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(Pablo Picasso)



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Maria da Graca Bleicher, professora, e Ervino Bleicher, pesquisador e
professor, pelo exemplo concernente a busca pelo saber.

A minha irm4 Lana que, formando-se em Odontologia e obtendo o grau de mestre ao defender
uma dissertacao reunindo ciéncias da saude e histéria, foi minha primeira referéncia em relacao a

interdisciplinaridade.

Aos docentes do bacharelado em Ciéncia da Computagao da Universidade Federal do Ceara,
em especial aos professores Valdisio Viana, Creto Vidal, Claudia Linhares, Riverson Rios, Ricardo
Corréa e Ana Teresa Martins; aos discentes com os quais somei muitas horas de programacgao e
estudo, notadamente Moésio Medeiros, Rafael Nunes, Rute Nogueira, Emanuel Andrade e Maiquel
Sampaio, dentre outros.

Aos amigos espalhados pelo Brasil Claudio Szynkier, Camila Rodrigues, Camila Freire, Camila
Caram, Alline Munksgerd e Christiane Teixeira.

Aos colegas do Laboratério de Difragdo de Raios-X da Universidade Federal do Ceard Marcus
Aurélio Miranda, Juliana Almeida, Rudy Crisafulli, Alan Menezes, Maxwell Aragdo, Claudio Remédios.

Ao professor Eduardo Ernesto Castellano, que mostrou-me ser a Cristalografia uma disciplina
para a qual a dedicagdo nunca é demais, e também aos professores Richard Garratt, Glaucius Oliva,
Otavio Thiemann e Valter Libero.

Ao professor Igor Polikarpov, pela orientagéo e pelo fluxo permanente de novas idéias.

Aos amigos que deixei em Fortaleza - Vicente Rodrigues, Manuel Moura, Pedro Caram, Claudia
Lourenco, Marcio Mesquita, Marcio Holanda, Juliana Campelo, Luciana Braga, Patricia Landim,
Moura Junior, Ticiana Meireles, Eloneid Nobre; ao Emanuel Henn, que veio de 14 para também seguir
na pos-graduacao em Sao Carlos, e aos amigos que fiz aqui: Aderson Zottis, Alessandro Nascimento,
Aline Zampar, Ana Marcia Barros, André Ambroésio, Caio Assuncao, Caroline Valadao, Eliana Grimm,
Elisandra Marcia Rodrigues, Erica Carvalho, Fabio Nunes, Jodo Renato Muniz, Jodo Vitor Oliveira,
Karen Weber, Kathia Honério, Marcelo Castilho, Marcos Calgaro, Maria Morim, Mario Neto, Mario
Sanches, Mirta Caraballo, Monique Mantovani, Nadia Martins, Napoledo Valadares, Ney Leite, Paulo
Henrique, Rafael Guido, Rafael Xavier, Raquel Bugs, Renata Andricopulo, Ricardo Nicolucci, Rodrigo



Portugal, Rodrigo Vieira, Sandra Krauchenco, Susana Sculaccio, Vanessa Luz, Veronica Donoso,
Victéria Flério, Vitéria Maciel, Vivian Franga, e aos que talvez tenham escapado a minha memodria
nesses atribulados dias de fim de prazo;

A Sandra Martha, primeira aluna do grupo a se aventurar no campo dos receptores nucleares e
cuja tese de doutorado, assim como a do Ronaldo Nagem, teve notavel valor didatico para os novos

alunos;

A Ana Carolina Migliorini Figueira, que muito gentilmente se dispds a ensinar biologia molecular
e técnicas de cristalizagdo de proteinas a um sujeito cujo contato prévio com laboratérios envolvia

cristais do tamanho de cebolas.

A uma pessoa por quem tenho grande admiragéo pelo profissionalismo, boa vontade e carater,
e a qual sou enormemente grato pelo apoio na fase final de meu mestrado: Adriana Lucely Rojas,
cuja dedicagao ao repassar seus conhecimentos para toda uma nova geragao de cristaldégrafos teve e

ainda tera valor incalculavel.

A Daniele Andreoni e ao Rui Maciel, da Unifesp, a quem devo a oportunidade de ter trabalhado
com a TBG.

E finalmente, aquele que foi 0 maior culpado pela minha paixao pela Cristalografia e pela vida
académica - o Professor Doutor José Marcos Sasaki, do Departamento de Fisica da Universidade
Federal do Ceara.



SUMARIO

LISTAS DE ABREVIATURAS E SIGLAS
LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

RESUMO

ABSTRACT

1.

INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. OS HORMONIOS TIREOIDIANOS

1.2. A GLOBULINA DE LIGACAO A TIROXINA (TBG)
1.3. O RECEPTOR DO HORMONIO TIREOIDIANO (TR)

. TECNICAS FiSICAS E COMPUTACIONAIS

2.1. MODELAGEM MOLECULAR POR HOMOLOGIA

2.2.  SUBSTITUICAO MOLECULAR

MATERIAIS E METODOS

3.1. MODELAGEM MOLECULAR DA TBG

3.2. RESOLUCAO DAS ESTRUTURAS DOS LBDS DE HTRA E
HTRB COM GC1

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. A TBG E MUTANTES OCORRENTES NO BRASIL

4.2. A SELETIVIDADE DO TIROMIMETICO GC-1

CONCLUSOES

27
28
39
47
48

54
58
59
68
74



LISTAS DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AF-1: Funcéao ativacao 1 (do inglés activation function 1)

AF-2: Funcgéao ativacao 1 (do inglés activation function 1)

cDNA: DNA correspondente (do inglés corresponding DNA)

DBD: Dominio de ligagédo ao DNA (do inglés DNA binding domain)

kbps: milhares de pares de base

LBD: Dominio de ligacao ao ligante (do inglés ligand binding domain)

PDB: Protein Data Bank

RAR: Receptor de acido retinbico (do inglés retinoic acid receptor)

RCL: Laco reativo presente nas serpinas (do inglés reactive center loop)
RMSD: Desvio médio quadratico (do inglés root mean square deviation)
RSL: Laco reativo presente nas serpinas (do inglés reactive site loop)

RXR: Receptor de &cido retindico X (do inglés retinoic acid X receptor)
SRP: particula de reconhecimento de sinal (do inglés signal recognition particle)
TBG: Globulina de ligacao a tiroxina (do inglés thyroxine-binding globulin)
TBG-CD: Deficiéncia completa de TBG (do inglés TBG complete deficiency)
TBG-PD: Deficiéncia parcial de TBG (do inglés TBG partial deficiency)

Ts: 3,5,3'-triiodotironina

T,: tiroxina

TR: Receptor tireoidiano (do inglés thyroid receptor)



LISTA DE FIGURAS

1.1.1
1.2.1
1.2.2
1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.3.4
1.3.5
2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.1.4
2.2.1
3.1.1
3.2.1
4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.1.4
415
416
417
4.1.8
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
425

Férmulas quimicas dos hormdnios tireoidianos
Estruturas ligadas covalentemente a globulina de ligagao a tiroxina
Conformagdes distintas observadas para as serpinas

Organizagao dos dominios de um receptor nuclear tipico

Representacédo esquematica de um dominio de ligacdo ao DNA de receptor nuclear

Isoformas do receptor tireoidiano

Férmula quimica do tiromimético GC-1

Sitio de ligagédo para hormonio do receptor tireoidiano
Comportamento do potencial de Lennard-Jones

Relacdes entre sequiéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional
O mapa de Ramachandran

Validacao pelo programa Verify3D

O mapa de Patterson

Alinhamento de seqliéncia entre TBG, a1-anti-tripsina e anti-trombina
Sitio de ligagéo do hTRp ligado ao GC-1

Modelo da TBG selvagem e seu mapa de Ramachandran

Analise do modelo da TBG e da a1-anti-tripsina pelo programa Verify3D
Modelo do mutante K332Xfs e seu mapa de Ramachandran

Anédlise do modelo do mutante K332Xfs pelo programa Verify3D
Modelo do mutante Q223X e seu mapa de Ramachandran

Modelo do mutante S61C e seu mapa de Ramachandran

Analise do modelo do mutante S61C pelo programa Verify3D
Detalhe da regido do modelo onde ocorre a mutagédo S61C
Sobreposicao dos sitios ativos do hTRa e do hTRB

Esquema de ligacao do GC-1 para o hTRa na conformacao produtiva
Esquema de ligagao do GC-1 para o hTRa na conformagao nao-produtiva
Interagdes do hTRa (conformacgéao produtiva) e do hTRB com o GC-1

Interacdes entre o hTRa (conformagao nao produtiva) e o GC-1

13
15
16
19
20
31
33
35
36
42
50
56
60
62
62
63
63
64
64
65
68
69
70
71
71

ii



1.3.1

3.2.1

3.2.2

3.2.3

4.2.1

LISTA DE TABELAS

Estruturas de dominios do receptor tireoidiano depositadas no Protein Databank
Dados da coleta de dados e resolucao de estrutura do hTRa ligado ao GC-1
Dados da coleta de dados e processamento do hTRp ligado ao GC-1
Estatisticas finais para a estrutura do hTRp ligado ao GC-1

Comparacao entre tiromiméticos seletivos e a presenca do oxigénio éter

17

54

55

56
72

iii



RESUMO

Os horménios tireoidianos estdo envolvidos em varios efeitos regulatérios, em 6rgaos
diversos. Suas variagcbes no organismo estdo relacionadas a quadros clinicos de grande
relevancia. A presente dissertacdo trata do estudo de duas proteinas diretamente
relacionadas ao complexo sistema regulatério associado a tais horménios. A primeira delas é
a globulina de ligacao a tiroxina (TBG), responsavel pelo transporte da grande maioria dos
horménios tireoidianos circulantes, e cujas alteracdes estdo relacionadas a falhas na
interpretacdo de testes de avaliacdo da funcao tireoidiana, podendo levar a tratamentos
desnecessérios. A segunda proteina é o receptor tireoidiano (TR), responsavel pela
mediacdo dos efeitos regulatérios do horménio tireoidiano, tendo sua estimulacdo de
atividade transcricional relacionada a ligacao do horménio em um de seus dominios. A TBG
foi estudada através da técnica computacional conhecida como modelagem molecular por
homologia, aplicada a proteina em sua forma selvagem e a mutantes observados no Brasil,
com o intuito de relacionar a inviabilidade de tais mutantes a aspectos estruturais. Foi
proposto que, para dois dos mutantes estudados, a formagédo das estruturas secundarias
como na forma nativa da proteina seria inviavel, enquanto que para o terceiro mutante a
inviabilidade poderia ser causada por enovelamento incorreto causado por uma possivel
interacéo entre um residuo de cisteina adveniente da mutagéao e outros residuos do mesmo
aminodcido em posicdo fisicamente préxima. O estudo do TR teve como base as estruturas
cristalograficas das duas isoformas humanas do receptor (hnTRa e hTRB) quando ligadas ao
tiromimético GC-1. Esse composto tem a propriedade de ligar-se preferencialmente a
isoforma 3, o que pode ter interessantes aplicagdes farmacoldgicas. A andlise comparativa
da ligacdo do GC-1 as duas isoformas mostrou que, para tal composto, a seletividade se
deve a mudancas consideraveis no modo de ligagdo ao hTRa e hTRp. Para a isoforma a, ha
dois modos de ligacéo, envolvendo conformacdes alternativas de ligante e proteina, onde em
uma delas a ligacao € mais favoravel e semelhante a ligacdo do composto a isoforma f,
enquanto no outro modo de ligacdo ha a perda de uma interacao direta entre composto e
proteina, explicando a mais baixa afinidade do GC-1 a isoforma a quando comparado a
isoforma B. O mecanismo de B-seletividade para esse composto esta relacionado a um
atomo de oxigénio especifico que nao existe no ligante natural do receptor, o que fornece
Uteis informagdes para a criacdo de novos compostos.

