostraremos que a des-

naturação se inicia pela perda da estrutura secundária e dos contatos terciários

nativos, mas conservando a compacidade da estrutura. Somente após uma perda

significativa da estrutura secundária ocorre a expansão do LBD. Os elementos de

estrutura mais estáveis são as hélices internas da protéına. Isto sugere um meca-

nismo de enovelamento que se inicia pelo colapso hidrofóbico da estrutura, seguido

da formação das hélices internas. Estas, por sua vez, podem servir de modelos es-

truturais para uma formação rápida das hélices mais externas. O papel do ligante

na estabilização da estrutura também será discutido.

6.1 Simulações de desnaturação

A descrição dos mecanismos de desnaturação de qualquer protéına é um grande

desafio. A desnaturação é um processo intrinsicamente de não-equiĺıbrio, de forma

que os mecanismos e os intermediários envolvidos não são facilmente acesśıveis

por métodos experimentais capazes de obter informações com resolução molecular.

Além disso, a cinética do desenovelamento de protéınas estáveis costuma ser muito

lenta para que simulações de dinâmica molecular convencionais sejam capazes de

representá-la de forma realista. O desenovelamento ocorre normalmente em micro-

segundos, ou até segundos, mesmo em temperaturas ou concentrações de agentes

qúımicos desnaturantes muito acima daquelas dos meios fisiológicos [114, 115]. Do

99
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ponto de vista computacional, o estudo da desnaturação do LBD dos receptores

nucleares é um desafio ainda maior, uma vez que estas são protéınas compactas e

estáveis em temperaturas bastante acima das temperaturas fisiológicas.

Apesar da escala de tempo dos processos de desnaturação, vários estudos com-

putacionais têm fornecido informações relevantes a respeito dos mecanismos envol-

vidos [114, 116]. Para que a desnaturação seja observada em uma escala de tempo

acesśıvel às simulações de dinâmica molecular (atualmente algumas dezenas ou cen-

tenas de nano-segundos), é necessário estudar a desnaturação em temperaturas, ou

concentrações de desnaturantes qúımicos, muito acima daquelas necessárias para

observar a desnaturação experimentalmente [114]. No entanto, as simulações têm

demonstrado que os mecanismos observados em temperaturas altas não são qualita-

tivamente diferentes dos mecanismos observados em temperaturas menores, apenas

as taxas de desenovelamento são alteradas [114, 116]. Algumas poucas simulações

de centenas de nanosegundos, realizadas usando condições termodinâmicas rea-

listas, têm validado os mecanismos obtidos por simulações obtidas em condições

extremas [115, 117, 118].

A maior parte dos estudos da desnaturação de protéınas usando simulações

de dinâmica molecular mostraram um mecanismo de desnaturação no qual o pri-

meiro estado de transição consiste em uma estrutura menos compacta, na qual a

maior parte da estrutura secundária ainda está preservada. Estas estruturas ob-

servadas possuem desvios relativamente pequenos em relação à estrutura nativa,

mas possuem um núcleo hidrofóbico expandido [114]. O reconhecimento do estado

de transição se dá pela realização de duas simulações: uma simulação partindo

de um estado inicial imediatamente posterior ao estado de transição, que evolui

para uma estrutura fundamentalmente desnaturada. A segunda simulação parte

de uma estrutura imediatamente anterior ao suposto estado de transição e deve,

desta forma, evoluir para a estrutura nativa [114, 119]. Um estudo dos mecanismos

de enovelamento de pequenas protéınas formadas por α-hélices mostrou, também,

que a estrutura secundária forma-se antes da estrutura terciária. Observou-se que

a estrutura secundária formava-se antes do colapso hidrofóbico. Apenas em uma

segunda etapa do enovelamento a estrutura colapsa levando à estrutura nativa

[120]. Para outras protéınas, por outro lado, foi observado experimentalmente que

o colapso hidrofóbico pode preceder a formação da estrutura secundária [121].
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Praticamente todos estes estudos foram feitos sobre protéınas pequenas (geral-

mente com menos de 150 reśıduos) e que possuem cinéticas rápidas de enovela-

mento e desnaturação [114]. Isto aumenta o desafio envolvido na obtenção de uma

descrição molecular dos mecanismos de desnaturação dos LBDs dos receptores nu-

cleares, uma vez que estas são protéınas de cerca de 260 reśıduos. Além disso,

os LBDs possuem algumas caracteŕısticas que diferem da maioria das protéınas

que foram previamente estudadas: há elementos de estrutura secundária nos LBDs

que estão totalmente envolvidos pelo corpo da protéına e, portanto, não possuem

interações diretas com o solvente na estrutura nativa. Outras protéınas estudadas

por simulações de dinâmica molecular como a Barnase [122], a BPTI [123], a En-

grailed Homeodomain [115], o subdomı́nio da Villin Headpiece [117] e outras [114],

não possuem essa caracteŕıstica. Além disso, nenhuma delas liga-se a moléculas

pequenas, como os hormônios.

O estudo dos mecanismos de desnaturação dos LBDs dos receptores nucleares é

interessante por várias razões: Em primeiro lugar, o conhecimento destes mecanis-

mos pode permitir a identificação de reśıduos que são particularmente importantes

para a estabilidade e para os processos de enovelamento destas protéınas. Existem

centenas de mutações associadas a doenças humanas em LBDs que reconhecida-

mente afetam a estabilidade ou função do receptor, mas em muitos casos as razões

estruturais por trás do defeito não são bem conhecidas. É provável que várias des-

tas mutações envolvam reśıduos particularmente importantes para a estabilidade

ou para o enovelamento do LBD. Em segundo lugar, a maior parte dos estudos

dos mecanismos de desnaturação estudados até hoje são de protéınas que não se

ligam a pequenas moléculas. Neste trabalho mostraremos que os ligantes afetam

fortemente a desnaturação dos LBDs e as simulações permitem uma interpretação

mecańıstica deste fenômeno. Além disso, este é o primeiro estudo com resolução

molecular dos mecanismos de desnaturação de receptor nucleares, e parte dos me-

canismos observados podem ser gerais para toda a superfamı́lia.

Em primeiro lugar, apresentaremos os resultados experimentais obtidos pelo

grupo do Prof. Polikarpov sobre a desnaturação dos LBDs das isoformas do TR

ligadas ao Triac e sem ligante. Discutiremos como estes experimentos implicam em

um certo tipo de mecanismo, diferente do que é geralmente observado. Em seguida,

apresentaremos os resultados das simulações de dinâmica molecular que sustentam
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as conclusões obtidas pelo experimento e revelam detalhes dos mecanismos de

desnaturação observados.

6.2 Metodologia

6.2.1 Dicróısmo Circular

Os experimentos de desnaturação por temperatura foram realizados pelo grupo do

Prof. Polikarpov. As protéınas foram obtidas como descrito em outros trabalhos

[22, 69]. As medidas de dicróısmo circular em diferentes temperaturas foram feitas

a 222 nm, comprimento de onda no qual a absorção é proporcional ao conteúdo de

α-hélices da protéına [25]. O aquecimento foi feito de 293 até 363K e os dados foram

coletados a cada 2K. A fração desnaturada foi calculada a partir das elipticidades,

θ, usando

α =
θfolded − θobs

θfolded − θunfolded
em que θfolded é a elipticidade média no intervalo 293-300K, em que a protéına não

apresentou sinais de desnaturação. A temperatura de transição v́ıtrea aparente,

TM foi obtida ajustando os dados de dicróısmo circular pela equação de van’t Hoff,

como descrito em [25].

6.2.2 Simulações de Dinâmica Molecular

A realização de um estudo de dinâmica molecular dos mecanismos de desnaturação

do LBD dos receptores nucleares é um desafio interessante. A protéına contém

cerca de 4500 átomos e, para obter uma solvatação apropriada que não resulte em

efeitos de borda espúrios, cerca de 18500 moléculas de água são necessárias. Além

do LBD, do ligante e das águas, o sistema ainda possui um ı́on para cada reśıduo

carregado na protéına, de forma que o sistema fique eletricamente neutro. Os

sistemas simulados, completos, possuem cerca de 60 mil átomos. Foram necessários

1,6 dias por nanosegundo de simulação usando em média 12 nós do nosso cluster

de Opterons 242 rodando NAMD (em Linux). O tempo total de simulação foi de

115 dias, aproximadamente. As simulações foram realizadas da seguinte forma:

De acordo com estudos anteriores da desnaturação de outras protéınas, foram

realizas simulações de 2 ns do LBD do TRα ligado ao Triac a 450, 500, 650, 700
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e 800K. Estas simulações confirmaram que o LBD é bastante estável nas escalas

de tempo acesśıveis para as simulações: nenhum sinal viśıvel de desnaturação foi

observado nas simulações 450 e 500K. A desnaturação começou a ocorrer a 650K e

a 700K. A 800K a protéına atingiu um estado fundamentalmente desnaturado em

2 ns de simulação. Os estudos de desnaturação de outras protéınas foram feitos

a 450 ou 500K, mas geralmente para protéınas menos estáveis e menores [114].

Para que pudéssemos observar a desnaturação em uma escala de tempo acesśıvel

a nossa capacidade computacional, seriam necessárias taxas de desnaturação mais

rápidas. Ou seja, precisaŕıamos atingir temperaturas superiores a 650K para ob-

ter um processo completo de desnaturação. Para não comprometer totalmente a

percepção dos eventos moleculares envolvidos e a importância das diferentes par-

tes da protéına no processo de desnaturação, decidimos simular a desnaturação

aquecendo progressivamente o sistema (os experimentos também são de aqueci-

mento, mas em uma escala de temperaturas diferente). O aquecimento foi feito de

forma que as temperaturas necessárias para iniciar a desnaturação fossem atingi-

das prontamente, e que o aquecimento fosse mais lento à medida que a mobilidade

do sistema aumenta e uma amostragem em um conformacional maior é necessária.

Assim, iniciamos as simulações a 298,15K e a temperatura foi reescalonada a cada

1,5 ps de acordo com a equação T (K) = 298, 15 + 5t1/2, em que t é o tempo, em

unidades de passos de simulação. Nossa intenção foi perceber as suscetibilidades

de diferentes partes da protéına à desnaturação e, ao mesmo tempo, explorar de

forma parcial o ensemble de estruturas desnaturadas.

Quatro simulações foram realizadas com este protocolo: Simulações das iso-

formas α e β dos LBDs dos receptores do hormônio tireoidiano na presença e na

ausência do Triac. As simulações das estruturas apo foram realizadas a partir

das estruturas com ligante, removendo o ligante. As estruturas sem ligante foram

submetidas a simulações de 2 ns em condições ambiente de temperatura para que

a estrutura sofresse algum grau de relaxação. Isto foi necessário porque não há

estruturas dos receptores dos hormônios tireoidianos, sem ligante, dispońıveis.

As configurações iniciais foram constrúıdas com o pacote Packmol [76] e conti-

nham o LBD, um contra-́ıon para cada aminoácido carregado da protéına, e mais

de 18 mil moléculas de água. Estes cerca de 60 mil átomos foram empacotados em

uma caixa cúbica com 86 Å de lado. Todas as simulações foram feitas com o pro-
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grama NAMD [80] com condições periódicas de contorno e parâmetros CHARMM

[124]. Os parâmetros para os ligantes foram obtidos como descrito nos caṕıtulos

anteriores e nos trabalhos [70, 88]. Foi utilizado um passo de tempo de 1,5 fs,

todas as ligações entre átomos de hidrogênio e átomos pesados foram mantidas

ŕıgidas, e o raio de corte para as interações de van der Waals e eletrostáticas foi

14 Å com uma suavização começando em 12 Å. Todos os sistemas foram terma-

lizados a 298,15K mantendo todos os átomos da protéına ŕıgidos por 100 ps. Em

seguida, mais 100 ps de termalização foram realizados mantendo apenas os átomos

da cadeia principal fixos e, por fim 100 ps de termalização sem nenhuma restrição

foram realizados.

