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INTRODUCAO

A Bioinformética pode ser abordada como “ciéncia da computagio” e também
como ciéncia biolégica. Como “ciéncia da computagfo”, a presenca da Bioinformatica é
avassaladora (TIMPANE, 1997), tanto como diretriz para desenvolver as tecnologias in
vitro do Projeto Genoma, quanto como filtro para, com tecnologias in virfuo ou in
silico, utilizar os bancos de dados gendmicos via Internet. No entanto, utilizada apenas
como “ciéncia da computagdo”, a Bioinformatica pode nfo atingir o grau de efic4cia
necessario para a interpretagio adequada do diltvio de informagdes geradas pelo
sequenciamento dos genomas de  organismos modelos que se integram ao
sequenciamento do genoma humano, em andamento até pelo menos o ano de 2005. Tal
grau de eficdcia s6 poderd ser alcangado com a concentracio de estudos em
Bioinforméatica motivados por um maior conhecimento dos fenémenos biolégicos. Este
parece ser 0 caminho orientado para a unificagfio da Biologia, sob a organizacfio das leis
da Fisica e nesta refletindo paradigmas que poderfio vir a ser o embrifio de novas leis

Fisicas.

Condigdes para redugiio da Biologia a Fisica

Na interface entre Biologia e Fisica, é de suma importdncia o tratamento
adequado do trindmio energia, entropia e informag#o, ja que as propriedades entropicas
dos biopolimeros informacionais representam a base para a formacfio das redes
bioinformacionais e para o processamento da informagdio na computagio biolégica. E
importante também ter sempre presente as relagdes entre Mateméatica e Fisica, entre
Fisica, Quimica e Biologia, bem como a possibilidade de redugio da Biologia & Fisica,
desde que seja levada em conta a quantidade extra de informagio contida nas
emergéncias biologicas (vida e consciéncia).

Uma pergunta muito comum: a Biologia se reduz & Fisicoquimica? No entanto,
a pergunta precisa ser reformulada: a Biologia pode se reduzir 4 Quimica (HUNTER,
1996), assim como a Quimica & Fisica e esta & Matematica?

A Matemética € a ciéncia mais bésica porque ela representa a ponte entre a
mente humana e o universo com suas propriedades micro e macrocésmicas (GELL
MAN, 1996). A mente humana, através de modelos matematicos, tenta descobrir as leis

que regem tais propriedades, erigindo assim, ao ligar o mundo das idéias com o mundo



material (massa e energia), a ciéncia chamada Fisica. Na elaboragdio de uma teoria
fisica, portanto, fica dificil delimitar a fronteira entre Fisica ¢ Mateméatica. Por outro
lado, ¢ dificil delimitar a fronteira entre Fisica e Quimica, bem como entre Quimica e
Biologia, ja que moléculas s#o entidades materiais e os seres vivos s3o constituidos de
moléculas. Na verdade, esta visdo, moderna apenas quanto a terminologia, € a mesma
apresentada nas obras de Aristételes: a Fisica, tratando dos processos mentais que levam
ao conhecimento do mundo das ciéncias naturais (perf Jiseos), e a Metafisica (além da
fisica), tratando dos processos mentais que levam a contemplagfio do mundo das formas
puras (geométricas e imateriais).

Embora dificil, a delimitagfo entre Quimica e Biologia existe e pode ser descrita,
na medida em que propriedades emergentes sfio descobertas tanto na Quimica, em
relagdo a Fisica, quanto na Biologia, em relagdo & Quimica. As propriedades emergentes
indicam uma quantidade extra de informagfo, acumulada e trativel a nivel da ciéncia
em questéo, mas que s6 se torna redutivel a ciéncia de nivel mais bésico se esta ampliar
0 ambito de suas teorias, capacitando-se para assimilar a quantidade extra de
informag#io. Uma grande pergunta fica no ar: sera que as teorias fisicas hoje existentes
séo suficientes para promover a redugfio da Quimica e da Biologia a Fisica (PENROSE,
1997)? A redugdo da Quimica & Fisica ja se processa de forma razodvel, em fungfo das
teorias fisicas atuais, mas a redugfio da Biologia ainda espera por novas teorias. Em
relagdo a Quimica (& Fisica em dltima instincia), a Biologia apresenta a grande
emergéncia da vida e, sobre esta, ainda a grande emergéncia da consciéncia.

Parece ser 16gico que a Biologia se reduza & Quimica e esta & Fisica, na medida
em que ndo existem leis especiais para a Quimica ou a Biologia, a nfo ser as leis fisicas
passiveis de serem descobertas pela mente humana interagindo, através de modelos
matematicos, com as propriedades observaveis do Universo. Parece também que a
Biologia sé se reduzird & Fisica quando esta puder manipular a quantidade de
informagéo extra contida em cada propriedade emergente biolégica e ainda encontrar a

teoria adequada para explica-la.

Expectativa por um novo paradigma

Na correlagfo entre as disciplinas que compoem o leque das chamadas Ciéncias
Cognitivas, é importante avangar no estabelecimento de uma Teoria da Consciéncia,
através de comparagéo entre computago eletrdnica e computagio biologica (CONRAD,
1989, CONRAD, ZAUNER, 1998), desde a mdquina de Turing até o cérebro humano,



passando pelo cérebro zoolégico como computador quéintico (GREEN ef al. 1997), cujo
analogo fisico ji comeca a existir em modelos tedricos. E importante também a
abordagem correta das transi¢des de paradigma em Biologia, com é&nfase na expectativa
de complementagéo da Bioquimica e da Biologia Molecular pela Engenharia Molecular
(INGBER, 1993), tendo a Bioinformatica como disciplina integradora, bem como do
paradigma genético reducionista pelo paradigma das redes epigenéticas (STROHMAN,
1997).

O Projeto Genoma, ao englobar genomas de outros organismos modelos além
do humano, passou a alavancar pesquisa e desenvolvimento na 4rea biotecnolodgica,
tendo na tecnologia do DNA recombinante sua espinha dorsal, que engloba
metodologias origindrias da Bioquimica ¢ da Genética, fundidas na Biologia Molecular,
bem como otimizadas pela aplicagio de ferramentas computacionais, mais
recentemente aliadas a ferramentas mateméticas. Com o dilavio de informagdo
disseminada nos genome databases acessiveis via Internet, a presenca da
Bioinformatica como ciéncia computacional tornou-se avassaladora (TILGHMAN,
1996).

Toda essa pujanga, manifestada pelo Projeto Genoma, est4 sendo engendrada no
bojo do paradigma genético, apesar de seu reducionismo que s6 leva em conta o fluxo
de informagdo genética ¢ unidirecional, condizente com o dogma central da Biologia
Molecular. De fato, contrariamente a WILKINS (1996) que defende a idéia de jamais
ter ocorrido revolugéo kuhniana em Biologia, STROHMAN (1997), inspirado pela
leitura da nova edigdo de The Structure of Scientific Revolutions de Kuhn, reconhece os
atributos dessa revolugio nas contradi¢des internas do atual paradigma, caracterizado
como determinismo genético reducionista, fruto de um erro epistemolégico, quando a
estreita teoria do gene passou a ter o status de paradigma da vida. Apontando as redes
epigenéticas como saida para superar as limitagSes do paradigma em crise, Strohman
reconhece a inexisténcia de uma teoria unificadora capaz de caracterizar a formagéo e
funcionamento dessas redes nfo-lineares e proprias de sistemas complexos, auto-
organizantes e adaptativos.

Outro fator que contribui para o reducionismo do atual paradigma & o papel
preponderante até entfio exercido pela Bioquimica, hoje em dia identificada com a
Biologia Molecular, que privilegia a difusfio, tratada pela equacio de Michaelis-
Menten, ausente na grande maioria dos processos celulares: nfo responde, por exemplo,

pelo molecular channeling (EDWARDS, 1996) ¢ pelo bending tipicos de estado



sélido dos complexos protéicos e nucleoprotéicos (PEREZ-MARTIN, 1997, BRAY,
1998) ou de cristal liquido da membrana (GIRAUD-GUILLE, 1996); pela tensegrity
gerada pela rede mecénica, fruto da integracdio da rede da matriz extracelular com a rede
citoesquelética, através das integrinas na membrana plasmética, tendo como fator
preponderante as propriedades ferromagnéticas dos microtibulos (INGBER et al., 1994,
TUSZYNSKI et al, 1997, INGBER, 1998); sem falar na eletroforese ou electric
Jocusing gerado por funcionamento diferencial das bombas idnicas e no transporte de
vesiculas ou de cromossomos por proteinas motoras orientadas por campo

eletromagnético gerado por microtubulos (GOLDBERG, 1995).

Motivag¢io e Metodologia

Um estudo cuidadoso da literatura leva a identificar as redes epigenéticas,
sugeridas por STROHMAN (1997), como os elos de unificagio da Biologia, elos estes
que, no entanto, ainda estéo sendo apresentados de forma fragmentada e redundante em
dezenas de revistas especializadas.

Nossa proposta € demonstrar que esses elos de unificagio apontam para a
existéncia de apenas quatro redes biomoleculares que, j4 existentes nas células
ancestrais do mundo do DNA, continuam sendo as mesmas presentes nas células de
todos os seres vivos atuais e cuja caracterizagfio pode ser feita nos organismos modelos

do Projeto Genoma.

Uma rede gendmica cujo output expressa de modo constitutivo (defaulf) a rede
metabolica e de manutengio, bem como de modo indutivo (via estimulos do meio)
regula o ciclo celular, através de inputs trazidos pela rede de sinalizacio (a nivel de
software) e pela  rede mecénica (a nivel de hardware), definindo o tipo de programa a
ser “rodado”: proliferagdo ou duplicagfo, diferenciagio ou embriogénese, morte

programada ou apoptose e transformagfo ou cancer.

As redes biomoleculares, tendo os biopolimeros informacionais como
automatos de primeira ordem, integram a homeostasia da célula, o autdmato de segunda
ordem. As redes celulares, produzidas a partir da célula ovo original, através de ciclos
autopoiéticos (MATURANA, VARELA, 1980), integram a homeostasia do organismo
pluricelular, o autdmato de terceira ordem, através da interagfio de tecidos, mediada pela
matriz  extracelular, formando Orgfos. Redes de organismos (unicelulares e

pluricelulares) integram a homeostasia da biosfera, o autdémato de quarta ordem, através



da interagdo de espécies, mediada pelo meio ambiente, formando ecossistemas que
compoem o super-organismo Gaia (LOVELOCK ¢ MARGULIS, 1974, LOVELOCK,
1988, LOVELOCK, 1995). Na perspectiva da Teoria do Caos, é como se essas redes
bioinformacionais, a partir de condi¢des iniciais relativamente simples, se integrassem
em sucessivos niveis fractais de complexidade crescente, gerando toda a biodiversidade

hoje visualizada na copa da arvore filogenética.

No capitulo 1 sera dada uma descrigfio fenomenolégica da génese e das fungGes
dos biopolimeros informacionais e no capitulo 2 uma caracterizagio preliminar das
redes bioinformacionais.

O capitulo 3 tratard de Termodinimica ¢ Cinética nos Sistemas Biolégicos,
resgatando na base da constante molar universal (R) a equagfio fundamental dos
sistemas biol6gicos, identificada com a fungdo energia livre de Gibbs (AG), o eixo
unificador a nivel fisicoquimico.

O capitulo 4 apresentard a Estratégia Celular para Interconversdes de Energia
Livre, estratégia esta levada pela selegfio natural ao mais alto grau de otimizag#o, gragas
a propriedade entrépica dos biopolimeros informacionais, demonstrada no processo de
mudanga conformacional (folding), e ao altissimo poder da catalise enzimatica. Mostrar-
se-4 como a célula unifica as taticas aplicadas de modo universal na génese das redes
biomoleculares, ao otimizar a integragdio entre mudanga conformacional e fungo
catalitica, tendo como forga motriz a hidrélise de ATP, para as conversdes entalpicas, e

o processo de fosforilagdo, para as interag3es entropicas.

No capitulo 5, tendo em vista, por uma lado, a fundamentagfio para a génese das
redes biomoleculares apresentada no capitulo 4, bem como, por outro lado, as anélises
das ultimas versdes de modelos apresentados pelos principais grupos de pesquisa que
vém trabalhando com segmentos de redes biomoleculares, tentar-se-4 mostrar como de
fato as quatro redes biomoleculares, consideradas na nossa proposta, se integram na
homeostasia da célula e na morfogénese do organismo. Assim sendo, a integragdo
descrita poderd contribuir para a criagdo de um modelo de célula virtual para futuras

simulagdes.



CAPITULO 1
CARACTERIZACAO FENOMENOLOGICA
DOS BIOPOLIMEROS INFORMACIONAIS

Acidentes congelados fixam determinadas alternativas em fungfio de fatores
ambientais que funcionam como condigdes iniciais para regularidades futuras, passando
a predominar a historicidade sobre a aleatoriedade (GELL-MANN, 1996,
KAUFFMAN, 1987, HUNTER, 1996).

Nos sistemas biolégicos, um mecanismo emergente produz ordem a partir da
ordem contida em estruturas cuja ordem foi por sua vez produzida a partir da desordem,
segundo mecanismos probabilisticos (SCHRODINGER, 1992).

1.1 - GENESE E PROPRIEDADES MORFOFUNCIONAIS

No cendrio imaginado pelos defensores da hipétese autotréfica (EDWARDS,
1996), os precursores dos biopolimeros informacionais foram surgindo no oceano
primitivo e se organizando em complexos metabdlicos sobre superficies minerais até a
formagfio do “crépe primordial” (em vez da sopa fundamental dos partidarios da
hipétese heterotréfica), onde as interagSes entre as moléculas poderiam ocorrer
diretamente por molecular channeling, sem necessidade da difusfo, e onde moléculas
biossinteticamente semelhantes se agrupavam em posi¢des de vizinhanga, permitindo
coevolugdio do cédigo genético (codons existentes em moléculas de RNA se
correlacionando com aminoécidos candidatos a ligagBes peptidicas na sintese de
proteinas). Tal coevolugdo pode ter ocorrido em superficies minerais, por exemplo, de
pirita (FeS,, originada de H,S e FeS), com sistemas de oxidagio e redugfio (sistemas
redox) reversiveis e utilizaveis quimica ¢ fotoautotréficamente. De fato, ainda hoje,
sistemas redox Fe-S e Fe-Cu ocupam o niicleo dos complexos protéicos respiratérios e
fotossintéticos, sugerindo a coevolugfo desses processos, bem como a presenga dos
mesmos no complexo metabélico ancestral universal do mundo do RNA (EDWARDS,

1996) que precedeu a célula ancestral universal do mundo do DNA.



1.1.1 - Elementos quimicos com predestinagio biética

Os elementos presentes na Terra primitiva, como em todo o sistema solar, foram
resultantes da evolugfo cosmica: 90% do H formado nos instantes iniciais do universo,
a0 passo que os restantes foram se formando, em fungdo de seus nimeros atdmicos, em
nucleos de sucessivas geragdes de estrelas. Diferente do mundo mineral, o mundo da
célula € constituido por poucos elementos, quatro dos quais (H, C, N e O) compdem
99% de seu peso. Destes quatro, H e O formam a 4gua, responsavel por 70% desse peso
e cujas propriedades vdo delimitar as condigSes iniciais que norteardo a evolugéo
quimica.

Na medida em que sfo alvos, como substratos ou como produtos, de agfo
enzimatica, elementos quimicos circulam como cations e Anions que, através dos
elementos elétricos da membrana (bombas e canais ibnicos), geram e regulam
potenciais elétricos, bem como, através de interagSes com a 4gua, regulam o pH e a
osmolaridade, constituindo o meio eletrolitico cujas interagdes com os biopolimeros
regularfio suas propriedades entrépicas e informacionais. Os elementos quimicos podem
circular ainda em combinag3es tipicas de radicais livres, de cujo turnover depende o
funcionamento da célula..

Elementos quimicos funcionam como indicadores de processos fisicoquimicos
como, por exemplo, o S na construgfo e quebra de pontes dissulfidricas na formac&o de
redes poliméricas (RAINA, 1997), como no processo de vulcanizagdo, bem como na

taxa de decomposigdo do querogénio durante a formagao de petréleo (LEWAN, 1998).

Quebra de simetria na quiralidade

Fatores abidticos (cosmoldgicos e geologicos) congelaram uma quiralidade
altamente conservada: nas proteinas, s6 aminoécidos levogiros (L-AAs), e nos 4cidos
nucléicos, apenas pentoses dextrogiras (D-oses). Além de fatores abiodticos, a
homoquiralidade na natureza pode se estabelecer como um imperativo do préprio
sistema estereoquimico, a partir de condi¢Ses iniciais (POPA, 1997; SIEGEL, 1998;
CHAMBRON, 98 ¢ KAUFFMAN, 1987).

A ampliagio do conhecimento sobre quiralidade é importante nfio s6 na pesquisa
basica, no esclarecimento dos processos abi6ticos e na modelagem matemética dos
biopolimeros, mas ainda na pesquisa aplicada, principalmente na 4rea farmacoldgica.

Com suas propriedades topolégicas, além de geométricas, a quiralidade apresenta

formas enantioméricas (propriedades fisico-quimicas idénticas) e diastereoméricas



(diferentes), interligando a si mesma com a entropia e a informaggo.

1.1.2 - Transic¢io do mundo do RNA para o mundo do DNA

No mundo do RNA, que precedeu o atual mundo do DNA, formou-se o
complexo metabdlico ancestral (EDWARDS, 1996), tendo como cenario as mesmas
condig¢des iniciais que fixaram a quiralidade: microambientes sobre superficies minerais
piriticas, finamente delimitados por membrana em dupla camada lipidica, onde se
manifestava o molecular channeling, além da difusio (crepe em vez da sopa
primordial), a co-localizagdo de mondmeros com propriedades semelhantes, bem como
coevolugdo do codigo genético conduzida pelas propriedades autocataliticas do RNA,
até o estabelecimento dos biopolimeros informacionais e entrépicos tipicos do atual
mundo do DNA.

Outros dados provenientes de diversas disciplinas apontam para a possibilidade

dessa transi¢ao:

a) Condi¢des iniciais préprias de um cendrio evolutivo imaginado pelos
defensores da hipétese autotrdfica, em oposi¢io a hipétese heterotréfica

b) diferengas suficientes nas propriedades entrépicas devem explicar a
prevaléncia da ribose sobre a desoxi-ribose, bem como dos ribonucleotideos
sobre os desoxi-ribonucleotideos, e, em tltima analise, do RNA sobre o
DNA; da mesma forma, explicar a dupla hélice, continua no DNA e em
regides localizadas no RNA (LANDER, 1995, PROHOFSKY, 1995).

c) presenga marcante dos ribonucleotideos, tanto como mondmeros
trifosfatados (presenga essencial do sistema ATP/ADP como regulador
universal das interages energéticas, entropicas e informacionais), quanto
como cadeias oligonucleotidicas com atividades cataliticas (ribozimas com
capacidade de polimerizar ou hidrolizar outras cadeias de RNA e também
cadeias peptidicas) (IBBA, 1997, CHEN, 1997);

d) cadeias de RNAs, capazes de funcionar como mRNA e como tRNA,
apresentavam os codons geradores das respectivas cadeias polipeptidicas,
funcionando como primitivos RNA-genes, constituindo, na verdade os
motivos ou dominios bésicos evolutivos que posteriormente, com o
surgimento da transcriptase reversa, passaram a constituir os DNA-genes
que, com a maior estabilidade dessa molécula em dupla hélice, se

organizaram em multidominios, compativeis com as protefnas do atual



g)

h)

mundo do DNA (MUTO, 1998; TATENO, 1997; BAIROCH, MURZIN,,
1997);

proteinas multidominiais tornam-se multifuncionais, substituindo e
amplificando a capacidade catalitica das moléculas de RNA: assim, no
mundo do DNA, as proteinas se constituem em auténticas méaquinas
biomoleculares que, através de mudanga de fase (om/off em fungio de
fosforilagdo), atuam de forma combinatéria, em associagSes divergentes e
convergentes, passando a ativar e regular as fungdes do DNA (duplicacio e
transcri¢do) e dos RNAs (tradugfo) no funcionamento do cédigo genético, in
vivo, e at¢ mesmo na computagio com DNA, in vitro (REIZER, 1997,
CAIRNS, 1998; BREZINA, 1996, ADLEMAN, 1994);

as propriedades entropicas dos biopolimeros informacionais, principalmente
das proteinas, se manifestam em fungdo das interagdes com as moléculas do
meio envolvente: a) proteinas soliiveis podem ter sua entropia reduzida, em
oposi¢do ao grande aumento de entropia das moléculas de 4gua, pela
desorganizagéio das estruturas pentagonais (clatradas) previamente formadas
ao redor de regides hidrofobicas do biopolimero (GROSBERG, 1997,
URRY, 1995); b) proteinas ancoradas na dupla camada lipidica (proteinas de
membrana) tém suas alfa-hélices anfipaticas inseridas apenas quando
previamente agregadas, com as regides hidrofilicas voltadas para o interior,
equilibrando o exterior hidrofébico da proteina com a hidrofobicidade da
membrana (SHAIL 1995); c) proteinas que formam complexos (protéicos ou
nucleoprotéicos) contribuem para redugio da entropia, devido a
complementaridade que se manifesta através de forgas nfio covalentes
(BRADY, 1997);

entropia e informagéio, um bindmio indissocidvel nos sistemas biolgicos,
gragas & molécula de ATP que funciona como bateria energética ¢ fonte de
fosfato para a fosforilagfo (on/off nas méquinas biomoleculares);
organizagdo ¢ complexidade, outro bindémio indissocidvel nos sistemas
biolégicos, porque ambas se manifestam a meio caminho no eixo do
contedo de informagfio algoritmica (CAI), analogo dos eixos

ordem/desordem e simetria/assimetria (ELITZUR, 1996).



1.1.3 — Propriedades morfofuncionais

Estudos matemaéticos e fisicos, principalmente na linha da mecanica estatistica e

até mesmo com metodologia especifica, como a MSPA (modified selfcon sistent phonon

approximation), aliados a estudos bioldgicos, principalmente na linha da biologia

molecular e até mesmo com metodologia especifica, como a do DNA recombinante ou

da computagfo bioldgica, t€ém contribuido para o avango no conhecimento da estrutura e

fungfo dos biopolimeros informacionais (DNA, RNAs e protefnas), com suas

propriedades entrdpicas e manifestagSes topoldgicas.

Os trés tipos de biopolimeros informacionais apresentam caracteristicas comuns a

todo polimero:

a)

b)

imposi¢des topologicas pelas quais a cadeia se manifesta com estrutura
hierdrquica em grande escala (monémeros — subcadeias — cadeias — redes),
sem que sejam relevantes as interagBes quimicas em pequena escala,
permitindo consideragdes sobre o comprimento da cadeia na sua forma
distendida, bem como helicoidizada aleatoriamente (artificial) e com
regularidades (natural), sendo que, nesta forma, se manifestam interagdes
de volume entre as regides que se cruzam no dobramento da cadeia;

elasticidade dos polimeros se manifesta, nio como contribui¢io da energia,
mas como contribui¢do da entropia (que poderiamos considerar como o
equivalente energético da probabilidade e da informag#o): dobramentos, que
permitem a redugfio de entropia no polimero, sfo consequéncia de trabalho
realizado pelo proprio sistema ou de maior desorganiza¢fio das moléculas do

meio envolvente.

Com relacdo a molécula de DNA:

a) além das ligagSes convencionais, possibilidades de novas interacSes estfio

b)

surgindo: interagBes n#o-ligadas, derivadas do empilhamento das bases

(contribui¢dio para formag@io dos sulcos (groove) maior € menor, assim como

para estabilidade termodindmica cuja existéncia dificilmente seria explicada s6

pelo emparelhamento das bases);

interagGes isolantes por contra-ions, provenientes de dgua de hidratacfio ou de

sais, dos grupos fosfatos, desprotonizados ¢ negativos, que por si s6 promovem

repulso coulombiana no sentido de separar a dupla hélice (desnaturacio ¢

renaturagdo como processos nfo localizados, bem como transigdes entre as
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d)

formas B - A - 7);

a estruturagfo linear do DNA ndo ¢ aleatéria, em primeiro lugar, porque a
helicoidizagfio aleatéria ¢ insuficiente para atingir o altissimo grau de
empacotamento e, em segundo lugar, porque existem regularidades que
permitem o armazenamento e a recuperaglo da informac#o: tanto num quanto
em outro caso, os objetivos sfio atingidos gragas as proteinas, verdadeiras
maquinas remodeladoras da cromatina (CAIRNS, 1998);

a partir do trabalho de Adleman, as enzimas utilizadas na tecnologia do DNA
recombinante, como verdadeiras maquinas operadoras do DNA, passaram a ser
utilizadas na técnica de DNA computing (elevado grau de paralelismo e de
reconhecimento permitindo abordagem de problemas insoltveis na computagdo
eletrbnica) e agora estdo sendo utilizadas na técnica de DNA shuffling (rapida
otimizagdo funcional de genes que, criando evolugfio molecular in vitro, est

revolucionando a engenharia de proteinas).

Com relaciio 2 Molécula de RNA

Os mesmos tipos de interagdes no DNA desvendam estruturas do RNA: primdria,

sequéncia linear resultante da transcri¢fo a partir de DNA; secundaria, por formag&o

localizada de dupla hélice, com as algas (loops) correspondentes, onde a presenga de

pares ndo convencionais aponta para a importincia das interagSes eletrostaticas e por

empilhamento; tercidria, pela compactagio das regides de estrutura secundéria, através

de ribose zipper, com exteriorizagfo dos grupos fosfatos CATE, 1996).

a)

b)

proteinas babas (chaperones) auxiliam o dobramento (folding) de moléculas de
RNA com as quais compartilhario funges no complexo nucleoprotéico,
contribuindo para a redugfio da entropia e estabilidade termodinidmica, bem
como caracterizando o tipo de ligagdo adaptativa (induced fit recognition).

uso de aptamers (moléculas de RNA selecionadas in vitro para ligagdes de alta
afinidade e especificidade com outras moléculas, principalmente de proteinas),
permitindo andlise da intrincada rede de interag@es intra e intermoleculares, bem
como tendo implicagBes revoluciondrias em farmacologia, ao transformar
moléculas de RNA em alvo perfeito para drogas e antibi6ticos;

uso de oligonucleotideos estd transformando a terapia genética (baixa
eficiéncia: uma célula modificada para cem mil tratadas) em medicina

genética que, além de utilizar 0 DNA como alvo (antigene formando tripla
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d)

b)

hélice em regides especificas do gene, modificando-0), utiliza oligonucleotideo
como tibozima antisense capaz de interferir em praticamente todas as etapas
reguladoras da expressfo génica;

no contexto da expresso génica, estd surgindo uma nova tecnologia (expression
genetics) no tratamento do céncer: além do estudo das mutacSes e dos
oncogenes a nivel de genoma, passa-se ao estudo da heranga a nivel do RNA,
levando-se em conta o fato de que, nas redes de genes, um gene mutante

upstream afeta uma cascata de genes nfio mutantes downstream.

