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esclarecer as minhas dúvidas, pela motivação e, ainda, por todas as sugestões que foram essenciais

para o desenvolvimento e conclusão da presente dissertação.
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Resumo

O cancro da mama (CM) constitui, a nı́vel mundial, a principal causa de morte por cancro entre as

mulheres. Dos diferentes subtipos de CM, o cancro da mama triplo negativo (CMTN) é o que apresenta

um comportamento mais agressivo e um pior prognóstico. Cerca de 25%-35% das células tumorais

deste subtipo expressam recetores de androgénio (RA). Nestes casos, a existência de péptidos dirigi-

dos a este recetor representa um enorme potencial para fins de diagnóstico e/ou terapêuticos. Neste

contexto, foram desenvolvidos novos péptidos dirigidos ao RA com uma boa capacidade e eficiência de

internalização ao nı́vel celular.

Os novos péptidos foram desenvolvidos através do web-server CellPPD e avaliou-se a sua eficiência

de internalização celular através do web-server MLCPP. As estruturas 3D dos novos péptidos foram pre-

vistas utilizando os web-servers PEP-FOLD e o I-TASSER. Para avaliar a afinidade dos novos péptidos

para o RA, realizaram-se estudos de docking molecular no web-server HADDOCK e selecionaram-se

os três péptidos mais promissores para estudos de dinâmica molecular (DM). Considerando os con-

tactos polares, a percentagem de resı́duos da interface que interagem, o HADDOCK-score, o desvio

médio quadrático (RMSD), o CPP-score e a eficiência de internalização, os três péptidos mais promis-

sores selecionados foram: o Pep19, o Pep23 e o Pep58. As simulações de DM demonstraram que o

péptido que apresenta maior potencial é o pep23 tendo em conta a conjugação das diferentes análises:

o RMSD, a flutuação quadrática média (RMSF), as ligações de hidrogénio, a energia livre de ligação e

a área acessı́vel ao solvente (SASA).

Palavras-chave: Cancro da mama triplo negativo, recetor de androgénio, docking molecular,

dinâmica molecular, previsão da estrutura 3D
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Abstract

Breast cancer (BC) is still the leading cause of cancer death in women worldwide. A specific subtype

of BC, known as triple negative breast cancer (TNBC) is frequently associated with a worse prognosis,

due mainly to the lack of targeted treatments. Androgen receptor (AR) has been detected in 25%–35%

of TNBC carcinoma cells. In these cases, the existence of peptides targeting this receptor represents

a huge potential for diagnostic and/or therapeutic purposes. In this context, novel cellular penetrating

peptides (CPPs) targeting AR were developed.

The novel CPPs were developed through the CellPPD web-server and their uptake efficiency was

predicted using MLCPP. The 3D structures of the peptides were predicted using the PEP-FOLD and

I-TASSER web servers. Docking studies of the predicted AR-peptides complexes were performed in the

HADDOCK web server to determine the peptides with the highest affinity to AR. The three most promi-

sing AR-binding peptides from docking studies were selected for molecular dynamics (MD) simulations.

Based on the polar interactions, the percentage of the interface residues that interact, the HADDOCK-

score, the root mean square deviation (RMSD), the CPP-score, and the uptake efficiency, the three most

promising peptides selected were: Pep-19, Pep-23 and Pep-58. The MD simulations revealed that, of

these three peptides, the one that shows the most potential is pep23 considering the conjugation of

the different analyses: the RMSD, the root mean square fluctuation (RMSF), the hydrogen bonds, the

binding free energy, and the solvent accessible area (SASA).

Keywords: Triple negative breast cancer, androgen receptor, molecular docking, molecular

dynamics, 3D structure prediction
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Índice

Agradecimentos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . v

Resumo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . vii

Abstract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ix

Lista de Tabelas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . xiii

Lista de Figuras . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . xv

Abreviaturas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . xvii

Nomenclatura de aminoácidos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . xx

1 Introdução 1

1.1 Motivação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1

1.2 Enquadramento do trabalho . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2

1.3 Objetivos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3

1.4 Organização da dissertação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3

2 Estado da Arte 5

2.1 Cancro da mama . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5

2.1.1 Cancro da mama triplo negativo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

2.2 Recetor de Androgénio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

2.2.1 Caracterı́sticas estruturais . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

2.2.2 Motivo estrutural dos co-reguladores . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
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4.3 Docking dos péptidos iniciais . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
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4.5 Resultados obtidos dos melhores complexos, em termos de HADDOCK-score e RMSD,
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A.5 Estrutura 3D resultante da previsão do I-TASSER/PEP-FOLD após a previsão do estado

de protonação pelo PDB2PQR dos péptidos da famı́lia 1. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71

A.6 Estrutura 3D resultante da previsão do I-TASSER/PEP-FOLD após a previsão do estado
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Capı́tulo 1

Introdução

No presente capı́tulo será abordada a motivação, o enquadramento e os objetivos do trabalho desen-

volvido. Para além disto, será, ainda, apresentada uma descrição sumária do conteúdo dos capı́tulos

que constituem o corpo principal desta dissertação.

1.1 Motivação

O cancro da mama triplo negativo (CMTN) é um subtipo de cancro da mama caracterizado pela

ausência de expressão dos recetores hormonais (recetor de estrogénio e recetor de progesterona) e da

proteı́na HER2 [1–3]. Estes recetores são biomarcadores fundamentais não só para fins de diagnóstico

e prognóstico, como também para o desenvolvimento de uma estratégia terapêutica mais eficaz [1, 4, 5].

De facto, a ausência de expressão destes biomarcadores reflete-se em opções de tratamento muito

limitadas e pouco eficazes, uma vez que não permite que os doentes possam beneficiar de uma terapia

dirigida a um alvo molecular. Por conseguinte, esta condição intrı́nseca do tumor triplo negativo contribui

para que este subtipo esteja, frequentemente, associado a um pior prognóstico [1, 6, 7]. Logo, é de

primordial importância a descoberta de um potencial marcador clı́nico para o carcinoma triplo negativo.

Cerca de 25%-35% das células tumorais do CMTN expressam o recetor de androgénio (RA) [1, 8].

Nestes casos (CMTN/RA+), este recetor constitui um potencial alvo molecular para diagnosticar pre-

cocemente a doença e desenvolver terapias dirigidas, que permitam a implementação de tratamentos

mais especı́ficos e eficazes [1, 5]. Atualmente, o tratamento aplicado nos casos de CMTN é a quimi-

oterapia convencional neoadjuvante que acaba por ser uma abordagem limitada e pouco especı́fica, o

que intensifica a necessidade de desenvolver tratamentos mais promissores [1, 4, 9].

Assim, o âmbito de estudo do presente trabalho contempla o design de novas famı́lias de bio-

moléculas, mais especificamente de péptidos, com afinidade para o RA e com uma boa capacidade de

internalização celular, recorrendo-se a um conjunto de ferramentas computacionais. Estes péptidos,

quando marcados com radionuclı́deos com caracterı́sticas adequadas, poderão desempenhar uma

função importante no diagnóstico e/ou terapia de tumores triplo-negativos com sobre-expressão do

RA.
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1.2 Enquadramento do trabalho

Face à pouca eficácia dos tratamentos existentes, associada à elevada toxicidade e, em muitos ca-

sos, ao desenvolvimento dos mecanismos de resistência às terapêuticas convencionais, as estratégias

mais inovadoras adotadas atualmente no tratamento do cancro incluem agentes terapêuticos dirigi-

dos a alvos moleculares [10]. Esta abordagem permite tratamentos mais individualizados e eficazes

[10, 11]. De facto, a exploração de novas moléculas dirigidas a alvos moleculares especı́ficos, sobre-

expressos nas células tumorais, é cada vez mais relevante e, na realidade, o principal desafio passa

pela descoberta de novos fármacos menos tóxicos, mais especı́ficos e eficazes do que os atuais agen-

tes de quimioterapia. Nesta perspetiva, a abordagem computacional no processo de investigação e

desenvolvimento (I&D) de novos fármacos assume um papel muito importante no combate às doenças

oncológicas [12, 13]. O elevado custo e tempo associados a este processo tem conduzido à crescente

utilização de ferramentas computacionais, que permitem uma redução dos recursos monetários, dos

recursos humanos e do tempo despendido [12, 14]. Logo, as metodologias computacionais consti-

tuem um valioso complemento aos métodos experimentais, sendo estes últimos indispensáveis para a

validação dos resultados teóricos advindos dos estudos in silico.

Uma das estratégias terapêuticas que tem sido proposta para os carcinomas triplo negativos, que ex-

pressam o RA, inclui o desenvolvimento de novos agentes dirigidos a esse recetor [1, 15]. A existência

de biomoléculas, tais como péptidos, com seletividade e afinidade para o RA constitui um enorme

potencial do ponto de vista clı́nico. Este tipo de biomoléculas podem comportar-se como um vetor

biológico, podendo ser utilizados para o transporte de agentes citotóxicos ou radionuclı́deos para o alvo

molecular. Neste último caso, à semelhança do que tem acontecido para outras neoplasias, a marcação

radioativa de péptidos representa uma abordagem promissora para o desenvolvimento de agentes de

diagnóstico e/ou terapêuticos para cancros de mama triplo negativos com sobre-expressão do RA.

O RA é uma proteı́na que pertence à famı́lia dos recetores nucleares e que no seu estado inativo

se localiza no citoplasma da célula. Este recetor é composto por 3 domı́nios funcionais principais,

nomeadamente: o domı́nio N-terminal (NTD), o domı́nio de ligação do DNA (DBD) e o domı́nio de

ligação do ligando (LBD) [15–17]. Este último é o domı́nio de interesse primário no presente trabalho,

uma vez que contempla um local de ligação hidrofóbico onde se ligam os péptidos, que desempenham

uma função reguladora da atividade de transcrição (co-reguladores). Tendo em consideração que o alvo

é intracelular, os péptidos dirigidos ao RA devem apresentar uma boa capacidade de atravessamento

da membrana celular, de forma a aumentar o seu potencial terapêutico. Os péptidos com habilidade

para translocarem através das membranas celulares são genericamente designados, em lı́ngua inglesa,

por Cell-Penetrating Peptides (CPPs) [18].

Para o design dos novos péptidos foram consideradas sequências peptı́dicas que demonstraram

afinidade para o RA. Como tal, alguns estudos reportados na literatura permitem destacar péptidos

com motivos estruturais especı́ficos, tais como FxxFY e FxxL(Y/F) (x=qualquer aminoácido), capazes de

conferir uma maior seletividade e afinidade para o RA, particularmente para o domı́nio de ligação LBD

[19–22]. Estes péptidos apresentam um motivo estrutural conhecido por revelar experimentalmente
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afinidade para o recetor em estudo, e, como tal, foram o ponto de partida para a criação das novas

famı́lias de péptidos. Neste trabalho, aplicando diferentes ferramentas computacionais, foram previstas

novas sequências de CPPs com uma afinidade de ligação para o RA superior às apresentadas pelos

péptidos já conhecidos e descritos na literatura.

1.3 Objetivos

O objetivo principal do trabalho proposto é o desenvolvimento de novas famı́lias de péptidos que

apresentem uma maior afinidade de ligação para o RA e simultaneamente uma melhor capacidade

de internalização ao nı́vel celular (CPPs), através de uma abordagem computacional multifatorial que

inclui: i) modelos de Machine Learning para a previsão e design dos novos CPPs; ii) previsão da sua

estrutura tridimensional (3D); ii) estudos de docking para identificação dos péptidos com maior afinidade

de ligação para o RA; iii) simulações de dinâmica molecular dos melhores complexos selecionados

através de estudos de docking, de forma a eleger o péptido mais promissor, isto é, com maior afinidade

de ligação para o domı́nio LBD do recetor. Na figura 1.1 encontra-se um esquema representativo das

principais etapas desenvolvidas neste trabalho.

Sequência dos 

novos péptidos

Sequência 1

Sequência 2

Sequência 3

…

Sequência 30

Modelos de machine 

learning
Previsão da 

estrutura 3D Docking molecular

+

Dinâmica molecular

Domínio LBD do RA

Péptidos top-ranked

…FXXLY…

…FXXFY…

…FXXLF…

Motivo estrutural 

dos péptidos

Figura 1.1: Conjunto de etapas desenvolvidas no presente trabalho.

1.4 Organização da dissertação

Esta dissertação encontra-se dividida em 5 capı́tulos principais. O primeiro capı́tulo fornece uma

breve introdução e contempla os objetivos do trabalho proposto. O segundo capı́tulo contém uma breve

revisão da literatura inserida na temática abordada no presente trabalho. O terceiro capı́tulo integra a

descrição detalhada das metodologias aplicadas. O quarto capı́tulo inlcui os resultados e a discussão

do trabalho realizado. Finalmente, o quinto capı́tulo apresenta as conclusões gerais e perspetivas

futuras deste trabalho.
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Capı́tulo 2

Estado da Arte

2.1 Cancro da mama

Apesar dos avanços clı́nicos verificados no desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para o

cancro da mama (CM), este carcinoma apresenta ainda elevados ı́ndices de mortalidade [23]. Esta

neoplasia é uma das doenças oncológicas mais diagnosticada e a principal causa de morte por can-

cro entre as mulheres. No continente europeu é o tipo de cancro mais diagnosticado nas mulheres,

com cerca de 531 mil novos casos estimados em 2020. À escala mundial, nesse mesmo ano, foram

diagnosticados, aproximadamente, 2,3 milhões de novos casos de CM e registaram-se mais de 680 mil

vı́timas mortais do sexo feminino [23].

O CM é uma neoplasia maligna caracterizada pelo crescimento anómalo e descontrolado das

células do tecido mamário, o que conduz à formação de uma massa designada por tumor primário

[4, 24, 25]. Esta doença oncológica tem origem nas células do tecido mamário iniciando-se, vulgar-

mente, nos lóbulos (glândulas produtoras de leite) ou nos ductos (canais que transportam o leite dos

lóbulos) [26]. Esta neoplasia pode, ainda, ser acompanhada pela disseminação das células tumo-

rais para outros órgãos (metástases), conduzindo ao desenvolvimento de tumores secundários [4]. A

metastização do CM ocorre, preferencialmente, nos seguintes órgãos do corpo humano: nos ossos

(30%-60%), no pulmão (21%-32%), no fı́gado (15%-32%) ou no cérebro (4%-10%) [27].

O carcinoma da mama caracteriza-se sobretudo por uma acentuada heterogeneidade clı́nica, mor-

fológica e molecular. Neste sentido, a sua classificação é crucial não só para o seu estadiamento

e prognóstico da doença, mas também para o desenvolvimento de uma terapia direcionada e, dessa

forma, mais especı́fica e capaz de promover resultados clı́nicos mais promissores [4, 28, 29]. Na prática

clı́nica atual, a classificação mais utilizada tem por base a combinação de duas abordagens principais:

a classificação histológica e a classificação molecular [30].

A classificação de tumores mamários de acordo com parâmetros histológicos é, ainda, o método

mais utilizado atualmente. A classificação histológica tem por base a observação microscópica e a

avaliação do padrão histológico das células tumorais [31]. A diversidade de padrões histológicos obser-

vada reflete a heterogeneidade morfológica intrı́nseca do CM. Os carcinomas da mama são geralmente
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tumores epiteliais e podem ser divididos em diversos tipos de acordo com vários fatores relacionados

com as células envolvidas, sendo os dois mais comuns o carcinoma ductal e o carcinoma lobular, que

se podem apresentar na forma in situ (não invasiva) ou na forma invasiva (infiltrante) [30].

A classificação molecular recorre à imunohistoquı́mica para determinar a presença ou ausência de

marcadores tumorais, nomeadamente o recetor de estrogénio (RE), o recetor de progesterona (RP), o

recetor do fator de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER2) e a proteı́na Ki67 (marcador de

proliferação celular) [30]. A avaliação do status destes biomarcadores é de primordial importância e tem

vindo a tornar-se uma prática clı́nica comum dada a sua relevante utilidade no diagnóstico, na seleção

de terapêuticas seletivas e no prognóstico da doença [32]. Tendo em consideração caracterı́sticas

moleculares e histológicas, o cancro da mama pode ser dividido em 5 subtipos distintos: o Luminal A, o

Luminal B (HER2+ e HER2-), o HER2+ e o triplo negativo [30, 33]. A tabela 2.1 reúne esta classificação

e a sua relação com o valor prognóstico.

Tabela 2.1: Classificação dos principais subtipos de cancro da mama. Adaptado de [30].

Subtipo Luminal A
Luminal B

HER2+ Triplo negativo
HER2- HER2+

Biomarcadores
RE+ RP+ HER2-

Ki67 baixo
RE+ RP- HER2-

Ki67 elevado
RE+ RP-/+ HER2+

Ki67 elevado
RE- RP- HER2+

Ki67 elevado
RE- RP- HER2-

Ki67 elevado
Frequência (%) 60-70 10-20 13-15 13-15 10-15

Prognóstico Bom Intermédio Mau Mau

Tipo histológico
Ductal Invasivo

Cribriforme
Lobular invasivo

Ductal invasivo
Lobular invasivo
(pleiomórfico)
Micropapilar

Ductal invasivo
Lobular invasivo

(pleomórfico)
Ductal invasivo Ductal invasivo

Terapia
Endócrina

(Tamoxifeno
ou Anastrazole)

Endócrina
Quimioterapia

Endócrina
Quimioterapia

Terapia dirigida

Quimioterapia
Terapia dirigida
(Trastuzumab
e Lapatinib)

Quimioterapia

2.1.1 Cancro da mama triplo negativo

De entre os diferentes subtipos referidos de CM, o cancro da mama triplo negativo (CMTN) é con-

siderado o mais agressivo e está, frequentemente, associado a um pior prognóstico [6, 7, 34]. O

aparecimento de metástases, particularmente de metástases cerebrais e pulmonares, o elevado risco

de recorrência e o crescimento acelerado, tornam este cancro biologicamente mais agressivo e mais

resistente à terapia sistémica convencional [5, 6, 34]. Tendo consideração a natureza agressiva inerente

a este subtipo, o seu tratamento e deteção precoces são fundamentais para se alcançarem resultados

clı́nicos mais promissores.