Parâmetros estudados

A caracterização da desnaturação a partir das simulações foi feita usando os se-

guinte parâmetros: 1) Estrutura secundária: Foi calculada usando o programa

STRIDE [125], para cada passo da simulação individualmente. O conteúdo total

de α-hélices foi calculado a partir da estrutura secundária de cada reśıduo. 2) Com-

pacidade: A compacidade da estrutura ao redor de cada carbono-α foi calculada

através do parâmetro

Ci =
NCα∑

j=1,|i−j|>4

1

1 + d2
ij

em que dij é a distância entre dois Cα. Note que a soma é feita apenas sobre

átomos que estão distantes mais que quatro átomos na seqüência, já que a distan-

cia entre estes átomos não é fundamentalmente dependente da compacidade. Este

parâmetro é grande se há muitos átomos próximos do átomo de referência e, por-

tanto, a estrutura é localmente compacta. Para uma avaliação da compacidade da

estrutura como um todo, a soma da compacidade individual de todos os átomos foi

obtida. 3) Desvio Quadrático Médio: foi calculado em relação à estrutura nativa.

Para isso, a estrutura da protéına em cada passo da simulação foi alinhada com

a estrutura inicial usando o algoritmo descrito em [126]. 4) Contatos nativos: um

par de reśıduos foi considerado em contato se a distância entre seus carbonos-α

era menor que 7Å. A lista de contatos da estrutura nativa foi assim obtida, permi-

tindo o cálculo da porcentagem destes contatos em cada passo da simulação. Este

indicador é diferente da compacidade porque é senśıvel à reordenação interna da
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estrutura. Ou seja, muito contatos nativos podem se perder e a estrutura pode con-

tinuar compacta. 6) Hidratação: foi calculada obtendo o número de moléculas de

água em aproximadamente a primeira camada de solvatação em torno da protéına.

Uma molécula de água foi considerada na primeira camada de solvatação se algum

de seus átomos estava mais próximo que 4Å de algum átomo da protéına. Todos

os parâmetros foram escalonados entre 0 e 1 de acordo com os valores máximos e

mı́nimos obtidos de forma que pudessem ser comparados qualitativamente.

6.3 Resultados Experimentais

As Figuras 6.1(a) e (b) mostram os resultados dos experimentos de desnaturação

acompanhados por dicróısmo circular para ambas as isoformas do TR ligadas e

dissociadas do ligante Triac.

Figura 6.1. Desnaturação dos LBDs dos receptores (a) TRα e (b) TRβ,

com e sem ligante, induzidas por temperatura e acompanhadas por medidas de

dicróısmo circular. O ligante estabiliza ambas as estruturas, o TRβ em maior

extensão.

Como vimos, o Triac é um ligante β-seletivo. A ligação do Triac no TRα

provoca uma estabilização da estrutura que aumenta a temperatura de deseno-

velamento em 9,5K. Por outro lado, para o TRβ, a associação do Triac causa

um aumento na estabilidade de 15K, aproximadamente. A desnaturação conti-

nua ocorrendo de forma fundamentalmente cooperativa, uma vez que apenas uma

transição é observada (não há intermediários no processo de desnaturação). Desta
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forma, a desnaturação do LBD ocorre à mesma temperatura para todo o receptor,

na presença ou na ausência do ligante. A maior estabilização provocada pelo Triac

na estrutura do TRβ aparentemente reflete sua maior afinidade em relação a este

receptor [51].

Para protéınas menores, formadas por α-hélices, foi sugerido que os elemen-

tos de estrutura secundária deveriam ser mais estáveis que a compacidade da

estrutura [120]. Desta forma, em um processo de enovelamento deveria existir

um intermediário no qual a estrutura secundária está presente, mas o colapso da

protéına ainda não ocorreu [120] (ou, na desnaturação, a expansão deve preceder

a desnaturação das hélices [114]). Este não parece ser o caso dos TRs. Se a desna-

turação da protéına ocorresse pela expansão da estrutura conservando a estrutura

secundária, o ligante deveria deixar de exercer seu efeito estabilizador antes de que

o sinal de dicróısmo circular fosse afetado. Assim, o forte efeito estabilizador do

ligante na estrutura não poderia ser observado por esta técnica.

Ou seja, suponha que as hélices sejam significativamente mais estáveis que os

contatos terciários que mantém a estrutura compacta. Neste caso, a desnaturação

ocorreria primeiro pela ruptura destes contatos, acompanhada da expansão da

estrutura. O ligante deveria se dissociar nesta etapa da desnaturação, ou ao menos

suas interações com a protéına seriam fortemente afetadas. No entanto, nesta etapa

o sinal de dicróısmo circular ainda não teria sido capaz de detectar a desnaturação,

uma vez que a estrutura secundária ainda estaria conservada. Assim, o efeito

estabilizador do ligante sobre a estrutura não poderia ter sido detectado.

A observação de que o ligante estabiliza fortemente a estrutura dos LBDs mos-

tra que as estruturas secundária e terciária estão conservadas até o momento da

desnaturação. No momento em que a desnaturação é observada, na presença do

ligante, há duas possibilidades: ou o ligante deixou a protéına e a desnaturação

passou a ser rápida porque a temperatura é bastante maior do que a temperatura

necessária para a desnaturação da estrutura apo, ou a estrutura secundária está se

desfazendo na presença do ligante. Em ambos os casos fica claro que a estrutura

deve permanecer compacta até o limiar da perda da estrutura secundária. Por-

tanto, as α-hélices não são fundamentalmente mais estáveis que a compacidade no

caso dos LBDs, como foi observado para outras protéınas [120]. Esta observação

é ainda um pouco mais forte. O grau de conservação da estrutura terciária deve
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ser bastante alto, uma vez que as interações do Triac com as isoformas α e β são

diferentes apenas por alguns detalhes da estrutura do śıtio ativo (ver Caṕıtulo 5).

Assim, se o ligante exerce um papel distinto na estabilização das estruturas, a

estrutura terciária deve estar bem preservada.

A ausência de intermediários na desnaturação dos LBDs com ligante é surpre-

endente. Ela implica em que o Triac estabiliza toda a protéına, independentemente

de um elemento na estrutura formar ou não contatos diretos com ele. Observações

similares foram feitas para o receptor do Estrógeno (ER) [25] e para o receptores

ativados por proliferadores de peroxissomo (PPAR) [27].

As simulações vão mostrar que, de fato, a estrutura secundária não é mais

estável que a compacidade da estrutura. A estrutura secundária se perde de forma

simultânea à perda da estrutura terciária, mas o LBD continua sendo compacto.

As simulações também sustentam a hipótese de que a desnaturação ocorre funda-

mentalmente antes da dissociação do ligante.

6.4 Simulações de dinâmica molecular

6.4.1 Visão global da desnaturação

O desvio quadrático médio (RMSD) dos carbonos-α dos receptores TRα e TRβ

ligados ao Triac e sem ligante estão representados nas Figuras 6.2(a) e (b).

Figura 6.2. Desvios quadráticos médios em função do tempo de simulação

nos processos de desnaturação das estruturas do (a) TRα e (b) TRβ, com e sem

ligante. Os maiores desvios das estruturas sem ligante sugerem que as simulações

captaram parte de seu efeito estabilizador.
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Figura 6.3. Parâmetros estruturais da desnaturação. As α-hélices e o os

contatos nativos são perdidos antes da compacidade e do aumento da hidratação.

Como esperado, o RMSD aumenta com o tempo de simulação (a temperatura

aumenta), para todos os modelos. O RMSD atinge um patamar aproximadamente

constante em cerca de 12 ou 13 ns, indicando que as estruturas atingiram um

estado completamente desnaturado (em torno de 750K). Após cerca de 5 ou 6

ns os RMSDs das estruturas apo ficam maiores que os RMSDs das estruturas

com ligante, sugerindo que as simulações capturaram ao menos parte do efeito

estabilizador do ligante sobre o LBD.

Os parâmetros de ordem usados para caracterizar a desnaturação estão repre-

sentados na Figura 6.3. Os parâmetros usados foram o conteúdo de α-hélices, a

porcentagem de contatos nativos, a compacidade e o grau de hidratação (medida

pelo número de moléculas de água na primeira camada de solvatação).

As primeiras etapas da desnaturação ocorrem após 500K, como indicado pelo
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conteúdo de α-hélices. Quando a temperatura atinge 650K a estrutura secundária

está quase totalmente desnaturada. A perda dos contatos nativos e da estrutura

secundária estão correlacionados, mas a fração de contatos nativos parece ser um

limite inferior do conteúdo de α-hélices. Isto indica que a mobilidade da protéına

permite o rearranjo parcial das hélices na estrutura, ao mesmo tempo que as hélices

permanecem estruturadas. À medida que a desnaturação da estrutura secundária

continua, no entanto, a fração de α-hélices e a de contatos nativos se assemelham

cada vez mais.

Mais notável é que a perda da estrutura secundária (e dos contatos nativos)

ocorre antes de que a estrutura perca sua compacidade. Em todas as simulações, o

momento em que a compacidade ainda conserva 50% do valor da estrutura nativa,

o conteúdo de α-hélices já atingiu seu estado totalmente desnaturado. Finalmente,

o grau de hidratação está fortemente correlacionado com a expansão da estrutura.

A hidratação aumenta à medida que a protéına se expande e os reśıduos mais

internos ficam expostos ao solvente. Aparentemente, a hidratação se inicia ligei-

ramente antes da expansão da estrutura. Nas simulações de TRα e na simulação

do TRβ sem ligante um aumento na hidratação em 600K é observado enquanto

que a compacidade ainda não foi claramente afetada. Estas primeiras etapas da

hidratação provavelmente envolvem reśıduos que pertencem aos elementos de es-

trutura secundária que estão próximos do solvente e que já se desenovelaram.

Várias outras protéınas foram estudadas usando simulações de dinâmica mo-

lecular. O mecanismo observado na maior parte dos casos envolvia primeiro a

expansão da estrutura, seguida da desnaturação dos elementos de estrutura se-

cundária [114]. Os mecanismos de enovelamento (supostamente o processo inverso

da desnaturação) de protéınas formadas por α-hélices também sugeriram que as

hélices se formariam antes do colapso da estrutura [120]. No entanto, para a

protéına Barstar, foi demonstrado experimentalmente que o colapso hidrofóbico

precede a formação da estrutura secundária [121]. Os processos de desnaturação

observados aqui para os LBDs dos TRs ocorrem primeiro pela perda da estrutura

secundária. A expansão da estrutura ocorre apenas após esta desnaturação inicial

das hélices. Desta forma, o mecanismo observado é mais coerente com o observado

para a protéına Barstar.

Este resultado das simulações é coerente com os experimentos apresentados. Os
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experimentos já haviam sugerido que para estas protéınas a estrutura secundária

não poderia ser fundamentalmente mais estável que a compacidade, situação na

qual o efeito estabilizador do ligante não poderia ser observado por dicróısmo cir-

cular. Se observarmos os resultados experimentais novamente, tendo em mente os

resultados das simulações, veremos que antes da TM há uma leve perda de estru-

tura secundária, que deve corresponder à desnaturação das hélices menos estáveis

da estrutura. Este processo ocorre antes da dissociação do ligante e, portanto,

antes da expansão da estrutura. Isto é o que se observa qualitativamente também

nas simulações. Estas indicam que a estrutura terciária e secundária se perdem

simultaneamente. A compacidade da estrutura, no entanto, é fundamentalmente

preservada até temperaturas maiores.