v



ABSTRACT

The thyroid hormones are involved in various regulatory effects, on diverse organs.
Their fluctuations on the body are related to clinical scenarios of great relevance. This work
deals with the study of two proteins which are directly related to the regulatory system
associated to these hormones. The first one is the thyroxine-binding globulin (TBG),
responsible for the transport of a large part of the thyroid hormones in serum, and whose
variations are related to misinterpretation of thyroid function tests. The second protein is the
thyroid receptor (TR), responsible for the mediation of the thyroid hormone regulatory effects
— the transcriptional activity being related to ligand binding to one of the protein domains. The
wild-type TBG and three mutants discovered in Brazil were studied by the computational
techniqgue known as homology modeling. The purpose of this investigation was to relate
protein unviability to structural aspects. It was proposed that, for two mutants, the unviability
was related to the impossibility of secondary structure formation as needed to form the native
folding, while the third mutant the cause could be the formation of an incorrect folding due to
possible interactions involving a cysteine residue created by the mutation and other nearby
cysteine residues. The thyroid receptor was studied in the light of the x-ray structures of the
two isoforms of the protein (hnTRa and hTRpB) bound to GC-1, a synthesized compound which
resembles the thyroid hormones. This ligand binds preferably the B isoform, a feature that
may have interesting pharmacological applications. The comparative analysis of GC-1 binding
to the two isoforms allowed the construction of a structural basis of its $-selectivity property,
which is due to considerable differences in the binding modes for the two isoforms. This
involves two different configurations of ligand and protein conformations for the a isoform — on
one of them, the ligand docks to the molecule the same way it docks to hTR@, while on the
second configuration it loses one direct interaction to the protein, explaining its lower affinity
to hTRa when compared to hTRB. The B-selectivity mechanism for this compound is related
to a specific oxygen atom which doesn’t exist on the receptor endogenous ligand, providing
useful information for the development of new compounds.
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1.1 Os hormonios tireoidianos

1.1.1 Apresentacao e producao dos hormoénios tireoidianos

Os horménios sao definidos como substancias produzidas pelo organismo capazes de
produzir efeitos especificos sobre a atividade de dados érgdos ou estruturas. Sdo em grande
parte produzidos por glandulas enddcrinas. Os hormonios tireoidianos, produzidos na glandula
tiredide, se apresentam em duas formas principais, mostradas na Fig. 1.1: A tiroxina (T,),
isolada por Kendall em 1919 e sintetizada em 1927"; e a 3,5,3'-triiodotironina (Ts), descoberta

simultaneamente por dois grupos®®.

! 1
! o 1 o
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OH OH
HO I HO |
o 1 0

Figura 1.1.1: Férmulas quimicas do T; (esquerda) e do T, (direita).

Os hormoénios tireoidianos sdo produzidos na glandula tiredide, tendo sua liberagéo
estimulada pelo TSH, secretado pela pituitaria. Para produzir os horménios tireoidianos, é
necessario obter iodo através da dieta, que posteriormente é concentrado pela glandula tiredide

através de um mecanismo conhecido como bomba de iodo”.

1.1.2 Transporte, metabolismo e excrecao

O transporte dos horménios tireoidianos da tire6ide para os tecidos se da através da
associacao reversivel com proteinas do plasma®. A maior parte (~75%) esta ligado a TBG® (do
inglés T,-binding globulin, globulina de ligagao ao T,), uma glicoproteina de origem hepatica que

sera descrita com mais detalhes na sec¢do 1.2. A transtiretina carrega por volta de 15% do T, no
2



soro’, mas é a principal proteina de ligagdo ao horménio tireoidiano no cérebro®. Finalmente, a
albumina é responsavel pelo transporte de por volta de 7% do T,, enquanto os demais 3% sao
transportados por lipoproteinas’.

Individuos com auséncia congénita da TBG ou da albumina sérica tém utilizagdo normal
dos horménios tireoidianos, embora as proteinas de ligagdo sejam Uteis como reservatorio de
hormdnio no sangue. Observa-se que ha preferéncia do T, pelo meio extracelular, e do T3 pelo
meio intracelular. A meia-vida do T, no soro humano é de seis a sete dias, enquanto a do T3 é
de apenas um dia. Os hormdnios tireoidianos sdo metabolizados principalmente no figado, nos
rins, no cérebro e nos musculos. A principal via metabdlica do metabolismo do T, € a remocéao
de um atomo de iodo, demonstrada por Braverman et al.® Outros passos de metabolismo levam
a formas excretadas nas fezes e na urina, embora aproximadamente 8ug de T, e 3ug de T;

sejam eliminados dessa forma diariamente por humanos.

1.1.3 Efeitos dos hormonios tireoidianos

Os hormdnios da tiredide exercem uma vasta gama de efeitos regulatérios, em diversos
orgaos. Tais efeitos podem ser classificados em duas categorias: aqueles relativos ao
desenvolvimento, como maturacdo do cérebro e do pulmdo, desenvolvimento endécrino
(regulacdo do hormoénio de crescimento), metamorfose em anfibios, etc.; e os efeitos
metabdlicos, como consumo de oxigénio e geracdo de calor, metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas, além de efeitos sinérgicos ou antagdnicos com outros horménios (insulina,
esterodides, catecolaminas).

A funcdo normal da tiredide é essencial logo apds o nascimento — deficiéncias nesse

periodo levam ao grave retardo no crescimento de quase todos os 6rgaos. O crescimento do



organismo também é afetado, visto que a deficiéncia de hormdnio de crescimento é efeito
secundario da auséncia de hormdnio tireoidiano.

Os hormonios tireoidianos sdo também necessarios para o desenvolvimento do sistema
nervoso central. Sua deficiéncia durante a vida fetal ou no nascimento leva a conservacao das
caracteristicas infantis do cérebro, diminuicdo de neurbnios corticais, mielinizacao tardia, e
vascularizagao reduzida.

Um dos principais efeitos dos horménios tireoidianos é a capacidade de aumentar
consideravelmente o consumo de oxigénio e a produgdo de calor (termogénese) através da
hidrélise do ATP, o que provavelmente esta relacionado a bomba de sédio, que consome, nas
células em repouso, de 20 a 45% do total de ATP sintetizado°.

O hipotireoidismo pode ter diversas causas, como auséncia congénita ou
desaparecimento do tecido da tiredide por processo patoldgico destrutivo ou interferéncia
terapéutica, estimulacao insuficiente da glandula pelo TSH devido a lesdes na pituitaria, ou
bloqueio parcial ou total da sintese de hormdnios pela glandula. Neste Gltimo caso hd aumento
da secregao de TSH, causando o bécio. Dentre os sintomas mais comuns de hipotireoidismo,
destacam-se a fraqueza, pele seca e aspera, letargia e lentidao na fala.

O hipertireoidismo caracteriza-se pelo excesso de hormdnios tireoidianos circulantes, e
tem como principais sintomas o nervosismo, excesso de suor, hipersensibilidade ao calor e
taquicardia.

Em 1972, estudos in vivo demonstraram sitios de ligacao nucleares especificos para o T;
no figado e rim de rato'’. A identificacdo dos receptores nucleares para os horménios
tireoidianos permitiu discutir de forma muito mais completa seu mecanismo de agéo, como sera

visto na secéo 1.3.
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1.2 A globulina de ligacao a tiroxina (TBG)

1.2.1 Descricao

A TBG, descoberta por Gordon et al.', é uma glicoproteina de 54 kDa, que consiste em
uma Unica cadeia de 395 residuos de aminoacidos e quatro unidades de heterossacarideos®.
Ela é sintetizada pelo figado e secretada no sangue, onde devido a sua alta afinidade por
hormdnios tireoidianos € a principal proteina que os transportam — sob circunstancias normais,
ela carrega 75% do T, total e 70% do T; total presente no soro®. A concentracdo da TBG no
sangue é afetada pela presenca de T, Ts, estrégeno e glucocorticdides® e hoje pode ser
medida a niveis baixos como 0.03% da média normal em adultos®®.

O gene da TBG localiza-se no cromossomo X e consiste em cinco éxons, totalizando

5.5kbps. Sua sequéncia de aminoéacidos traduzida a partir de cDNA esta mostrada abaixo:

-20 -10 10 20 30 40 50
MSPFLYLVLL VLGLHATIHC ASPEGKVTAC HSSQPNATLY KMSSINADFA FNLYRRFTVE TPDKNIFFSP
60 70 80 90 100
VSISAALVML SFGACCSTQT EIVETLGENL TDTPMVEIQH GFQHLICSLN
110 120 130 140 150
FPKKELELQI GNALFIGKHL KPLAKFLNDV KTLYETEVFS TDFSNISAAK
160 170 180 190 200
QEINSHVEMQ TKGKVVGLIQ DLKPNTTMVL VNYIHFKAQW ANPFDPSKTE
210 220 230 240 250
DSSSFLIDKT TTVQVPMMHQ MEQYYHLVDM ELNCTVLQOMD YSKNALALFV
260 270 280 290 300
LPKEGQMESV EAAMSSKTLK KWNRLLQKGW VDLFVPKFESI SATYDLGATL
310 320 330 340 350
LKMGIQHAYS ENADFSGLTE DNGLKLSNAA HKAVLHIGEK GTEAAAVPEV
360 370 380 390 395

ELSDQPENTF LHPIIQIDRS FMLLILERST RSILFLGKVV NPTEA

Os aminoacidos numerados de -20 a -1 compéem um peptideo sinal, clivado e nao
presente na proteina em sua forma funcional, mas que tem papel importante na traducao pelos
ribossomos. A proteina recém sintetizada é ligada através deste peptideo para a particula de
reconhecimento de sinal, que leva o complexo ao reticulo endoplasméatico. Em seguida ocorre o

processamento pos-traducional, que inclui a clivagem do peptideo sinal, formagéao de pontes



dissulfeto, glicosilagdo e enovelamento’. A existéncia de duas pontes dissulfeto na proteina foi
indicada por resultados de testes bioquimicos obtidos por Gershengorn et al.?

As estruturas dos carboidratos ligados & TBG foram determinadas por andlises quimicas®.
Tais estruturas estdo mostradas abaixo:

a2,6 Bl4 8.2

NeuNAc —— Gal— GlcNAc ——>Man
al,3
) Man 224 Gicnac 8% GicNac £—asn
al,6

NeuNAc 2285 Gal 844 GicNAC 2SS Man

NeuNAc 228 Gal 2425 Gicnac 24275 MaQ

al,3

A )Man BLE, Genac E4% GieNAcH,
ah&
B+ | NewNAc 2Es Gal 2% GicNAC 24275 Man
J:

NeuNAc 222w Gat 84% GicNAC

Figura 1.2.1: Estruturas ligadas a TBG. Acima, € mostrado o glicopeptideo I, enquanto abaixo sao
mostrados os oligossacarideos denominados A e B, que possuem estruturas similares. Fonte:
Zinn et al., 1978

A proporgao dos trés carboidratos verificada pelos autores foi de 1:2:1 (respectivamente
para o glicopeptideo |, o oligossacarideo A e o oligossacarideo B), compativel com a

quantidade de sitios de glicosilagao presentes na proteina (quatro).

1.2.2 A TBG no contexto das serpinas

A TBG é incluida na superfamilia das serpinas (inibidoras de serina-proteases), devido ao
alto percentual de identidade em relagdo a essas proteinas. Embora o nome da superfamilia
indique proteinas de atividade inibitéria, alguns de seus membros ndo apresentam tal
caracteristica. E o caso da TBG e também da CBG (globulina de ligagdo a corticosteréides),
ambas proteinas de transporte. Algumas proteinas dentre aquelas que apresentam atividade
inibitéria j& possuem estruturas resolvidas, o que pdde revelar seu mecanismo de inibigao, do
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tipo suicida, e mudangas conformacionais relativas a atividade®. A anti-tripsina é considerada
arquétipo estrutural das serpinas, sendo comumente escolhida como molde para modelagem
por homologia de membros da superfamilia sem estrutura resolvida'®.

Uma caracteristica digna de nota relativa as proteinas dessa superfamilia é o fato
daquelas que possuem atividade inibitéria (as estruturas tridimensionais disponiveis sao
somente para representantes as dessa classe) poderem apresentar consideraveis mudancgas de
conformacéo'’. Tais mudangas estdo relacionadas ao préprio mecanismo de reacdo das
serpinas — trata-se de um mecanismo suicida irreversivel em que a serina-protease provoca a
clivagem da serpina numa regidao chamada RSL ou RCL (do inglés reactive site loop ou reactive
center loop), o que causa a inser¢ao dessa seqUéncia de residuos numa folha-, aumentando
para cinco o numero de fitas-3 nessa folha central, e a ligacdo covalente entre serpina e serina-
protease.

