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PREFACIO

Porqué Estrutura?

Imagina que és um cientista que investiga os segredos
dos sistemas vivos, ndo com um bisturi ou microscopio,
mas de um modo mais profundo — ao nivel das molécu-
las, as unidades estruturais da vida. Vais dirigir a tua
atencdo a estrutura detalhada e tridimensional das molé-
culas biolégicas. Vais criar modelos intrincados dessas
moléculas, recorrendo a sofisticada computagéo gréfica.
Poderas ser a primeira pessoa a observar a forma de uma
molécula envolvida em estados
de salde ou de doenca. Seras
entdo parte do crescente mundo
da Biologia Estrutural.

As proteinas sdo as moléculas
cujas formas mais atormentam os
bidlogos, uma vez que estas sdo as moléculas que
fazem a maior parte do trabalho no corpo.

Tal como muitos objetos do nosso dia-a-dia, as pro-
teinas tém a forma ideal para conseguirem fazer o seu

trabalho. A forma ou estrutura de uma proteina da pistas

(0274013 OovoOs

4 As proteinas, tal como muitos obje-
tos do nosso dia-a-dia, tém a forma
adequada para desempenhar a sua
funcéo. O longo brago de uma chave
de fendas permite apertar parafusos
em orificios ou forgar a abertura de
uma tampa. As depressées numa
embalagem para ovos foram dese-
nhadas para transportar 0s ovos sem
gue se partam. O grande bordo do

sobre o seu papel no corpo. Pode também ser a
chave para o desenvolvimento de novos medica-
mentos, materiais ou métodos de diagndstico.

No Capitulo 1, vais aprender mais sobre estas
“estruturas da vida” e o seu papel na estrutura e
funcéo de todos os seres vivos. Nos Capitulos 2 e 3,
vais aprender sobre as ferramentas — cristalografia

de raios-X e espetroscopia de ressonancia magnéti-

Para além nos darem a conhecer mais sobre 0 n0sso
corpo, estas “estruturas da vida” podem conter a
chave para o desenvolvimento de novos medicamentos,
materiais e métodos de diagndstico.

ca nuclear — que os bidlogos estruturais usam para
estudar as formas detalhadas das proteinas e outras

moléculas bioldgicas.

funil e o seu estreito tubo permitem
a transferéncia de liquidos para re-
cipientes com pequenas aberturas.
A forma de uma proteina — embora
muito mais complicada que a forma
de um objeto comum — da-nos pis-
tas acerca do seu papel no nosso
corpo.



No Capitulo 4, explica-se como é que a forma das
proteinas pode ajudar no design de novos medica-
mentos — neste caso, medicamentos para tratar SIDA
e a artrite. Finalmente, no Capitulo 5, serdo forneci-
dos mais exemplos de como a Biologia Estrutural nos
permite aprender mais acerca de todos 0s processos
vitais, incluindo os do ser humano.

Muita da investigacéo descrita nesta publicagdo
foi financiada pelo Governo dos Estados Unidos da
América, especificamente aqueles projetos que rece-
beram financiamento do National Institute of
General Medical Sciences (NIGMS).
O NIGMS é uma das principais enti-
dades a financiar estudos de Biologia
Estrutural, a nivel mundial.

O NIGMS é também um instituto
Unico entre os que compdem 0s
National Institutes of Health (NIH), ja
que o seu objetivo principal é apoiar a
investigacdo basica em biomedicina, que pode
parecer ndo estar associada a uma doenca ou parte do
corpo especificas. No entanto, estes estudos aumen-

tam a nossa compreensdo sobre os processos vitais

4. A Biologia Estrutural requer a co-
operacao de muitos cientistas de
lecular — e as doengas que resultam do mau funciona- diferentes areas, incluindo bioqui-
micos, biélogos moleculares, cris-
talégrafos de raios-X e espetros-
Os avangos ao nivel da investigagéo basica levam copistas de RMN. Embora estes
investigadores usem diferentes

fundamentais — o que se passa ao nivel celular e mo-

mento desses mesmos processos.

por vezes a importantes aplicagGes praticas, incluin-
do novas ferramentas e técnicas de pesquisa e novas
aproximagdes ao diagnostico, tratamento e preven-

¢ao de doencas.

Alisa Zapp Machalek
Comunicadora de Ciéncia e Editora, NIGMS

Julho de 2007

técnicas e se foquem em diferentes
moléculas, estdo unidos pelo dese-
jo de perceber melhor a Biologia
através do estudo da estrutura de-
talhada das moléculas bioldgicas.
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CAPITULO 1

As Proteinas Sao as Moléculas Trabalhadoras do Corpo

Provavelmente ja ouviste dizer que as proteinas s&o
nutrientes importantes que ajudam a construir 0s nos-
sos musculos. Mas elas sdo muito mais do que isso.
As proteinas sdo moléculas trabalhadoras que séo ne-
cessarias para praticamente todas as atividades do

nosso corpo. Circulam no sangue, penetram nos teci-

dos e crescem em longos fios a partir da nossa
cabeca. As proteinas sdo também os componen-
tes chave dos materiais bioldgicos, desde a seda
até as hastes dos veados.

As proteinas sdo moléculas trabalhadoras necessarias
para praticamente todas as atividades do nosso corpo.

A proteina chamada alfa-
-queratina forma o cabelo e as
unhas e é também um dos
componentes principais das
penas, 14, garras, escamas,
COrnos e cascos.

A hemoglobina é uma proteina
gue transporta o oxigénio no

sangue a todas as partes do
Nosso Ccorpo.

Séao as proteinas dos musculos,
designadas por actina e miosina,
que permitem todo o movimento
muscular — desde o piscar dos
olhos até a respiragéo ou corrida.

Os recetores proteicos loca-
lizam-se no exterior das célu-
las e transmitem sinais a ou-
tras proteinas no interior das
mesmas.

Os anticorpos séo protei-
nas que ajudam na defesa
do corpo contra invasores
estranhos, como bactérias
e virus.

As proteinas dos canais i6nicos con-
trolam os sinais cerebrais ao permi-

tirem que pequenas moléculas en-
trem e saiam das células nervosas.

As enzimas da saliva, estbmago
e intestino delgado séo proteinas
que ajudam a digerir os alimen-

tos.

Grandes aglomerados de proteinas
formam magquinarias moleculares que
executam o "trabalho pesado” das cé-
lulas, nomeadamente a cépia de ge-
nes durante a divisdo celular e a sin-
ese de novas proteina

4 As proteinas desempenham varias fungdes diferentes no nosso corpo. Pelo estudo
das estruturas proteicas, percebemos melhor como é que elas normalmente funcio-
nam e como é que algumas proteinas com formas anormais podem causar doengas.
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As proteinas séao feitas de pequenas Estas cadeias de aminoacidos n&o se mantém lineares e

unidades estruturais ordenadas. Elas enrolam e deformam-se, dobrando-se so-

As proteinas assemelham-se a longos “colares” com bre si mesmas (folding), ficando as saliéncias de uns ami-

contas de diferentes formas. Cada “conta” ¢ uma pe-  nogcidos encaixadas nos entalhes de outros.

quena molécula designada por aminoacido. Existem Este processo completa-se imediatamente ap6s o fabrico

20 aminoacidos padrdo, cada um com a sua forma, das proteinas. A maioria das proteinas dobra-se em menos

tamanho e propriedades especificas. de um segundo, embora as maiores e mais complexas pos-
Tipicamente, as proteinas contém 50 a 2000 ami-  sam demorar varios segundos. A maioria das proteinas ne-

noacidos ligados pelas extremidades em muitas com-  cessita da ajuda de outras proteinas, designadas por chape-

binagBes. Cada proteina tem a sua propria sequéncia  roninas, para se dobrarem de forma eficiente.
de aminoé&cidos.

cocen a0 O guiafant SRECEa SCon Ve lng ey «figi.. .

4 As proteinas sdo sequéncias de amino-
acidos ligados pelas extremidades, tal ‘.
como contas de um colar. g

f . 4 Para se tornarem ativas, as

. proteinas devem-se enrolar e
dobrar até chegar a sua con-
formacéao final ou “nativa”.

4 E esta forma final que permite
gue a proteina desempenhe a
sua fungédo no corpo.
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Proteinas de Todos os Tamanhos e Feitios

Uma vez que as proteinas tém papéis diversos no corpo, as formas
e tamanhos que apresentam sdo também muito diversificados. O
estudo destas formas ensina-nos como é que as proteinas funcio-
nam no corpo e ajuda-nos a perceber as doencgas que sdo causadas
por proteinas anormais.

Para aprenderes mais sobre as proteinas aqui referidas e muitas
outras, visita a sec¢do “Molécula do Més” no sitio RCSB Protein

Data Bank (http://www.pdb.org — sitio em inglés).

Imagens da Molécula do Més por David S. Goodsell, The Scripps Research Institute

4 Os anticorpos sdo proteinas do sistema imunitario
que libertam o nosso corpo de material estranho,
incluindo bactérias e virus. Os dois bragos do anti-
corpo em forma de Y ligam-se a molécula estra-
nha. A parte restante do anticorpo (o “pé”) envia
sinais para recrutamento de outros elementos do
sistema imunitéario.

4. Algumas proteinas fixam-se em torno do material
genético, o DNA, e regulam a sua atividade. Algu-
mas destas proteinas tém a forma de uma argola,
permitindo-lhes formar um anel completo em volta
do DNA. Neste esquema esta ilustrada a polimerase
I, que se fixa em torno do DNA e se move ao longo
da cadeia a medida que copia o material genético.
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A Computacéo Grafica no Avanco da Investigacéo

4 As enzimas, que s&o proteinas que Ha algumas décadas, os cientistas que pretendiam estudar
facilitam reacdes quimicas, contém

DO Vezes uma reentrancia ou re- estruturas moleculares tridimensionais passavam dias, se-

cetaculo que permite fixar a molé- manas ou mais a construir modelos com varetas, bolas e
cula alvo. Na péagina ao lado, pode suportes de arame.

ver-se (no sentido dos ponteiros do Hoje, usam imagens geradas computacionalmente. Em se-
relogio, a partir do topo): a lucifera- d ientist d t i dle ai
se, que gera a luz amarelada dos gundos, os cientistas podem mostrar uma molécula de dife-
pirilampos; a amilase, que nos aju- rentes formas (como as trés representacdes desta protei-
da a digerir o amido; e a transcrip- na), manipula-la no ecré do computador, simular como po-

tase reversa, que permite ao VIH e
a outros virus relacionados escra-
vizar as células infetadas.

deré interagir com outras moléculas e estudar de que modo
os defeitos na sua estrutura poderdo causar doencgas.

Para experimentar um desses programas de computador,
vai a http://www.proteinexplorer.org ou a
http://www.pdb.org (sitios em inglés).

4. A representacdo em fita (ribbon
diagram) da destaque as regides
organizadas da proteina (vermelho e
azul claro).

4. O modelo molecular compacto ten-
ta mostrar os atomos como esferas
cujo tamanho esté correlacionado
com 0 espago que 0s 4tomos ocu-
pam. Os atomos de cor vermelha e
azul claro s@o os mesmos neste
modelo e na representacdo em fita.

4 O colagénio presente na cartila-
gem e tendBes deve a sua forga a
estrutura que apresenta, com trés
cadeias, entrelacadas como numa
corda.

4 A representacdo da superficie da
mesma proteina mostra a sua forma
global e as propriedades dessa mes-
ma superficie. A coloracéo vermelha
e azul indica a carga elétrica dos ato-
mos na superficie da proteina.
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Gloébulos Vermelhos

Por vezes, um erro num s6 aminoacido pode causar
uma doenga. A anemia falciforme, que afeta frequen-
temente as pessoas de descendéncia africana, é cau-
sada por um Unico erro no gene da hemoglobina, a
proteina transportadora do oxigénio nos glébulos
vermelhos.

Este erro, ou mutacdo, resulta num aminoéacido
incorreto numa posic¢do da molécula. As moléculas
de hemoglobina com o aminoacido errado aderem
umas as outras e distorcem a forma dos glébulos ver-
melhos, que ficam a parecer foices (normalmente sdo
lisos e cdncavos), dai a designagdo de falciforme.

=

Glébulos Vermelhos
Falciformes

O sintoma mais comum da doenga séo dores im-
previsiveis em qualquer 6rgdo ou articulagéo do cor-
po, provocadas pela aglomeracéo das células distor-
cidas, incapazes de passar pelos pequenos vasos san-
guineos. Estas obstrucfes impedem que o sangue
carregado de oxigénio chegue aos 0rgdos e tecidos.
A frequéncia, duragdo e severidade da dor varia mui-

to entre individuos.

Pequenos Erros nas Proteinas Podem Causar Doencas

A doenca afeta cerca de 1 em cada 500 norte-
-americanos de origem africana e 1 em cada 12 sdo
portadores, o que significa que, embora ndo sofram
da doenca, a podem passar aos seus filhos.

Outra doenga causada por um defeito num amino-
acido é a fibrose quistica. Esta doenca é muito co-
mum nos norte-americanos descendentes de norte-
-europeus, afetando 1 em cada 2500 nos Estados
Unidos da América (EUA). Um em cada 25 ou 30
individuos sdo portadores da doenca.

A doenca ocorre quando a proteina CFTR € enro-
lada de forma incorreta. Este erro no enrolamento é
geralmente causado pela delecdo de um Gnico ami-
noacido da CFTR. A fungdo da CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator — regulador da
condutancia transmembranar de fibrose quistica) é
permitir a passagem de ides cloreto (componente do
sal de mesa) através das membranas celulares.

Quando esta funcdo € alterada na fibrose quistica,
as glandulas produtoras de suor e muco sao as mais
afetadas. Um muco espesso e pegajoso acumula-se
nos pulmdes e nos 6rgdos digestivos, provocando
desnutricdo, atrasos no crescimento, infecGes respira-
torias frequentes e dificuldades em respirar. Os doen-
tes geralmente morrem de doenga pulmonar com cer-
ca de 35 anos de idade.



Partes de Algumas Proteinas
Enrolam-se numa Hélice

Quando as proteinas se enrolam, elas ndo formam
uma massa amorfa ao acaso. Frequentemente, pe-
quenas secgdes da proteina originam formas reco-
nheciveis. Quando a cadeia proteica se enrola em
espiral, essa seccdo é chamada de hélice alfa.
Quando forma uma tira plana, é uma folha beta.