Com relagio a2 molécula de proteina:

a molécula de proteina, com sua grande versatilidade estrutural e seu poder
catalitico, € o objeto do estudo e da tecnologia de polimeros; a estrutura priméria
¢ dada pela sequéncia de aminodcidos; a estrutura secundaria é dada pelo
dobramento auténomo, dependente da natureza dos residuos, em alfa-hélice e
beta-folha; a estrutura tercidria é dada pelas interagdes de volume entre os
clementos de estrutura secundéria e também pela formagfo de pontes
dissulfidricas; ainda existe uma estrutura quaternaria, quando 4tomos metalicos
interligam regides de uma mesma cadeia polipeptidica, como nos dominios zinc
fingers, ou mais de uma cadeia (sub-unidade), como o Fe e o Mg
respectivamente na hemoglobina e na clorofila;

no processo de dobramento (folding), antes de atingir sua conformag#io nativa de
menor energia, em fun¢io do meio, a proteina pode se agregar em glébulos
compactos (molienglobules), com exposi¢io de aminoacidos hidrofébicos ao
solvente hidrico (ao contrario da conformag#io nativa com cerne hidrofébico; tal
agregagdo desvirtuada no processo de dobramento pode ocorrer também,
invertendo-se as posigdes, durante a insergdio de proteinas de membrana na dupla
camada lipidica (NETZER, 1998);

para evitar ou corrigir a agregagdo desvirtuada, chaperoninas (moléculas babés)
acompanham o processo de dobramento, ligando-se de forma transitéria a
residuos hidrofébicos de cadeias polipeptidicas em formagHo ou daquelas pré-
existentes mas desdobradas pela exposi¢fo da célula a stress, principalmente
temperatura (dai o nome Hsp: Heat shock protein, cujos genes sfio ativados
imediatamente — imediate early genes — em resposta a choques); as chaperoninas

também desdobram proteinas mal dobradas para dobré-las novamente;
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d) com o acompanhamento por chaperoninas, durante a regulagéo pos-traducional,
a destinagfio das protefnas ¢ definida: além das proteinas soltveis para
citoplasma, o complexo ribotranslocador destina as proteinas secretadas para o
lamen do reticulo endoplasmético (vesicula secretora), bem como insere o
dominio hidrofébico das proteinas de membrana na dupla camada lipidica
(BIBL, 1998);

e) as proteinas de membrana nfio sfo simétricas: sofrem, durante a regulacdo pos-
traducional, glicosilagdes no dominio extra-celular (otimizagdo no
reconhecimento entre receptor e ligante), e eventualmente fosforilagdes no
dominio citoplasmatico (otimizag8io na transdugfio, ou seja, na conversio de
sinais);

f) proteinas periplasméticas podem sofrer lipidilagSes, ou seja, a mediagdo de
acidos graxos na inser¢io de proteinas na membrana, tais como o 4cido
palmitico, o 4cido miristico etc. Este processo introduz lipidios covalentemente
na regido N-terminal da proteina, permitindo a insergfo de sua porgéo lipidica na
membrana, cuja estabilidade ¢ regulada por fosforilago (otimizagdo na

sinalizagdo) (BHATNAGAR, GORDON,, 1997).

1.1.4 — Propriedades entropicas

A informag#o disponivel no DNA e processada por moléculas de proteina, bem
como a energia armazenada nas moléculas de ATP, captada e interconvertida também
por moléculas de proteinas, sdo as responsaveis pela existéncia da organizagfio biold gica
que ¢ termodinamicamente improvadvel e que se identifica com a complexidade,
situando-se a meio caminho entre a ordem de um cristal e a desordem de um gas. A
organizag8o nos sistemas biolégicos, como num sistema cristalografico perfeitamente
ordenado, ¢ gerada por um algoritmo repetido indefinidamente. No entanto, um ser vivo
difere profundamente de um cristal pelo fato de sua construgfo a partir de seu algoritmo
— 0 DNA- requerer um grande trabalho de decifragfio e processamento da informagio
(ELITZUR, 1996).

Ao elevado nivel energético e informacional exigido pelos sistemas biolégicos,
acrescente-se o ajuste fino permanente que as presses de diferentes ambientes exercem
sobre a variedade de genétipos, ao permitir, para cada ambiente, a sobrevivéncia dos
mais aptos. Isto, na verdade, significa a acumulagfio de informagfo 1til no genoma, as

custas da seleg@io natural. Assim, a adaptagfo, pedra angular da teoria da evolucéo, pode
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ser relacionada ao conceito fisico de informagfo, confirmando o carater informacional,
no sentido real e nfio meramente metaférico, dos sistemas bioldgicos.

Por outro lado, ¢ inerente aos seres vivos a capacidade de gerar organizagio em
meio a um mar de desordem. Esta capacidade se correlaciona com o cardter entrépico
dos biopolimeros informacionais que, diferentemente da maioria dos materiais, possuem
“clasticidade entrépica”, ou seja, diminuicio da entropia com o aumento da
temperatura, e, por isso, apresentam o que se denomina transigfio inversa de temperatura
(URRY, 1995).

As moléculas de 4gua, normalmente formando pontes de hidrogénio entre si, se
organizam de modo diferenciado ao envolver um biopolimero: as pontes de hidrogénio
se desorganizam em volta das regides hidrofilicas e se organizam melhor, formando
estruturas pentagonais (clatradas) estéveis, em torno das regides hidrofébicas. Com o
aumento de hidrofobicidade na molécula de biopolimero, refor¢a-se, nas moléculas de
agua, a estrutura pentagonal que, por sua vez, constrange a molécula de biopolimero a
se distender (unfolding), saindo de sua conformagfio nativa. Por outro lado, se a
estrutura pentagonal das moléculas de 4gua se enfraquecer, desorganizando-se com o
aumento de temperatura, a molécula de biopolimero, liberada do constrangimento, se
contraird (folding), voltando a organizar-se em sua conformagfio nativa. Assim, a
molécula de biopolimero e as moléculas de dgua que a envolvem formam um sistema
termodindmico aberto: pode ocorrer redugfo de entropia na molécula de biopolimero,
desde que a esta redugfo corresponda um aumento igual ou maior de entropia nas

moléculas de agua.
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1.2 - FOSFORILACAO E FUNCIONALIDADE

Como a homeostasia celular mantém rigido controle sobre os fatores
fisicoquimicos, principalmente temperatura e pH, os processos de fosforilagdo e
desfosforilagdo se mostraram os mais adequados, através da evolugfo biologica, para
pdr em funcionamento as maquinas biomoleculares (proteinas). A fosforilagdo e
desfosforilagdo em cascata, como numa via “fosforrelé” de transdutores de sinais,
permite a formag#o da rede de sinalizag8io que materializa 0 comportamento coordenado
da célula ao perceber corretamente os sinais do meio externo e ao gerar respostas
apropriadas. Assim, a transdugfo de sinais ¢ de primordial importincia ndo apenas para
a sobrevivéncia da célula num ambiente em permanentes alteragdes, mas também para a

coordenago de todos os seus processos vitais.

1.2.1 - O sistema ATP/ADP

A molécula de ATP (adenosina tri-fosfato) funciona como doadora universal de
grupo fosfato, além de funcionar como a bateria carregada, capaz de ceder a energia
contida na sua ligagdo gama, entfio hidrolisada, para as rea¢des que necessitem dessa
energia (reagSes endoergdnicas). Por sua vez, a molécula de ADP (adenosina di-fosfato)
funciona como receptora de grupo fosfato. além de funcionar como  bateria
descarregada, capaz de armazenar, na ligagio gama entfio construida, a energia
proveniente das rea¢des que a liberem (reagdes exoergdnicas).

Dada a importéncia da molécula de ATP, para manter niveis adequados dessa
molécula, todos os tipos de células possuem um complexo protéico (ATP-sintase),
inserido em membranas (de mitocondria e cloroplasto, nas eucariéticas), capaz de
fosforilar o ADP transformando-o em ATP, utilizando para tal a energia gerada por um
outro complexo protéico (bomba de prétons), também inserido em membranas, nas
proximidades da ATP-sintase. Os fons H+ que alimentam a bomba de prétons sdo
provenientes de 4tomos de hidrogénio que, por sua vez, podem se originar ou da
oxidagéo da glicose na fermentag@o e respiragfo, ou da fotdlise da 4gua na fotossintese.
Por isso, a fosforilagdo diz-se oxidativa, no primeiro caso, e fotossintética no segundo.
E interessante notar que as bombas de prétons, sendo também transportadoras dos
elétrons provenientes do hidrogénio, constituintes portanto das cadeias respiratoria e
fotossintética, assim como as ATP-sintase, sdo complexos protéicos cujas familias de

genes existem conservadas desde bactérias até mamiferos (BICKEL-SANDKOTTER et
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al., 1996, CASTRESANA, 1995 e LIN 1996). Alias, nas células eucarioticas, esses
complexos protéicos estdo situados na membrana de mitocondria e cloroplasto,
estruturas homologas a bactéria. Em tltima analise, todos os genes que codificam as
proteinas da rede metabélica apresentam alto nivel de conservago através da filogenia
(MESSANA, 1996).

Por outro Jado, existem proteinas que hidrolizam a molécula de ATP (ATPases),
transformando-a em ADP e liberando uma molécula de 4cido fosforico ou Pi (fosforo
inorgénico). Sendo importante manterem-se equilibradas as concentrages ATP/ADP,
para tal fim, os niveis destas moléculas regulam por retroalimentagfio negativa pontos
criticos da rede metabdlica.

Garantido entéio, pela rede metabdlica, seu nivel adequado em qualquer situaggo
de repouso ou de atividade celular, a molécula de ATP pode ser usada ou como bateria
carregada ou como doadora universal de grupo fosfato. Como bateria carregada, ela é
hidrolisada por proteinas ATPases e tem sua energia utilizada imediatamente na
produgdo de trabalho, como por exemplo nas proteinas motoras e nas bombas idnicas.
Como doadora universal de grupo fosfato, ela ¢ hidrolisada por proteinas quinases que
transferem o grupo fosfato para um outro substrato. Quando o substrato é nfio protéico,
a fosforilagdio serve para ativar a molécula, encrgizando-a e tornando-a apta para
participar de reagdes (como a glicose-6 fosfato e demais produtos fosfatados da via
metabolica). Quando o substrato ¢ protéico, a fosforilagdo muda a conformagfio da
molécula de proteina, tornando-a apta para fazer parte da rede de sinalizagfio cujos
circuitos de fosfotransferéncia coordenam as respostas da célula (output da rede génica)
aos fatores do meio (input para a rede génica).

Ha ainda um terceiro papel exercido pela molécula de ATP, quando entdo
funciona como fonte da molécula ciclica de adenosina mono-fosfato, AMP-ciclico
(cAMP), e esta molécula, por sua vez, passa a funcionar como segundo mensageiro na
regulagdio das proteinas quinases. A transformagfio de ATP em cAMP & feita pela
adenilato-ciclase, uma proteina de membrana, quando ativada por proteina dependente
de guanosina tri-fosfato (GTP), conhecida como proteina G. Esta proteina estd
associada a um receptor na membrana (denominado receptor heptaelicoidal ou
serpentinico) que ¢ ativado por estimulos fisicoquimicos provenientes do meio
extracelular. Assim, o ATP ¢ diretamente substrato para as proteinas quinases,
viabilizando a fosforilagdo, ¢ indiretamente, através do cAMP, regula a ativacdo das

mesmas proteinas quinases; a regulagiio das proteinas quinases depende de sinais
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provenientes da matriz extracelular que, através de receptores associados a G-proteina,
ativam esta proteina que, por sua vez, ativa a adenilato-ciclase para hidrolisar o ATP,
transformando-o em cAMP. Fica patente também a existéncia, além do sistema
ATP/ADP, do sistema GTP/GDP. Informa¢io mais detalhada sobre este Gltimo sistema

sera fornecida na sec¢fo 1.2.4.

Quinases e fosfatases

Fosforilagdo, portanto, é o encaixe de um grupo fosfato, executado por uma
proteina quinase, sobre a cadeia lateral de um amino 4cido (residuo) pertencente a uma
proteina substrato. Uma proteina quinase, para fosforilar uma proteina substrato, precisa
estar no seu estado ativo capaz de retirar (hidrolisar) o grupo fosfato da molécula
doadora (ATP) e de transferi-lo para um residuo da proteina substrato (JOHNSON,
1996). No entanto, se uma quinase ficasse permanentemente em estado ativo,
fosforilando qualquer substrato, seria um desperdicio da valiosa energia contida na
ligagdio gama do ATP, além de gerar confusfio e aleatoriedade em vez de precisfio na
comunicagdo. Por isso, além do sitio catalitico (C) que processa a fosforilagfio, a
proteina quinase tem que ter um sitio regulador (R) capaz de manté-la inativa,
liberando-a apenas quando em presenca de sinalizador (mensageiro) especifico, como
por exemplo o cAMP (MORGAN, 1996). Geralmente as proteinas quinases sdo
multiméricas, isto é, formam um complexo de vérias proteinas, com subunidades
reguladoras e cataliticas, constituindo o que se denomina de holoenzima.

A fosforilagdo € um processo reversivel de tal forma que a mudanca de
conformag@o da proteina substrato, fosforilada por uma proteina quinase, retorna ao seu
estado original ao ser desfosforilada por uma proteina fosfatase. A existéncia desses
dois estados ¢ que caracteriza uma proteina como um interruptor on/off numa via de
sinalizag¢@o (SAMIEI, 1995).

Teoricamente qualquer aminoacido poderia ter sua cadeia lateral fosforilada,
podendo chegar até vinte os tipos de residuos fosforildveis. No entanto, tais tipos de
residuos nfio passam de seis, caracterizando em igual niimero as familias de proteinas
quinases (PKs).

A familia das proteinas histidina-quinases (PHKSs) ¢é a filogeneticamente mais
primitiva, tipica das células procarioticas (bactérias), constituindo uma via de
sinalizagdo com apenas dois elementos: uma proteina histidina-quinase e uma proteina

reguladora de resposta. As proteinas histidina-quinases sfo receptores na membrana e,
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quando ativadas por algum sinal proveniente do meio extracelular, autofosforilam seu
residuo histidina, apés hidrolisar o ATP. Posteriormente, sem mais utilizagio de ATP,
fosforilam a proteina reguladora de resposta no residuo aspartato. A desfosforilacsio das
ligagdes fosfo-histidina e fosfo-aspartato & feita por modulagfio alostérica, ou seja, por
deformagéo da molécula de proteina, sem necessidade de retirada de grupo fosfato por
fosfatase. Com apenas dois elementos, essa via de sinalizagfo, simples e eficiente para
células procariticas, é insuficiente para cobrir o tamanho ¢ a diversidade de
compartimentos das células eucaridticas. Quando encontrado em células eucaridticas,
esse sistema de.dois elementos funciona apenas como iniciador das complexas vias de
sinalizagdo cujos elementos posteriores sdo proteinas tirosina-. serina- e treonina-
quinases. Estes tipos de proteinas quinases sfo tipicos das células eucaridticas, embora
ultimamente estejam sendo encontrados também em grupos de bactérias que evidenciam
certo grau de sofisticagéio nos contatos com outras células ou com o substrato (ZHANG,
1996).

A familia das proteinas tirosina-quinases (TKs) inclui receptores na membrana,
como o receptor de insulina e os receptores dos fatores de crescimento (RTKs), e uma
grande variedade de proteinas que, além do dominio catalitico, possuem também um
dominio com homologia para reconhecer dominios SH2 de proteinas na interface entre
membrana e citoplasma (SH2- TKs).

Os receptores (RTKSs) s#o ativados por ligantes (primeiros mensageiros, como
horménios, moléculas da matriz extracelular ou antigenos) no dominio extracelular e se
autofosforilam no dominio intracelular, quando passam a promover a agregagio e
ativagfio, fosforilando-as, das SH2-TKs na interface membrana/citoplasma. Estas, por
sua vez, fosforilam outras proteinas serina-treonina-tirosina quinases até a fosforilag#o,
no nucleo, dos fatores de duplicagéio ou de transcrigdo génica. As SH2-TKs funcionam
como adaptadoras de sinais provenientes dos RTKs, na sua transferéncia para a etapa
seguinte, intermediada pelas GTPases (familia RAS, ver abaixo), até a convergéncia
sobre a cascata das MAP quinases (proteinas ativadas por agentes mitogénicos) que
finalizam o processo de fosforilag@o e desfosforilagdo, dirigindo-o ou para a duplicagso
ou para a transcri¢éo génica (SONGIANG, 1995).

Em contraponto com as quinases, existem as fosfatases, viabilizando assim o
on/off em cada etapa da via de sinalizagfo. Dessa forma, moléculas do meio
extracelular podem modular os ciclos celulares e a expressfio génica, permitindo a

célula responder de modo adaptativo as condi¢gdes mutantes do meio, além de
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paralelamente coordenar em cada tipo de rede seus processos vitais.

Um interruptor on/off implosivo: ciclina-CDK

Na regulagéo do ciclo celular, sdo importantes as proteinas quinases dependentes
de ciclinas (CDKs). Uma CDK ¢ ativada (estado ON) ao formar complexo com uma
proteina ciclina, quando € fosforilada e adquire a capacidade de fosforilar suas proteinas
substratos, de modo andlogo ao de outras quinases. No entanto, sua inativago (estado
OFF) ¢ feita de modo diferente ao de outras quinases: em vez de desfosforilagfo por
fosfatase, a ciclina associada & CDK € destruida pelas proteases do complexo
proteossdmico que ¢ uma méquina que destroi qualquer proteina que esteja marcada
pela proteina ubiquitina (“ubiquitinag@o). Outra maneira de manter uma CDK em
estado OFF, mesmo quando associada a ciclina, é a presenga de uma proteina inibidora
de CDK. Neste caso, uma CDK passara do estado OFF para ON se a proteina inibidora
for marcada pela ubiquitina e destruida no complexo proteossémico. A ubiquitinagdio de
uma proteina € feita pela agfio em cascata de proteinas que atuam no ciclo de divisdo
celular (proteinas CDC), no caso, CDC 16, CDC 23 e CDC 27. A precisio e
sofisticagdo deste tipo de interruptor ON/OFF ¢ a arma utilizada pela célula para
garantir a sincronizagio de processos de grande complexidade que levam a duplica¢do
¢ separagdo dos cromossomos durante a mitose e meiose (WUARIN, 1996). Por
exemplo, intensa e precisa protedlise tem que ser dirigida para a destrui¢io por
vesiculagdo da membrana nuclear e para a destrui¢do de complexos protéicos (laminas
do nucleoesqueleto e dimeros helicoidais) que interligam as cromatides (hemifitas do

cromossomo duplo) na mitose e os cromossomos homd6logos na meiose.

1.2.2 — Sistema GTP/GDP

De modo analogo & molécula de ATP, a molécula de GTP ¢ um ribonucleotideo
trifosfatado, tendo também a ligag8io gama de alta energia entre o segundo ¢ o terceiro
grupo fosfato. O sistema GTP/GDP, porém, nfio funciona nem como bateria carregada e
nem como doador de fosfato para fosforilag8o. O sistema GTP/GDP funciona como um
outro tipo de interruptor on/off para proteinas reguladoras, dependentes de GTP/GDP, e
pertencentes a superfamilia das GTPases. Uma GTPase est4 na sua forma ativa quando
ligada ao GTP, e na sua forma inativa quando ligada a0 GDP. Uma GTPase inativa
(GDP-GTPase) se transforma numa GTPase ativa (GTP-GTPase) pela agfio de um fator

denominado GEF (GDP-GTP exchange factor) que estabelece a troca, na mesma
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GTPase, do GDP pelo GTP. Ao contrdrio, uma GTPase ativa torna-se inativa ao
adquirir a capacidade de hidrolisar seu GTP associado, reduzindo-o a GDP, sob a agfio
de uma GAP (GTPase-activating protein).

As GTPases se subdividem em duas superfamilias: a das grandes GTPases ou
heterotriméricas (com trés subunidades diferentes, alfa/beta/gama) e a das pequenas
GTPases ou monoméricas.

As GTPases heterotriméricas, conhecidas como G-proteinas, estfo associadas a
receptores na membrana, no dominio citoplasmatico, e funcionam como transdutores
dos sinais, provenientes do meio, que chegam a esses receptores. Entre os receptores
associados a G-protefnas estdo, entre outros, os adrenérgicos, os neuropeptidicos, os
fotorreceptores da visdo, os quimiorreceptores da gustagdo e da olfatagio etc. O
receptor, ao receber o sinal (um ligante ou um estimulo fisico), funciona como um GEF
(GDP-GTP exchange factor) para a G-proteina que, anteriormente inativa porque
associada ao GDP, torna-se ativa ao associar-se ao GTP. Na verdade, lembrando-se que
a G-proteina possui as subunidades alfa/beta/gama, a ligacdo de GDP/GTP ocorre na
subunidade alfa.

Com o GDP ligado, as trés subunidades formam um complexo, caracterizando o
estado inativo, Com o GTP ligado, a subunidade alfa ativada se desliga das subunidades
beta/gama e se movimenta até, por sua vez, ativar a proteina efetora, ainda na
membrana. A proteina efetora pode ser um canal de célcio, uma ciclase (adenilato ou
guanilato) ¢ uma fosfolipase (A ou C), que podem produzir respectivamente os
segundos mensageiros calcio, cAMP ou ¢cGMP, 4cido araquidénico ou diacil glicerol. A
transdug@io termina quando a subunidade alfa, acionada por uma GAP (GTPase-
activating protein) que pode ser um dos segundos mensageiros produzidos, pde para
funcionar sua atividade GTPésica e hidrolisa o GTP, reduzindo-o a GDP. Associada ao
GDP, a subunidade alfa volta a formar o complexo com as subunidades beta/gama,
deixando a G-proteina inativada e pronta para ser ativada de novo pelo seu receptor
associado.

As pequenas GTPases monoméricas constituem a superfamilia Ras que inclui as
familias Ras, Rho, Rab, Ran e ARF. Apesar da variedade, essas proteinas, como a
subunidade alfa das G-protefnas, possuem homologias nos dominios de ativagio ou
inativagfo respectivamente por GEFs e por GAPs, bem como a capacidade de ativar,
por fosforilagdo, proteinas substratos, funcionando como pontes nas diferentes vias de

sinalizagdo que acabaram ficando conhecidas como vias Ras (Ras pathways). Na via de
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sinaliza¢8io, o elemento corrente acima (upstream element) imediatamente anterior a um
elemento Ras € um fator GEF (GDP-GTP exchange factor), precedido por um elemento
SH2-TK (proteina tirosina-quinase com motivos especificos de aminodcidos chamados
SH2) que, por seu turno, é precedido por RTK (receptor tirosina-quinase) que,
inicializando tudo, € ativado por um sinal provindo do meio extracelular. O elemento
sucessor (downstream element) imediatamente posterior a um elemento Ras ja é o
primeiro elemento da cascata MAPK (Mitogen-activating protein Kinase): Raf
(serina/treonina quinase) ou MAPKKK, seguido por um elemento MAPKK
(treomina/tirosina quinase) que, por sua vez, é seguido por um elemento MAPK
(serina/ireonina quinase) que finalmente canaliza a ativagfio ou para a duplica¢fo ou
para a transcri¢éo génica, em fungao do contexto existente na célula (no espago-tempo
ontogenético), no cromossomo (dependente do grau de acessibilidade ao DNA
permitido pelas proteinas de seu arcabougo) e na cromatina (dependente do grau de

acessibilidade ao DNA permitido pelas histonas de seus nucleossomos).

1.2.3 - Sistema NAD+

A molécula de nicotinoamida adenina dinucleotideo (NAD) é o ADP acrescido
de mais uma ribose ligada a nicotinamida. O ADP assim como o GDP sdo
ribonucleotideos di-fosfatados que fosforilados se transformam respectivamente em
ATP e GTP. O ATP e o GTP sdo hidrolisados por ciclases, ativadas por unidade alfa de
G-proteina, transformando-se respectivamente em AMP ciclico (CAMP) ¢ em GMP
ciclico (¢cGMP). O cAMP e o cGMP, por seu turno, sdo hidrolisados por diesterases e se
transformam em AMP ¢ GMP comuns.

Em relagdo ao NAD, a nicotinamida ¢ desconectada pela agfo de enzimas ADP-
ribosil transferases que, de acréscimo, transferem o ADP-ribose (ADPR) restante para
um residuo de uma proteina substrato: ¢ o processo de ADP-ribosilagdo que, de modo
analogo ao de fosforilag8o, regula proteinas nas vias de sinalizagfo. Por outro lado, a
molécula de ADPR, mesmo sem adquirir a forma trifosfatada de ATP, pela acfio da
ribosil-ciclase se transforma em ADPR ciclico (¢cADPR), funcionando como segundo
mensageiro nas vias de sinalizag8o, de modo andlogo aos cAMP e ¢cGMP. Em
contraponto com o estado ON, o estado OFF ¢ restabelecido com ADP-ribosilases,
removendo o ADP-ribose, e com ADP-ribosil hidrolases, retornando o cADPR para
ADPR (MURCIA, 1995).

Além da enzima ADP-ribosil transferase, existe enzima poli(ADPR)
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polimerase que ribosila nfio com um, mas com o encaixe de varios ADPR, formando
ramificagOes. Esta enzima é uma das mais abundantes no ntcleo, tendo papel relevante
na reparagdo do DNA e na integridade do genoma.

Além desses papéis importantes, o papel mais conhecido do NAD+ é o de
coenzima envolvida no metabolismo energético, onde funciona como aceptor de
hidrogénio (proveniente da glicélise) bem como doador de préton e elétron para a
cadeia respiratria e fotossintética. Ainda no metabolismo energético, 0 NAD+ pode
existir na forma de NADP+ (nicotinamida adenina dinucleotideo Josfato), funcionando
como doador de elétrons e com poder redutor, seja para se contrapor ao poder oxidante
ou seja para viabilizar as vias biossintéticas. Enquanto o NADH funciona para gerar
ATP na via metabélica principal de Embden-Meyerhof (VEM), o NADPH é produto da
via das fosfato-pentoses (VFP).

E interessante notar que o mesmo motivo ADPR faz parte também da molécula
de FAD (flavina adenina dinucleotideo), coenzima semelhante ao NAD+, e da molécula
de coenzima-A (CoA) que contém ainda o 4cido pantoténico e o grupo sulfidrila. O
acetil CoA representa o papel chave no ciclo de Krebs e nas vias metabélicas de beta-
oxidagZo e de neoglicogénese.

E mais interessante ainda notar que o motivo ADPR, assim como o ATP e o
GTP, sdo variagbes de ribonucleotideos, insinuando a pré-existéncia do mundo do RNA
que serviu de base para o mundo atual do DNA. Outras insinuagSes sdo as presencas
marcantes de RNA como inicializador da duplicagdo de DNA, como objeto da

transcri¢éo, como elemento integrador e regulador na traduggio do codigo genético.
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1.3 - SISTEMA DE MEMBRANAS: INTEGRADOR ONIPRESENTE

A organela mitocondria representa uma célula procaridtica vivendo em simbiose
dentro de célula eucariGtica, evidenciando a trajetéria evolutiva e o nivel de
complexidade que separam esses dois sistemas biolégicos. Tirando o volume, é o
sistema de membranas que mais chama a ateng#io na célula eucaridtica. Foi a existéncia
de tal sistema de membranas que permitiu a alta relagfio superficie/volume, compativel
com as interagdes precisas e rapidas entre os meios intra e extracelular. E interessante
notar que o meio extracelular estd em continuidade com o limen do reticulo
endoplasmatico e do envelope nuclear.

