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Da esq. para a dir.,
Ricardo Aparicio, Leandro
Martinez e Munir Skaf,
coordenador da pesquisa:
investigacoes tiveram
inicio em 2002
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Estudo abre frente para producao
de hormonios tireoidianos sinteticos

Novos
ligantes
poderiam

ser usados

no controle

da obesidade
e do colesterol

JEVERSON BARBIERI

jeverson@unicamp.br

m trabalho de mode-

lagem computacional

por dinamica molecular,

conduzido no Instituto

de Quimica (I1Q) da Uni-

camp pelo pos-doutorando Leandro
Martinez, desvendou o motivo pelo
qual o Triac, um hormonio da tireéide,
liga-se preferencialmente a uma prote-
ina presente no figado, que esta asso-
ciada ao controle do metabolismo de
gorduras e colesterol. O estudo explica,
de modo inovador e inusitado, o meca-
nismo de seletividade de um hormonio
por diferentes variedades de proteinas
que se ligam a ele no organismo. Co-
ordenada no 1Q pelo professor Munir
Skaf, a pesquisa abre uma importante
frente de estudos para a compreensdo
das bases moleculares de seletividade
de hormdnios em receptores nuclea-
res ¢ para o desenvolvimento de no-
vos ligantes (hormonios tireoidianos
sintéticos), objetivando aplicacdes
farmacéuticas, entre as quais a do
controle do colesterol e da obesidade.
As pesquisas tiveram inicio em
2002, quando Martinez ainda fazia
sua iniciacdo cientifica no Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),
sob a orientagdo do professor Poli-
karpov, especialista em cristalografia
de proteinas. Martinez percebeu que
seria interessante estudar as proteinas
de interesse do grupo, os receptores de
hormonios, utilizando técnicas com-
putacionais, chamadas de simulagdo
por dinamica molecular. Esta técnica
estuda os movimentos de cada dtomo
das proteinas e dos hormonios e tem a
capacidade de mostrar detalhes dessa
dinamica, importantes para a fungdo. O
mestrado e o doutorado também foram
direcionados no sentido de alavancar
ainda mais as pesquisas utilizando
essas técnicas. No pos-doutorado,

Martinez optou por pesquisar duas va-
riedades destas proteinas: os receptores
alfa e a beta do hormonio tireoidiano —
que possuem pequenas diferencas, mas
fungdes distintas no organismo.

A proteina alfa ¢ abundante nos
tecidos cardiacos e estd envolvida na
regulagdo da frequéncia cardiaca. A
proteina beta é encontrada em maior
abundancia no figado e estd associada
ao metabolismo de gorduras e coleste-
rol. Martinez explicou que o interesse
da industria farmacéutica ¢ conseguir
desenvolver um ligante capaz de ativar
com mais intensidade a variedade beta
—um ligante beta-seletivo —, uma vez
que com sua utilizagdo seria possivel
emagrecer ¢ baixar o colesterol, por
exemplo, sem causar danos ao coragiao
decorrentes da administracdo de hor-
monios tireoidianos naturais.

Ja existe um ligante natural pouco
abundante, chamado Triac, utilizado
farmaceuticamente por ter menos
efeitos colaterais que o hormoénio ti-
reoidiano principal. E esse foi o ponto
de partida para a pesquisa, que buscou
entender como o ligante natural se
associava as proteinas alfa e beta. Os
estudos funcionais mostravam que o
Triac era ligeiramente beta-seletivo,
mas estruturas cristalograficas obti-
das pelo professor Ricardo Aparicio,
também do 1Q da Unicamp, durante
pos-doutorado no grupo do professor
Polikarpov, mostravam que o ligante
natural se associava mais fortemente a
proteina alfa e, dessa maneira, criou-se
um paradoxo.