As diversas configuracdes para o RSL e as folhas-8 das serpinas (denominadas A, B e C)

levaram a classificagdo em quatro conformagdes, mostradas abaixo:

Figura 1.2.2: As quatro conformacgdes encontradas nas serpinas: A) nativa; B) clivada; C) latente;
D) . Fonte: Gettins, 2002"".

A forma nativa (Fig. 1.2.2A) é aquela em que o RSL encontra-se exposto ao solvente, e,
portanto, passivel de interagir com uma serina-protease e disparar o processo de inibicdo. Na
forma clivada (Fig. 1.2.2B), a clivagem causa o deslocamento do RSL e sua inser¢éo na folha A

(mostrada em vermelho na figura) como uma nova fita f (mostrada em azul). Na forma latente
8



(Fig. 1.2.2C), hd uma insergédo de fita B na folha supracitada de maneira analoga a forma
clivada, mas sem a formacao de uma fita f na folha C. Finalmente, na forma & os residuos
referentes ao RSL inserem-se apenas parcialmente na folha A, como pode ser visto na Fig.

1.2.2D.

1.2.3 Conformacoes adotadas pela TBG

Até o presente momento ndo ha estrutura tridimensional resolvida experimentalmente
para a TBG. Devido ao fato da TBG ndo apresentar atividade inibitoria, espera-se que ela
apresente enovelamento semelhante ao das serpinas em sua forma nativa. Porém, ha indicios
de que a TBG também pode apresentar mudancgas conformacionais, devido a resultados
relativos a proteina em regido de sepse'®'. Foi verificado que, ao interagir com elastase de
leucécitos humanos, a TBG ¢é clivada com a liberacdo de um peptideo de 4kDa. O
seqlenciamento desse peptideo indicou estar ele na regido equivalente ao RSL das serpinas.
Além disso, verificou-se que a TBG clivada perde 49% de afinidade ao T, em relagéao a proteina
nativa'®. Tais dados indicam uma possivel funcéo fisiolégica para a mudanga de conformagao

na TBG — a liberagao de hormdnio em tecidos infeccionados.

1.2.4 Mutacoes no gene codificante da TBG e implicacoes fisiolégicas

Baixos niveis de TBG no sangue, embora nao causem grandes problemas do ponto de
vista clinico, podem levar a interpretacoes errbneas de testes de avaliagdo da fungao
tireoidiana'®, e & desnecessaria terapéutica para o hipotireoidismo. A deficiéncia da TBG pode
se manifestar na forma parcial ou completa (TBG-PD e TBG-CD, do inglés thyroxine-binding

globulin partial/complete deficiency), sendo na maioria das vezes causadas por mutagées no



gene que codifica para a TBG, localizado no cromossomo X. Boa parte das mutagbes
documentadas acarreta na impossibilidade de detec¢do desta proteina no soro (falhas na
secrecao, ou secrecao da proteina desnaturada), enquanto outras apresentam alteragdes em
suas propriedades biolégicas e/ou fisicas®. Uma delas, inclusive, tem a propriedade de
resisténcia ao calor, sem variagdes na capacidade da proteina de carrear horménios
tireoideanos’.

Um estudo recente feito com familias brasileiras (Andreoni et al., dados nao publicados)
revelou a incidéncia de uma dessas mutagbes (Q223X) e duas novas mutagdes nao
documentadas (K332Xfs e S61C). A atual inexisténcia de estruturas cristalograficas da TBG
torna atraente o uso da técnica de modelagem por homologia para tentar elaborar hipéteses a
respeito da inviabilidade dos citados mutantes, abordagem utilizada recentemente por Reutrakul

et al."®
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1.3 O receptor do horménio tireoidiano

1.3.1 Receptores nucleares

Receptores nucleares sao fatores de transcricdo envolvidos em diversas fungbes
fisiolégicas, que funcionam através da ativagao por ligantes, levando a regulacao da expressao
de um gene alvo. Atualmente sdo conhecidos quarenta e oito receptores nucleares na espécie
humana’', incluindo véarios dentre os chamados receptores drfios, isto é, aqueles para os quais
nao existem ligantes conhecidos.

Os receptores nucleares provém aos organismos multicelulares meios de controlar a
expressao génica em resposta a uma vasta gama de fatores ambientais, fisiol6gicos e de
desenvolvimento, através de pelo menos trés mecanismos distintos:

1) Ativacao através da ligagdo com uma pequena molécula lipofilica ou com um

parceiro de heterodimerizacao;

2) Modificagdo covalente, em geral na forma de fosforilagdo regulada por eventos

na membrana celular ou durante o ciclo celular;

3) Interagdes proteina-proteina, geralmente através de contatos com outros fatores

de transcricao, que pode ser inclusive outro receptor nuclear.
Os trés mecanismos podem trabalhar em conjunto ou individualmente para modular
um sinal especifico®.
Para melhor compreenséo de sua estrutura modular, os receptores nucleares sao

subdivididos em regides, como mostrado na fig. 1.3.1.

A/B C D E F

[ : (e
_ L e . . ]
- ... D

N

Figura 1.3.1: Organizacdao dos dominios de um receptor nuclear tipico, como descrito
originalmente por Krust et al® Do N-terminal para o C-terminal temos a regido A/B (ou dominio
amino-terminal), a regidao C, onde se encontra o dominio de ligagcdo ao DNA (DBD, do inglés DNA-
binding domain), a regiao D, conhecida como dobradica (hinge), a regiao E, onde se localiza o
dominio de ligacao ao ligante (LBD, do inglés ligand-binding domain) e a regiao F ou C-terminal.
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O dominio A/B € a regiao mais variavel dentre os receptores nucleares tanto em
termos de sequéncia de residuos como em tamanho (de 23 a 550 residuos). Essa variabilidade
pode inclusive se refletr em um mesmo receptor nuclear, devido ao fenémeno de
processamento (“splicing”) alternativo do RNAm*®. Esta regido possui também uma funcéo de
ativacao transcricional chamada AF-1 (do inglés activation function 1). Até a presente data, ndo
se conhece estrutura tridimensional de nenhuma regiao A/B de receptor nuclear.

A regiao C compreende o DBD, regido mais bem conservada entre todos os
receptores nucleares. Sua funcao é fazer a ligacédo ao DNA, o que é feito através de estruturas
caracteristicas para esse propésito conhecidas como dedos de zinco, mostradas na figura
1.3.2.

Os dedos de zinco sao estruturas em forma de alca, independentes entre si, separados
por uma sequéncia de 15 a 17 aminodacidos e que sao formadas pela coordenagao de quatro
residuos de cisteina por um ion de zinco. O primeiro dedo possui uma regido denominada
caixa P (P Box), formada por trés aminoacidos de sua base responsaveis pelo reconhecimento
do elemento responsivo do receptor®. Ja4 o segundo dedo possui uma seqiiéncia de cinco
aminoacidos entre suas primeira e a segunda cisteinas, chamada caixa D (D Box), de

importancia para a dimerizacdo do receptor’.
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Figura 1.3.2: Representacao esquematica de um DBD de receptor nuclear, mostrando os dois
dedos de zinco, a caixa P (P-Box) e a caixa D (D-Box)

A regiao D é chamada dobradiga (hinge), por supostamente servir de ligagao flexivel entre
o DBD e o LBD, permitindo a estes dominios a adocédo de diferentes conformagdes sem
impedimentos estéricos. Esta regiao também € bastante variavel entre os receptores nucleares,
e pode servir de sitio de acoplamento para proteinas co-repressoras®®.

A regiao E compreende o LBD, dominio que, embora razoavelmente variavel em
seqléncia primaria, tem estrutura tridimensional caracteristica, em um enovelamento composto
primordialmente por hélices (em geral doze) com um bolsao onde se liga o0 hormdnio ou ligante
exogeno. O LBD medeia a dimerizagdo, a interagdo com proteinas de choque térmico e a
transativacao e possui uma funcao de ativacao dependente do ligante (AF-2).

A regido F corresponde a porgao C-terminal da molécula, existindo em variados tamanhos
e seqléncias primarias, podendo inclusive ser inexistente em alguns receptores. Sua funcao é
ainda desconhecida.

A transativagao dos receptores nucleares através de ligantes é iniciada por uma mudanca
estrutural quando da ligacdo do horménio. A hélice C-terminal do LBD fecha-se sobre este

dominio, estabilizando a ligacdo do ligante e por vezes até fazendo contatos com o mesmo.
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Forma-se uma superficie de interacdo para co-ativadores, havendo também interagdo com
proteinas co-reguladoras.

Supbe-se que os receptores nucleares evoluiram de um receptor “6rfao” (com auséncia
de ligante) ancestral e somente mais tarde adquiriu a propriedade de ligacdo a pequenas
moléculas'®. A associacédo de um LBD com um DBD provou ser uma unido bem sucedida, o que
se reflete no fato da evolucédo ter escolhido os receptores nucleares como o mediador

dominante da fisiologia de diversos 6rgéos, e como regulador da morfogénese em insetos'".

1.3.2 O receptor de hormonio tireoidiano

O receptor de horménio tireoidiano (TR, do inglés thyroid receptor) pertence a familia NR1
dos receptores nucleares, a qual pertencem também o receptor para acido retindico e para
vitamina D, entre outros. Em humanos, ele se apresenta em duas formas, a hTRa (NR1A1),
codificada pelo gene c-erbA-1 e hTRB (NR1A2), codificada pelo gene c-erbA-2 gene. A
ocorréncia de diferentes processamentos de RNAm resulta em variados produtos génicos,

mostrados na Fig. 1.3.3.

461
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1| 2‘36
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Figura 1.3.3: As diferentes isoformas do receptor tireoidiano. Todas as seqiiéncias acima sao
codificadas por dois genes, sendo os diferentes produtos génicos devido ao fen6meno de
processamento (“splicing”) alternativo do RNAm.
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Apenas quatro diferentes sequiéncias (hTRa;, hTRap, hTRB; e hTRB,) possuem
simultaneamente os dominios funcionais DBD e LBD. Tais seqliéncias sdao expressas em
praticamente todos os tecidos. Uma peculiaridade da proteina hTRap, particularmente
abundante no cérebro, é o fato dela néo se ligar ao T3, funcionando como inibidor do hTRa;'?"3.

Tanto o DBD como o LBD do receptor tireoidiano ja foram resolvidos por difragéo de raios-
X em associacao a diferentes ligantes, parceiros de dimerizagdo, elementos responsivos ou
outras moléculas associadas, como pode ser visto na tabela 1.3.1. A isoforma a é a que menos

possui estruturas depositadas no banco de dados PDB, constando com apenas uma estrutura

de seu dominio de ligacdo ao ligante associado a um tiromimético seletivo para a isoforma 3.

Cdodigo | Dominio | Demais moléculas na estrutura

1NAV LBD(a) [4-(4-hydroxy-3-isopropylphenoxy)-3,5-dimethylphenyl]acetic acid

1NAX LBD(B) [4-(4-hydroxy-3-isopropylphenoxy)-3,5-dimethylphenyl]acetic acid

1BSX LBD(B) Co-ativador GRIP1

1XZX LBD(B) Triiodotironina (T3)

1Y0X LBD(B) Tiroxina (T,)

1NQO LBD(B)* | TRIAC

1NQ1 LBD(B)* | TRIAC

1NQ2 LBD(B)* | TRIAC

1NUO LBD(B)* | TRIAC

1N46 LBD(B) [4-(4-hydroxy-3-isopropyl-phenoxy)-3,5-dimethyl-phenyl]-6-azauracil

1R6G LBD(B) 2-[3,5-dibromo-4-(4-hydroxy-3-{hydroxy[(2-
phenylethyl)amino]methyl}phenoxy)phenyllethane-1,1-diol

1Q4X LBD(B) GC-24

2NLL DBD(B) DBD do receptor RXR e DNA (elemento responsivo para o TR)

Tabela 1.3.1: Estruturas tridimensionais de dominios do receptor tireoidiano depositadas no
Protein Data Bank (PDB). Os dominios marcados com um asterisco (*) sofreram mutacao.