Apesar das vérias denominagdes, a estrutura béasica é a mesma em todos os tipos
de membrana nos compartimentos (membrana plasmética, reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi e envelope nuclear) e nas organelas membranosas (mitocondrias,
endossomos / lisossomos, vesiculas secretoras, peroxissomos, cloroplastos, vacuolos e

cavéolas): uma dupla camada lipidica com proteinas incrustadas.

1.3.1 - Composicio lipoglicoproteica

A dupla camada lipidica ¢ constituida pela justaposi¢do de moléculas lipidicas
anfipaticas (regido hidrofébica ou apolar e regifio hidrofilica ou polar), através de suas
extremidades apolares. Em sua grande maioria, as moléculas lipidicas sdo fosfolipidios
cuja porgéo hidrofobica € constituida de duas cadeias de 4cidos graxos ligadas & porgio
hidrofilica, geralmente glicerol fosfato. Outras moléculas lipidicas podem ser
encontradas na membrana, tais como esfingolipidios, glicolipidios e colesterol. A
fluidez da dupla camada lipidica ¢ diretamente proporcional a temperatura, sendo que o
colesterol atenua as variagdes na fluidez tanto em alta quanto em baixa temperatura. Por
outro lado, o nivel de saturagfo nas cadeias de 4cidos graxos aumenta o ponto de fusfo,
permitindo estabilidade com o aumento de temperatura. A célula responde
automaticamente as variagdes de temperatura, com a producsio diferenciada dos
componentes lipidicos da membrana (SHAI, 1995).

As células normais expressam os fosfolipidios com cargas negativas e positivas
em igual quantidade. J4 as células cancerosas, por exemplo, expressam, na folha externa
da dupla camada lipidica, fosfolipidios carregados negativamente que geralmente
passam a funcionar como marcadores para a ulterior destruicfio dessas células, efetuada

por polipeptidios que se ligam aos fosfolipidios negativos.
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A fluidez dos lipidios, permitindo rapida difusfo lateral, indica que a natureza da
membrana € mais para a de cristal liquido do que para a de estado s6lido ou mesmo
gelatinoso. Além da difusdo lateral, existe também a possibilidade de difusdo
transversal, em movimento flip-flop provocado por enzimas chamadas flipases. Este
tipo de movimento s6 tem sentido porque hd alguma assimetria na distribuicio dos

componentes entre as folhas externa e interna da dupla camada lipidica.

Composicio proteica

O ambiente lipidico da membrana, principalmente sua regifio interior
hidrof6bica, representa o contraponto do ambiente aquoso com relagfio as mudangas
conformacionais (folding) das moléculas de proteinas. As interagSes entre proteinas e
membranas, bem como as interagSes entre diferentes peptidios dentro do ambiente
lipidico s@io essenciais praticamente para todos os processos celulares. Em ambiente
aquoso, as mudangas conformacionais naturalmente ajustam as alfa-hélices ¢ beta-fitas
de tal forma que a molécula proteica tende a ficar com o cerne hidrofébico e com a
periferia hidrofilica. Em ambiente lipidico, tudo acontece ao contrario, de tal forma que
uma proteina hidrossoluvel sofrerd alteragdes conformacionais substanciais para se
inserir na membrana, enquanto uma proteina lipossoluvel naturalmente se comporta
como uma proteina integral de membrana, assumindo sua conformacfo ativa ao se
inserir na membrana.

Nas proteinas de membrana, em oposigio aos dominios beta-fitas, ha uma
supremacia dos dominios alfa-hélices, e estes na sua forma anfipatica, isto é, com a
hidrofobicidade de seus residuos variando periddicamente, de tal modo que os residuos
hidrofobicos acabam se arranjando do mesmo lado ao longo da alfa-hélice, enquanto do
outro lado se posicionam os residuos hidrofilicos. Assim, uma alfa-hélice anfipatica, ao
longo do seu eixo, apresentard uma face apolar de um lado, em oposicao a uma face
polar do outro. A regifio hidrofobica da bicamada lipidica, constituida pelas cadeias de
acidos graxos, tendo uma constante dielétrica baixa e nfio podendo formar pontes de
hidrogénio, ndo pode interagir diretamente com a face polar das alfa-hélices. Por isso,
sendo energeticamente invidvel a inser¢o de uma unica alfa-hélice desse tipo na
membrana, as alfa-hélices sao inseridas previamente agregadas com as regides
hidrofilicas voltadas para o interior.

Uma proteina de membrana, portanto, possui um dominio intramembréanico,

constituido principalmente por alfa-hélices agregadas com as faces polares voltadas para
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o interior, e os dominios extramembranicos, extracelular e intracelular, cujas mudangas
conformacionis seguem as mesmas tendéncias das proteinas hidrossoliveis. H4 uma
assimetria entre os dominios extramembrénicos: o extracelular é glicosilado (a
glicosilagdo aumenta a capacidade informacional da cadeia polipeptidica) e funciona
como regifio de reconhecimento para os estimulos fisicoquimicos do meio, enquanto o
intracelular é fosforilavel (a fosforilagdo permite a ligagio ON/OFF) e funciona como
elemento de transduc8o na inicializagfio da rede de sinalizagio ou como elemento de

adesfo na integrago das redes mecénicas do citoesqueleto e da matriz extracelular.

1.3.2 - Integracéio das redes biomoleculares

As diversas familias de proteinas de membrana integram e coordenam, quer
como proteinas monoméricas quer como poliméricas, as redes biomoleculares da célula,
funcionando como elementos quimicos, elétricos e mecanicos.

Os elementos quimicos s3o os receptores de membrana ativados por ligantes
provenientes do meio extracelular. No organismo dos metazoérios (pluricelulares), o
meio extracelular ¢ o plasma sanguineo que corre nas veias e banha as células,
constituindo o assim chamado meio interno. Os ligantes que circulam no meio interno
podem ser hormdnios, fatores de crescimento, neuropeptidios e fatores imunologicos,
todos fazendo parte da rede soltivel neuroendocrinoimunoldgica.

Geralmente os receptores proteinas tirosina-quinases funcionam para os fatores
de crescimento e fatores imunoldgicos, enquanto os receptores associados a G-proteina
funcionam para os demais hormdnios, neuropeptidios e inclusive para os estimulos
fisicoquimicos dos receptores sensoriais.Os receptores representam os inputs para a rede
de sinaliza¢do, constituida por uma teia de vias redundantes e de alta velocidade, cuja
fung8o ¢ regular a resposta da rede génica as solicitagdes do meio extracelular.

Os elementos elétricos séo as bombas e os canais i6nicos.

A bomba de préton garante o gradiente de H+ para a ATPsintase que, por sua
vez, se houver inversdo no gradiente de H+, pode funcionar também como ATPase,
hidrolisando o ATP para o transporte ativo de outros {ons. Para transporte ativo, existem
ainda as bombas de sodio/potassio (Na-K.ATPase) e de célcio (Ca.ATPase).

Os canais idnicos podem ser dependentes de voltagem (canais de sédio, de
potassio, de célcio e de cloro, acionados imediatamente por variago de voltagem na
membrana), dependentes de ligante (canais para os mesmos fons acima, acionados

indiretamente apés a ligag8io de um ligante ao seu receptor) e dependentes de tenso
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(canais mecanoreceptivos ativados por proteinas do citoesqueleto tensionadas por
integrinas por sua vez tensionadas por proteinas da matriz extracelular, estas por seu
turno acionadas por estimulos mecénicos).

As bombas ibnicas geram e mantém, para determinada espécie idnica, um
gradiente de concentragfio que, através da forga difusional, origina num 4timo uma forga
eléirica, em sentido contrdrio, que representa a contribuigio dessa espécic idnica
(potencial de equilibrio) para a polaridade ou voltagem da membrana. O valor da
voltagem da membrana regula de modo especifico para cada espécie idnica sua
condutancia no respectivo canal. Por seu turno, variagdo no padriio das condutincias de
diferentes canais modula as varia¢Ges de voltagem.

A bomba de sédio/potassio funciona de modo acoplado promovendo o efluxo de
sodio e o influxo de potdssio, mantendo o meio intracelular pobre em sédio e riquissimo
em potassio, enquanto o meio extracelular (plasma ou meio interno) permanece
semelhante a 4gua do mar, onde o sdédio estd em alta € o potdssio em baixissima
concentragdo, indicando que a Na-K.ATPase transporta esses ions ativamente e contra o
gradiente de concentra¢fio. Como essas condi¢Ses sio validas para todo o organismo, as
células em todos os tecidos estdo submetidas aos mesmos gradientes de concentraggo
para o s6dio e para o potassio, significando que o valor do potencial de equilibrio do
s6dio (Ena) permanece constante, da mesma forma que o do potassio (Ex). No entanto, a
polaridade da membrana (Ey) pode variar em diferentes tipos de células, embora em
todas as células Ey = Ena + Ex, porque em cada tipo de célula a relagfio entre as
condutincias ao sédio e ao potassio (gNa/gK) pode variar. Da mesma forma, no
cérebro, neurdnios podem gerar padrdes de respostas diferentes, dependendo do padriio
das conduténcias entre diferentes canais idnicos.

A nivel subcelular, os elementos elétricos funcionam como transdutores
eletroquimicos e eletromecanicos, principalmente os diferentes tipos de canais de célcio
cuja onipresenga transformam essa espécie ibnica em segundo mensageiro para quase
todas as fungdes celulares.

A nivel supracelular, os elementos elétricos geram os potenciais elétricos digitais
(PA, potenciais de ac#io) e analégicos (PPS, potenciais pds-sindpticos e PG, potenciais
geradores nos receptores sensoriais) que constituem a linguagem do sistema nervoso,

que ativam o sistema muscular e modulam o funcionamento dos demais 6rg#os.
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Os elementos mecinicos sdo as proteinas de membrana pertencentes a
hiperfamilia das imunoglobulinas que incluem, além dos receptores imunoldgicos, as
integrinas e as moléculas de adesfo.

As integrinas, em primeiro lugar, funcionam de modo semelhante aos receptores
tirosina-quinases, com os quais superpdem sua ag8o na regulagdo das vias de
sinalizag@o, ao fosforilar o residuo tirosina da proteina FAK (focal adhesion kinase) que
por sua vez promove a fosforilagfo e agregacfio das proteinas quinases adaptadoras das
vias de sinalizagdio (YAMADA, 1995). Em segundo lugar, as integrinas, através da acfo
fosforilativa da FAK, formam também o complexo denominado de adesdio focal
constituido por proteinas do citoesqueleto, tais como vinculina, actina, actinina, talina,
tensina, paxilina etc. Quando as integrinas sfo tensionadas por proteinas da matriz
extracelular (lamininas ou fibronectinas), essa tensdo, através do complexo de adesfo
focal, ¢ comunicada ao citoesqueleto e & matriz nuclear, sendo esse processo ativado e
regulado por proteinas GTPases da familia Rho (superfamilia Ras das vias de
sinalizag#0).

As moléculas de adesfio, tendo como principal familia a das caderinas,
funcionam nos contatos de célula a célula. Na formacgdo dos tecidos, células que
expressam caderinas idénticas (homofilicas) se agrupam, caso contrario (heterofilicas)
se repelem e migram. Diferentemente das integrinas, sendo o dominio intracelular das
caderinas irrelevante, estas precisam de conexdes (alfa, beta e gama cateninas) para a
vinculagéo, através da vinculina, com o citoesqueleto (TAKEICHI, 1995). Tendo em
vista tais diferengas, ndo € de se admirar que a adesfio focal das integrinas seja ativada
por TKs (proteinas tirosina-kinases) e inibida por TPs (proteinas tirosina-fosfatases),
enquanto a adesdio das caderinas seja ativada por TPs e inibida por TKs (BRADY-
KALNAY, 1995).

As moléculas de adesfo, através da vinculagdo com o citoesqueleto, formam
jungdes especializadas entre células, tais como a jun¢fo adesiva, descrita acima, a
jungdo oclusiva (tight junction) e a jungdo aberta (gap junction), além das juncdes com
proteinas da matriz extracelular (KIRKPATRICK, 1995).

Além de interagBes com as vias de sinalizagfo, o principal objetivo dos
elementos mecénicos da membrana ¢ integrar fisicamente as redes mecanicas da matriz
extracelular com a do citoesqueleto e esta com a da matriz nuclear.

A matriz extracelular contém glicoproteinas (coldgeno, laminina, fibronectina

etc), proteoglicanas e glicosaminoglicanas. O citoesqueleto € constituido pela rede de
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microtibulos (alfa, beta e gama tubulinas) e de actina, além de proteinas motoras
associadas (miosina, dineina e quinesina). A matriz nuclear ou nucleoesqueleto é
formada por uma rede de laminas e outras proteinas nucleares que dinamicamente se

associam e dissociam 4 cromatina e ao envelope nuclear (BOUDREAU ef al., 1995).

1.3.3 - Rede mecianica tensionalmente integrada (tensegrity)

A um sinal gerado na matriz extracelular, toda a super rede mecénica responde
como uma unica estrutura tensionalmente integrada (femsegrity), isto ¢, como um
continuum molecular de elementos mecanicamente independentes que se rearranjam,
em vez de se deformarem localmente (INGBER, 1994). Esse modelo puramente
mecénico de resposta imediata e global pode associar-se a modelos combinados de
sinalizagio mecanoquimica e mecanoelétrica. O modelo mecanoelétrico € praticamente
tao rapido quanto o modelo puramente mecénico, devido ao fato dos filamentos serem
sensiveis a oscilagfes eletromagnéticas. O modelo mecanoquimico logicamente € mais
lento do que o modelo puramente mecénico, mas seguramente muito mais rdpido do que
o modelo puramente quimico, dependente apenas da difusdo. Alids, os sistemas
biolégicos ndo podem mais ser explicados sé com os processos dependentes da difusdo,
segundo a equacdo de Michaelis - Menten. Em ambientes caracterizados como cristais
liquidos (membranas) e estado sélido (redes mecinicas e complexos biomoleculares)
deve-se levar em consideragfo a possibilidade de rea¢des diretas entre moléculas que
ndo se difundem (molecular chanelling).

Nesse cendrio de vias de sinalizagéio redundantes e rapidas, a matriz extracelular
¢ a reguladora eficiente e precisa da execugfio dos programas induziveis contidos na
rede génica (ROSKELLEY, 1995).

Dos programas armazenados na rede génica, um ¢ constitutivo e trés sfo
indutivos. No programa constitutivo, a expressdo dos genes ¢ continua e independente
de alteragdes no meio externo: é o caso dos genes responsaveis pelas proteinas
"housekeeping", como as das vias metabdlicas e energéticas. Nos programas indutivos,
a expressdo dos genes depende de sinais do meio, emitidos pela rede da matriz
extracelular. O programa de proliferagfio é acionado quando os sinais provenientes da
matriz extracelular ativam os genes de acfo imediata, ou oncogenes. Esses genes tém
esse nome porque, ao sofrerem alguma mutagio, tornam o programa de prolifera¢do
incontrolével, gerando céncer. O programa de diferenciag#io € acionado quando os sinais

provenientes da matriz extracelular inibem os oncogenes e ativam fatores de transcri¢do
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de genes especificos para o padréio de sinais (tipo de tecido). Por sua vez, os produtos
desses genes véo reformular a composi¢io da matriz extracelular, integrando a célula a
essa nova realidade.

Existe ainda um programa de morte programada (apoptose) da célula, cujos
genes responsaveis, geralmente produzindo proteases do tipo ICE (interleukin-1beta-
converting enzyme), sfo acionados por falhas na sinalizagdo, bem como pelo
silenciamento ou destrui¢iio da matriz extracelular. Interessante € que a célula marcada
para motrer € reconhecida e eliminada mesmo sem demonstrar processo de inflamagio

ou infeccdo.

1.3.4 - Vesiculas transportadoras e regeneradoras

Além de integrar todas as redes biomoleculares com seus elementos quimicos,
elétricos e mecénicos, o sistema de membranas, em todos os seus compartimentos, é
capaz de gerar com grande rapidez brotamento de vesiculas que funcionarfio como
containers no transporte de massa de proteinas, bem como no processo dindmico de
desestruturaco e reestruturagdo de membranas.

Na invaginagdo da membrana plasmaética, do reticulo endoplasmatico ou das
membranas interna e externa do envelope nuclear (endocitose), forma-se uma vesicula
cujo interior era o exterior da célula e, logicamente, a sua folha interna era a folha
externa da dupla camada lipidica da membrana inicial.

No citoplasma, as vesiculas assim formadas podem se agregar para formar
lisossomos ou podem funcionar como vesiculas cis na formago do complexo de Golgi.
A membrana do complexo de Golgi, por sua vez, pode sofrer evaginagdo, gerando
vesiculas trans que, transportadas até a membrana plasmatica, se fundem com esta e
liberam seu contetido para o meio extracelular (exocitose). Durante a divisao celular,
todo o complexo de Golgi rapidamente se desfaz em vesiculas, garantindo sua
distribui¢do homogénea nas células filhas em cujo citoplasma ¢ reconstituido pela fusio
das vesiculas. Observa-se que na fusfio de vesiculas cis ou na evagina¢do do complexo
de Golgi (vesiculas trans) ¢ mantida a inverséo da polaridade vesicular na dupla camada
lipidica, inversdo esta que s6 se desfaz na fusdo da vesicula com a membrana
plasmatica. Em todas essas inversdes, reais sob o prisma vesicular, permanece
inalterada a interface de contato entre o citoplasma ¢ a folha interna da membrana
plasmatica inicial.

No ntcleo, o envelope nuclear também se desfaz durante a divisdo celular,
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através do processo de vesiculagfo, permitindo o posicionamento dos cromossomos na
placa equatorial e a ulterior distribuigdio equalitaria dos mesmos nas células filhas
(GOLDBERG, 1995).

A eficiéncia com que as vesiculas sfio formadas e a rapidez com que sfo
transportadas dependem da agfio respectivamente das GTPases, ja referidas
anteriormente, € das ATPases deslisantes sobre microtibulos. Essas proteinas, embora
de familias diferentes, possuem semelhangas no dominio associado ao fosfato gama do
GTP e do ATP (dominio P-loop). As proteinas motoras, deslisantes sobre microtiibulo,
sdo a quinesina e dinefna, semelhantes as miosinas que interagem com o filamento de
actina.

O mecanismo responséavel pela formagfio de vesiculas ¢ coordenado pelo ja
conhecido interruptor GTP/GDP. A GTPase ARF (ADP-ribosilation factor), enquanto
ligada a0 GDP, permanece em estado OFF e solivel no citoplasma. Mas, ao ser ativada
por um GEF (GDP-GTP exchange factor), se vé ligada ao GTP e passa para o estado
ON. Neste estado, adere & membrana, deformando-a, ¢ recruta para o local varias
proteinas de um complexo protéico (coatamer) que, por sua vez, aprofunda a
deformagéo até a formagéo da vesicula. Apés a formagfo da vesicula, a proteina ARF,
ativada por uma GAP (GTPase-activating protein), adquire atividade GTP4asica e
hidrolisa o GTP para GDP, retornando para o estado OFF. Com o retorno ao estado
OFF, a vesicula se vé liberada dos complexos protéicos e entdo preparada para o
processo de fusdo com a membrana alvo (ROTHMAN, 1996).

O processo de brotamento de vesicula acima descrito € o dependente de COP
(coatamer proteins). Existe também o processo dependente de clatrina no qual esse
mondmero, com forma geométrica adequada para formac¢fo de cupulas geodésicas,
forma complexos com regulagéo semelhante ao anterior.

No processo de fusdo, sdo necessarios outros complexos protéicos: NSFs (N-
etilmaleimide-sensitive factors) e SNAPs (NSF attachment proteins), ambos soliveis no
citoplasma, mas recrutdveis para os locais de fusio pelos receptores SNAREs (SNAP
receptors), presentes de modo especifico tanto na membrana vesicular (receptor v-
SNARE, tipo sinaptobrevina) quanto na membrana alvo (receptor t-SNARE, tipo

sintaxina).
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CAPITULO 2
DESCRICAO PRELIMINAR DAS REDES BIOMOLECULARES

Os biopolimeros informacionais, pelas suas caracteristicas entrdpicas, se
integram em automata networks, funcionando como autdmatos moleculares cujas
interconversGes energéticas e informacionais sfo produzidas por processos de
fosforilagdo e desfosforilagfio, viabilizados pelos ribonucleotidios (ATP, GTP, NAD,
FAD e coenzima A) que oferecem as bases para a formagfo das extensas redes
biomoleculares, cuja viséo integrada pode ser dada da seguinte forma:

uma rede genética com programa default cujo output expressa
constitutivamente os genes comuns a todas as células do organismo (rede metabélica e
de manutengdo estrutural) e com um programa facultativo ou indutivo cujo output
regula o ciclo celular com pontos de controle dependentes dos inputs trazidos pela rede
de sinalizagio e, para os ajustes morfofuncionais adequados as fases do ciclo,
dependentes da rede mecinica (citoesqueleto integrado & mairiz extracelular pelos
elementos mecénicos da membrana), de tal forma que em fungfo desses imputs sdo
definidos os destinos da célula que podem ser duplicagio (proliferagfo),
desenvolvimento embriondrio (diferenciagfo). morte programada (apoptose) ou
transformacéo (cancer).

Em analogia aos nossos computadores atuais, é como se a rede de sinalizagfo
atuasse a nivel de software ¢ a rede mecénica a nivel de hardware sobre a rede genética,
na defini¢do do tipo de programa a ser executado, tendo como default o funcionamento

permanente da rede metabolica.

2.1 - REDES BIOMOLECULARES

As intera¢Oes entre biopolimeros para a formagdo de redes podem se viabilizar
em fungéo das propriedades fisicoquimicas que permitem os processos de mudanga
conformacional, tendo a entropia como o equivalente energético da informagfo (item
1.1.4), de fosforilagio e desfosforilagdo, permitindo ativagdo e inativacio de
componentes de vias fosforrelés (segdo 1.2), bem como de estruturagio do sistema de

membranas, funcionando como integrador onipresente gracas aos seus elementos
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quimicos, elétricos e mecénicos (segio 1.3).

2.1.1 — Rede metabdlica

O output da rede metabdlica termina na sintese da molécula de ATP cujo papel
se destaca como fonte universal de energia, como doadora de grupos fosfato no
processo de fosforilagéio e como substrato para a formag8io de AMP ciclico (cAMP) que,
por sua vez, funciona como segundo mensageiro nas vias de sinalizagfo (item 1.2.1).

Além do ATP, outros ribonucleotideos funcionam como elementos de integragio
das vias de sinalizagfio: o sistema GTP/GDP, como modulador da hiperfamilia das
proteinas GTPases (superfamilia das G-proteinas heterotriméricas, sempre associadas a
grande familia de receptores heptaelicoidais na membrana, e superfamilia Ras das G-
proteinas monoméricas, elementos integradores de vias fosforrelés), com seus fatores
GEF (GTP/GDP exchange factor), GID (GDP dissociation inhibitor) e GAP (GTPase
activated protein), além de servir como substrato para formagio de GMP ciclico
(cGMP) que, por sua vez, funciona como segundo mensageiro (item 1.2.2); o sistema
NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo), como modulador do processo de ADP-
ribosilagdo (ADPR) e como substrato para formagfio de ADPR ciclico (¢cADPR), além
de funcionar como coenzima nas vias metabolicas propriamente ditas, juntamente com

os sistemas FAD (flavina adenina dinucleotideo) e coenzima A (item 1.2.3).

2.1.2 - Rede de sinalizac¢io

A rede de sinalizagdo, com toda sua redundincia de divergéncias ¢
convergéncias, incide sobre a maquinaria do ciclo celular, cuja evolugéio temporal se faz
as custas de transformagSes morfofuncionais na cromatina, cerne da rede genética,
executadas pela rede mecénica e reguladas pelo sistema CDK (ciclin dependent kinases)
associado ao sistema proteolitico ubiquitina-dependente.

Dois elementos contribuem de forma preponderante para o funcionamento
integrado da rede de sinalizagfo: a) a presenca universal do fon cdlcio como
intermediario (segundo ou terceiro mensageiro) em todos os mecanismos celulares e b)
a presenga marcante da proteina G heterotrimérica (sub-unidades alfa, beta e gama)
como swifch na transducéio de sinais provenientes do meio extracelular, trazidos pelo
receptor heptaelicoidal associado (serpentinico).

Em que pese sua predominéncia, além do sistema receptor associado a proteina

G, como inicializador das vias de sinalizagfo, existem também os receptores tirosina-
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quinases, os receptores serina/treonina-quinases e os receptores intracelulares cujos
ligantes, por serem lipossoluveis, atravessam a membrana indo acionar diretamente

fatores de transcrigo.

Receptor associado a G-proteina

A vislo tradicional linear, em que um receptor ativa uma protefna G, &
inadequada para tratar a complexidade do assunto e nfio mais condiz com os dados mais
recentes (GUDERMANN, 1997, NURNBERG, 1996).

Para comegar, existem mais de cem subtipos de receptor heptaelicoidal e um
nimero muito maior de subtipos de proteina G. Os receptores sdo montados por
autoassociagdo ou com ajuda de moléculas babas (chaperoninas), a partir de unidades
(hélices) estiveis com dobramento (folding) independente, num processo de
coexpressdo génica, permitindo grande variedade de recombinagdes e até mesmo
corre¢Bes competitivas, no caso de truncamento e falha no dobramento (misfolding). A
superfamilia das G-proteinas heterotriméricas ¢ classificada em quatro familias,
segundo a natureza da subunidade alfa: Gs, Gi, Gq e G12. Na verdade existem 23 tipos
de subunidade alfa, 6 de beta e 11 de gama que combinados podem originar cerca de
1000 subtipos de proteina G.

Como visto no item 1.2.2, o receptor funciona como GEF ao ativar a subunidade
alfa separando-a do dimero beta-gama que, por sua vez, funciona como GDI
competindo com a agfo ativadora do receptor, enquanto as enzimas efetoras (ciclases e

fosfolipases) funcionam como GAPs (GUNDERMANN, 1997, BREZINA, 1996).

Receptor mGlu como base molecular da memoéria neural

A substincia glutamato, o neurotransmissor excitatério mais abundante no SNC,
ativa varios tipos de receptores que sfo classificados em a) ligand-gatted ionotropic
channels (NMDA, AMPA e kainate) e b) G protein-coupled metabotropic receptors
(mGlu). Destes receptores, sdo conhecidos oito tipos subdivididos em trés classes, de
acordo com suas caracteristicas farmacologicas.

