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RESUMO

Tese (Doutorado) — Programa de Po6s-Graduagdo Interunidades em
Bioinformatica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

As vias de sinalizacdo celular por meio de moléculas sdo um dos principais meios
de controle funcional de um organismo. O entendimento das func¢des de moléculas
sinalizadoras facilita a compreensdo das vias metabdlicas de um organismo, assim
possibilitando uma melhor compreensdo de varios eventos biologicos e também de varias
doencas. A sinalizacdo pelo acido retindico (AR), e seus derivados, € responsavel pelo
controle de vdérias funcdes, por exemplo: crescimento celular, diferenciacdo celular,
formacdo da retina, desenvolvimento cardiaco e também relacionado a varias patologias
como diabetes, obesidades, canceres, e doengas cardiovasculares.

A acdo do dcido retindico é controlada em dois niveis: no metabolismo de
sintese/degradacdo e na sua utilizacao na sinalizagdo para a expressao génica.

A magquinaria que controla o metabolismo inclui as enzimas de sintese do AR
(aldeido desidrogenase ALDH) e as enzimas de degradacdo do AR (Cyp26), que controlam
a distribui¢dao espaco-temporal do AR durante a embriogénese. As ALDHs sdo enzimas
NAD(P)" dependentes, que oxidam uma ampla gama de aldeidos para os seus
correspondentes 4cidos carboxilicos, sendo ALDH1A?2 a principal enzima na transformacgao
de retinal em 4cido retindico.

A maquinaria da sinalizacdo celular por AR contém os receptores nucleares
controlados por AR (RARSs) que estdo envolvidos com o controle da transcri¢do génica. Os
mecanismos de controle de expressdo mais comuns sao 0s que ocorrem na fase
transcricional. Um desses mecanismos envolve proteinas que se ligam as regides
promotoras de transcricdo, representadas por trechos de DNA que geralmente estdo
localizados préximo a regido de inicio da transcri¢do, mas que também podem estar a
centenas ou até milhares de pares de bases desse inicio. Essas proteinas modulam a
maquinaria transcricional, podendo ativé-la ou inibi-la.

A associagdo de vdrias técnicas como a biologia molecular, bioinformética,
filogenia, andlises estruturais de biomoléculas, mecanica molecular e métodos
termodindmicos tem se mostrado uma poderosa abordagem para compreensao de sistemas
bioldgicos simplificando e agilizando o desenvolvimento do conhecimento cientifico.
Nessa direcao, esse estudo desenvolveu duas anélises: a primeira estudando a evolugdo das
funcoes das enzimas ALDH, utilizando-se de técnicas de gendmica combinatdria, filogenia,
bioinformatica, estrutura de biomoléculas e de biologia do desenvolvimento, tentando
compreender o modo como as ALDHs, que apresentam as seqiiéncias de aminodcidos
bastante similares, puderam divergir para gerar fungdes diversas como a destoxificacdo e a
sinalizacdo. Para este estudo foram analisados os genomas de 487 organismos em busca de
seqiiéncias de ALDHs e também o genoma do organismo modelo Branchiostoma floridae.
Foram obtidas 190 seqii€éncias que foram utilizadas em uma anélise filogenética para tentar
compreender a func¢do primordial e também para definir grupos de aminoécidos candidatos
a marcadores das diferentes familias de ALDHs. Essas 190 seqiiéncias também foram
modeladas estruturalmente e analisada a forma e o volume do canal onde se aloja o aldeido
a ser oxidado. A partir dessas informacdes foi possivel prever que as ALDHs passaram das
funcdes ancestrais de controle do padrao corporal para algo mais abrangente como fungdes
protetoras.



A segunda andlise, utilizando-se das estruturas tridimensionais dos fatores de
transcricao ligados ao DNA em diferentes posi¢des e submetendo esses complexos a
processos de mecanica molecular, cdlculos termodinamicos e andlises das ligacdes de
hidrogénio para tentar prever os mais provaveis sitios de interagdo entre os receptores € o
DNA. O modelo escolhido para essa andlise foram os fatores de transcricao regulados por
acido retindico o RAR e RXR utilizando a regido promotora do gene RARE-32 para avaliar
as mais provaveis regides de ligacdo desses fatores. Para esse estudo foram construidos 71
complexos proteina-DNA que foram submetidos a processos de mecanica molecular e
calculos termodindmicos. A partir dessas informacdes foi possivel prever uma regidao de
maior afinidade entre o fator de transcri¢do e 0 DNA. As andlises de liga¢cdes de hidrogénio
possibilitaram definir exatamente a regido de interacdo entre os fatores de transcricdo e o
DNA, e também descrever as interagcdes moleculares responsaveis pela especificidade da
interacao.
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