1.3.3 Interacoes

A heterodimerizacdo do TR com o receptor RXR (do inglés Retinoic X Receptor) aumenta
consideravelmente sua capacidade de se ligar a seqiéncias especificas de DNA. As regides
relacionadas a interface de dimerizacdo com o RXR encontram-se tanto no DBD como no
LBD'. Os RARs (do

inglés Retinoic Acid Receptor) também sao parceiros de

heterodimerizagéo do TR para um elemento responsivo especifico .
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Foi verificado também que os receptores COUP-TF (NR2F1 e NR2F2) também interagem
com o TR, mas desabilitando suas fungées'®, contudo a formacéo desse tipo de heterodimero é
bem mais fraca que a formacéo dos respectivos homodimeros'. Ha evidéncias também da
formacao de heterodimeros com o PPAR (do inglés Peroxisome proliferator-activated receptor)
por experimentos in vitro'®, e com o SHP (do inglés small heterodimerization partner), receptor
orfao que possui apenas o LBD, mas para ambos os casos ainda nao ha informactes
conclusivas a respeito da relevancia biolégicas de tais interagées.

Adicionalmente, o TR interage com vérios fatores de transcrigédo, proteinas integrantes da
maquinaria de transcricdo, correpresores e coativadores (revisdo em Laudet et al., 2002'").
Dados recentes indicam também que o TR é capaz de formar homotetrdmeros, que se

dissociam na presenca do T5%.

1.3.4 Ligantes

Além dos hormoénios tireoidianos T3 e Ty, outro ligante enddégeno do TR é o TRIAC (3,3’5-
acido triiodotiroacético), metabdlito do Tz cuja concentragdo aumenta sob condigbes
patoldgicas, como o jejum. Uma interessante caracteristica do TRIAC é o fato de se ligar de
forma mais eficiente que o T; as isoformas B que ao hTRa1?'. Boa parte da pesquisa em
ligantes sintéticos para o TR tem buscado a propriedade de B-seletividade, devido a efeitos
diferentes da ativacdo das duas isoformas. Sabe-se que o horménio tireoidiano tem
consideravel poténcia como redutor de colesterol no soro®® e estimula a taxa metabdlica,
promovendo perda de peso pelo aumento da termogénese®. No entanto, variados efeitos
deletérios como taquicardia e arritmia atrial tém sido associados aos horménios tireoidianos®?°,
tornando inviadvel a sua utilizagdo para tratamento da obesidade e excesso de colesterol. O

desenvolvimento de agonistas seletivos para o TR mostrou ser um campo de pesquisa

extremamente promissor devido a evidéncias de que os supracitados problemas poderiam ser
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contornados através da ativacao preferencial das isoformas B, reduzindo a ativacdo do hTRa;.
Isso se deve ao fato de que os efeitos cardiacos dos horménios tireoidianos estédo relacionados
a maior expressdo da isoforma a no coracdo®. Além disso, a reducdo de colesterol esta
relacionada & expressdo predominante do TRP no figado®. O composto GC-13' é um
tiromimético B-seletivo que vem apresentando promissores resultados em diversos tipos de

testes in vitro e in vivo em diferentes organismos®*. O GC-1 pode ser visto na figura abaixo.

HO ‘ ‘ 0" >COH

Figura 1.3.4: Formula quimica do tiromimético GC-1.

Enquanto o T3 tém constantes de dissociacdao 0.060+0.004nM e 0.087+0.006nM,
respectivamente para as isoformas a e 3, os valores correspondentes para o GC-1 sdo de
0.66+0.05nM e 0.10+0.01nM*. Tais valores mostram que, embora o GC-1 ligue-se a isoforma B

de forma comparavel ao Ts, sua ligacao a isoforma a é aproximadamente dez vezes mais fraca.

1.3.5 O sitio de ligacao do TR

As isoformas a e B do TR possuem sitios de ligagdo ao hormdnio praticamente idénticos,
sendo a Unica diferenga entre aminoacidos a substituicdo de uma serina (isoforma a) para uma
asparagina (isoforma B). Pode-se simplificar a analise do bolsdo de ligagdo do horménio
subdividindo-o em trés partes, como mostrado na figura 1.3.5. A regido 1, mostrada em
vermelho, é caracterizada pela presenca de um unico residuo polar (His235 na isoforma a,
correspondente ao His381 na isoforma B). Tal residuo faz uma ponte de hidrogénio com o fenol
do T3, 0 mesmo acontecendo com praticamente todos os ligantes do TR para os quais existem

estruturas no PDB. Andlogos ao T; sintetizados sem o grupo fenol nessa posicao tendem a
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perder funcionalidade®'. A regido 2 caracteriza-se pela predominancia de residuos hidrofébicos,

enquanto a regiao 3 possui trés argininas envolvidas na ligagdo do horménio.

Figura 1.3.5: O sitio de ligacdo do TR, como visto na estrutura do hTRp ligado ao T;. As regides
vermelha, cinza e azul correspondem as regioes 1, 2 e 3 descritas no texto. Residuos apolares
estdao mostrados em cinza, residuos de carater basico em azul e residuos de carater acido em
laranja.

E na regido 3 que se encontra a Unica diferenca em seqiiéncia primaria entre os sitios
ativos das isoformas a e B, citada anteriormente. Dessa forma, é esperado que as mudancas
em modos de ligacdo entre proteina e ligante sejam notaveis nessa regido. Na Unica
comparagao disponivel no PDB entre a ligacdo de um tiromimético as duas isoformas®, tais
variagdes no modo de ligagdo sdo extremamente sutis. No presente trabalho, analisaremos a

base estrutural da seletividade do ligante GC-1, que, como sera visto a seguir, envolve

mudangas consideraveis na interagéo ligante-proteina.
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2.1 Modelagem molecular por homologia

2.1.1 Dificuldades tedricas e abordagens ao problema de modelagem molecular

T&o logo a incapacidade da mecéanica newtoniana em descrever o comportamento de
sistemas de dimensbes atbmicas foi suplantada pela bem-sucedida mecéanica quantica,
formulada de formas diferentes (mas equivalentes) por Werner Heisenberg e Erwin
Schrédinger, outro problema consideravel veio a tona: apesar da capacidade da teoria em
prever importantes resultados experimentais com precisdo, a utilizagdo da mesma para
sistemas minimamente mais complexos tornava-se impraticavel por pura limitagdo matematica.

Adotando a formulacdo ondulatéria de Schrédinger, um sistema submetido a um
potencial V deve obedecer a equagdo que leva seu nome (escrita abaixo na forma

independente do tempo):

)+ vylr) = Eulr)

Seja H um operador (chamado hamiltoniano) definido da seguinte forma:

—h?

2m

H= Vi+v

podemos escrever a equagao de Schrédinger como:

Hy =FEy

Essa é uma equacao de auto-valor, e resolvé-la consiste, portanto, em encontrar as auto-
funcbes y (funcdes de onda) e os auto-valores E (energias possiveis do sistema, chamadas
auto-energias) para os quais a equagao é verdadeira dado o hamiltoniano do sistema.

Infelizmente, a equacdo de Schrédinger s6 pode ser resolvida de forma exata para

poucos problemas, como aqueles tradicionalmente apresentados no inicio dos cursos de
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mecanica quéntica: o de uma particula movendo-se numa caixa, o oscilador harménico e o
atomo de hidrogénio.

Para sistemas de varios elétrons, resolver a equagao de Schrédinger esta muito longe de
ser um problema trivial — ela ndo pode ser resolvida de forma exata nem mesmo para o atomo
de hélio. Conclui-se de imediato, portanto, que valer-se da mecanica quantica para abordar o
problema de obter a conformagao nativa de uma proteina, sistema que envolve milhares de
atomos, € impraticavel.

Deve-se ressaltar, porém, que para a biologia estrutural a estrutura eletrénica nédo é
objetivo primordial, e sim a conformacdo da cadeia peptidica. Desta forma, podem-se utilizar
modelos empiricos como os campos de forga, na técnica conhecida como mecénica molecular.
A mecéanica molecular € baseada em um modelo simples de interacdes, levando em conta a
variacdo de comprimentos de ligacdo, aumento e diminuicdo de angulos entre atomos e
rotac6es em torno de ligagdes simples. Campos de forga podem funcionar a contento mesmo
quando essas contribuicbes sdo descritas por fungdes simples como a Lei de Hooke do
oscilador harmdnico simples.

A parametrizagdo de um campo de forca € feita de forma a otimizar os resultados para
certa propriedade (em nosso caso, O interesse primordial sdo as propriedades estruturais,
embora seja também possivel reproduzir parametros espectroscépicos, por exemplo). E
provavel que a otimizacdo para uma dada propriedade implique em perda de precisdo para
outra. As formas funcionais empregadas em mecanica molecular buscam, portanto, equilibrar
precisao para a propriedade desejada e eficiéncia computacional.

A maioria dos campos de forca para modelagem molecular possui pelo menos os
seguintes componentes: penalidades energéticas para o desvio dos comprimentos e angulos
de ligagdo de seus valores de “equilibrio” (aqueles medidos experimentalmente ou cuja

determinacao teérica é factivel), uma fungdo para descrever como varia a energia quando
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ligacbes sao rotacionadas e termos para descrever interacdes entre partes nao ligadas do
sistema. Para os primeiros sdo utilizados potenciais harménicos em torno das citadas posi¢des
de equilibrio, enquanto os ultimos sdo geralmente modelados usando um termo para interagdes
eletrostaticas e outro para interacbes de van der Waals.

Enquanto para interagbes eletrostaticas utiliza-se o potencial de Couloumb, o potencial
mais utilizado para modelar interacdes de van der Waals é a funcdo 12-6 de Lennard-Jones',

que tem a seguinte forma para a interagao entre dois atomos:

o)

6 € chamado diametro colisional e d& a separacao para a qual a energia é zero

¢ é a profundidade do pog¢o de potencial.

A caracteristica principal do potencial de Lennard-Jones é ter uma parte atrativa variando
com r® e uma repulsiva com r'2. Embora o termo em r® esteja de acordo com tratamentos
tedricos como a formulagdo de Drude, ndo ha argumentos a favor do termo em r''? — célculos a
partir da mecanica quantica sugerem uma forma exponencial (apud Leach, 2001?). Esse termo
descreve bem gases nobres, mas torna-se mais abrupto para outros sistemas, o que nao
impede, porém, a vasta utilizagcdo desse potencial, visto que a diminuicdo de precisdo é
recompensada pelo ganho de eficiéncia computacional obtido ao calcular o termo em -12
rapidamente ao elevar o termo em -6 ao quadrado. A figura 2.1.1 descreve graficamente a

forma do potencial 12-6 de Lennard-Jones.
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Figura 2.1.1: A esquerda, os parametros ¢ e ¢ do potencial 12-6 de Lennard-Jones estéo
explicitados graficamente. O valor r,, corresponde a posicao de equilibrio. A direita, o grafico do
referido potencial, em verde, € mostrado conjuntamente com sua parte atrativa (em vermelho) e
repulsiva (em azul).

Ap6s a definicdo do campo de forca, seus parametros devem ser determinados para cada
combinacao de atomos ou classe de moléculas. Nao se trata de um processo simples, visto que
os dados experimentais podem ser de dificil obtencdo ou simplesmente nao existirem. Recorre-
se, entdo, a mecanica quantica para suprir os dados necessarios a parametrizacao dos campos
de forca usados em mecanica molecular. Lifson e Warchel® utilizaram o método de minimos
quadrados na determinacdo de parametros 6timos para o ajuste de dados termodinamicos,
conformacdes de equilibrio e freqiiéncias vibracionais. J4 Maple et al.* desenvolveram um
campo de forgca baseado em célculos ab initio usando mecanica quantica.

A determinacdo da estrutura tridimensional de uma proteina tendo apenas o
conhecimento de sua seqiiéncia de aminoacidos € um problema sem solugdo imediata. A
utilizagdo da mecénica molecular é de consideravel importancia na abordagem de tal problema.

Na secao seguinte, uma propriedade adicional das proteinas sera utilizada para trata-lo.
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2.1.2 Modelagem por homologia

A técnica de modelagem molecular de proteinas conhecida como por modelagem por
homologia ou modelagem comparativa consiste em explorar similaridades estruturais entre
proteinas, construindo um modelo tridimensional a partir de uma ou mais estruturas conhecidas
de proteinas relacionadas. Para isso, € necessario escolher criteriosamente a proteina molde —
a similaridade sequiencial costuma ser um dos fatores mais importantes.