Para explicar melhor, Martinez re-
correu a uma analogia utilizando, como
exemplos, a chave e a fechadura. Em
geral, disse ele, quando existe uma mo-
lécula que se liga melhor a uma proteina
do que a outra, a determinag@o da estru-
tura cristalografica resolve o problema.
Basta olhar para a estrutura proteica e os
seus contatos com a molécula. “Se vocé
tem uma chave que abre duas portas,
mas ela ¢ melhor para abrir uma delas,
em geral é porque cada buraquinho da
fechadura tem um dente correspondente
na chave. Portanto, a chave abre melhor
uma delas porque o encaixe ¢ perfeito.
Geralmente ¢ o que mostra uma estru-
tura cristalografica”, afirmou.

Aparicio detalhou que a cristalogra-
fia é uma técnica poderosa utilizada para
determinar a estrutura tridimensional
das moléculas, como se fosse uma ““fo-
tografia” que dé informacdes detalhadas
sobre as posi¢des dos atomos. Apesar
dessa informagdo ser muito valiosa,
ainda é uma visdo estatica, nao sendo

PNAS destaca pesquisa

Dada a relevancia da pesquisa,
o trabalho foi publicado na revista
norte-americana Proceedings of
the National Academy of Sciences
(PNAS), um dos principais perio-
dicos de divulgacdo cientifica. O
objetivo, de acordo com os auto-
res, € atingir um publico maior. O
fenomeno ¢ novo para essa area
especifica, garante Skaf, mas o que
esta por tras dessa causa entropica
¢ muito comum e abundante. Os
pesquisadores consideram que o
aspecto mais inovador do traba-
lho ¢ de interesse geral porque se
consegue mostrar no caso de uma
proteina especifica um fendmeno
que “sugere toda uma nova maneira
de pensar o desenvolvimento de
novas moléculas, ndo so para essa
proteina em particular, e uma nova
maneira de olhar para a estrutura
cristalografica. Portanto, sugere
também uma nova maneira de
pensar o desenvolvimento de novos
farmacos a partir de uma estrutura
cristalografica”.

possivel saber, de fato, o que pode acon-
tecer em solugdo. “Quando olhavamos
para a “fotografia” da estrutura do Triac
ligado ao receptor, era possivel enxergar
que ele estava mais bem ancorado no
sitio ativo da isoforma alfa. No entanto,
em solu¢do, por outras técnicas, era
possivel observar a preferéncia do Triac
pela isoforma beta”, disse.

Martinez disse que no trabalho
computacional, outros componen-
tes de um sistema real puderam ser
acrescidos. Foi colocada agua em
volta dessa estrutura para ver como o
solvente interagia com a proteina. A
partir desse momento eles deixaram
de olhar uma imagem estatica e con-
seguiram ver um filme, observando
como a agua interage com a proteina
e de como o ligante se movimenta.
“Foi dessa maneira que consegui-
mos resolver o paradoxo”, afirmou.

Usando esse “filme” da proteina
e hormonio em movimento, calculos
quantitativos de todas as interagdes do
horménio puderam ser feitos. “Con-
seguimos fazer calculos que outras
técnicas ndo permitem”, assegurou
Martinez. Ele calculou, por exemplo,
qual a forca da interacdo do ligante
com as proteinas alfa e beta. A partir
da trajetoria da simulag@o de dinami-

ca molecular, o resultado concordava
com a estrutura cristalografica, de que
a maior forga estava na ligagdo com
a proteina alfa. “O paradoxo prosse-
guia”, admitiu.

Novo calculo

Ele partiu, entdo, para um novo cal-
culo desse ligante com todo o ambiente
(proteina, agua, ions) nas isoformas
alfa e beta. Na presenca de todos os
componentes, a diferenca de interagao
desaparecia, atenuando a contradigdo
observada na estrutura cristalografica.
A inclusdo da agua no calculo fazia a
diferenca desaparecer. Portanto, a 4gua
que estava em volta da proteina tinha
um papel compensador dessa diferenca
de interacdo paradoxal que aparecia na
estrutura cristalografica. “Foi possivel
observar nesse filme detalhes das inte-
ragdes e a estrutura alfa tinha o ligante
fortemente associado a proteina. Ja na
estrutura beta, o ligante ndo estava tdo
fortemente associado a proteina, mas
dentro desse sitio de ligagdo entrava
agua, que interagia com o ligante 1a
dentro”, atestou o pos-doutorando.