O CMTN apresenta opções de tratamento muito limitadas [35, 36]. Uma vez que as células tumorais

deste subtipo não expressam nenhuma proteı́na especifica que possa atuar como alvo terapêutico, não

existem presentemente abordagens terapêuticas dirigidas eficazes [1, 5, 7, 36]. Os tratamentos mais

usuais, como a terapia hormonal ou terapias direcionadas a um alvo molecular, não são indicadas nes-

tes casos clı́nicos [1, 5, 36]. Logo, torna-se imperativo a necessidade de investigar novas abordagens
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terapêuticas capazes de contribuir para um desfecho clı́nico mais promissor.

Face à natureza heterogénea deste tumor, o conhecimento dos diferentes tipos de CMTN é funda-

mental para o desenvolvimento de terapias personalizadas e mais eficazes [5, 6]. Em 2011, Lehmann et

al. propuseram uma classificação molecular baseada na expressão genética de 587 pacientes diagnos-

ticados com CMTN. Esta classificação assenta em 6 subtipos principais de acordo com o seu padrão

molecular: o Luminal com sobre-expressão do recetor de androgénio (LAR), o imunomodulador (IM),

o tipo-basal 1 (BL1), o tipo-basal 2 (BL2), o mesenquimal (M) e o mesenquimal tipo-estaminal (MSL)

[37]. Cada um destes subtipos apresenta caracterı́sticas moleculares distintas e diferentes respostas à

quimioterapia convencional [37]. Em 2016, os mesmos autores redefiniram a sua anterior classificação

molecular, propondo a passagem de seis subtipos de CMTN (LAR, M, MSL, IM, BL1 e BL2) para quatro

subtipos: LAR, M, BL1 e BL2 [38]. Esta classificação molecular revelou-se a divisão mais consensual

no meio cientı́fico até à data [4].

O subtipo LAR é caracterizado por apresentar elevados nı́veis de expressão do recetor de an-

drogénio (cerca de 10 vezes superior aos restantes) [6, 37, 39]. O subtipo M expressa genes que

envolvem a motilidade e diferenciação celular [4, 6, 37]. O tumor do tipo BL1 está associado a um

elevado nı́vel de proliferação celular, confirmado pela observação da expressão genómica e imunohis-

toquı́mica da proteı́na Ki67. Para além disto, neste subtipo, verificam-se, ainda, mutações nos genes

envolvidos no mecanismo de reparação do DNA (BRCA1 e BRCA2) [6, 37, 39]. Relativamente ao BL2,

verifica-se a elevada presença de recetores responsáveis por auxiliar os processos de crescimento e

divisão celular, tais como os recetores EGFR, MET e EPAH2 [37, 39].

Utilizando a classificação assente nos 4 subtipos de CMTN (LAR, M, BL1 e BL2) descrita anterior-

mente, Lehman et al. avaliaram igualmente o risco de desenvolvimento de metástases e os indicadores

de sobrevivência com maior relevância clı́nica, nomeadamente a sobrevivência global (OS) e a sobre-

vivência livre de doença (RSF) [38]. Este último indicador define o intervalo de tempo em que se verifica

a ausência de sinais ou sintomas da doença, enquanto que o indicador OS compreende o perı́odo de

tempo desde o diagnóstico até à morte do paciente [40, 41]. Os resultados deste estudo demonstraram

que a sobrevivência global é significativamente melhor no subtipo BL1, enquanto que nos subtipos LAR

e BL2 este indicador apresenta piores resultados. No que diz respeito ao indicador RFS, o subtipo BL1

revela melhores resultados. O subtipo M apresentou um maior aparecimento de metástases no pulmão

quando comparado com os restantes subtipos. No subtipo LAR a incidência de metástases nos ossos

foi significativamente superior em relação aos restantes [38].

2.2 Recetor de Androgénio

O recetor de androgénio (RA) é uma proteı́na que se encontra expressa em mais de 70% dos

casos de cancro de mama e, no caso particular do CMTN, é detetado em cerca de 25%-35% das

células tumorais deste subtipo [1, 42, 43]. Os tumores triplo negativos, que sobre-expressam o RA, são

geralmente denominados pela terminologia CMTN/RA+ [1].

O RA pertence à famı́lia dos recetores nucleares constituı́da também por outro tipo de recetores,
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onde se incluem o recetor de estrogénio, o recetor de progesterona, o recetor de glicocorticóides e

o recetor de mineralocorticóides [15, 17, 44]. A expressão deste recetor é observada em diferen-

tes tecidos do corpo humano, nomeadamente nos ossos, cérebro, próstata e no tecido mamário [45].

Quando ativado pelo seu ligando, o RA atua como um fator de transcrição responsável pela regulação

da expressão de genes especı́ficos (genes alvo). Dependendo das vias de sinalização envolvidas,

este recetor controla a expressão de genes envolvidos em diferentes processos celulares, tais como a

proliferação, diferenciação e apoptose celular [15, 46].

Existe um conjunto de pequenas moléculas (ligandos) que interagem com o RA e influenciam a sua

atividade de transcrição. Esses ligandos podem ser classificados em agonistas (androgénios) ou anta-

gonistas (anti-androgénios) de acordo com a sua capacidade para ativar ou inibir a transcrição do gene

alvo, respetivamente (Figura 2.1) [17, 47]. Os principais agonistas são a testosterona e a dihidrotestos-

terona (DHT). Esta última resulta da conversão da testosterona, por ação da enzima 5α-redutase, na

sua forma biologicamente mais ativa [17, 44]. O ligando DHT apresenta o dobro da afinidade para o RA

e uma taxa de dissociação cerca de 5 vezes menor comparativamente à testosterona [17]. Os antago-

nistas do RA inibem a ação dos androgénios (inibição competitiva) e podem ser esteróides, incluindo a

oxandrolona e a espironolactona, ou não esteróides, tais como a flutamida e a bicalutamida [17].

Bicalutamida Flutamida

Espironolactona
Oxandrolona

Testosterona

Dihidrotestosterona (DHT) 

Agonistas Antagonistas (não esteróides)

Antagonistas (esteróides)

Figura 2.1: Agonistas e antagonistas (esteróides e não esteróides) do RA.

Na ausência do ligando, o RA localiza-se no citoplasma numa conformação inativa ligado a proteı́nas

heat-shock (proteı́nas de choque térmico) responsáveis por estabilizar o recetor na sua forma apo (sem

ligando) [15–17]. Após a ligação do ligando, o recetor adquire uma conformação ativa e dissocia-se das

proteı́nas heat-shock [16, 44]. O complexo ativado dimeriza e, posteriormente, desloca-se para o núcleo

celular, onde se dá inı́cio à atividade de transcrição dos genes alvo [5, 48]. No núcleo, o complexo de

transcrição liga-se a sequências especificas do DNA e induz o recrutamento de co-reguladores, que

auxiliam no processo de transcrição [5, 48]. Na figura 2.2 está representado o mecanismo celular
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subjacente à atividade de transcrição do RA.

DHT

Co-regulador

RA

Hsp

Hsp

RA

Testosterona

5α-redutase

Extracelular

Citoplasma

RARA

RARA

Figura 2.2: Representação do mecanismo de transcrição do RA. Abreviaturas: Hsp-Proteı́nas heat-

shock ; RA-Recetor de androgénio; DHT- Dihidrotestosterona. Adaptado de [5].

2.2.1 Caracterı́sticas estruturais

O RA é uma proteı́na composta por 919 aminoácidos com uma massa molecular de, aproximada-

mente, 110 kDa [15–17]. O gene que codifica este recetor encontra-se localizado no cromossoma X

(Xq11-12) e é constituı́do por 2757 nucleótidos, incluindo 8 exões intercalados por intrões [15, 17, 49].

Do ponto de vista estrutural, o RA, à semelhança de outros recetores nucleares, é composto por

3 domı́nios funcionais principais (Figura 2.3), nomeadamente: o domı́nio N-terminal (NTD, resı́duos

1-555), o domı́nio de ligação do DNA (DBD, resı́duos 555-623) e o domı́nio de ligação do ligando (LBD,

resı́duos 665-919), presente na região C-terminal [15–17]. Os domı́nios DBD e LBD estão interligados

através de uma região flexı́vel (hinge, resı́duos 623-665) [17, 44].

O domı́nio NTD destaca-se, dentro da famı́lia dos recetores nucleares, por ser o domı́nio menos

conservado (mais variável) quer no tamanho, quer na sua sequência [44, 50, 51]. É constituı́do pela

região AF-1 (resı́duos 142-485), responsável pela regulação da atividade de transcrição genética e

indispensável para a atividade do recetor [44]. Uma vez que o domı́nio N-terminal apresenta uma es-

trutura terciária altamente desordenada, a obtenção da sua estrutura cristalina, com recurso a técnicas

de cristalografia de raios-X ou espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN), tem sido de-

safiante [17, 50, 52].
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NTD DBD LBDHinge

1 2 4 5 65’ 7 83

Cromossoma X

Gene do RA

Proteína RA 

p q

NH2 COOH

1 555 623 665 919

q11-12

3’

Figura 2.3: Estrutura esquemática dos três principais domı́nios funcionais do RA. Adaptado de [17].

O domı́nio DBD do RA apresenta uma natureza altamente conservada relativamente aos restantes

recetores nucleares [17, 44]. Este domı́nio é constituı́do por dois “zinc fingers” compostos por quatro

resı́duos de cisteı́na ligados a um ião zinco central [17]. No primeiro ”zinc finger ” existe uma zona

responsável pelo reconhecimento da sequência especı́fica do DNA, designada por P-box, enquanto

que no segundo ”zinc finger ” encontra-se uma região envolvida no processo de dimerização do recetor,

denominada por D-box [17, 50].

No local que interliga os domı́nios DBD e LBD (hinge) encontra-se presente um sinal de localização

nuclear responsável por direcionar o RA do citoplasma para o núcleo celular [16, 17]. Neste contexto,

estudos realizados demonstraram que a ligação do ligando (i.e., do androgénio) ao recetor induz a

ativação do sinal de localização nuclear, promovendo o transporte do complexo ligando-recetor para o

núcleo da célula [17].

Por fim, o domı́nio LBD é constituı́do por 3 regiões principais: o local de ligação do ligando (LBP),

a região de ativação 2 (AF-2) e a função de ligação 3 (BF-3). A estrutura cristalina deste domı́nio foi

pela primeira vez obtida no ano 2000, tendo sido identificadas 11 hélices-α (H1, H3-H12) e 2 folhas-β

antiparalelas (Figura 2.4A) [17, 53]. Ao contrário dos restantes recetores nucleares, a hélice-α H2 não

faz parte da estrutura do RA [17]. Assim, no lugar ocupado por esta hélice, existe um ligamento flexı́vel

que interliga as hélices H1 e H3 [17].

A região LBP é formada pelas hélices H3, H5 e H11 e é nesta região do recetor que ocorre a

ligação do ligando (agonista ou antagonista) [17]. O domı́nio AF-2 é a região do RA responsável pela

interação com co-reguladores, que desempenham uma função importante na regulação do processo

de transcrição genética [17, 50]. Estruturalmente, a região AF-2 é formada pelas hélices-α H3, H4, H5

e H12 (Figura 2.4B), sendo esta última fundamental para a atividade de transcrição do RA [17, 54]. A

hélice H12 sofre alterações conformacionais desencadeadas pela ligação do agonista ou antagonista

ao recetor [54]. Por um lado, após a ligação do agonista, a hélice H12 reposiciona-se de forma a criar

um local de ligação hidrofóbico, juntamente com as hélices H4, H5 e H3, onde se irão ligar pequenos
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Figura 2.4: Domı́nio de ligação do ligando (LBD) do RA. (A) Estrutura cristalina do domı́nio LBD do RA
(PDB ID: 4OEZ). (B) Região AF-2 representada a azul (H12), rosa (H4/5) e a vermelho (H3). A cor de
laranja está representado o péptido co-regulador.

péptidos co-reguladores (Figura 2.4B). Por outro lado, uma vez que os antagonistas apresentam ca-

deias laterais mais volumosas (Figura 2.1), o espaço ocupado pelo ligando no LBP é superior. Assim,

a expansão do local ativo LBP induz um rearranjo da H12 que impede a ligação de co-reguladores no

local de ligação AF-2, inibindo, por conseguinte, a atividade de transcrição do RA [54]. Finalmente, no

que concerne ao domı́nio BF-3, este local desempenha um papel importante na regulação da atividade

do domı́nio AF-2 [17, 50]. A região BF-3 é igualmente formada por um local de ligação hidrofóbico e a

ligação de pequenas moléculas a este região do recetor pode comprometer a interação do AF-2 com

os co-reguladores [17, 54, 55].

Atualmente, ainda não existem informações robustas sobre a estrutura cristalina completa do RA

[53]. No entanto, no presente trabalho, apenas o domı́nio LBD é o domı́nio de interesse primário, par-

ticularmente a região AF-2, uma vez que é neste local do recetor que ocorre a interação com péptidos

co-reguladores.

2.2.2 Motivo estrutural dos co-reguladores

De um modo geral, muitos recetores nucleares para exerceram a sua atividade de transcrição

ligam-se, preferencialmente, a péptidos co-ativadores que contenham na sua sequência peptı́dica um

motivo estrutural composto por 5 aminoácidos, nomeadamente o motivo 1LxxLL5 (x= qualquer outro

aminoácido) [17, 50]. No caso particular do RA, estudos de phage display demonstraram que péptidos

que contenham no seu motivo estrutural (formado por 5 aminoácidos) a combinação dos seguintes

aminoácidos, revelam uma elevada capacidade de ligação ao RA, nomeadamente: i) aminoácidos hi-

drofóbicos de caráter aromático como a fenilalanina (F) na posição +1 do motivo e como a fenilalanina
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ou a tirosina (Y) na posição +5 do motivo; ii) aminoácidos hidrofóbicos como a leucina (L) ou a fenilala-

nina na posição +4 do motivo estrutural [17, 20, 22].

Péptidos co-reguladores baseados no motivo estrutural FxxLF apresentam uma elevada afinidade e

especificidade para o RA [17, 56]. Estes péptidos formam uma pequena hélice-α com uma interface hi-

drofóbica composta pelos grupos hidrofóbicos das posições +1, +4 e +5 do motivo estrutural (1FxxLF5),

possibilitando a ligação ao local hidrofóbico da região AF-2 [17, 20, 22]. Para além do motivo estrutural

mencionado, existem igualmente outros motivos com uma elevada afinidade para o RA, particularmente

os motivos FxxFY e FxxLY [22]. Dos 5 aminoácidos que constituem estes motivos estruturais (1FxxLF5,
1FxxFY5, 1FxxLY5), os aminoácidos presentes nas posições +1 e +5 são fundamentais para a interação

com o RA, enquanto que a posição +4 é menos envolvida na interação do complexo (Figura 2.5B)

[20, 22]. Além disto, os dois aminoácidos representados pela letra X, por se encontrarem mais expos-

tos ao solvente, não desempenham um papel significativo para a interação com o RA [20].

No local de ligação hidrofóbico da região AF-2 do RA existem dois resı́duos de aminoácidos fun-

damentais (resı́duos-chave) para a interação com péptidos co-reguladores, nomeadamente o E897 e

a K720, presentes nas hélices H12 e H3, respetivamente [17, 20, 50]. Para péptidos compostos pelo

motivo FxxLF, o E897 estabelece interações eletroestáticas com o átomo de azoto do backbone da F+1

e com o aminoácido presente na posição -1 do motivo, enquanto que a K720 interage com o grupo

carbonilo do backbone da F+5 do motivo (Figura 2.5B e Figura 2.6A) [17, 22, 50]. O estabelecimento

destes contactos polares permitem estabilizar a interação entre o RA e o péptido co-regulador [22].

A. B.

H3
H12

H4

H5
H

5

H
H1

H4

K720

E897

F+5

L+4
F+1

Figura 2.5: Estrutura cristalina do domı́nio LBD do RA a interagir com o péptido (azul claro) com motivo

FxxLF (PDB ID: 1T7R). (A) Região AF-2 (local de ligação hidrofóbico) formada pelas hélices-α H3, H4,

H5 e H12. (B) Interface de interação entre o péptido com motivo FxxLF (azul claro) e os resı́duos-chave

para a interação K720 e E897 .
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Os motivos mencionados (FxxLF, FxxFY e FxxLY) apresentam caracterı́sticas hidrofóbicas que fa-

vorecem e promovem a interação com o RA [17]. No entanto, apesar deste recetor apresentar uma

elevada afinidade para péptidos que contenham na sua sequência peptı́dica estes motivos estruturais,

a presença da tirosina na posição +5 do motivo, ao invés da fenilalanina, contribui para o acréscimo da

afinidade destes péptidos para o RA [22]. Neste sentido, o resı́duo Q733 do recetor assume um papel

fundamental para a interação de péptidos com motivo FxxxY com o domı́nio LBD do RA. A cadeia lateral

da Q733 reorganiza-se de forma a expor o átomo de azoto ao grupo hidroxilo, promovendo a formação

de uma ligação de hidrogénio adicional entre o grupo OH da tirosina e o átomo de azoto da Q733 do

recetor (Figura 2.6B) [22]. Esta caracterı́stica confere ao RA uma maior afinidade para péptidos cons-

tituı́dos por uma Y na posição +5 do motivo estrutural, como é o caso dos motivos estruturais FxxFY e

FxxLY [22, 57].

K720

F+5

K720

L+4

F+1

E897
E897

Y+5

F+1

L+4

Q733

A. B.

Figura 2.6: Representação dos contactos polares estabelecidos entre o motivo dos péptidos (branco)
e os resı́duos-chave K720, E897 e Q733 (azul) do RA. A) Interações polares entre a K720 e o E897 e
o motivo FxxLF do péptido (PDB ID: 1T7R). B) Interações polares entre a K720, o E897 e a Q733 e o
motivo FxxLY do péptido (PDB ID: 4OEZ).