Chothia e Lesk® quantificaram a relacdo entre similaridade de seqiiéncia e de
conformacéo tridimensional (estrutura terciaria) interpolando valores de similaridade seqlencial
e o desvio padrdao da superposicao das estruturas. Durante os testes iniciais da técnica de
modelagem por homologia para o presente trabalho, uma série de modelagens automatizadas,
através do servidor Swiss-Model®, foi testada para a familia de receptores nucleares. Um dos
dominios de tais proteinas, chamado LBD (do inglés ligand-binding domain, dominio de ligagao
ao ligante), possui enovelamento altamente conservado, consistindo numa forma globular
composta principalmente por hélices-a. O processo consistiu em modelar cada LBD de receptor
usando como modelo outros receptores com variados graus de identidade sequencial, e
verificar quao proximo eles estavam das estruturas determinadas cristalograficamente. H4 uma
tendéncia semelhante aquela verificada por Chothia e Lesk para comparagédo entre estruturas
experimentais, como pode ser verificado na figura 2.1.2. Nesta figura, o grafico a esquerda
mostra os resultados de Chothia e Lesk, para o qual o desvio médio quadratico (A) para atomos
da cadeia principal distantes ndo mais de 3A um do outro (regido denominada nicleo da
proteina) esta relacionada & fracdo de residuos mutados (H) pela relacdo A=0.40e'*". No
grafico a esquerda, sdo comparados os desvios médios quadraticos para atomos da cadeia
principal de estruturas cristalograficas e modelos gerados por homologia com diferentes graus

de identidade sequencial.
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Figura 2.1.2: A esquerda, é mostrada a relacdo entre identidade seqiiencial e o desvio médio
quadratico (R.M.S.) entre proteinas de estruturas determinadas experimentalmente, como
verificado por Chothia & Lesk®. A direita, ¢ mostrado um grafico da variacdo do R.M.S. entre
proteina modelada e estrutura experimental de acordo com a identidade seqliencial entre a
proteina a ser modelada e aquela utilizada como molde.

O processo de modelagem por homologia consiste basicamente em cinco passos’:

1) Identificag@o de estruturas relacionadas

2) Escolha de um ou mais moldes

3) Alinhamento entre 0 molde e a proteina a ser modelada

4) Construcao do modelo

5) Validagdo do modelo

Ha duas classes de algoritmos dedicados ao alinhamento de seqléncia, usados para
objetivos distintos. Algoritmos como o de Needleman e Wunsch® e o de Smith e Waterman®
produzem alinhamentos étimos™ e costumam ser usados para o alinhamento de um numero

pequeno de seqliéncias — em geral quando a(s) proteina(s) molde ja foram escolhidas. Se a

*

em Ciéncia da Computagéo, o termo “6timo” costuma ser utilizado com dois significados. Quando,
como no presente texto, ele se refere a solugbes de problemas, ele indica ndo ser possivel encontrar
outra solugao de melhor qualidade segundo o critério de comparagéo do algoritmo. J& um algoritmo 6timo
€ aquele capaz de resolver dado problema com o menor numero de passos possivel — formalmente, diz-
se que um algoritmo 6timo tem complexidade da ordem do limite inferior de passos para a resolugéo de
um problema; intuitivamente, é aquele que apresenta a menor complexidade dentre todos os possiveis
algoritmos para resolver o mesmo problema'®.
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decisdo quanto a proteina molde a ser utilizada ainda nao houver sido tomada, um
procedimento comumente utilizado consiste em confrontar a seqUéncia da proteina que se
deseja modelar com um banco de dados de seqUéncias — no caso, aquelas de estrutura
conhecida, disponiveis para a comunidade académica através do PDB — Protein Data Bank'".
Para tanto, sdo utilizados algoritmos aproximativos, como o BLAST' e o FASTA™. No processo
de modelagem por homologia, geralmente se utilizam algoritmos aproximativos no passo um
(identificagdo de estruturas relacionadas) e um algoritmo deterministico no passo trés
(alinhamento entre o molde e a proteina a ser modelada).

Uma vez que o alinhamento entre a(s) sequéncia(s) da(s) proteina(s)-molde e daquela a
ser modelada é determinado, prossegue-se para a geragao do modelo, 0 que no presente caso
foi feito através do programa Modeller'®. Tal software utiliza restricbes espaciais
concomitantemente com otimizagao energética para produzir modelos.

Inicialmente, uma grande quantidade de restricbes para distancias e angulos diédricos
para a sequéncia alvo é calculada através do seu alinhamento com a estrutura molde. Tais
restricdbes sao descritas como fungdes de densidade de probabilidade (pdfs - do inglés
probability density functions), que podem ser modificadas pelo usuario caso seja desejavel
relaxar ou restringir tais parametros. O método utilizado para gerar tais restricoes foi definido
através de andlise estatistica de varias proteinas homélogas. As restricdbes espaciais sao
utilizadas em conjunto com termos energéticos do campo de forca CHARMM'® para gerar uma
Unica fungéo a ser otimizada com através de dindmica molecular utilizando a meta-heuristica do
recozimento simulado (do inglés simulated annealing, por vezes traduzido também como
témpera simulada).

Ap6s a producdo do modelo, € necessario ter critérios para julgar sua qualidade. O
primeiro deles costuma ser o mapa de Ramachandran'®, que mostra a distribuicdo dos angulos

torsionais ¢ e y para cada aminoacido. Ha regides energeticamente favoraveis para cada
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residuo, e a presenga de um aminoacido fora dessas regides indica um erro ou algum
fendmeno ndo convencional naquele local, como uma interagao forte causando deslocamento.
Tais angulos, entre outros parametros estereoquimicos, sao verificados através do software
Procheck'’. A saida gréfica desse software para o mapa de Ramachandran é mostrada na Fig.

2.1.3.
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Figura 2.1.3: O mapa de Ramachandran é uma importante ferramenta para validacao de uma
estrutura protéica. As regioes energeticamente favoraveis estdo mostradas em cores, sendo
aquelas em vermelho as mais provaveis. Em um bom modelo, seja provindo de dados
experimentais ou produzido por modelagem, a grande maioria dos residuos deve ter valores para
¢ e y nessas regides — é o caso do mapa da esquerda, referente a estrutura da serina-protease
subtilisina, determinada a resolucao de 0.78A (codigo no PDB: 1GCI). A presenca de um residuo
em regides nao-permitidas (em branco) pode indicar, por exemplo, uma distor¢cao causada por
uma interacdo forte. J& quando ha um grande nimero de residuos em tais regides, é mais
provavel que o modelo tenha sido construido de forma errénea, ou, no caso de uma estrutura
experimental, que o mapa de densidade eletrénica tenha sido mal interpretado. O mapa de
Ramachandran a direita é da estrutura da a-bungarotoxina, determinada a 2.5A (cédigo no PDB:
2ABX).

O programa Verify3D'®' julga a verossimilhanga da vizinhanca de cada aminodacido
através de trés propriedades: a area exposta ao solvente, a fracdo da area de cadeia lateral
coberta por atomos polares e a estrutura secundaria local. A combinacdo desses trés
parametros permite colocar o residuo em uma de dezoito regides, como mostrado na figura
2.1.4. Para cada tipo de residuo ha um escore que reflete a sua compatibilidade com tal regido

(definida previamente por analise estatistica de proteinas de estrutura conhecida).
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Figura 2.1.4: O programa Verify3D utiliza classifica o ambiente quimico em oito regi6es, de acordo

com o valor da area enterrada e a fracao da area da cadeia lateral coberta por atomos polares,
como mostrado a direita. Além disso, ha certa preferéncia dos residuos por certas estruturas
secundarias, o que multiplica as regioes por trés (no caso do residuo estar numa hélice-alfa, numa
folha-beta, ou outra estrutura), resultando em dezoito possiveis regides. Conjuntos de residuos
consecutivos sao avaliados de acordo com a probabilidade de ocorréncia nessas regioes, e o
resultado é dado na forma grafica, como mostrado a direita.

O software WHATCHECK® verifica uma larga gama de possiveis erros em estruturas
tridimensionais modeladas ou experimentais, como atribuicbes nao convencionais de célula
unitaria, valores do coeficiente de Matthews®' fora da faixa considerada aceitavel, erros de
nomenclatura, auséncia de atomos, angulos e distancias de ligacado, planaridade e angulos
torsionais de cadeias laterais, choques entre atomos, posicionamento de moléculas de agua,
pontes de hidrogénio, etc.

A utilizacdo de métodos de validagao de estrutura como os descritos acima permite
produzir modelos de qualidade, que podem se mostrar Uteis para certas perguntas biologicas. A
modelagem por homologia costuma apresentar bons resultados, sendo capaz de prever

estruturas com precisdo comparavel aquelas determinadas experimentalmente a baixa

resolucdo®.
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2.2 Substituicao molecular

2.2.1 Cristalografia de raios-x

A Cristalografia de Raios-X é uma poderosa ferramenta para determinacao de estruturas
e caracterizacao de materiais, cuja teoria vem sendo desenvolvida desde a observagédo do
fendmeno da difragdo de raios-x em cristais por Max Von Laue, em experimento realizado
conjuntamente com W. Friedrich e P. Knipping. Aplicando seus conhecimentos sobre a difracéo
da luz por redes de uma e duas dimensdes, Laue formulou uma teoria de difracdo de raios-x
para estruturas tridimensionais (cristais) ainda em 1912, obtendo assim o prémio Nobel de
Fisica dois anos depois.

Nos textos introdutérios de cristalografia'®, & de praxe apresentar a teoria do
espalhamento para um elétron, um atomo, uma célula unitaria, e finalmente para um cristal. E
apresentado o fator de espalhamento atémico (também conhecido como fator de forma) f, que
denota a razao entre as amplitudes de espalhamento por um atomo e por um elétron isolado.
Tal valor varia com o atomo e com o angulo de espalhamento, e sua determinacao precisa
ainda é objeto de estudo®.

Para uma célula unitaria, o espalhamento total devido a um plano hk/ é dado por uma
grandeza chamada fator de estrutura F(hkl), fungao dos fatores de espalhamento atémico f; e

das posicdes xyz dos d&tomos, como mostrado abaixo:

F(hkl) = z frexpl2zi (hx+ky +1z)]

Quando fazemos uma medida de difragdo de raios-x, coletamos diversos picos de
difracao, cuja intensidade é proporcional ao quadrado da amplitude do fator de estrutura, e
desejamos obter a densidade eletrénica dentro de uma célula unitaria. A densidade eletrénica
p(xyz) aparece explicitamente quando o fator de estrutura € dado na forma integral:
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F(hki)= j p(xyz)exp[27 i (hx + ky +1z)|dv

célula
unitdria

Fazendo a transformada de Fourier inversa do fator de estrutura, podemos expressar a

densidade eletrbnica da seguinte forma:
ployz)= é;Zk:ZF(hkl)exp[— 27 i(hx+ky+1z)|
Por ser uma grandeza complexa, F(hkl) pode ser escrito como [Flexp[ia], € assim temos:
ployz)= é;Zk:Z|F(hkl)|exp[— 27 i(hx + ky +1z)+iohkl)|

A determinacdo da densidade eletronica, portanto, depende apenas do conhecimento
prévio de uma quantidade suficiente de fatores de estrutura. A informagao experimental obtida
de um padrao de difragdo, porém, é incompleta. Enquanto os mdédulos do fator de estrutura
[F(hkl)| podem ser obtidos das intensidades dos picos de difracao, as fases a(hkl) ndo estéao
disponiveis experimentalmente. Este € o problema das fases, que a principio parecia ser um
obstaculo intransponivel para a cristalografia. As primeiras determinacdes de estruturas
cristalinas envolviam principios geométricos e métodos de tentativa e erro®®. Porém, para
moléculas maiores, tais métodos eram impraticaveis. Métodos de substituicdo isomorfa foram
tentados'®, mas poucos compostos cristalizavam como pares isomorfos, e dessa forma apenas
estruturas simples eram resolvidas, o que causava grande frustracao pelo fato de haver muitos

cristais de estruturas mais complexas que difratavam muito bem.