As Proteinas S&o as Moléculas Trabalhadoras do Corpo | 7

Estas sec¢des organizadas da proteina aglo-
meram-se entre si — ou com outras sec¢des me-
nos organizadas — para formar a proteina final
enrolada. Algumas proteinas tém maioritaria-
mente hélices alfa (a vermelho nas representa-
¢Oes abaixo). Outras contém maioritariamente
folhas beta (a azul claro) ou uma mistura de hé-

lices alfa e folhas beta.

Imagens cedidas pelo RCSB Protein Data Bank
(http://mww.pdb.org)
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Montanhismo e Modelacéo
Computacional

Muitos cientistas usam o0s computado-
res para tentar resolver o problema do
enrolamento das proteinas. David
Baker, montanhista e biélogo compu-
tacional na University of Washington,
é um exemplo. Ele desenvolve software
para prever a estrutura das proteinas —
e, para o fazer, aproveita o poder com-
putacional que fica por usar nas resi-
déncias universitarias. L& mais em
http://publications.nigms.nih.gov/
findings/sept05/business.html

(sitio em inglés).

O Problema do Enrolamento das Proteinas

Uma dada sequéncia de aminoacidos quase sempre se
enrola numa estrutura tridimensional caracteristica. Por
iSs0, 0s cientistas argumentam que as instrucdes para
esse enrolamento devem estar codificadas na prépria
sequéncia de aminoacidos. Os investigadores podem
facilmente determinar a sequéncia de aminoécidos de
uma proteina. Mas ha mais de 50 anos que tentam —
sem conseguir — decifrar o cddigo que governa o enro-
lamento.

Os cientistas chamam a isto o “mistério do enrola-
mento das proteinas” e este continua a ser um dos gran-
des desafios da biologia estrutural. Embora os investi-
gadores tenham proposto algumas das regras gerais e,
em alguns casos, possam fazer previsfes aproximadas
da forma da proteina, ndo podem prever a posicdo de
todos os atomos da molécula com rigor, tendo como
base apenas a sequéncia de aminoacidos.

Os incentivos médicos para decifrar o codigo de en-
rolamento sdo muitos. Pensa-se que varias doencas, in-
cluindo a de Alzheimer, a fibrose quistica ¢ a das “va-
cas loucas”, possam resultar de proteinas mal enrola-
das. Muitos cientistas acreditam que, se pudessem deci-
frar as estruturas das proteinas a partir das suas sequén-
cias, poderiam compreender melhor o modo de funcio-
namento das proteinas, para depois usar esse conheci-
mento na melhoria do tratamento destas doencas.



Proteinas Provocadoras

» Cada um de nos tem varias centenas de milhar de
proteinas diferentes no corpo.

» As teias de aranha e fibras de seda sdo feitas de fi-
broina, uma proteina forte e maleavel. A seda da
/i : aranha é mais forte do que um fio de aco
E ! =
}3 7 mais elastica e, portanto, os cien-

do mesmo diametro, mas é muito

tistas esperam poder usa-la para pro-

dutos téo diversos como coletes a prova de
bala e articulac@es artificiais. A dificuldade
reside na colheita da seda, uma vez que as ara-
nhas sdo0 muito menos cooperantes que 0s bichos-
-da-seda!

* A luz dos pirilampos (também chamados vagalu-
me) é possibilitada pela
proteina chamada lucife-
rase. Embora a maioria dos

predadores evitem estes

insetos amargos, algumas
rds comem tantos pirilampos
que também elas brilham!

« Os venenos mortais das cobras, escorpides e
peixes-baldo contém pequenas proteinas que atuam
como neurotoxinas. Alguns carac6is marinhos pa-
ralisam a sua presa (e, por vezes, humanos azara-
dos) com até 50 destas toxinas. Uma destas toxinas

foi transformada num medica-

mento chamado Prialt®, que é
usado no tratamento de dores

tdo fortes que ndo diminuem

nem com morfina.

As Proteinas S&o as Moléculas Trabalhadoras do Corpo | 9

Por vezes, 0s navios no noroeste

do Oceano Pacifico deixam um
rasto de uma misteriosa luz verde.
A luz é produzida por uma
proteina das medusas quando estas
sdo “atropeladas” pelos navios.
Dado que as pistas fazem o tra-
¢ado do curso dos navios dur-
ante a noite, esta proteina ver-
de fluorescente interessou a Marinha
Americana durante muitos anos. Muitos
bidlogos celulares também a usam para
marcar com fluorescéncia os componentes
celulares que estdo a estudar.

Se, para uma receita qualquer, precisares de
corno de rinoceronte, penas de ibis ou cer-
das de porco-espinho, tenta substitui-los pe-
lo teu préprio cabelo ou unhas. E tudo a
mesma matéria-prima:
alfa queratina, uma pro-
teina robusta, resistente
a agua, que € também o
principal componente da &, escamas, cas-
cos, conchas das tartarugas e da camada
exterior da tua pele.
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» Como parte da Protein
Structure Initiative, gru-
pos de investigagdo dos
EUA tém determinado
milhares de estruturas
moleculares, incluindo a
estrutura desta proteina
do organismo que causa
a tuberculose.

Imagem cedida pelo TB
Structural Genomics Consortium

Gendmica Estrutural: Do Gene a
Estrutura e Talvez a Funcéo
O valor potencial de decifrar o cédigo de enrolamen-
to das proteinas subiu em flecha ap6s o langamento,
na década de 1990, dos projetos de sequenciagao ge-
nomica. Estes projetos, ainda a decorrer, ddo aos ci-
entistas acesso direto a sequéncia genética completa
de centenas de organismos, incluindo os humanos.
A partir destas sequéncias genéticas, 0s cientistas
podem facilmente obter os aminoacidos correspon-
dentes usando o “codigo genético” (ver a pag. 12).
A disponibilidade de sequéncias gendmicas (e de
aminoacidos) completas tem aberto novas vias de in-
vestigacdo, tais como o estudo da estrutura de todas
as proteinas de um organismo ou a comparagédo de
proteinas que tém um papel bioldgico especifico em

muitas espécies diferentes.

O maior sonho dos bidlogos estruturais de todo o
mundo é determinarem diretamente, a partir das se-
quéncias genéticas, ndo sé a estrutura tridimensional,
nas também alguns aspetos da fungéo de todas as pro-
teinas.

Estdo a caminho: ja identificaram as sequéncias de
aminoacidos que codificam certas caracteristicas es-
truturais, como um cilindro “tran¢ado” a partir de fo-
Ihas beta.

Os investigadores também ja catalogaram caracte-
risticas que tém um papel bioldgico especifico. Por
exemplo, um aglomerado caracteristico de hélices al-
fa sugere fortemente que a proteina se liga ao DNA.

Mas ha ainda um longo caminho a percorrer para
determinarem com rigor a estrutura de uma proteina
com base apenas na sequéncia genética ou de amino-
acidos. Os cientistas reconhecem que, para chegar a
este objetivo de longo prazo, sera necessario um
grande esfor¢o de colaboracédo. E assim nasceu um
novo campo de estudo chamado Gendmica Estrutural.

Em 2000, o NIGMS lancou um projeto de Gend-
mica Estrutural chamado “Iniciativa da Estrutura Pro-
teica” (Protein Structure Initiative) ou PSI
(http://www.nigms.nih.gov/Initiatives/PSI). Este pro-
jeto de milhdes de dblares envolve centenas de cien-
tistas de todo o pais [EUA].

Os cientistas PSI estdo a usar um atalho cauteloso.
A sua estratégia baseia-se em dois factos.

Primeiro, as proteinas podem ser agrupadas em fa-
milias, com base na sua sequéncia de aminoacidos.
Os membros da mesma familia de proteinas tém fre-
guentemente caracteristicas estruturais semelhantes,
tal como os membros de uma familia humana podem

ter todos pernas longas ou magas do rosto salientes.



Segundo, programas de computador sofisticados
podem usar estruturas previamente decifradas como
guia para prever outras estruturas proteicas.

A equipa PSI espera que, ao decifrar alguns milha-
res de estruturas proteicas cuidadosamente seleciona-
das, seja possivel usar a modelagdo computacional
para prever as estruturas de centenas de milhar de
proteinas relacionadas.

Até ao momento, a equipa PSI decifrou um total
de mais de 2400 estruturas. Destas, mais de 1600 pa-
recem ndo estar relacionadas entre si, 0 que sugere
gue possam Vir a servir como guias para modelar as
estruturas de outras proteinas da sua familia.

Talvez ainda mais importante, os investigadores
PSI j& desenvolveram novas tecnologias que permi-
tem aumentar a velocidade e facilidade de determina-
¢do das estruturas moleculares. Muitas destas novas
tecnologias séo robots que automatizaram alguns pas-
sos do laborioso processo de determinagéo da estrutu-
ra. Gragas a estes robots, é possivel decifrar as estru-

» Membros da Protein Structure
Initiative determinaram a estru-
tura desta enzima de uma bac-
téria comum no solo.

Imagem cedida pelo New York Structural
GenomiX Consortium

As Proteinas S&o as Moléculas Trabalhadoras do Corpo | 11

turas mais rapido que nunca. Para além dos benefi-
cios para a equipa PSI, estas tecnologias também ace-
leraram a investigacdo noutros campos.

Os cientistas PSI (e bi6logos estruturais em todo o
mundo) enviam os seus resultados para a Base de Da-
dos de Proteinas (Protein Data Bank) em
http://www.pdb.org. Ai, a informacao fica livremente
disponivel para o avango da investigagdo por toda a
comunidade cientifica.

Para ver outras estruturas decifradas pela equipa
PSI, vai a http://publications.nigms.nih.gov/psi/
gallery/psi.htm.
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O C6digo Genético -
UUU fenilalanina
UUC fenilalanina

Para além do codigo de enrolamento das proteinas, UUA leucina

que permanece por decifrar, ha um outro cddigo, um UUG leucina

codigo genético, que os cientistas descobriram a CUU leucina
CUC leucina
CUA leucina
CUG leucina

meados da década de 1960. O codigo genético revela

0 modo como 0S organismos Vivos usam 0s genes

como manuais de instrugdes para fazer proteinas.
AUU isoleucina
AUC isoleucina
AUA isoleucina
AUG metionina

12 Letra do mRNA

GUU valina
GUC valina
GUA valina
GUG valina

Nucleétidos de DNA Gene

Transcricéo i b
4 O DNA (4cido desoxirribonucleico)

é composto por pequenas molé-

. Traducao it »

A - n do trans- 4 Os ribossomas (ver pag.
culas chamadas nucleétidos, que Os genes sdo trans (ver pag
critos em cadeias com- — 23) processam as pro-

séo designados de acordo com a A :
rinci algunidade ue contém: plementares de RNA teinas usando as ins-
princip q : Mensageiro . - trucdes do mRNA e o

adenina (A), timina (T), citosina o .

! cédigo genético para
(C) e guanina (G). . P

unir aminoéacidos na or-

dem correta. Trés nucle-
6tidos adjacentes de
mRNA (um tripleto) codi-
ficam um aminoacido.

3
> | C Q|lo|lC|> g
>

Nucle6tidos de RNA

[l [
Bla]s

A 1] G
C

-

(@2 K@) C ® ® > >

4. O RNA (acido ribonucleico) é
guimicamente muito semelhante A Os genes sdo
ao DNA, mas usa o uracilo (U) longas cadeias
onde o DNA usa a timina (T). de DNA.



Cédigo Genético
22 letra do mRNA

C A G
UCU serina UAU tirosina UGU cisteina
UCC serina UAC tirosina UGC cisteina
UCA serina UAA stop UGA stop
UCG serina UAG stop UGG triptofano
4 Esta tabela mostra todos os
i o . tripletos possiveis de mMRNA
CCU pl‘0|lna CAU hIStIdIna CGU arglnlna e 0s aminoécidos que eles
CCC prolina CAC histidina CGC arginina codificam. Note que a maioria
CCA prolina CAA glutamina CGA arginina do;_?mt“oac'dos pode ser
f : e codificado por mais que um tri-
CCG prolina CAG glutamina CGG arginina pleto de mRNA. As entradas a Compreendeste?
negrito sé&o mostradas na
ACU treonina AAU asparagina AGU serina ilustracdo abaixo.
ACC treonina AAC asparagina AGC serina
ACA treonina AAA lisina AGA arginina
ACG treonina AAG lisina AGG arginina
O que é uma proteina?
GCU alanina GAU A4cido aspartico GGU glicina
GCC alanina GAC A4cido aspartico GGC glicina
GCA alanina GAA 4cido glutamico GGA glicina
GCG alanina GAG écido glutamico GGG glicina Indica trés proteinas do teu
corpo e descreve o que
fazem.
Aminoécidos

O que aprendemos ao

o estudar as estruturas das
Metionina
proteinas?
- EnrolamentoProteico  d i1 b Proteina Enrolada
Valina Descreve o problema do
enrolamento das proteinas.
Glutamina
Glicina A Muitas partes de uma pro- A praticamente todas as
L teina (tipicamente, as héli- proteinas enrolam-se
ces alfa) enrolam-se espon- completamente numa
taneamente a medida que a frac8o de segundo. Na
4 Tipicamente, as proteinas proteina é processada. Para sua forma final, algumas
contém entre 50 e 2000 terminar o enrolamento, a proteinas contém atomos
aminoacidos. Muitas maioria das proteinas ne- metalicos ou outros pe-
proteinas incluem duas cessita da assisténcia das guenos grupos funcionais.
ou mais cadeias de proteinas chaperoninas.

aminoacidos.



CAPITULO 2

Cristalografia de Raios-X: Unido da Arte com a Ciéncia

Como examinar a forma de algo demasiado pequeno
para poder ser visto até no mais poderoso microsco-
pio? Os cientistas que tentam visualizar os complexos
arranjos de atomos dentro das moléculas tém exata-
mente esse problema, que resolveram de forma indi-
reta. Usando uma ampla colecdo de moléculas idénti-
cas — por vezes proteinas — em conjunto com equipa-
mento especializado e técnicas de modelagdo compu-
tacional, os cientistas sdo capazes de calcular a apa-
réncia de uma molécula isolada.

Os dois métodos mais comummente usados na in-
vestigacgdo de estruturas moleculares séo a cristalo-
grafia de raios-X (também chamada difracdo de raios-
-X) e a espetroscopia de ressonancia magnética nu-
clear (RMN). Os investigadores que usam a cristalo-
grafia de raios-X tém que obter cristais sélidos das
moléculas que estudam. Os que usam a RMN estu-
dam as proteinas em solucdo. Cada técnica tem as
suas vantagens e desvantagens. Juntas, oferecem
um precioso vislumbre das

estruturas da vida.

oy

Feixe de Raios-X Cristal

Mais de 85% das estruturas proteicas que conhe-
cemos foram determinadas usando a cristalografia
de raios-X. Essencialmente, os cristalégrafos lan-
cam um feixe potente de raios-X a um pequeno
cristal que contém bilides de moléculas idénticas. O
cristal desvia os raios-X para um detetor, como uma
bola de espelhos que reflete a luz numa pista de
danga. O detetor eletronico é do mesmo tipo dos
que sdo usados para captar imagens nas camaras di-
gitais.