Aprendizagem € a modificagdo do comportamento pela experiéncia, enquanto
memoria € a reten¢éo dessas modificagdes. Para que essas duas etapas ocorram, deve
haver diferenciagdio da relagdo ruido/sinal bem como a eliminagio da informacio
irrelevante e a amplificagfo da relevante. Isto € feito pelos receptores mGlu.

A formagfo da memoéria é bloqueada pelo tratamento pre-training com agonistas
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e antagonistas, ao passo que é amplificada pelo tratamento posi-fraining com agonistas.
Na infinidade de estimulos a que somos submetidos, quando vivenciamos uma
cena ou somos submetidos a uma experiéncia, a imensa populagio de neurdnios
sensoriais sdo ativados de tal forma que subpopulagSes, respondendo de modo
especifico a mesmas caracteristicas do estimulo, passam a disparar sincronizadamente
de acordo com seu padréio global de condutincias nos seus canais iénicos. Os disparos
sincronizados de muitos neurdnios se somam gerando um campo elétrico externo (onda
no EEG) que, por sua vez, sincroniza outras dreas. Assim, cada instante motivante ou
traumatico da cena “congela-se” num tipo de circuito unico e irrepetivel, envolvendo
milhSes de neurdnios, cada um, além de outros inputs e outputs, com um padrio
caracteristico de resposta dos receptores mGlu. E, mais incrivel ainda, as alteracSes de
curta durago nas sinapses entre esses neurdnios poderfio passar a memoéria de longa
durag8o, na medida em que houver ativagéio da transcrigfo: pre-sinapticamente resulta
em cell-wide LTM (long-term memory), enquanto pds-sinapticamente em specific-
sinapse LTM. Na formagio de LTP (long-term potentiation) tém participagfio ativa os

canais de glutamato ligante-dependentes (NMDA).

Receptores intracelulares

Os ligantes neste caso s8o os hormdnios esterdides, derivados do colesterol:
corticoides, sexuais, tireoideanos, retindides (vitamina A) e vitamina D. Como sio
lipossoluveis, atravessam a membrana plasmatica e vio diretamente ao miicleo onde se
ligam a um receptor cuja fungfo ja ¢ de um fator de transcrigio, um HRE (hormon
receptor element). Esse HRE tem como inibidor da sua agfio sobre 0 DNA uma HSP
(heat-shock protein) cuja inibiglo & retirada com a ligacio do horménio. O HRE
liberado ativa um gene de agfio imediata cujo produto serd uma proteina primaria que,
por sua vez, tanto pode inibir o seu gene imediato quanto pode ativar um novo gen
secundario. Logicamente, nem o HRE e nem a proteina priméria, como fatores de
transcrigdo que sdo, podem atuar isoladamente, ja que os fatores de transcricio atuam
em complexos combinatdrios, com elementos trans ativadores e silenciadores sobre os
elementos cis do gene.

Os esterdides sfo os hormdnios de agfio mais rapida, ja que trafegam numa via
direta, € a0 mesmo tempo s&o os que permanecem por mais tempo na circulagio porque,

sendo insoluveis em 4gua, estdo sempre associados a proteinas transportadoras.
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Receptores tirosina-quinases (RTK)

A caracteristica marcante desses receptores é a autofosforilagfo conseguida pela
dimerizag#o que ocorre quer pela ligag8io de dois ligantes, um para cada receptor, quer
pela ligagiio de um mesmo ligante a dois receptores. Na formagfo do dimero, uma
molécula serve de bab4 (chaperonina) para outra nas alteragdes conformacionais,
aumentando o tempo de interagio e por conseguinte a afinidade entre o ligante e o
receptor, de forma independente das relagdes estequiométricas, e as suas fosforilagdes
cruzadas. Essa tendéncia a autoagregagfio se propaga a outras moléculas adaptadoras
com dominio SH2 e SH3, tanto para moléculas adaptadoras, sem atividade catalitica da
familia Srb, quanto para moléculas com atividade tirosina-quinase, da familia Src. Uma
grande variedade de moléculas adaptadoras faz convergir as vias de sinalizagfio sobre a
proteina Ras que inicia a via direta (core network) da cascata MAPK (mitogen-
activating protein kinases). A familia Ras, abastecida por proteinas G monoméricas,
além de contribuir para levar o sinal até o nlcleo, tem atuacio também sobre a
organizagdo do citoesqueleto e o trafego de vesiculas através respectivamente das
proteinas Rho e Rab. Ao final dessa cascata, & semelhanga dos hormdnios esteréides, ha
ativagdo simultinea de genes imediatos (oncogenes), por exemplo fos e jun, para a
produgdo de proteinas primdarias que se agregam em uma estrutura, conhecida como
complexo de transcri¢o AP-1, para ativar outros genes secundéarios.

A tendéncia de agregagfo se acentua nos receptores de célula T (célula
imunolégica produzida no timo) e de célula B (célula imunoldgica produzida na medula
Ossea, descrita pela primeira vez na bursa fabrizzi das aves), atingindo o maximo na
adeséo focal (FAK: focal adhesion kinases) que se manifesta na ativa¢do das integrinas
e das CAMs (cell adhesion molecules) para integragfo da rede mecénica que serd

conceituada em item posterior.

Sofisticaciio dos receptores imunolégicos

O receptor da célula T (TCR), além do receptor propriamente dito (subunidades
alfa, beta e gama), possui outras subunidades agregadas. Destas, a melhor conhecida e
talvez a mais importante é a CD4 (ou CD8) cujo papel lembra a dimerizagiio dos
receptores tirosina-quinases.

Os linfécitos Tc (citotoxicos) percebem a infec¢fo de uma célula ao escanear a
superficie desta em busca de peptideos virais ou bacterianos, previamente proteolisados

no interior ¢ apresentados na superficie em associagdo com moléculas MHC1 (major
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hystocompatibility complex 1) da propria célula. No complexo peptidico-MHC1, o
peptideo representa o elemento estranho (non self) e a molécula MHC1 representa o
elemento proprio (self). Qualquer que seja a identidade de um complexo peptideo/MHC,
sempre haverd uma célula T com um receptor especifico para reconhecé-lo.

Os linfocitos Th (Thelpers) fazem a mesma coisa, s que em vez de célula
infectada escaneam células B que expressem na superficie um complexo
peptideo/MHCII. Logicamente os genes que expressam as moléculas MHCII sfio
diferentes daqueles que expressam MHCII. A origem dos peptideos também difere. Na
célula B os peptideos se originam de um antigeno que foi reconhecido especificamente
por um receptor IgM (imunoglobulina de membrana), absorvido por endocitose e
processado para posteriomente ser apresentado na superficie em associagio com
moléculas MHCII. O objetivo da célula B € produzir um anticorpo (imunoglobulina
soltvel) com afinidade maxima pelo antigeno previamente reconhecido ¢ processado.
No entanto, essa produgéio s6 ocorrerd se a célula B for ativada pela célula Th como
consequéncia do reconhecimento, feito pelo receptor CTRh, do complexo
peptideo/MHCII apresentado pela célula B.

Para atingir essa sofisticagiio na capacidade de reconhecimento de qualquer
identidade de non self comparando-a a0 mesmo tempo com a Unica identidade do self, a
populagéo de células T passa por um rigido processo de selegfo positiva e negativa, de
tal forma que 97% da populagfio desaparece, entre o cortex e a medula do timo, por
morte programada (apoptose).

A variedade de receptores (TCR ou IgM) produzidos na populagdo de linfocitos
¢ da ordem de 10 elevado a 15, muito maior do que o ntimero de genes no genoma
humano (da ordem de 10 elevado a 5)! E o mais incrivel € que essa variedade surge de
apenas 3 genes.

A selegdo natural conseguiu esta proeza criando, para cada gene, vérias
repeticdes das regides V, J e D com sequéncias estratégicas de DNA entre elas,
favorecendo-lhes recombina¢des. Este arranjo no genoma, ainda presente na célula
germinativa, € rearranjado no processo de maturagio dos linfécitos, de tal modo que,
sob acdo das enzimas recombinases, é extremamente grande o nimero de mRNAs

diferentes com cépia tnica de cada regido.

Evidéncias recentes de inibi¢éio via proteinas SHP ¢ SHIP

SHP ¢ uma familia de proteinas que, além do dominio SH2 caracteristico das
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moléculas adaptadoras, contém um dominio tirosina-fosfatase (SHP) ou um dominio
inositol -fosfatase (SHIP). As proteinas SHP, por possuirem um dominio fosfatase, ao
ligarem-se a receptores tirosina-quinases previamente ativados por fosforilagdo, passam
a conferir uma capacidade inibidora ao conjunto.

Quando a produg¢fio de imunoglobulina pela célula B ultrapassa um certo nivel,
os fragmentos de imunoglobulina com afinidades diferentes em relagdo ao mesmo
antigeno, conhecidos como receptores Fc e sIg, criam um feedback negativo informando
a célula de que o nivel adequado ja foi atingido. Uma célula NK (natural killer)
reconhece e destroi uma célula alvo marcada com anticorpo; no entanto, se a célula alvo
expressar moléculas MHCI, o receptor KIR -(killer inhibitory receptor) as reconhecera e
a destruigfo sera evitada. Uma célula T ¢ ativada ao ligar-se a umé célula apresentadora
de antigeno (APC, semelhante a célula B, ver acima) e como consequéncia passa a
produzir citocinas e a expressar o receptor inibitério CTLA-4 que gera um feedback

negativo afim de evitar a hiperativagéo da célula T.

2.1.3 — Rede mecéinica

No item 1.3.2, apds a descri¢io dos elementos mecdnicos da membrana, foi
sugerido como esses elementos operam a integragfio entre a matriz extracelular e o
citoesqueleto, até a canalizagio dos inputs do meio sobre os elementos da rede genética.
No item 1.3.3, foi visto que o papel da rede mecénica, tradicionalmente relacionado
apenas aos aspectos estruturais do citoesqueleto, cada vez mais adquire relevincia
morfofuncional, na medida em que se reconhece que essa rede responde como uma
Unica estrutura tensionalmente integrada, gerando temsegrity (INGBER ef al., 1993,
INGBER, 1994, 1998, TUSZYNSKI et al., 1995, 1997). Nos processos morfogenéticos,
a relevincia da rede mecénica € de tal monta que a matriz extracelular, de onde partem
os inputs e para onde retornam os oufputs, ja estd sendo chamada como o 6rgdo da
forma. De fato, a matriz extracelular coordena a integragdo estrutural e funcional entre
células de diferentes tecidos, desde a formagfo de jung@es sindpticas até a formagéo de
membranas basais.

A matriz extracelular, integrada a rede citoesquelética pelos elementos
mecéanicos da membrana (integrinas e moléculas de ades#o), ¢ fabricada pela respectiva
célula e possui como principal componente as fibras de coldgeno, além de
proteoglicanas, lamininas, fibronectinas etc. Como consequéncia do fluxo bidirecional

de informagfo entre a matriz extracelular e a rede genética, ¢ daquela que partem os

37



sinais de indugfo que levam a morfogénese, promovendo a adequa¢do continua das
modificacdes intracelulares sintonizadas com aquelas que ocorrem no dominio
extracelular. Assim, os mesmos elementos da matriz extracelular vio servindo de base
para estruturas varidveis como malha cristalina de apatita nos 6ssos, cordas e tiras nos
tenddes, folhas tecidas na pele, membrana de filtragdo nos glomérulos e outros suportes
estruturais pelo corpo.

Existe uma intima ligagfio entre o cito e o nucleoesqueleto, bem como entre
esses dois e o sitema de membrana (membrana nuclear como continuidade da
membrana plasmética intermediada pelo reticulo endoplasmético e sistema de Golgi)
que, com seus elementos quimicos, mecénicos e elétricos, integra e coordena a rede
mecanica e a rede de sinalizagfo.

Os componentes do citoesqueleto sfio os microtibulos (treze protofilamentos que
se polimerizam a partir de dimeros globulares de alfa ¢ beta tubulina), os filamentos de
actina (filamento bielicoidal que se polimeriza a partir de mondmeros globulares de
actina), filamentos intermedidrios (complexo em malha filamentosa que se polimeriza a
partir de mondmeros lineares de lamina) e proteinas motoras (miosina, cinesina e
dineina).

Esses mesmos elementos se organizam na sofisticada unidade contratil

(sarcdmero) da célula muscular e distributivamente sfo responsdveis pelos diversos
mecanismos de mecanotransdugfo (tato, audi¢fo, otoequilibrio e osmoregulagdo, tendo
nesses casos os canais i6nicos strefch activated como elementos principais).
O citoesqueleto, além das fungdes tradicionalmente consideradas, ¢ hoje
reconhecidamente o sistema responséavel, em associa¢o com o sistema de membrana,
pelas transformagdes morfofuncionais da cromatina durante a progressdo do ciclo
celular.

Assim, sob a inovagfio da visdo bioinformacional, a rede mecénica passa a ter
um papel nfio sé estrutural mas principalmente dindmico, entre as demais redes
epigenéticas, no controle do fluxo de informagfio genética, bem como contribui para a
complementacdo da bioquimica pela bioinformatica e da biologia molecular pela

engenharia molecular (item 1.3.4).

2.1.4 — Rede genética
Os elementos essenciais da rede genética, na visfo linear do dogma central da

Biologia Molecular, estfio representados por molécula de DNA com potencialidade para
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auto-replicagdio e para transcri¢do, sendo que nesta ultima fungfo sdo produzidos os
tipos de RNA que coordenarfio a tradugfo, ou seja, a sintese de proteinas. No entanto,
para que o fluxo unidirecional de informagfo genética predito pelo dogma central possa
funcionar, tem que se admitir a existéncia de proteinas organizadoras e modificadoras
da molécula de DNA na cromatina, bem como de proteinas formadoras dos complexos
nucleoprotéicos para catalisar os processos de duplicagfo, transcrigfo e traducéo. Assim
mesmo, a unidirecionalidade s6 pode existir no processamento de progama constitutivo,
ja que € exigida retroalimentagio de via epigenética para o processamento de programa

indutivo (item 1.3.3).

Transformagoes morfofuncionais da cromatina

Durante a mitose. em que o nucleo celular ndomais existe (vesicularizou-se) e os
cromossomos duplicados estdo condensados, tendo algas de cromatina presas a estrutura
central (SARs ou scaffold attachment regions), a rede microtubular se organiza a partir
dos centriolos, ja separados em polos opostos. No equador da célula, um par de
microtibulos se liga no cinetocoro, constituido por regides situadas nas antipodas do
centrdmero (a parte central do cromossomo). A polimeriza¢io dos microtibulos €
organizada pelo complexo MTOC (microtubule organization center) que reduz a
concentracio necessaria das subunidades alfa e beta, tendo a subunidade gama como
inicializadora, e conferindo polaridade ao filamento: minus end no MTOC e plus end na
periferia. |

O centrdmero, a semelhanga da regifio terminal do cromossomo denominada
telémero, é uma regido altamente condensada de heterocromatina, com nimero elevado
de repeti¢des de pares de bases (satélite) que funcionam como elementos cis para
coordenar os elementos #rans (proteinas centroméricas e associadas ao microtibulos) na
ligagdo do microtibulo ao cinetdcoro.

Na fase da mitose e meiose em que ha separa¢do dos cromossomos (anafase), o
complexo APC (anaphase promoting complex) define a saida da mitese coordenando a
separacdo do centrdmero, apds a ubiquitinagéio e protedlise das proteinas centroméricas.
Nesse ponto de controle (checking point) pode ocorrer desvio para a meiose quando
certas proteinas, provavelmente homdlogas das enzimas de reparo do DNA, passam a
inibir o complexo APC e a ubiquitina¢io, dando progresséo ao processo. Na formagéo
do fuso e na separago dos cromossomos, além das interagSes cinetécoro-microtibulos,

interagem também as proteinas motoras (McKIM, HAWLEY, 1995).
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No final da anafase, for¢as aplicadas localmente pelos microtubulos sobre o
cinet6coro levam a uma polarizagfo global do nticleo, ja refeito na interfase, estando os
cromossomos orientados com o centrdmero numa extremidade e os telomeros em outra.

Ao plano da configuragfo conhecida por Rabl pode superpor-se emparelhamento
simétrico de algumas regides entre homdlogos, com forgas locais gerando aproximagéo
e afastamento entre /oci, podendo ocorrer ainda ligagdes de regides da cromatina ao
envelope (membrana) nuclear, originando um posicionamento radial global de loci.
Assim, como consequéncia do citoesqueleto em fases anteriores, durante a interfase
estabelece-se a high degree of large scale order in the nucleus, indicating that the
position of each gene within the nucleus is not random (MARSHALL et al., 1997).

Na interfase, portanto, nfio existindo mais cromossomo com estrutura central, as
algas de cromatina se prendem ao envelope ou & matriz nuclear (MARs ou matrix
attachment regions). Ao contrario das SARs (scaffold attachment regions) que
estabilizam a heterocromatina em grande escala, as MARs estfo associadas a dominios
funcionais da eucromatina como a ORIs (origens de replicagfio) ¢ a regides reguladoras
ou elementos cis de transcrigdo (promotor, amplificador e silenciador) aos quais se
ligam os fatores de transcrigéo ou elementos trans.

Tal organiza¢do em grande escala (large-scale order) no nucleo oferece a
possibilidade de ativag@o da cromatina (chromatin switch) e de organizagéo hierdrquica
das regides cis no DNA, de tal forma a enuclearem os elementos trans na formagéo dos
complexos nucleoprotéicos controladores do ciclo celular (BODNAR et al, 1996,

BODNAR, 1997, ALLSHIRE, 1997).

Sistema ciclina-cdk

Todas as transi¢des no ciclo celular dependem do sistema ciclina-cdk (cdk ou
ciclin-dependent kinase). A ciclina é produzida de forma intermitente durante o ciclo
celular. Quando presente, s6 o fato de ligar-se a uma cdk ja ativa o sistema (estado ON)
tornando-o apto para fosforilar substratos. O estado OFF ¢ restabelecido com a
destruigdo da ciclina, realizada no complexo proteossdmico apds ser marcada para a
destrui¢o pela ubiquitina.

Existe uma outra maneira para estabelecer o estado OFF sem destrui¢do da
ciclina: € a sua ligagdo a um inibidor especifico, mantendo o sistema ciclina-cdk
desativado. Logicamente, neste caso, a ubiquitinagfo e ulterior destrui¢o do inibidor

restabelecera o estado ON. A protedlise por ubiquitinagdio, caracteristica do sistema
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ciclina-cdk, caracteriza também a regula¢fo dos pontos de checagem do ciclo celular.

Com uma meia duzia de genes para cada molécula, o sistema ciclina-cdk oferece
uma base combinatdria suficiente para o nimero muito maior de combinagdes entre os
fatores do complexo de transcrigfio, por sua vez ativados combinatoriamente pela
convergéncia de inputs das vias de sinalizagfo. Mesmo se os cem mil genes das células
humanas fossem ativados concomitantemente, bastariam que ndo mais de dez fatores de
transcricdo formassem um complexo em que todas as possibilidades de associa¢do dos
fatores, cinco a cinco, fossem consideradas. Supondo que menos de 10% sejam ativados
de modo permanente em todas as células e outros 10% sejam ativados de modo
especifico em cada tecido, significa que 90% dos genes, se combinados em conjuntos de
dez mil para os diversos tecidos, ofereceriam uma base de diversificagdo muito grande
para a diferenciagéo e especializagfo dos tecidos.

Além do processo geral de fosforilagdo e do mais restrito de glicosilagdo de
proteinas, no contexto da cromatina existem os importantes précessos de metilagdo e de
acetilacdo.

A metilagéio ¢ feita diretamente sobre bases do DNA, enquanto a acetilagdo é
feita sobre residuos positivos na cauda N-terminal das histonas, tendo efeitos opostos
sobre a abertura do acesso a molécula de DNA. O mais interessante é que agora esta se
descobrindo que os fatores de transcrigdo e as proteinas do complexo de duplicagio
podem ser as proprias enzimas responsdveis por acetilacdo (desacetilagfio) ou por
metilagio (desmetilagéo).

A abertura do acesso ao DNA, através da acetilagfio e desmetilagdo, durante os
processos de transcrigdio ou de duplicagfio, ¢ feito no contexto da eucromatina que se
organiza difusamente no nucleo interfasico, sendo caracterizada pela presenga das
MAR:s.

O fechamento do acesso ao DNA ¢ feito com a condensagfo da heterocromatina
durante a mitose (meiose), iniciando-se com a desacetilagdio que refor¢a o
empacotamento das histonas nos nucleossomos e com a metilagdo que funciona como
ponto de atragéo para as proteinas do arcabougo cromossémico, sobre o qual se fixardo

as SARs (scaffold attachment regions).

Dosage compensation no cromossomo X:
Um exemplo de regulagio cromatinica em grande escala

Se numa espécie € possivel a fémea apresentar mais cromossomo X do que o
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macho, € porque existe um mecanismo para equalizar, em cada individuo, o nivel de
expressdo génica nesses cromossomos.

No verme nematoédio, os dois Xs da fémea sfo inativados parcialmente através
da proteina DPY27, da familia das SMC (segregation mitotic complex), que coordena a
condensagéo da heterocromatina e a consequente inativagfo dos genes vizinhos (PEV,
position effect variegation).

Na mosca drosé6fila, o Unico cromossomo X do macho é ativado por
hiperacetilaggio e hipometilagéio, aumentando o nivel de expressdo génica.

Nos mamiferos, um cromossomo inteiro da fémea ¢é inativado através de um
mecanismo mais sofisticado: o RNA transcrito do gene Xist, em vez de traduzir a
proteina correspondente, liga-se em cis a regifio Xce do DNA, iniciando a agregacéo
dos fatores silenciadores que se espalham por todo o cromossomo.

O processo de inativagdo do cromossomo X é a ampliagdo da influéncia
repressiva j& existente na heterocromatina centrossémica e telomérica: fatores
silenciadores, como as proteinas SIRs ligadas & cauda das histonas H3-H4, avangam

sobre genes vizinhos causando a PEV.
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2.2 - DESENVOLVIMENTO ONTOGENETICO

Todas as células de um organismo, apesar da diferenciag¢fio e da especificidade
que apresentam em cada tecido, possuem os mesmos tipos de redes biomoleculares que
Ja estavam presentes na célula-ovo ou zigoto inicial.

Todas as células humanas, por terem se formado a partir de uma célula ovo
original (ontogenia), possuem os mesmos cem mil genes presentes no genoma humano.
No entanto, as células em cada tecido expressam menos de vinte mil desses genes, dos
quais cerca da metade se expressa em todas as células do organismo, de modo
constitutivo ou permanente (housekeeping genes), enquanto a outra metade se expressa
de modo especifico para cada tipo de tecido, de modo facultativo ou indutivo, em
funcdo de sinais provenientes do meio, através da matriz extracelular.

Por mais especializada que seja uma célula humana, ou por mais sofisticado que
seja seu output, ela representard sempre o resultado da integracdo das mesmas redes
biomoleculares existentes em outras células aparentemente mais primitivas e mais
simples. E ainda, assim como a integragio das redes biomoleculares mantém a
homeostasia da célula, da mesma forma a integragio das redes celulares, a seu tempo
formadas por interagdes entre redes biomoleculares, mantém a homeostasia do

organismo.

2.2.1 — Ovulagio e fertilizagiio

O 6vulo, ainda na forma de odcito, fica estacionado na metéfase da segunda
divisdo meiética, diferentemente do espermatozéide cuja meiose se completa. Nessa
fase, embora a transcricio seja impossivel (a cromatina das duas cromatides estd
condensada nas SARs ligadas ao arcabougo sinaptonémico comum), os mRNAs
existentes podem ser traduzidos e expressar suas proteinas correspondentes, através da
integrag8o das redes biomoleculares anteriormente descritas.

Mecanismos precisos de regulagio da tradugio definem os mRNAs destinados a
ativagio ou repressio, gerando diferentes gradientes de proteinas que passario a
funcionar como morfogénios. Os inputs para o odcito provém da matriz extracelular,
compartilhada por outras 15 células auxiliares (nurse cells) consituintes do foliculo,
entre as quais se reorganiza a rede mecénica comum, com interconexdes compartilhadas
por CAMs (cell-adhesion molecules), SAMs (substract-adhesion molecules) ¢ CIMs

(cell-junction molecules). Apenas trés tipos de sinais sfo suficientes para definir as

43



polaridades dos eixos A/P (anteroposterior) e D/V (dorsoventral) do évulo, ainda antes
de sua fertilizagfio. O eixo D/V ¢ definido por um sinal ventralisador gerado pelas
células do foliculo. O eixo A/P ¢ definido por dois morfogénios resultantes da
transcrigdo de mRNAs dos genes nanos e bicoid. Apesar desses mRNAs se distribuirem
uniformemente pelo interior do 6vulo, suas proteinas (morfogénios) correspondentes
acabam se concentrando em polos opostos, j4 que uma proteina inibe a tradugfio da
outra.

Na fertilizagdo se manifesta o poder integrador da membrana, quer com sua
capacidade de vesiculagfio, quer com seus elementos integradores da rede mecénica,
capaz de gerar instantancamente a femsegrify. Coordenada pelo citoesqueleto,
principalmente pelas fibras de actina, ocorre a exocitose das vesiculas acrossémicas do
espermatozoéide, resultando na destruigdo das pontes de hidrogénio da matriz
extracelular do évulo e na ulterior fusio entre as membranas dos dois gametas. Com a
fusdo provocada pelo primeiro espermatozdide, a rede mecanica instantaneamente se
reorganiza, gerando o estado de fensegrity que impedird a polispermia, ou a penetracio
de outros espermatozoides.

Apods a fertilizagdo, os mRNAs maternos continuam coordenando de modo
epigenético a primeira segmentagfo do zigoto até que, a partir da segunda segmentagso,

o0 genoma zigdtico passa a controlar o rel6gio do ciclo celular.

2.2.2 — Diferenciagiio e inibi¢io lateral

Como ficou evidenciado para os morfogénios nanos e bicoid, os gradientes
morfogenéticos funcionam como um equipamento molecular capaz de informar a cada
célula sua posigdo no espagotempo do embrifo, além de a cada instante redefinir seu
estado morfofuncional, em fung8o do padrfio de interagSes entre suas SAMs e a matriz
extracelular, bem como entre suas CAMs e CJMs com as respectivas moléculas de
células vizinhas. Assim, na crescente populagfo de células do embrifio, vio se formando
subpopulagGes de células que se ligam ou se repelem em fungfio do grau de homofilia
ou heterofilia entre suas moléculas de ades#o, representadas principalmente pela familia
das caderinas. Desta forma se estabelece um mecanismo de inibigfio lateral, pelo qual
uma populacdo de células com um padrfio tipico de interagSes (default fate) interage
com células de populagfo vizinha diferente, inibindo-as e impedindo-as de seguirem o
mesmo destino na diferenciagdo (COLLIER et al., 1996).

Um mecanismo de inativagfo lateral ¢ produzido pela interagfio do receptor de
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membrana nofch com o seu ligante delta, também receptor de membrana em outra
célula. Na mesma célula, a atividade de notch inibe a atividade de delta, enquanto a
inatividade de delta desinibe a atividade de notch. Na interagfo intercelular, a atividade
de delta (célula A) ativa notch, enquanto a inatividade de delta (célula B) inativa notch
(célula A). O nivel de ativagfio de notch reflete a intensidade da inibi¢do que a célula B
recebe da célula A, inversamente proporcional a inibi¢8o que a célula B liberara para a
célula A.