2.2.2 A funcao de Patterson

Debrugando-se sobre esse problema e consultando especialistas na teoria de Fourier, A.

L. Patterson demarcou um dos grandes momentos da ciéncia cristalografica ao propor, em

2n

1934, sua “série em |F|?, hoje conhecida como Fungdo de Patterson''. O advento desta funcéo
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permitiu obter informagdes de grande valia a respeito da estrutura cristalina sem a necessidade
das fases, e € usada em larga escala até os dias de hoje.
A funcao de Patterson é definida como a convolucdo da densidade eletrébnica com ela

mesma, invertida com respeito a origem:
P(u)= p(r)= p(=r)= [ p(r)plu+r)dr

Ou, explicitando as trés dimensdes e o volume da célula unitaria V:
1
P(uvw) = (Vj.[“-p(x, v, 2)p(x+u, y+v, z+w)dxdydz

A transformada de Fourier dessa funcdo é /F(hkl)f, e, portanto, ela pode ser construida
utilizando apenas os moédulos dos fatores de estruturas, obtidos experimentalmente das

intensidades dos picos de difragdo, como no somatério de Fourier mostrado abaixo:

P(uvw) = Z‘|I‘7hkl|2 cos 27 (hu + kv + Iw)

hkl
Dada a representagédo na forma de integral da funcao de Patterson, podemos verificar que
P(uvw) apresentara maximos sempre que houver &tomos nos pontos (X, y, z) € (x+u, y+V, Z+Ww);
isto €, quando o vetor (u, v, w) representar a distancia vetorial entre dois atomos. A altura desse
pico sera proporcional ao produto dos numeros atémicos dos dois atomos em cada extremidade
do vetor. Se ha N atomos na estrutura, teremos N? vetores interatémicos, e portanto N? picos no
mapa de Patterson, dos quais N estao na origem e representam o vetor que liga um atomo a ele

mesmo. A figura 2.2.1 mostra um mapa de Patterson tedrico para uma estrutura simples.
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Figura 2.2.1: Uma distribuicao simples em uma rede de duas dimensdes (esquerda) e seu
correspondente mapa de Patterson (direita).

Em estruturas de proteinas, em que o nimero de atomos é da ordem de 10°, o nimero de
vetores é da ordem de 10°, e dessa forma os mapas de Patterson de cristais de proteinas néo
podem ser interpretados diretamente. Ainda assim, a fungdo de Patterson tem valor
incomensuravel em cristalografia de proteinas. O mais 6bvio € a localizacdo de atomos pesados
em sua estrutura — como proteinas sdo compostas primordialmente por atomos leves como
carbono, hidrogénio e oxigénio, a presenca de atomos pesados produzira picos de intensidade
diferenciada no mapa de Patterson. Dessa forma, tornou-se util a introdugdo de atomos
pesados em estruturas de dificil determinagao, caso dos cristais de proteinas. O calculo da
funcédo de Patterson serd de grande valia no método conhecido como substituicdo molecular,

como sera visto na préxima secao.

2.2.3 Substituicao molecular

O processo de resolugdo de uma estrutura de macromolécula envolve a obtengdo de um
modelo inicial e seu subsequente refinamento, de forma a minimizar a diferenga entre os dados
tedricos e experimentais (geralmente quantificados pelos fatores de estruturas calculados do
modelo e aqueles obtidos experimentalmente). Dentre os métodos comumente utilizados para
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gerar (ou obter) as fases dos fatores de estrutura e assim produzir um modelo inicial, 0 método
da substituigdo molecular € muito provavelmente o que mais rapidamente leva a esse objetivo,
embora a sua eficacia dependa da existéncia de uma proteina de estrutura similar aquela que
se deseja resolver.

O principio basico da substituicdo molecular envolve inicialmente o alinhamento das
funcbes de Patterson para a proteina modelo, de estrutura conhecida, e da proteina a ser
resolvida. Para a primeira, a funcdo é construida utilizando a formulagéo integral — visto que a
densidade eletronica para todo o espaco na célula unitaria pode ser calculada com uma tabela
de atomos e suas coordenadas. Ja para a segunda, utiliza-se os médulos dos fatores de
estrutura, informacgéo obtida experimentalmente apds a coleta e processamento dos dados de
difracao de raios-x. O mapa de Patterson, como visto na se¢édo anterior, € uma coletanea de
vetores interatdmicos. Entre atomos na mesma molécula, temos vetores interatdbmicos
(chamados também de “self-Patterson vectors”) relativamente curtos, com suas extremidades
nao muito longe da origem. Na auséncia de vetores intermoleculares (“cross-Patterson
vectors”), a regido interna do mapa de Patterson sera muito parecida para proteinas de
estrutura semelhante, exceto por uma rotagdo apropriada. Se uma das fung¢des for mantida fixa
e a outra for rotacionada, podemos encontrar a orientagdo correta quando houver a maior
concordancia entre os dois mapas. Michael Rossmann e David Blow'? abordaram esse

problema partindo de uma fungdo sobreposi¢cdo, mostrada abaixo:

R= '[J-'[p(xl’XZ’x3 )p(x', XX )dxldxzdx3
U

Tal fungdo, quando calculada para um dado volume U, tende claramente a fornecer
valores altos quando a densidade eletrbnica em (x;,x2,x3) for igual ou semelhante a de
(X’1,X’2,X’3), produzidos por rotagdo. Apds a expansdo da densidade eletrénica p em série de

Fourier, obtém-se a seguinte expressao para a fungao sobreposicao:
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R= ;DF,,F{ZP:\FP\ZGH

G é uma fungéo interferéncia, que tem valores altos apenas quando o ponto p no espago
reciproco € trazido para as proximidades de h por rotacdo. Deve-se ressaltar que tal funcéo
utiliza como coeficientes apenas o0s quadrados dos médulos dos fatores de estrutura,
possibilitando, como esperado, obter a correta rotagdo para alinhamento utilizando apenas as
intensidades experimentais dos picos de difragao para a molécula a ser resolvida.

O passo subseqiente na substituicdo molecular € obter a translagcéo. Ela pode ser obtida
por tentativa e erro, movendo a molécula conhecida pela assimétrica, calculando os mdédulos
dos fatores de estrutura e comparando-os com aqueles obtidos experimentalmente. O método
de Crowther e Blow'?, implementado comumente até os dias de hoje, consiste em sobrepor o
mapa de Patterson do cristal observado e o conjunto de vetores de Patterson intermoleculares

na estrutura modelo. Para duas moléculas 0 e 1, tal conjunto pode ser escrito como:
By (u)= J-V Po (X)pl (x+u)dx

chamando de t o vetor translacdo que leva um ponto de 0 ao ponto equivalente em 1,

pode-se definir a translagdo como funcao de tal vetor:

T(t)= J; Pm(u,t)P(u)du

Dessa forma, quando t se aproxima do vetor intermolecular, ha correlacdo entre a
construcao da fungé@o de Patterson para vetores intermoleculares Py; e a fungdo de Patterson
observada P, resultando num grande valor positivo para T. Apds expansdo em série de Fourier
da fungdo de Patterson e apropriadas manipulagbes matematicas, obtém-se a seguinte

expressao para a funcao T:

T(t)=>_1,,(h)F, (h)F, (hA)exp(-27ht)

Onde A é a matriz relativa a uma dada operacao de simetria.
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Dessa forma, a correlagdo entre um conjunto de vetores intermoleculares para uma
estrutura modelo M e a funcdo de Patterson observada pode ser calculada por uma série de
Fourier cujos coeficientes podem ser computados faciimente.

Ap6s as duas etapas (e se possivel também entre as duas), a orientacdo deve ser
ajustada por um método de otimizagao de forma a produzir o melhor modelo inicial. Atualmente,
a substituicdo molecular € o método mais rapido de gerar o primeiro modelo de uma estrutura

cristalografica.

2.2.4 Refinamento

Apds a obtencdo de um modelo inicial, € necessario refina-lo. Ap6s uma substituicao
molecular, isso implica em modificar 0 modelo de forma a refletir a proteina que se deseja
resolver, o que geralmente envolve a modificagéo, inser¢cao e/ou exclusdo de residuos, e 0 seu
ajuste a0 mapa de densidade eletrénica. Idealmente, deve ser possivel explicar toda a
densidade eletrénica observada, que sera preenchida ndo apenas pela proteina, mas por
moléculas de agua ordenadas (comuns na superficie da proteina), ligantes, e demais
compostos presentes na solugao de cristalizagao.

Para o refinamento sdo utilizados programas que manipulam diretamente o modelo, e

métodos de otimizacao para ajuste fino entre modelo e densidade eletronica.
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3. Materiais e Métodos
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3.1 Modelagem molecular da TBG

3.1.1 Objetos de estudo

A técnica de modelagem por homologia foi aplicada para quatro casos:

1) TBG selvagem

2) Mutante K332Xfs: delecdo de uma base no cdédon que codificaria para lisina na
posicao 332, resultando em uma mutagao por deslocamento no quadro de leitura (frame shift),
resultando na sintese de mais 42 aminoacidos sem relagdo com a seqiiéncia original.

3) Mutante Q223X: fim prematuro no residuo 223 devido ao surgimento de um cddon de
parada.

4) Mutante S61C: troca de uma serina por cisteina na posigao 61, além da presenca do

polimorfismo L283F, que isoladamente nao causa efeito aparente na molécula’.

3.1.2 Escolha da proteina molde

A escolha da proteina molde para a modelagem da TBG ndo € um problema trivial. O
critério padrao, de preferéncia pela estrutura disponivel de maior grau de homologia, ndo deve
ser seguido cegamente, em especial para 0 nosso caso, devido a dois importantes fatores
relativos a TBG:

1) Auséncia de analogo funcional com estrutura resolvida

A grande maioria das serpinas possui atividade inibitéria (dai o nome da familia), o que
se reflete na quantidade de estruturas resolvidas até a presente data. A proteina mais proxima
da TBG em estrutura e funcdo é provavelmente a CBG (do inglés corticosteroid-binding
globulin), que também possui a propriedade de carrear hormdnio e cuja seqiéncia de residuos

também a classifica como serpina. Ela também n&o possui estrutura tridimensional resolvida,

48



mas uma discussdo a respeito da ligacdo e mecanismo de liberacdo de horménio foi
recentemente publicada valendo-se também da modelagem por homologia usando serpinas
inibitérias como molde®.

2) Existéncia de diferentes conformacoes para as proteinas de sua familia

Como descrito na secao 1.2, a TBG ¢é incluida, por critérios de identidade sequencial, na
superfamilia das serpinas, proteinas caracterizadas por apresentarem consideraveis mudancgas
conformacionais devidas a sua atividade. Deve-se, portanto, escolher como molde uma
proteina cristalizada em sua forma nativa para modelar a TBG nao-clivada. A ai-anti-tripsina é
considerada arquétipo estrutural da familia das serpinas® e foi resolvida em sua forma nativa.
Por conseguinte, ela é utilizada para modelar inclusive serpinas nao inibitérias como a TBG* e
a CBG2

3) Evidéncias da existéncia de pontes dissulfeto na TBG

Estudos bioquimicos feitos por Gershengorn et al® indicam que a TBG possui duas
pontes dissulfeto. A interpretagdo dessa informagao torna-se dificil com a utilizagédo da anti-
tripsina como molde, visto que tal proteina possui apenas um residuo de cisteina, sem
alinhamento aparente com qualquer uma das cisteinas da TBG. Dessa forma, pode ser util
valer-se também da estrutura da anti-trombina, que possui trés pontes dissulfeto. O
alinhamento de sequéncia da TBG, da a1l-anti-tripsina e da anti-trombina € mostrada na figura

3.1.1.
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Figura 3.1.1: Alinhamento de seqiiéncia entre a TBG, a al-anti-tripsina e a anti-trombina,
produzido pelo programa Multalin®. Residuos de cisteina sdo mostrados em verde.

Dessa forma, a estrutura da anti-tripsina resolvida a 2.0A por Elliot et al.’ foi utilizada para
modelar a proteina selvagem e os mutantes K332Xfs e Q223X, enquanto a da anti-trombina
resolvida a 2.6A por Skinner et al.® foi utilizada para o mutante S61C, onde ha o surgimento de

uma cisteina adicional.