Ap0s cada descarga de raios-X, que dura desde
poucos segundos até varias horas, os investigadores
rodam o cristal com muita precisdo, inserindo a ori-
entacdo desejada no computador que controla o
aparelho de raios-X. Isto permite que os cientistas
captem, a trés dimensdes, 0 modo como o cristal
dispersa, ou difrata, os raios-X.

Detetor

Disperséo dos Raios-X
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A intensidade de cada raio difratado é registada
num computador, que usa uma equagdo matematica,
designada transformada de Fourier, para calcular a
posicdo de cada 4tomo na molécula cristalizada.

O resultado — a obra de arte do investigador — é
uma imagem digital da molécula a trés dimensdes.
Esta imagem representa as propriedades fisicas e
guimicas da substancia e pode ser estudada com de-
talhe, &tomo a a&tomo, usando um sofisticado
software de computacéo gréfica.

Viagens Virais

Usando a cristalografia de raios-X, os
cientistas podem estudar virus enormes

gue contém varias centenas de protei-

nas. Mavis Agbandje-McKenna utiliza
esta técnica para investigar de que mo-
do os virus infetam as células.
Podes ler sobre o seu invulgar per-
curso pessoal e cientifico, desde
Imagem computorizada dos &tomos no cristal uma vila rural na Nigéria até a
University of Florida em

Gainesville, no sitio de internet em

4. Aestrutura tridimensional de http://publications.nigms.nih.gov/
um virus de ratinho obtida
por Agbandje-McKenna findings/mar06/voyages.html
mostra que este se asseme-

lha a uma bola de futebol (sitio em inglés).
com 20 faces.
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Cozinha de Cristais

Um aspeto essencial da cristalografia de raios-X é a
obtencdo de cristais de alta qualidade. Os melhores
cristais sdo puros, perfeitamente simétricos, reunindo
moléculas numa estrutura tridimensional bem organi-
zada. Podem ter diferentes formas, desde cubos per-
feitos até agulhas alongadas. A maioria dos cristais
usados nestes estudos sdo quase invisiveis (com me-
nos de um milimetro de lado). Mas, quanto maior

for o cristal, mais precisos sdo os dados e mais fa-
cilmente se desvenda a estrutura.

L | Os cristalografos

“fazem crescer” 0S

seus minusculos cris-

Geralmente comegam
com uma solugdo muito
concentrada da molécula.
Depois, misturam essa
solucdo com uma série de
liquidos cuidadosamente
preparados para forma-
rem pequenas goticulas
(1-10 microlitros). Cada
goticula é mantida numa
placa ou poco separados. A medida que o liquido se
vai evaporando, as moléculas em solu¢éo ficam pro-
gressivamente mais concentradas. Durante este pro-
cesso, as moléculas distribuem-se num padrao tridi-
mensional preciso e eventualmente cristalizam — se o

investigador tiver sorte.

tais em placas de pléastico.

Por vezes, sdo necessarios meses ou até mesmo

anos para obter os cristais. As condi¢des — temperatu-
ra, pH (acidez ou alcalinidade) e concentracéo — de-
vem ser perfeitas. E como cada tipo de molécula é di-
ferente, é necessario que os cientistas testem novas
condicOes de cristalizacdo para cada nova amostra.
Mesmo assim, algumas moléculas ndo colaboram.
Podem ter sec¢Bes mais frouxas que vibram demasia-
do para se poderem organizar num cristal. Ou, parti-
cularmente no caso das proteinas que normalmente
estdo embebidas em membranas celulares lipidicas, a
molécula pode ser incapaz de se dissolver completa-

mente na solucéo.



Alguns cristalégrafos mantém os seus cristais em
formacdo em camaras seladas para evitar que qual-
quer deslocagdo de ar acidental os perturbe. Outros
insistem num ambiente livre de vibragdes — pelo me-
nos num caso, de musica rock. Outros ainda brincam
com as fases da Lua e fenémenos sobrenaturais. Tal
como a brincadeira sugere, obter cristais continua a
ser uma das partes mais dificeis e imprevisiveis da

cristalografia de raios-X. E 0 que mistura a arte com a

ciéncia.

Fotos dos cristais cedidas por Alex McPherson,
University of California, Irvine
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PERFIL DE UM ESTUDANTE

A Ciéncia Trouxe Um Estudante da Costa da
Venezuela ao Coracgao do Texas

“A ciéncia é como uma montanha
russa. Comecgas muito entusiasma-
do com o que estas a fazer. Mas, se
as experiéncias ndo correm bem,
ficas desanimado. Depois, do nada,
consegues bons dados e estas de
novo nas nuvens.”

E assim que Juan Chang descre-
Ve a natureza da ciéncia. Ele licen-
ciou-se em Bioquimica e Ciéncia
dos Computadores na University of
Texas at Austin. Também traba-
lhou no laboratdrio de cristalogra-

c
LG
| <
T
g
8
fia de raios-X de Jon Robertus na ‘ L] 5
UT-Austin. t % g
=
Chang estudou a proteina que F ‘ ' L] . =4
2
evita que as células cometam sui- ‘ - ¢ =
| <
cidio. Tal como um escultor retira r \ o &
=
. . - ‘ & N
lascas da marmore, também o cor-
po, durante o desenvolvimento normal, usa o suici- para tratar tumores e infecGes virais pela promogao
dio celular, também chamado de apoptose, para mol- da morte das células afetadas e para tratar doengas
dar feicbes como as dos dedos. Para proteger as cé- nervosas pela prevencgdo da apoptose em células
lulas saudaveis, o corpo também desencadeia a apo- nervosas. Uma melhor compreenséo da apoptose
ptose para matar as células que tém problemas gené- pode até permitir aos investigadores fazer crescer

ticos ou que estdo infetadas por virus.

tecidos para transplante de 6rgdos mais facilmente.

Ao conhecer melhor as proteinas envolvidas na Chang fez parte deste processo ao ajudar a de-

causa ou prevencao da apoptose, 0s cientistas esperam terminar a estrutura cristalografica de raios-X de

poder controlar o processo em situacdes particulares: uma proteina a que os cientistas chamam ch-1AP1.
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“A ciéncia € como uma montanha russa. Comecas muito

entusiasmado com o0 que estas a fazer. Mas, se as experiéncias

nao correm bem, ficas desanimado.

Depois, do nada, consegues bons dados e estas

de novo nas nuvens.”’

Utilizou técnicas bioguimicas para obter grandes
quantidades desta proteina purificada. O passo se-
guinte sera cristalizar a proteina e depois usar a difra-
¢do de raios-X para obter a sua estrutura detalhada a
trés dimensoes.

Chang chegou ao Texas vindo de uma cidade a
beira lago na ponta noroeste da VVenezuela. Interes-
sou-se pelas Ciéncias Bioldgicas ainda no Ensino Se-
cundério. A sua turma fez uma visita de estudo a uma
ilha na costa da VVenezuela para observar o complexo
balanco ecoldgico das praias e barreiras de coral. Fi-
cou impressionado com 0 modo como cada planta e
animal — caranguejos, insetos, aves, roedores e algas
— se adaptaram ao vento, ondas e sal costeiros.

Na mesma época, a sua escola participou numa
angariacao de fundos para ajudar vitimas da doenca
de Huntington, uma doenca genética incuravel que
lentamente vai provocando uma degeneragdo progres-

siva das capacidades de mobilidade e capacidades in-

Juan Chang
Estudante de Doutoramento
Baylor College of Medicine

telectuais das pessoas afetadas. Maracaibo, a cidade
onde Chang cresceu, ¢ também a cidade de onde é
originaria a mais numerosa familia com a doenca de
Huntington. Através do impulso dado por essa anga-
riacdo de fundos, Chang interessou-se pela base gené-
tica das doencas hereditarias.

O seu conselho para quem queira enveredar por
uma carreira cientifica é “meter as mios na massa” €
experimentar trabalhar em diferentes campos. Ele in-
teressou-se inicialmente pela Genética, fez investiga-
¢do em Bioquimica e agora esta num programa de
Doutoramento na Baylor College of Medicine. O pro-
grama combina a Biologia Estrutural e Computacio-
nal com a Biofisica Molecular. Depois de terminar o
Doutoramento, espera tornar-se professor universi-
tério.



20 | As Estruturas da Vida

Porqué Raios-X?
Para se poder medir algo com precisdo, é necessaria
uma escala adequada. Para medir a distancia entre ci-
dades, usam-se quilémetros ou milhas. Para medir
uma mado, usam-se centimetros ou polegadas.

Os cristalografos medem distancias entre atomos
em angstroms. Um angstrom é igual a 10™° metros. E
mais de 10 milhGes de vezes mais pequeno que o dia-

Comprimento
de Onda

metro do ponto no final desta frase.

As melhores “réguas” para medir distancias
em angstroms sdo os raios-X. Os raios-X usados
pelos cristalégrafos tém aproximadamente entre
0,5 e 1,5 angstréms — o tamanho adequado para
medir a distancia entre &tomos numa molécula. E
ndo h& melhor local para gerar estes raios-X do

gue um sincrotréo.

(Metros) |

Tamanho do
Objeto
Mensuravel

Um Ponto

Bola de
Ténis

Campo de
Futebol

Nome Comum
das Ondas

Ondas Radio Micro-ondas



Radiacao Sincrotrénica— Uma das
Luzes Mais Brilhantes da Terra

Imagina um feixe de luz 30 vezes mais potente do
que o Sol, concentrado hum ponto mais pequeno do
que a cabeca de um alfinete. Este feixe tem um po-
der equivalente ao de um meteoro a atravessar a at-
mosfera. E é a ferramenta mais poderosa ao dispor
dos cristalografos de raios-X.
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Esta luz, uma das mais brilhantes da Terra, ndo é
visivel para 0s nossos olhos. E feita de feixes de
raios-X gerados em grandes maquinas chamadas
sincrotres. Estas maquinas aceleram particulas
com carga elétrica, muitas vezes eletrdes, até velo-
cidades proximas as da luz e depois fazem-nas gi-

rar num enorme anel metalico oco.

10-10 10-11 10-12

- 'I‘:.'
r"

: '.;\
&

Célula

Proteina

Infravermelhos Ultravioleta

[oNISIA

4 Quando se usa a luz para medir um

objeto, o comprimento de onda deve

Molécula ser semelhante ao tamanho do objeto.

da agua Os raios-X, com um comprimento de
onda de 0,5 a 1,5 angstroms, permitem
medir a distancia entre atomos. A luz
visivel, com um comprimento de onda
de 4000 a 7000 angstréms, é usada em
microscépios 6ticos comuns porque po-
de medir objetos do tamanho dos com-
ponentes celulares.

Raios-X
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Centro de
Conferéncias

Laboratério Central/
Edificio Administrativo

4 O Advanced Photon Source (APS) no Argonne National Laboratory, proximo
de Chicago, é um sincrotrao de “terceira geragédo”. Os bidlogos eram conside-
rados utilizadores parasitas dos sincrotrées de “primeira geragao”, que foram
construidos para os fisicos que estudam particulas subatémicas. Atualmente,
muitos sincrotrdes, tais como o APS, sdo concebidos especificamente para
otimizar a produgao de raios-X e para dar apoio a investigacéo dos cientistas
numa grande variedade de éareas, incluindo a Biologia.

Argonne National Laboratory

Os sincrotrdes foram originalmente concebidos
para serem usados por fisicos que estudam particulas
subatdmicas e fendmenos c6smicos. Outros cientistas
rapidamente se uniram as instalagdes para procurar
aproveitar o que os fisicos consideravam um subpro-
duto indesejavel — as brilhantes “explosdes” de
raios-X.

O maior componente de cada sincrotrdo é o seu
anel de armazenamento de eletrGes. Na verdade, este
anel ndo é um circulo perfeito, mas um poligono de
muitos lados. Em cada vértice do poligono, imanes
perfeitamente alinhados curvam o feixe de eletrdes,
forcando-o a manter-se dentro do anel (sem isso, as
particulas viajariam em linha reta e colidiriam com a
parede do anel). Cada vez que o percurso dos eletrdes
é desviado, eles emitem pulsos de energia sob a for-
ma de radiacdo eletromagnética.

Este fendmeno ndo é exclusivo dos eletrdes ou das
particulas nos sincrotrdes. Sempre que uma particula
carregada muda de velocidade ou dire¢do, emite ener-
gia. O tipo de energia, ou radiacdo, que a particula
emite depende da sua velocidade e do grau em que
sdo desviadas. Uma vez que num sincotrdo as particu-
las viajam proximo da velocidade da luz, a radiacdo
gue emitem € intensa, incluindo raios-X de elevada

energia.



Espreitar as Fabricas de Proteinas

Os ribossomas fazem a matéria-prima da vida: sdo as
fabricas de proteinas de todos os seres vivos, produ-
zindo desde as toxinas bacterianas até as enzimas di-
gestivas.

Para a maioria das pessoas, 0s ribossomas sao ex-
tremamente pequenos: dezenas de milhares de ribos-
somas caberiam na ponta afiada de um lapis. Mas, pa-
ra um bidlogo estrutural, os ribossomas sdo enormes.
Contém trés ou quatro cadeias de RNA e mais de 50
pequenas proteinas. Todos estes componentes traba-
lham em conjunto como partes mdveis de uma ma-
quina complexa — uma maquina tdo grande que foi
impossivel estuda-la com detalhe estrutural até recen-
temente.

Em 1999, os investigadores determinaram a estru-
tura cristalina de um ribossoma completo pela primei-
ra vez. O trabalho foi um triunfo técnico para a crista-
lografia. Mesmo hoje, o ribossoma continua a ser a
maior estrutura complexa obtida por cristalografia.
(Foram determinadas algumas estruturas virais maio-
res, mas a simetria destas estruturas simplificou mui-
to 0 processo.)