No que diz respeito aos péptidos com o motivo estrutural LXXLL, não se estabelece interação com

o resı́duo E897, mas apenas com a K720. Este facto, conduz à diminuição dos contactos polares esta-

belecidos entre o péptido e o local de ligação hidrofóbico da região AF-2. Deste modo, este decréscimo

das interações estabelecidas permite justificar a reduzida preferência que o RA apresenta para péptidos

com motivo LXXLL [17, 20].

2.3 Péptidos: principais aplicações biomédicas

Ao longo dos anos tem se verificado uma crescente utilização de péptidos na área da biomedi-

cina, enquanto potenciais agentes terapêuticos e de diagnóstico [58]. A utilização de péptidos oferece

inúmeras vantagens, incluindo: elevada seletividade e afinidade, biocompatibilidade, baixo custo e re-

duzida toxicidade [58, 59]. Estas biomoléculas estão envolvidas num alargado espetro de aplicações

terapêuticas, destacando-se a sua exploração como: i) péptidos CPPs, podendo ser utilizados como
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vetores para o transporte de fármacos e/ou nanopartı́culas para o meio intracelular; ii) fármacos apli-

cados em terapias-alvo; iii) promissores agentes de imagem e/ou terapia, quando marcados com ra-

dionuclı́deos, revelando uma enorme utilidade na área da medicina nuclear [58, 60, 61]. Eis alguns

exemplos representativos de péptidos utilizados como fármacos aprovados pela FDA (Food and Drug

Administration): o Ozempic® (semaglutida) indicado para o tratamento da diabetes, o OctreoScan® uti-

lizado para o diagnóstico de tumores neuroendócrinos e, por último, o Lutathera ®, um radiofármaco

indicado para o tratamento de tumores neuroendócrinos gastro-enteropancreáticos não operáveis ou

metastáticos [62, 63].

(2)(1)

Figura 2.7: Exemplos das aplicações de péptidos na área da biomedicina. (1) Utilização de péptidos em
terapias-alvo. (2) Exploração de péptidos marcados com radionuclı́deos, enquanto potenciais agentes
de diagnóstico e/ou terapia.

A exploração de péptidos CPPs constitui uma promissora abordagem enquanto potenciais agentes

de diagnóstico e/ou terapêuticos [64]. Estes péptidos, devido às sua caracterı́sticas fı́sico-quı́micas,

conseguem penetrar a membrana das células, apresentando uma boa capacidade de internalização

celular. Quando conjugados com fármacos, nanopartı́culas ou radionuclı́deos, os CPPs permitem a

entrada destas moléculas para o meio intracelular. A presença de determinadas propriedades fı́sico-

quı́micas contribui para uma melhor capacidade dos péptidos atravessarem a membrana celular. De

facto, péptidos anfipáticos e péptidos ricos em aminoácidos carregados positivamente, tais como a ar-

ginina, revelam uma boa capacidade de internalização celular devido às fortes interações eletrostáticas

estabelecidas com a membrana das células, carregada negativamente [18, 64].

Existem alguns servidores disponı́veis on-line, que permitem prever e desenhar novos péptidos

CPPs. Neste sentido, destaca-se o web-server CellPPD (Designing of Cell Penetrating Peptides) [65].

Este web-server permite não só prever a capacidade de internalização celular dos péptidos, como

também criar novos e melhores CPPs do que os péptidos originais [65, 66]. Ao submeter a estrutura

primária do péptido, o web-server CellPPD origina todas as suas possı́veis sequências mutantes, de

forma a torná-lo um bom CPP. Além disto, esta ferramenta computacional permite, ainda, prever algu-

mas das propriedades fı́sico-quı́micas mais relevantes, nomeadamente a hidrofobicidade, a carga e a

massa molecular dos péptidos [65].
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2.4 Métodos in silico

O avanço tecnológico verificado ao longo dos últimos anos tem sido acompanhado pela utilização

crescente dos métodos computacionais, destacando-se a sua enorme aplicabilidade na descoberta e

desenvolvimento de novos fármacos (CADD, Computer Aided Drug Design) [13, 14, 67]. Esta nova

abordagem de investigação e desenvolvimento (I&D) constitui uma ferramenta bastante promissora

e um valioso complemento aos métodos experimentais, sendo estes últimos indispensáveis para a

validação das abordagens teóricas computacionais [14, 67]. Através de simulações computacionais

é possı́vel prever as interações que ocorrem entre moléculas, simular e compreender a dinâmica e a

natureza de inúmeros processos bioquı́micos [13].

A introdução de um novo fármaco no mercado é um processo bastante moroso, envolve uma equipa

multidisciplinar e implica um elevado investimento [12]. De facto, este processo demora, em média,

cerca de 10-15 anos, com gastos que rondam os 700 milhões-1,6 biliões de euros, sendo que, apro-

ximadamente, 75% dos custos envolvidos correspondem a erros ocorridos aquando deste processo

[12, 13]. Neste sentido, a integração de metodologias mais eficientes e economicamente mais rentáveis

têm despertado o interesse na indústria farmacêutica, nomeadamente os métodos CADD [12]. Es-

tes métodos computacionais assumem um papel de primordial importância e a sua utilização oferece

inúmeras vantagens, entre elas: a diminuição dos erros ocorridos e uma redução dos custos e do tempo

despendido associados à I&D de novos fármacos [12–14].

As metodologias CADD são um valioso complemento aos ensaios de high throughput screening

(HTS) [12]. O HTS é uma abordagem experimental que permite, através de um equipamento auto-

matizado, avaliar um elevado número de compostos e aferir o seu efeito na atividade biológica de um

determinado alvo molecular [12, 67, 68]. Dessa forma, é possı́vel identificar os compostos mais promis-

sores (hits), de entre um elevado número de possı́veis candidatos [68]. Apesar disto, este screening

experimental envolve custos elevados e requer uma enorme quantidade de alvos e ligandos que, fre-

quentemente, podem não estar disponı́veis [68]. Logo, com recurso aos métodos in silico é possı́vel

otimizar este processo e reduzir o número de compostos testados experimentalmente, conduzindo a

um processo de descoberta de novas moléculas terapêuticas mais rápido e eficiente [12, 67].

Os métodos CADD podem ser classificados em dois tipos de abordagens computacionais, nomea-

damente: o design de fármacos baseado na estrutura do alvo molecular (SBDD, structure-based drug

design) e o design de fármacos baseado no ligando (LBDD, ligand-based drug design) [12, 14]. O que

diferencia estas duas abordagens é o conhecimento da estrutura 3D do alvo molecular [12].

Por um lado, o método LBDD é aplicado quando a estrutura 3D da molécula alvo não é conhecida

e a sua previsão não é concretizável [12, 14]. Este método in silico parte de um conjunto de ligandos,

já conhecidos do alvo molecular de interesse, para identificar as propriedades fı́sico-quı́micas mais

relevantes e necessárias para a interação, permitindo o design de novas moléculas dirigidas ao alvo

molecular [13, 14]. O método LBDD recorre a duas abordagens principais: modelos farmacofóricos e

relações quantitativas entre estrutura e atividade (QSAR).

Os modelos farmacofóricos utilizam as caracterı́sticas estruturais dos ligandos, conhecidos de um
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determinado alvo e que partilham o mesmo local de ligação, para definir os requisitos estruturais ne-

cessários que uma determinada molécula deverá apresentar para ligar-se ao alvo molecular [14, 69].

As relações quantitativas entre estrutura e atividade (QSAR) são utilizadas a fim de encontrar uma

correlação entre as caracterı́sticas estruturais de um conjunto de ligandos e a sua atividade biológica

[14, 67]. Neste sentido, segundo esta abordagem, moléculas com caracterı́sticas estruturais idênticas

apresentam atividades biológicas semelhantes [12].

Por outro lado, a aplicação do método SBDD pressupõe o conhecimento da estrutura 3D do alvo

molecular de interesse, providenciada por meio de diferentes técnicas experimentais, nomeadamente

cristalografia de raios-X ou espectroscopia de RMN [14]. Caso a estrutura não seja conhecida por

nenhuma destas técnicas, é possı́vel através de estudos de homologia e outros métodos explicados

seguidamente, prever a estrutura [69]. As estruturas 3D são, frequentemente, encontradas numa base

de dados de proteı́nas, designada por PDB (Protein Data Bank ) [70]. Nesta base de dados encontram-

se depositadas as estruturas 3D de diversas biomoléculas (na sua maioria proteı́nas) determinadas com

recurso a técnicas experimentais como as anteriores mencionadas [70]. Assim, conhecendo a estrutura

3D do alvo é possı́vel prever as interações de diferentes potenciais ligandos com o alvo em estudo, bem

como os locais de ligação mais prováveis e, dessa forma, selecionar os ligandos mais promissores [13].

Os principais métodos computacionais utilizados pela abordagem SBDD são: simulações de dinâmica

molecular, estudos de docking molecular e o de novo design [12, 13].

2.4.1 Dinâmica molecular

Com recurso a estudos de dinâmica molecular (DM) é possı́vel simular o comportamento dinâmico

de um conjunto de moléculas recorrendo à mecânica newtoniana clássica e à utilização de campos de

força [14, 67]. Esta ferramenta computacional permite prever à escala atómica o comportamento de

sistemas dinâmicos, tais como proteı́nas e outras biomoléculas, ao longo do tempo, mimetizando de

uma forma simplificada o comportamento in vivo das mesmas [71].

A aplicação de um campo de forças permite descrever as interações entre os átomos, isto é, per-

mite estimar as forças que atuam nos átomos do sistema e, dessa forma, é possı́vel a previsão do

movimento/trajetória das moléculas, ao longo do tempo, tendo por base a aplicação da equação de

movimento de Newton (2ª Lei de Newton), descrita na equação 2.1 [14, 67, 71]. Entre os simuladores

mais utilizados para a realização dos estudos de DM estão: CHARMM, AMBER e GROMACS [67, 69].

Fi = mi × ai (2.1)

Nesta equação, i representa cada átomo do sistema, sendo mi a massa atómica, ai a aceleração e

Fi a força que atua sobre cada átomo.

As simulações de dinâmica molecular apresentam um vasto conjunto de aplicações, destacando-

se: o estudo da estabilidade e flexibilidade das biomoléculas, análise da resposta do sistema a uma

determinada perturbação, identificação do local de ligação dos ligandos, compreensão das alterações

conformacionais e dos mecanismos de ação de um determinado fármaco [14, 71].
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2.4.2 Docking molecular

Os estudos de docking molecular apresentam como principal objetivo avaliar a afinidade e prever o

modo de ligação que uma molécula (ligando) apresenta em relação a um alvo macromolecular (recetor

ou enzima) [13, 14, 72]. A utilização desta ferramenta computacional possibilita o estudo das interações

intermoleculares e a previsão da orientação e conformação mais promissoras de um ligando no local

de ligação do recetor [12, 14]. Assim, entre um elevado conjunto de moléculas, é possı́vel selecionar

os ligandos que apresentam maior afinidade para um determinado alvo e que serão sujeitos a estudos

in vitro [12].

Os métodos de docking podem ser divididos em três tipos: o rı́gido, o semi-flexı́vel e o flexı́vel

[14]. O docking rı́gido pressupõe a rigidez das moléculas envolvidas na interação (ligando e o alvo

molecular). O docking semi-flexı́vel considera a estrutura macromolecular (alvo molecular) um corpo

rı́gido, enquanto que a estrutura do ligando apresenta flexibilidade, sofrendo alterações conformacionais

aquando do docking. Por último, no docking flexı́vel, o ligando e o alvo comportam-se como estruturas

flexı́veis, permitindo uma previsão do comportamento molecular mais exata [14].

Existem diferentes programas que permitem realizar estudos de docking molecular, nomeadamente:

o HADDOCK, o AutoDock Vina e o GOLD [69]. Os algoritmos de pesquisa (search-algorithms) destes

programas analisam recursivamente diferentes conformações do ligando, até que seja alcançada a

conformação de menor energia (mais estável) [72]. De forma a que a previsão da conformação seja

a mais correta, antes de efetuar os estudos de docking, é necessário ter em consideração o estado

de protonação dos resı́duos de aminoácidos das cadeias laterais. Isto deve-se ao facto de diferentes

estados de protonação promoverem diferentes interações entre o ligando e a proteı́na, o que irá refletir-

se em diferentes poses do ligando [12]. A afinidade de ligação entre o alvo e o ligando, cuja pose

foi determinada através dos algoritmos de pesquisa do docking, é prevista através de uma scoring

function. As diferentes poses previstas ocupam um ranking de acordo com seu score. O modo de

ligação energeticamente mais favorável será o da pose cujo score é o mais reduzido [12].

Em relação ao HADDOCK (High Ambiguity Driven DOCKing), este foi o servidor eleito para realizar

os estudos de docking do presente trabalho. O HADDOCK é um web-server, frequentemente, utili-

zado para realizar docking de biomoléculas, mais concretamente de péptidos. Destaca-se, de entre os

demais programas, por permitir, aquando da formação do complexo ligando-alvo, alterações conforma-

cionais não só nas cadeias laterais, mas também no backbone das moléculas [73]. O funcionamento

deste servidor envolve o conhecimento de dados experimentais que orientam o processo de docking

[73]. Os dados experimentais são introduzidos sob a forma de resı́duos ativos e passivos. Os resı́duos

ativos são aqueles que se encontram diretamente envolvidos na interação entre as moléculas do com-

plexo, enquanto que os resı́duos passivos são os resı́duos vizinhos dos resı́duos ativos e com uma

participação menos importante para a interação [73]. Estes resı́duos são os parâmetros de input uti-

lizados no HADDOCK e são convertidos posteriormente em restrições de interações ambı́guas (AIRs,

Ambiguous Interaction Restraints) [73].

O procedimento envolvido nos cálculos de docking, recorrendo ao web-server HADDOCK, inclui 3

estágios no decorrer dos quais, ocorre, sucessivamente, um aumento da flexibilidade do complexo alvo-
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ligando. No primeiro estágio (it0), ambas as moléculas envolvidas na interação são consideradas corpos

rı́gidos e, nesse sentido, apenas movimentos de translação e rotação em torno do seu centro de massa

são possı́veis, de forma a otimizar as interações intermoleculares e promover o encaixe do ligando

[74, 75]. No segundo estágio (it1), a cadeia lateral e o backbone dos resı́duos pertencentes à interface

de interação apresentam um comportamento flexı́vel [75]. No último estágio de docking (itw), a adição

de solvente (água) e curtas simulações de DM caracterizam este estágio [74, 75]. Após o docking,

as estruturas são agrupadas em diferentes clusters, de acordo com o seu HADDOCK-score [73]. O

HADDOCK-score resulta do somatório dos seguintes termos energéticos: energia intermolecular de

Van der Walls (Evdw), energia eletroestática (Eelec), energia de dessolvatação (Edesolv) e a área não

acessı́vel ao solvente (BSA) [73]. As equações do HADDOCK que sustentam as diferentes fases (it0,

it1 e itw) envolvidas no protocolo de docking são as seguintes:

Haddock − score(it0) = 0, 01Evdw + 1, 0Eelec + 1, 0Edesol + 0, 01Eair − 0, 01BSA (2.2)

Haddock − score(it1) = 1, 0Evdw + 1, 0Eelec + 1, 0Edesol + 0, 1Eair − 0, 01BSA (2.3)

Haddock − score(itw) = 1, 0Evdw + 0, 2Eelec + 1, 0Edesol + 0, 1Eair (2.4)

Como qualquer outro método, o docking molecular apresenta as suas limitações. Os principais

desafios enfrentados por este método são os seguintes: os efeitos do solvente, os efeitos dos estados

de protonação dos resı́duos envolvidos na interação, os efeitos entrópicos e a flexibilidade do recetor

[72].

2.4.3 Previsão da estrutura de proteı́nas

Como referido anteriormente, a estrutura 3D de proteı́nas e péptidos é determinada, frequente-

mente, com recurso a técnicas experimentais, tais como espectroscopia de RMN ou cristalografia de

raios-X. No entanto, estas técnicas apresentam algumas limitações, entre elas: o elevado tempo asso-

ciado e/ou os elevados custos envolvidos [76]. Desta forma, estas limitações incentivam a crescente

utilização de metodologias computacionais capazes de prever a estrutura 3D de péptidos e proteı́nas a

partir da sua estrutura primária (i.e., da sua sequência de aminoácidos) [77, 78]. Quando a estrutura 3D

destas biomoléculas não é conhecida, existem métodos in silico (modelos teóricos) através dos quais é

possı́vel prever a sua estrutura, nomeadamente: i) modelação por homologia; ii) threading; iii) ab initio

folding [12].

A modelação por homologia visa prever a estrutura de uma sequência alvo de interesse através do

conhecimento da estrutura 3D de uma sequência de aminoácidos semelhante (sequência homóloga)

à sequência cuja estrutura se pretende determinar [12]. A sequência com estrutura desconhecida é

comparada com diversas sequências de proteı́nas com estruturas conhecidas, depositadas no PDB.

Este método considera que, durante a evolução, a estrutura das proteı́nas mantém-se mais conservada
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(menos variável) do que a sequência de aminoácidos. Assim, quando duas sequências apresentam

um elevado grau de semelhança entre si, as suas estruturas são igualmente idênticas [79]. O método

threading baseia-se no alinhamento da sequência de interesse (com estrutura desconhecida) com es-

truturas modelo existentes em bases de dados [80]. A sequência de interesse é colocada em diferentes

posições estruturais da estrutura modelo. Os modelos com as estruturas previstas são avaliados tendo

em conta um score [12]. Finalmente, o método ab initio é considerado o método de previsão da estrutura

de proteı́nas mais desafiante [12]. Contrariamente aos restantes métodos mencionados, este método

recorre apenas à informação da estrutura primária, não sendo utilizados estruturas modelo presentes

em bases de dados. Através do conhecimento da sequência de interesse são exploradas diferentes

conformações estruturais, até que seja alcançada a estrutura com o mı́nimo de energia (conformação

da estrutura nativa da proteı́na) [12, 80, 81].