3.1.3 A questao da glicosilacao

A TBG apresenta ligagdo covalente com quatro heterossacarideos, caracterizados por
Zinn et al.® Optamos por ndo modelar tais cadeias, visto que a ligagdo ao horménio tireoidiano,
a microheterogeneidade e a imunorreatividade da TBG deglicosilada é idéntica a da TBG

selvagem'®"

. Os sitios de glicosilacao, porém, podem ser previstos utilizando programas que
identificam as seqUéncias que os determinam, e foram localizados para avaliar possiveis
interferéncias devido a mutagbes. Tal precaugcdo se deve ao fato de existir uma mutacao
conhecida, implicando em deficiéncia parcial de TBG, cujo motivo da falha na secreg¢do da

proteina foi atribuido & criagcdo de um sitio adicional, que de fato é glicosilado'?.
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3.1.4 Producao, validacao e analise dos modelos

Para cada uma das quatro construgbes (TBG-N, TBG-K332Xfs, TBG-Q223X e TBG-
S61C), cem modelos foram gerados utilizando o programa Modeller'®. O método utilizado para
a modelagem foi a randomizacdo inicial das coordenadas do modelo e sua conseqlente
otimizagdo. As coordenadas cartesianas foram deslocadas de até 4A, e selecionou-se o grau
maximo de otimizacdo para os modelos. O critério de selecdo para escolha do melhores
modelos para cada caso foram a fungdo energética gerada pelo programa e a qualidade do
mapa de Ramachandran', gerado pelo programa Procheck' — dentre os dez modelos com
menor energia gerado, selecionou-se aquele com melhor mapa de Ramachandran (escolhendo
o0 de energia mais baixa no caso de haver mais de um modelo com quantidades iguais de
residuos fora das regides favoraveis). Informagdes adicionais a respeito da qualidade dos
modelos foram verificadas utilizando os programas WHATCHECK'® e Verify3D'"'®, descritos na
secdo 2.1.2. A andlise dos modelos foi feita valendo-se dos programas graficos O' e Swiss-

PDBViewer™, sendo as figuras ilustrativas produzidas pelo software PymoF'.
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3.2 Resolucao das estruturas dos LBDs de hTRa e hTRB com GC-1

3.2.1 Cristalizacao e resolucao de estrutura do hTRa-LBD

Os cristais de hTRa-LBD ligados GC-1 foram crescidos no Grupo de Cristalografia do
Instituto de Fisica como parte dos estudos de doutorado do aluno Fabio M. Nunes, sendo a
fase de resolugao estrutural auxiliada pelo aluno de pds-doutorado Ricardo Aparicio e seu
supervisor. Os dados referentes a cristalizacao, que ocorre sob as mesmas condi¢cées que o
complexo hTRa-LBD cristalizados com Ts, foram publicados em 2004'. O resumo dos dados a

respeito da estrutura refinada encontra-se na tabela abaixo.

Grupo espacial P2:2,2, (19)

Dimensoes da célula unitaria (A) | a=59.914 b=80.351 ¢c=102.886
Resolucdo maxima (A) 1.85

Resolucdo minima (A) 43.44

|:{factor 0.15

Riree 0.19

Total de reflexées 40931

Reflexoes teste 2172 (5%)

Completeza 100%

Tabela 3.2.1: Parametros da estrutura refinada do hTRa-LBD com GC-1.

3.2.2 Cristalizacao do hTRB-LBD e coleta de dados

A cristalizagdo do dominio LBD do hTRp ligado ao GC-1 foi efetuada também no Grupo
de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sao Carlos como parte dos estudos de doutorado da
aluna Sandra Martha G. Dias, estando os dados referentes a cristalizagdo da proteina descritos
em sua tese de doutorado®. Setenta imagens foram coletadas, com passo (A¢g) de um grau,
num total de 96227 reflexdes totais, sendo 11297 uUnicas. Foram encontradas, porém,
dificuldades para o refinamento da estrutura apds o processamento dos dados e a substituicdo
molecular. Para o presente trabalho, o conjunto de dados foi reprocessado utilizando o pacote

de programas HKL®, seguindo-se a substituicdo molecular e refinamento do modelo.
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3.2.3 Processamento dos dados e substituicao molecular

Os resultados e estatisticas da indexacgao, integragcdo e escalonamento do conjunto de

dados estao mostrados na tabela abaixo:

Grupo espacial P3,21

Dimensoées da célula unitaria (A) | a=b=68.996 ¢=130.862
Resolucao maxima (A) 2.55

Resolucdo minima (A) 59.8

Mosaicidade (°) 0.44

Reflex6es unicas 11297

Completeza 96.9%

Rsym (camada externa) 4.8% (50%)

/o (camada externa) 17.9 (2.3)

Tabela 3.2.2: Dados cristalograficos referentes ao hTRB-LBD com GC-1.

O escalonamento foi feito utilizando dez camadas de resolugéo. Apds o processamento
dos dados, foi feito o calculo do volume de Matthews* para estimar a quantidade de cadeias na
unidade assimétrica, obtendo-se o resultado de um mondémero.

A substituicdo molecular mostrou-se trivial, visto que ja existiam estruturas conhecidas da
mesma proteina, mas com diferentes ligantes?>. Obteve-se uma Unica solucdo utilizando o

programa AMoRe°.

3.2.4 Refinamento

O modelo inicial foi refinado alternando modificacdes manuais, usando os programas O° e
Coot’, e ciclos de refinamento através do programa Refmac®. A estrutura apresentou uma
regido desordenada entre os residuos Ala55 até Lys63, que nao pdde ser modelada. O modelo
consistiu, entdo, dos residuos 1-54 e 64-247, 36 moléculas de agua e o ligante GC-1. As

estatisticas finais estdo mostradas na tabela 3.2.3.
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Reflexdes unicas para 0 Ryee 591 (5%)
Rfactor 20%
Riree 27.6%
R.M.S.D para comprimentos de ligacdo (A) 0.03
R.M.S.D para angulos de ligacéo (°) 3.08

Tabela 3.2.3: Estatisticas finais para a estrutura do hTRB-LBD com GC-1.

Na figura 3.2.1, podemos ver o sitio de ligacdo do hTRB e o GC-1, como vistos no

modelo cristalogréfico final obtido apds o refinamento.

Figura 3.2.1: Detalhe do sitio de ligagdao do hTRB como visto na estrutura cristalografica refinada
para o presente trabalho. O GC-1, mostrado em amarelo (oxigénios em vermelho), esta circundado
pela densidade eletr6nica experimental, em laranja.
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4. Resultados e Discussao
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4.1 A TBG e mutantes ocorrentes no Brasil

4.1.1 TBG-CD causada por mutantes recém-descritos no Brasil

Até o presente, quinze diferentes mutagdes causadoras da deficiéncia completa da TBG
(TBG-CD,) foram reportadas, sendo a maioria delas causadas por mutagdes pontuais originando
substituicao de residuo ou proteinas truncadas, levando a falha na sua secre¢éao. Em recente
estudo envolvendo familias brasileiras’, foram detectadas trés mutacdes responsaveis pela
TBG-CD, sendo duas inéditas. Nesse estudo, quatro brasileiros do sexo masculino de cidades
diferentes e familias aparentemente nao relacionadas tiveram o diagnostico da TBG-CD pelo
seguinte quadro: funcionamento tireoidiano normal, baixo valor total de T, sérico, niveis normais
de T, livre e TSH, e auséncia da TBG com base em ensaio com sensibilidade de 0.8mg/l.
Pacientes e parentes tiverem seus niveis de T, total, T4 livre, TSH e TBG medidos, e DNA
isolado e amplificado para sequenciamento. Cem outros brasileiros escolhidos aleatoriamente
tiveram seu gene codificante para a TBG sequienciado para comparacao.

Em duas das familias estudadas encontrou-se a mutagao K332Xfs, na qual uma delegcéao
no codon 332 do éxon 4 do gene da TBG gera uma mudancga do quadro de leitura, resultando
em 42 aminoacidos incorretos, com a por¢ao C-terminal 21 residuos mais curta. Tal mutagéo
nao foi encontrada no conjunto-teste de cem individuos.

Em outra familia foi encontrada a mutacao S61C, causada por uma mudanca de base
(4560C>G), associada ao polimorfismo L283F, que individualmente ndo causa falha detectavel
na proteina secretada®. A freqiiéncia do polimorfismo L283F é de 17% na populacéo brasileira.

Finalmente, a quarta familia apresentava a mutacao Q223X, causada pela mudancga de
base 6095C>T, que gera um cédon de parada. Essa mutacdo ja havia sido descrita em

Portugal®.
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No presente trabalho, modelos tridimensionais da TBG selvagem e dos supracitados
mutantes foram gerados através da técnica de modelagem por homologia, como descrito na
secao 3.1, com o objetivo de discutir as causas da inviabilidade das proteinas mutantes, que de
acordo com os testes efetuados ndo sdo detectaveis no soro, provavelmente devido a falha na

secrecao.

4.1.2 Modelo da proteina selvagem

O modelo da TBG em sua forma selvagem se apresenta em um enovelamento o/, como
esperado para as estruturas conhecidas de serpinas. Dois estudos a respeito da relagéo entre
estruturas secundarias da TBG foram conduzidos utilizando a técnica de dicroismo circular (CD,
do inglés circular dichroism). De acordo com Gershengorn et al., aproximadamente metade dos
residuos da TBG estéo divididos em fitas-B e hélices-a. Segundo Raouf et al.°, a TBG possui
24% de residuos em fitas-B, e a mesma quantidade em hélices-a. No modelo gerado com a
serpina al-anti-tripsina, 27% dos 395 residuos encontram-se em hélices-a e 31% em fitas- B. O

modelo e seu mapa de Ramachandran estdo mostrados na figura 4.1.1.

Psi (degrees)

b Phi (degrees)
Figura 4.1.1: Modelo da TBG selvagem e seu mapa de Ramachandran. No modelo, a esquerda, sédo
mostradas em azul as regioes com baixo escore de ambiente quimico de acordo com o programa
Verify3D. No mapa de Ramachandran, a direita, estd assinalado o residuo LYS243, que se
encontra fora das regides favoraveis do mapa.
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No mapa de Ramachandran, um unico residuo aparece fora das regides favoraveis.
Trata-se da lisina 243, cujo residuo correspondente na anti-tripsina € uma glicina. A substituicdo
de um residuo sem cadeia lateral por outro de tamanho consideravel provavelmente implicara
em uma mudancga local nos angulos @ e y, que o programa de modelagem pode néao ter
construido com sucesso.

Embora o programa Whatcheck ndo tenha fornecido informacdes de interesse para a
discusséao do modelo, servindo apenas como ferramenta de validagao, o oposto ocorreu quando
da avaliagdo do modelo pelo programa Verify3D. O modelo da TBG selvagem apresenta duas
sequéncias de residuos com baixos escores, 0 que encoraja uma inspecao dessas duas
regides. Ao analisar a saida do mesmo programa para a proteina molde, verifica-se que esta
também possui uma seqiéncia de baixos escores, que coincide com uma das regides
ocorrentes no modelo. Trata-se do RSL, /oop reativo caracteristico das serpinas que, devido ao
seu préprio mecanismo de acao, tende a ser instavel quando exposto ao solvente, caso da
conformacgéao da anti-tripsina na estrutura utilizada.

Ja a segunda regido, quando analisada através de um programa grafico (ver Figura
4.1.1), revela-se localizada na regiao de encontro das trés folhas-3 da proteina, onde, supde-se,
est4 o sitio de ligagdo de horménio tireoidiano®. Tais resultados sdo compativeis com a idéia de
que a TBG assemelha-se a uma serpina metaestavel passivel de mudanca de conformacao
quando da ligacdo do horménio’. A comparacéo das saidas do programa Verify3D para a anti-

tripsina em seu estado nativo e para o0 modelo da TBG sao mostrados na figura 4.1.2.
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Figura 4.1.2: Grafico da variacao residuo a residuo do escore calculado pelo programa Verify3D
para a proteina molde al-antitripsina (esquerda) e para o modelo da TBG (direita).

4.1.3 Modelagem dos mutantes

O modelo do mutante K332Xfs, juntamente com seu mapa de Ramachandran esta

mostrado na figura 4.1.3.