Esta imagem inicial foi como um esboco que mos-
trou como é que as varias partes do ribossoma encai-
xam e onde € que as novas proteinas sao feitas. Hoje
em dia, 0s cientistas possuem imagens extremamente
detalhadas dos ribossomas nas quais podem localizar,

com precisdo, a posi¢do real de cada atomo.
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4 O estudo detalhado das estruturas dos ribossomas vai
ajudar os cientistas a compreender melhor o processo
fundamental da producao de proteinas. Pode também
contribuir para a concegdo de novos antibiéticos ou oti-
mizar os que ja existem.

Imagem de Catherine Lawson, Rutgers University e
RCSB Protein Data Bank

Para além de oferecerem uma valiosa perspetiva deste
componente e processo celular crucial, os estudos estru-
turais dos ribossomas podem levar a aplicagdes clinicas.
Muitos dos antibidticos atuais interferem com a fungéo dos
ribossomas das bactérias prejudiciais, deixando intactos os
ribossomas humanos. Um conhecimento mais detalhado das
diferencas estruturais entre ribossomas bacterianos e huma-
nos pode ajudar os cientistas a desenvolver novos antibioti-

cos ou a melhorar os ja existentes.
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Cientistas Sintonizados no Sincrotrao

Os sincrotrdes sdo apreciados, ndo s6 pela sua capaci-
dade em produzir raios-X brilhantes, mas também pe-
la possibilidade de “sintoniza¢do” desses raios. Os ci-
entistas podem selecionar os raios com o comprimen-
to de onda mais adequado as suas experiéncias.

Para determinar a estrutura de uma molécula, os
cristaldgrafos geralmente tém que comparar varias
versfes de um cristal — um cristal puro e varios outros
em que a molécula cristalizada est4 “ensopada” em
diferentes metais pesados, como mercdrio, platina ou

uranio.

Como estes metais pesados tém muitos eletrdes,
dispersam mais os raios-X do que 0s atomos mais le-
ves e pequenos das moléculas bioldgicas. Comparan-
do os padrdes de difracéo do cristal puro com os dos
varios cristais com metais, os investigadores podem
determinar a localizagdo
dos metais no cristal. Es-

tes 4tomos metalicos ser-
vem de referencial para o cal-
culo das posic8es de todos 0s
outros atomos da molécula.

4 Nos EUA, existem seis grandes sincrotrdes que sdo usados para
cristalografia de raios-X.



Mas, quando os investigadores usam a radiacdo de
raios-X do sincrotrdo, ndo tém que obter varias ver-
sOes da mesma molécula cristalizada, o que represen-
ta uma grande poupanca de tempo e dinheiro. Em al-
ternativa, constroem um s6 tipo de cristal, que con-
tém selénio, em vez de enxofre, em todos 0s aminoé-
cidos metionina. Depois “sintonizam” o comprimento
de onda do feixe do sincrotrdo para corresponder a
certas propriedades do selénio. Desta forma, um Uni-
co cristal substitui varios cristais com metais. Esta
técnica é chamada de MAD, de Multiwavelength
Anomalous Diffraction (Difragdo Anémala de Multi-
plos Comprimentos de Onda).

Com a MAD, os investigadores bombardeiam os
cristais contendo selénio trés ou quatro vezes, com
raios-X de diferentes

comprimentos de onda
— incluindo uma sesséo
com raios-X do comprimento
de onda exatamente igual ao que
¢ absorvido pelos atomos de selénio. A
comparagdo dos padrdes de difragéo re-
sultantes, permite aos investigadores localizar os &to-
mos de selénio que, de novo, servem como pontos de
referéncia a partir dos quais toda a restante estrutura é
calculada.
Os brilhantes raios-X dos sincrotres permitem

aos investigadores a recolha dos dados brutos muito

mais rapidamente do que com as fontes tradicionais,

que sdo pequenas o suficiente para caber numa
grande mesa de laboratério, mas produzem
raios-X mais fracos do que os dos sincrotrdes. O
que costumava demorar semanas ou até meses no
laboratério, pode agora ser feito em minutos num
sincrotrdo. Mas, depois os dados tém ainda que
ser analisados, refinados e corrigidos antes de se
poder visualizar a proteina no seu esplendor estru-
tural tridimensional.

O nimero e a qualidade das estruturas molecu-
lares determinadas por difracdo de raios-X au-
mentou acentuadamente nos ultimos anos, bem
como a percentagem destas estruturas obtidas em
sincrotrfes. Esta tendéncia promete continuar de-
vido, em grande parte, a novas técnicas como a
MAD e ao poder incomparavel da radiagdo sin-
crotrénica.

Para além do seu papel na revelacdo
| de estruturas moleculares, os sincro-

trBes sdo usados numa variedade de

aplicagdes, incluindo o design de chips

de computadores, a testagem de medica-
mentos em células vivas, o fabrico de plasti-

cos, a analise da composicao de materiais geo-
I6gicos e o estudo de técnicas de imagiologia mé-

dica e radioterapia.

Fotos dos cristais cedidas por Alex McPherson,
University of California, Irvine

Compreendeste?

O que significa a estrutura
tridimensional detalhada de
proteinas?

O que é a cristalografia de
raios-X?

Refere duas raz6es que ex-
pliquem porque é que os
sincrotrdes séo tdo impor-
tantes para os cristalégrafos
de raios-X.

O que é um ribossoma e
porque é gue é importante
estuda-lo?



CAPITULO 3

O Mundo da RMN: imanes, Ondas Radio e Trabalho de Detetive

Alguma vez brincaste com imanes em crianca? 1sso

¢, em grande parte, 0 que os cientistas fazem quando
usam uma técnica chamada espetroscopia de resso-
nancia magnética nuclear (RMN).

Uma maquina de RMN é essencialmente um enor-
me iman. Muitos atomos sdo essencialmente peque-
nos imanes. Quando sdo colocados dentro de uma
maquina de RMN, todos esses pequenos imanes ori-
entam-se para se alinharem com o iman gigante.

Ao explorar esta lei da Fisica, 0s espetroscopistas
de RMN podem descobrir informagGes sobre as cara-
cteristicas fisicas, quimicas, eletronicas e estruturais
das moléculas.

» Atualmente, a espetroscopia RMN s0 permite
determinar estruturas de proteinas de pequeno e
médio tamanho. Mostra-se aqui, a escala, uma das
maiores estruturas determinadas por espetroscopia
RMN comparada com a maior estrutura determinada
por cristalografia de raios-X (o ribossoma).

Imagens cedidas por Catherine Lawson,
Rutgers University e RCSB Protein Data Bank

Uma das maiores estruturas de-
terminada por RMN é a malato
sintase G, com uma massa de 82
quilodaltons (kDa).

Para além da difraccdo por raios-X, a RMN é a
técnica mais frequentemente usada para determinar
estruturas moleculares detalhadas. Esta técnica, que
ndo tem nada a ver com reatores ou bombas nuclea-
res, é baseada no mesmo principio das maquinas de
ressonancia magnética, que permitem aos médicos
ver tecidos e 6rgdos como o cérebro, coragdo ou rins.

Embora a RMN seja usada para uma variedade de
fins médicos e cientificos — incluindo a determinacéo
da estrutura de material genético (DNA e RNA), hi-
dratos de carbono e outras moléculas — nesta publica-
¢do iremos focar-nos no uso da RMN na determina-

¢do da estrutura de proteinas.

A maior estrutura determinada
por cristalografia de raios-X é o
ribossoma. O Protein Data Bank
inclui muitas estruturas de
ribossomas, a maior com mais
de 2000 quilodaltons.



Os métodos utilizados para determinar as estruturas
bioldgicas por espetroscopia RMN sdo bem mais recen-
tes do que aqueles usados na cristalografia de raios-X. E
por causa disso que estes se encontram constantemente a
ser refinados e melhorados.

A éarea em que, de forma mais 6bvia, a RMN fica atras
da cristalografia de raios-X, é no tamanho das estruturas
que pode processar. A maioria dos espetroscopistas de
RMN foca-se em moléculas ndo muito maiores do que 60
quilodaltons (cerca de 180 aminoacidos). Os cristalogra-
fos de raios-X conseguiram determinar estruturas de até
2500 quilodaltons — 40 vezes maiores.

No entanto, a RMN também possui vantagens em re-
lagdo a cristalografia. Por um lado, faz uso de moléculas
que estdo em solucgdo e, por isso, ndo fica limitada apenas
aquelas moléculas que cristalizam bem. (Recorda que o
passo da cristalizacdo é muito incerto e demorado na téc-
nica de cristalografia por raios-X.)

A RMN também facilita o estudo das propriedades
das moléculas, para além da sua estrutura, tais como a
flexibilidade da molécula e 0 modo como ela interage
com outras moléculas. Com a cristalografia, € muitas ve-
zes impossivel estudar estes aspetos ou € necessario pro-
duzir um cristal novo para esse efeito. O uso combinado
da RMN e da cristalografia d& aos investigadores uma
imagem mais completa da molécula e da sua funcdo do
que cada uma destas técnicas em separado.

A RMN baseia-se nas interacgdes que se estabelecem
entre 0 campo magnético aplicado e os “pequenos ima-
nes” naturais existentes em certos ndcleos atomicos. Para
determinar a estrutura proteica, 0s espetroscopistas con-
centram-se nos atomos que sao mais comuns nas protei-

nas, nomeadamente o hidrogénio, o carbono e o azoto.

O Mundo da RMN: imanes, Ondas Réadio e Trabalho

Um Afundanco por Enzimas

A espetroscopia RMN é ideal para
estudar como as enzima mudam de
forma quando estao a desempenhar
a sua funcgéo. Assim o diz Dorothee
Kern, antiga jogadora profissional
de basquetebol, que é hoje uma in-
vestigadora de RMN na Brandeis
University. L& acerca do seu
trabalho em
http://publications.nigms.nih.gov/
findings/feb03/enzymes.html

(sitio em inglés).

de Detetive | 27
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Espetroscopistas RMN Usam Proteinas Feitas a Medida

Antes de comecarem a determinar a estrutura de
uma proteina, os investigadores ja sabem a sequén-
cia de aminoacidos que a compde (isto é, 0s nomes
e a ordem de todos os aminoéacidos constituintes). O
que procuram saber com a RMN é como é que esta
cadeia de aminoéacidos se dobra e enrola para criar a
proteina tridimensional ativa.

Determinar a estrutura de uma proteina recorren-
do ao uso da RMN é como um bom trabalho de de-
tetive. Os investigadores fazem uma série de expe-
riéncias, cada uma das quais ird providenciar pistas
parciais acerca da natureza dos &tomos que com-
pdem as moléculas da amostra, tais como: qudo
perto estdo 0s &tomos uns dos outros, se estdo fisi-
camente ligados ou ndo ou onde se localizam dentro

S0 certos isétopos de cada elemento quimico pos-
suem as propriedades magnéticas Uteis a RMN.
Possivelmente o isétopo mais familiar sera o *C,
gue também é usado em datagBes arqueoldgicas e
geoldgicas.

Podes também j& ter ouvido falar em is6topos no
contexto da radioatividade. Nenhum dos is6topos
habitualmente usados em RMN, homeadamente o
13C e 0 N, é radioativo.

A semelhanga de muitos outros cientistas na area da
Biologia, os espetrocopistas de RMN (e os cristalo-
grafos de raios-X) usam bactérias inofensivas para
produzir as proteinas necessarias para 0s seus estu-
dos. Eles inserem o gene que codifica a proteina em
estudo nessas bactérias. Como consequéncia, as
bactérias que crescem e se dividem em balGes de
vidro séo forgadas a produzir grandes quantidades

do mesmo aminoéacido. Outras experiéncias mostram
as ligacdes entre aminoacidos adjacentes ou revelam
as regides flexiveis da proteina.

O desafio da RMN é usar vérias séries destas ex-
periéncias para descobrir propriedades Unicas a cada
atomo da amostra. Recorrendo a programas de com-
putador, os espetrocopistas de RMN conseguem ter
uma ideia da forma geral da proteina e conseguem
ver possiveis arranjos dos atomos em diferentes par-
tes da mesma. Cada nova série de experiéncias refina
ainda mais estas estruturas possiveis. Por fim, os ci-
entistas selecionam cuidadosamente 10 a 20 solugdes
que melhor representam os dados experimentais e
apresentam a média destas solugdes como estrutura
final.

dessas proteinas feitas a medida.

Para obter proteinas que estejam marcadas com
0s isOtopos corretos, 0s espetroscopistas de RMN
colocam as bactérias sob uma dieta especial. Se,
por exemplo, querem proteinas marcadas com *°C,
as bactérias sdo alimentadas com alimentos com
3¢, Assim, o is6topo é incorporado em todas as
proteinas que sejam produzidas pelas bactérias.
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A Magia da RMN Esta nos Imanes

Os imanes usados na RMN s&o incrivelmente for-
tes. Os que sdo utilizados para a determinacao de
estruturas proteicas com alta resolucéo tém uma
frequéncia de operacdo que vai de 500 a 900
megahertz e geram campos magnéticos milhares de
vezes mais fortes que o da Terra.

Embora a amostra seja exposta a um forte cam-
po magnético, muito pouca forca magnética sai da
maquina. Se uma pessoa se posicionar ao lado de
um poderoso iman de RMN, o maximo que podera
sentir € um ligeiro puxdo num gancho de cabelo ou
fecho. Mas ndo nos devemos aproximar demasiado
se estivermos a usar um relégio caro ou levarmos a
carteira no bolso. Os imanes de RMN séo conheci-
dos por parar relégios analégicos e estragar as ban-
das magnéticas dos cartdes de crédito.

Os imanes de RMN séo supercondutores e, por
isso, tém de estar arrefecidos com hélio liquido, que
€ mantido a 4 Kelvin (-269 graus Celsius). O azoto
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liquido, que é mantido a 77 Kelvin (- 196 graus

Celsius), auxilia na manutencgdo do hélio em estado - : . o
4. A maioria dos espetroscopistas de RMN recorrem a imanes com uma frequéncia de

liquido. operagéo de 500 a 900 megahertz. Este iman é de 900 megahertz.
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As Mdltiplas Dimensdes da RMN

Para comecar uma série de experiéncias de RMN, os
investigadores inserem um estreito tubo de vidro,
com cerca de meio mililitro de amostra, num iman
poderoso e especialmente concebido para este fim.
Os imanes naturais dos 4tomos da amostra alinham-se
com o iman da RMN de um modo semelhante as li-
malhas de ferro quando se alinham com um pequeno
iman. Depois, os investigadores irradiam a amostra
com uma série de pulsos de ondas radio de fracOes de
segundo que perturbam este equilibrio magnético no
nlcleo dos dtomos selecionados.