Existem ferramentas computacionais disponı́veis on-line com o objetivo de determinar a estrutura

3D das sequências de aminoácidos, entre elas: o I-TASSER [78] e o PEP-FOLD [82].

O web-server I-TASSER é uma ferramenta computacional que permite prever não só a estrutura

3D de proteı́nas e péptidos, como também a sua função biológica [83]. A metodologia aplicada neste

web-server assenta em 4 etapas principais. Na primeira etapa, denominada por threading, ocorre a

identificação das estruturas modelo, presentes no PDB, através do meta-servidor LOMETS [80, 83]. A

qualidade do alinhamento entre os diferentes modelos com a sequência de interesse é avaliada com

base no Z-score, sendo que um bom alinhamento implica um Z-score maior do que 1 [77, 83]. Na

segunda etapa, as secções da estrutura das proteı́nas modelo com melhor alinhamento são utilizadas

para construir a estrutura 3D. Em relação às secções que não apresentam um bom alinhamento, a

sua estrutura é construı́da com recurso ao método ab initio [83]. A terceira etapa, tem como objetivo

refinar as estruturas construı́das anteriormente e visa eliminar os efeitos estereoquı́micos presentes

[83] . Finalmente, na quarta e última etapa, com o objetivo de deduzir a função da proteı́na com a

estrutura 3D prevista, os diferentes modelos obtidos são comparados com as estruturas existentes no

PDB e cuja função é conhecida [83].

O PEP-FOLD é um web-server mais rápido do que o I-TASSER e pode ser utilizado com elevado

grau de confiança para prever a estrutura 3D de sequências compostas por 9-25 aminoácidos. Este

web-server recorre a uma abordagem de novo e utiliza um alfabeto estrutural composto por 27 letras

para descrever a conformação de quatro resı́duos consecutivos da cadeia peptı́dica [82].

2.4.4 De novo design

De novo design é uma metodologia que envolve a descoberta de novas moléculas através da es-

trutura 3D do alvo molecular (recetor) [13, 14]. Este método in silico tem como ponto de partida o

conhecimento do local de ligação do recetor [84]. Assim, conhecendo a geometria e as propriedades

fı́sico-quı́micas do local de ligação é possı́vel determinar as restrições da forma e as interações não

covalentes estabelecidas com um determinado ligando. Através da aplicação de métodos de docking

de diferentes grupos funcionais no local ativo do recetor é possı́vel prever a conformação e orientação
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energeticamente mais favoráveis. Os grupos funcionais, cuja ligação ao local ativo não é energetica-

mente favorável, são excluı́dos [84].
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Capı́tulo 3

Métodos computacionais

3.1 Estrutura primária dos péptidos iniciais

Com a finalidade de criar famı́lias de novos péptidos dirigidos ao domı́nio LBD do RA, foram con-

sideradas três sequências peptı́dicas constituı́das por diferentes motivos estruturais com reconhecida

afinidade experimental para este recetor. Estas sequências e a sua estrutura encontram-se reportadas

na literatura, designadamente: o péptido Bud31 (PDB ID: 4OED), o péptido C320 (PDB ID: 4OEZ) e o

péptido 3-18, cuja estrutura não está determinada [22]. Assim, através destes péptidos já conhecidos,

foram desenvolvidos novos péptidos com uma melhor capacidade de internalização celular (CPPs) e

simultaneamente com uma melhor afinidade de ligação para o recetor em estudo.

Com base nas sequências peptı́dicas Bud31, C320 e 3-18, selecionaram-se os cinco aminoácidos

do motivo estrutural de interesse (reportado como determinante para a afinidade ao RA) juntamente

com os três aminoácidos da cadeia peptı́dica imediatamente antes e após o motivo, de forma a criar

péptidos compostos por onze aminoácidos: Pep-A, Pep-B e Pep-C. Na tabela 3.1 encontra-se a es-

trutura primária dos péptidos Bud31, C320 e 3-18, bem como dos péptidos iniciais (Pep-A, Pep-B e o

Pep-C), que serviram de base para a criação dos novos péptidos, o respetivo motivo estrutural e código

PDB.

Tabela 3.1: Sequência dos péptidos Bud31, C320, 3-18 e dos péptidos iniciais Pep-A, Pep-B e Pep-C,
motivo estrutural e código PDB.

Péptido ID Sequência Péptido ID Sequência Motivo estrutural PDB ID

Bud31 KTRYIFDLFYKRKAY Pep-A RYIFDLFYKRK FxxFY 4OED

C320 SDSAFSRLYTRS Pep-B DSAFSRLYTRS FxxLY 4OEZ

3-18 NTNAFSRLFYPS Pep-C TNAFSRLFYPS FxxLF -

Através da exploração de uma abordagem multifatorial envolvendo diferentes métodos computacio-

nais, explicados detalhadamente nos capı́tulos seguintes, procedeu-se à previsão e design dos novos

CPPs e à previsão da sua estrutura para a concretização de estudos de docking e simulações de

dinâmica molecular.
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3.2 Previsão e design dos novos péptidos

A previsão e o design dos novos CPPs com afinidade de ligação para o RA foram realizados através

do web-server CellPPD [65]. Este web-server baseia-se em modelos de Machine Learning e tem

por base o algoritmo SVM (support vector machine). Por cada submissão efetuada neste servidor

são geradas todas as possı́veis sequências mutantes do péptido, de forma a torná-lo um melhor CPP

e, assim, aumentar a sua capacidade de penetrabilidade através da membrana celular. As etapas

realizadas no web-server CellPPD encontram-se esquematizadas na figura 3.1.

1ª mutação

Pep-A: RYIFDLFYKRK

Pep-B: DSAFSRLYTRS

Pep-C: TNAFSRLFYPS

Família 1

Família 2

Família 3

Submissão da sequência 
peptídica

Criação de todos os mutantes 
possíveis

Análise do SVM-score e das 
propriedades físico-químicas 

Novo ciclo

2ª e 3ª mutação

Seleção do melhor CPP (maior 
SVM-score)

Figura 3.1: Conjunto de etapas desenvolvidas no web-server CellPPD.

Primeiramente, as sequências peptı́dicas do Pep-A, do Pep-B e do Pep-C (tabela 3.1) foram subme-

tidas no CellPPD e sujeitas a três mutações dos seus aminoácidos. De cada uma destas sequências

iniciais surge uma nova famı́lia de péptidos, sendo que do Pep-A, do Pep-B e do Pep-C resulta a famı́lia

1, 2 e 3, respetivamente. A estratégia empregue foi a mesma para cada sequência e inclui três etapas.

A primeira etapa (1ªMutação) concretizada envolveu a submissão da sequência inicial no web-server.

Na segunda etapa (2ªMutação) foi submetida a sequência com maior SVM-score resultante da primeira

mutação. Por fim, na última etapa (3ªMutação) realizou-se a submissão da sequência peptı́dica com

maior SVM-score da segunda mutação. A sequência com maior SVM-score da 1ª e 2ª mutação e as 18

sequências com um SVM-score mais elevado da 3ª mutação foram extraı́das para as famı́lias 1, 2 e 3

dos novos péptidos. Aquando da escolha destes péptidos mutantes foi necessário ter em consideração

que os aminoácidos das posições 4, 7 e 8 da cadeia peptı́dica (4FDLFY8, 4FSRLY8, 4FSRLF8) per-

manecem inalterados por serem fundamentais à afinidade com o RA. Assim, cada uma das famı́lias

é constituı́da por 20 péptidos e, por conseguinte, a nova base de péptidos é composta por 60 novos

péptidos.

Os parâmetros de input selecionados neste servidor foram o método de previsão e o SVM threshold.

22



Relativamente à previsão da capacidade do péptido ser CPP, existem dois modelos diferentes dis-

ponı́veis: o modelo SVM e um modelo hı́brido. Este último é mais robusto e conduz a uma previsão

mais precisa e confiável, uma vez que contabiliza as informações do motivo dos péptidos e o SVM.

Por este motivo, o modelo hı́brido foi o modelo de eleição. Após a seleção do modelo de previsão, foi

necessário escolher o SVM threshold. De notar que quanto mais elevado for este valor, mais rigorosa

e confiável é a previsão da capacidade do péptido ser ou não um bom CPP. Neste sentido, para as três

mutações efetuadas, os valores de SVM-threshold selecionados foram 0,3, 0,6 e 0,9 para a 1ª, 2ª e 3ª

mutação, respetivamente. Estas condições foram iguais para as três sequências submetidas.

Em segundo lugar, uma vez que os péptidos dirigidos ao RA devem ser capazes de atravessar a

membrana celular e apresentar propriedades fı́sico-quı́micas e farmacocinéticas adequadas, utilizou-

se, ainda, o web-server MLCPP (Machine learning based prediction of cell penetrating peptides) [85].

Este servidor permite prever a eficiência de internalização celular (uptake efficiency ) dos melhores

CPPs previstos através do CellPPD. Assim, os 20 novos péptidos de cada famı́lia foram submetidos

no MLCPP e selecionaram-se os 10 melhores péptidos com maior probabilidade associada à uptake

efficiency. Logo, as famı́lias 1, 2 e 3 passaram a ser constituı́das por 10 péptidos e a nova base de

péptidos formada por 30 péptidos.

Conhecendo a estrutura primária dos péptidos iniciais, bem como dos novos péptidos desenvolvidos

procedeu-se à previsão da sua estrutura 3D.

3.3 Previsão da estrutura 3D

A previsão da estrutura 3D dos péptidos iniciais (Pep-A, Pep-B e Pep-C) e dos novos péptidos

desenvolvidos foi realizada através de dois web-servers: o I-TASSER [78] e o PEP-FOLD [82]. Estes

dois servidores oferecem diferentes modelos com as previsões das possı́veis estruturas das sequências

peptı́dicas alvo de estudo. A validação final das estruturas previstas foi realizada através do ProSA-web

[86]. Este último permite analisar e avaliar a qualidade das diferentes estruturas obtidas, advindas do

I-TASSER e do PEP-FOLD, permitindo selecionar a estrutura final mais promissora representativa de

cada uma das sequências de péptidos. Nesse sentido, a escolha da melhor estrutura teve por base

a seguinte estratégia: i) uma inspeção visual cuidada da estrutura 3D do péptido efetuada no PyMOL

[87]; ii) análise do Z-score; iii) visualização molecular do péptido através da qual é possı́vel observar os

resı́duos com maior ou menor energia.

O Z-score é um indicador que permite avaliar a qualidade dos modelos com as estruturas previstas

dos péptidos. Este valor encontra-se disposto num gráfico, em função do número de resı́duos, que

reúne o Z-score do péptido avaliado, bem como o Z-score de todas as proteı́nas determinadas ex-

perimentalmente (RMN ou Raios-X) presentes no PDB (figura 3.2A). Através deste gráfico é possı́vel

verificar se o péptido apresenta um Z-score dentro do intervalo de valores de Z-score para péptidos

nativos com número de resı́duos próximo ao péptido alvo de estudo, ou seja, com tamanho seme-

lhante. Para além disto, o ProSa-web permite, ainda, visualizar os resı́duos da sequência peptı́dica com

maior/menor energia. Os resı́duos representados a vermelho apresentam maior energia, enquanto que
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os representados a azul têm menor energia (figura 3.2B).

Z-score=-6.57a

Menor energia Maior energia

A. B.

Figura 3.2: Exemplo ilustrativo do Z-score (A) e da visualização molecular dos resı́duos de maior/menor
energia da cadeia peptı́dica (B) no web-server ProSA-web.

Após a previsão das estruturas dos péptidos, encontram-se reunidas as condições para a realização

dos estudos de docking molecular.

3.4 Docking molecular

Realizaram-se estudos de docking molecular com a finalidade de prever o modo de ligação dos no-

vos péptidos, para os quais se determinou a estrutura, ao RA e investigar os determinantes estruturais

e as principais interações estabelecidas entre os péptidos e a interface de ligação do domı́nio LBD. Os

estudos de docking foram efetuados através do web-server HADDOCK (versão 2.4) [73].

O domı́nio LBD da estrutura cristalina com código PDB 4OEZ, determinada com recurso à técnica

de cristalografia de Raios-X com uma resolução de 1,80 Å, foi o selecionado para perfazer os estudos

de docking molecular. Esta estrutura 3D cristalizada contempla o péptido com motivo estrutural FxxLY

e o ligando agonista DHT em interação com o domı́nio de interesse primário (domı́nio LBD) do RA.

De forma a validar a estrutura selecionada e os parâmetros utilizados para os estudos de docking, o

péptido co-cristalizado com o domı́nio LBD da estrutura 4OEZ foi submetido a docking molecular (con-

trolo positivo). Através deste estudo inicial é possı́vel otimizar as condições utilizadas no HADDOCK e,

assim, selecionar os melhores parâmetros que permitem uma melhor reprodução do comportamento in

silico do péptido co-cristalizado com o domı́nio LBD da estrutura experimental 4OEZ. Antes de efetuar o

docking foi necessário preparar a estrutura cristalina 4OEZ a pH fisiológico (pH=7,4), utilizando o web-

server PDB2PQR [88]. Este servidor define o estado de protonação dos aminoácidos da estrutura a pH

fisiológico e adiciona os átomos de hidrogénio em falta. Assim, a estrutura 4OEZ preparada foi a pri-

meira estrutura submetida ao HADDOCK. Como resı́duos ativos consideraram-se todos os resı́duos do

domı́nio LBD do RA que se encontram a uma distância igual ou inferior a 5 Å do péptido co-cristalizado.
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A seleção destes resı́duos foi efetuada através do PyMOL [87]. Em relação aos resı́duos ativos do

péptido, selecionaram-se os cinco resı́duos do motivo estrutural de interesse. Logo, os resı́duos ativos

do recetor e do péptido selecionados foram os seguintes:

1) Resı́duos ativos do RA (Molécula 1): 712, 713, 716, 717, 719, 720, 725, 726, 730, 733, 734,

735, 737, 738, 893, 894, 897, 898.

2) Resı́duos ativos do péptido (Molécula 2): 4, 5, 6, 7, 8.

Na tabela 3.2 encontram-se os parâmetros otimizados utilizados no HADDOCK e aplicados em to-

dos os estudos de docking efetuados. De notar que os parâmetros que não foram alterados, mantiveram

os parâmetros definidos por defeito utilizados neste web-server.

Tabela 3.2: Parâmetros de docking utilizados no web-server HADDOCK.

Parâmetros

Cutoff for clustering 5,0

Clustering method RMSD

Number of MD steps for rigid body high temperature TAD 2000

MD steps during first rigid body cooling stage 2000

MD steps during second cooling stage with flexible sidechains at interface 4000

MD steps during third cooling stage with folly flexible interface 4000

Após o docking do controlo positivo, realizou-se o docking dos três péptidos iniciais Pep-A,Pep-

B,Pep-C e dos 30 novos péptidos desenvolvidos. Aplicou-se o mesmo protocolo descrito para o doc-

king do controlo positivo. Como tal, primeiramente foi necessário prever o estado de protonação dos

aminoácidos destas estruturas a pH 7,4 através do web-server PDB2PQR [88]. As estruturas finais, re-

sultantes deste servidor, foram submetidas ao HADDOCK. Os resı́duos ativos do recetor e do péptido,

mencionados anteriormente, bem como os parâmetros presentes na tabela 3.2 foram os mesmos em-

pregues para o docking dos péptidos iniciais e do novos péptidos.

Em relação aos resultados obtidos, analisaram-se os 10 melhores complexos tendo em conta o

HADDOCK-score. Para a seleção dos péptidos mais promissores realizaram-se diferentes estudos

efetuados com recurso ao PyMOL, nomeadamente: calculou-se o desvio médio quadrático (RMSD)

entre os complexos e o controlo positivo (4OEZ), avaliaram-se as interações polares estabelecidas

entre os péptidos e o domı́nio LBD do RA e determinaram-se os resı́duos da interface que interagem,

utilizando um python script.

3.5 Dinâmica molecular

As três estruturas mais promissoras, provenientes dos estudos de docking, foram sujeitas a simulações

de dinâmica molecular, de forma a identificar o péptido com maior afinidade de ligação para o domı́nio

LBD do RA. Estas simulações permitem obter uma visão mais aprofundada e detalhada do compor-

tamento e da estabilidade dos péptidos em interação com o domı́nio LBD do recetor. As simulações
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de dinâmica molecular foram efetuadas através do software GROMACS [89]. O protocolo efetuado

inclui um conjunto de etapas sequenciais, nomeadamente: (1) criação da topologia do sistema; (2)

configuração da caixa; (3) solvatação do sistema; (4) adição dos iões; (5) minimização de energia; (6)

equilı́brio do sistema; (7) produção da simulação; (8) análise dos resultados.

Em primeiro lugar, a topologia do complexo (domı́nio LBD do RA+péptido) foi criada através do

módulo pdb2gmx presente no GROMACS e o campo de forças utilizado foi o Amber99sb-ildn [90].

Posteriormente, foram adicionadas moléculas de água ao sistema numa caixa dodecaédrica com uma

distância mı́nima entre o soluto e a caixa de 1 nm. O modelo teórico implementado para representar as

moléculas de água foi o modelo TIP3. De forma a garantir a neutralidade do sistema, adicionaram-se

iões cloreto. Na figura 3.3 é possı́vel visualizar um dos sistemas estudados solvatado em água e com

iões cloreto numa caixa dodecaédrica.

Figura 3.3: Configuração da caixa dodecaédrica (d=1nm) incluindo um dos sistemas estudados solva-
tado em água (representada a vermelho) e com iões cloreto (representados a roxo).