Desta forma, para os LBDs, grande parte da estrutura secundária é perdida an-

tes da expansão do núcleo hidrofóbico da protéına. Esta expansão é acompanhada

pela perda dos elementos de estrutura secundária mais estáveis, levando a um es-

tado globular fundamentalmente desenovelado. O estado desnaturado expandido

é formado principalmente por cadeias sem estrutura, e alguns poucos elementos

residuais de estrutura secundária. Este modelo é diferente da maior parte dos

processos de desnaturação estudados por dinâmica molecular. Estas diferenças se

devem principalmente ao tamanho da protéına estudada e à hidrofobicidade do

núcleo dos LBDs.

6.4.2 O papel do ligante na desnaturação

Como foi observado pelos parâmetros estruturais da Figura 6.3, os passos mais

importantes da desnaturação ocorrem entre 500 e 650K. Desta forma, calculamos

o RMSD por reśıduo para quatro temperaturas neste intervalo, correspondendo a

tempos de simulação de 3, 6, 7,5 e 9 ns.

Os RMSDs nestes instantes da simulação, para cada reśıduo da estrutura do

TRβ associado ao Triac estão representados na Figura 6.4(a). A 521K a maior

parte da estrutura possui um RMSD menor que 10Å, e a estrutura é ainda similar

à estrutura nativa. A desnaturação prossegue rapidamente e a 572K os reśıduos

da região N-terminal, próximos à H1, estão significativamente deslocados de suas

posições iniciais. O mesmo ocorre com o loop entre as hélices 2 e 3 (o Ω-loop),
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com alguns reśıduos antes da H7 e entre as hélices 10 e 11. Um grande desvio

pode ser observado na região C-terminal, em particular no final da H11 e na H12.

Quando a temperatura atinge 615K alguns dos desvios se tornam mais importantes,

particularmente os das hélices 4 e 5. O desvio da H7 fica mais aparente, os loops

entre as hélices 9 e 10 e o loop entre as hélices 11 e 12 também são fortemente

distorcidos. A 652K o Ω-loop (entre as hélices 2 e 3) é muito móvel, a região que

contém os loops entre as hélices 6 e 7 foi afetada e a mobilidade da hélice 11 se

tornou um dos elementos importantes globalmente.

Figura 6.4. Desvio quadrático médio por reśıduo da isoforma β do TR (a)

ligado ao Triac e (b) sem ligante.

Na Figura 6.4(b) um gráfico similar está apresentado para o TRβ sem ligante.

A diferença mais importante relativa à desnaturação do receptor ligado ao Triac é

que o loop entre as hélices 6 e 7 não parece ser tão afetado como na estrutura holo,

exceto por um pico de mobilidade entre os reśıduos Glu325 e Ala335. No entanto,

um significativo aumento na mobilidade é observado nas regiões que contém as

hélices 7, 8 e 9 em relação à estrutura com ligante. O loop entre as hélices 10 e 11

parece ter sido desestabilizado na ausência do ligante, mas o loop entre as hélices
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11 e 12 tem menores RMSDs nesta simulação que na holo. Os RMSDs maiores

observados na Figura 6.2 para a estrutura sem ligante são, portanto, justificados

pelo aumento da mobilidade principalmente dos reśıduos das hélices 7 a 9.

Figura 6.5. Desvio quadrático médio por reśıduo da isoforma α do TR (a)

ligado ao Triac e (b) sem ligante.

Os processos de desnaturação das estruturas holo e apo do TRα têm em comum

com a desnaturação do TRβ os grandes desvios observados nas regiões N-terminal

e no Ω-loop entre as hélices 2 e 3, como mostram as Figuras 6.5(a) e (b). Em todos

os modelos há um pico de mobilidade entre as hélices 9 e 10, que está relacionada

com a grande mobilidade de toda hélice 10 na estrutura holo-TRα em 652K. O

maior RMSD observado para o modelo apo em relação ao holo nas simulações de

TRα (ver Figura 6.2(a)) parecem ser conseqüência da maior mobilidade das hélices

5 e 6. Estas hélices não são especialmente móveis em nenhuma das estruturas do

TRβ. Além disso, uma maior mobilidade para a estrutura sem ligante é observada

no TRα nas hélices 7, 8 e 9, que também foram importantes para explicar a maior

mobilidade das estruturas apo no TRβ.
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Figura 6.6. (a) Regiões estabilizadas pela presença do ligante em todas

as estruturas (em azul) e no TRα (em amarelo). (b) Contatos do ligante com as

hélices 6, 8 e 11 que podem explicar parte do efeito estabilizador do ligante na

estrutura.

A Figura 6.6 mostra a estrutura do TRβ ligada ao Triac e destaca as regiões

que aparentemente são estabilizadas pela ligação do Triac. Em azul vemos a região

que inclui as hélices 7 a 9, que são estabilizadas pelo Triac em ambas as isoformas.

Em amarelo, por sua vez, vemos as hélices 5 e 6, que possuem menores desvios na

estrutura do TRα com ligante. A estabilização da hélice 8 nos permite sugerir um

mecanismo pelo qual o ligante pode estabilizar os LBDs. Um passo importante

para a desnaturação parece ser a abertura da interface entre as hélices 8 e 11, com

a conseqüente exposição do śıtio de ligação, hidrofóbico. O ligante interage tanto

com a hélice 8 (com a Ile353 no TRβ) quanto com a hélice 11 (formado a interação

hidrof́ılica importante com a His435), como mostra a Figura 6.6(b). Desta forma,

o ligante exerce um efeito estabilizador da interface entre estas duas hélices. Na

ausência do ligante a hélice 8 tem maior mobilidade, o que resulta também em

maiores mobilidades para as hélices 7 e 9.

A hélice 6 parece ser um dos elementos de estrutura secundária mais estáveis em

todas as estruturas, mas o deslocamento da H5 resultou em uma maior mobilidade

da H6 na estrutura do TRα sem ligante. Nesta região o ligante forma uma interação

hidrofóbica com a Met310 (numeração do TRβ), e a perda desta interação deve

ser a razão pela qual a H6 tem maior mobilidade na estrutura sem ligante. No
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entanto, este efeito não foi observado para as estruturas do TRβ.

As razões pelas quais o ligante estabiliza o TRβ preferencialmente ao TRα não

são claras. Os dados experimentais mostram que o TRα, na ausência do ligante, é

ligeiramente mais estável que o TRβ. No entanto, a associação do ligante faz com

que a TM do TRβ se torne 15 graus maior do que a do TRα. Algumas regiões

do TRβ possuem, de acordo com os fatores de temperatura dos modelos crista-

lográficos, maior mobilidade na estrutura do TRβ que na do TRα. Em particular,

o Ω-loop e a região entre as hélices 1 e 3 (contendo o grampo-β), têm essa carac-

teŕıstica [7, 52]. Alguns estudos a respeito da desnaturação mostraram que regiões

de grande mobilidade funcionam como gatilhos para a desnaturação do restante da

protéına [122, 123], de forma que a maior mobilidade da isoforma β pode explicar

a razão pela qual ela é menos estável que a α na ausência do ligante.

Nossa primeira hipótese a respeito dos mecanismos pelos quais o ligante esta-

biliza os LBDs está relacionado com as interações do ligante com as hélices 8 e 11.

No TRα, esta interação é favorecida pelo forte empacotamento do Ω-loop sobre

a estrutura, que forma contato com as duas hélices. No TRβ, por outro lado, o

Ω-loop é mais móvel e desordenado, e aparentemente não faz interações fortes com

as hélices 8 e 11. Desta forma, se o ligante tem a função de estabilizar a inter-

face entre essas hélices, este efeito deve ser mais importante na estrutura β que

na α. De qualquer forma, este mecanismo ainda implicaria que a estabilidade da

estrutura do TRα deveria ser, em termos absolutos, maior, mesmo na presença do

ligante.

A abertura das hélices 8 e 11 e a grande mobilidade da região C-terminal do

LBD pode fornecer novas pistas a respeito do papel do ligante na estabilização

da estrutura. Como pode ser observado na Figura 6.7, o ligante protege a hélice

6 da solvatação, provavelmente bloqueando a entrada da água no śıtio de ligação

pelas aberturas formadas na separação das hélices 8, 11 e 12. A proteção do núcleo

hidrofóbico da protéına também deve proporcionar uma maior estabilidade para

ambas as isoformas de forma parecida.

A segunda região de grande mobilidade, de acordo com os fatores de tempera-

tura dos modelos cristalográficos, se encontra entre as hélices 1 e 3, porém antes

do Ω-loop. Os diferentes modos de ligação do Triac em relação às isoformas α e

β devem resultar em um efeito mais importante sobre esta região do que sobre
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Figura 6.7. O ligante blinda a hélice 6 do solvente no (a) TRα e no (b)

TRβ. A hidratação das estruturas apo aumenta mais rapidamente do que a das

estruturas com ligante. Os reśıduos considerados em (a) e (b) estão em amarelo

em (c).

qualquer outra região da protéına. Isto porque é próximo a ela que se encontra a

substituição Asn277Ser, que é responsável pela seletividade do Triac em relação à

isoforma β. Esta única mutação no śıtio de ligação é responsável por afetar indi-

retamente a afinidade do ligante alterando a estrutura e a dinâmica da cavidade

que contém sua extremidade hidrof́ılica (ver Caṕıtulo 5 e [52]). A maior afinidade

do Triac em relação à isoforma β parece estar relacionada com uma maior estabi-

lidade termodinâmica da região do loop entre as hélices 1 e 2 e do grampo-β. As

simulações aqui apresentadas mostram um certo grau de estabilização promovida

pela associação do Triac entre as hélices 1 e 2 no TRβ (ver Figuras 6.4(a) e (b)).

No entanto, o mais notável é que a mobilidade da H1 é um dos passos importan-

tes que levam à desnaturação em todos os casos. A estabilização da interação da

H1 com o corpo da protéına promovida pela associação do ligante pode explicar

porque o TRβ acaba por ter uma maior estabilidade como um todo.

Curiosamente, um estudo sobre a estabilidade do PPARγ mostrou que as in-

terações da H1 com a H8 (H9 nos TRs) são cŕıticas para a estabilidade do receptor
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[27]. Estes experimentos reforçaram a imagem de um LBD altamente cooperativo,

no qual a estabilidade de elementos distantes do śıtio de ligação é afetada pela

ligação dos hormônios. Uma destas regiões (a H8 no PPARγ, H9 nos TRs) mos-

trou ter mobilidades diferentes na presença e na ausência do Triac. Apesar de que

não foram observadas variações substanciais na mobilidade da H1 resultantes da

ligação do Triac, parte da H1 é uma das regiões de maior mobilidade em todas

as simulações. O estudo [27] sustenta, portanto, a sugestão de que a região entre

as hélices 1 e 3 e sua estabilização pela associação do ligante são relevantes para

a estabilidade do receptor como um todo. No entanto, uma completa elucidação

dos mecanismos pelos quais os ligantes afetam de forma diferente as estruturas das

isoformas α e β dos TRs requer outros estudos experimentais ou teóricos.

6.4.3 Detalhes dos mecanismos de desnaturação

A Figura 6.8 representa diversas etapas do processo de desnaturação do receptor

TRβ ligado ao Triac. A Figura 6.9 mostra os fatores de compacidade e a estrutura

secundária de cada reśıduo, individualmente.

Como pode ser visto na Figura 6.8, o primeiro passo percept́ıvel da desna-

turação, observado quando a temperatura passa de 572 para 581K, é o movimento

do Ω-loop. Este movimento é rapidamente acompanhado pela desnaturação do

grampo-β. Quando a temperatura atinge 590K, partes das hélices 1, 8, 11 e 12

perdem sua estrutura secundária. As hélices 8 e 11 já foram afastadas uma da

outra e a região C-terminal da hélice 11 está claramente desnaturada.