Ao observar como é que estes nucleos reagem as
ondas radio, os investigadores podem determinar a
sua natureza quimica. Mais especificamente, medem
uma propriedade dos 4tomos chamada deslocamento
quimico.

Todos os 4&tomos da proteina que séo ativos na
RMN tém um deslocamento quimico caracteristico.
Ao longo dos anos, os espetroscopistas de RMN tém
descoberto valores caracteristicos de deslocamento
quimico para diferentes &tomos (por exemplo, o car-
bono no centro de um amino&cido ou o azoto seu vi-
zinho), mas os valores exatos sdo Unicos para cada
proteina. Os valores de deslocamento quimico depen-
dem do ambiente quimico local no nicleo atémico,
como o numero e tipo de ligacOes entre os atomos
vizinhos.

O padréo destes deslocamentos quimicos é repre-
sentado como uma série de picos no chamado espetro
de RMN unidimensional. Cada pico corresponde a
um ou mais atomos de hidrogénio na molécula.
Quanto maior for o pico, maior é o nimero de atomos
de hidrogénio que representa. A posic¢ao dos picos ao
longo do eixo horizontal indica a identidade quimica.

A sobreposicéo de picos, tipica dos espectros da
RMN unidimensional, oculta informacdo que é neces-
séria para determinar a estrutura das proteinas. Para
superar este problema, os cientistas recorrem a uma
técnica chamada RMN multidimensional (RMN nD).
Esta técnica combina varios conjuntos de experién-
cias e separa os dados em pontos discretos. A locali-

zacdo de cada ponto indica propriedades Unicas de

4 Este espetro de RMN unidimensional mostra os
deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio
numa proteina de bactérias estreptocdcicas.

Espetro cedido por Ramon Campos-Olivas, National Institutes of Health

4 3 2 1 0 ~1 pEpm
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Espetro RMN bidimensional de
uma proteina com os pontos ja
“etiquetados”.

Laboratério de Xiaolian Gao,
University of Houston
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um determinado atomo na amostra. Os investigadores

devem depois “etiquetar” cada ponto com a identida-

de do 4tomo a que corresponde.

Para uma proteina pequena e simples, os progra-
mas de computador precisam apenas de alguns dias
para atribuir a cada ponto um atomo em particular,
com rigor. No caso de uma proteina maior e mais
complexa, esta tarefa pode levar meses.

De modo a compreender melhor a RMNnND, podes

imaginar uma enciclopédia. Se todas as palavras da

enciclopédia fossem condensadas numa s6 dimenséo,

Cada experiéncia de RMN é composta por cente-

nas de pulsos de ondas radio, cada um separado
por poucos milissegundos. Os cientistas introdu-

zem a experiéncia que gostariam de conduzir num
computador, que depois envia com precisao estes

pulsos temporizados & amostra e recolhe os da-
dos resultantes.

Este processo de recolha de dados requer cerca
de 20 minutos para uma experiéncia simples. No
caso de moléculas mais complexas, pode demo-
rar semanas ou meses.

o resultado seria uma Unica linha de texto ilegivel,
enegrecida pelo acumular de incontaveis letras.
Ao expandir esta linha para duas dimensfes —
uma pagina — ha ainda uma confuséo de palavras
sobrepostas. S6 fazendo uma expansao a varios
volumes é que é possivel ler toda a informacéo de
uma enciclopédia. Da mesma forma, os estudos
de RMN mais complexos requerem experiéncias
em trés ou quatro dimensdes para resolver o pro-
blema com clareza.

Os pulsos de ondas radio na RMN séo bas-
tante inofensivos quando comparados com o0s
raios-X de elevada energia utilizados na cris-
talografia. De facto, se uma amostra de RMN
for bem preparada, deveria durar muitos
anos, permitindo aos investigadores fazer
mais estudos com a mesma amostra no
futuro.
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Os Espetroscopistas e o Puzzle das
Estruturas

Para que possam determinar a disposi¢do dos atomos
numa molécula, os cientistas usam uma técnica de
RMNND desighada de NOESY (pronuncia-se nosy,
em inglés, o que significa intrometido) — Espetrosco-
pia Nuclear de Efeito Overhauser (Nuclear Overhau-
ser Effect Spectroscopy). Esta técnica funciona me-
Ihor com atomos de hidrogénio, que possuem o sinal
de RMN mais forte e que também séo os &tomos mais
abundantes nos sistemas bioldgicos. Sdo também os
mais simples, uma vez que cada nucleo de hidrogénio
contém apenas um protéo.

Uma experiéncia com NOESY revela quao proxi-
mos no espaco estdo os diferentes protbes uns dos ou-
tros. Um par de protdes que esteja muito proximo (ti-
picamente a menos de 3 angstréms) ird gerar um sinal
NOESY muito forte. Os pares de protdes que estejam
mais separados originardo sinais mais fracos, no limi-
te de deteccdo da técnica, que é de cerca de 6
angstroms.

Para estes casos, 0s cientistas (com 0s seus com-
putadores) tém que determinar como é que os &tomos
estdo dispostos no espaco. E como resolver um com-

plexo puzzle tridimensional com milhares de pegas.

O Mundo Agitado das Proteinas

Embora a estrutura tridimensional detalhada de uma
proteina seja muito valiosa para mostrar aos cientistas
0 aspeto da molécula, é apenas uma imagem estatica
da proteina congelada numa posicéo. As proteinas
ndo sdo rigidas ou estaticas — sdo moléculas dindmi-
cas, em constante mudanca, que se podem mover, do-
brar, expandir e contrair. Os investigadores que usam
a RMN podem explorar alguns destes movimentos
moleculares internos alterando o solvente utilizado na
dissolucdo da proteina em estudo.

Uma estrutura tridimensional de RMN por vezes
apenas proporciona o contexto para estudos mais
aprofundados. Depois de obter a estrutura, pode-se
facilmente testar caracteristicas que revelem o papel e
comportamento da molécula no corpo, incluindo a
sua flexibilidade, as suas interagdes com outras molé-
culas e 0 modo como reage a alteracfes de temperatu-
ra, acidez e a outras condigdes.
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A Desemaranhar o Enrolamento Proteico

Cem mil milhdes de anos. Esse é o tempo que 0s Ci-
entistas estimam que uma pequena proteina demora a
enrolar-se naturalmente na sua forma ativa de modo
aleatdrio. Mas, de alguma forma, a natureza fa-lo
num décimo de segundo.

A maioria das proteinas comega como uma fita a
deriva num lago, possivelmente com pequenas
seccOes helicoidais. A molécula contorce-se rapida-
mente em Vvarios estados parcialmente enrolados an-
tes de “congelar” na sua forma final. Como o
processo € tdo rapido, os cientistas ndo o po-
dem estudar diretamente. Mas a RMN serve
para alguns estudos de enrolamento de pro-
teinas.

Os espetroscopistas podem reverter ou in-
terromper o enrolamento proteico alterando a
temperatura, acidez ou composi¢do quimica
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A mioglobina, uma pequena proteina que armazena
oxigénio no tecido muscular, ¢ ideal para o estudo da es-
trutura e dindmica do enrolamento. Enrola-se rapidamen-
te numa estrutura compacta de hélices alfa. Dyson e
Wright usaram mudancas na acidez para revelar que re-
gides sao mais flexiveis em diferentes estados de enrola-
mento. As duas primeiras estruturas mostradas abaixo re-
presentam, cada uma, uma das muitas conformagfes pos-
siveis de uma molécula parcialmente enrolada.

. Lo . - [
do ambiente liquido da proteina. Ao observar ]
) Flexivel
a proteina em diferentes estados de desema- Desenrolada Parcialmente enrolada
ranhamento, os investigadores esperam per-
. i I Menos
ceber como € que as proteinas se enrolam Flexivel

normalmente.

H. Jane Dyson e Peter Wright, um casal de
espetroscopistas de NMR no Scripps
Research Institute em La Jolla, California, usaram
esta técnica para estudar a mioglobina em varios es-
tados de enrolamento.

Completamente Enrolada

Adaptado com autorizacéo da revista Nature Structural Biology 1998, 5:499-503

Compreender como é que as proteinas se enrolam téo
rapida e corretamente (a maior parte das vezes) vai per-
mitir clarificar dezenas de doencas que se suspeita serem
causadas por proteinas mal enroladas. Para além disso,
um dos grandes desafios da industria biotecnolégica é
persuadir as bactérias a produzirem grandes quantidades
de proteinas humanas perfeitamente enroladas.
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PERFIL DE UM ESTUDANTE

O Puzzle Mais Doce

“Obter a estrutura de uma proteina re-
correndo @ RMN é muito divertido”,
diz Chele DeRider, uma aluna de Dou-
toramento na University of Wisconsin-
Madison. “Sao-nos fornecidas todas
estas pe¢as de um puzzle e temos de
utilizar uma série de regras, senso co-
mum e pensamento intuitivo para co-
locar as pecas nas posigdes certas.
Quando se consegue fazé-lo, temos a
estrutura de uma proteina.”

DeRider trabalha nas instalag6es de
RMN da UWMadison. Ela est4 a refi-
nar a estrutura da brazeina, uma pe-
quena proteina doce que tem também
outras propriedades dignas de nota,
que a tornam interessante como subs-
tituto do aclcar. E 2000 vezes mais
doce que o aglicar, com muito menos
calorias. E, ao contrario do aspartame,
mantém as sua propriedades adogantes
mesmo depois de exposta durante duas horas a tem-
peraturas proximas as de ebulicéo.

Para além do seu potencial impacto no mercado
multimilionério dos substitutos do agUcar, a brazei-
na pode ajudar a perceber como é que apreendemos
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algumas substancias como sendo doces. Os investiga-
dores sabem quais sdo os aminoacidos da brazeina
responsaveis pelo seu sabor — mudando um sé deles
pode aumentar ou eliminar este sabor — mas ainda es-
tdo a investigar como € que esses aminoacidos rea-
gem com as células da lingua para desencadear a sen-

sacdo de dogura.



“Obter a estrutura de uma proteina recorrendo @ RMN é muito divertido. . .

Comeca-se com uma série de pontos numa pagina

e termina-se com a estrutura de uma proteina. ”

DeRider interessou-se pela RMN enquanto estu-
dante de licenciatura na Macalester College em St.
Paul, Minnesota. Estava a estudar Quimica Organi-
ca, mas percebeu que passava a maior parte do tem-
po a fazer espetros de RMN dos seus compostos.
“Percebi que isso era o que eu mais gostava na mi-

nha investigacao”, diz ela.

Chele DeRider
Estudante de Doutoramento
University of Wisconsin-Madison

Depois de acabar o Doutoramento, planeia
conseguir uma bolsa de p6s-Doutoramento para
continuar a usar a RMN no estudo de proteinas e
depois ensinar numa pequena universidade, como

foi a sua.

H.M. Hadik

4. As bagas desta planta africana, de tamanho
semelhante ao de uma ameixa, contém
brazeina, uma proteina pequena e doce.

Compreendeste?

Indica uma vantagem e
uma desvantagem da RMN
guando comparada com a

cristalografia de raios-X.

O que é que o0s espetrosco-
pistas de RMN aprendem
com uma experiéncia
NOESY?

Porque é que é importante
estudar o enrolamento das

proteinas?



CAPITULO 4

Design de Medicamentos Baseado na Estrutura:
Do Computador ao Hospital

Em 1981, os médicos reconheceram uma nova e es-

tranha doenca nos EUA. Os primeiros pacientes so-
friam de tipos raros de cancro e pneumonia. A medi-
da que a doenca se espalhou, os cientistas descobri-
ram a sua causa: um virus que ataca as células imuni-
tarias humanas. Hoje uma das principais causas de
morte a nivel global, a doenca é mais conhecida pelo

seu acronimo, SIDA. (l As proteinas na superficie do

O SIDA, ou Sindrome da Imunodeficiéncia Ad- VIH ligam-se a recetores pro-
teicos numa célula imunitaria
humana. Isto desencadeia a
mana, ou VIH. fus@o das membranas viral e
celular, permitindo que o con-
tetdo do virus entre na célula.

quirida, é causado pelo virus da imunodeficiéncia hu-

Embora os investigadores ndo tenham encontrado

uma cura para o SIDA, a Biologia Estrutural aumen-

Foi aprovado um novo medica-
mento que inibe este processo e
papel determinante no desenvolvimento de medica- previne a infegdo.

tou em muito a compreensdo do VIH e tem tido um

mentos para tratar esta doenga mortal.

A Vida de um Virus do SIDA

O VIH foi rapidamente reconhecido como sendo um
retrovirus, um tipo de virus que transporta o seu mate-
rial genético ndo como DNA, como a maioria dos ou-
tros organismos do planeta, mas como RNA. Depois
de entrar numa célula, os retrovirus “transcrevem de

forma reversa” o seu RNA para DNA. 2 Dentro da célula, uma ens
Muito antes de se ouvir falar do VIH, ja investigadores zima viral desigradaiper

lab L. d d d d L, transcrlptase reversa pro-
em laborat6rios de todo o mundo estudavam retrovirus, duz uma copia HEBNAR S B s
alguns dos quais causadores de cancros nos animais. partir do RNA viral. Reversa
Estes cientistas determinaram o ciclo de vida dos retro- (bolas b
virus e identificaram as protefnas chave que estes virus Os inibidores da

transcriptase reversa
bloqueiam este passo.

usam para infetar as células.
Quando o VIH foi identificado como um retrovirus, estes
estudos deram uma vantagem aos investigadores do
SIDA. As proteinas virais previamente identificadas tor-
naram-se os primeiros alvos dos medicamentos.

Hibrido

llustragdo de Louis E. Henderson, Investigador Principal (emérito, reformado) RNA-DNA
AIDS Vaccine Program, National Cancer Institute (Frederick, MD)
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0 Particulas virais maduras po-
dem atacar outras células do
sistema imunitario humano.

Particula de VIH

(corte para mostrar o interior) @ A protease do VIH corta as cadeias

proteicas virais em proteinas
separadas e maduras que depois
se reorganizam para formar a
particula viral madura.

Os inibidores da protease do VIH
bloqueiam este processo.

@ As cadeias de proteinas e RNA vi-
rais s&o montadas em centenas de
particulas virais imaturas que pos-
teriormente gemulam da superficie

celular.

Integrase

| .
(bolas azuis) Cadeias Proteicas

Virais

3 ODNAe integrase virais entram no nucleo

da célula. A integrase incorpora o DNA viral ' . ' .‘

no DNA celular.