A partir da segunda divisgo celular, com a degradagao dos mRNAs maternos, o
genoma zigdtico passa a comandar o padrfio corporal do embrifio, sob o controle preciso
da familia dos Hox genes (Homeobox-containing genes), gragas a colinearidade desses
genes no cromossomo que os atrela a um rigido padréio espago-temporal de expresao,
bem como a uma grande sensibilidade a determinados fatores, como o 4cido retindico.
Néo ¢ de se estranhar o papel do acido retindico porque, como horménio lipossolavel,
tem como seu receptor nuclear uma proteina da superfamilia dos Pax genes (Paired
box) que engloba a familia dos Hox genes.

Os Hox genes, das regulagdes acima, podem regular sua prépria transcrigdo na
medida em que sua proprias proteinas, como fatores frams, podem se ligar aos
elementos cis da regifio promotora de seus proprios genes. Com a atuagdo em circuitos
com codigos combinatorios, esses genes geram os gradientes morfogenéticos que se
refletirio na segmentagfio do embrifio em regides chamadas de somitos, e na
metamerizagdo precursora da estrutura final do tecido. E ainda mais, esses genes
codificam os fatores de transcrigéio da familia bHLH (basic helix-loop-helix) que ativam
os genes historreguladores que, por sua vez, ativam os genes estruturais especificos para
cada tecido.

A familia dos Hox genes serve como refor¢o da hipdtese segundo a qual as redes
biomoleculares das células atuais sfio qualitativamente as mesmas das células
primitivas, tornando-se apenas quantitativamente enriquecidas por amplificagdo nas
familias de genes. De fato, o tnico gene da célula ancestral se triplicou nas células de
invertebrados, passando a um modulo de uma dezena nos cordados inferiores, modulo

esse que aparece quadruplicado e em cromossomos diferentes nos vertebrados.

2.2.3 — Inducgiio e morfogénese das redes celulares
Populagdes diferentes de células interagem entre si, induzindo variagBes no

estado padrfio de interagfio entre a matriz extracelular (MEC) e as moléculas de ades#o
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(CAMs e SAMs), e, como consequéncia, no padriio da expressdo génica. Os primeiros
passos para a diferenciagdo sfo dados com a formagfo de epitélio primitivo onde
predominam as interagdes de moléculas de jungdes intercelulares (CIMs), com
possibilidade de reversdo ao tecido indiferenciado do estagio inicial (mesénquima), até a
aquisicio da estabilidade definitiva de tecido epitelial.

A célula epitelial padrfio, polarizada tanto a nivel estrutural (membrana apical
com microvilosidades ¢ membrana basolateral com jungBes e transportadores
especificos) quanto a nivel funcional (polaridade elétrica transmembrana e trancelular),
possui eficiente e flexivel sistema de transportadores e cotransportadores idnicos,
permitindo regulagéio desde a produgfio de HCI no estbmago, passando pela absorgfo
intestinal até a depuragéo do filtrado glomerular nos tubulos renais.

Processo semelhante acompanha as fases da morfogénese da musculatura
estriada, desde as células mesenquimais precursoras, passando pela manutensfio do
programa de diferenciagfio no ciclo celular e pela diferenciagdo da parte muscular do
somito, conhecida como mi6tomo, gragas a indugfo produzida por Hox genes vizinhos.
Regulados pelas interag8es intercelulares entre moléculas de adesfio, os midcitos se
fundem para a formacgfio da fibra muscular sincicial (multinucleada). A seguir, seus
diversos niicleos passam a ativar de forma integrada os genes estruturais que produzirfio
as proteinas especificas (actina, miosina, troponina, tropomiosina eitc) para a
constitui¢do do sarcomero.

Apbs a complementagdo morfofuncional da fibra muscular esquelética, a matriz
extracelular entre a fibra muscular e os terminais ax6nicos coordena todas as etapas para
a formagéo da jungdo neuromuscular, evidenciando que a integragfo histolégica entre os
dois sistemas ¢ bidirecional, uma vez que os sinais viajam do musculo para o nervo e
vice-versa.. A nivel orgénico a bidirecionalidade se acentua, dada a existéncia de
proprioceptores no musculo (fuso muscular e 6rgfo tendinoso de Golgi), gerando
retrocontrole sobre os neurénios motores: o fuso muscular, em paralelo com as fibras do
musculo, gera feedback negativo sobre o neurbnio motor em resposta a estiramento,
enquanto o orgéo tendinoso de Golgi, em série com o musculo correspondente, gera
Jeedback positivo sobre o neur6nio motor em resposta a contragdes. Sofisticando ainda
mais o sistema de retroalimentagfo, existem neurbnios eferentes (y) inervando fibras
mtrafusais, bem como a existéncia, em cada articulagfio, de pares de musculos flexores /
extensores que permitem geragdio de padrdes locomotores precisos, gragas aos

complexos circuitos de ativacfio e de inibi¢8o cruzada, ipsilateral e contralateral.
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A juncdo miotendinosa, além da retroalimentagdo exercida sobre o musculo,
opera também a integragfio musculoesquelética, através dos tendBes que, na verdade,
nada mais sfo do que fibrécitos espalhados pela rede da mairiz extracelular, tendo
feixes de colageno e elastina como principais constituintes. A rede da matriz
extracelular no tenddo se interdigita com o musculo, de um lado, e, de outro, mergulha-
se na matriz extracelular 6ssea, que ¢ uma malha cristalina sendo depositada sobre os
componentes convencionais.

Na musculatura estriada cardiaca, a sinalizagfo elétrica, gerada intrinsecamente
por c€lulas marcapasso e modulada pelo sistema nervoso, precede e aciona a contragfo
do coragéo que, devido a condi¢Ges isovolumétricas, gera pressdo hidrostatica suficiente
para impulsionar o sangue para a grande e pequena circulagfo. Nos capilares sanguineos
e alveolares, a integrag@o entre pressdo hidrostatica e osmética regula a interface entre o

tecido sanguineo, o meio interno e os demais tecidos.
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2.3 - EVOLUCAO FILOGENETICA

As redes biomoleculares que existem nas células humanas sfio as mesmas
existentes, ndo s6 nas células eucaridticas de seres filogeneticamente mais simples,
como mosca, verme e fungo, mas também nas procaridticas. Em ultima analise, essas
mesmas redes ja existiam, como core networks, na célula ancestral universal do mundo

do DNA.

2.3.1 - Passagem de célula procaridtica a eucaridtica

A primeira vista, olhando em média a quantidade de genes, constata-se certa
l6gica: houve um pequeno aumento na passagem de celula procaridtica para eucariotica
e um grande aumento na passagem de organismo eucaridtico unicelular para
pluricelular mais primitivo.

O pequeno aumento mostra que ndo houve amplificacdo dos elementos
constitutivos de cada rede, apesar da aparente emergéncia do citoesqueleto e do
aumento de volume constrangido por uma elevadissima relagéio superficie/volume que
originou o onipresente sistema de membrana. A existéncia de citoesqueleto em bactérias
comprova-se com o fato de Mycoplasma genitalium, por ser parasita de mucosa, ter
perdido os genes codificantes da parede celular (externa & membrana plasmatica e
geradora de dominio andlogo & matriz extracelular) mas, em compensagdo, houve
amplificacdo de elementos do citoesqueleto afim de manuten¢do da forma nfo mais
gerada pela parede celular. Da mesma forma, em bactérias ja existem genes para
histonas, apesar do DNA n#o se estruturar em nucleossomos. O estudo da bactéria
Mycoplasma genitalium foi empreendido em trabalhos de nosso grupo de pesquisa, seja
na analise de homologias em bancos de dados (TORRES et al., 1998), seja no uso de
curvas tri-dimensionais suavizadas para identificar sequéncias de genes (ROQUE et al.,
1998).

2.3.2 — Genoma minimo e a evoluciio gendomica

A quantidade de genes dobrou do fungo Sacharomyces cerevisiae (6.000) para o
verme Caenorhabditis elegans (12.000), aumento este refletido na amplificagdo de
genes nas vias de sinalizag8o, necesséria para a diferenciagdo em diferentes tecidos. Nos
vermes Caenorhabditis elegans, metade dos genes tem expressdo constitutiva,

independente dos tecidos, semelhante & quase totalidade dos genes dos fungos, enquanto
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a outra metade tem expressdo indutiva em fungfo dos tecidos que se formam. O nivel de
diferencia¢fio, no entanto, nfo ¢ grande porque o conjunto de genes indutivos ¢é
praticamente o mesmo em todas as células.

No caso dos mamiferos (homem e camundongo), apesar do grande genoma estar
presente em todas as células, o nimero de genes que se expressa em cada célula deve
ser semelhante ao total de genes do verme. Isto significa que nos mamiferos o conjunto
de genes indutivos apresenta variabilidade grande entre células de diferentes tecidos,
permitindo alto nivel de diferenciacéio e de especializagfo.

No ciclo celular, entre os circuitos que regulam os programas, existe também o
circuito de genes que funcionam como rel6gio bioldgico. Alguns genes desse circuito ja
foram encontrados em verme (clk e daf) e em fungo (SIR). Pequenas alteragdes nesse
circuito, envolvendo um ou dois genes e imperceptiveis a nivel gendmico, podem
significar grandes alteragdes no controle do periodo de vida. E é presumivel que haja
uma relag@o entre periodo de vida, metabolismo ¢ tamanho corpéreo.

A bactéria Mycoplasma genitalium possui apenas 470 genes. Um estudo, usando
analise computadorizada para comparar genomas conhecidos, chegou a conclusio de
que organismos mais simples do mundo do DNA poderiam sobreviver com apenas 250
genes. Se, por um lado, o genoma minimo deveria conter umas duas dezenas de genes,
por outro, os genes primitivos deveriam ser muito menores do que os atuais. Poder-se-ia
esperar que os genes primitivos se reduzissem a um Unico exon ou a um dominio
funcional das proteinas atuais. O trabalho do grupo de Tateno contribui para dar maior
substincia a esta hipdtese:

“We developed a method for multiple alignment of protein sequences. The main
Jfeature of this method is that it takes the evolutionary relationship of the proteins in
question into account repeatedly for execution, until the relationships and alignment
results are in agreement. We then applied this method to the data of the international
DNA sequence databases, which are the most comprehensive and updated DNA
databases in the world, in order to estimate the “evolutionary motif” by extensive use of
a supercomputer. The motif could possibly be a ‘fossil” of a gene of the primordial life.
If this turns out to be true in general, it would provide us with insight into the origin and
evolution of a gene with respect to structure and function. We believe that we are now
in a position to analyze DNA and protein not only in vivo and in vitro but also in silico”
(TATENO et al., 1997).

As duas centenas de dominios que caracterizam o genoma primitivo podem ser
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classificadas em apenas uma dezena de familias de motivos que demarcam ainda hoje
regides atratoras no espago abstrato conformacional das proteinas. Holm e Sander
contribuem para enfatizar melhor esta redugfio no numero possivel de conformagdes dos
dominios de proteinas:

“The comparison of the three-dimensional shapes of protein molecules poses a
complex algorithmic problem. Its solution provides biologists with computational tools
fo organize the rapidly growing set of thousands of known protein shapes, to indentify
new types of protein architecture, and to discover unexpected evolutionary relations,
reaching back billions of years, between protein molecules. Protein shape comparison
also improves tools for identifying gene functions in genome databases by defining the
essential sequence-structure features of a protein family. Finally, an exhaustive all-on-
all shape comparison provides a map of physical attractor regions in the abstract shape
space of proteins, with implications for the processes of protein folding and evolution”

(HOLM, SANDER, 1996).

2.3.3 — Visio unificada da biologia

Os biopolimeros informacionais sdo os acidos nucléicos (RNA e¢ DNA) e as
proteinas, cujo cardter informacional ¢ dado pelos tipos diferentes de mondmeros que se
ligam em sequéncias néo aleatdrias. De fato, com a transi¢o do mundo do RNA para o
mundo do DNA, o circulo de informagfio se fechou entre esses trés tipos de
biomoléculas: no DNA do individuo est4 armazenado o genoma da espécie, recebido de
heranga e com a possibilidade de replicacéo; as sequéncias de DNA codificantes de
proteinas (genes) sdo transcritas em sequéncias de RNA mensageiro (mRNA) que por
sua vez tem seus codons traduzidos em sequéncias de aminoacidos (proteinas), com a
intermediagdo de sequéncias de RNA transportador (tRNA) e RNA ribossdmico
(rRNA), também transcritas de sequéncias especificas de DNA. Esse fluxo de
informagBio genética, tradicionalmente denominado dogma central da biologia
molecular, representa apenas uma parte da informacfio total da rede genética e,
logicamente, uma parcela ainda menor da informagfo total da célula, devendo ser

complementado por outros fluxos de informag&o epigenética.

Rede genética
Na rede genética (item 2.1.4), portanto, existe o fluxo de informag&o genética,

ligando o gene ao seu output (proteina), e o fluxo de informagio epigenética, conferindo
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as proteinas, com modificagdes pds-traducionais (epigenéticas), a fungdo de inpurt na
ativagdo de outros genes. As sequéncias de DNA, além de genes (ORFs: open reading
Jrames), contém os elementos reguladores desses genes (cis-acting elements) que so
acionados de modo combinatério pelos fatores de transcri¢8o (trans-acting elements) e
RNA-polimerases. Além da funcfio de transcri¢fo, existe ainda a fungfo de duplicagdo
do DNA quando o complexo protéico de replicagdo (frams), incluindo a DNA-
polimerase, atua sobre os elementos origens de replica¢do (cis). Na sua linearidade, a
molécula de DNA estd sempre associada a complexos protéicos, formando a fita de
cromatina. Como eucromatina (nivel de organizagio em baixa escala), a molécula de
DNA esta associada as proteinas histonas, geralmente formando nucleossomos,
tornando o DNA acessivel, de modo localmente seletivo, aos complexos de replicagfo e
transcrigdo. Como heterocromatina (nivel de organizagdio em grande escala), a
cromatina, por sua vez, se associa as proteinas do esqueleto cromossdmico,
compactando-se e tornando o DNA inacessivel para os complexos de replicagdo e de
transcri¢cdo. A passagem do estado de eucromatina para o de heterocromatina, e vice-
versa, se da durante as fases do ciclo celular, controladas por pares de proteinas ciclinas-
cdks (ciclin-dependent kinases), por sua vez, reguladas pela rede mecénica e pela rede

de sinaliza¢#o.

Rede mecéinica

Na rede mecénica (itens 1.3.3 e 2.1.3), os elementos mecénicos da membrana
(integrinas, moléculas de adeséio e canais i0nicos dependentes de tensdo) integram os
inputs da rede da matriz extracelular (laminina, fibronectina e coldgeno) a rede do
citoesqueleto (microtubulos, fibras de actina e filamentos intermediérios), gerando a
tensegrity que regula a forma da célula, bem como produz os ajustes morfofuncionais

adequados as fases do ciclo celular.

Rede de sinalizacéio

Os elementos quimicos (receptores neuroendocrinoimunol6gicos) e os elementos
elétricos (canais idnicos dependentes de voltagem ou de ligantes) da membrana,
interagindo também com os elementos mecénicos, transduzem os inputs do meio e
integram-nos a vias paralelas e redundantes que, com divergéncias e convergéncias,
processam de modo combinatério as informagdes, dirigindo-as a complexos especificos

de transcrigdo ou de replicag80.0 output desta rede é a ativagio de modo indutivo,
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dependente do meio, da rede genética, permitindo & célula a elaboragfio de uma resposta

adaptativa (segfio 1.2 e item 2.1.2).

Rede metabélica e de manutengio

Os genes da rede metabolica e de manutenc¢dio (housekeeping) sdo ativados de
modo constitutivo, embora existam também elementos sensiveis a indugfo, permitindo a
produgdo constante de proteinas, tanto daquelas estruturais quanto daquelas que
constituem os ciclos metabdlicos que levam & sintese de ATP. Como exemplo de
transi¢do de modo constitutivo para indutivo, tem-se a transi¢éo da via das pentoses
fosfatadas para a via de Embdon-Meyerhof, em fun¢do da reducfo na curva de

saturag8o do oxigénio.

Vida como emergéncia biolégica

A existéncia da vida como efnergéncia biologica se comprova por ocasido da
morte clinica de um organismo, por exemplo, o de uma cobaia morta por anoxia
(auséncia de oxigénio): a vida deixa de existir sem que nenhuma alteragfio a nivel fisico
ou quimico tenha ocorrido. Ou seja, as alteragSes ocorrem a nivel biolégico:
paralelamente vdo ocorrendo a desintegragfio das redes biomoleculares que mantém a
homeostasia de cada célula e a desintegragfio das redes celulares que mantém a
homeostasia do organismo.

A desintegra¢io das redes biomoleculares ocorre porque, com a auséncia do
oxigénio, ndo ha a transferéncia de elétrons e o transporte de prétons (provenientes do
hidrogénio que veio da glicose) através da cadeia respiratéria (um segmento da rede
metabdlica), comprometendo a sintese da molécula de ATP. A molécula de ATP € a
fonte de energia (bateria carregada) para todas as reagdes e a doadora de grupo fosfato
para a fosforilagdo/desfosforilagdo (on/off) dos biopolimeros informacionais e
entropicos. Sem a energia do ATP, cessa a capacidade entropica (reduzir entropia e
aumentar organizagdo) dos biopolimeros. Sem a fosforilagio, cessa o fluxo de
informagdo entre os biopolimeros, compromentendo o funcionamento de cada rede
biomolecular, bem como a integra¢fo entre elas. N&o procede a objecéo reducionista de
que ocorre alteragdio fisicoquimica na cadeia respiratoria: esta apenas para de funcionar
na auséncia de oxigénio, um comportamento fisiologicamente previsto, como o de um

carro na auséncia de combustivel.
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A desintegracdo das redes celulares, devido a existéncia de hierarquia funcional
entre essas redes, comeg¢a antes que ocorra a desintegracfio das redes biomoleculares
em todas as células do organismo. A redugfio do aporte de oxigé€nio € a consequente
redu¢io na concentracio de ATP afetam antecipadamente o funcionamento de
segmentos da rede neural (isquemia), com reflexos na integragfo da rede neuromuscular
na locomogéo (paraplegia) e na contragdo muscular (parada respiratéria), bem como da
rede miocardica (enfarto), com reflexos na integragdo da rede vascular na circulagéo.
Com isso, entram em colapso as coordenagdes neural ¢ hormonal, responsaveis pela
integragio de todas as redes celulares na homeostasia do organismo. Como a nivel
celular, também a nivel de organismo, a vida deixa de existir como fendmeno global,
por desintegragdo de redes, sem que nenhuma alteragéio fisicoquimica tenha ocorrido
localmente. Logicamente, o contrario também ¢é verdadeiro:a vida emerge e continua
existindo como fenémeno holistico, por integrago de redes, e nfio como somatorio de

eventos fisicoquimicos isolados, conforme a viséo reducionista.

Organizaciio das redes bioinformacionais

A organizagdo das redes bioinformacionais ocorre gragas as propriedades
entropicas dos biopolimeros informacionais, de tal forma que esses biopolimeros
funcionam como autdmatos bésicos de redes booleanas.

Em um primeiro nivel de organizagfo, os autdmatos biomoleculares (autdématos
de nivel 1) formam redes biomoleculares, como produtos do genoma fixado na
populagdo de células ancestrais, cuja integragfio permite a homeostasia da célula
(autdbmato de nivel 2). As mesmas redes biomoleculares iniciais, descritas no item 2.1.1,
estdo presentes em todas as células dos organismos atuais, sejam unicelulares ou
pluricelulares, apesar do explosivo aumento do numero de genes nos genomas.
Enquanto a célula ancestral deveria possuir um genoma com umas duas centenas de
genes, em bactérias (células procariticas) o numero de genes oscila entre quinhentos a
quatro mil, no verme Caenorhabditis elegans (organismo pluricelular simples) o
nimero de genes se aproxima de dez mil, podendo chegar a cem mil em mamiferos
(organismo pluricelular complexo). Olhando para os extremos, € como se, durante trés
bilhdes de anos, a centena de genes iniciais tivesse originado uma centena de familias
de genes, cada uma com cerca de mil genes. Isto significa que, no inicio, cerca de cem
proteinas (output da centena de genes) se distribuiam como elementos das mesmas

quatro redes biomoleculares que hoje sdo alimentadas pela centena de milhares de
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proteinas (output da centena de familias de genes).

Num segundo nivel de organiza¢8o, formaram-se as redes celulares de cuja
integragfio vai depender a homeostasia do organismo pluricelular (automato de nivel 3).
As redes celulares se estabelecem na medida em que, durante o desenvolvimento
embriondrio (segdo 2.2), as células vo se diferenciando para a formagfo de tecidos. A
partir da célula ovo inicial, em sucessivas geragdes, células com fenétipos semelhantes
se interligam em segmenos de redes locais (tecidos) que, por sua vez , se interligam
formando 6rgdos numa rede global. A rede da matriz extra-celular (o 6rgéo da forma)
coordena, como input, o output das redes biomoleculares de cada célula, tanto para a
interligagio local quanto para a interligagdo entre tecidos. Assim, a integra¢do dos
outputs de cada autdmato celular (gerados em cada célula pelo funcionamento integrado
das redes biomoleculares) origina o organismo pluricelular como autémato de nivel 3.

Num terceiro nivel de organizagfo, formaram-se as redes de organismos de cuja
integragdo vai depender a homeostasia da biosfera (autdmato de nivel 4). As redes de
espécies de organismos (uni e pluricelulares) no ecossistema séo analogas as redes de
células de tecidos no 6rgdo: tem-se respectivamente uma populagéio de individuos com
genoma semelhante, capazes de se reproduzirem, e uma populagdo de células com
fendtipo semelhante, apresentando mesmas estruturas e fungdes. A analogia entre 6rgéo
e ecossistema ainda se aprofunda: ambos néio podem ser considerados autématos, ja que
formam segmentos abertos de redes que s6 se completam ao interagirem com outros
segmentos.

Em cada nivel de organizagfo, as proprieddes entrépicas e informacionais do
autdmato depende de suas interagdes com o meio. Em se tratando de biosfera e
ecossistemas, o meio ambiente é o considerado de modo convencional pela ecologia.
Em se tratando de organismos pluricelulares, existe o meio interno do organismo
(plasma sanguineo se comunicando com a matriz extracelular) que representa ao mesmo
tempo o meio extracelular, bem como o meio intracelular que, por sua vez, se identifica
com o meio envolvente dos biopolimeros. Em se tratando de organismos unicelulares, a
tinica diferenga é que nfo existe meio interno: o meio externo se comunica com a matriz

extracelular, direta ou indiretamente (através da parede celular).
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CAPITULO 3
TERMODINAMICA E CINETICA NOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Em se tratando do Universo, como um sistema isolado que ndo troca nem
energia e nem massa com o inexistente meio circundante, as leis da termodindmica
apresentam uma evidéncia imediata. A primeira lei, pelo principio da conservagéo de
energia, afirma ser constante a energia do universo, podendo esta ser transformada ou
em calor ou em trabalho, mas nunca ser criada ou destruida.

Para um sistema fechado, onde ha troca de energia mas ndo de massa, as
quantidades de calor (AQ) e trabalho (AW) s#o as formas de energia que ele pode trocar
com o meio. A liberagdo de calor ou a producgdo de trabalho pelo sistema leva sinal
negativo, enquanto a absor¢éo de calor ou o trabalho realizado sobre o sistema leva sinal
positivo. Por essa convengfio, AQ e AW sfo positivos quando aumentam a energia do
sistema. Assim, de acordo com a primeira lei da termodindmica, quando a energia (E)
muda de um estado inicial para um estado final, estando o sistema absorvendo calor e

realizando trabalho sobre o meio, pode-se escrever

AE =AQ - AW (3.1.1a)

3.1 - AS FUNCOES ENTALPIA, ENTROPIA E ENERGIA LIVRE

Num processo ciclico em que hd retorno do sistema ao seu estado inicial, pode-
se considerar AE = 0, enquanto o calor absorvido (+AQ) pelo sistema se iguala ao
trabalho realizado sobre o sistema (+AW), ou vice versa.

Se um sistema altera sua energia interna (AE), sem ter realizado trabalho ou sem
que trabalho tenha sido realizado sobre ele (AW = 0), entfio AE = AQ. Neste caso, em
situa¢io de endotermia, tem-se absor¢do de calor (+AQ) e AE ¢ positiva (Efinai > Einicial),
enquanto, em situagfo de exotermia, o calor ¢ liberado (-AQ) e AE € negativa. No

entanto, como se verd em se tratando da segunda lei, nfo existe situagfio em que se
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verifique a igualdade AQ = 0, j& que é impossivel a conversdo total de energia em
trabalho.

Se o calor é trocado livremente com o meio até ser atingido o equilibrio térmico,
tem-se o sistema isotérmico. Se for excluida a troca de calor com o meio, mantendo-se

porém outras trocas de energia envolvendo trabalho, tem-se o sistema adiabético.

3.1.1 — Entalpia

A energia interna do sistema ¢ uma varidvel de estado, ou seja, ¢ uma
propriedade do sistema que ndo depende do caminho que leva do estado inicial ao
estado final. J4 o calor e o trabalho nfo sfo varidveis de estado, dependendo assim do
método usado para a mudanga de um estado para outro.

No caso dos gases, o trabalho (W), sendo igual ao produto de forga pelo

deslocamento, pode ser representado por

VZ
AW=PAV e W= [PdV (3.1.2)

"

onde P é a pressdo externa que, diante de uma pressdo interna maior ou menor, permitird
ao sistema expandir-se (-AW) ou comprimir-se (+AW). Quando ¢ muito pequena a
diferenga entre as pressdes interna e externa, diz-se que o processo € reversivel, de
forma analoga ao processo reversivel da mudanga de estado, onde o fluxo de calor €
definido para dentro (endotermia, +AQ) ou para fora (exotermia, -AQ) em fung#o de
pequena diferenga de temperatura entre o sistema e o0 meio.

Nos sistemas quimicos, geralmente a pressdo permanece constante e, em
situagdio de endotermia, sendo a expansdo a Unica forma de trabalho exercido sobre o

meio, a primeira lei pode ser reescrita:
AE = AQ - PAV (3.1.1b)

enquanto o calor absorvido em tal sistema se iguala ao aumento de energia interna (AE
+ PAV). Esta mudanga da energia interna, a pressdo constante, define a fungéo entalpia

ou contetido de calor (AH), segundo a equacéo
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AH = AE + PAV (3.1.3a)

onde AH é positiva para mudanga endotérmica e negativa para exotérmica. Nos
sistemas liquidos e s6lidos, com expansfio pequena e ocorrendo a pressdo ambiente, AH
ndo difere muito de AE.