Quando a temperatura atinge 606K, a H3 perdeu a maior parte de sua estru-

tura. A parte inferior da protéına, incluindo a H12, está quase que totalmente

desestruturada. O ligante ainda não deixou a estrutura e, apesar de que seus con-

tatos nativos foram significativamente afetados, sua orientação na estrutura ainda

é semelhante à orientação na estrutura nativa. Quando a temperatura passa de 622

para 658K ocorre uma progressiva desnaturação de outros elementos de estrutura

secundária. Em 622K há ainda elementos de estrutura secundária preservados nas

hélices 6, 9 e 11, mas a H10 já se perdeu. A 644K a hélice 11 perde totalmente

sua estrutura. Apenas elementos residuais de estrutura secundária das hélices 6 e

9 podem ser observados. O Triac acaba sendo deslocado do śıtio de ligação e sai
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Figura 6.8. Imagens da desnaturação do TRβ ligado ao Triac. Apenas

nas últimas imagens a estrutura começa a se expandir.

do LBD a 658K. Algumas partes do receptor continuam tendo alguma estrutura

secundária residual a 695K. A estrutura como um todo é, ainda a esta tempera-

tura, globular, apesar de desestruturada. A expansão da estrutura ocorre apenas

em temperaturas maiores.

O processo detalhado da desnaturação, representado pela compacidade de cada

reśıduo e pela perda da estrutura secundária, está representado na Figura 6.9 para

a estrutura do TRβ com ligante. Imagens similares para os outros sistemas estão

apresentadas na Figura 6.10. Na Figura 6.9 vemos que duas regiões são afetadas
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Figura 6.9. Fator de compacidade individual e estrutura secundária de

cada reśıduo, no processo de desnaturação do TRβ ligado ao Triac. Em (a) a

compacidade diminui de azul a vermelho. Em (b) o azul indica presença de α-

hélices e o verde estruturas do tipo folhas-β.

rapidamente nas simulações: a região N-terminal, antes da H1, e a região entre as

hélices 2 e 3, que inclui o Ω-loop. As regiões que permanecem compactas a maior

parte do tempo são a H1, o fim da hélice 3, as hélices 6 e 9, e algumas partes da

hélice 11. As hélices que melhor conservam a estrutura secundária são a H1, o fim

da H3, e as hélices 6 e 9.

Na simulação do TRβ sem ligante, a maior parte dos elementos de estrutura

secundária se desnaturam mais rápido. Em particular a H1 é perdida em menos

de 6 ns de simulação (Figura 6.10(a)). A hélice 9 a e região C-terminal da hélice

11 aparecem como os elementos mais estáveis de estrutura secundária. Para o

TRα, por sua vez, a associação do ligante parece estabilizar fortemente a H6,

mas a estabilização da H1 não é observada na mesma extensão, como mostram as

Figuras 6.10(c) e (d). A hélice 9 parece que é menos estável na presença do ligante
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Figura 6.10. Fatores de compacidade individuais (à direita) e estrutura

secundária de cada reśıduo (à esquerda) para as simulações de desnaturação de:

(a) TRβ sem ligante, (b) TRα com Triac e (c) TRα sem ligante.

no TRα, compensando uma maior estabilidade da hélice 6.

Os elementos que são expostos ao solvente em primeiro lugar (de acordo com

os fatores de compacidade individuais) são a região N-terminal e as regiões entre

as hélices 1 e 3, em particular as regiões contendo o Ω-loop e o grampo-β. A

estrutura secundária se perde rápido nas hélices 4, 7 e 12, seguidas da região N-

terminal da hélice 3, e das hélices 5, 8 e de algumas partes da hélice 10. No TRα a

hélice 8 parece ser tão estável como a hélice 9, ao contrário do que foi observado nas

estruturas do TRβ, nas quais a hélice 9 era mais estável. Uma visão mais completa

do papel do ligante sobre as estruturas poderia ser obtida somente se estruturas

cristalográficas dos receptores sem ligante estivessem dispońıveis. Apesar de que

as estruturas sem ligante foram equilibradas por 2 ns antes das simulações, parte

dos eventos observados podem ainda ser rearranjos que decorrem da dissociação

do ligante, e não do processo de desnaturação.



120 Caṕıtulo 6. Mecanismos de desnaturação

Assim, as regiões que conservam a estrutura secundária e a compacidade de

forma mais coerente entre as simulações são as hélices 3, 6, 9 e a região N-terminal

da hélice 11. A associação do ligante parece estabilizar as hélices 1 e 9 no TRβ e a

hélice 6 no TRα. A aparição recorrente das hélices 6 e 9 como elementos de grande

estabilidade vêm do fato de que estas hélices pertencem ao núcleo da protéına e,

portanto, estão protegidas do solvente. Estes resultados têm implicações para um

suposto mecanismo de enovelamento, como será discutido.

6.5 Idéias sobre o mecanismo de enovelamento dos LBDs

O prinćıpio da reversibilidade microscópica implica que os mecanismos de desna-

turação observados devem corresponder também a posśıveis mecanismos de enove-

lamento [114]. Um dos grandes desafios da biologia estrutural foi a compreensão

de como as protéınas conseguem atingir suas estruturas funcionais em solução

em vista do grande número de conformações posśıveis. Este paradoxo (conhecido

como paradoxo de Levinthal) foi resolvido pela percepção de que, evidentemente,

as protéınas não passam por todos os estados posśıveis e, na verdade, se movem

em um espaço conformacional muito menor [127]. Em particular, foi proposto

que partes da protéına se enovelam rapidamente formando subestruturas. Estas

subestruturas se arranjam entre si para, finalmente, formar a estrutura nativa.

Evidentemente, a estrutura secundária, em particular as α-hélices, são grandes

candidatos para serem estas subestruturas que se formam nas primeiras etapas do

enovelamento. De fato, o estudo de Zhou e Karplus [120] mostrou que pequenas

protéınas formadas por α-hélices se enovelam primeiro pela formação das hélices

e, em seguida, pelo rearranjo das hélices em suas conformações nativas. Este mo-

delo é coerente com o mecanismos de desnaturação (processo inverso) em que a

expansão da estrutura precede a perda da estrutura secundária.

No entanto, este modelo parece não levar em conta alguma particularidades

de outras protéınas. Por exemplo, alguns elementos de estrutura secundária, for-

mados principalmente por reśıduos hidrofóbicos, podem não se formar enquanto

hidratados, e podem necessitar um ambiente hidrofóbico para um enovelamento

correto. Neste sentido, a desnaturação do LBD dos TRs indica uma seqüência de

eventos para o enovelamento que pode ser importante para estruturas maiores que
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contém núcleos fortemente hidrofóbicos.

O enovelamento do LBD dos TRs deve ocorrer primeiro por um colapso que

forma uma estrutura globular, desestruturada, com um núcleo hidrofóbico. O

colapso hidrofóbico que precede a formação da estrutura secundária se assemelha

ao mecanismo observado para a protéına Barstar experimentalmente [121]. As

simulações de 1 µs do subdomı́nio Villin headpiece também são coerentes com

este mecanismos [117]. Estas simulações mostraram que o colapso hidrofóbico

e a formação da estrutura secundária podem ocorrer simultaneamente, mesmo

considerando que esta protéına é bastante menor que os LBDs. Outros estudos

têm mostrado que protéınas globulares podem se condensar formando topologias

semelhantes às das estruturas nativas, gerando contatos que favorecem a formação

da estrutura secundária [128]. Este é o tipo de mecanismo observado para os TRs.

O colapso hidrofóbico gera um ambiente adequado para a formação das hélices

mais internas, em particular das hélices 6 e 9. Estas hélices pode servir de modelos

estruturais (templates) para que as hélices externas se formem. Desta forma, é

posśıvel que as hélices externas se estruturem interagindo com as hélices internas

e, portanto, já em posições semelhantes às posições observadas na estrutura nativa.

6.6 Conclusões

Há poucos estudos que tratam dos mecanismos de enovelamento e desnaturação

em receptores nucleares [25, 27, 129]. Há evidências para o PPARγ e para o ER

que a estrutura do LBD é altamente cooperativa, no sentido de que a estabilidade

de cada elemento da estrutura é dependente da estabilidade da estrutura como

um todo [25, 27]. Alguns estudos de mutações no LBD têm fornecido dicas de

quais são as regiões mais estáveis e menos estáveis dos LBDs, mas os papéis funci-

onais de cada aminoácido e suas relações com a dinâmica do receptor permanecem

fundamentalmente desconhecidos.

Neste caṕıtulo descrevemos experimentos que mostram que o Triac tem um

papel importante na estabilidade do LBD dos TRs. Os resultados destes experi-

mentos implicam que a desnaturação da estrutura secundária ocorre antes da, ou

simultaneamente à expansão da estrutura. As simulações apresentadas são o pri-

meiro estudo da desnaturação dos receptores do hormônio tireoidiano. Apesar de
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que as escalas de temperatura podem impedir um estudo detalhado dos mecanis-

mos, estas simulações são de qualquer forma o primeiro estudo em escala molecular

dos mecanismos de desnaturação de receptores nucleares em geral. As simulações

estão de acordo com os experimentos, já que a compacidade da estrutura não se

perde antes da estrutura secundária, e que o ligante permanece dentro da estrutura

até que uma perturbação significativa da estrutura secundária tenha ocorrido.

As α-hélices mais internas, que são principalmente hidrofóbicas, são os elemen-

tos de estrutura secundária mais estáveis. O ligante afeta a desnaturação prova-

velmente estabilizando a interface entre as hélices 8 e 11 e impedindo a entrada de

água no śıtio de ligação. A estabilização preferencial do TRβ pode ocorrer pela

estabilização dos contatos da hélice 11 com o corpo da protéına, como foi observado

experimentalmente para o PPARγ [27].

Do ponto de vista dos processo de enovelamento de protéınas em geral, aqui

apresentamos um estudo dos mecanismos de desnaturação de uma protéına rela-

tivamente grande, compacta e formada por α-hélices. Este é também o primeiro

estudo da desnaturação de uma protéına que se liga a moléculas pequenas, e os

mecanismos de desnaturação são fortemente dependentes da presença do ligante.

O enovelamento do LBD deve ocorrer primeiro pelo colapso hidrofóbico e, em se-

guida, pela formação das hélices mais internas. Estas podem servir como modelos

estruturais para formação das hélices externas já em posições nativas.

Finalmente, este estudo apresenta uma visão molecular que permitirá o es-

tudo da desnaturação de receptores nucleares por outros métodos computacionais

ou experimentais. Este trabalho pode ser continuado pelo estudo das estruturas

encontradas em temperaturas mais realistas, de forma que o papel de reśıduos in-

dividuais possa ser elucidado. Esta informação é relevante para a atribuição da

função de vários reśıduos envolvidos em mutações associadas a doenças humanas.



Caṕıtulo 7

Mecanismos de difusão

térmica

Este caṕıtulo apresenta um estudo dos mecanismos de difusão térmica nos LBDs

dos receptores do Hormônio Tireoidiano. A técnica de difusão térmica anisotrópica

foi utilizada de forma sistemática para o estudo da difusão de calor a partir de cada

aminoácido da protéına. Mostraremos que a difusão de calor, ou, equivalentemente,

a transferência de energia vibracional, em protéınas, ocorre basicamente por três

mecanismos: a difusão ao longo da cadeia, a difusão através de contatos próximos

não-covalentes, e a difusão indireta através da cadeia dos reśıduos aquecidos indi-

retamente. A importância de cada um destes mecanismos está relacionada com a

posição do reśıduo aquecido na cadeia e na estrutura protéicas. No entanto, há

reśıduos que, independentemente de sua posição na cadeia, são particularmente

importantes para a difusão térmica. No caso dos TRs, as argininas são os reśıduos

mais importantes para difusão de calor, aparentemente porque são os reśıduos car-

regados que interagem mais fortemente com o interior da protéına. Os reśıduos que

têm papéis destacados na difusão de calor são funcionalmente importantes, sendo

em sua maioria associados à Śındrome da Resistência ao Hormônio Tireoidiano

e a outras defeitos funcionais. Os mecanismos aqui propostos para a difusão de

calor podem ter uma importância geral para a estabilidade de protéınas ou para

a sinalização intramolecular. Como mencionamos anteriormente, a transmissão

de sinais moleculares é de importância fundamental para os processos de recruta-

mento de cofatores, para a dimerização e para mecanismos alostéricos de controle

da transcrição.