RNA

Estdo em fase de aprovacao medicamen-

tos para bloquear este processo. 4 A maquinaria normal da.célula
produz RNA virakesdongas ca-
deias proteicas virais.
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Revelando o Alvo

A nossa histéria comega em 1989, quando os cientis-
tas determinaram a estrutura cristalogréafica de raios-
-X da protease do VIH, uma enzima essencial no ci-
clo de vida do VIH. Os cientistas farmacéuticos espe-
ravam que, ao bloquear esta enzima, poderiam preve-
nir a disseminagdo do virus pelo corpo.

4 A protease do VIH é uma molécula simétrica (com duas metades iguais) e
cujo centro ativo esta perto do seu centro.

Os modelos moleculares da protease do VIH neste capitulo foram gerados por Alisa Zapp Machalek

Com a estrutura da protease do VIH ao alcance, 0s
investigadores deixaram de trabalhar as escuras. Pu-
deram finalmente ver a enzima alvo — com emocio-
nantes detalhes coloridos. Ao inserir a informacao es-
trutural num programa de modelagdo computacional,
foi-Ihes possivel rodar o modelo da enzima nas trés
dimensdes, ampliar a mesma focando atomos especi-
ficos, analisar as suas propriedades quimicas e até
mesmo remover ou alterar certas partes da proteina.

Mais importante ainda, podiam usar a estrutura
computorizada como referéncia para determinar o ti-
po de moléculas que poderiam bloquear a enzima. Es-
tas moléculas podem ser encontradas em bases de da-
dos de quimicos ou desenhadas num ecra de compu-
tador e depois sintetizadas num laboratorio. Estas es-
tratégias de design de medicamentos baseadas na es-
trutura tém o potencial de poupar anos e milhdes de
délares quando comparadas com o processo tradicio-
nal de desenvolvimento de medicamentos baseado na
prética de tentativa-erro.
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Estas estratégias funcionaram no caso dos inibido-
res da protease do VIH. “Penso que ¢ uma notavel
historia de éxito”, diz Dale Kempf, um quimico en-
volvido no programa de inibidores da protease do
VIH nos laboratdrios Abbott. “Desde a identificacdo
da protease do VIH como alvo em 1988 até ao princi-
pio de 1996, a colocacdo no mercado destes medica-
mentos demorou menos de 8 anos.” Normalmente, no
desenvolvimento de um novo medicamento passam-
-se entre 10 a 15 anos e gastam-se mais de 800 mi-
IhGes de ddlares.

A estrutura da protease do VIH revelou
um facto crucial — tal como as borboletas,

a enzima é composta por duas metades
iguais. Na maioria das moléculas simé-
tricas como estas, as duas metades possu-
em uma “area de a¢d0”, ou centro ativo,
que desempenha a fun¢do da enzima. Mas a
protease do VIH possui apenas um centro ativo —
no centro da molécula, onde as duas metades se
encontram.

Os cientistas farmacéuticos sabiam que podiam
aproveitar esta caracteristica. Se pudessem inserir
uma pequena molécula neste centro ativo, consegui-
riam inativar toda a enzima — e, teoricamente, inter-
romper a proliferagdo do virus no corpo.
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Moléculas do
Substrato
Natural

Protease do VIH

b

Moléculas do Substrato Natural

N

N\

9

Composto Inicial

4 Sabendo que a protease do VIH possui duas meta-
des simétricas, os investigadores farmacéuticos ini-
cialmente tentaram bloguear a enzima com pequenas
moléculas simétricas. Isto foi feito cortando pela me-
tade as moléculas do substrato natural e depois
construindo a nova molécula, fundindo as duas meta-
des idénticas desse substrato natural.

Varias companhias farmacéuticas comegaram por
usar a forma da enzima como guia. “Desenhamos
moléculas candidatas a medicamento que tinham a
mesma simetria bilateral da protease do VIH”, diz
Kempf. “Conceptualmente, pegamos no substrato na-
tural da enzima [as moléculas sobre as quais atua],
cortdmos essas moléculas ao meio, giramos os frag-
mentos 180° e coldmos as duas partes de novo.”

Para deleite dos investigadores, a primeira molé-
cula que sintetizaram encaixava perfeitamente no
centro ativo da enzima. Era também um excelente ini-
bidor — prevenia o funcionamento normal da protease
do VIH. Mas ndo era soltvel em &gua, 0 que queria
dizer que ndo podia ser absorvida pelo corpo e ndo
podia ser efetiva como medicamento.

Os cientistas da Abbott continuaram a modificar a
estrutura desta molécula para melhorar as suas pro-
priedades. Eventualmente conseguiram obter uma
molécula ndo simétrica a qual deram o nome de rito-
navir (Norvir®).



Atividade

ao seu alvo e origina a resposta
biolégica desejada

y—

Perfil Metabélico/Toxicidade
Existéncia ou nao de efeitos
téxicos derivados do
medicamento candidato ou dos
seus subprodutos quando as
enzimas o degradam

Semivida
Periodo de tempo em que o
medicamento candidato se
mantém na forma ativa dentro
do corpo

Quéo bem o medicamento se liga

BONS
'REMEDIOS
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Solubilidade
Afeta o quao bem o composto
candidato a medicamento
consegue ser absorvido pelo
corpo, se for administrado por
via oral

G

Biodisponibilidade Oral
Proporgéo do medicamento can-
didato que chega ao(s) tecido(s)

apropriado(s) na sua forma ativa,
se tomado por via oral

4 Uma molécula candidata a medicamento tem que ultrapassar muitos obsta-
culos para ganhar a distingao de “bom medicamento”. Tem que ter a melhor
atividade, solubilidade, bioatividade, semivida e perfil metabdlico possiveis.
Ao tentar melhorar um destes fatores, muitas vezes afetam-se os outros. Por
exemplo, se se alterar a molécula estruturalmente para melhorar a sua ativi-
dade, pode-se também diminuir a sua solubilidade ou semivida. Por esta
razéo, o resultado final deve ser sempre o melhor compromisso possivel.
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Design de Medicamentos Baseado na Estrutura:
Bloquear a Fechadura

Tradicionalmente, os cientistas identificam novos > @ @asi e 6 mel

medicamentos manipulando os ja existentes ou tes-
tando milhares de compostos em laboratdrio. Se pen-
sarmos que a molécula alvo — a protease do VIH, nes-
te caso — possui uma fechadura, esta abordagem asse-
melhar-se-4 a uma tentativa de desenhar uma chave
que encaixe na perfeicdo nessa fechadura a partir de
uma enorme quantidade de pequenos pedacos de me-
tal, cola e alicates.

Ao usar uma estratégia baseada na estrutura, os in-
vestigadores tém uma vantagem inicial. Comegcam
com um modelo computorizado da estrutura tridi-
mensional detalhada da fechadura e da sua chave (a
molécula natural, chamada substrato, que encaixa na
fechadura e desencadeia a replicacéo viral). Depois,
0s cientistas tentam desenhar uma molécula que va
bloguear a fechadura e impedir a ligacéo do substrato
chave.

Conhecendo a forma tridimensional exata da fe-
chadura, os cientistas podem descartar todos os restos
de metal (pequenas moléculas) que ndo tenham o ta-
manho ou forma adequados a ela. Podem até dese-
nhar uma pequena molécula que encaixe precisamen-
te na fechadura. Tal molécula pode ser o ponto de
partida para aqueles investi-gadores farmacéuticos
que estdo a desenhar medicamentos para o tratamento
da infecdo por VIH.

Claro que as moléculas biol6gicas sdo muito mais
complexas do que chaves e fechaduras e o corpo hu-
mano pode reagir de forma imprevisivel a novos me-
dicamentos. Portanto, o caminho desde o ecrd do
computador até a prateleira da farméacia é longo e aci-

dentado.

camentos muitas vezes requer
testagem aleatéria de milha-
res, sendo mesmo centenas
de milhar, de compostos

(aqui representados como
restos de metal).

Conhecendo a forma e propriedades
quimicas da molécula alvo, os cien-
tistas que usam estratégia
de design baseadas na
estrutura podem
abordar o proble-
ma com maior
“racionalidade”.
Podem descartar
as moléculas can-
didatas a medica-
mento que tenham
a forma ou propri-
edades inadequa-
das.
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»

Ensaios Clinicos: A testagem em huma-

nos é ainda uma das partes do desenvol- MEDICAMENTO
vimento de medicamentos que demora

mais tempo e que n&o é acelerada pelas NO MERCADO

abordagens baseadas na estrutura

Y
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Uma Esperanca para o Futuro

Entre dezembro de 1995 e marco de 1996, a FDA
(Food and Drug Administration) aprovou os trés pri-
meiros inibidores da protease do VIH: o Invirase™
(saquinavir) da Hoffman-La Roche, o Norvir™ (rito-
navir) da Abbott e o Crixivan® (indinavir) da Merck
& Co. Inicialmente, estes medicamentos foram acla-
mados como a primeira esperanca real para os paci-
entes de SIDA em 15 anos. As manchetes dos jornais
previam que o SIDA até poderia ter cura.

Apesar de os inibidores da protease do VIH néo se
terem tornado a cura milagrosa que muitos espera-
vam, eles representam um triunfo na terapia antiviral.
Os antibidticos que sdo usados no tratamento de do-
encas causadas por bactérias sdo muito abundantes
(apesar de estarem a ficar cada vez menos eficientes a
medida que as bactérias vdo desenvolvendo resistén-
cia), mas os médicos possuem muito poucos medica-

mentos para tratar infegdes de origem virica.

Os inibidores das proteases sdo tambhém notaveis
porque sdo um exemplo classico de como a Biologia
Estrutural pode aumentar e melhorar os métodos tra-
dicionais de desenvolvimento de medicamentos.
“Eles mostram que, com apenas algumas nogdes
acerca da estrutura e o desenho racional de medica-
mentos, combinados com a quimica médica tradicio-
nal, se podem obter medicamentos potentes que fun-
cionam da maneira prevista”, diz Kempf.

“Isso ndo quer dizer que todos os problemas ja es-
tejam resolvidos”, continua. “Mas claramente estes
compostos tiveram um impacto profundo na socieda-
de”. A taxa de mortalidade por SIDA diminuiu dra-
maticamente ap0s a disponibilizacdo destes medica-
mentos. Hoje em dia, os inibidores da protease sao re-
ceitados em conjunto com outros medicamentos anti-
-VIH, de modo a criar um “cocktail combinado”, que
€ mais eficiente na represséo do virus do que cada
medicamento individualmente.

Como Surge a Resisténcia do VIH

o &
® O
© ® o

O VIH produz muitas versoes di-
ferentes dele préprio quando na
corrente sanguinea do paciente
(embora a maioria das versdes
corresponda a forma normal).

> o o> °

Os medicamentos matam to-

das estas as particulas virais,
exceto aquelas que sao resis-
tentes aos medicamentos.

L
> O
®

a

As particulas virais resis-
tentes continuam a repro-
duzir-se. Em pouco tempo
este medicamento ja ndo
é eficiente neste paciente.



Cercando a Resisténcia

O VIH é um alvo em movimento. Quando se repro-
duz dentro de um organismo, em vez de gerar répli-
cas exatas de si mesmo, produz uma variedade de
particulas virais ligeiramente alteradas. Alguns destes
mutantes s2o capazes de escapar, ou “resistir’”’, a0s
efeitos dos medicamentos e podem transmitir essa re-
sisténcia a sua descendéncia. Embora a maioria das
particulas virais sucumba inicialmente ao medica-
mento, estes mutantes resistentes sobrevivem e multi-
plicam-se. O medicamento eventualmente perde a sua
atividade anti-VIH porque a maioria das particulas vi-
rais da pessoa infetada Ihe sdo resistentes.

Alguns investigadores estdo a trabalhar numa nova
geracdo de inibidores da protease do VIH desenhados
para combater estirpes especificas resistentes aos me-
dicamentos.

Imagens computorizadas detalhadas da protease
do VIH destas estirpes, revelaram que mesmo algu-
mas substitui¢des de aminoacidos longe do centro ati-
vo da enzima podem gerar resisténcia. Alguns grupos
de investigacao estdo a tentar combater a enzima no
seu proprio jogo, desenhando medicamentos que se
liguem a estas formas mutantes de protease do VIH.
Outros estdo a tentar desenhar moléculas que se li-
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4 Os cientistas ja identificaram dezenas de mutagdes (a
vermelho) que permitem a protease do VIH escapar
aos medicamentos. Nalgumas estirpes resistentes de
VIH, as moléculas de protease tém duas ou trés des-
tas mutacdes. Para superar a mestria de mutagéo da
enzima, os investigadores estédo a desenhar medica-
mentos que interajam com aminoacidos essenciais
para a fungéo da enzima. Esta abordagem corta as
vias de fuga da enzima. Como resultado, a enzima (e,
portanto, todo o virus) é forcada a sucumbir ao medi-
camento.

guem ao calcanhar de Aquiles da molécula — os &ci-
dos asparticos do centro ativo e outros aminoacidos
que, se alterados, inutilizam a enzima. Outros ainda,
estdo a tentar descobrir inibidores que sejam mais po-
tentes e convenientes de tomar, que tenham menos
efeitos secundarios ou que combatam melhor as estir-

pes mutantes do virus.
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PERFIL DE UM ESTUDANTE

O Fascinio pela Infecao

““Eu gosto mesmo de estudar retrovi-
rus”, diz Kristi Pullen, que se licenciou
em Bioquimica pela University of
Maryland, Baltimore County (UMBC).
“Também gosto de agentes altamente in-
fecciosos, como o Ebola. Quanto mais
virulento, menos conhecido e, portanto,
mais sujeito a todo o tipo de questdes
fascinantes. Ndo poderia deixar de me
interessar.”

Para além do seu trabalho relaciona-
do com as aulas na UMBC, Pullen aju-
dou na determinacéo da estrutura de re-
trovirus no laboratorio de espetroscopia
de RMN de Michael Summers. Esta in-
vestigagdo consiste em saber como os
retrovirus fazem o empacotamento de
“ogivas de RNA”, que ¢ o que lhes per-
mite espalharem-se pelo corpo. O traba-
lho podera eventualmente levar a um no-
vo alvo para medicamentos para doengas
retrovirais, incluindo o SIDA.

Kelly Burns Photography, Columbia, Maryland
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“Trabalhar no laboratério do Dr. Summers e noutros laboratérios ensina-nos que a
investigacdo pode ser divertida. N&o se trata apenas de um grupo de pessoas
de bata branca. Fomos andar de bicicleta e esquiar juntos.