Por outro lado, para um sistema fechado, a quantidade de calor transferida (AQ)
¢ proporcional a diferenca de temperatura do sistema antes e depois da troca de calor. A
constante de proporcionalidade € a capacidade calorifica do sistema conforme a equagio

AQ=CAT e,

Q=]aﬁ=H (3.1.4)

4

onde H define a fungfo entalpia, quando se iguala ao calor absorvido, ja que o trabalho
se iguala a zero, a volume constante. Como visto acima, a pressfo constante, H se iguala
a E + PV, representando calor absorvido ou liberado, enquanto PV representa o {inico
tipo de trabalho realizado. Valores de AH para mudangas reversiveis de fase sfo
encontrados em tabelas. Como, nas condi¢gdes acima, calor e entalpia se identificam,
pode-se referir ao calor de vaporizagfio, por exemplo, como sendo uma entalpia de

vaporizagéo.

3.1.2 — Entropia

A segunda lei da termodindmica e o conceito de entropia, criado por Clausius,
surgiram respectivamente de uma intuigéo desse autor e de uma constatagfo ja existente
em seu tempo. A intui¢do (o calor ndo pode passar de um corpo mais frio para um corpo
mais quente) reflete o conceito moderno de calor como uma energia cinética aleatéria
que ¢ transferida entre 4&tomos e moléculas através de colisfo e radiacdo. A constata¢do
(na produgéo de trabalho, parte da energia utilizada ¢ transformada em calor) levou
Clausius a estabelecer o conceito de entropia (contetdo de transformagéo) em oposi¢io
a energia (conteudo de trabalho). Quanto maior o niimero de transformagdes de energia
em trabalho, maior serd a entropia ou a desordem relativa do sistema. Segundo o
enunciado de Clausius, “a energia do Universo ¢ constante, enquanto a entropia tende

para o maximo”.
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Assim, sendo o Universo um sistema isolado onde nfo entra e ndo sai nem
energia ¢ nem massa, o fluxo interno de energia ¢ sempre no sentido de uma
distribuicdo mais uniforme dessa energia até atingir o estado de equilibrio
correspondente ao estado de maior probabilidade (aleatoriedade, desordem) que, por sua
vez, equivale ao grau de entropia méaxima. Por isso, a segunda lei da termodindmica
afirma que a entropia tende para o maéximo, significando que ela estd sempre
aumentando em todos os processos que ocorrem espontaneamente no universo.

Num pardgrafo anterior, referiu-se a mudanga de estado como sendo processo
reversivel ocorrendo em sistema praticamente isotérmico, ja que, no ponto de mudanca,
¢ muito pequena a diferenca de temperatura entre o meio e o sistema. Numa mudanga de
estado, ocorrendo reversivelmente a temperatura constante (T), haverd um aumento de
entropia (+AS, correspondente a aumento na desordem do sistema) quando houver
absor¢do de calor (+AQ), bem como redugfio de entropia (-AS, correspondente a
aumento na ordem do sistema) quando houver liberagdo de calor (-AQ), segundo a

equacgio

ASZg ou ASZSAE

p= T (3.1.5)

onde a igualdade indica situagio de equilibrio (reversibilidade) e a desigualdade
representa irreversibilidade.

Esta equacfo permite reescrever a equagdo (3.1.3a),

AE = TAS — PAV (3.1.3b)

Um processo irreversivel ¢ considerado um processo termodinamicamente
espontdneo. A espontaneidade ou a probabilidade de ocorréncia estd associada a
produgdo de calor pelo sistema e/ou ao aumento de entropia (aleatoriedade, desordem)
dos componentes do mesmo. Por exemplo, uma folha de papel pode sofrer combustéo e
transformar-se em cinzas, mas das cinzas ¢ termodinamicamente improvavel a
recuperagdo do papel, na medida em que os 4tomos de carbono, oxigénio e hidrogénio
tendem a existir como moléculas inorgénicas simples de gas carbOnico e agua, em vez

de moléculas orgénicas complexas de celulose (BECKER, DEAMER, 1991).
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De fato, para que uma fibra de celulose exista, precisa-se de muita energia e
informag8io para que os atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio se liguem em
ligagdes quimicas n#o-aleatdrias para formar moléculas de glicose que, por sua vez,
funcionardo como mondmeros para, novamente através de liga¢Oes nfo-aleatdrias, se
polimerizar formando uma extensa rede macromolecular. Existe, portanto, uma
improbabilidade termodindmica para que a ordem existente nas fibras de celulose que
constituem o papel seja produzida espontaneamente a partir da desordem que caracteriza
a existéncia das moléculas de gas carbonico e dgua. Tudo parece acontecer como se 0
novo aforisma natura abhorruit ab ordine pudesse substituir o antigo natura abhorruit

a vacuo.

O binémio energia e informacfio

Apesar da improbabilidade termodinimica, a cada instante toneladas de celulose
estdo sendo produzidas pelos vegetais cuja biodiversidade se espalha pela biosfera.
Alis, como uma arvore, também um computador, pelo seu alto grau de ordenagéo e
complexidade, é uma estrutura improvavel que se torna possivel gragas ao uso adequado
do bindmio energia e informacfio. Em outras palavras, o uso adequado do bindmio
energia e informacfo, otimizado pela evolugfio bioldgica ou através da revolugio
tecnologica, foi capaz de conferir reversibilidade a processos irreversiveis e, a0 mesmo
tempo, superar a reversibilidade caracteristica do equilibrio termodindmico, ao gerar
sistemas que funcionam em condi¢des distantes do equilibrio (NICOLIS, PRIGOGINE,
1989). Na verdade, um sistema em equilibrio termodindmico nfo pode apresentar
mudanga espontinea a ndo ser se retirado dessa condigfo por alguma fonte externa de
energia ou informag&o.

Estando relacionada com probabilidade, a entropia também se relaciona com a

informag8o (THAXTON et al., 1984)

S=klnQ (3.1.62)

onde k ¢ a constante de Boltzmann e 6mega () corresponde ao niimero de maneiras
com que energia e massa se distribuem num sistema.
A distribuigdio de energia estd associada & entropia térmica (th) e a distribuigfio

de massa a entropia configuracional (¢)
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S = Sth+ Sc = kIn(Qth - Qc) (3.1.6b)

E possivel a dissociagdio entre entropia Se (fluxo de energia no sistema) e Si

(processos irreversiveis no sistema)

AS = ASe + ASi (3.1.7)

enquanto as condi¢Bes para a negentropia (THAXTON et al., 1984, NICOLIS,
PRIGOGINE, 1989) existem quando

ASe <0 e |ASe| > ASi (3.1.8)

Note-se que, mesmo para sistemas nfo-isolados, a condi¢fio de irreversibilidade

¢ dada por

ASi >0 (3.1.9)

Uma nova teoria da informacio

Historicamente, o conceito de informago nasceu associado ao de entropia e o
conceito de entropia foi criado para quantificar a dissipagdio de energia. E interessante
notar que a necessidade de definir informagfo s6 surgiu no século XX, com a
implantagdo das primeiras redes telefonicas, assim como a necessidade de definir
entropia s6 surgiu no século XIX, com a utiliza¢do das méaquinas a vapor.

Tradicionalmente, a teoria da informago ¢ atribuida a Shannon (SHANNON,
WEAVER, 1964), mas na verdade o objetivo desse autor era estabelecer uma teoria da
comunicagéio, ou seja, do transporte da informacfio através das redes telefénicas. A
partir desta restricBo e considerando outras interpretacSes relativas ao conceito de
informag8io, STONIER (1996) julga necessario estabelecer uma nova teoria da
informag8o, considerando-a como uma das propriedades basicas do Universo, tio
fundamental quanto matéria e energia. Especificamente, pode-se dizer que um sistema

contém informagfio se tal sistema exibe organizacfio. Existe uma forte tendéncia a
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enfatizar o bindmio entropia-informagfio em analogia com o bindmio massa-energia.
Por organizagfio entende-se a existéncia de um padrfio nfo aleatério de particulas, de
campos de energia ou outras sub-unidades do sistema.

Assim como a energia cinética e a energia potencial representam formas de
manifestagdo de energia, a entropia térmica e a entropia configuracional, também
conhecidas respectivamente como cinética e estrutural, representam as duas maiores
classes de formas de entropia. A conservagiio de energia deve ser possivelmente
ampliada para a conservagfio da soma de energia mais informag#o, de tal forma que a
propria equagdo de Einstein, relacionando massa e energia, deveria ser complementada
pela quantidade de informag#o. Se a informag#o € uma propriedade bésica do Universo,
como a massa € a energia o séo, ¢ evidente que o Universo se organiza em niveis
hierarquicos de informagfo, da mesma forma em que a informagfio contida num sistema
¢ fungéo das conexdes interligando seus elementos.

Em resumo, a teoria de STONIER (1996) leva em conta que existe uma relagio
direta entre o grau de organizagfo e a quantidade de informagfo estrutural. No entanto,
a relagdo entre informagéo e entropia nfio ¢ direta: a entropia, ou melhor a negentropia,
¢ o inverso multiplicativo da informag#io ¢ nfo seu inverso aditivo, como usualmente

-S/k

tem sido considerada. Assim, a equag8io 3.1.6a poderia readquirir a forma I=(Iy)e™,

onde I, representa o contetido de informag&o do sistema quando S=0.

3.1.3 — Energia livre

Enquanto o Universo € um sistema isolado, a Biosfera, o autdmato de nivel mais
elevado, ¢ um sistema fechado onde ha troca de energia, mas nfio de massa, com o
mundo exterior. A energia solar na forma de fotons entra na Biosfera e desta sai em
forma de calor, contribuindo para o aumento de entropia do Universo, conforme a
segunda lei. No entanto, parte da energia solar, antes de dissipar-se em forma de
entropia universal, fica armazenada nas ligagdes quimicas das moléculas que constituem
os seres vivos, gerando um fluxo energético unidirecional dos seres vivos autotréficos
(fototréficos e quimiotréficos) aos heterotroficos, bem como um fluxo ciclico de
matéria entre esses dois grupos, tendo como intermedidrias, de um lado, moléculas de
alta energia livre (baixa entropia) e, de outro, moléculas de baixa energia livre (alta
entropia). O equilibrio entre autotréficos e heterotroficos reflete a reversibilidade entre
fotossintese e respirago, processos que evoluiram para grande complexidade, tornados

possiveis gragas ao mecanismo acoplador e conversor de energia solar em energia

61



quimica, representado pela transformagfo da molécula de ADP em molécula de ATP,
raiz de todos os processos de fosforilagdo responséveis pela manutencfio dos sistemas

biolégicos distantes do equilibrio, dotados de negentropia e altos niveis de energia livre.

Equilibrio ecolégico entre fotossintese e respiragio
A energia interna () da Biosfera se identifica com a energia solar armazenada
no sistema e cuja variagfo pode ser medida como a diferenga entre a energia que entra

(£in) e a energia que sai do sistema (Eex)

AE = Ein— Eex (3.1.10)

A energia interna da Biosfera aumenta com a realizago da fotossintese, na
proporgéo de 673 kcal/mol de glicose produzida a partir de 6 moles de gas carbdnico e
de 6 moles de agua. Isto significa que 1 mol de glicose tem 673 kilocalorias de energia
interna a mais do que 6 moles de gés carbdnico e de dgua, provindo esta energia da luz
solar convertida em energia quimica armazenada em moléculas de ATP que, por sua
vez, cederfio energia para as diversas etapas da reducfo de gas carbOnico a glicose. Ao
contrario, durante a respiragfo, a energia interna do sistema se reduz de 673 kcal/mol

pela oxidag8o da glicose até a formag#o de gas carbbnico e dgua

6CO, +6H,0 + 673 Kcal/mol <> (CH,0)6 + 60, (3.1.11)

Energia livre de Gibbs
Considerando-se a c€lula, onde se realiza a fotossintese e/ou a respiragdo, como
um sistema aberto, trocando energia e massa com o meio, ¢ permitido reescrever as

relagdes abaixo, a partir da equagfo 3.1.5,

AS sist +AS meio > O
AS’sist _£>O
AH -TAS, <0

sist —
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Destas condi¢8es, provém a definigfio de energia livre de Gibbs (AG):

AG = AH —TAS (3.1.12)

sist

A variagfio da energia livre de Gibbs é representada pela diminui¢o méxima
(-AG) da energia armazenada na molécula de glicose, dando a medida da capacidade
maxima de transferéncia de energia como trabalho util. Com relagéio a glicose, é 16gico
que a variagdo da energia livre de Gibbs é exatamente a forma negativa (-AG,
exotermia) da energia livre de formag#io dessa molécula (+AG, endotermia).

Segundo a constatagdo de Clausius, durante a varia¢fo da energia livre do
sistema, uma parte desta energia se relacionard com a variagdo da entalpia, enquanto
outra parte se relacionard com a varia¢io da entropia,

A entalpia € a medida do calor absorvido ou produzido pela reagdo, o que
significa, em ultima anélise, o trabalho quimico realizado na constru¢éo ou na quebra
das ligagBes quimicas (THAXTON er al., 1984). A entropia, como se viu anteriormente,
dependendo da natureza das ligagdes quimicas, pode se apresentar como entropia
informacional (medida da incerteza e aleatoriedade) ou como entropia conformacional
(medida da flexibilidade e da cinética).

Os seres vivos frocam energia e massa com o meio (sistemas abertos) em
condigdes distantes do equilibrio, gracas a0 mecanismo de fosforilagdo que mantém um
suprimento constante de energia responséavel pela negentropia geradora do trabalho de
auto-organizagdo sobre o sistema biolégico (NICOLIS, PRIGOGINE, 1977). Este
trabalho realizado sobre o sistema pode mové-lo para longe do equilibrio ¢ manté-lo
assim enquanto o fluxo de massa e/ou energia persistir.

O trabalho exercido sobre os sistemas biolégicos se identifica com a energia
livre cuja variagdio representa a melhor medida da espontaneidade termodinimica
(BECKER, DEAMER, 1991). De fato, numa reagfio a variagfo de energia livre pode ser
facilmente calculada a partir da constante de equilibrio dada pela relagdo das
concentragSes de reagentes e produtos. Especificamente, pelo fato da variacio de
energia livre da reagfio se relacionar de maneira simples ¢ contraria a variagdo de
entropia do Universo, nas condi¢des da equaciio 3.1.12, toda reagdo espontdnea ¢
caracterizada por uma diminuigfo na energia livre do sistema e por um aumento na

entropia do Universo
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AG

sist

<0 e AS,,., >0 (3.1.13)

No entanto, a espontaneidade termodinidmica é um critério necessério mas
insuficiente para determinar se de fato uma reagfo estd ocorrendo porque, na realidade,
a energia livre avalidvel numa reacéio ¢ fun¢dio do afastamento dos componentes em

relagdo a condi¢o de equilibrio.

Estrutura e funcfio em sistemas evolutivos

Geralmente os estudiosos que se preocupam com a origem dos biopolimeros
informacionais partem do dogma central que caracteriza o mundo do DNA e, por essa
raz8o, se enredam no insolivel problema de primazia na génese, ou seja, o que surgiu
primeiro, o DNA ou a proteina?

E possivel contornar tal problema, através de uma abordagem indireta na qual a
questdo passe a ser ndo como os sistemas biologicos evoluiram, mas sim que
caracteristicas sdo necessrias para um sistema qualquer adquirir a capacidade de
evoluir em determinadas condi¢8es. Sistemas com tal capacidade siio denominados
sistemas evolutivos (THEODORIDIS et al,1996), consistindo de unidades
monoméricas (building blocks), estaveis ou com fornecimento continuo, e de complexos
poliméricos, instdveis e em continuos ciclos de montagem e desintegragdo. Os sistemas
evolutivos t€m acesso a inputs de negentropia na forma de quanta de energia, acima da
oscilagdo térmica, viabilizando actimulo de estruturas em diferentes niveis hierarquicos,
em paralelo com aparecimento de variedade de fungdes, tais como catalise de reagSes
quimicas, bem como processamento de informagfio (movimentagdo, percepgio,
reprodugdo, transmissfo e armazenamento). A mesma relagdio entre redes de unidades
monoméricas e biopolimero, como autdmato de primeira ordem, pode ser estabelecida
entre redes de biopolimeros e célula, como autdémato de segunda ordem, ou entre redes
de células e organismo, como autdbmato de terceira ordem, ou ainda entre redes de
organismos e a biosfera, como autdmato de quarta ordem.

Tal comportamento poderd ser demonstrado nos diferentes niveis hierdrquicos

dos sistemas biolégicos, representados pelos biopolimeros informacionais, pelas células,
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pelos organismos pluricelulares e pela biosfera, que, como autdématos booleanos, se
distribuem pelos niveis fractais das redes bioinformacionais.

Na formagfio das redes bioinformacionais, em cada nivel fractal, redes de
autdmatos booleanos de ordem inferior integram a homeostasia do autdmato de ordem
superior: redes de biopolimeros integram a homeostasia da célula, redes de células
integram a homeostasia do organismo pluricelular (através das interagdes de tecidos
entre si na formagdo de 6rgéos), bem como redes de organismos (uni e pluricelulares)
integram a homeostasia da biosfera como super-organismo Gaia (através das interagdes
de espécies entre si na formagfo de ecossistemas).

Retornando a pergunta inicial, o que surgiu primeiro foi 0 RNA com poder
autocatalitico, cuja existéncia, em cadeias curtas e aleatdrias (TATENO et al., 1997), se
explica sem necessidade do trabalho da entropia conformacional e apenas com o
trabalho da energia quimica, minimizada tanto pelo préprio poder autocatalitico quanto
pelo molecular channeling tipico de superficies minerais, principalmente de pirita.

Ao surgirem, as primeiras moléculas de RNA n#io permitiam estabelecer a
diferenga entre o genétipo e o fendtipo. A entropia conformacional pode dar a
informag#io contida numa cadeia polimérica cujo teor informacional pode ser dissociado
em entropia configuracional para uma cadeia aleatéria (S.,) e para uma cadeia com

mensagem especifica (S.,,), conforme a equacio

[=5 -8 =kinSe (3.1.14)

ca cm
cm

O componente S, foi minimizado pelas condi¢des iniciais do mundo do RNA,
conforme acenado acima. O componente S, diferentemente com o que ocorre com as
atuais longas cadeias de DNA e de proteina, era inexistente em se tratando das primeiras
curtas cadeias de RNA que, como RNA-genes contendo em si o gendtipo e o fenotipo,
tiveram sua aleatoriedade congelada em mensagem especifica para a codifica¢io de
futuras cadeias peptidicas. Posteriormente, apés surgir o complexo ribopeptidico com
fungfo de transcriptase reversa, a mensagem especifica de cada RNA-gene foi
transferida pela transcriptase reversa para cada DNA-gene da célula ancestral universal
do mundo do DNA.

A primeira vista parece haver uma aparente contradi¢io entre as predi¢Ses da
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termodindmica, cuja segunda lei prevé uma progressdo da ordem para a desordem em
fungfio do continuo aumento de entropia no universo, ¢ da evolugdo bioldgica, cuja
teoria constata uma progressdo hierarquica para formas de sistemas vivos cada vez mais
organizados e complexos, gerados pela integragdo de redes bioinformacionais em
diferentes niveis fractais. A contradi¢do, no entanto, désaparece diante da consideragéo
de que, embora em todo processo a entropia do universo sempre aumente, é possivel
num sistema particular haver uma redugfio na entropia do sistema, desde que

compensada por um aumento igual ou maior na entropia do meio envolvente.
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3.2 — A CONSTANTE MOLAR UNIVERSAL E A EQUACAO FUNDAMENTAL
DOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Na célula, a concentragio da parte fluida do citoplasma (conhecida como
hialoplasma) classifica-se como a de uma solugfo diluida e, considerando-se que as
reagOes enziméticas se encadeiam em redes metaboélicas, as concentragdes de elementos
de uma reagfo sdo mantidas constantes, caracterizando um estado estacionario,
diferentemente da condigfo de equilibrio em que essas constantes se equalizam. Isto se
da, devido a continua adi¢do de reagentes (produtos da reagdo anterior) e remogdo de
produtos (substratos da reagdo posterior). Em laboratério, no entanto, o primeiro passo
no estudo de uma reagfio enzimética é determinar experimentalmente sua constante de
equilibrio, associando-a com sua diferenga de energia livre em condi¢des padrio. Para
tal, a concentragdo de 4gua, embora em torno de 50 M, n#o precisa ser levada em conta,
considerando sua consténcia, e o pH neutro pode ser considerado como padrfio. Além do
pH, foram padronizadas também as condi¢8es para concentragfio a 1 molar (1M), para
presséo a 1 atmosfera (1 atm, condizente com 1mol / litro para gases) e temperatura a

25 graus centigrados (298K).

3.2.1 - Equaciio dos gases perfeitos

Para os gases perfeitos, a partir das leis de Boyle e Gay-Lussac, se determina que
arelaglio PV/T € constante, sendo R a constante de proporcionalidade cujo valor (8,3 J /
K . M), tomando-se cada espécie na concentragdio de 1 molar, ¢ determinado quando a
pressdo € igual a 1,0 atmosfera, o volume 22,4 litros e temperatura 273 graus Kelvin.
Nessas condigdes, um mol de qualquer mistura gasosa ocupa 22,4 litros e contém 6,023
x 10% moléculas, podendo-se inferir que volumes iguais de qualquer gas contém o
mesmo nimero de moléculas. Sendo n o mimero de moles, a equagio de estado para

gases perfeitos é

PV = uRT 3.2.1)

A partir do comportamento de um gés perfeito e da 4gua em condigBes padriio, &

possivel definir a faixa de normalidade em que se deve trabalhar com misturas gasosas
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e solugdes aquosas. Para os gases, se a pressfo for baixa, a equacdio de gas ideal se
aplica a todos os gases. Para s6lidos e liquidos, a primeira aproximagfo é considerar o
volume como sendo constante, calculando-o a partir da densidade ou volume especifico.
Para a agua, as equagdes podem ser obtidas para V como uma fungfio de P e T
(TINOCO Jr et al., 1995).

3.2.2 — Equaciio da Energia Livre de Gibbs (AG)

Nos sistemas biologicos, no laboratorio como na natureza, as reagdes quimicas
geralﬁlente se processam a T e P constantes: o sistema troca calor com o meio para se
ajustar a temperatura ambiente e expande e contrai seu volume para permanecer na
pressdo atmosférica. A energia livre de Gibbs, conforme definida na equagfo 3.1.12,
como sendo uma varidvel de estado, extensiva e com as mesmas unidades de energia ¢
entalpia, funciona como critério de espontaneidade termodinimica para as reagdes do
sistema nessas condi¢des: se a variagfo de energia livre for negativa (-AG), a reac#o
podera ocorrer espontaneamente; se a variagfo for positiva (+AG), a reagdo nfo podera
ocorrer espontaneamente, necessitando para tal de energia externa, universalmente
fornecida pela molécula de ATP; se a variagdo for nula (AG = 0), a reagfo estard no
equilibrio (TINOCO Jr et al., 1995).

No item 3.1.1 definiu-se a fungfo entalpia como

H=E+PV (3.2.2a)

e no item 3.1.3 ficou estabelecida a defini¢8o de energia livre de Gibbs

G=H-TS (3.2.3a)

Diferenciando-se cada uma
dH = dE + PdV +VdP (3.2.2b)
dG =dH —TdS - SdT (3.2.3b)
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e substituindo o valor de dE (equagfio 3.1.3b) na equacéo 3.2.2b, tem-se

dH =TdS +VdP (3.2.2¢)

Por outro lado, substituindo dH dado acima na equagfo 3.2.3b, tem-se

dG =VdP — SdT (3.2.3¢)

Integrando esta equag@o, considerando 7' constante:

P, P
j aG = j Vdp
P A

0 que permite escrever que a variagdo da energia livre de Gibbs com a pressfo, a

temperatura constante, €

G(P)-G(R) = [Vap (3:2.43)

A

Fazendo-se substitui¢des relativas & equagfo dos gases perfeitos (3.2.1), tem-se:
)

G(P,)~G(P,) = [nRT dP/P = nRTInP, /P, (3.2.4b)

A

Considere-se uma reagfio em que dois gases reagentes, A e B, originam dois

gases produtos, C e D, numa condig¢o inicial em que as pressdes parciais se acomodam
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naturalmente, em fun¢fio da estequiometria (a,b e c¢,d) em questdo, e numa condi¢io

final em que as pressdes parciais sfo fixadas em 1 atmosfera:
aA(P,)+bB(P,)—2%—cC(P.)+dD(P,)

AG L T AG

2

aA(l) + bB(1) —2“ 5 cC() + dDQ)

Independentemente dos caminhos a seguir, a diferencga de energia livre total para

areagfio € igual a soma das diferengas de energia livre parciais

AG, = AG, + AG® + AG,

Para a diferencga de energia livre AG;, na passagem dos reagentes da condicdo
¢
inicial para a condig#o final (a de se manter a presséo na reagdo em 1,0 atmosfera), leva-

se em conta a diferenga de energias livres entre essas condigdes, ou seja:
AG, =[6,) -G+ 6 - G(p,)]

de onde, usando a equagéo 3.2.4,

AG, = aRTlnL+bRTln—1— = RTln%
P, Py (£,)* (Py)

Procedendo-se de forma analoga para os produtos, tem-se:

AG, =cRTInP. +dRTIn P, = RT In(P,)(P,)*
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e, finalmente, teremos para a diferenga de energia livre total:

P (Py)*

AG, = AGj + RTIn--62—"b7
(P (Fy)

Representando-se por Q o argumento do logaritmo acima, tem-se a equagfo

generalizada

AG, = AG® + RTInQ (3.2.5)

O quociente Q, portanto, é a razo entre as pressdes parciais de produtos e
reagentes, cada um elevado a poténcia de seu coeficiente estequiométrico, notando-se
que Q serd grande se as pressdes dos produtos forem grandes ou as pressdes dos
reagentes forem pequenas. Um valor de Q grande significa uma contribuigio positiva
(desfavordvel) para a energia livre da reagfo. Ao contrario, um Q pequeno (se pressdes
dos produtos forem pequenas ou se pressdes dos reagentes forem grandes) significa uma
contribui¢dio negativa (favordvel) para a energia livre da reagfio. Ou seja, para Q > 1,
tem-se +AG; para Q < 1, tem-se -AG; e para Q = 1, tem-se AG = 0.

Para toda reagdo quimica em determinada temperatura, existirio pressdes
parciais ou, para generalizar, potenciais quimicos (i) de produtos e reagentes para os
quais o sistema entra em equilibrio. Neste caso, Q é usualmente escrito como K, a
constante de equilibrio, e, sendo AGr = 0 no equilibrio, a equagiio 3.2.5 pode ser
reescrita na forma abaixo para caracterizar a constante de equilibrio de uma reagfio em

condigdes padrio:
AG’ =-RTInK (3.2.6)

Combinando-se as equagdes 3.2.5 e 3.2.6, tem-se

AG, =-RTInK+RTInQ= RTln% (3.2.7)
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A determinagdo experimental da constante de equilibrio (K) permite o calculo da
diferenca de energia livre padrio (AG®). Resolvendo a equagdo 3.2.6 para K e depois

substituindo para AG®, usando a equagfio 3.1.12:

K=o (3.2.8)
% (TAS-AH® Kv 3.2.9)
=e

A equagfio da diferenga de energia livre de Gibbs (AG) foi deduzida a partir da
equagdo dos gases perfeitos, utilizando para cada coxﬁponente sua pressdo molar parcial
como o equivalente do potencial quimico. No entanto, nos sistemas bioldgicos, com
excegdo das trocas gasosas na respiragfo sistémica, a pressdo parcial de gases deve ser
substituida pelo conceito de atividade de solutos como equivalente do potencial
quimico. Potencial quimico, por sua vez, nada mais sendo do que a energia livre molar
parcial (u = G), permite correlacionar a atividade de cada soluto componente da reagéo
com a diferenga de energia livre entre o estado atual do soluto e seu estado padrio,

conforme as equagGes abaixo.