123
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7.1 Dissipação da energia cinética em protéınas

Os mecanismos pelos quais as protéınas dissipam perturbações cinéticas são impor-

tantes para sua estabilidade e para a sinalização. Em alguns sistemas, como nas

protéınas com cofatores heme, existe uma motivação bastante clara para o estudo

da dissipação da energia cinética, uma vez que a funcionalidade destas protéınas

está associada à absorção de luz e, assim, à dissipação da energia cinética em

excesso contida no cromóforo. Há vários estudos que procuram entender como

a energia cinética é dissipada, a partir do cromóforo, para o restante da protéına

[130–134]. Nestes sistemas foi observado que as vias mais rápidas para a dissipação

da energia cinética do cromóforo envolvem reśıduos carregados. Além disso, me-

canismos anisotrópicos de dissipação que envolvem contatos muito espećıficos pro-

movem a dissipação da energia cinética em direção ao solvente [131, 132]. O estudo

mais completo dos mecanismos de relaxação da energia cinética [131] mostrou que

os mecanismos principais envolvidos são: a dissipação da energia através da ca-

deia protéica (ligações covalentes), seguida das interações do grupo excitado com

aminoácidos carregados e, em seguida, pelos aminoácidos alifáticos e finalmente pe-

los reśıduos aromáticos. Neste trabalho é proposto que a relaxação da Mioglobina

após a fotólise ocorre através do contato do grupo heme com o solvente através dos

grupos isopropionato, carregados, e que a cadeia protéica poderia servir como um

“condutor térmico” efetivo para a dissipação da energia cinética em excesso [131].

7.1.1 Difusão térmica anisotrópica

Recentemente Ota e Agard propuseram um técnica diferente para o estudo da di-

fusão térmica em protéınas que eles chamaram de Difusão Térmica Anisotrópica

(ATD) [135]. Sua motivação foi procurar uma razão cinética e estrutural para as

correlações evolutivas entre aminoácidos encontradas por Ranganathan e colabora-

dores em estudos anteriores [136, 137]. Estas correlações foram obtidas através do

estudo de seqüências de aminoácidos de várias protéınas de uma mesma famı́lia,

usando métodos estat́ısticos. No entanto, não foi posśıvel obter uma explicação es-

trutural dos mecanismos envolvidos. Vários dos aminoácidos correlacionados são,

inclusive, distantes na estrutura. Ota e Agard suspeitaram que as correlações po-

deriam ser dinâmicas e, portanto, deveriam poder ser estudadas por simulações
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de dinâmica molecular. No entanto, as correlações dinâmicas pareciam ser muito

fracas para que seu estudo fosse posśıvel usando técnicas de simulação convenci-

onais: as oscilações na estrutura provocadas pela agitação térmica dificultavam

sua observação. Desta forma propuseram congelar a estrutura da protéına e aque-

cer apenas um aminoácido, para que a propagação do calor, na estrutura quase-

estática, fosse mais claramente observável. Em seu trabalho, Ota e Agard relatam

que os mecanismos de difusão térmica indicavam correlações que correspondiam às

correlações observadas pelos estudos evolutivos [135].

Como vimos, há muitas mutações na estrutura dos LBDs que provocam doenças

humanas ou outros tipos de problemas funcionais. Muitas destas mutações ocorrem

em reśıduos para os quais não é posśıvel compreender as razões estruturais dos

defeitos funcionais pela simples observação da estrutura. Os problemas funcionais

provavelmente estão relacionados com processo dinâmicos, como a estabilidade do

receptor como um todo ou com mecanismos de sinalização intramolecular. Além

disso, como os LBDs são estruturas compactas e globulares, são alvos interessantes

para o estudo da difusão térmica usando a técnica de Ota e Agard.

7.2 Metodologia

Na técnica ATD, o sistema (geralmente a protéına e o ligante apenas) é termalizado

a uma temperatura muito baixa (no nosso caso 10K). Em seguida, um único reśıduo

é instantaneamente aquecido a 300K e mantido a essa temperatura durante toda

a simulação com o uso de alguma técnica de acoplamento térmico [135]. O calor

naturalmente se difunde do aminoácido aquecido para o restante da protéına. A

temperatura é então monitorada para todos os reśıduos, individualmente, de forma

que os caminhos envolvidos na difusão térmica possam ser identificados.

As estruturas utilizadas foram as estrutura do TRα e do TRβ ligadas ao T3

determinadas pelo grupo do Prof. Polikarpov [22, 69] e têm resoluções de 1,87

e 2.4Å respectivamente. Para o estudo da difusão térmica a partir de ligantes

distintos foram usadas as estruturas do receptor TRβ associado ao GC-24 [64], as

estruturas de ambas as isformas ligadas ao KB-141 [49], ao Triac e ao GC-1 (ver

Caṕıtulo 5). Todas as estruturas foram solvatadas por uma camada de ao menos

15Å de água e ı́ons (um para cada reśıduo carregado do LBD) usando o programa
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Packmol [76]. As simulações foram feitas com NAMD [80, 138]. Foi usado um

passo de tempo de 2 fs. As estruturas, depois de solvatadas, foram equilibradas

da seguinte forma: a energia do sistema foi minimizada usando 1000 passos de

gradientes conjugados. Em seguida, 100 ps de simulação com escalonamento de

temperatura a 300K a cada 1 ps foram feitos, porém mantendo a estrutura da

protéına fixa. Mais 100 ps de termalização foram realizados mantendo apenas os

carbonos-α da protéına fixos e, finalmente, 100 ps de termalização foram feitos

sem nenhuma restrição sobre os átomos. Desta forma, uma estrutura equilibrada

a 300K foi obtida. Os parâmetros utilizados foram os mesmos que os dos estudos

anteriores [70, 88].

De acordo com a técnica ATD, as águas e os ı́ons foram removidos. Restrições

harmônicas leves (0,5 kcal mol−1) foram aplicadas a todos os carbonos-α das es-

truturas para que a ausência do solvente não levasse a distorções importantes em

relação à estrutura equilibrada. Em seguida, velocidades foram atribúıdas a todos

os átomos de acordo com uma temperatura de 10K e simulações de 100 ps com

escalonamento de velocidades a 10K a cada picosegundo foram realizadas. Estru-

turas equilibradas a temperaturas de 10K foram obtidas. Como a temperatura é

muito baixa, os desvios em relação à estrutura inicial são pequenos. A simulações

de difusão térmica foram então realizadas através do aquecimento de cada reśıduo

da protéına, individualmente, ou do ligante, a 300K. O aquecimento foi feito pela

aplicação de forças aleatórias de acordo com o método de Langevin [80]. Uma

constante de acoplamento de 100 ps−1 foi usada. Desta forma, o reśıduo aquecido

é mantido a 300K durante toda a simulação. Os outros reśıduos têm velocidades

iniciais correspondentes a 10K. Cada simulação de difusão térmica dura 30 ps e

as velocidades (não as coordenadas) são salvas a cada 50 fs para que as tempera-

turas de cada reśıduo possam ser monitoradas. Simulações independentes foram

realizadas para o aquecimento de cada reśıduo da estrutura, de forma que o estudo

como um todo envolveu cerca de 800 simulações que totalizam cerca de 24 ns. Os

resultados serão apresentados com base na simulações do TRβ e são válidos para

ambas as isoformas a não ser quando a diferença for explicitamente destacada.

Simulações foram feitas para o receptor TRβ com cada um de seus reśıduos,

individualmente, mutados para glicinas. As mutações foram feitas removendo a

cadeia lateral do aminoácido original e permitindo que o programa psfgen [138]
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constrúısse a cadeia lateral da glicina (um hidrogênio) na posição correspondente.

O estudo da difusão térmica a partir dos ligantes foi feito pelo aquecimento dos

ligantes a 300K seguindo o protocolo descrito acima.

Difusão térmica isotrópica

A expectativa isotrópica da difusão térmica a partir dos ligantes foi calculada da

seguinte forma: Para um meio isotrópico a temperatura esperada em qualquer

ponto do espaço depende da distância da fonte de calor, d, de acordo com uma

equação da forma T = Ae−B(d−d0) + C (solução da equação da difusão para um

meio isotrópico em três dimensões) [139]. Desta forma, dada a distância de cada

reśıduo ao reśıduo aquecido, e conhecendo os valores das constantes A, B e d0, é

posśıvel obter a expectativa isotrópica da temperatura daquele reśıduo.

As distâncias consideradas foram as distâncias do átomo mais próximo de cada

reśıduo ao reśıduo aquecido. Assim, ajustamos a expectativa isotrópica da tem-

peratura aos dados de temperatura em função da distância, de forma a obter os

parâmetros A, B e d0. No entanto, nossa expectativa é que algumas das respos-

tas sejam anisotrópicas. Estas serão, então, outliers no ajuste, e nosso interesse

consiste exatamente na identificação destes outliers. Assim, o ajuste não pode ser

feito para todos os dados obtidos.

O ajuste foi feito de forma a identificar os parâmetros que melhor ajustam a ex-

pectativa isotrópica a 70% dos valores da simulação. Desta forma, 30% dos pontos

foram considerados outliers. Estes foram identificados automaticamente usando a

técnica de Minimização do Menor Valor Ordenado [140] e a otimização foi realizada

com o pacote GENCAN [141]. 5000 pontos iniciais (valores de parâmetros) diferen-

tes foram usados para cada ajuste, de forma a garantir que o ajuste e identificação

de outliers ótimos fossem obtidos.

Mapas de difusão térmica

Os mapas de difusão térmica representam a temperatura média de cada reśıduo

no decorrer da simulação, em função do reśıduo aquecido. Na abcissa do mapa

encontra-se o ı́ndice do reśıduo aquecido, e na ordenada o ı́ndice de cada reśıduo

da protéına. As cores do mapa indicam a temperatura média atingida pelo reśıduo
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Figura 7.1. Resposta t́ıpica ao aquecimento de um reśıduo. Neste caso, a

temperatura média dos reśıduos da protéına obtidas como resposta ao aquecimento

da Arginina 429 após 30 ps de simulação. A Arg429 é mantida a 300K enquanto o

restante da protéına estava inicialmente a 10K.

na simulação, sendo que a escala representa temperaturas baixas em azul e tem-

peraturas altas em vermelho. Todos os gráficos foram feitos com xmgrace.

Difusão térmica covalente e não-covalente

A resposta dos reśıduos ao aquecimento de cada aminoácido foi classificada como

covalente (C) ou não-covalente (NC), de acordo com a distância entre os reśıduos na

seqüência de aminoácidos da protéına. O aquecimento de reśıduos que estão a uma

distância menor que 25 reśıduos (na seqüência primária) do aminoácido aquecido

foi considerado covalente. O aquecimento de reśıduos a maiores distâncias em

termos da cadeia protéica foi considerado não-covalente. Esta definição foi usada na

construção das Figuras 7.4(a) e (b) para difusão térmica C e NC, respectivamente.