A adição do solvente e dos iões ao sistema pode promover interações desfavoráveis de maior ener-

gia que podem comprometer a simulação. Assim, de forma a alcançar o estado de menor energia do

sistema, procedeu-se à minimização de energia utilizando o algoritmo steepest descent. Esta etapa

inclui dois passos: no primeiro, o sistema encontra-se relaxado, enquanto que no segundo são aplica-

das restrições das posições dos átomos através do algoritmo LINCS. Para cada sistema realizaram-se

três réplicas, sendo que uma nova minimização de energia foi efetuada para cada réplica. Após o

sistema estar na sua conformação de menor energia, este foi sujeito a uma fase de equilı́brio que com-

preende duas etapas. Na primeira etapa, o sistema foi aquecido até aos 300 K (termóstato V-rescale)

em condições NVT (número de partı́culas, volume e temperatura constantes) durante um perı́odo de

tempo de 100 ps com um passo de integração de 1 fs. A segunda etapa, incluiu o equilı́brio do sis-

tema a 1 atm (Berendsen barostat) sob condições NPT (número de partı́culas, pressão e temperatura
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constantes) durante, igualmente, 100 ps com um passo de integração de 1 fs. Posteriormente, uma

vez que as simulações efetuadas não se realizaram com um passo de integração de 1 fs, mas sim de

2 fs, o passo de integração foi alterado para este último valor. Nestas três últimas etapas descritas,

as posições dos átomos do soluto (recetor+ligando) encontram-se restringidas por uma força constante

de 10 kcal/mol.Å2, ocorrendo apenas o movimento das moléculas de solvente. As interações eletro-

estáticas foram avaliadas através do algoritmo PME (Particle-Mesh Ewald). Após a conclusão destas

etapas, o sistema está pronto para a produção da dinâmica molecular. As simulações produzidas têm

um tempo total de simulação de 100 ns com um passo de integração de 2 fs. A trajetória foi guardada

a cada 20 ps, totalizando 5000 frames, ou seja, 5000 conformações.

Em segundo lugar, as análises das simulações produzidas integram a visualização da trajetória no

PyMOL, o cálculo do RMSD, do RMSF (root mean square fluctuation), da área da interface acessı́vel

ao solvente (SASA), da energia livre de ligação e das interações de hidrogénio. O cálculo do RMSD, do

RMSF e do SASA foi realizado através do GROMACS para as 5000 frames, enquanto que a energia livre

de ligação foi calculada através do package gmx MMPBSA [91] para 1000 frames (skip 5) e utilizando

os parâmetros definidos por defeito. As ligações de hidrogénio foram calculadas tendo em consideração

todas as frames e com recurso ao VMD [92]. Considerou-se a formação de uma ligação de hidrogénio

até uma distância máxima de 3Å e com um ângulo entre o dador e aceitador de 20º.
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Capı́tulo 4

Resultados e discussão

4.1 Estrutura primária dos novos péptidos

De forma a desenvolver novos péptidos constituı́dos por uma sequência peptı́dica que promova não

só uma melhor internalização celular, como também uma maior capacidade de ligação ao domı́nio LBD

do RA, utilizaram-se três sequências peptı́dicas que demonstram experimentalmente afinidade para o

recetor em estudo, nomeadamente as sequências dos péptidos Bud31, C320 e 3-18 com motivos estru-

turais FxxFY, FxxLY e FxxLF, respetivamente [22]. Partindo destes péptidos já conhecidos na literatura,

utilizou-se uma parte da sequência correspondente aos cinco aminoácidos do motivo estrutural de inte-

resse mais os três aminoácidos imediatamente antes e após o motivo da cadeia peptı́dica, originando

os péptidos iniciais Pep-A, Peb-B e Pep-C (tabela 2.1) compostos por onze aminoácidos. Através des-

tes péptidos foram criadas, com recurso a um conjunto de ferramentas computacionais, três famı́lias de

novos péptidos mais promissores ao nı́vel celular e com uma elevada capacidade de ligação ao RA.

Primeiramente, com recurso ao web-server CellPPD foram previstas novas sequências peptı́dicas

com uma boa capacidade de penetrabilidade celular, a partir das sequências dos péptidos iniciais Pep-

A, Pep-B e Pep-C. Estas sequências foram sujeitas a três mutações, no sentido de aumentar a ca-

pacidade dos péptidos de atravessar a membrana das células. A abordagem aplicada foi a mesma

para as três sequências. Da primeira mutação (i.e., da primeira submissão) realizada, selecionou-se

o melhor CPP, ou seja, o péptido com o SVM-score mais elevado. Este péptido foi extraı́do para a

famı́lia de novos péptidos e submetido no web-server para a 2ª mutação. Da segunda mutação concre-

tizada, selecionou-se a sequência peptı́dica mutante com maior SVM-score. Aquando deste processo

é necessário ter em consideração dois fatores: (1) o motivo estrutural de interesse (4FxxFY8, 4FxxLY8,
4FxxLF8), à exceção dos aminoácidos que ocupam as posições XX, é imutável. Logo, não podem ser

consideradas as sequências com mutações ocorridas nas posições 4, 7 e 8 da cadeia peptı́dica; (2) o

aminoácido que sofreu a primeira mutação, não pode ser mutado novamente. Por este motivo, ter-se

há que excluir, dentro das sequências mutantes do péptido, as sequências cujos aminoácidos sofre-

ram mutações nas seguintes posições: 4, 7, 8, mais a posição do aminoácido que sofreu a primeira

mutação. Por fim, realizou-se a submissão da sequência peptı́dica selecionada da segunda mutação.
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Desta terceira mutação realizada, selecionaram-se as 18 sequências dos péptidos mutantes com maior

SVM-score. Aplicando a mesma estratégia que na etapa anterior, os péptidos com mutações dos

aminoácidos presentes nas posições 4, 7, 8, mais as posições dos aminoácidos que sofreram a pri-

meira e a segunda mutações não foram tidos em consideração. Assim, do Pep-A, do Pep-B e do Pep-C

resultam as famı́lias 1, 2 e 3, respetivamente. Cada famı́lia é composta por 20 novos péptidos.

Em segundo lugar, para prever a uptake efficiency (eficiência de internalização celular) dos novos

CPPs previstos através do CellPPD, recorreu-se ao web-server MLCPP [85]. Dos 20 péptidos de cada

famı́lia, selecionaram-se as 10 sequências peptı́dicas mais promissoras, isto é, com maior probabilidade

associada à uptake efficiency.

Na tabela 4.1 encontram-se as sequências dos péptidos iniciais e do novos péptidos desenvolvidos,

a probabilidade associada à previsão dos péptidos serem CPPs e à sua uptake efficiency.

Tabela 4.1: Sequências dos péptidos iniciais e dos novos péptidos previstos pelo CellPPD, probabili-
dade associada à previsão de serem bons CPPs e à sua uptake efficiency (eficiência de internalização
celular). Os aminoácidos que sofreram mutações são representados a vermelho.

Famı́lia ID Péptido ID
Sequência

inicial

CPP

score

Eficiência de

internalização
Péptido ID

Sequência

final

CPP

score

Eficiência de

internalização

Famı́lia 1 Pep-A 1RYIFDLFYKRK11 0,64 0,5

Pep43 RRIFRRFYKRK 0,98 0,59

Pep44 RRRFRLFYKRK 0,99 0,54

Pep48 RRIFRWFYKRK 0,97 0,62

Pep51 RRIFRKFYKRK 0,97 0,61

Pep52 RRWFRLFYKRK 0,98 0,58

Pep53 RRIFRLFYPRK 0,94 0,56

Pep54 CRIFRLFYKRK 0,91 0,56

Pep57 WRIFRLFYKRK 0,95 0,54

Pep58 RRKFRLFYKRK 0,98 0,57

Pep59 RRIFRLFYKRC 0,91 0,58

Famı́lia 2 Pep-B 1DSAFSRLYTRS11 0,44 -

Pep23 DRRFRRLYTRS 0,89 0,49

Pep24 DRAFRRLYRRS 0,88 0,46

Pep25 DRAFRRLYTRR 0,85 0,44

Pep26 DRAFRRLYKRS 0,84 0,45

Pep28 DRIFRRLYTRS 0,81 0,52

Pep29 DRAFRRLYPRS 0,79 0,44

Pep31 DRAFRRLYTRC 0,76 0,48

Pep32 RRAFRRLYTRS 0,97 0,43

Pep33 DRAFRRLYTRP 0,80 0,45

Pep35 DRWFRRLYTRS 0,83 0,47

Famı́lia 3 Pep-C 1TNAFSRLFYPS11 0,48 -

Pep3 TRRFRRLFYPS 0,92 0,48

Pep5 TRAFRRLFYPR 0,93 0,48

Pep9 TRAFRRLFYRS 0,91 0,48

Pep10 KRAFRRLFYPS 0,86 0,45

Pep11 TRIFRRLFYPS 0,81 0,59

Pep13 TRAFRRLFYPC 0,80 0,50

Pep15 RRAFRRLFYPS 0,88 0,48

Pep17 TRWFRRLFYPS 0,86 0,59

Pep19 CRAFRRLFYPS 0,73 0,52

Pep20 WRAFRRLFYPS 0,81 0,56
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Com base nos dados da tabela 4.1, verifica-se que os péptidos iniciais Pep-B e o Peb-C não são

CPPs (CPP-score < 0,5). O Pep-A pertence à classe de CPP, no entanto apresenta uma probabilidade

reduzida. Os resultados obtidos sugerem, ainda, que os novos péptidos desenvolvidos são bons CPPs

e, por isso, são capazes de atravessar a membrana das células. Em relação aos péptidos que lhes de-

ram origem, os novos péptidos apresentam uma significativa melhor capacidade de internalização celu-

lar. As mutações ocorridas incluem a introdução nas sequências peptı́dicas dos seguintes aminoácidos:

triptofano (W), lisina (K), isoleucina (I), prolina (P), cisteı́na (C) e arginina (R), destacando-se esta última

por ser a mutação mais frequente.

Uma condição que é transversal a todos os péptidos da tabela 4.1 é a substituição dos seus

aminoácidos por aminoácidos carregados positivamente, observando-se a incorporação de mais do

que uma arginina na suas sequências. A elevada presença deste aminoácido revela ser essencial para

aumentar a capacidade de internalização celular dos péptidos. De facto, sequências peptı́dicas ricas

em aminoácidos carregados positivamente, tais como a arginina, apresentam maior facilidade em atra-

vessar a barreira biológica celular [64, 93]. Para além disto, tendo em consideração os resultados in

silico obtidos, as mutações que envolvem a substituição dos aminoácidos presentes nas posições 2

e 5 da cadeia peptı́dica por uma arginina, sugerem que esse aminoácido, nessas posições em parti-

cular, desempenha um papel importante para que os péptidos estudados se tornem melhores CPPs.

Com menor frequência, observam-se mutações pontuais dos aminoácidos da cadeia peptı́dica por um

triptofano, uma prolina ou por uma isoleucina. Estes aminoácidos apresentam caracterı́sticas essenci-

almente hidrofóbicas que favorecem a translocação dos péptidos para o meio intracelular.

Em relação à uptake efficiency, os novos CPPs desenvolvidos apresentam uma maior eficiência ao

atravessar a membrana das células do que os péptidos que lhes deram origem. De acordo com web-

server MLCPP, os CPPs previstos podem apresentar uma maior eficiência de internalização celular (≥

0,5) ou, caso contrário, uma menor eficiência. Assim sendo, os péptidos pep48, pep51, o pep43, o

pep11 e o pep17 destacam-se por apresentarem uma ligeira maior eficiência em penetrar a membrana

celular em relação aos restantes péptidos.

4.2 Estrutura 3D dos péptidos

Uma vez conhecidas as sequências dos novos péptidos desenvolvidos e dos péptidos que lhes

deram origem, procedeu-se à previsão da estrutura 3D dos mesmos, utilizando dois web-servers: o

PEP-FOLD [82] e o I-TASSER [78]. Os diferentes modelos com as estruturas previstas, advindos des-

tes dois servidores, foram submetidos no web-server ProSa-Web [86]. Através deste último é possı́vel

avaliar a qualidade global dos modelos obtidos com as diferentes estruturas previstas e selecionar

a estrutura 3D final mais promissora de cada péptido. A escolha da melhor estrutura teve por base a

análise do Z-score, uma inspeção visual cuidada no PyMOL das estruturas 3D previstas e a análise dos

resı́duos, que constituem a cadeia peptı́dica, de maior/menor energia. Relativamente ao Z-score, este

valor deverá ser o mais reduzido e encontrar-se dentro do intervalo de valores de Z-score para estru-

turas determinadas experimentalmente com tamanho semelhante ao péptido em estudo. Assim sendo,
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tendo por base esta estratégia, as estruturas mais promissoras do Pep-A, Pep-B, Pep-C, Pep3, Pep5,

Pep13, Pep15, Pep19, Pep20, Pep23, Pep24, Pep25, Pep26, Pep29, Pep33, Pep35, Pep44, Pep52,

Pep53, Pep54, Pep5 e o Pep58 foram selecionadas do PEP-FOLD, enquanto que as restantes estru-

turas foram selecionadas do I-TASSER. Todas estas estruturas previstas descrevem o comportamento

de uma α-hélice. Após a seleção das estruturas finais mais promissoras de cada péptido, foi previsto o

estado de protonação dos seus aminoácidos a pH fisiológico através do web-server PDB2PQR [88].

Nas figuras A.5, A.6 e A.7, presentes no anexo A, encontra-se representada a estrutura 3D pre-

vista dos péptidos iniciais bem como dos novos péptidos. Os gráficos com o Z-score e os resı́duos

de maior/menor energia das estruturas finais escolhidas do Pep-A, do Pep-B, do Pep-C e dos novos

péptidos das famı́lias 1, 2 e 3, podem ser visualizados nas tabelas A.1, A.2, A.3 e A.4 do anexo A.

Conhecendo a estrutura dos novos CPPs e dos péptidos iniciais, estas estruturas foram sujeitas a

estudos de docking, cujos resultados serão apresentados e discutidos no seguinte capı́tulo.

4.3 Docking dos péptidos iniciais

Os estudos de docking molecular com os péptidos iniciais (Pep-A, Pep-B e Pep-C) foram realizados

com as estruturas devidamente protonadas a pH fisiológico através do PDB2PQR [88]. O docking des-

tes péptidos foi concretizado no sentido de avaliar o potencial dos novos CPPs desenvolvidos. Assim, é

possı́vel avaliar se os novos péptidos apresentam uma maior afinidade de ligação para o RA em relação

aos péptidos que lhes deram origem.

O docking dos péptidos foi realizado com recurso ao web-server HADDOCK (versão 2.4) [73]. A

abordagem aplicada na análise dos resultados obtidos teve por base a inspeção das estruturas pre-

sentes no top10, que inclui as dez poses do péptido com melhor HADDOCK-score (mais negativo).

Para além disto, de forma a validar os resultados in silico obtidos, calculou-se o RMSD a partir do

alinhamento dos complexos com a estrutura do cristal 4OEZ. Este cálculo permite avaliar a proximi-

dade entre a conformação prevista dos complexos pelo HADDOCK e a conformação experimental da

estrutura cristalina do controlo positivo 4OEZ. Na tabela 4.2, encontram-se os resultados obtidos do

docking dos péptidos iniciais, tendo por base a análise das 10 melhores estruturas de acordo com o

seu HADDOCK-score, e o RMSD calculado para os átomos Cα através do PyMOL.

O critério de seleção aplicado na escolha das estruturas mais promissoras, representativas da

interação dos péptidos iniciais com o domı́nio LBD do RA, teve por base um compromisso entre o

complexo com melhor HADDOCK-score e menor RMSD. Por um lado, um melhor HADDOCK-score

reflete-se numa menor energia de ligação envolvida entre o recetor e o péptido, o que se traduz numa

maior estabilidade do complexo. Por outro lado, relativamente ao RMSD, quanto mais próximo for este

valor de zero, maior a proximidade conformacional entre a estrutura do complexo e a estrutura do cristal

4OEZ. Assim, os complexos complex 14w, complex 105w e complex 122w foram selecionados como

sendo as estruturas mais promissoras representativas da interação do RA com os péptidos Pep-A,

Pep-B e do Pep-C, respetivamente.
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Tabela 4.2: Resultados obtidos do docking molecular dos péptidos iniciais Pep-A, Pep-B e Pep-C.

Péptido ID Sequência Complexo HADDOCK-score RMSD

Pep-A RYIFDLFYKRK

complex 160w -104,9 1,001
complex 14w -103,3 0,348
complex 32w -96,6 0,340
complex 28w -96,2 0,357
complex 24w -93,7 0,365
complex 21w -93,5 0,391
complex 13w -92,2 0,375
complex 43w -90,9 0,452
complex 92w -90,6 1,377
complex 6w -90,4 0,670

Pep-B DSAFSRLYTRS

complex 109w -98,4 0,725
complex 105w -98,1 0,691
complex 117w -92,6 1,057
complex 74w -91,6 1,042
complex 159w -89,1 1,041
complex 32w -83,7 1,152
complex 187w -83,6 0,995
complex 167w -83,5 1,480
complex 169w -83,2 1,061
complex 178w -82,4 1,082

Pep-C TNAFSRLFYPS

complex 122w -98,5 0,396
complex 42w -95,1 0,647
complex 136w -94,6 0,608
complex 72w -94,1 0,704
complex 166w -93,8 0,913
complex 101w -93,2 0,756
complex 83w -92,7 0,649
complex 28w -92,1 0,388
complex 105w -90,6 0,423
complex 107w -89,4 0,523

4.4 Docking dos novos péptidos

Os estudos de docking molecular dos novos CPPs das famı́lias 1, 2 e 3 foram realizados tendo

como principal objetivo avaliar e prever o modo de ligação mais favorável de cada um destes péptidos

ao RA, investigar os determinantes estruturais envolvidos e as principais interações estabelecidas na in-

terface do domı́nio LBD-péptidos. Para concretizar este objetivo, primeiramente foi previsto o estado de

protonação dos aminoácidos das estruturas dos novos péptidos a pH fisiológico através do web-server

PDB2PQR, com a consequente adição dos átomos de hidrogénio em falta. As estruturas prepara-

das, resultantes deste servidor, foram sujeitas a estudos de docking no web-server HADDOCK [73].

A análise dos resultados obtidos teve por base a mesma estratégia aplicada no docking dos péptidos

iniciais. Por isso, analisaram-se os complexos que se encontravam na lista das 10 melhores poses

(top10), em termos de energia de ligação, classificadas pelo HADDOCK.