Gs=Gs+RTIna, (3.2.10)
(62-G5)
. e 4 3.2.11)

Em dultima andlise, no entanto, para solucdes diluidas, como nos sistemas
biologicos, as atividades dos solutos componentes da reagdo podem ser tomadas como

equivalentes das concentragdes.
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3.2.3 — Energia livre, pH e pK

As moléculas de 4gua normalmente se organizam em aglomerados de 4 (HoO4")
ou 21 (H43021+) moléculas em cujo centro coexistem, de forma dindmica, o H'
excedente € um par bésico de elétrons, permitindo que esse aglomerado funcione ora
como um écido, doador de préton (cation hidrénio, representado por H30* ou H), ¢ ora
como uma base, receptora de préton (4nion hidroxila, representado por OH), além de
poder funcionar também como molécula neutra (H,0). Assim, as moléculas de agua
podem ceder prétons de duas maneiras: a) como molécula de dgua propriamente dita
que, embora funcionando como um 4cido fraco (pK, = 15,7), mantém a onipresenga de
H" gragas a sua altissima concentracdo (55 M); b) como cation hidroénio funcionando
como acido forte (pKa = - 1,7). Por seu turno, as moléculas de 4gua podem receber
prétons ou como molécula de dgua propriamente dita, funcionando como base fraca
para formar cétion hidrdnio, ou como 4nion hidroxila, funcionando como base forte para
formar dgua (KYTE, 1995). Nas solugSes aquosas diluidas tipicas dos sistemas

T .. , + - . . ~
biologicos, as atividades dos fons H' e OH se identificam com suas concentragdes.

H,0+H" <> H,0"
H,0 < H"+0H~

2H,0 << H,0"+0OH" (32.12)

Um composto evidencia sua natureza 4cida quando, em solugio aquosa, passa a
funcionar como doador de prétons para a 4gua que passa a atuar neste caso como base,
ou como H,0 transformando-se em H30", ou como OH" transformando-se em H,0. Os
acidos fortes se dissociam imediata e completamente (K, elevado e pK, reduzido),
permitindo célculo direto do pH, j4 que a concentragdo de H' ¢ a prépria concentragfo
do écido.

A forga de uma base ¢ determinada pela eficiéncia com que retira prétons da
agua. A espécie formada pela associagfo de uma base com prétons da dgua nada mais &
do que o 4cido conjugado. Se a base é forte, o 4cido conjugado serd fraco, ou seja,
dificilmente se dissociard, caracterizando o aumento na concentracdo de OH
proporcional a concentragio da base inicial. Neste caso, do fato de existirem 107 fons
H' ¢ 107 ions OH em solugo, tem-se a relagio pH = 14 — pOH. Reciprocamente, a

uma base fraca corresponderd um 4cido conjugado forte cuja dissociagfio neutralizara o
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aumento de OH™ eventualmente causado pela base fraca. A formagfo de dcido associado
permite definir a forga de uma base nfio s6 pela constante de dissociagfio bésica (Ky),
mas também pela acida (K,).

Quando na solugdo existem 4cido e base interagindo, nfio s6 a base forma acido
conjugado, mas também o 4cido forma base conjugada, envolvendo a 4gua em ambas
as etapas. De acordo com a concepgdo de Bronsted e Lowry, em vez de se tentar
encontrar um sal como produto da interagfio entre acido e base, deve-se procurar o 4cido
e a base que interagem num processo de neutraﬁzag;ﬁo. Considerando a dissociago do

acido genérico HA e da base genérica BOH, tem-se:

HA SH" + A
BOH < B"+O0OH"
H*+OH™ < H,0

HA+BOH <> BH"+4™ +H,0 (3.2.13)

Na titulagdo de acido forte (HCl) com base forte (NaOH), o processo de
neutralizagdio serd completo, j4 que o grau de reversibilidade da reagfio é minimo. No
ponto de equivaléncia, em que [NaOH] = [HCI], a mistura apresentard pH = 7, j4 que na
solugo, sendo irrelevantes os fons Na+ e Cl-, é como se apenas existisse 4gua. Abaixo
do ponto de equivaléncia, [H+] se iguala & concentra¢fio residual de HCI ainda ndo
neutralizado. Acima do ponto de equivaléncia, [NaOH] passa a refletir o excesso de
OH- sobre H+. E interessante notar que 95% da quantidade total de alcali, necessdria
para elevagdo do pH até 7, se consome quando pH estd entre os valores 1 e 3. Nas
imediagdes do ponto de equivaléncia, a curva de titulagfio apresenta inclinagiio maxima,
indicando grande variaggo de pH para pequenos aumentos em [NaOH]. A capacidade de
neutralizagdo (buffering) ¢ minima nessa regifio, sendo ao confrrio méxima nas regides

extremas da curva, entre 3 > pH > 11.
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HCI + NaOH -> H,0 + Na*CI (3.2.14)

Acido  Base Acido Base
Jorte  forte muito muito
Jfraco Jraca

Na titulagfo de 4cido fraco, como o 4cido acético, com base forte, como NaOH,
a base forte conjugada reverte a reagfo, utilizando o H+ da agua e criando situagdes em
que o pH dependera nfo s6 da quantidade de 4cido [HA] que fica sem dissociar (porque
¢ fraco), mas também da quantidade de base conjugada razoavelmente forte [A-]. Duas
etapas importantes:

a) eliminagdo por neutralizagfio do H+ proveniente do HA, formando H,0 e A-:

HA + OH & H,O0 + A (3.2.15a)
Acido  Base Acido Base
fraco  forte comny. conyj.

Jfraco * forte

b) produgéio progressiva de A- passa a reprimir novas dissociagdes de HA
residual, com reflexo na pequena variagdo de pH (poder tamp@o) na faixa préxima ao

pKa:

HA< H" + 4" (3.2.15b)

Neste caso, em que [HA] # [A-], a titulagfo se faz segundo a equagdo de

Henderson e Hasselbalch.
PH =pK, +log%ﬂ (3.2.16)

ou

[o]

[1-c] (3.2.17)

PH = pK  +log

onde o como coeficiente de ionizagfo corresponde a [A-] e (1-a) corresponde a [HA].
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A equagdo de Henderson e Hasselbalch pode ser adaptada para tratamento de

ionizag¢#o de residuos e de desvio no pK em proteinas,

pH = pK° +ApK+llogﬂ _ (3.2.18)
n

1-<]

onde n ¢ o ntimero de moles, correspondente ao nimero de residuos ionizaveis (URRY,
1997).

A partir desta ultima equagfio, comparada com a equagdo 3.2.8, ¢ possivel
estabelecer a correlagfo entre energia livre e pH / pK (URRY, 1997), lembrando-se que,
por defini¢do, pH=-1log [H+], pK=-logKa e In AG’/RT= log AG°/2,3RT,

AG®  AAG 1 [a]

H = + +—log=———
d 23RT 23RT n g[l_a] (3.2.19)

3.2.4 — Energia livre e potenciais elétricos

Uma espécie i6nica “X” que mantenha um gradiente de concentragéo através da
membrana celular, podera gerar um campo elétrico (polaridade elétrica) através dessa
mesma membrana, cuja intensidade (Ex) se identificarad com a diferenga de energia livre
(AG), proporcional a constante de equilibrio dessa espécie idnica., conforme a equagéo
(3.2.6). Esta mesma equagdo, para o caso de potenciais de equilibrio idnicos, €

conhecida como equagio de Nernst

_RT _|X] (3.2.20)

TozF o [x]

onde R ¢ a constante molar universal (dos gases perfeitos); T é temperatura (+273 graus
Kelvin); Z refere-se a carga da espécie idnica (no caso de ions monovalentes como Na e

K, Z =1); F se refere ao numero de Faraday, adequado para converter molaridade em
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carga elétrica (F = 10° C); [X]. € a concentragfo do lado externo e [X]; a do lado
interno da membrana.

Teoricamente, numa célula, a polaridade elétrica através da membrana (Ey; )
deveria ser o resultado da soma dos potenciais de equilibrio das diferentes espécies
ibnicas. No entanto, constata-se que apenas os fons sédio (Nat+) e potéssio (K+)
possuem um mecanismo acoplado de transporte ativo, efetuado pela bomba Na/K (a
enzima de membrana Na-K.ATPase), contra o gradiente de concentragéo para cada fon,
resultando num efluxo de sédio e influxo de potassio. A enzima Na-K.ATPase, ao
hidrolisar a molécula de ATP, utiliza a energia desta molécula para operar mudancas
conformacionais que redundam no transporte acoplado dos fons sédio e potassio e na
geragdo dos gradientes de concentragfio e dos potenciais eletroquimicos relativos a esses
dois fons.

O potencial elétrico da membrana em repouso, portanto, serd dado pela soma das

contribui¢Ges relativas aos potenciais de equilibrio desses dois fons.

RT , [K], +[Na],

3221
7 ™M [K] +[Na] G220

A existéncia de polaridade elétrica, mantida em equilibrio dindmico durante o
potencial de repouso (PR), se explica pelo modelo elétrico da membrana no qual o
elemento capacitivo se relaciona com a dupla camada lipidica, enquanto o elemento
resistivo se relaciona com as condutincias varidveis dos canais idnicos.

Dessa forma, a contribuigio de cada espécie ibnica, além da diferenga de
concentragdo, depende também do grau da conduténcia (g) do respectivo canal idnico.
Com a introdug@o do fator condutancia (gna para os canais de sédio e gk para os canais

de potéssio), a equagdio de Nernst passou a ter a forma da equacéo de Goldman:

RT | [K], +81,/8, [Na],

B = F [K]x +gNa/gK [Na]i

(3.2.22)

Em cada situagéio particular, o potencial elétrico da membrana (Eyy), em fungdo

das variagOes na relagdio gy, /gx, passa a oscilar entre os valores limites relativos aos

77



potenciais de equilibrio do potéssio (Ex =- 100 mV) e do sédio (Ena = + 50 mV).

Pela observagéo da equagfo (3.2.22), pode-se constatar:

a)

b)

d)

quando gk >> gna, como no potencial de repouso, Fy tende para Ex |,
gerando uma polaridade de — 100 mV (interior negativo), correspondente a
um campo elétrico, orientado de fora para dentro, com intensidade = 10’
V/m;

quando gna >> gx, como na despolarizagfio do potencial de a¢fo, Ey tende
para En, com uma taxa de 10 V /s, gerando o pico em agulha, dependente de
sodio;

num mesmo organismo, onde logicamente os valores para Ey, e para Ex sdo
constantes, células em tecidos diferentes podem apresentar valores diversos
para Ey, na medida em que apresentem relagdes gy, /gx tipicas;

o potencial de repouso oscilante das células marcapasso cardiacas é devido a
oscilagBes na relagdo gy, /gk, enquanto o longo platd do potencial de acdo
miocérdico € devido a insergdo de componente gc,, além da relagio gy, /gx;
as populagOes de neurdnios cerebrais que disparam em sincronia possuem

um padrdo comum de canais com outras relagSes de condutincias além da

relago gy, /gk.

Durante o potencial de repouso, portanto, a forga eletromotriz (fem) sobre cada

espécie idnica “X” é

fem=E, —E, (3.2.23)

3.2.5 — Energia livre e potencial de redugio

Assim como existe a variagdo de energia livre padrio (AG®), existe também o

potencial de redugdio padrfio (E°) para caracterizar a facilidade de receber elétrons,

demonstrada por um aceptor, comparando-a com a de outros aceptores e doadores.

Da equagfo

2H" +2¢” - H, (3.2.24)
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retira-se o par redox 2H" / H que é usado como padrfio, com um potencial de redugfo
padrdo igual a zero, o que corresponde a [H'] = 1,0 M que especifica pH = 0. Esta
equagdio € chamada de “meia célula” de hidrogénio porque a equacfio completa, {ima

célula” de oxi-redugio, é

H, —2H" +2e”
%0, +2e¢” > K0,

%0, +H, - H,0 (3.2.25a)

No item sobre pH, tratou-se da transferéncia de protons e da relagfio existente
entre um 4cido (doador de prétons) e sua base conjugada (aceptora de prétons). No
presente item sobre reacéio de oxi-reduc#o, trata-se da transferéncia de elétrons e da
relagdo existente entre um doador de elétrons ou agente redutor que ao perder elétrons,
oxidando-se, permite a um aceptor de elétrons ou agente oxidante receber elétron,
reduzindo-se. Assim, uma rea¢fio completa (“uma célula”) de oxi-reducfio é a soma de
duas reagSes conjugadas, sendo uma “meia célula” oxidante e outra “meia célula”

redutora;

oxidagdo : redl <> oxl +e”

redugdo: ox2+e” <> red2

redl+0x2 <> ox1 +red2 (3.2.25b)

O potencial redox de qualquer par pode ser calculado a partir da forga
eletromotriz (fem) da célula elétrica constituida pela “meia célula” do par em questfio
conectada & “meia célula” do eletrédio padrdo de hidrogénio anteriormente definido.
Um célula eletroquimica opera de forma termodindmica reversivel no seu ponto de
equilibrio potenciométrico. Na reagfio 3.2.25b, a oxidago de red-1 por ox-2 é
espontinea, na medida em que o trabalho elétrico produzido por mol de redutor oxidado

corresponde a uma AG negativa (variagfio de energia livre), dada por:
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—AG = nFAE (3.2.26)

onde n é o niimero de elétrons transferidos, F € a constante de Faraday (23.062 cal/M.V)
¢ AE ¢ a diferenga de potenciais entre o potencial do agente oxidante e de sua forma
reduzida. Por outro lado, sendo nFAE = RT In K, pode-se escrever a mesma relagéio na

forma da equagfo de Nernst:

AE

2,3RT oxid (3.2.27)
= log
nk red

Existem tabelas relacionando valores dos potenciais padrdes (E°) para pares
redox de relevincia bioldgica, determinados por comparac¢éio com o eletrédio padréio, ou
seja, o par H'/H,, a 25 graus centigrados e pH = 7.

No par 2H"/H,, como ficou enfatizado, a forma H' é a oxidada ou aceptora de ¢,
funcionando como agente oxidante; a forma H,, ao contrario, ¢ a reduzida ou doadora
de ¢, funcionando como agente redutor, Nas tabelas, o par H'/Hy, com E° = 0, é tido
como referéncia. Acima deste, em ordem crescente de negatividade, estfio localizados os
agentes redutores mais fortes. Abaixo, em ordem crescente de positividade, estfo
localizados os agentes oxidantes mais fortes. Em suma, as tabelas estdo organizadas de
tal forma que qualquer composto considerado tera, como antecessor, um melhor doador
de elétrons e, como sucessor, um melhor aceptor de elétrons.

A seguir, estdio mostradas duas equagbes de meia-célula, com seus respectivos

valores de E°, bem como a respectiva reagio completa de oxi — redug#o.

Equacdo meia-célula E° (V) n=e-
NAD' + 2H'" + 2e- <==== NADH + H' - 0,320 2
PIRUVATO + 2H" + 2e- ==== LACTATO -0,185 2

80



Equagdo célula-completa de oxi-redugéo:

PIRUVATO +NADH +H" > LACTATO + NAD*

(H,C —CO-CO0-) (H,C - CHOH — COO-)

Esta reagfio é termodinamicamente espontinea porque o par NAD" / NADH é

mais negativo do que o par piruvato / lactato.
No caso, AE°=-0,185V —(-0,320)V=+0,135V e
AG®=-nFAE’ = -(2) (23.062) (0,135) = -6.227 cal / M.

Uma reagfio espontinea, de fato, em condigfo padifio, apresenta AG® negativa e
AE? positivo.

E interessante notar que a sele¢fio natural utilizou a mesma légica embutida nas
tabelas de pares redox para organizar a cadeia de transferidores de elétrons (e
transportadores de prétons), localizada em membranas de mitocondrio e cloroplasto.

Compostos intermediarios na cadeia de transferidores de elétrons estfo dispostos
na membrana interna de mitocondrios e cloroplastos, de tal modo que, a0 mesmo tempo
em que os elétrons fluem pelos substratos reduzidos, os prétons so bombeados para
fora. Como resultante do fluxo de elétrons, o bombeamento vetorial de prétons através
da membrana interna de mitocdndrios ou de cloroplastos cria o gradiente quimiosmotico
que funcionarda como for¢a protonmotriz (fpm) andloga a for¢a eletromotriz dos
potenciais elétricos:

RT, [H*

Som = i oot B (3.2.28)

i

Considerando que pH = - log [H'], a equag#io anterior pode ser reescrita
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2,3RT
fpm = F

(pH, - pH,)+E, (3.2.29)

A membrana mitocondrial, a 37°C, apresentando em média um potencial
transmembrana de 0,10 V, caso apresente uma diferenca de 3 unidades de pH entre pH;

— pHe,, ter-se-4, segundo a equagéo anterior

foo= (2,3)-(1,98)-(273+37)-(3) £010=028
P 23.062

A enzima de membrana ATP-sintetase, caracterizada estruturalmente como o
complexo FoF;, pode funcionar sintetizando ATP em fungdo do gradiente de
concentragdo de hidrogénio. Isto estd de acordo com a hipdtese quimiosmdtica
(MITCHELL, 1961, 1966, RACKER, 1980), segundo a qual a energia liberada durante
o transporte de elétrons é conservada como um gradiente eletroquimico de proétons,
através da membrana interna mitocondrial IWATA et al., 1998, SMITH, 1998), onde
estd inserida a cadeia transferidora de elétrons e também de protons. Esta energia
eletroquimica, representada por um potencial ApH acrescentado ao potencial de
membrana AEy até atingir um limiar hiperpolarizante de diferenga de potencial,
apropriado para produzir mudangas conformacionais no complexo FoF;, fazendo-o
funcionar como ATP-sintetase, inica produtora da molécula de ATP, a fonte energética
universal de todos os sistemas biologicos.

Caso o gradiente de [H'] mude de sentido (pH. — pH;), atingindo o limiar
despolarizante, o complexo FoF; funcionard como qualquer outra ATPase, hidrolisando
ATP.

Na fotossintese também existe a cadeia transferidora de elétrons e também de
protons, geradora da forga proton-motriz da fosforilagdo (fotossintética ou respiratéria)
da molécula de ADP para sua transformagdo em molécula de ATP. A diferenca entre os
dois processos diz respeito a origem e ao destino do elétron. Na respiragdo, o elétron
entra na cadeia através da molécula NADH, reduzida por hidrogénio proveniente da
glicose, € ao final da cadeia passa para o dtomo de oxigénio, decaindo de um potencial

de redugfo de —0,4 V até +0,8 V. Na fotossintese, no modelo mais simples onde s6 entra
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o fotossistema I, o elétron vem da clorofila e precisa ser ativado de um potencial +0,6V
até o potencial da ferrodoxina (-0,6V), de onde tem uma queda parcial (no segundo
segmento da cadeia) até a reducdo da molécula NADPH (-0,2V). Esta coenzima
reduzida serd o agente redutor de outras coenzimas na sintese da glicose. Como o
elétron da clorofila pode também decair rapidamente para seu estado basal sem reduzir
o NADP+, a selegfo natural supriu os cloroplastos com o fotossistema II, operando
numa faixa mais eletropositiva, capaz de excitar o elétron da dgua de +1,0 até a
coenzima Q (-0,2), dai decaindo parcialmente (no primeiro segmento da cadeia) até o
nivel em que poderd ser reativado pelo fotossistema II. No seu decaimento parcial, a
energia do elétron € conservada como potencial eletroquimico, em decorréncia do
transporte de H+ da matriz do cloroplasto (estroma) para o interior da membrana
(espago tilacdide), diferentemente do mitocdndrio, onde o H+ € transportado da matriz
para fora da membrana interna.

A bactéria Halobacterium halobium, além de ser halofilica (amiga da
salinidade), nfio podendo viver numa concentragdo abaixo de 3 molar de NaCl
(ordinariamente a concentragio da dgua do mar é cerca de 0,6 M), possui também a
capacidade de operar com os dois tipos de cadeia (respiratoria e fotossintética). Quando
em ambiente aerdbico, ela usa a fosforilagfio oxidativa para produzir ATP. Quando em
ambiente anaerébico, a baixa pressfo parcial de oxigénio induz a ativagdio do gene da
rodopsina bacteriana, o pigmento pirpura da membrana interna bacteriana que, por
fotoindug@o, gera o gradiente de préton que permite, através do complexo FoF; (ATP-
sintetase), o uso da fosforilagfio fotossintética para produzir ATP (STOECKENIUS et
al., 1977, RACKER, 1980). A primeira etapa desta fototransdugfo é o que se conhece
por fotoisomerizagdo da opsina, o grupo nfo proteico da enzima rodopsina, sendo o
retinal o mais comum (GAI et al., 1998).

A rodopsina bacteriana € o arquétipo dos receptores serpentinicos que, durante a
evolugdo e além da funcdo transportadora de protons, passaram a funcionar, como a
rodopsina da retina humana, de forma associada a proteina G (ADAMS et al., 1998). A
utilizagdo do receptor associado a proteina G, a principal entrada para a rede de
sinalizac#o (itens 1.2.2 e 2.1.2), em mecanismos aparentemente tfo disparatados, mostra
como a complexidade é gerada nos sistemas bioldgicos a partir de processos basicos

relativamente simples.
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3.3 - ENERGIA LIVRE E DINAMICA DAS REACOES QUIMICAS NOS
SISTEMAS BIOLOGICOS

Embora o primeiro tratamento de forma estruturada sobre o tema tenha sido a
teoria do estado de transi¢do de Eyring, em 1935, certamente os precedentes foram as

equagdes de Arrhenius e de van’t Hoff.

3.3.1 — As relacoes de Arrhenius e van’t Hoff

A equagfo utilizada por Arrhenius ¢ uma relagdo determinada empiricamente

entre a energia de ativag#o (E,) e a constante de velocidade ou de taxa da reagéo (k), na
qual k£ depende da temperatura.

dink _ E

gy 3.3.1
dT  RT® ( )

Integrando, ja que E, independe de T’

Ink=Ind- £,
RT

ou

k= Ae Y (3.3.22)

onde A é o valor da taxa de reagfo quando a energia de ativagio & zero. E possivel obter
graficamente o valor da energia de ativagdo de uma reagfio, fazendo o grafico de In k
versus 1 / T. A inclinagdo da curva é igual a (-E4/R). Embora ainda nfio se caracterize
formalmente a estrutura do estado de transi¢#io, j4 se pode calcular o equivalente da
energia livre de ativagdo dos reagentes (Eu) e dos produtos (Esp) cuja diferenga da o
equivalente da diferenca de energia livre de ativagdo(AE).

Na relagéio de van’t Hoff, em vez da constante de taxa da reacéo (k), ¢ usada a

constante de equilibrio (K), e, em vez da energia de ativagdio, € usada a entalpia (AH):
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K = de™r (3.3.2b)

Numa reagfo exotérmica, sendo a entalpia negativa e os produtos tendo menor

entalpia que os reagentes, a elevagéio de temperatura favorece os reagentes, reduzindo o

valor da constante de equilibrio (numa reag¢go endotérmica, invertem-se as posigdes).

onde AH independe de T.

Nas temperaturas Ty e T,

ou,

AG=AH-TAS =RTInA—-RTInK (3.3.3)
1nK2=—£+£~lnA
RT, R
anl——£+£—lnA
RT, R
lngz—:E 1.1 (3.3.4)
K, R\T 1,

No grafico de /n K versus 1/T, a inclinagfo da curva d4 a diferenca de entalpia

(4H) a partir da medida de K (para reagentes ou para produtos) entre duas temperaturas

diferentes.
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3.3.2 —Teoria do estado de transi¢io de Eyring

A estruturagéo dos principios basicos dessa teoria encontra-se em GLADSTONE
et al. 1941.

Estado de transigdo ou complexo ativado é um composto instdvel, com
curtissimo tempo de vida, da ordem de pico a femtossegundos, ocupando na coordenada

de reacdo o ponto de méxima energia livre.
Uma equagéo geral do tipo

M+N—£>Pp (3.3.5)

onde k € a constante da taxa (velocidade) de reagdo, pode ser reescrita, levando em
conta a existéncia de um estado ativado intermedidrio (MN*), da constante de
equilibrio (K*) entre esse estado intermedidrio e os reagentes (M e N), bem como de

uma taxa de reagfio (k*) que define a evolugfio do estado intermedidrio para o produto

).

M+N<X SMN' £ 5p (3.3.6)
dpP

—=k'K'[M (3.3.7)
P ki ]

Na verdade, K* e k* nfio sfo valores mensuréveis, mas se relacionam com a taxa
dareagdo (k), medida experimentalmente.
A constante de equilibrio (K*), no caso relacionada ao complexo ativado, é

definida em analogia com a equagdo 3.2.8:

K =e ™™ (3.3.8)

onde AG* corresponde a energia livre de ativagio.
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Por seu turno, k* pode ser definido como o fator de transmissfo, ou seja, como a
probabilidade do complexo ativado evoluir para produto, o que depende dos
movimentos vibratérios do complexo e, em tltima analise, se identifica com o fator de

freqiiéncia universal

(3.3.9)

onde kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta e h é a constante de
Planck.

Sendo k= k*K*, pode-se escrever

=282 (3.3.10)

de onde se retira a forma usualmente utilizada para a energia livre de ativagéo

AG" = RTTn- (33.11)
kT
A equagto 3.3.10, costuma ser reescrita, como,
o g osaty, (3.3.12)
h

Na progressdo da reagfio, constata-se que a diferenga da energia livre entre
reagentes e produtos (AGyp) € igual a diferenga entre as respectivas energias de ativacio

(G* e Gp*)

AG,_ =G, -G, (3.3.13)

p P 7
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3.3.3 — Formulacdes de Marcus e Prigogine

Baseado em principios basicos da termodindmica e da dindmica molecular,
MARCUS (1985) desenvolveu a partir da década de 50 os conceitos empiricos de
Kramers, segundo os quais para o entendimento da constante de taxa da reag¢fo deve ser
levado em conta o efeito friccional do solvente, 0 meio circundante que funciona como
interface entre as espécies quimicas nas transferéncias de elétrons.

A taxa de transferéncia de elétron (k) se relaciona com a diferenga de energia
livre de Gibbs entre o doador e o aceptor de elétron (AG®) ¢ a energia de reorganizagio
(1) do meio molecular, afim de permitir trocas isoenergéticas de elétrons.