7.3 Resultados

7.3.1 Visão geral da difusão térmica nos LBDs

A Figura 7.1 mostra um perfil t́ıpico da temperatura média de cada reśıduo da

protéına resultante do aquecimento de um dos reśıduos. O gráfico mostra a tem-

peratura de todos os reśıduos do TRβ em uma simulação em que a Arginina 429

foi aquecida. Desta forma, a temperatura da Arg429 é 300K.
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Figura 7.2. A difusão do calor ocorre através da cadeia covalente e através

de contatos próximos.

A partir desta figura é posśıvel definir três mecanismos fundamentais de difusão

térmica em protéınas:

1. Os reśıduos que estão próximos do reśıduo aquecido do ponto de vista da

cadeia protéica respondem fortemente ao aquecimento. Esta resposta será

chamada resposta “covalente”. A difusão do calor através das ligações cova-

lentes da cadeia é, claramente, o mecanismo mais importante.

2. Os reśıduos que formam contatos próximos com o reśıduo aquecido também

respondem fortemente ao aquecimento. Neste caso, os aminoácidos Glu311

e Asp382, que possuem contatos a 1,96Å e 1,64Å, respectivamente, aquecem

devido à transferência de energia da Arginina 429.

3. Por fim, os reśıduos próximos, do ponto de vista da cadeia protéica, dos

reśıduos Glu311 e Asp382 são aquecidos. Esta difusão ocorre através da

cadeia de ligações covalentes a partir destes reśıduos.

A Figura 7.2 representa esquematicamente os três mecanismos de difusão térmica

observados. A difusão covalente ocorre através da cadeia protéica próxima do

reśıduo que é diretamente perturbado. A difusão não-covalente ocorre pela trans-

ferência de calor do reśıduo aquecido para outros reśıduos que formam contatos

próximos. Por fim, uma difusão também covalente, mas secundária, ocorre através
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Figura 7.3. (a) Mapa de contatos do TRβ. (b) Mapa de difusão térmica.

Há uma boa correlação entre os dois mapas, indicando que a energia cinética é

difundida preferencialmente para reśıduos próximos na estrutura.

dos reśıduos próximos na cadeia dos reśıduos aquecidos indiretamente. A resposta

térmica associada ao primeiro mecanismo será chamada resposta covalente. Os

outros dois mecanismos serão definidos como mecanismos não-covalentes, por sua

relação com o reśıduo originalmente aquecido. O aquecimento pela cadeia cova-

lente secundária não será chamado covalente, apesar de ocorrer através da cadeia

protéica.

Repetindo o experimento da Figura 7.1 para o aquecimento de cada reśıduo

da protéına, individualmente, é posśıvel construir um mapa da difusão térmica

da protéına. Este mapa contém a temperatura atingida por cada reśıduo como

resposta ao aquecimento de cada reśıduo da protéına. O mapa de contatos e o

mapa de difusão térmica para o LBD do receptor TRβ estão representados nas

Figuras 7.3(a) e (b), respectivamente.

Como esperado pela análise da Figura 7.1, a resposta térmica mais intensa está

associada aos reśıduos que estão próximos na cadeia protéica ao reśıduo aquecido.

Esta é a razão da intensa linha vermelha na diagonal da Figura 7.3(b). Se com-

pararmos o mapa de difusão térmica com o mapa de contatos, observamos uma
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Figura 7.4. Resposta do TRβ ao aquecimento de cada reśıduo: (a) Aque-

cimento não-covalente. (b) Aquecimento covalente. Várias Argininas se destacam

no perfil de aquecimento não-covalente.

razoável correlação. Esta correlação está associada ao segundo mecanismo de di-

fusão observado, que envolve contatos próximos e não-covalentes. No entanto, o

mapa de difusão térmica é mais difuso (parece ter menor resolução) que o mapa

de contatos, e isto se deve à condução do calor através das cadeias protéicas se-

cundárias.

A comparação do mapa de contatos com o mapa de difusão térmica confirma

a validade dos mecanismos gerais definidos na Figura 7.2. Os reśıduos que estão

próximos uns dos outros estão termicamente conectados, mas o calor é em seguida

difundido através da cadeia protéica. Desta forma, reśıduos que não estão neces-

sariamente próximos na estrutura podem estar conectados termicamente de forma

eficiente.
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7.3.2 A importância de cada reśıduo

Para avaliar a importância de cada reśıduo para a difusão térmica como um todo, as

contribuições dos mecanismos covalente e não-covalente foram medidas de forma se-

parada. Estas contribuições foram obtidas calculando-se: 1) A temperatura média

dos reśıduos que estão mais próximos que 25 reśıduos do reśıduo originalmente

aquecido em termos da cadeia protéica, o que está associado aos mecanismos de

difusão térmica covalentes e 2) a temperatura média dos reśıduos que estão a mais

de 25 reśıduos do aminoácido originalmente aquecido, sendo esta a resposta não-

covalente do LBD.

A Figura 7.4 representa estas duas medidas de difusão térmica. Na Figura 7.4(a)

vemos que a difusão térmica não-covalente é caracterizada por uma temperatura

média aproximadamente independente do reśıduo, que varia levemente em torno

de 23K. No entanto, há vários outliers que podem ser claramente identificados, e

estes são, em sua maioria, Argininas.

Figura 7.5. Resposta do TRβ ao aquecimento de cada reśıduo: à esquerda,

a resposta não-covalente; à direita, a resposta covalente. Cores avermelhadas in-

dicam reśıduos que transferem calor efetivamente para o restante da protéına de

acordo com cada mecanismo.

A difusão térmica covalente, representada na Figura 7.4(b) é, por sua vez,

bastante mais forte. A temperatura média dos reśıduos oscila em torno de 60K.
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No entanto, há menos reśıduos que podem ser identificados de forma clara como

outliers. As respostas mais fortes ocorrem nas extremidades da protéına, uma vez

que apenas um caminho de propagação térmica covalente pode ocorrer.

Os mesmos dados da Figura 7.4 estão representados sobre a estrutura do LBD

na Figura 7.5. A representação das respostas térmicas desta forma revela a razão

estrutural para as oscilações mais globais na difusividade térmica: No painel da es-

querda vemos a resposta não-covalente. O núcleo da protéına tem a coloração mais

intensamente verde, indicando que os reśıduos nesta região transmitem relativa-

mente mais calor através deste mecanismo. Isto é esperado, uma vez que os reśıduos

mais internos estão mais densamente empacotados por ligações não-covalentes e,

portanto, tendem a difundir calor através destes contatos. No entanto, há várias

exceções, como será discutido.

Por outro lado, no painel da direita da Figura 7.5 vemos a resposta média dos

reśıduos aquecidos através da cadeia protéica. Neste caso, as hélices do núcleo

da protéına propagam calor relativamente mal. Há alguma correlação no sentido

de que os reśıduos da superf́ıcie propagam calor de forma mais eficiente, mas há

muitas exceções. Por exemplo, no meio da H11, que está na superf́ıcie da protéına,

o calor se propaga mal através do mecanismo covalente. Neste caso, isto se deve

à presença de dois reśıduos que propagam calor pelo mecanismo não-covalente de

forma muito eficiente (R429 e R438, os reśıduos vermelhos na H11 na estrutura da

esquerda da Figura 7.5).

7.3.3 Contribuições das cadeias laterais

As Figuras 7.4 e 7.5 sugerem que reśıduos de natureza diferente possuem diferentes

contribuições para a difusão térmica total da protéına. No entanto, estas figuras

mesclam duas contribuições: a contribuição da cadeia lateral do próprio aminoácido

e as contribuições das cadeias laterais dos aminoácidos próximos, que são aquecidos

de forma importante através do mecanismo covalente, como mostra a Figura 7.1.

É interessante separar estas duas contribuições e obter a contribuição pura das

cadeias laterais de cada reśıduo, de forma a identificar as correlações entre a difusão

térmica e a natureza qúımica de cada aminoácido.

Para fazer esta separação, as cadeias laterais de todos os aminoácidos do TRβ
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Figura 7.6. Contribuições das cadeias laterais: (a) Resposta térmica do

receptor nativo. (b) Resposta térmica do receptor com cadeias laterais de Glicina.

(c) Contribuição das cadeias laterais (diferença entre (a) e (b)).

foram modificadas, individualmente, de forma a transformá-los em reśıduos de Gli-

cina. Desta forma, 261 simulações independentes foram feitas para o aquecimento

de cada um dos mutantes. Estas simulações permitem a determinação da contri-

buição da cadeia lateral para a difusão térmica como um todo, porque para cada

aquecimento teremos a contribuição do aquecimento covalente mais a contribuição
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das cadeias laterais dos aminoácidos vizinhos, aquecidos de forma indireta. Os

resultados destas simulações estão resumidos na Figura 7.6.

Na Figura 7.4(a) vimos que as Argininas pareciam ter uma importância parti-

cular para os mecanismos de difusão térmica. No entanto, não era posśıvel afirmar

se esta contribuição provinha de sua cadeia lateral ou de alguma particularidade

na posição destes aminoácidos na seqüência. A importância das cadeias laterais de

Arginina é confirmada nas simulações dos mutantes. Na Figura 7.6(a) vemos a tem-

peratura média de todos os reśıduos da protéına como resposta ao aquecimento de

cada um dos reśıduos do receptor nativo. Há vários outliers, sendo em sua maioria

Argininas. Na Figura 7.6(b) vemos a resposta térmica da protéına ao aquecimento

de cada um dos reśıduos após terem sido mutados para Glicinas. O único outlier

que permanece é a Arg338. Todos os outros aminoácidos (mutados) parecem ter

contribuições semelhantes para a difusão térmica, e a curva se torna mais suave,

dependente principalmente da posição de cada reśıduo na cadeia. Desta forma, a

diferença entre os reśıduos se deve à natureza de suas cadeias laterais.

A contribuição das cadeias laterais pode ser calculada computando a diferença

das respostas térmicas das Figuras 7.6(a) e 7.6(b). Estas diferenças estão repre-

sentadas na Figura 7.6(c), e a importância das Argininas na difusão térmica como

um todo torna-se evidente: há dez reśıduos que possuem contribuições de cadeia

lateral (CCL) maiores que 5K. Destes dez reśıduos, 8 são argininas (o receptor tem

um total de 10 argininas), como mostra a Tabela 7.1. A lista dos 10 reśıduos mais

importantes é completada pela His229 e pela Lys342. Considerando os reśıduos

com CCL maiores que 4,5, mais quatro reśıduos entram na lista: Glu211, Lys274,

Phe354 e Leu428. Estes dois últimos são os primeiros reśıduos apolares da lista.

Mais quatro reśıduos aparecem na lista se o corte é feito em 4K: Lys304, Leu328,

Arg338 e Phe403. Esta lista contém 18 reśıduos, dos quais 11 são argininas, 15

são carregados e apenas 3 são neutros. É clara, portanto, importância dos reśıduos

carregados, em particular as argininas, para a difusão térmica nos TRs.

Como as argininas possuem um papel particularmente importante na difusão

térmica através do mecanismo não-covalente, é interessante observar se, estrutural-

mente, possuem alguma peculiaridade. A disposição dos aminoácidos carregados

dos TRs está representada na Figura 7.7.

No LBD dos TRs as argininas possuem ambientes estruturais diferentes dos
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Figura 7.7. Disposição dos aminoácidos carregados na estrutura da

protéına: (a) Argininas. (b) Ácidos glutâmicos. (c) Lisinas. (d) Ácidos aspárticos.