Voltando a analogia, Skaf esclare-
ceu que a fechadura da isoforma beta
era um pouco maior e estava repleta de
lubrificante. Portanto, a eficiéncia des-
sa chave nessa fechadura ¢ maior por
conta do solvente. Em contrapartida, a
fechadura da isoforma alfa, que possuia
um encaixe perfeito, ndo tinha lubri-
ficante, e isso foi determinante. “Em
termos um pouco mais precisos, a afini-
dade da proteina do ligante ¢ uma me-
dida da energia livre e tem duas compo-
nentes: uma entalpica (das interagdes)
e outra entropica (dos movimentos).
A interagdo com a estrutura beta ¢
mais favoravel devido a maior mobi-
lidade do ligante dentro da proteina”,
explicou o coordenador da pesquisa.

Aparicio ressaltou ainda que quan-
do se determina a estrutura de uma
proteina por cristalografia, tudo o que
estiver conectado nessa proteina dentro
do cristal pode aparecer ligado a ela,
em particular, 4gua. “E muito comum
aparecerem moléculas de dgua em
estruturas cristalograficas porque nor-
malmente as proteinas sdo cristalizadas
em meio aquoso. E, ndo raro, a dgua
desempenha um papel importante no
mecanismo de acdo de enzimas, por
exemplo. Ainda assim, numa primei-
ra analise, muitas vezes damos mais
atencdo as ligacdes entre os atomos
da proteina e os atomos do ligante.
Ademais, nem sempre todas as aguas
sdo vistas por cristalografia”, observou

o professor do IQ, que ressaltou que
apenas olhando para as “fotografias”,
jamais teria sido possivel solucionar
o paradoxo. Para ele, era necessario
fazer o filme.

Martinez comentou que, apds a
simulagcdo computacional, eles volta-
ram para a estrutura cristalografica e
notaram que ela ja sugeria a explicag@o
final, porque a cavidade de ligacdo
da estrutura beta era maior e poderia
permitir a entrada de agua. Skaf res-
saltou a importancia do trabalho do
pos-doutorando dizendo que ele ainda
descobriu a razdo molecular desta di-
ferenga. Trata-se de um determinado
aminoacido que tinha cadeias laterais
de tamanhos diferentes. Isso sugeriu
um experimento bastante interessante:
a troca desse aminoacido da cavidade
da variedade beta para a alfa deveria re-
verter a seletividade do ligante. A hipo-
tese foi confirmada experimentalmente.

Essa ¢ uma técnica chamada de mu-
tagénese sitio-dirigida. Nao é um ex-
perimento computacional. De acordo
com Aparicio, alteragcdes de DNA feitas
in vitro permitiram estudar as proteinas
mutantes sugeridas por Leandro. “A hi-
potese foi confirmada, e nossas hipote-
ses so tém valor se forem comprovadas
experimentalmente. E é essa nossa fun-
¢do, explicar o mundo real. E nds temos
uma ferramenta poderosa para explicar
esses fenomenos”, garantiu Skaf.

Este trabalho, realizado em parceria
com o Instituto de Fisica da USP de Sao
Carlos, com a Faculdade de Ciéncias
da Satde da Universidade de Brasilia
(UnB) e com o Methodist Hospital de
Houston, no Texas (EUA), é parte inte-
grante do Projeto Tematico “Biofisica
estrutural dos receptores e proteinas
relacionadas”, financiado pela Funda-
¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de
Séo Paulo (Fapesp) e coordenado pelo
professor Igor Polikarpov, da USP/Sao
Carlos, e teve como pivo dos trabalhos
experimentais o ex-aluno de doutora-
do de Polikarpov e atual professor da
UFABC Alessandro Nascimento.
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