Numa primeira abordagem, os complexos do top10 do HADDOCK foram sujeitos a uma inspeção

visual cuidada no PyMOL, de forma a avaliar as diferenças existentes entre as diferentes conformações
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previstas de cada complexo e averiguar a estabilidade do péptido. Paralelamente a esta inspeção visual,

realizou-se uma pré-seleção das estruturas mais promissoras tendo em consideração o HADDOCK-

score e o RMSD. Este último foi calculado através do PyMOL tendo por base o alinhamento da estru-

tura de cada complexo com a estrutura do controlo positivo (PDB ID: 4OEZ). Desta pré-seleção efe-

tuada, selecionaram-se as estruturas com melhor HADDOCK-score e menor RMSD para uma análise

mais robusta. Esta abordagem permite efetuar um screening virtual e excluir, de entre as diferentes

conformações dos péptidos previstas pelo HADDOCK, as que revelam menor potencial. Posto isto,

os melhores complexos, provenientes desta pré-seleção, encontram-se nas tabelas 4.3, 4.4 e 4.5 de

acordo com os motivos estruturais FxxFY (famı́lia 1), FxxLY (famı́lia 2) e FxxLF (famı́lia 3), respetiva-

mente.

Em segundo lugar, as estruturas provenientes da pré-seleção das 10 melhores poses foram sujei-

tas a uma análise mais robusta que inclui a investigação dos contactos polares estabelecidos entre o

péptido e o recetor através do PyMOL. Assim, é possı́vel identificar os complexos mais promissores e

selecionar a estrutura que melhor representa a interação dos novos CPPs com o RA. Esta avaliação

teve em consideração as interações-chave reportadas na literatura e consideradas essenciais para

a interação entre domı́nio LBD do RA e péptidos co-reguladores com motivo estrutural FxxLF. Estas

interações-chave são estabelecidas entre: (1) a K720 e o backbone da F+5 do motivo estrutural do

péptido; (2) o E897 e o grupo amina da F+1 do motivo e o aminoácido presente nas posições -1 do

motivo estrutural [17, 22, 94]. A Q733 revela um papel fundamental para interação do RA com péptidos

constituı́dos por uma tirosina na posição 5 do seu motivo estrutural. Este resı́duo do recetor estabelece

uma ligação de hidrogénio adicional com a Y+5 do motivo do péptido, em relação à fenilalanina na

mesma posição, tornando a interação do complexo mais forte e, por isso, mais estável [19].

Em suma, a estratégia aplicada na seleção do melhor complexo de cada péptido em interação com

o domı́nio LBD do RA, teve por base um compromisso entre o complexo com melhor HADDOCK-score,

menor RMSD e, ainda, a presença das interações-chave estabelecidas entre o domı́nio LBD do recetor

e os péptidos, reportadas na literatura.

4.4.1 Péptidos com motivo FxxFY

As estruturas mais promissoras, provenientes da pré-seleção realizada tendo em consideração o

HADDOCK-score e o RMSD, encontram-se na tabela 4.3. Estas estruturas são resultantes dos estudos

de docking dos péptidos com motivo estrutural FxxFY da famı́lia 1.

No que diz respeito ao Pep59, de entre os quatro complexos previstos, é possı́vel destacar o com-

plex 48w. Esta estrutura encontra-se em primeiro lugar na lista do top10 dos melhores complexos e

caracteriza-se por apresentar um menor RMSD e um melhor HADDOCK-score. Os resı́duos do RA que

estão envolvidos na interação são: R726, D731, Q733, Y739, E893, E897. A R726 e a Q733 estabe-

lecem contactos polares com a Y8 do péptido, enquanto que o D731 e a Y739 estabelecem contactos

polares com a R5 e com a R1, respetivamente. O E893 interage com a R2 e o E897 com os resı́duos

R1, R2 e I3 do péptido. A interação que envolve o resı́duo-chave E897 do RA e o resı́duo I3 está de
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Tabela 4.3: Resultados obtidos dos melhores complexos, em termos de HADDOCK-score e RMSD,
advindos do docking dos péptidos com motivo FxxFY pertencentes à famı́lia 1.

Péptido ID Sequência Complexo HADDOCK-score RMSD

Pep59 RRIFRLFYKRC

complex 48w -114,84 0,417
complex 106w -101,94 0,576
complex 28w -99,87 0,470

complex 111w -99,78 0,489

Pep43 RRIFRRFYKRK
complex 198w -111,3 0,671
complex 43w -109,3 0,762

complex 169w -108,7 0,530

Pep48 RRIFRWFYKRK
complex 28w -105,6 0,593
complex 27w -105,1 0,878

Pep44 RRRFRLFYKRK

complex 63w -121,0 0,540
complex 45w -106,8 0,493
complex 97w -105,2 0,551
complex 22w -104,3 0,535

Pep51 RRIFRKFYKRK
complex 59w -98,2 0,479
complex 6w -97,3 0,533

Pep52 RRWFRLFYKRK
complex 62w -113,2 0,598
complex 56w -104,9 0,577
complex 94w -104,4 0,611

Pep53 RRIFRLFYPRK

complex 44w -119,6 0,702
complex 162w -118,6 0,648
complex 111w -102,1 0,652
complex 181w -101,4 0,568

Pep54 CRIFRLFYKRK

complex 147w -115,0 0,416
complex 6w -114,2 0,400

complex 33w -112,9 0,346
complex 10w -109,0 0,383
complex 36w -109,0 0,366
complex 64w -108,2 0,403

Pep57 WRIFRLFYKRK
complex 92w -118,0 0,509

complex 191w -117,5 0,504

Pep58 RRKFRLFYKRK

complex 44w -121,8 0,356
complex 143w -121,4 0,380
complex 20w -118,3 0,451
complex 98w -115,1 0,408

acordo com a literatura [17, 22, 94].

Tendo em consideração a estratégia aplicada na seleção do complexo mais promissor (RMSD,

HADDOCK-score e interações polares), a melhor estrutura que representa a interação do Pep43 com

o RA demonstra ser o complex 169w. Por apresentar um menor RMSD, a conformação desta estrutura

é a que se encontra mais próxima à conformação da estrutura cristalina 4OEZ. Os resı́duos do RA

que participam na interação com o péptido são: D731, E893, E897. O D731 e o E893 estabelecem

contactos polares com a R1 e com a R6 do péptido, respetivamente. No que diz respeito ao E897, este
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interage com os resı́duos R1, R2 e I3 do Pep43. A interação entre o E897 e a I3 está concordante com

as interações-chave reportadas na literatura [17, 22, 94].

Em relação ao Pep48, dos 10 melhores complexos, apenas o complex 28 e o complex 27w apre-

sentam um RMSD inferior a 1. Por conseguinte, estes dois complexos apresentam um comportamento

mais próximo ao do comportamento experimental do que as restantes estruturas do top10. Assim,

estes dois complexos demonstram ser os mais promissores em relação ao RMSD. O complex 28 e o

complex 27w não revelam diferenças significativas ao nı́vel do HADDOCK-score. De entre estes dois

complexos, o potencialmente mais promissor parece ser o complex 28 por apresentar não só um me-

lhor HADDOCK-score, como também um menor RMSD. Neste complexo, os resı́duos do recetor que

estabelecem contactos polares com o péptido são os seguintes: K720, R726, Q733, E893 e o E897. A

K720 estabelece contactos polares com a F7 e com a R10. Os resı́duos R726 e Q733 interagem com

a K11. O E893 interage com o W6 do péptido, enquanto que o E897 interage com a R1, R2 e I3 do

péptido. Quer no complex 28, quer no complex 27w as interações-chave entre os resı́duos essenciais

K720 e a Q733 do recetor não são estabelecidas, enquanto que o resı́duo E897 estabelece com a I3 a

interação-chave descrita na literatura [17, 22, 94].

O complex 63w revela ser a melhor estrutura resultante do docking do Pep44. Este complexo

encontra-se em primeiro lugar na lista do top10 dos melhores complexos de acordo com o HADDOCK-

score. A L712, a K720, o E893 e o E897 são os resı́duos do recetor que interagem com o Pep44.

As interações polares estabelecidas são entre os seguintes resı́duos: a L712 do recetor e a K11 do

péptido, a K720 e a Y8, o E893 e o W6 e a R10 e, por último, entre o E897 e a R2 da cadeia peptı́dica. A

interação estabelecida pela K720 está concordante com as interações-chave mencionadas na literatura

[17, 22, 94].

Em relação ao Pep51, o complex 59w apresenta menor HADDOCK-score e menor RMSD. Os

resı́duos do RA que participam na interação são o D731 que interage com a R1, o E893 interage

com a K6 e o E897 com os resı́duos R1, R2 e I3 do péptido. Apenas as interações-chave que envolvem

o resı́duo E897 estão presentes. No complex 6w participam os mesmos resı́duos do RA (D731, E893 e

E897) na interação com este péptido. Assim, tendo por base a conjugação do RMSD, HADDOCK-score

e as interações-chave, o complex 59w demonstra ser a estrutura mais promissora.

Os resultados obtidos do docking do Pep52 sugerem que o complexo mais promissor parece ser o

complex 62w. Este complexo diferencia-se dos restantes por apresentar um menor HADDOCK-score.

Nesta estrutura, o Pep52 interage com os seguintes resı́duos do recetor: K720, D731, E893 e o E897.

A K720 interage com a F7, o D731 estabelece contactos polares com a R5 do péptido. O E893 interage

com a R2 e o E897 do recetor com os resı́duos R1 e R2.

Os resultados obtidos do docking do Pep53 revelam que a estrutura do complex 181w demons-

tra ser a estrutura mais promissora. Este complexo apresenta uma conformação mais próxima à

conformação da estrutura cristalina do controlo positivo 4OEZ, na medida em que apresenta um RMSD

inferior aos restantes complexos. Os resı́duos do recetor que participam na interação com o péptido

são: V713, K720, D731, E893 e o E897. O resı́duo V713 estabelece contactos polares com a R2 do

péptido. A K720 e o D731 interagem com a L6 e com a K11, respetivamente. O E893 interage com a

36



R1 e com a R5 da cadeia peptı́dica. Por fim, o E897 interage com a R1 do péptido.

Relativamente ao Pep54, todos os complexos revelam valores de RMSD próximos entre si. No en-

tanto, apenas o complex 33w parece ser a melhor estrutura face à estratégia aplicada. Este complexo

experiencia um RMSD e um HADDOCK-score reduzidos e, ainda, apresenta a presença das interações

com os resı́duos-chave do recetor e do péptido. Os resı́duos V713, K720, D731, Q733 e o E897 do

recetor participam na interação com o pep54. A V713 interage com a K11, a K720 interage não só

com a K11, mas também com a Y8. O D731 estabelece interações polares com a R5, enquanto que a

Q733 interage com a Y8 do péptido. Finalmente, o E897 interage com os resı́duos C1, R2, I3, F4 da

sequência peptı́dica. Todas as interações dos resı́duos K720, Q733 e do E897 do RA estão de acordo

com as interações descritas na literatura [17, 22, 94]. Assim, este complexo foi selecionado como sendo

o mais promissor de entre as restantes estruturas.

Os dois melhores complexos que envolvem o Pep57, provenientes da pré-seleção realizada, apre-

sentam comportamentos próximos em termos de conformação, HADDOCK-score e RMSD. Apesar

disto, o complex 92w destaca-se por apresentar as interações essenciais reportadas na literatura

[17, 22, 94]. Os resı́duos do recetor envolvidos na interação deste complexo são a R726, a Q733,

o E897 e a Q902. Os resı́duos R726 e Q733 interagem com a Y8 do péptido, o E897 com os resı́duos

W1, R2, I3 e, por fim, o Q902 com o W1 da cadeia peptı́dica. Como é possı́vel verificar, as interações

dos resı́duos-chave do recetor (E897 e Q733) estabelecidas estão concordantes com as interações

descritas na literatura [17, 22, 94]. No que diz respeito ao complex 191w, os resı́duos que interagem

são apenas o D731 e o E897. Assim, tendo em conta os resultados obtidos, o complex 92 revela ser a

estrutura mais promissora.

Finalmente, a pose do Pep58 no complex 44w é a que promove a formação de um complexo recetor-

péptido mais estável, estando, por isso, uma menor energia de ligação envolvida. Este complexo está

presente em primeiro lugar na lista dos 10 melhores complexos em termos do HADDOCK-score. Além

disto, apresenta um menor RMSD e os resı́duos de aminoácidos do recetor que interagem são: V713,

K720, D731, E893 e o E897. A V713 interage com a K11 do péptido, enquanto que a K720 estabelece

contactos polares com a Y8 e com K11. O D731 interage com os resı́duos R1 e R5. Por fim, o E893

interage com a K3 e o E897 com a R2, K3 e F4 do péptido. As interações dos resı́duos-chave K720 e

do E897 do RA estão de acordo com as interações reportadas na literatura [17, 22, 94].

4.4.2 Péptidos com motivo FxxLY

Os melhores complexos, advindos da pré-seleção realizada com base no HADDOCK-score e RMSD,

encontram-se na tabela 4.4. Estas estruturas são provenientes dos estudos de docking dos péptidos

com motivo FxxLY da famı́lia 2. A estratégica aplicada na seleção da melhor estrutura foi a mesma

utilizada anteriormente.

Em relação ao Pep23, existem dois possı́veis potenciais complexos ao nı́vel do HADDOCK-score e

do RMSD, particularmente: o complex 119w e o complex 132. Estas estruturas apresentam um RMSD

inferior aos restantes complexos e um melhor HADDOCK-score. Tendo por base a estratégia aplicada
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Tabela 4.4: Resultados obtidos dos melhores complexos, em termos de HADDOCK-score e RMSD,
advindos do docking dos péptidos com motivo FxxLY pertencentes à famı́lia 2.

Péptido ID Sequência Complexo HADDOCK-score RMSD

Pep23 DRRFRRLYTRS

complex 119w -113,9 0,403
complex 132w -107,1 0,324
complex 140w -102,1 0,492
complex 71w -101,7 0,415

Pep24 DRAFRRLYRRS
complex 13w -108,2 0,421
complex 68w -103,7 0,353

complex 103w -102,8 0,386

Pep25 DRAFRRLYTRR

complex 103w -109,3 0,387
complex 35w -103,5 0,388

complex 183w -101,2 0,377
complex 78w -88,9 0,373
complex 37w -87,5 0,374

Pep26 DRAFRRLYKRS

complex 154w -107,0 0,337
complex 109w -100,9 0,713
complex 180w -97,6 0,516
complex 198w -96,3 0,443
complex 146w -95,6 0,401

Pep28 DRIFRRLYTRS
complex 69w -100,3 0,717

complex 119w -99,7 0,735
complex 63w -96,2 0,657

Pep29 DRAFRRLYPRS

complex 127w -90,8 0,689
complex 65w -87,9 0,517
complex 89w -83,0 0,594

complex 104w -81,3 0,530
complex 19w -81,0 0,531
complex 33w -80,6 0,560

Pep31 DRAFRRLYTRC

complex 179w -98,4 0,771
complex 78w -90,2 0,387
complex 51w -87,8 0,543
complex 8w -87,5 0,354

complex 19w -85,3 0,353
complex 14w -83,5 0,399

Pep32 RRAFRRLYTRS
complex 23w -96,0 0,468
complex 85w -94,9 0,438
complex 2w -91,1 0,450

Pep33 DRAFRRLYTRP

complex 114w -108,2 0,449
complex 69w -107,7 0,434
complex 14w -105,6 0,374
complex 72w -104,0 0,476

Pep35 DRWFRRLYTRS
complex 40w -103,9 0,640
complex 44w -102,7 0,599

na seleção do complexo mais promissor, a melhor estrutura demonstra ser a do complex 119w. Neste

complexo, os resı́duos de aminoácidos do RA que participam na interação são: K717, K720, R726,

V730, D731, Q738, E893 e E897. O resı́duo K717 interage com a S11 do péptido. A K720 e a R726

interagem ambos com a Y8 do Pep23, enquanto que os resı́duos V730 e o D731 estabelecem contactos
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polares com a R5 do péptido. A Q738 interage com o D1 da cadeia peptı́dica. Finalmente, o E893

interage com a R3 e com a R6, enquanto que o E897 estabelece contactos polares com a R3 e com a

F4 do péptido.

Relativamente ao Pep24, verifica-se que o complex 68w é o que apresenta um RMSD inferior aos

restantes e a pose do péptido nesta estrutura é a que permite uma interação com um maior número

de resı́duos do RA. As interações polares estabelecidas neste complexo são entre: a K720 e a Y8 e a

S11, a R726 e a Y8, o D731 e a R5, o Q733 e a Y8, o Q738 e o D1, o E893 e a R6, o E897 e a R2,

A2 e F4 e, por fim, o Q902 e a D1 da cadeia peptı́dica. As interações-chave reportadas na literatura

são estabelecidas [17, 22, 94]. Assim, o complex 68w revela ser a estrutura que melhor representa a

interação do Pep24 com o RA.

Os resultados obtidos do docking do Pep25 sugerem que o melhor complexo parece ser o com-

plex 35w. Observa-se uma proximidade dos valores de RMSD dos diferentes complexos previstos pelo

HADDOCK. Por um lado, o complex 103w é o complexo que apresenta um melhor HADDOCK-score.

No entanto, as interações essenciais envolvidas entre o domı́nio LBD do RA e o péptido não são esta-

belecidas. Por outro lado, o complex 35w destaca-se devido ao facto de apresentar um menor RMSD,

melhor HADDOCK-score e, ainda, por apresentar a presença das interações essenciais. Os resı́duos

do recetor que participam na interação são: a K720, o D731, a Q733, a Q738, a E893, a E897 e a

Q902. A K720 estabelece contactos polares com a Y8 e com a R11, o D731 interage com a R5 e a

Q733 com a Y8 do péptido. Os resı́duos Q738 e o Q902 interagem com o D1, enquanto que o E893

interage com a R2 da sequência peptı́dica. Por fim, o resı́duo E897 do recetor estabelece contactos

polares com a R2 e com a A3.