Apesar de limitada teoricamente a interagfio fraca, resultante de pequena
interpenetragfio dos orbitais eletrnicos, e aos processos estatisticos de quase equilibrio,
a formulagéo de Marcus tem sido aplicada com sucesso a problemas de transferéncia de

elétrons, tanto em quimica quanto em biologia:

i = AC ) (3.3.14)
0 2
43
A=A +4
0 4 (3.3.16)

onde A € o fator de Arrhenius, AG* ¢ a diferenga de energia livre de ativagéo, kg é a
constante de Boltzmann, T ¢ temperatura, AG® ¢ a diferenga de energia livre da etapa

elementar de transferéncia de elétron. Nessa etapa clementar, em que -en se refere ao
eletrédio (n sendo o potencial elétrico correspondente), A, € A; cotrespondem as

energias de reorganizagfio do solvente, respectivamente para a esfera exterior e interior
de elétrons, Wr é o trabalho necessério para aproximar os dois reagentes, ou o reagente
e o eletrddio, bem como Wp € o termo correspondente para os produtos (TRIBUSCH,
POHLMANN, 1998).

A energia de reorganizagfo do solvente deve se relacionar com o pardmetro

controle (1) de Prigogine, introduzido como o pardmetro intrinseco do sistema passivel
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de modificag8o por imposi¢des do meio (forgando o sistema para funcionar fora do
equilibrio e introduzindo ndo-linearidade), na expressio matemética da evolugdo no

tempo de um conjunto de vari4veis de estado {Xi} (NICOLIS, PRIGOGINE, 1989):

F({x,}4) (3.3.17)

Alias, a influéncia de Prigogine vai muito além do pardmetro controle, ao
apontar para a possibilidade de um modelo universal (brusselator) que, fundamentado
na dindmica n3o-linear de sistemas dissipativos funcionando fora do equilibrio, pode dar
conta dos mecanismos comuns geradores de complexidade, refletindo a dependéncia
especifica da estrutura das fungdes {Fi}, em relagdo aos diferentes processos
subjacentes a esses sistemas, estejam eles nas células de convecgdo de Bénard, na
reagdo quimica de Belousov-Zhabotinski, na agregaglo das amebas Dictyostelium
discoideum ou na padronizagfo espago-temporal da morfogénese orginica. Como
sistemas abertos, trocando massa e/ou energia com o meio, os sistemas naturais
funcionam geralmente evoluindo do estado de equilibrio para um estado fora do
equilibrio termodinimico.

Na verdade, o estado macroscépico de um sistema real X(t), estando submetido
continuamente a perturbagdes x(t), oriundas tanto de flutuagdes intrinsecas do préprio
sistema quanto de imposigdes friccionais do meio, estard sempre se desviando do estado
de referéncia X, cujas varidveis de estado (Xi) representam médias de estados

instantaneos ou valores mais provéveis que poderdo atingir, em fungo do tempo:

X(@) =X, +x(t) (33.18)

Com relagiio a utilizagio das duas equagdes anteriores, considere-se como
exemplo a reagio Belousov-Zhabotinski. Seja X a variavel de estado representando as
concentra¢des de reagentes no estado estaciondrio, independente de estar sob regime
linear ou ndo-linear. Seja A o pardmetro controle ou a imposi¢fio experimental

representada pelo tempo de residéncia dos reagentes. Num mecanismo do tipo A < X
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<> D, X evoluird como dX/dt= ) - kX; e, estando num estado estaciondrio (A -kX; =
0), ter-se-4 X,= A/k.

Quando o tempo de residéncia dos reagentes for muito longo (A>5,), o sistema
passa a funcionar em equilibrio termodindmico, evidenciando um comportamento linear
cuja caracterizagfio usualmente & obtida com apenas dois pontos e a extrapolagfo para o
zero de origem. Quando o tempo de residéncia ¢ muito curto (A<A1), o sistema passa a
funcionar fora do equilibrio, evidenciando também linearidade, de tal forma que as duas
fegiﬁes definidas por A;>A>A; estfo na mesma situagdo anterior. No entanto, na regifo
definida por A;<A<A,, 0 sistema funciona em regime de biestabilidade, podendo oscilar
entre os estados de equilibrio e ndo-equilibrio, em fungdo de valores limiares em A.

O comportamento biestavel, com estados dindmicos (steady states) distintos,
correspondentes a condigdes de estimulagfio sub e supraliminar, é caracteristico de

autdbmato celular regido pela fung¢fo booleana F (X), segundo equago

Xy =F(X,) 3.3.19)

As varidveis booleanas mudam sincronizadamente de valores e em etapas
discretas de tempo, de tal forma que a taxa de variagio de F(X) é muito pequena quando
0 <X <X, (X eF sfo iguais a “zero™), enquanto a variagio de F(X) rapidamente satura
num valor de Fa quando X > X, (X e F sdo iguais a “um™), num comportamento
tipico de cooperatividade (autocatélise) e de ultra-sensitividade biologicas.

Se a reagdo BZ ocorrer sem agitago magnética, prevalece a heterogeneidade
espacial com frentes de ondas que geram padrdes espago-temporais e se propagam por
distincias macroscopicas, transmitindo mensagens emitidas pela reagdio quimica a partir
do ponto de origem do padrfio global, num comportamento tipico do desenvolvimento
embrionério ¢ da morfogénese do organismo.

De forma andloga, pode ocorrer o fendémeno de bifurcagfo, em fungiio de um
valor limiar (A;). O sistema que vem funcionando num regime de equilibrio
termodindmico, no momento crucial de transi¢éio, quando A = A, ao passar por fase
cadtica tem de escolher novas alternativas entre permanecer no estado instavel e/ou
evoluir para estados estaveis. A instabilidade associada ao caos permite ao sistema

explorar continuamente seu espago de estado, gerando informag8o e complexidade.
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Numa representacéio mecénica ou quimica de estabilidade local e instabilidade
global, um estado X(t) permanece na vizinhanga do estado de referéncia X; para
perturbagdes subliminares, mas ultrapassa X para perturbagdes supraliminares. Um
objeto movel, seja uma bola ou um reagente quimico, com uma quantidade de energia
cinética subliminar permanecerd no primeiro vale ou pogo, mas com aumento de energia
cinética até a condig@o supraliminar, poderd ultrapassar a barreira para o segundo vale
0u pogo. ‘

Retornando & equagdo 3.3.18, sua representagdo pode ser feita pela
representagdo de uma variavel de estado X; (de um estado de referéncia X;), com suas
respectivas perturbagdes, em fungéio do tempo, ou pela representa¢io de duas varidveis
de estado, X e X, uma contra a outra, caracterizando assim o espago de fase. (O espago
de fase € andlogo ao plano de fase que, considerando uma perturbagfo tipo onda
elétrica, € obtido pela representagfio da diferenga de potencial (V) contra sua derivada
(dV/dt) e que, para uma sendide, gera uma Orbita circular caracterizada como figura de
Lissajous). Nos dois casos em questfio, a varidvel X, quando ndo perturbada (estado de
referéncia X;), gera um ponto concéntrico no espago de fase, enquanto as perturbagdes
de X, geram trajetérias orbitais no espago de fase. A evolugdo temporal do estado de
referéncia gera uma estabilidade orbital e trajetdrias convergindo para um atrator.

Em vez de atrator, pode ocorrer a formagfo de ciclo limite, quando as trajetdrias
divergem do ponto central. Como tal divergéncia nfio pode levar ao infinito (implicaria
transporte infinito de matéria ou energia), as trajetorias terminam numa curva fechada,
apresentando estabilidade assintética e comportamento periédico no tempo. Neste caso
o ciclo limite também é um atrator periédico e, na medida em que resiste as
perturbag3es, pode se constituir no arquétipo natural de modelos (como o brusselator)
para descrever os fendmenos ciclicos observados na natureza (como o ciclo celular, a

ser tratado no item 5.4.2).

3.3.4 — Meio ativo e auto-organiza¢io dinimica

A energia de reorganizagfo do meio, intuida por Kramers, adotada por Marcus e
desenvolvida por Prigogine, inicialmente tratando apenas da interagfo fraca, resultante
de pequena interpenetragco dos orbitais eletrdnicos, posteriormente passou a ser
considerada no &mbito da intera¢fio forte, envolvendo trabalho de transferéncia de
elétrons na esfera interna (nucleofilicos), préprio de processos de transferéncia

coordenativa. Neste tipo de processo, onde o doador passa por estados transitérios de
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ligagSes que, moduladas pelo meio, induzem alta reatividade, resultante da diminuig8o
de entropia devido ao aumento da ordem eletrdnica molecular. Em tais processos, o
tratamento classico, que considera as densidades coletivas de estado de um eletrédio € o
comportamento estatistico molecular de suas constantes de taxa de reagfio, deve ser
complementado pelo tratamento do ambiente quimico localizado com sua capacidade de
estabelecimento de ligagdes transitérias dindmicas.

Assim, um meio passivo, contando apenas com as flutuagdes térmicas ou
engajado apenas em auto-organizagdo passiva, nfio é mais a tnica opg¢fio de modelo.
Sendo o fluxo de elétrons um processo de nfo equilibrio, ele esta sujeito a condi¢des
néo-lineares de termodindmica irreversivel onde se torna possivel a auto organizacio
dindmica (TRIBUTSCH, POHLMANN, 1998).

A dinimica das reagdes bioldgicas (enziméticas) é tipica de fase condensada
onde o “solvente” que envolve o sitio ativo é uma regifio altamente organizada de uma
proteina cuja arquitetura influencia o comportamento quimico no sitio ativo. Um dos
modelos mais estudado é o da rodopsina bacteriana que, sob a¢fio da luz visivel,
desenvolve uma forga préton-motiva que promove a sintese de ATP (ver item 3.2.5).
Como na rodopsina da retina humana, o croméforo que absorve luz é a molécula
chamada retinal que estd ligada covalentemente a proteina através de uma base de Schiff
protonada. A fotoisomerizagiio da molécula retinal se d4, apos excitagdo fotdnica, da
forma all-trans para a forma 13-cis, com a reversdo espontdnea desta ultima para a
posi¢do original all-trans. A propensdo para fotoisomerizar-se ¢ intrinseca 3 molécula
de retinal, mas estudos comparativos do processo em proteina e em solugfio mostram
que a arquitetura da proteina que contém a molécula de retinal aumenta em mais de 60%
a eficiéncia e a seletividade da reagfio (GAI ef al., 1998).

A transferéncia ordinaria de elétrons, fora do contexto enzimético, é conduzida
por excitagdo flutuacional, sendo retardada por interagfio friccional passiva com o meio.
A transferéncia auto-organizada de elétrons, no contexto enzimético, retira energia do
meio (fase condensada no sitio ativo) ativado temporariamente através de
armazenamento de energia conformacional (mudanga de conformacfio e redugfio de
entropia). Durante a relaxagdio do elétron, apds excitagdo fotdnica, parte da energia
liberada fica armazenada temporariamente no meio, causando a fricgdo negativa que
acelera a passagem eletronica pela barreira potencial. Formas das distribuicdes de
probabilidades dentro do vale ou pogo potencial: a distribuigfio préoxima do equilibrio,

semelhante 2 distribuigdo de Boltzmann, comparada com a distribui¢fo distante do
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equilibrio, prépria do complexo ativado auto-organizado. Como serd visto no item 4.2.2,
em se tratando de pontes de H com baixa barreira energética, a forma rasa da
distribuigdo aumenta a probabilidade do sistema cruzar a barreira da energia de

ativago. (TRIBUTSCH, POHLMANN, 1995, 1996 e 1998).
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CAPITULO 4
ESTRATEGIA CELULAR PARA
INTERCONVERSOES DE ENERGIA LIVRE

Antes da realizagio da reagfio quimica conhecida como Belousov-Zhabotinski
(BZ), ja referida no item 3.3.3, acreditava-se que todo sistema representativo de reagdes
quimicas evoluiria para um estado homogéneo e independente de tempo, préprio de
equilibrio termodindmico. No entanto, essa reagdo, sob certas condi¢Ses de nfo-
equilibrio, apresenta um espectro de comportamentos inesperados, tais como de relégio,
de biestabilidade e de padronizagfo espacial, anteriormente creditados apenas a sistemas
biolégicos (NICOLIS, PRIGOGINE, 1989).

Na reagéio BZ, o sistema experimental funciona como um sistema aberto, com o
eficiente controle do fluxo de substincias garantido por agitagio magnética que, além
disso, mantém a homogeneidade espago-temporal da solugfo. A manutencio do sistema
fora do equilibrio € controlada por variagdes na taxa de bombeamento para dentro ou
para fora, definindo assim o tempo de residéncia das substincias: por longo periodo, o
sistema tende para o equilibrio termodindmico, permitindo o calculo da constante de
equilibrio; por curto periodo, o sistema passa a funcionar num estado estacionario fora
do equilibrio € a gerar, como um relégio quimico, oscilagdes que se manifestam também
em padrles espaciais, refletindo a dindmica intrinseca do sistema, modulada por
condiges experimentais extrinsecas. O comportamento desse relégio quimico se
assemelha ao comportamento dos reldgios biol6gicos, independente de se manifestar na
mudanga de conformagfo de um biopolimero, na replicagdo do DNA, na reprodugio
celular ou na morfogénese de um organismo.

A semelhanga entre relégio quimico e bioldgico, no entanto, ndo &
compartilhada por uma simplificagdo de relogio fisico, como o péndulo, relégio
convencional. Este sistema demonstra uma dindmica reversivel, permanecendo a
estrutura de suas equag¢des invaridvel com a reversdo do tempo, e um comportamento
conservativo, acomodando seu ritmo a um novo equilibrio em resposta a perturbagdes.
Ao contrério, os sistemas quimicos e bioldgicos, em resposta a perturbages, alteram

transitoriamente o padro de seus ritmos, retomando-o com a remocfio da causa da
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perturbagdo. Desta forma, demonstram um comportamento irreversivel (a estrutura de
suas equagles se modifica com a reversdo do tempo) e dissipativo (através de
pardmetros controle, mecanismos autocataliticos nfo-lineares interagem com
imposigdes friccionais do meio, mantendo flutuagdes fora do equilibrio).

Se a reagdo BZ ocorrer sem agitagdo magnética, prevalece a heterogeneidade
espacial com frentes de ondas que geram padrdes espago-temporais € se propagam por
distincias macroscopicas, transmitindo mensagens emitidas pela reagdo quimica a partir
da origem do padrio global, num tipo de comportamento que lembra o do
desenvolvimento embrionario e da morfogénese do organismo.

E importante notar, porém, que separando um sistema quimico e um sistema
biolégico existem vdrios niveis hierdrquicos de organizagdio, além da autopoiese
(MATURANA, VARELA, 1980) que representa uma verdadeira emergéncia biolégica,
evoluida a partir da autocatélise, pois que naquela ocorre transcri¢do génica, ou seja, a
ativacfo de genes com a consequente produgdo de proteinas.

Na descrigdo da estratégia celular para interconversdes de energia livre, tendo ja
um esbogo de roteiro tragado no capitulo anterior, e conservando uma linha evolutiva,
tratar-se-4 primeiro do papel da mudanga conformacional nos polimeros e depois da
relevancia da catélise nos biopolimeros informacionais.

Tradicionalmente o problema de mudanga conformacional tem sido apresentado
como se fosse proprio apenas das moléculas de proteinas (the protein folding problem),
mas atualmente o dominio desse problema comeca a estender-se também aos 4cidos
nucléicos, ja estando de forma irrestrita associado as moléculas de RNA no que tange a
estrutura tercidria e as interagdes com o solvente, bem como as moléculas de DNA no
que tange as mudangas na tensdo helicoidal.

Com relagdo ao problema da catélise bioldgica, obviamente, as proteinas sfo os
mais eficientes e especificos catalisadores. No entanto, a partir do final da década de
oitenta, com a descoberta das ribozimas, a plataforma catalitica dos acidos nucléicos

comegou a ser considerada no &mbito da tecnologia nfo s6 in vivo mas também in vitro.
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4.1 -PAPEL DA MUDANCA CONFORMACIONAL NAS
INTERCONVERSOES DE ENERGIA LIVRE

Na relag8io entre mudanga conformacional ¢ conversfio entre formas de energia
livre, nfio se pode mais separar a problemética relativa a proteinas e a 4cidos nucléicos.
Por exemplo, como se verd abaixo, os tipos de interagdes a curta e a longa distancia que
definem a formagfo de a-hélice e de B-fita, ou a eventual transi¢do de o-hélice para B-
fita, verificam-se também na formagfo de estrutura secunddria e terciaria das moléculas
de RNA transportador. J4 existem estudos comparando a estrutura catalitica de proteina,
esqueleto tipo amida com suas ligages ¢ e y, com a estrutura catalitica de 4cidos
nucléicos, esqueleto tipo fosfodiéster com suas ligagdes ¢, y e 3 (TARASOW,
EATON, 1998, KOOL, 1998).

4.1.1 —Parametros termodinimicos e cinéticos

No estudo da mudanga de conformagéo (folding) dos biopolimeros costuma-se
dividir o problema numa parte termodindmica, tratando do equilibrio entre as fases, e
numa parte cinética, tratando das fases de transigio, no caminho da reagfo
(CREIGHTON, 1990, LAURENTS, BALDWIN, 1998,). Como o tempo n#o é uma das
varidveis termodinimicas, cabe 4 cinética interessar-se pelo processo da transi¢dio do
estado nativo (estado F, de folded ou contraido) para um outro estado desnaturado
(estado U, de unfolded ou distendido) e vice-versa (refolding).

Em situagdes experimentais (WILF, MINTON, 1981, JENNINGS et al., 1991,
YUAN et al., 1998, DUAN et al., 1998, TOLGYESI ef al., 1999), a transi¢do do estado
F para o estado U ocorre quando, a partir de uma solugfo apropriada para o estado F, o
aumento na concenira¢do de desnaturante ([d]) ultrapassa o limiar conhecido como
ponto médio ([d]2). Ao contréario, quando, numa solugfo tipica que levou ao estado U,
a reducdo na concentragfio de desnaturante cair abaixo do ponto médio, haverd a
transicdo do estado U para o estado F. A constante de equilibrio Kgy = [U)/[F],
_conforme a equagdo 3.2.6, define a diferenca de energia livre entre os estados, segundo

a equagdo

AG=-RTInK,, (4.1.1)
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A passagem para o estado U é detectada através de métodos fisicos de anilise,
por exemplo, a espectroscopia de fluorescéncia com utilizagdo do residuo triptofano
como fluoréforo (emisséio entre 308-340nm quando no interior da conformagio F e
entre 340-350nm quando exposto ao solvente na conforma¢io U (MATOUSCHEK,
FERSHT, 1991). Graficamente, em langamento de F (intensidade de fluorescéncia)
versus d (concentrag@o de desnaturante), além da variagfo de energia livre em presenca
de desnaturante (AGpy) € possivel também determinar a variagdo de energia
livte em solugfio normal (AGrumno), desde que se leve em conta um pardmetro

(m = -0AGpy/0[d]) que descreva a influéncia da concentragio do desnaturante.

AGry = AGpy_po — mld] (4.1.2)

A medida de pardmetros cinéticos da transi¢do entre os estados, bem como a
identificacdo de estados intermedidrios podem ser efetuadas em experimentos
envolvendo duplo salto na variagdo da concentragfio de desnaturante (EFTINK,
SHASTRY, 1997). No primeiro salto para a regifio onde [d] > [d];», mantém-se o
biopolimero em condigfes desnaturantes até que todas as conformagdes se separem.
Posteriormente, no segundo salto para regifio onde [d] < [d]i», na medida em que as
conformagdes retornam ao estado F com velocidades diferenciadas, é possivel medir a
constante de tempo (t) da transi¢fo entre os dois estados, bem como caracterizar as
constantes de tempo de refolding para outros estados intermedidrios.

No grafico (log © ™) versus [d], verifica-se que © ! = ky quando [d] > [d]ip,

enquanto © ' =kp quando [d] <[d]ys, de tal forma que

v =k, +k, 4.1.3)

A diferenga de energia livre para o estado de transi¢fio, logicamente coincide

com a equacdo 3.3.11 referente & teoria do estado de transi¢o de Eyring:
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4.1.2 — Mudan¢a conformacional se estende aos acidos nucléicos

Hoje em dia ja se nota um deslocamento de paradigma do gene isolado para o
genoma com arquitetura de sistemas (SHAPIRO, 1999). No contexto da teoria genética
reducionista, falar em rede genética levava o pensamento para genes isolados,
circunscritos a regides codificantes de proteina na molécula de DNA. No contexto das
redes epigenéticas, falar em rede gendmica leva o pensamento para todas as regides,
codificantes e ndo codificantes, da cromatina, o mega complexo nucleoprotéico que,
semelhante & CPU de um hipercomputador (a célula), alimentada pela rede metabdlica,
a cada instante integra os oufputs da rede de sinalizagfo e se ajusta a novas imposi¢des

do meio, através de reestrutura¢des a nivel de hardware, operadas pela rede mecénica..

RNA folding problem

Mesmo nas células procaridticas e eucaridticas do atual mundo do DNA, em que
o processo de tradugdio ocorre normalmente no complexo ribossdmico, ficou
demonstrado (NITTA et al., 1998) que é possivel para uma molécula de RNA (RNA
ribossdmico 23S de Escherichia coli), na auséncia das demais proteinas do complexo
ribossdmico, catalisar a formagfo de ligagdes peptidicas entre aminoéacidos. Essa
molécula de RNA atua de forma modular, com os vérios mddulos interagindo entre si
para a criagdo de um centro catalitico, 4 semelhan¢a de proteinas com multiplos
dominios, reforcando a hip6tese segundo a qual os genes teriam surgido como
pequenos motivos de RNA (TATENO et al, 1997) que, como dominios estruturais
autdnomos (autonomously folding domains), passaram a se aglomerar de forma
hierarquica (hierarchical RNA self-assembly). Posteriormente, com o surgimento da
transcriptase reversa, foram retrotranscritos para moléculas de DNA, cuja estrutura em
dupla hélice estdvel permitiu a evolug8o do mundo do RNA para o mundo do DNA. Na
medida em que o mundo protéico evolufa a partir do mundo do RNA, complexos
riboprotéicos comegaram a se formar, geralmente dependentes de metais, como a
holoenzima ribonuclease P, cujo poder catalitico se exerce na maturagfio de moléculas

de pré-RNAs, ou como o complexo ribossémico, a maquina da fase de traducdo do
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codigo genético. No entanto, o estudo da estrutura e da atividade enziméatica das
moléculas de RNA nfo tem acompanhado o das moléculas de proteina.

S6 recentemente, vindo acrescentar-se as estruturas cristalinas de tRNA e da
hammerhead ribozyme (de 50 a 70 nucleotideos), foi apresentada a estrutura cristalina,
com 160 nucleotideos e resolugdo de 2,8 Angstrom, do dominio P4-P6 do self-splicing
intron de Tetrahymena thermophila (CATE et al., 1996a e 1996b, KOLK et al,, 1998).
A estrutura primédria das moléculas de RNA ¢ definida pela sequéncia de
ribonucleotideos, conforme transcrigéo a partir da hélice molde de DNA (no mundo do
DNA, esta ¢ a unica forma de origem). A estrutura secundéria é definida pelo
emparelhamento convencional WC (Watson-Crick) de bases, gerando regides em dupla
hélice e com algas (loops) decorrentes desse emparelhamento. A estrutura tercidria é
definida pela compactagio resultante da aproximagfio entre regiGes de estrutura
secundéria, sem rearranjos nessa estrutura e com motivos recorrentes, tais como ziper de
riboses, alca GNRA e plataforma A-A. O ziper de riboses se forma gracas a pontes de H
entre grupos OH-2' da ribose e bases no sulco menor, promovendo aproximagfo entre
regifes distantes. A alga GNRA, onde N é qualquer base e R pode ser G ou A, forma
uma estrutura de encaixe cujas regides receptoras contém a plataforma A-A. A
plataforma Adenina / Adenina surge gragas ao favorecimento energético das purinas (A
¢ G) durante o empilhamento de bases, juntamente com a minimizagfio de rupturas
estéricas.

As mesmas injun¢es termodindmicas e cinéticas que condicionam a
estruturagéo e funcionamento do DNA, bem como todas as interagdes com proteinas
DNA-ligantes na formagfio de complexos, também estdo presentes quando se trata da
estruturagéo e funcionamento do RNA ou na formagfo de complexos riboprotéicos.

Um exemplo marcante dessa unificagdo na estruturagfo e funcionamento dos
complexos nucleoprotéicos ¢ a atividade da topoisomerase I no processo de splicing
(excisdo de introns) no RNA, além de sua bem conhecida atividade como reguladora de
tensdo helicoidal no DNA na replicag#o, transcrigdo e recombinacfio, bem como de
oufras atividades menos conhecidas, tais como formac¢fo de cromossomos, fator de

transcrigéo e até de proteina quinase (STRAUB et al., 1998).
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Linking number (LK) e tensio helicoidal no DNA

Na década de 60, a forma circular de moléculas de DNA, principalmente do
virus polioma, despertou a atengfo de vérios grupos, nfo sé de bidlogos mas também de
biomatemaéticos (para revisdo ver BATES, MAXWELL, 1993). Uma molécula
convencional de DNA, linear em dupla hélice, pode se fechar num circulo ao ter suas
extremidades (W-3°/ C-5" ¢ W-5°/ C-3’) ligadas de modo covalente através de ligagio
fosfodiéster. No momento da ligagfo, as moléculas podem estar estabilizadas em trés
estados:

a) moléculas relaxadas na conformag8io normal, com niimero de giros entre as
hélices (linking number, Lk) formando turnos ou passos (h) de
aproximadamente 10,5 pares de bases (bp);

b) moléculas super-helicoidizadas (supercoiled) positivamente, tendo sofrido
tor¢cdes dextrégiras (mesmo sentido de enrolamento das hélices na forma B-
DNA) em torno do eixo da dupla hélice (twisting number, Tw);

¢) moléculas super-helicoidizadas negativamente, tendo sofrido torgdes
sinistrogiras.

Ap6s se fechar em circulo, as moléculas previamente relaxadas apresentam a
aparéncia circular (forma circular relaxada com baixo coeficiente de sedimenta¢éio na
eletroforese), enquanto as moléculas super-helicoidizadas apresentam forma
compactada (alto coeficiente de sedimentagfio na eletroforese), ja que regides de dupla
hélice se enrolam, com o eixo da dupla hélice se espiralizando no espago (writhing
number, Wr). Em uma tese de doutorado, J. H. White demonstrou a seguinte relagéo

(teorema Calugareanu-White)

Lk =Tw+Wr (4.1.5)

Na situagdo em que o eixo da dupla hélice esteja no plano (Wr=0), tem-se
Lk=Tw. No entanto, embora seja esta uma situagfio ideal, existe uma situagfio especial
em que o eixo da molécula de DNA esta repousando sobre a superficie de uma esfera, e
temos ainda Wr=0 (alguma analogia com o DNA circundando o nucleossomo, como se
verd abaixo). Na realidade, sempre existe um AWT relativo ao ajuste torcional exigido

pela correta ligagéo das extremidades. Por isso, surge a necessidade, aparentemente sutil
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