Todos eram bons companheiros de trabalho. ”

Kristi Pullen
Estudante de Doutoramento
University of California, Berkeley

Até ao seu Ultimo ano do Ensino Secundario, Doutoramento e, quem sabe, até fazer depois Medicina.
Pullen queria ser uma cirurgia de Ortopedia. Mas, Tem também alguns objetivos a longo prazo. “Em
apos a sua primeira experiéncia de trabalho num la- Gltima analise, o que gostaria de fazer bem bem bem I&
boratdrio, reconheceu que “existe mais em ciéncia para a frente, seria liderar os NIH [National Institutes
do que em Medicina”. Depois de ter feito algumas of Health, Institutos Nacionais de Satde] ou os CDC
disciplinas de ciéncias, apercebeu-se de que tinha [Centers for Disease Control and Prevention, Centros
uma necessidade interior de aprender ciéncia e tra- de Controlo e Prevencdo de Doengas] e, dessa forma,
balhar num laboratério. ter influéncia na saude de um grande nimero de

Pullen é agora uma estudante de Doutoramento pessoas — de todo o pais.”

na University of California, Berkeley no Departa-
mento de Biologia Celular e Molecular. Planeia

continuar a estudar Biologia Estrutural, terminar o
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Controlar a Dor da Artrite

Embora os inibidores da protease do VIH sejam

exemplos classicos do design de medicamentos ba-

seado na estrutura, sdo também pouco comuns (pelo

menos por enquanto. Apesar de muitas companhias

farmacéuticas possuirem divisdes inteiras devotadas

a Biologia Estrutural, a maioria recorre a uma abor-

dagem complementar, aliada a outros métodos mais

4 A artrite reumatoide é uma doenga do

sistema imunitario que afeta mais de 2
milhdes de norte-americanos, causando
dor, rigidez e inchaco nas articulagdes.
Pode deformar maos, pulsos, joelhos, tor-
nozelos, ombros e cotovelos. Provoca in-

flamacdes em 6rgéos internos e pode
levar a invalidez permanente. A osteo-
artrite apresenta alguns dos mesmos
sintomas, mas desenvolve-se mais len-
tamente e apenas afecta algumas arti-
culacdes.

National Institutes of Health

tradicionais de descoberta de medicamentos. Em mui-
tos casos, a estrutura de uma molécula alvo é deter-
minada depois de uma triagem tradicional ou mesmo
depois do medica-mento estar no mercado.

Este foi 0 caso do Celebrex®. Inicialmente desen-
volvido para o tratamento da artrose e da artrite reu-
matoide adulta, o Celebrex® tornou-se o primeiro
medicamento a ser aprovado para o tratamento de
uma doenga chamada FAP ou polipose adenomatosa
familiar, que leva a cancro do célon.

Normalmente, a dor e inchaco da artrite sdo trata-
dos com medicamentos como a aspirina ou o ibupro-
feno, os chamados anti-inflamatérios néo esteroides
(AINESs). Mas este tipo de medicagdo pode danificar
0 sistema gastrointestinal, incluindo Glceras hemorra-
gicas. De facto, num estudo recente descobriu-se que
esses efeitos secundarios levam a mais de 100 000
hospitalizacfes e 16 500 mortes anuais. De acordo
com este estudo, se estes efeitos secundarios fossem
incluidos nas tabelas de mortalidade, seriam a 152
causa de morte nos EUA.



Uma descoberta afortunada permitiu aos cientis-
tas desenvolverem medicamentos que retém as pro-
priedades anti-inflamatérias dos AINES, sem 0s
efeitos secundarios causadores de Ulceras.

Ao estudar estes medicamentos a nivel molecu-
lar, os AINEs blogueiam a agdo de duas enzimas re-
lacionadas designadas ciclo-oxigenases. A designa-
¢do abreviada destas enzimas é COX-1 e COX-2.

Embora estas enzimas partilhem algumas fun-
¢Oes, também diferem em alguns aspetos importan-
tes. A COX-2 é produzida em resposta a uma lesdo
ou infecdo e ativa moléculas que iniciam as respos-
tas inflamatdrias e imunitarias. Ao bloquear a
COX-2, os AINEs reduzem a inflamacéo e a dor
causadas pela artrite, dores de cabeca e entorses.

Em contraste, a COX-1 produz moléculas, desi-
gnadas por prostaglandinas, que protegem o revesti-
mento estomacal dos &cidos digestivos. Quando o0s
AINEs bloqueiam esta funcédo, provocam a forma-
¢do de Ulceras.

Algumas prostaglandinas
podem ter um papel na

memoria e

outras fungdes cerebrais

Duas prostaglandinas
aumentam o

fluxo sanguineo nos
rins

Duas prostaglandinas

contraem os musculos do
Gtero, enquanto que uma

outra os relaxa
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Algumas prostaglandinas
sensibilizam terminagdes
nervosas que transmitem
os sinais da dor a espinal
medula e ao cérebro

Duas prostaglandinas rela-
l—— xam os musculos dos pul-
mdoes e outra contrai-os

Duas prostaglandinas
protegem as paredes
do estbmago

Algumas prostaglandinas di-
latam os vasos sanguineos, o
que leva a vermelhao e sen-
sacao de calor associadas
aos processos inflamatérios

4 Tanto a COX-1 como a COX-2 produzem prostaglan-
dinas, que tém uma série de papeis no corpo — por ve-
zes de efeito oposto. Alguns desses papeis s&o mos-
trados aqui.
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Para poderem criar um analgésico que nao provo-
que o aparecimento de Ulceras, 0s cientistas percebe-
ram que havia a necessidade de desenvolver novos
medicamentos que bloqueassem a COX-2, mas que
ndo interferissem com a funcdo da COX-1. Tal com-
posto foi descoberto utilizando a quimica medicinal
corrente, tendo sido comercializado sob o nome de
Celebrex®. Rapidamente se tornou o farmaco mais

Valina
(na COX-2)

4. Esta ampliacdo dos centros ativos da COX-1 e COX-2
(fitas azuis) mostra porque é que o Celebrex® se pode

ligar a uma das enzimas COX, mas ndo a outra. A subs-

tituicdo de um Unico amino&cido faz toda a diferenga.

Num local critico da proteina, a COX-2 contém uma va-

Adaptado com autorizagdo da revista Nature ©1996 Macmillan Magazines Ltd.

vendido na histéria dos EUA, gerando mais receitas
médicas no seu primeiro ano de mercado do que 0s
dois medicamentos lideres nessa altura combinados.
Simultaneamente, os cientistas estavam a estudar
a estrutura molecular das enzimas COX. Através da
Biologia Estrutural puderam verificar exactamente

como é que o Celebrex® se liga a COX-2, mas nao
a COX-1.

Isoleucina
(na COX-1)

lina (a vermelho), um pequeno aminoécido que cria
uma reentrancia a qual o medicamento (a amarelo)
se liga. Na mesma posi¢céo, a COX-1 contém a iso-
leucina (a roxo), que provoca uma protuberancia que
impede que o medicamento se ligue & enzima.



As estruturas tridimensionais da COX-2 e da
COX-1 sdo quase idénticas. Mas, existe uma altera-
¢do num aminoacido no centro ativo da COX-2 que
cria uma reentrancia extra que permite ligacdes. E a
este local que o Celebrex® se liga.

Para além de mostrar aos investigadores, com
detalhe atomo a atomo, como é que o medicamento
se liga ao seu alvo, as estruturas das enzimas COX
vao continuar a servir de modelo para perceber co-
mo € que estas moléculas funcionam no corpo.

COO~
+
+
H N é H R ¢ CH
CH, CH, CH,
Valina Isoleucina

Compreendeste?

O que é o design de medi-
camentos baseado na

estrutura?

Como € que o design de
medicamentos baseado na
estrutura foi utilizado no de-
senvolvimento de um inibi-

dor da protease do VIH?

De gue modo é que a dife-
renca estrutural entre a
COX-1 e a COX-2 é respon-
savel pela eficacia do
Celebrex®?

Como € que os virus se
tornam resistentes aos

medicamentos?



CAPITULO 5

Para Além do Design de Medicamentos

Esta publicagdo tem-se centrado nas aplicacdes mé-
dicas mais imediatas da Biologia Estrutural. No en-
tanto, os estudos detalhados das estruturas proteicas
tém valor e potencial que vdo muito além dos limites
da industria farmacéutica. Na sua base, esta investiga-
¢do ensina-nos sobre a natureza fundamental das mo-
léculas bioldgicas. Os exemplos mencionados de se-
guida ddo um pequeno vislumbre das areas e proble-
mas que a Biologia Estrutural tem ajudado a esclare-
cer.

Contracdo Muscular

A cada movimento que fazemos, desde um suspiro a
uma corrida, espessos filamentos da proteina muscular
miosina deslizam sobre finos filamentos da proteina
actina nas nossas células. Estas proteinas também aju-
dam a divisdo das células e permitem o seu movimento
e mudanga de forma — um processo essencial, quer para
a formacéo de diferentes tecidos durante o desenvolvi-
mento embrionario, quer para a disseminag&o de can-

cros. Ja sdo conhecidas as estruturas detalhadas da mio-

sina e da actina.

4 Mesmo para movimentar o0 mais pequeno musculo, incontaveis
moléculas proteicas de miosina (a azul e cinzento) tém que des-
lizar sobre filamentos de actina (a vermelho).

Imagem retirada de Lehninger Principles of Biochemistry de D.L. Nelson e M.M. Cox
©2000 (Worth Publishers); reproduzida com autorizacgéo.



Para Além do Design de Medicamentos | 53

4 A estrutura da RNA polimerase (a azul e verde) mostra como esta Ié o
DNA (a laranja) e faz uma cadeia complementar de RNA (a rosa).

Imagem de David S. Goodsell, The Scripps Research Institute
(para a “Molécula do Més” do RCSB Protein Data Bank)

Transcricdo e Traducéo

As células usam as instrugdes contidas no DNA pa-
ra fazerem proteinas. Para cumprir esta tarefa, deze-
nas de moléculas (maioritariamente proteinas) aglo-
meram-se e separam-se em movimentos cuidadosa-
mente cronometrados. As estruturas de muitas des-
tas moléculas sdo conhecidas e tém permitido uma

melhor compreensdo da transcricao e da tradugéo.

Um exemplo chave é a RNA polimerase, uma
enzima que |é o DNA e sintetiza uma cadeia com-
plementar de RNA. Esta enzima € uma maquina
molecular composta por dezenas de pequenas prote-
inas diferentes. Em 2001, Roger Kornberg, um cris-
talografo da Stanford University, determinou a es-
trutura da RNA polimerase em funcionamento. Esta
estrutura cristalografica sugeriu um papel distinto
para cada uma das proteinas da RNA polimerase.
Em 2006, Kornberg recebeu o Prémio Nobel da
Quimica por este trabalho.
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Fotossintese

“A fotossintese é a reagdo quimica mais importante
da biosfera, uma vez que é um pré-requisito para to-
do o tipo de vida superior na Terra”, de acordo com
a Fundacdo Nobel, que atribuiu o Prémio Nobel em
Quimica em 1988 a trés investigadores que determi-
naram a estrutura de uma proteina crucial para a fo-
tossintese. Esta proteina, ndo de uma planta, mas de

4 Este centro de reacédo fotossintética bacteriano foi a primeira proteina membra-
nar cuja estrutura foi determinada. As espirais roxas (hélices alfa) mostram onde
é que a proteina atravessa a membrana. Na orientacdo representada acima, a
parte esquerda da molécula projeta-se a superficie da célula bacteriana, en-
quanto que a parte direita esta dentro da célula.

uma bactéria fotossintética, foi a primeira estrutura
cristalografica de raios-X de uma proteina embebida
numa membrana. O feito foi extraordinario porque é
muito dificil dissolver proteinas de membrana na
agua (um passo essencial para o processo de cristali-
zacgd0). Para aprofundar ainda mais, a Fundagéo
Nobel diz: “[Esta] determinago estrutural... tem uma
importancia quimica consideravel muito para além do
campo da fotossintese. Muitas fun¢des bioldgicas es-
senciais além da fotossintese...estdo associadas a pro-
teinas ligadas a membranas. Exemplos disso sdo o
transporte de substancias quimicas entre células, a
acdo hormonal e os impulsos nervosos” — por outras

palavras, a transducéo de sinal.

Transducdo de Sinal

Centenas, sendo mesmo milhares, de processos vitais
requerem a transmissdo de um sinal bioquimico as
células. Estes sinais podem ser hormonas, pequenas
moléculas ou impulsos elétricos, os quais podem che-
gar as células através da corrente sanguinea ou de ou-
tras células. Quando as moléculas-sinal se ligam aos
recetores proteicos na superficie externa da célula,
iniciam uma “cascata” de rea¢des que envolvem mui-
tas outras moléculas dentro da célula. Dependendo da
natureza da célula alvo e da molécula sinal, esta ca-
deia de reacOes pode gerar um impulso nervoso, uma

mudanca no metabolismo celular ou a libertacdo de



uma hormona. Os investigadores determinaram a da transducéo de sinal, como também nos leva, de

estrutura de algumas destas moléculas envolvidas novo, a indUstria farmacéutica. Pelo menos 50%
nas vias de transducdo de sinal mais comuns. dos medicamentos existentes no mercado tem como
Os recetores proteicos que se ligam a molécula alvo proteinas recetoras — um alvo mais comum do
sinal original estdo por vezes embebidos na mem- que qualquer outro tipo de molécula.
brana celular externa, de modo que, tal como as Como esta publicagéo demonstra, um poderoso Compreendeste?

proteinas envolvidas na fotossintese, séo dificeis de meio de aprender mais sobre a satide, combater a

cristalizar. Obter as estruturas de recetores protei- doenca e aprofundar o nosso conhecimento sobre 0s
cos, ndo sb nos da a conhecer mais sobre as bases processos vitais é o estudo dos detalhes das molécu-
las bioldgicas — as extraordinarias Considerando o livro como

estruturas da vida. um todo, como definirias a
Biologia Estrutural?

Quais sao os objetivos cien-
tificos dos investigadores
que trabalham neste campo

do saber?

Se fosses um biodlogo estru-
tural, que proteinas ou sis-
temas estudarias? Porqué?

RCSB Protein Data Bank (http://www.pdb.org)

4 Os membros de uma familia de moléculas, chamadas pro-
teinas G, muitas vezes atuam como “condutores” de pas-
sagem de mensagens moleculares dos recetores proteicos
para outras moléculas no interior da célula.
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Glossario

AINEs | Medicamentos anti-inflamatérios ndo este-

roides, como a aspirina ou o ibuprofeno.
Alvo do medicamento | Ver molécula alvo.