As Argininas parecem estar dobradas em direção ao interior da protéına, enquanto

que outros reśıduos carregados interagem preferencialmente com o solvente.

outros reśıduos carregados. Em sua maioria, pertencem ao núcleo da protéına ou

formam contatos com reśıduos do núcleo (Figura 7.7(a)). Por outro lado, os ou-

tros reśıduos carregados, em particular os negativos, possuem cadeias laterais que

apontam para o exterior da protéına, de forma que não formam interações fortes

com reśıduos no seu interior. Isto explica porque as argininas são tão importan-

tes para a propagação do calor nos TRs: elas são carregadas, portanto formam

interações fortes, e interagem com reśıduos no interior da protéına, algumas delas

com o ligante, inclusive. A importância dos reśıduos carregados para a dissipação

da energia cinética já tinha sido relatada para protéınas com grupos heme e pode,

assim, ser relevante para protéınas em geral [131]. Aqui mostramos, no entanto,

que esta importância depende da posição dos reśıduos na estrutura e da orientação

de suas cadeias laterais. A existência de reśıduos que dissipam calor de forma

particularmente eficiente pode ser um mecanismo relevante para a estabilidade de

protéınas.
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CCL > 5K 5K > CCL > 4.5K 4.5K > CCL > 4K

H2291[a,b] E211 L304

R2431,2[c,d,e] K274 L328

R2821,2[d,f ] F354 R3382,4[a,h,i,j,w]

R3161[a,g] L4281,2,3[a,d,n,v] F403

R3202[h,i,j]

K3422[k]

R3831,2[d,l,m]

R4101[a]

R4291,2,3[a,n,o,p,q,r]

R4381,2[j,h,s,t,u]

As mutações nestes reśıduos estão relacionadas com: 1) Deficiência

no recrutamento de correpressores. 2) Śındrome da resistência ao

hormônio tireoidiano. 3) Dimerização prejudicada. 4) Afinidade re-

duzida em relação ao hormônio in vitro. Referências: a: [142]; b: [143];

c: [144]; d: [53]; e: [145]; f : [146]; g: [147]; h: [148]; i: [149]; j: [150];

k: [151]; l: [152]; m: [153]; n: [19]; o: [154]; p: [155]; q: [156]; r: [157];

s: [158]; t: [61]; u: [159]; v: [14]; w: [160].

Tabela 7.1. Cadeias laterais com contribuições mais importantes.

7.3.4 A importância funcional dos reśıduos difusores

Existem muitos dados funcionais relacionados com mutações em reśıduos dos LBDs

dos TRs, em particular do LBD do TRβ. A maior parte está relacionada com

mutações que causam a Śındrome da Resistência ao Hormônio Tireoidiano (THR).

Muitas prejudicam a associação de cofatores e a formação da superf́ıcie de dime-

rização. Se os reśıduos que têm papéis importantes para a difusão térmica têm

relevância funcional, estes devem poder ser correlacionados com os dados funcio-

nais existentes.

Comparando os dados da Tabela 7.1 com os dados experimentais dispońıveis,

observamos que os 10 reśıduos da primeira coluna possuem importâncias funcionais

identificadas. Existem problemas funcionais identificados para cerca de 50% dos

reśıduos do LBD. Desta forma, a probabilidade de que esta correlação seja uma
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coincidência é menor que 0,1%.2 Assim, os reśıduos que são importantes propa-

gadores de calor são, necessariamente, importantes do ponto de vista funcional.

Considerando os 14 reśıduos mais importantes, 11 deles têm importância funcional

identificada. Para os 18 reśıduos da Tabela 7.1, 12 estão associados a mutações

conhecidas. Considerando contribuições menores que 4K, a probabilidade de en-

contrar um reśıduo funcional é igual à probabilidade de que qualquer reśıduo seja

associado a uma mutação conhecida.

As correlações estão provavelmente associadas ao fato de que os reśıduos for-

mam interações fortes com outros reśıduos do LBD e participam em complexas

redes de conectividade. As funções prejudicadas pela mutação destes reśıduos po-

dem estar associadas à estabilidade do enovelamento do LBD. Os mecanismos de

difusão térmica podem ser importantes para a dissipação de perturbações cinéticas

que desestabilizam o enovelamento nativo. Em todo caso, o estudo da difusão

térmica parece ser uma ferramenta capaz de identificar um conjunto de reśıduos

funcionalmente importantes.

7.3.5 O aquecimento dos ligantes

O aquecimento dos ligantes é particularmente interessante, uma vez que os ligantes

participam apenas de contatos não-covalentes com a protéına. As Figuras 7.8(a) e

(b) mostram a resposta dos LBDs das isoformas α e β ao aquecimento do T3. As

linhas vermelhas representam a temperatura média observada para cada reśıduo.

As linhas pretas representam a distância de cada reśıduo ao ligante e as linhas

cinzas representam a expectativa isotrópica de aquecimento (ver Metodologia).

Claramente alguns reśıduos possuem respostas que são muito maiores que as

expectativas isotrópicas. Os reśıduos são, no TRα: N179, A225, R228, A263, S277,

H381 e F405. No TRβ, os reśıduos com respostas anisotrópicas são: N233, A279,

R282, S314, A317, N331 e H435. O aquecimento do T3, portanto, provoca um

efeito similar sobre as estruturas do TRα e do TRβ, com exceção do aquecimento

da F405 no TRα e da S314 no TRβ.

2A probabilidade de um reśıduo escolhido aleatoriamente no LBD ter uma função identificada

é de aproximadamente 0,5. A probabilidade de que 10 reśıduos tenham essa propriedade é,

portanto, 0, 510.
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Figura 7.8. Resposta dos LBDs ao aquecimento do T3: (a) TRα e (b)

TRβ. A transferência de energia não é apenas dependente da distância, como pode

ser observado pela diferença da temperatura observada com relação à expectativa

isotrópica.

Como vimos, são conhecidos vários ligante β-seletivos, e as estruturas crista-

lográficas para vários deles estão dispońıveis. Fizemos as simulações da propagação

do calor a partir de cada um destes ligantes. As respostas dos receptores estão re-

presentadas na Figura 7.9.

Um inspeção cuidadosa da Figura 7.9 mostra que a resposta das isoformas

α e β ao aquecimento são mais semelhantes para o T3 que para os ligantes β-

seletivos KB-141, GC1 e Triac (não há estrutura cristalográfica do GC-24 ligado

ao TRα dispońıvel). Há diferenças diretamente relacionadas com a posição 331

do TRβ para os aquecimentos do GC-1 e do KB-141. A substituição N331S é a

única diferença entre aminoácidos próximos do śıtio ativo entre as duas isoformas.

A diferença de afinidade dos ligantes costuma estar fortemente associada a esta

mutação, em particular para o GC-1 e para o Triac [52]. Esta substituição muitas

vezes parece afetar a afinidade dos ligantes alterando a forma como eles interagem

com as argininas 282 e 320, e estas também apresentam respostas térmicas distintas
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Figura 7.9. Resposta dos LBDs ao aquecimento de ligantes β-seletivos.

As temperaturas resultantes em cada isoforma são mais semelhantes para o aque-

cimento do T3 do que para o aquecimento de ligantes seletivos.

ao aquecimento destes ligantes.

Os reśıduos que respondem de forma diferente nas duas isoformas estão listados

na Tabela 7.2. Alguns destes reśıduos já eram conhecidos por afetar a seletividade

de ligantes, e outros estão relacionados com a Śındrome da Resistência ao Hormônio

Tireoidiano. Em particular a Leu450 não interage diretamente com o ligante, mas

a mutação L450H provoca THR [161]. Os reśıduos do final da hélice 1 (próximos

ao reśıduo N233 do TRβ) também foram afetados de forma diferente em cada

isoforma. Para o KB-141 e para o Triac a resposta térmica do TRβ é mais forte
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Ligante Reśıduos

KB-141 Q235, R282, S314, A317, R320, N331, L346 e L450

GC-1 A279, R282, S314, R320 e N331

Triac Q235, A279, R282, A317 e R320

Tabela 7.2. Reśıduos que respondem ao aquecimento dos ligantes β-

seletivos de forma diferente nos receptores α e β (Numeração de acordo com o

TRβ).

do que a resposta térmica do TRα nesta região. Para o GC-1, na mesma região,

a resposta do TRα é mais forte. Estas caracteŕısticas podem estar ligadas com

a capacidade de cada ligante de transmitir sinais para a H1 e, portanto, para o

DBD. O mecanismo de dissipação de calor para a H1 é relativamente lento, como

veremos.

Figura 7.10. Dependência temporal da resposta de cada reśıduo do TRβ

ao aquecimento do ligante T3. A passagem de azul a vermelho indica o aquecimento

de cada reśıduo.
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7.3.6 Variação temporal da propagação do calor

A Figura 7.10 mostra a dependência temporal da difusão térmica como resposta ao

aquecimento do T3 na isoforma TRβ. Os picos relativos às respostas dos reśıduos

H435, N331, A317/S314 e R282/A279 começam a aparecer em menos de 2 ps.

Por outro lado, o importante processo difusivo que leva ao aquecimento da N233

começa apenas após 5 ps de simulação.

O aquecimento da Asn233 é particularmente interessante porque este reśıduo

pertence ao fim da hélice 1 e não forma interações diretas com o ligante. O meca-

nismo pelo qual a energia se propaga para a Asn233 envolve primeiro o aquecimento

da Arg282, que forma uma ligação de hidrogênio com a Thr232, como mostra a

Figura 7.11. O calor se propaga primeiro para a Arg282, em seguida para a Thr232

e finalmente para a Asn233, explicando porque o sinal da Asn233 parece retardado

em relação aos outros aquecimentos importantes. O mesmo mecanismo pode ser

observado para o TRα. Esta rede de conectividade pode estar relacionada com

processos de sinalização que correlacionam o ligante com a H1, e é a única res-

posta térmica importante ao aquecimento do ligante que não está relacionada com

contatos diretos deste no śıtio ativo.

Figura 7.11. Mecanismo de difusão térmica a partir do ligante que leva

ao aquecimento da Asn233, passando pela Arg282 e pela Thr232. Este mecanismo

pode estar associado à transmissão de sinal para o DBD.
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7.4 Conclusões

Neste estudo da difusão térmica em protéınas foi demonstrado que o calor se di-

funde através da estrutura dos LBDs dos TRs por basicamente três caminhos: a

propagação através da cadeia covalente diretamente ligada ao reśıduo aquecido, a

transmissão de energia para reśıduos próximos que formam interações não covalen-

tes e, por fim, a difusão do calor através da cadeia covalente próxima aos reśıduos

aquecidos indiretamente. A difusão covalente parece não estar relacionada com a

natureza qúımica dos reśıduos e é principalmente dependente da posição do reśıduo

na seqüência primária da protéına.

A difusão térmica que ocorre pelo mecanismo não-covalente está relacionada

com natureza da cadeia lateral do reśıduo envolvido. Os reśıduos carregados, com

notável destaque para as argininas, são os difusores de calor mais importantes nos

TRs. Esta importância parece estar relacionada com a orientação de suas cadeias

laterais. Curiosamente, várias argininas formam pontes salinas com carboxilatos de

ácidos aspárticos ou glutâmicos, mas a importância destes no processo de difusão

térmica não é tão clara como a das argininas correspondentes.

Os reśıduos mais importantes para a difusão térmica nos TRs tinham sido pre-

viamente identificados como reśıduos funcionais, e participam de vários processos

biof́ısicos importantes. Mutações nestes reśıduos geralmente causam a Śındrome

da Resistência ao Hormônio Tireoidiano. Aparentemente, portanto, a conectivi-

dade destes reśıduos e a difusão térmica associada estão correlacionados com sua

importância funcional. A única arginina que não foi identificada como um reśıduo

particularmente importante para a difusão térmica também é a única arginina para

qual um papel funcional ainda não foi identificado.