Psi (degrees)

= Phi (degrees)

Figura 4.1.3: Modelo do mutante K332Xfs (esquerda) e seu mapa de Ramachandran (direita). A
sequéncia marcada em cinza corresponde aquela cujos residuos foram trocados devido a
mudanca do quadro de leitura a partir do residuo 332 (em azul).

E pouco provavel que o mutante consiga se enovelar como mostrado no modelo, visto
que uma grande quantidade de residuos que deveriam formar fitas-f (mostradas em cinza) esta
trocada devido a natureza da mutacdo (mudanga do quadro de leitura). Isso se reflete na

analise dos escores gerados pelo programa Verify3D, mostrados na figura 4.1.4.
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Figura 4.1.4: Grafico da variacao residuo a residuo do escore calculado pelo programa Verify3D
para o modelo do mutante K332Xfs.

Fingerhut et al® verificaram que mutacdes por mudanca de quadro de leitura
invariavelmente devem levar a TBG-CD, visto que a regidao C-terminal da proteina é parte de
seu nucleo e portanto mesmo pequenas delecbes afetariam o enovelamento da proteina,
causando sua degradacao no reticulo endoplasmatico.

No caso do mutante Q223X, a inviabilidade da proteina resultante é evidente. A figura

abaixo mostra seu modelo e mapa de Ramachandran.

Psi (degrees)

— Phi (degrees)
Figura 4.1.5: Modelo do mutante Q223X (esquerda) e seu mapa de Ramachandran (direita).

No caso desse mutante, o enovelamento da proteina torna-se impraticavel, dada a falta

da maior parte dos residuos que formam suas folhas-p.
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O levantamento de hipéteses para a inviabilidade do mutante S61C, porém, ndo é tao

direto como nos casos anteriores. O modelo de tal mutante e seu mapa de Ramachandran

podem ser vistos na figura abaixo.

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Figura 4.1.6: Modelo do mutante S61C (esquerda) e seu mapa de Ramachandran (direita). Na figura
do modelo, os residuos marcados em azul correspondem a mutacao S61C (esquerda) e ao

polimorfismo L283F (direita).
As duas substituicbes sao distantes em estrutura primaria e terciaria, e no caso da troca
S61C o tamanho das cadeias laterais dos residuos € comparavel. Também ndo ha mudanca

aparente no escore de empacotamento, como visto no grafico para os escores gerados pelo

programa Verify3D, mostrado abaixo.
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Figura 4.1.7: Escores residuo a residuo para o mutante S61C.

64



Ha registro de um mutante da TBG onde a inviabilidade da proteina € atribuida a criacao
de um novo sitio de N-glicosilacdo, que de fato é glicosilado gerando uma proteina aberrante®.
Por esse motivo, investigou-se a existéncia de uma possivel interferéncia da mutagao nos sitios
de glicosilagcdo e a possivel geracdo de um novo sitio de glicosilacdo na proteina, o que
também n&o se confirmou.

A andlise do modelo na regido da mutagédo revela, porém, uma possivel causa para a
inviabilidade da proteina. A cisteina 61, adveniente da mutagéo, deve ter proximidade fisica

com pelo menos dois outros residuos de cisteina, como mostrado na figura 4.1.8.

Figura 4.1.8: Detalhe da regiao do modelo onde ocorre a mutacao S61C.

Desta forma, uma possivel explicacdo para a impossibilidade da deteccdo deste mutante
no soro seria a possibilidade de formacao errdbnea de pontes dissulfeto nessa regiao, resultando

em enovelamento incorreto e, por conseguinte, falha na secrecao da proteina.
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4.2 A seletividade do tiromimético GC-1

4.2.1 Ligacao do composto a proteina

A molécula de GC-1 liga-se ao sitio pela combinacao de interagbes hidrofobicas e duas
regides envolvendo pontes de hidrogénio, como descrito na se¢do 1.3.5. Sobrepondo as duas
estruturas, é possivel inferir a respeito das regides da proteina e do ligante envolvidas na

seletividade. A figura 4.2.1 mostra as duas estruturas sobrepostas no sitio de ligacao.

HI1S381/235  MET256/110

~ ARG262/116

)|

LEU292/146 4

PHE215/69 x

Y ALA225/79
% SER277/ASN131
PHE218/72 <V ILE221/75

Figura 4.2.1: Sobreposicao dos sitios ativos para o hTRa (magenta) e hTRB (verde).

Nao sao observadas diferencas consideraveis na regiao préxima ao grupo fenol — exceto
pelos residuos Met388/242 e Phe401/255, que apresentam algumas mudangas nos angulos
torsionais, as orientacées das cadeias laterais dos residuos é conservada. O mesmo ocorre na
regido central, onde apenas a metionina 259/113 e a isoleucina 222//76 apresentam mudancas
perceptiveis de orientagdo. Na terceira regido, porém, ha diferencas evidentes para as duas

estruturas. No hTRp, uma arginina da hélice 3 e duas da hélice 6 estdo orientadas na diregao
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do grupo carboxil do ligante, e as interagdes envolvendo tais residuos de arginina e o grupo
acido do GC-1 sao mediados por moléculas de agua.

No hTRa, o esquema de ligacdes apresenta diferengas consideraveis. Em primeiro lugar,
0 oxigénio éter da molécula do GC-1 forma uma ponte de hidrogénio com o residuo Ser277,
que existe apenas no hTRa. Ha também uma ponte de hidrogénio entre a carbonila da cadeia
principal do residuo 1le221 e a hidroxila da Ser277, interagdo que nao poderia acontecer no
hTRB, que tem uma asparagina na posi¢ao equivalente. Essas interagdes deslocam o residuo
Ser277 de 1.64A quando comparado ao hTRa ligado ao Ts. Tal deslocamento, e também o
tamanho reduzido da serina quando comparada a asparagina, prové espaco para uma
conformagé@o alternativa da arginina 228 orientada na direcao da serina 277, e portanto
distanciando-se do grupo carboxil do GC-1. Nas figuras abaixo sdo mostradas as diferencas de

ligagédo para as duas isoformas.

Figura 4.2.2: Esquema de ligacdo do GC-1 para o hTRa (magenta) na conformacao produtiva,
sobreposto a estrutura do hTRp (verde).
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Figura 4.2.3: Esquema de ligacdao do GC-1 para o hTRa (magenta) na conformacao nao-produtiva,
sobreposto a estrutura do hTRp (verde).

Na primeira figura, a primeira configuracdo de proteina e ligante para o hTRa é
sobreposta ao hTRp. A Unica diferenga relevante s@o as interagdes entre o ligante e o residuo
Ser277 e entre este residuo e o lle221, mostradas em tracejado. As interac6es com os residuos
de arginina sdo mediadas por moléculas de aguas, que tem posi¢cdes bem conservadas nas
duas isoformas e, na figura, sdo mostradas para a isoforma a. Pode ser vista nessa
conformagé@o uma molécula de agua com ocupancia 0.5 fora do sitio ativo. Na segunda figura, é
mostrada a conformagéao alternativa em que se apresentam a proteina e o ligante na estrutura
do hTRa, novamente sobrepostos a isoforma B. Um residuo de arginina (Arg228) desloca-se
para longe do ligante fazendo uma nova interagdo (novamente mostrada em tracejado) com a
proteina no residuo Ser277. Por conseqliéncia, o ligante também apresenta mudanca de
conformagao no grupo carboxil para o hTRa e a molécula de agua que se encontrava fora do

sitio desloca-se para dentro do mesmo, mediando a ligagdo entre ligante e proteina.
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Figura 4.2.5: Interac6es entre o hTRa e o ligante GC-1 na conformacao nao-produtiva.
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A existéncia, para o hTRa, de um modo de ligacao alternativo de carater nao produtivo,

explica a diferenga de afinidade entre o composto para as duas isoformas.

4.2.2 Comparacao com outros tiromiméticos p-seletivos

A ligagdo de um tiromimético sem o oxigénio éter citado as duas isoformas do hTR foi
descrita recentemente’. Como esperado, ndo se mantém o esquema geral de ligacdo descrito
para o GC-1. Ao contrario deste, para o qual ha dois modos de ligagdo claramente diferentes
para as duas isoformas, as estruturas do hTRa e do hTRpB ligados ao [4-(4-hydroxy-3-
isopropylphenoxy)-3,5-dimethylphenyljacetic acid mostram pouquissimas diferencas visiveis. A
ponte de hidrogénio envolvendo o residuo variante (Ser277 no hTRa e Asn331 no hTRB) e o
ligante estd presente nas duas estruturas, mas conectando o NH da cadeia principal e o grupo
carboxil do ligante. Além disso, uma ponte de hidrogénio conectando os citados residuos e uma
arginina direcionada ao grupo carboxil do ligante também esta presente nas duas isoformas.
Para este ligante, apenas o deslocamento da arginina causada pelo tamanho maior da
asparagina quando comparada a serina pode ser considerada a causa principal da seletividade
do ligante.

Em artigo publicado por Yoshihara et al?, sdo mostrados resultados referentes a uma
série de tiromiméticos, incluindo o GC-1. A tabela abaixo compara a taxa de seletividade entre

0s compostos e a presencga do oxigénio carboxilico.

Composto Seletividade Oxigénio éter
GC-1 10+£2 Presente
Ether-bridged GC-1 10+£2 Presente
Propionic acid GC-1 4.5+0.6 Ausente
Methylene—-bridged GC-1 2.3x0.3 Ausente
DIMIT 2.0%£0.3 Ausente

Tabela 4.2.1: Comparacao entre tiromiméticos seletivos e a presenca do oxigénio éter.

Observa-se que os compostos com maiores seletividades foram aqueles com o atomo de
oxigénio na posicao descrita para o GC-1, o que leva a especular-se ser ele de grande
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importancia para o desenvolvimento de compostos B-seletivos para o receptor do hormdnio

tireoidiano.
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5. Conclusoes
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5 Conclusoes

Aspectos estruturais da globulina de ligacao a tiroxina (TBG) foram analisados através da
técnica computacional de modelagem por homologia. Foram construidos modelos para a
proteina em sua forma selvagem e para trés mutantes encontrados em familias brasileiras que
apresentavam casos de deficiéncia completa da TBG (TBG-CD). A analise do modelo da
proteina em sua forma selvagem apresentou novos indicios da localizacdo de seu sitio de
ligacao entre as trés folhas-f e da possibilidade de mudanga conformacional caracteristica das
serpinas inibitérias. Para os mutantes, foram verificados os aspectos estruturais relacionados a
inviabilidade de tais proteinas, ndo detectaveis no soro dos pacientes que apresentam a
mutacdo. Para dois dos mutantes (K332Xfs e Q223X) é evidente a impossibilidade de
enovelamento correto, enquanto para o terceiro (S61C associado ao polimorfismo L283F)
pbde-se apenas conjeturar a respeito de sua inviabilidade relacionando-a a uma possivel
interagao indesejavel entre a cisteina adveniente da mutagdo com uma dentre outras préximas
fisicamente, gerando falha no correto enovelamento da proteina.

O conjunto de dados coletado para o cristal de hTRp ligado ao tiromimético GC-1 foi
reprocessado, teve suas fases geradas pelo método da substituicdo molecular, e em seguida o
modelo refinado. A comparacao dessa estrutura cristalografica com aquela obtida para o hTRa
ligado ao GC-1 permitiu estudar a propriedade 3-seletiva de tal composto. Foi possivel verificar
que o esquema de ligagdo entre proteina e ligante tem diferengas consideraveis entre as duas
isoformas, sendo a ligagdo entre GC-1 e hTRa caracterizada pela existéncia de duas
conformagdes para o ligante e para o residuo Arg228, envolvido na fixagdo do tiromimético no
sitio ativo. Uma das conformagdes é bastante semelhante a ligagcdo do composto a isoforma 3,
enquanto a outra é claramente nao produtiva, explicando a diferenga em afinidade do composto

para as duas isoformas.
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O mecanismo de B-seletividade do GC-1 aparenta estar fortemente relacionado a
existéncia de um oxigénio éter, inexistente nos hormonios tireoidianos T; e T,. Tal fato, aliado a
outros dados publicados a respeito de tiromiméticos com e sem tal atomo sugere ser essa
modificagcdo um interessante caminho a ser explorado no planejamento racional de ligantes

para o receptor tireoidiano.
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