No que concerne ao Pep26, o complex 154w é a estrutura que apresenta um melhor HADDOCK-

score e um menor RMSD. Este complexo encontra-se na primeira posição da lista do top10 dos melho-

res complexos advindos do HADDOCK. Neste complexo, o pep26 estabelece contactos polares com

os resı́duos K720, D731, Q733, E893, E897 e Q902 do RA. Os resı́duos D731, Q902 e E893 intera-

gem com a R5, o D1 e a R6, respetivamente. A Q733 interage com a Y8. O resı́duo K720 estabelece

contactos polares com a Y8 e com a S11 do péptido, enquanto que o resı́duo E897 interage com a R2

e com a A3. Como é possı́vel verificar as interações-chave reportadas na literatura são estabelecidas

[17, 22, 94]. Posto isto, a melhor estrutura parece ser a estrutura do complex 154w.

O complex 69w que envolve o Pep28 é o que satisfaz as condições utilizadas pela estratégia apli-

cada na escolha da melhor estrutura. Este complexo apresenta um menor RMSD, melhor HADDOCK-

score e, ainda, estão envolvidas as interações mais relevantes no complexo. Os resı́duos do recetor

envolvidos na interação são V713, K720, D731, Q733, o E893 e o E897. A V713 interage com a S11,

a K720 com a Y8 e com a S11, o D731 com a R5, a Q733 com a Y8, o E893 com a R6 e com a R10 e,

por fim, a E897 interage com a R6.

A pose do Pep29 no complex 65w é a que permite obter um HADDOCK-score e um RMSD inferior

em relação aos restantes complexos. Os resı́duos do RA que participam na interação com o péptido

são os seguintes: E709, K720, E893, E897. O resı́duo E709 interage com a R6, a K720 com a L7,

o E893 com a R2 e, por fim, o E897 com o D1 e com a R2. Assim, a melhor estrutura revela ser a
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estrutura do complex 65w.

No caso do Pep31, o complexo com maior potencial parece ser o complex 78w uma vez que apre-

senta um melhor HADDOCK-score, um valor de RMSD inferior aos restantes e, ainda, revela a presença

das interações-chave. A K720, Q733 e o E897 são os resı́duos do recetor envolvidos na interação com

o péptido. Por um lado, os resı́duos K720 e a Q733 estabelecem interações polares com o resı́duo Y8

do péptido. Por outro lado, o resı́duo E897 interage com os resı́duos R2, A3 e F4 do péptido (contactos

polares).

A melhor estrutura resultante do docking do Pep32 demonstra ser o complex 23w. Este complexo foi

eleito como o mais promissor por apresentar um melhor HADDOCK-score, menor RMSD e a presença

das interações-chave. Os contactos polares estabelecidos entre o RA e o Pep32 são entre a K720 e

a Y8 e a S11, o D731 e a R1, a Q733 e a Y8 e, finalmente, entre o E897 e a A3 e a F4 da cadeia

peptı́dica.

Os resultados obtidos do docking do Pep33 sugerem que o complex 14w revela ser a melhor es-

trutura. Esta escolha teve por base um compromisso entre o complexo com melhor HADDOCK-score,

menor RMSD e a presença das interações consideradas essenciais entre os resı́duos-chave do RA e o

péptido. Os resı́duos envolvidos na interação são: a K720, o R726, o D731, o E893 e o E897. A K720

interage com a L7 e com a Y8, a R726 interage com a Y8, o D731 com a R5, o E893 com a R2 e o

E897 com a R2 e com A3 do péptido.

Por último, em relação ao Pep35 destaca-se a estrutura do complex 44w. Este complexo apresenta

um menor RMSD e um HADDOCK-score ligeiramente menos promissor do que o do complex 40w.

Este último não revela a presença dos resı́duos-chave do RA. Os resı́duos K720, R726, E897 do RA

estão envolvidos na interação do domı́nio LBD do RA com o Pep35 no complex 44w. A K720 e a R726

interagem com os resı́duos L7 e S11 do péptido, enquanto que o E897 interage com o D1 e com a R2.

Assim, considerou-se o complex 44w como a melhor estrutura.

4.4.3 Péptidos com motivo FxxLF

As melhores poses dos péptidos com motivo FxxLF da famı́lia 3, provenientes da pré-seleção reali-

zada com base no HADDOCK-score e RMSD, encontram-se na tabela 4.5. A abordagem utilizada na

seleção dos melhores complexos teve por base a mesma estratégia aplicada nos casos anteriores.

Relativamente ao Pep3, existem dois complexos que se destacam em termos de RMSD, nomea-

damente: o complex 64w e o complex 115w. Por revelarem um menor RMSD, estas estruturas apre-

sentam uma conformação mais próxima à conformação da estrutura do cristal do que os restantes

complexos. Tendo por base a estratégia de seleção aplicada na escolha do complexo mais promis-

sor, que envolve um compromisso entre o complexo com melhor HADDOCK-score, menor RMSD e

as interações-chave descritas na literatura, o complex 64w foi eleito como a estrutura que melhor re-

presenta a interação do Pep3 com o domı́nio LBD do RA. Neste complexo, o péptido interage com os

resı́duos K720, R726, D731, E893 e E897 do recetor. A K720 interage com a F8 do péptido, enquanto

que o E897 estabelece interações polares com os resı́duos T1, R2, R3 e F4, a R726 interage com a Y9,

40



Tabela 4.5: Resultados obtidos dos melhores complexos, em termos de HADDOCK-score e RMSD,
advindos do HADDOCK dos péptidos com motivo FxxLF pertencentes à famı́lia 3.

Péptido ID Sequência Complexo HADDOCK-score RMSD

Pep3 TRRFRRLFYPS

complex 98w -115,4 0,540
complex 14w -112,3 0,645
complex 64w -107,7 0,386

complex 115w -102,1 0,366

Pep5 TRAFRRLFYPR

complex 111w -104,1 0,553
complex 91w -100,0 0,574
complex 36w -97,5 0,597
complex 77w -96,1 0,592

Pep9 TRAFRRLFYRS
complex 33w -108,0 0,365
complex 36w -97,6 0,357

complex 169w -97,5 0,397

Pep10 KRAFRRLFYPS
complex 20w -112,1 0,879
complex 5w -104,4 0,637
complex 16w -102,5 0,706

Pep11 TRIFRRLFYPS
complex 193w -99,8 0,624
complex 21w -99,7 0,692
complex 59w -98,0 0,579

Pep13 TRAFRRLFYPC

complex 26w -103,2 0,669
complex 44w -101,0 0,664
complex 35w -99,1 0,632
complex 34w -97,4 0,407

Pep15 RRAFRRLFYPS
complex 48w -117,6 0,384
complex 62w -110,7 0,414
complex 44w -106,6 0,363

Pep17 TRWFRRLFYPS
complex 9w -103,4 0,424
complex 64w -102,3 0,599
complex 52w -99,1 0,546

Pep19 CRAFRRLFYPS
complex 2w -114,6 0,376
complex 58w -111,9 0,391

Pep20 WRAFRRLFYPS
complex 11w -126,7 0,405

complex 196w -114,5 0,355
complex 9w -113,4 0,547

o D731 com a R5 e o E893 com a R2 e com a R3 da sequência peptı́dica. As interações estabelecidas

pelos resı́duos K720 e E897 do recetor estão concordantes com as interações-chave reportadas na

literatura [17, 22, 94].

Em relação ao Pep5, verifica-se que todos os complexos apresentam valores de RMSD próximos

entre si. No entanto, a interação dos resı́duos-chave do RA (K720 e E897) com o péptido é verificada

apenas no complex 36w e no complex 77w. Nos restantes complexos, estes resı́duos não estabelecem

contactos polares. No complex 36w o péptido interage com os resı́duos K720, D731 e E897 do recetor,

enquanto que no complex 77w interage com os resı́duos K720, E709, E893 e E897. Por um lado, no

complex 36w, a K720 do recetor estabelece interações polares com a K7 e com a F8 do péptido e o
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E897 e o D731 interagem com a T1 e com a R5, respetivamente. Por outro lado, no complex 77w a

K720 interage com a L7, o E897 com os resı́duos T1 e R2, o E709 com a R6 e o E893 estabelece

contactos polares com a R2 da sequência peptı́dica. Tendo isto em conta, apenas no complex 36w

a K720 estabelece as interações-chave descritas na literatura [17, 22, 94]. Assim, tendo por base os

resultados in silico obtidos, a estrutura do complex 36w parece ser a mais promissora.

Da pré-seleção realizada, entre as dez melhores poses do pep9 previstas pelo HADDOCK, a pose

deste péptido no complex 33w, no complex 36w e no complex 169w revelam maior potencial em ter-

mos de RMSD e HADDOCK-score. Estes três complexos apresentam valores de RMSD próximos entre

si, sendo que o complex 33w é a estrutura que apresenta um melhor HADDOCK-score em relação aos

restantes. Neste complexo, os resı́duos do recetor que participam na interação são a K720, a V730,

o D731, o E893, o E897 e a Q902. A K720 interage com os resı́duos F8, R10 e S11 do péptido. Os

resı́duos V730 e o D731 do recetor interagem com a R5 da cadeia peptı́dica, enquanto que o E893

interage com a R6. O E897 estabelece contactos polares com os resı́duos T1, R2 e A3 do pep9. Por

fim, a Q902 interage com a T1 do péptido. Logo, as interações-chave são estabelecidas. A conjugação

do valor do RMSD, HADDOCK-score e os contactos polares estabelecidos conduzem à seleção da

estrutura do complex 33w como a mais promissora.

Relativamente aos resultados do docking do Pep10, a estrutura do complex 5w é a mais próxima

em termos de conformação à estrutura do péptido co-cristalizado em 4OEZ. Este complexo revela

igualmente ser promissor em relação ao HADDOCK-score. Neste complexo, os resı́duos do recetor que

participam na interação com o péptido são a K720, a R726, a Q738, o E893 e o E897. Os contactos

polares estabelecidos neste complexo são entre: a K720 e a L7, a R726 e a S11, a Q738 e a K1, o E893

e a R2 e, por fim, o E897 e a K1 e a R2. Assim, a estrutura mais promissora parece ser a estrutura do

complex 5w.

A estrutura que melhor representa a interação do Pep11 com o RA demonstra ser a estrutura

do complex 193w. Esta estrutura foi selecionada como a mais promissora em termos de RMSD,

HADDOCK-score e interações polares. As interações polares estabelecidas são entre a K720 do rece-

tor e os resı́duos L7 e S11 do péptido, a R726 e a S11, o D731 e a R5 e, finalmente, o E893 e o E897

interagem com o resı́duo R2 do péptido.

A estrutura mais promissora resultante do docking do pep13 com o domı́nio LBD do RA selecio-

nada foi a estrutura do complex 34w, tendo por base um compromisso entre o complexo com melhor

HADDOCK-score, menor RMSD e a presença das interações-chave. Este complexo apresenta um

RMSD inferior aos restantes e, por conseguinte, esta conformação é a que revela maior proximidade

com a conformação experimental do cristal. No complex 34w são estabelecidos contactos polares com

os resı́duos do recetor E709, E893 e E897. Quer o resı́duo E709, quer o E893 interagem com a R2, en-

quanto que o E897 estabelece interações polares com os aminoácidos R2, A3 e F1 da cadeia peptı́dica.

As interações-chave que envolvem o E897 estão concordantes com a literatura [17, 22, 94].

A pose do Pep15 do complex 48w revela ser a pose mais promissora não só por ser a que apresenta

um menor RMSD, mas também uma menor energia de ligação envolvida (melhor HADDOCK-score).

O péptido do complex 48w estabelece contactos polares com os resı́duos K720, R726, D731, E893
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e E897 do RA. A K720 estabelece ligações polares com a F8 e com a L7 da sequência peptı́dica,

enquanto que o E897 interage com a R1, R2, A3 e F4. Além disto, os resı́duos do recetor R726, D731

e E893 interagem com os resı́duos do péptido Y9, R1 e R2, respetivamente.

Relativamente ao Pep17, o complex 9w é o que revela melhor HADDOCK-score e um menor RMSD.

Os resı́duos do RA que participam na interação são o Q717, D731 e o E897. Em relação aos resı́duos

Q717 e D731, estes estabelecem contactos polares com os resı́duos S11 e R5, respetivamente. O

resı́duo E897 interage com os resı́duos T1, R2, W3 e F4 do péptido. Estas últimas interações estabe-

lecidas estão de acordo com as interações-chave que envolvem o resı́duo E897 descritas na literatura.

Logo, os resultados obtidos do docking deste péptido sugerem que o complex 9w parece ser a melhor

estrutura.

O complexo mais promissor, representativo da interação do Pep19 com o RA, revela ser a estrutura

do complex 2w. Este complexo é o que apresenta maior potencial devido ao facto de apresentar um

melhor HADDOCK-score e um menor RMSD. As interações-chave estão presentes. Os contactos po-

lares estabelecidos envolvem o resı́duo K720 com a F8 e com a L7, o E897 com a R2, A3 e com a F4

e, por fim, o E893 com o resı́duo R2 do péptido.

Finalmente, a estrutura do complex 11w parece ser a melhor estrutura dos estudos de docking do

Pep20. Este complexo revela um melhor HADDOCK-score e, por isso, em termos de energia de ligação

a pose do pep20 nesta estrutura é mais favorável e estável. Relativamente às interações estabelecidas,

os resı́duos essenciais estão presente e observa-se as interações-chave descritas na literatura [17, 22,

94]. Os resı́duos do RA envolvidos na interação são a K720, o D731, a Q733, o E893 e o E897. A K720

estabelece contactos polares com a F8, o D731 com a R5, a Q733 interage com a Y9 e o E897 com o

W1, com a R2 e com a R3.

4.4.4 Resultados finais

Conhecendo as melhores complexos do docking dos novos CPPs desenvolvidos, realizaram-se es-

tudos de dinâmica molecular com os três péptidos mais promissores provenientes cada um das famı́lias

1, 2 e 3. Este estudo permite um conhecimento mais aprofundado da estabilidade dos péptidos, das

interações estabelecidas e dos principais determinantes estruturais envolvidos na interação e estabili-

dade dos péptidos no domı́nio LBD do RA.

O critério aplicado na seleção dos três péptidos com maior potencial (mais promissores) para es-

tudos de dinâmica molecular teve por base o HADDOCK-score, a percentagem de resı́duos do motivo

estrutural do péptido que interagem com o domı́nio LBD do RA, a quantidade de resı́duos da sequência

peptı́dica que interagem, o RMSD, as interações polares estabelecidas entre o péptido e o domı́nio LBD

do RA, a capacidade e a eficiência de internalização celular dos péptidos. Os resultados finais com os

complexos mais promissores, resultantes do estudo de docking efetuado no HADDOCK, apresentam-se

sumarizados nas tabelas 4.6, 4.7 e 4.8 de acordo com as famı́lias 1, 2 e 3, respetivamente.
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Tabela 4.6: Resultados obtidos dos complexos mais promissores do HADDOCK, resultantes do doc-

king dos péptidos da famı́lia 1: % de resı́duos do motivo estrutural do péptido que interagem com o

domı́nio LBD do RA, resı́duos da interface que interagem e os que não interagem (representados a

vermelho), HADDOCK-score, RMSD, probabilidade do péptido ser um bom CPP e a sua eficiência de

internalização celular e os contactos polares estabelecidos.

Péptido

ID
Complexo

%

Interações
Resı́duos HADDOCK RMSD CPP MLCPP

Interações

Polares

Pep58 complex 44w 80 RRKFRLFYKRK -121,8 0,356 0,982 0,568

V713-K11 K720-K11

K720-Y8 D731-R1

D731-R5 E893-K3

E897-R2 E897-K3

E897-F4

Pep44 complex 63w 80 RRRFRLFYKRK -121,0 0,540 0,986 0,544

L712-K11 K720-Y8

E893-W6 E893-R10

E897-R2

Pep57 complex 92w 80 WRIFRLFYKRK -118,0 0,509 0,952 0,544

R726-Y8 Q733-Y8

E897-W1 E897-R2

E897-I3 E902-W1

Pep59 complex 48w 80 RRIFRLFYKRC -114,8 0,417 0,908 0,581

R726-Y8 Q733-Y8

D731-R5 Y739-R1

E893-R2 E897-R1

E897-R2 E897-I3

Pep52 complex 62w 80 RRWFRLFYKRK -113,2 0,598 0,984 0,579

K720-F7 D731-R5

E893-R2 E897-R1

E897-R2

Pep54 complex 33w 80 CRIFRLFYKRK -112,9 0,346 0,906 0,556

V713-K11 K720-Y8

K720-K11 D731-R5

Q733-Y8 E897-C1

E897-R2 E897-I3

E897-F4

Pep43 complex 169w 100 RRIFRRFYKRK -108,7 0,530 0,979 0,595

D731-R1 E893-R6

E897-R1 E897-R2

E897-I3

Pep48 complex 28w 80 RRIFRWFYKRK -105,6 0,593 0,974 0,617

K720-F7 K720-R10

R726-K11 Q733-K11

E893-W6 E897-R1

E897-R2 E897-I3

Pep53 complex 181w 100 RRIFRLFYPRK -101,4 0,568 0,945 0,557

V713-R2 K720-L6

D731-K11 E893-R1

E893-R5 E897-R1

Pep51 complex 59w 100 RRIFRKFYKRK -98,2 0,479 0,974 0,610

D731-R1 E893-K6

E897-R1 E897-R2

E897-I3
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Tabela 4.7: Resultados obtidos dos complexos mais promissores do HADDOCK, resultantes do docking

dos péptidos da famı́lia 2: % de resı́duos do motivo estrutural do péptido que interagem, resı́duos da

interface que interagem e os que não interagem (representados a vermelho), HADDOCK-score, RMSD,

probabilidade do péptido ser um bom CPP e a sua eficiência de internalização celular e os contactos

polares estabelecidos.