Os mecanismos de difusão térmica a partir dos ligantes mostram que há ca-

minhos que os conectam à hélice 1 dos LBDs e, desta forma, ao DBD. A difusão

térmica é importante mas é lenta, em vista de que envolve a transmissão do ca-

lor por uma cadeia de ligações de hidrogênio e covalentes. A resposta térmica do

receptor ao aquecimento de ligantes β-seletivos é diferente para cada isoforma, e

está correlacionada com a importância dos reśıduos para a afinidade dos ligantes.

Resumindo, este estudo descreve a aplicação da técnica ATD aos receptores nu-

cleares. A técnica foi explorada de forma que uma visão completa dos mecanismos
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de difusão térmica em protéınas fosse posśıvel. A maior parte dos resultados apre-

sentados aqui provavelmente são válidos para outros receptores nucleares e para

outras protéınas. Em particular, fizemos também um estudo da difusão térmica

com os mesmos prinćıpios para um subdomı́nio da PDZ, e observamos resultados

equivalentes. Esta foi a protéına estudada originalmente por Ota e Agard [135]

quando a técnica ATD foi introduzida, mas no trabalho original apenas o aque-

cimento de alguns poucos reśıduos foi considerado. As representações da difusão

térmica propostas neste trabalho dão uma visão nova e complementar dos proces-

sos de relaxação da energia cinética em protéınas, dão novas indicações a respeito

dos mecanismos de sinalização em receptores nucleares, e podem ser usadas como

novas ferramentas para a identificação de reśıduos funcionalmente importantes.



Caṕıtulo 8

Conclusões

Os receptores nucleares são protéınas que controlam a transcrição gênica em eu-

cariotos. São protéınas formadas por três domı́nios, sendo o domı́nio C-terminal,

o LBD, responsável pela sua ligação com pequenas moléculas, os hormônios. Os

hormônios, na maioria dos receptores, controlam sua atividade, induzindo a trans-

crição dos genes alvo. O controle da transcrição por moléculas pequenas têm grande

importância farmacológica: hormônios sexuais, corticóides, o hormônio tireoidiano

e a Vitamina A, por exemplo, atuam sobre receptores nucleares. Desta forma, os

mecanismos moleculares envolvidos na regulação gênica por parte dos receptores

são de grande interesse cient́ıfico.

Apenas em meados da década de 90 foram obtidas as primeiras estruturas cris-

talográficas de LBDs de receptores nucleares. Estas estruturas forneceram claros

fundamentos moleculares para o reconhecimento dos ligantes. No entanto, à me-

dida que novos dados funcionais foram obtidos, as estruturas cristalográficas têm se

mostrado insuficientes para uma completa elucidação das relações entre estrutura

e atividade dos receptores. Em particular, existem inúmeras mutações que causam

doenças humanas cujos efeitos nos receptores não são evidentes pela observação da

estrutura. Além disso, muitas moléculas de interesse farmacológico têm proprie-

dades interessantes que não são imediatamente compreendidas através da análise

dos modelos cristalográficos.

Apesar disso, poucos estudos foram feitos procurando entender o papel da

dinâmica molecular na função dos receptores. Nesta tese, vários aspectos da

dinâmica dos LBDs dos receptores do hormônio tireoidiano foram abordados. Os

145
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principais resultados obtidos foram:

Mecanismos de dissociação

Três mecanismos de dissociação foram propostos usando simulações de Dinâmica

Molecular com Amostragem Ampliada. Dois destes mecanismos não envolvem o

movimento da hélice 12 e, portanto, não são contraditórios com a associação de

correpressores e coativadores. Estudos de Dinâmica Molecular com Caminho In-

duzido mostram que um destes mecanismos é o mais favorável. A dissociação é

favorecida porque as interações hidrof́ılicas do ligante com o LBD são substitúıdas

por interações com moléculas de água. Estes resultados explicam, por exemplo,

por que o aumento da hidrofilicidade das extremidades polares do ligante geral-

mente provocam uma diminuição em suas afinidades. Estratégias racionais para o

desenvolvimento de ligantes com grande afinidade foram propostas.

Mecanismos de associação

O estudo da associação dos ligantes aos LBDs dos TRs foi feito usando uma gene-

ralização da técnica DMCI. Esta generalização foi desenvolvida para que caminhos

curvos pudessem ser estudados. A técnica se mostrou satisfatória, uma vez que

trajetórias de associação bem sucedidas foram obtidas. Não há uma preferencia

clara em relação a um dos caminhos de associação, como ocorre para a dissociação.

Desta forma, as simulações indicam que a associação pode ocorrer por vários me-

canismos, provavelmente favorecidos em um ou outro contexto biof́ısico de acordo

com a mobilidade da estrutura sem ligante.

A seletividade do Triac

As estruturas cristalográficas do Triac ligado ao LBD dos TRs são aparentemente

contraditórias com a seletividade observada para este ligante. Estas estruturas

sugerem que o Triac interage mais fortemente com o LBD do TRα do que com o

LBD do TRβ, apesar de ele ser β-seletivo. As simulações mostram que, de fato, a

interação ligante-LBD é mais forte no TRα. No entanto, a inclusão das moléculas

de água minimiza estas diferenças, levando a modos de ligação energeticamente

semelhantes entre as duas isoformas. O Triac é mais fortemente solvatado na
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estrutura do TRβ. Esta solvatação preferencial se deve a uma maior cavidade de

ligação, que se forma pela interação da cadeia lateral da Asn331 com a Arg228. A

entrada de água na cavidade aumenta a mobilidade do ligante. A maior mobilidade

do ligante na estrutura do TRβ sugere que fatores entrópicos levam à β-seletividade

do Triac.

A seletividade do ligante GC-1

Diferentemente do que ocorre com o Triac, as estruturas do ligante GC-1 ligado

aos TRs são coerentes com a seletividade observada. O GC-1 é β-seletivo, e in-

terações fortes entre o carboxilato deste ligante e a Arg282 podem ser observadas

na estrutura do TRβ. Nas estruturas do TRα estas interações parecem ser mais

fracas, de acordo com uma variedade de conformações da cadeia lateral da Arg228.

As simulações mostram que, de fato, a energia de interação do GC-1 com o LBD

na estrutura do TRβ é mais favorável do que no TRα. As contribuições para esta

diferença de energia vêm das conformações da Arg282, mas também de interações

eletrostáticas com aminoácidos carregados distantes do śıtio ativo. Estas diferenças

são, no entanto, minimizadas pela presença da água e dos contra-́ıons, sugerindo

que as medidas de afinidade experimentais devem ser feitas controlando-se a força

iônica do meio. A maior estabilidade da conformação produtiva da Arg282 no

TRβ vêm da capacidade deste reśıduo de interagir simultaneamente com o carbo-

xilato do ligante e com a carbonila da Asn331. No TRα a asparagina é substitúıda

por uma serina, com uma cadeia lateral menor, e as interações da Arg228 com

o carboxilato ou com a serina competem entre si, diminuindo a estabilidade da

conformação produtiva.

Mecanismos de desnaturação

Os experimentos mostram que os LBDs dos TRs são fortemente estabilizados pela

ligação do Triac e de outros ligantes. Como estes experimentos foram feitos usando

medidas de dicróısmo circular, o ligante têm que estabilizar fortemente a estrutura

secundária da protéına. Isto só pode ocorrer se a estrutura terciária também for

preservada, de forma que o ligante permaneça no interior da estrutura. Simulações

de dinâmica molecular de desnaturação dos LBDs induzida por temperatura con-
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firmam esta interpretação. As simulações mostram que a estrutura secundária se

perde antes da expansão da estrutura. O ligante sai do LBD após um deseno-

velamento significativo das hélices. A estabilização do LBD pela associação do

Triac parece estar associada ao fortalecimento das interações entre as hélices 8 e

11 e à proteção da hélice 6 do solvente. O mecanismo de desnaturação observado

sugere que o enovelamento do LBD se inicia pelo colapso hidrofóbico, seguido do

enovelamento das hélices internas e, finalmente, das hélices externas.

Mecanismos de difusão térmica

O estudo sistemático da difusão térmica a partir do aquecimento de cada reśıduo

dos LBDs dos TRs, individualmente, mostrou que existem três mecanismos envol-

vidos na propagação do calor: a transmissão do calor através da cadeia covalente,

a transmissão através de contatos próximos e a dissipação de calor através da ca-

deia próxima a reśıduos aquecidos indiretamente. Curiosamente, há reśıduos que

são particularmente importantes para a difusão térmica. Nos TRs, estes reśıduos

são praticamente todos argininas. Todos os dez reśıduos mais importantes para

a difusão térmica estão relacionados com mutações que causam problemas funcio-

nais nos LBDs. É posśıvel que várias protéınas possuam reśıduos particularmente

importantes para a difusão térmica. Estes podem ser responsáveis por favorecer a

estabilidade do enovelamento pela dissipação de perturbações cinéticas. A difusão

térmica a partir dos ligantes parece estar relacionada com suas seletividades. Além

disso, mecanismos de difusão que associam a dinâmica do ligante com a dinâmica

da hélice 1 foram identificados. Estes mecanismos são particularmente interessan-

tes porque são retardados no tempo em relação à difusão térmica para reśıduos

próximos.

8.1 Perspectivas

Além dos estudos de dissociação aqui apresentados, há estudos feitos para a disso-

ciação do ácido retinóico do RAR apenas. A extensão destes trabalhos para outros

receptores deve fornecer resultados interessantes do ponto de vista da generalidade

dos mecanismos observados, ou das especificidades envolvidas em cada ligante ou

LBD. Os mecanismos de associação, por sua vez, têm que ser estudados com mais
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detalhes e, possivelmente, complementados pela simulação da entrada de ligantes

em receptores para os quais as estruturas apo estejam dispońıveis. Estudos tanto

da associação como da dissociação dos ligante na presença dos cofatores podem

também fornecer resultados interessantes.

Existem vários desafios para a compreensão da afinidade e da seletividade dos

ligantes dos TRs. Estudos similares aos apresentados para o Triac e para o GC-1

podem ser feitos para outros ligantes β-seletivos, importantes, como o KB-141 e

o GC-24. De forma geral, os detalhes dos mecanismos envolvidos na seletividade

destes ligantes não são bem compreendidos. Por exemplo, a seletividade do GC-24

está parcialmente associada à sua extensão na posição 5’, mas não se sabe qual

a razão estrutural do TRβ ser capaz de acomodar estas extensões melhor que o

TRα. Outros desafios, como a compreensão do papel da conjugação na distribuição

de carga de ligantes que possuem oxigênios como substituintes aromáticos podem

revelar aspectos novos da interação do hormônios com os LBDs.

Os mecanismos de desnaturação obtidos aqui foram bastante aproximados, de-

vido à metodologia empregada. Outras técnicas experimentais e de simulação

devem ser empregadas para que uma elucidação completa dos detalhes, em parti-

cular do papel estabilizador dos ligantes, seja obtida. Posśıveis estudos envolvem

a determinação dos estados de transição a partir das simulações feitas [114].

Por fim, os mecanismos de difusão térmica parecem estar relacionados com

aspectos fundamentais da estrutura dos LBDs. A identificação dos reśıduos rele-

vantes para a difusão do calor em outros receptores e em outras protéınas pode

revelar se os resultados observados para os TRs são gerais ou não. A grande cor-

relação da importância de alguns reśıduos com sua funcionalidade indica que, pelo

menos, a técnica é capaz de identificar reśıduos funcionalmente importantes. É

posśıvel, ainda, que várias protéınas possuam mecanismos de difusão térmica que

estabilizam seu enovelamento. Experimentos de mutagênese estão sendo feitos nos

TRs para avaliar esta hipótese. Além disso, estudos da transferência de energia

realizados por Milton T. Sonoda têm sugerido mecanismos para a comunicação

alostérica dos ligantes em heterod́ımeros.
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REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 155
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