Amino&cido | A unidade estrutural das proteinas.
Existem 20 aminoacidos padrdo. Uma proteina é
constituida por uma sequéncia especifica de amino-
acidos.

Angstrom | Unidade de comprimento usada para me-
dir dimensdes atémicas. Um angstrém é equivalente a

10™° metros.

Atomo | Unidade fundamental da matéria. Consiste

num nucleo e electrdes.

Atomo ativo em RMN | Um &tomo que possui as
propriedades magnéticas Uteis 8 RMN. Para alguns
atomos, a forma ativa em RMN é um is6topo raro,

como o **C ou o ®N.

AZT (azidotimidina) | Medicamento usado no trata-
mento do VIH. Tem como alvo a enzima transcripta-

Se reversa.

Bactéria | Microrganismo primitivo, composto por
uma célula sem ndcleo. As bactérias vivem pratica-
mente em todo lado. Algumas bactérias infetam seres
humanos, plantas ou animais. Podem ser in6cuas ou

causar doengas.

Bactérias resistentes a antibi6ticos | Estirpes bacte-
rianas com certas alteracGes (mutagdes) em algumas
das suas moléculas que Ihes permitem sobreviver aos

medicamentos que foram desenhados para as matar.

Base | Componente quimico (a unidade de informa-
¢do fundamental) do DNA ou do RNA. O DNA tem
quatro bases azotadas: adenina (A), timina (T), citosi-
na (C) e guanina (G). O RNA também contém quatro

bases, mas em vez da timina, contém o uracilo (U).

Biologia estrutural | Campo de estudo dedicado a
determinacdo da estrutura tridimensional detalhada de
moléculas bioldgicas para melhor compreender a sua

funcéo.

Cadeia lateral | Parte do aminoacido que lIhe confere
a identidade. As cadeias laterais variam desde um
Unico atomo de hidrogénio (glicina) a um grupo de 15

ou mais atomos.

Centro ativo | Regido da enzima & qual se liga o
substrato e onde ocorre a reacéo quimica.

Chaperoninas | Proteinas que ajudam outras protei-
nas a enrolar (folding) ou que escoltam outras protei-
nas dentro da célula.

Ciclo-oxigenases | Enzimas responsaveis pela produ-
cdo de prostaglandinas e outras moléculas no corpo.

Cadigo genético | Conjunto de tripletos do DNA (ou
mMRNA) que codificam amino&cidos especificos.

COX-1 (ciclo-oxigenase-1) | Enzima produzida con-
tinuamente no estdmago, vasos sanguineos, plaquetas
sanguineas e em partes dos rins. Produz prostaglandi-
nas que, entre outras coisas, protegem as paredes do
estdmago dos 4cidos digestivos. Uma vez que 0s
AINEs blogueiam a COX-1, podem levar ao desen-

volvimento de Ulceras.

COX-2 (ciclo-oxigenase-2) | Enzima que se encon-
tra apenas nalguns locais, como o cérebro e partes
dos rins. SO é produzida em resposta a lesdes ou
infe¢Oes. Gera prostaglandinas envolvidas na infla-
magcdo e resposta imune. Os AINEs atuam bloquean-
do a acéo da COX-2. Como os niveis elevados de
COX-2 no organismo tém sido relacionados com can-
cro, 0s cientistas estdo a investigar se, através do blo-
queio da COX-2 é possivel prevenir ou tratar alguns
tipos de cancro.



Cristalografia de raios-X | Técnica usada na deter-
minacdo da estrutura tridimensional detalhada de mo-
léculas. E baseada na disperséo de raios-X através de
um cristal da molécula em estudo.

Design de medicamentos baseado na estrutura |
Aproximacdo ao desenvolvimento de medicamentos
que tira partido das estruturas tridimensionais deta-
Ihadas das moléculas alvo.

Deslocamento quimico | Propriedade atdmica que
varia dependendo das caracteristicas quimicas e mag-
néticas de um &tomo e a sua posi¢do dentro da molé-
cula. Os deslocamentos quimicos sdo medidos por es-
petroscopia RMN para se poder identificar o tipo de

atomos numa determinada amostra.

Desoxirribose | O tipo de aglcar que se encontra no
DNA.

Difragdo andmala de multiplos comprimentos de
onda (MAD) | Técnica usada em cristalografia de
raios-X que acelera a determinacdo da estrutura pro-
teica. Usa raios-X com diferentes comprimentos de
onda, evitando que os cristaldgrafos tenham que fazer
varios cristais diferentes com metais.

DNA (&cido desoxirribonucleico) | A molécula da
hereditariedade. De modo geral, € uma longa cadeia
de nucledtidos, geralmente dupla, que transporta a in-
formac&o genética necessaria as funcdes celulares, in-
cluindo a producdo de proteinas. O DNA é composto
pelo agtcar desoxirribose, grupos fosfato e as bases

azotadas adenina, timina, guanina e citosina.

Enzima | Uma substancia, normalmente de natureza
proteica, que acelera, ou catalisa, uma reagdo quimica
especifica, sem ser permanentemente alterada ou gas-
ta. Algumas moléculas de RNA podem agir como en-
zimas.

Espetroscopia de efeito Overhauser nuclear
(NOESY - Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY) | Técnica de RMN usada na deter-
minacdo de estruturas proteicas. Revela a que distan-
cia no espago estdo dois protdes diferentes (nlcleos
de hidrogénio).

Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)| Técnica usada na determinagéo da estrutura
tridimensional detalhada de moléculas e, de forma
geral, no estudo das propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas da matéria. Faz uso de imanes muito fortes
que interagem com as propriedades magnéticas natu-

rais dos nucleos dos atomos.

Folha beta | Uma sec¢do “plissada” dentro de uma

estrutura proteica.

Fotossintese | Processo quimico através do qual as
plantas verdes, algas e algumas bactérias utilizam a
energia solar para sintetizar compostos organicos

(inicialmente, hidratos de carbono).

Gene | Unidade da hereditariedade. E um segmento
de DNA que contém o cddigo para uma proteina ou

subunidade proteica especifica.

Glossério | 57
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Gendmica Estrutural | Campo de estudo que procu-
ra determinar um grande inventario de estruturas pro-
teicas com base nas sequéncias genéticas. O objetivo
é ser capaz de produzir modelos estruturais aproxima-
dos de qualquer proteina com base na sua sequéncia
genética. A partir destas estruturas e modelos, os ci-
entistas esperam aprofundar o seu conhecimento so-

bre as fungdes bioldgicas das proteinas.

Grupo fosfato | Grupo quimico encontrado no DNA
e no RNA e também frequentemente ligado a protei-
nas e outras moléculas bioldgicas. E formado por um
atomo de fosforo que se encontra ligado a quatro ato-

mos de oxigénio.

Hélice alfa | E uma sec¢do curta em forma de espiral

numa estrutura proteica.

Inibidor | Molécula que inibe ou bloqueia a a¢&o bio-
I6gica de outra molécula.

Isétopo | Forma de um elemento quimico com o mes-
mo numero de protdes, mas um ndmero diferente de
neutrdes das outras formas do elemento. Os isétopos
sdo frequentemente utilizados para encontrar 4tomos
ou moléculas numa via metabdlica. Na RMN, sé um
isétopo de cada elemento tem as propriedades magneé-
ticas corretas e que séo Uteis.

MAD | Ver difragdo andmala de maltiplos compri-
mentos de onda.

Medicamentos anti-inflamatorios ndo esteroides |
Classe de medicamentos utilizados para tratar dor e
inflamacéo. Sdo exemplos a aspirina e o ibuprofeno.
Atuam blogueando a a¢do da enzima COX-2. Como
também blogueiam a enzima COX-1, podem ter

como efeito secundario Ulceras estomacais.

Megahertz | Unidade de medida equivalente a

1 000 000 hertz. O hertz é definido como um evento
ou ciclo por segundo e é usado para medir a frequén-
cia das ondas radio e outras formas de radiag&o ele-
tromagnética. A poténcia dos imanes da RMN & fre-
quentemente referida em megahertz, tendo a maioria
dos imanes uma poténcia que varia entre 500 e 900
megahertz.

Molécula | A mais pequena unidade da matéria que
retém todas as propriedades fisicas e quimicas da
substancia. Consiste num ou mais atomos idénticos

ou num grupo de atomos diferentes ligados entre si.

Molécula alvo (ou proteina alvo) | Molécula em que
os investigadores farmacéuticos se centram para de-
senvolver um medicamento. Muitas vezes, a molécu-
la alvo pertence a um virus ou bactéria ou é uma pro-
teina humana anormal. Nestes casos, os investigado-
res geralmente tentam desenhar uma pequena molé-
cula — um medicamento — que se ligue & molécula al-

Vo e blogueie a sua acéo.
MRNA | RNA mensageiro.

NOESY | Espetroscopia de efeito Overhauser nu-

clear.

Nucleo | 1. Regido central da célula limitada por uma
membrana que contém o material genético. 2. Centro

de um &tomo, composto por protdes e neutrdes.

Nucle6tido | Subunidade do DNA ou do RNA que in-
clui uma base, uma molécula de fosfato e uma molé-
cula de agucar (desoxirribose no DNA, ribose no
RNA). Milhares de nucleétidos unem-se pelas extre-
midades para criar uma molécula de DNA ou RNA.
Ver base e grupo fosfato.



Particula viral | Um Gnico elemento de uma estirpe
viral que contém todas as proteinas e material gené-

tico necessarios.

Prostaglandinas | Grupo de moléculas similares a
hormonas que estdo envolvidas numa variedade de
fungdes no corpo, incluindo a inflamacéo, a circula-
¢do sanguinea nos rins, a protecdo das paredes do es-
tdmago, a coagulagdo sanguinea e o relaxamento e
contragdo dos musculos nos pulmdes, Utero e vasos
sanguineos. A formacéo de prostaglandinas é bloque-
ada pelo uso de AINEs.

Protease do VIH | Enzima do VIH que é necessaria
ao ciclo de vida do virus. E necessaria para que as
particulas do VIH se transformem em particulas vi-

rais maturas e infecciosas.

Proteina | Molécula biolégica de grandes dimenses
composta por aminoécidos organizados numa ordem
especifica, definida pelo codigo genético e dobrada
sobre si propria numa forma tridimensional bem defi-
nida. As proteinas sdo essenciais para todos os pro-

€essos vitais.

Quilodalton | Unidade de massa que equivale a 1000
daltons. A unidade dalton (Da) é usada para medir a
massa de 4tomos e de moléculas. Um dalton equivale
a massa de um atomo de hidrogénio (1,66 x 10
gramas).

Radiacéo eletromagnética | Energia irradiada sob a
forma de onda. Inclui todos os tipos de radiacéo in-

cluindo, por ordem crescente de energia, ondas radio,
micro-ondas, radiagdo infravermelha (calor), luz visi-

vel, radiaco ultravioleta, raios-X e radiagdo gama.

Recetor proteico | Proteinas especificas que se en-
contram a superficie da célula as quais se ligam hor-
monas ou outras moléculas, desencadeando uma re-
acdo dentro da célula. Os recetores proteicos sdo res-
ponsaveis por iniciar reagOes tdo diversas como 0s
impulsos nervosos, as mudangas metabdlicas na célu-
la ou a libertagdo de hormonas.

Resisténcia | Ver bactérias resistentes a antibidticos.
Os virus também podem desenvolver resisténcia aos
medicamentos antivirais.

Retrovirus | Tipo de virus que transporta o seu mate-
rial genético sob a forma de RNA de cadeia simples,
em vez de DNA. Apds a infecgdo da célula, o virus
induz a formacdo de uma copia de DNA a partir do
seu RNA, usando a enzima transcriptase reversa.

Ribose | O tipo de aglcar que se encontra no RNA.

RMN multidimensional (RMNnR) | Técnica usada
para solucionar problemas de RMN complexos.

RMN | Ressonancia magnética nuclear.

RNA (&cido ribonucleico) | Longa cadeia de nu-
cledtidos, geralmente simples (ndo dupla), que de-
sempenha fungdes genéticas, enzimaticas e estrutu-
rais na célula. Existem trés tipos principais de RNA e
todos estdo envolvidos na sintese proteica: RNA
mensageiro (MRNA), RNA de transferéncia (tRNA) e
0 RNA ribossémico (rRNA). O RNA é constituido
pelo agucar ribose, grupos fosfato e bases azotadas
adenina (A), uracilo (U), citosina (C) e guanina (G).
Alguns virus, como material genético, possuem RNA
em vez de DNA.

RNA mensageiro (MRNA) | Molécula de RNA que
serve de intermediario na sintese proteica. O RNA
mensageiro é complementar ao DNA e transporta a

informacdo genética deste até ao ribossoma.
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RNA ribossémico | O RNA que se encontra nos
ribossomas.

SIDA | Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida —
uma doenga infecciosa que é uma importante causa
de morte a nivel mundial.

Sincrotrdo | Maquina de grandes dimensdes que ace-
lera as particulas carregadas eletricamente até uma
velocidade aproximada a da luz e as mantém em 6rbi-
tas circulares. Os sicrotrdes foram originalmente de-
senhados para serem usados pelos fisicos de particu-
las de altas energias, mas sdo hoje muito utilizados
pelos bi6logos estruturais como fonte de raios-X de
alta intensidade.

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) |
Doenca viral causada pelo virus da imunodeficiéncia
humana (VIH).

Substrato | Molécula que se liga a uma enzima e que
sofre uma alteragdo quimica no decurso da reacéo en-
zimatica.

Traducéo | O segundo passo principal na sintese pro-
teica, no qual a informac&o codificada pelo mRNA é
decifrada (traduzida) em sequéncias de aminodacidos.

Este processo ocorre nos ribossomas.

Transcricdo | O primeiro passo principal na sintese
proteica, durante o qual a informag&o codificada no
DNA é copiada (transcrita) para 0 mRNA.

Transcriptase reversa | Enzima encontrada nos re-
trovirus que copia 0 material genético viral de uma
cadeia simples de RNA para uma cadeia dupla de
DNA.

Transducéo de sinal | O processo pelo qual os sinais
quimicos, elétricos ou bioldgicos sdo transmitidos a

célula e dentro da mesma.

Virus | Micrébio infeccioso que necessita de uma cé-
lula hospedeira (vegetal, animal, humana ou bacteria-
na) para se reproduzir. E constituido por proteinas e
material genético (DNA ou RNA).

Virus da imunodeficiéncia humana (VIH) | O virus
que causa SIDA.
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