Péptido

ID
Complexo

%

Interações
Resı́duos HADDOCK RMSD CPP MLCPP

Interações

Polares

Pep23 complex 119w 100 DRRFRRLYTRS -113,9 0,403 0,887 0,490

K717-S11 K720-Y8

R726-Y8 V730-R5

D731-R5 Q738-D1

E893-R3 E893-R6

E897-R3 E897-F4

Pep26 complex 154w 100 DRAFRRLYKRS -107,0 0,337 0,839 0,450

K720-Y8 K720-S11

D731-R5 Q733-Y8

E893-R6 E897-R2

E897-A3 Q902-D1

Pep33 complex 14w 100 DRAFRRLYTRP -105,6 0,374 0,796 0,455

K720-L7 K720-Y8

R726-Y8 D731-R5

E893-R2 E897-R2

E897-A3

Pep35 complex 44w 80 DRWFRRLYTRS -103,9 0,640 0,828 0,471

K720-L7 K720-S11

R726-Y8 R726-S11

E897-D1 E897-R2

Pep24 complex 68w 100 DRAFRRLYRRS -103,7 0,353 0,878 0,458

K720-Y8 K720-S11

R726-Y8 D731-R5

Q733-Y8 Q738-D1

E893-R6 E897-R2

E897-A3 E897-F4

E902-D1

Pep25 complex 35w 80 DRAFRRLYTRR -103,5 0,388 0,852 0,442

K720-Y8 K720-R11

D731-R5 Q733-Y8

Q738-D1 E893-R2

E897-R2 E897-A3

E902-D1

Pep28 complex 69w 100 DRIFRRLYTRS -100,3 0,717 0,806 0,515

V713-S11 K720-Y8

K720-S11 D731-R5

Q733-Y8 E893-R6

E893-R10 E897-R6

Pep29 complex 65w 80 DRAFRRLYPRS -87,9 0,517 0,786 0,437

K709-R6 K720-L7

E893-R2 E897-D1

E897-R2

Pep32 complex 23w 80 RRAFRRLYTRS -96,0 0,468 0,969 0,432

K720-Y8 K720-S11

D731-R1 Q733-Y8

E897-A3

E897-F4

Pep31 complex 78w 80 DRAFRRLYTRC -90,2 0,387 0,760 0,481

K720-Y8 Q733-Y8

E897-R2 E897-A3

E897-F4
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Tabela 4.8: Resultados obtidos dos complexos mais promissores do HADDOCK, resultantes do docking

dos péptidos da famı́lia 3: % de resı́duos do motivo estrutural do péptido que interagem, resı́duos da

interface que interagem e os que não interagem (representados a vermelho), HADDOCK-score, RMSD,

probabilidade do péptido ser um bom CPP e a sua eficiência de internalização celular e os contactos

polares estabelecidos.

Péptido
ID

Complexo
%

Interações
Resı́duos HADDOCK RMSD CPP MLCPP Interações

Pep20 complex 11w 100 WRAFRRLFYPS -126,7 0,405 0,814 0,562
K720-F8 E897-W1
D731-R5 E897-R3
Q733-Y9 E897-R2

Pep15 complex 48w 100 RRAFRRLFYPS -117,6 0,384 0,884 0,481

K720-L7 K720-F8
R726-Y9 D731-R1
E893-R2 E897-R1
E897-A3 E897-F4
E897-R2

Pep19 complex 2w 80 CRAFRRLFYPS -114,6 0,376 0,731 0,518
K720-F8 K720-L7
E893-R2 E897-R2
E897-A3 E897-F4

Pep9 complex 33w 100 TRAFRRLFYRS -108,0 0,365 0,911 0,480

K720-F8 K720-R10
K720-S11 V730-R5
D731-R5 E893-R6
E897-T1 E897-R2
E897-A3 Q902-T1

Pep3 complex 64w 80 TRRFRRLFYPS -107,7 0,386 0,918 0,479

K720-F8 R726-Y9
D731-R5 E893-R2
E893-R3 E897-T1
E897-R2 E897-R3
E897-F4

Pep10 complex 5w 80 KRAFRRLFYPS -104,4 0,637 0,855 0,450
K720-L7 R726-S11
Q738-K1 E893-R2
E897-K1 E897-R2

Pep17 complex 9w 100 TRWFRRLFYPS -103,4 0,424 0,859 0,594
D731-R5 E897-T1
E897-R2 E897-W3
E897-F4 K717-S11

Pep11 complex 193w 80 TRIFRRLFYPS -99,8 0,624 0,809 0,594
K720-L7 K720-S11
R726-S11 D731-R5
E893-R2 E897-R2

Pep5 complex 36w 80 TRAFRRLFYPR -97,5 0,597 0,935 0,478
K720-L7 K720-F8
D731-R5 E897-T1

Pep13 complex 34w 80 TRAFRRLFYPC -97,4 0,407 0,796 0,500
K709-R2 E893-R2
E897-R2 E897-A3
E897-F1

Com base nos resultados obtidos, de forma a garantir que os novos péptidos são estruturas mais

promissoras em termos de energia de ligação com o domı́nio LBD do RA do que os péptidos que

lhes deram origem, estabeleceu-se um valor limite para o HADDOCK-score de -110. A estratégia

aplicada na seleção dos três péptidos mais promissores de cada famı́lia engloba um compromisso entre

o complexo com: i) melhor HADDOCK-score; ii) maior percentagem de resı́duos do motivo estrutural

do péptido que interagem com o domı́nio LBD do RA; iii) maior quantidade de resı́duos da sequência

peptı́dica que interagem com o RA; iv) menor RMSD; v) boa capacidade e eficiência de internalização

celular.

Relativamente à percentagem de resı́duos do motivo estrutural que interagem, verifica-se que, em
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alguns péptidos, essa percentagem corresponde a 80%. Nesses casos, os resı́duos da posição 5 e 6

da cadeia peptı́dica são os resı́duos do motivo estrutural que não interagem com o domı́nio LBD do RA.

De facto, estes resı́duos não desempenham um papel importante para a interação do RA com péptidos

co-reguladores por se encontrarem expostos ao solvente [20]. Avaliando no seu todo os resı́duos da

sequência peptı́dica que interagem, quanto maior o número de resı́duos a interagir com o domı́nio LBD

do RA, mais favorável será ligação (mais estável). Logo, tendo por base os resultados in silico obtidos,

as estruturas submetidas aos estudos de dinâmica molecular foram o Pep58, o Pep23 e o Pep19 da

famı́lia 1, 2 e 3, respetivamente. Para estes três péptidos, verifica-se um acréscimo de afinidade em

relação aos péptidos iniciais e uma maior capacidade de internalização celular. Além disto, cada um

contempla os três diferentes motivos estruturais estudados o que é relevante para avaliar a influência

destes motivos e as diferentes interações estabelecidas.

4.5 Dinâmica molecular

Como referido no capı́tulo anterior, as simulações de dinâmica molecular foram realizadas com a

finalidade de selecionar, de entre o pep19, o pep23 e o pep58, o péptido com maior afinidade de ligação

para o RA. Estas simulações foram efetuadas utilizando o software GROMACS [89]. As análises das

simulações produzidas incluem a visualização da trajetória, o cálculo do RMSD do complexo e dos

péptidos, do RMSF, do SASA, das ligações de hidrogénio e, ainda, da energia livre de ligação. De notar

que, de forma a visualizar com mais clareza a tendência do comportamento do RMSD (do complexo

e do péptido), do SASA e da energia livre de ligação ao longo do tempo, calculou-se a média móvel

para eliminar o ruı́do dos gráficos e suavizar o movimento das curvas obtidas. No caso do RMSD, do

RMSF e do SASA, a média móvel foi calculada para uma janela com 100 pontos, o que corresponde à

média móvel a cada 2 ns de simulação. Para a energia livre de ligação calculou-se a média móvel para

uma janela com 25 pontos, o que corresponde à média móvel a cada 2,5 ns de simulação. Os gráficos

originais (com ruı́do), sem a aplicação da média móvel, estão disponı́veis no apêndice B.

Posto isto, os resultados in silico obtidos das simulações produzidas apresentam-se descritos nos

capı́tulos seguintes.

4.5.1 RMSD e trajetória

A análise do RMSD permite avaliar a estabilidade e a convergência global dos sistemas estudados

durante a simulação. Através desta análise é possı́vel monitorizar as simulações produzidas. O cálculo

do RMSD foi efetuado para os átomos Cα das estruturas e foi realizada através do GROMACS [89].

Tendo por base a aplicação da média móvel de 2 ns, os resultados do RMSD do complexo e do péptido

ao longo dos 100 ns de simulação apresentam-se nas figuras 4.1 e 4.2, respetivamente.

Com base nos gráficos da figura 4.1, verifica-se que o RMSD dos três complexos encontra-se no

mesmo intervalo de valores (0<RMSD≤0,2 nm). Os resultados obtidos sugerem que os complexos são

estáveis, uma vez que o valor do RMSD não apresenta oscilações acentuadas durante a simulação. Dos

47



0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 20 40 60 80 100

R
M

S
D

 (
n

m
)

Tempo (ns)

1R
2R
3R

(b)

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 20 40 60 80 100

R
M

S
D

 (
n

m
)

Tempo (ns)

1R

2R

3R

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 20 40 60 80 100

R
M

S
D

 (
n

m
)

Tempo (ns)

1R
2R
3R

(a) (c)

Figura 4.1: RMSD dos três complexos calculado em relação aos átomos Cα das estruturas. (a) RMSD
do complexo domı́nio LBD-pep19; (b) RMSD do complexo domı́nio LBD-pep23; (c) RMSD do complexo
domı́nio LBD do RA e pep58.
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Figura 4.2: RMSD dos péptidos calculado em relação aos átomos Cα das estruturas. (a) RMSD do
pep19; (b) RMSD do pep23; (c) RMSD do pep58.

três sistemas analisados, o sistema do pep58 demonstra um maior afastamento entre as três réplicas

e experiencia maiores variações ao longo da dinâmica observadas principalmente na 1ª e 2ª réplica

(Figura 4.1c). O sistema do pep19 revela uma maior proximidade entre a 2ª e 3ª réplica (Figura 4.1a),

enquanto que no sistema do pep23 o comportamento da 1ª e 2ª réplica são mais semelhantes entre

si (Figura 4.1b). Assim, tendo em consideração os gráficos da figura 4.1, os sistemas do pep19 e do

pep23 demonstram ser tendencialmente mais estáveis do que o sistema do pep58. Além disto, verifica-

se, ainda, uma tendência do sistema do pep19 e do pep23 para convergir a partir, aproximadamente,

dos 65 ns. Esta tendência é reprodutı́vel em todas as réplicas. No sistema do pep58 o sistema converge

depois dos 80 ns.

O cálculo do RMSD dos péptidos (Figura 4.2) fornece uma visão global da estabilidade de cada

um individualmente. Face aos resultados obtidos, observa-se que tendencialmente o pep19 apresenta

um comportamento mais estável durante a simulação (Figura 4.2a). Neste péptido não se verificam

variações acentuadas ao longo das três réplicas. Como é possı́vel verificar através dos gráficos da

figura 4.2b e 4.2c, o pep23 e o pep58 sofrem maiores alterações conformacionais ao longo da dinâmica.

Nestes dois péptidos todos os picos verificados apresentam um RMSD<0,4, observando-se que o

pep58 atinge valores superiores de RMSD durante os 100 ns de simulação. No pep23 as oscilações

mais acentuadas são experienciadas apenas na 3ª réplica, enquanto que no pep58 são reprodutı́veis
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em todas as réplicas.

Para uma melhor compreensão do comportamento dos péptidos estudados, complementou-se a

análise do RMSD com a análise da trajetória através PyMOL. Pela análise da trajetória do pep19,

observou-se que este péptido não sofre grandes alterações conformacionais ao longo da simulação

de dinâmica molecular, tal como seria expectável tendo em consideração os valores obtidos do RMSD

(Figura 4.2a). As variações mais significativas ocorridas correspondem a uma maior flexibilidade con-

formacional dos dois últimos resı́duos de aminoácidos da cadeia peptı́dica. A partir dos 95 ns, o pep19

adota uma conformação mais estável e constante na 2ª e 3ª réplica e com menores flutuações dos

últimos resı́duos, enquanto que na 1ª réplica o péptido alcança uma conformação mais estável depois

dos 90 ns de simulação. Em relação ao pep23, no primeiro pico presente entre os 15-35 ns (Figura

4.2b) e no segundo pico verificado entre os 92-96 ns (Figura 4.2b) da 3ª réplica, observa-se pela tra-

jetória uma flutuação dos três últimos resı́duos do péptido, marcada por uma variação mais acentuada

dos dois últimos resı́duos da sequência peptı́dica. Estes resı́duos finais colocam-se numa outra posição

momentaneamente. No intervalo de tempo entre os 40-60 ns (Figura 4.2b), o pep23 experiencia uma

conformação muito semelhante entre a 1ª e 2ª réplica. A partir dos 60 ns até aos 70 ns, o pep23 adota

uma conformação constante e muito próxima entre as três réplicas. Após os 70 ns, o comportamento do

péptido na 1ª réplica afasta-se ligeiramente do das restantes réplicas devido essencialmente aos três

resı́duos finais que experienciam maiores oscilações conformacionais. Na 2ª e 3ª réplica a conformação

do péptido mantêm-se próxima entre si até aos 92 ns. A pose do péptido mais estável e constante ao

longo das três réplicas volta a ocorrer na fase final da simulação, mais particularmente depois dos 96

ns. Relativamente ao pep58, através da inspeção visual realizada, verificou-se que os picos ocorridos

(Figura 4.2c) são igualmente devido a oscilações dos três últimos resı́duos da cadeia peptı́dica, sendo

estas oscilações mais acentuadas nos dois últimos resı́duos. Neste péptido observa-se, ainda, uma

alteração conformacional mais acentuada dos dois primeiros resı́duos da sequência peptı́dica. Este

péptido sofre alterações conformacionais reproduzidas em todas as réplicas até, aproximadamente, os

65 ns. A conformação adotada pelo péptido, após os 65 ns, é próxima entre a 1ª e 2ª réplica.

Em suma, pela análise combinada do RMSD e da trajetória, as oscilações verificadas no pep23 e

no pep58 devem-se essencialmente a variações conformacionais dos resı́duos das extremidades da

sequência de aminoácidos, verificando-se que essas oscilações são mais acentuadas no pep58.

4.5.2 RMSF

O RMSF foi igualmente calculado através do GROMACS e tendo em consideração os átomos Cα

das estruturas. O RMSF é uma análise individual por resı́duo que permite avaliar a flutuação espacial

dos mesmos ao longo da simulação. Assim, através desta análise é possı́vel identificar a região es-

trutural da cadeia peptı́dica que sofreu maiores alterações conformacionais no decorrer dos 100 ns de

simulação e aferir determinadas interações estabelecidas entre o péptido e o domı́nio LBD do RA. A

figura 4.3 apresenta os valores do RMSF dos três sistemas estudados, sendo que os resı́duos 670-918

correspondem ao RA (numeração concordante com a numeração do PDB), enquanto que os resı́duos
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919-929 são relativos ao péptido. Para uma melhor compreensão dos resultados obtidos do RMSF dos

péptidos, realizou-se a média das três réplicas para cada péptido (Figura 4.4).
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Figura 4.3: RMSF dos complexos (recetor-péptido) calculado em relação aos átomos Cα. Resı́duos

do recetor: 670-918; Resı́duos do péptido: 919-929 (a) RMSF do recetor-pep19; (b) RMSF do recetor-

pep23; (c) RMSF do recetor-pep58.
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Figura 4.4: Média das três réplicas do RMSF dos péptidos. (a) Média das três réplicas do RMSF pep19;
(b) Média das três réplicas RMSF do pep23; (c) Média das três réplicas RMSF do pep58.

Tendo em conta os resultados obtidos, verifica-se que os resı́duos do recetor 670-672, 688-695,

723-734, 818-823, 916-918 experienciam maiores flutuações (Figura 4.3a, b e c). Este comportamento

pode ser justificado devido a facto destes resı́duos estarem presentes em regiões do recetor associadas

a zonas de loops, caracterizadas por apresentarem maiores oscilações conformacionais e uma menor

estabilidade associada. Contrariamente, os resı́duos do RA que desempenham um papel importante

para a interação (E897, K720 e a Q733) experienciam menores flutuações. Como é possı́vel visualizar

através dos gráficos da figura 4.3, os resı́duos mencionados encontram-se presentes na base dos picos.

Por isso, uma vez que estes resı́duos apresentam um RMSF reduzido, não apresentam uma grande

flexibilidade conformacional ao longo da dinâmica. Logo, estes resultados obtidos sugerem que os

resı́duos E897, a K720 e a Q733 são mais estáveis, o que pode ser um indicativo de que estabelecem

ligações de hidrogénio no decorrer da simulação e, por isso, são estabilizados por essas mesmas

interações.

Em relação aos péptidos, pela análise do RMSF observa-se que os cinco aminoácidos do motivo

estrutural (resı́duos 922-926) da cadeia peptı́dica são os que apresentam menores flutuações (Figura

4.3 e 4.4). Estes resı́duos encontram-se no patamar dos picos dos resı́duos 919 e 929 do péptido

(Figura 4.3). Logo, a menor flutuação experienciada por estes resı́duos é indicativo de uma maior es-

tabilidade dos mesmos durante a simulação. Este comportamento é verificado para os três péptidos

estudados. Estes resultados sugerem que a região do motivo estrutural do péptido é a região que es-

tabelece mais interações com o RA, uma vez que é a parte estrutural que se encontra mais estável

ao longo da dinâmica. De entre os cinco aminoácidos do motivo estrutural, os resı́duos 922 e 926,

correspondentes aos aminoácidos presentes nas posições 4 e 8 da sequência peptı́dica, revelam um

RMSF inferior aos restantes aminoácidos que constituem o motivo (Figura 4.4). Além disto, em todos

os péptidos verifica-se que os resı́duos que apresentam maiores flutuações são essencialmente os

resı́duos iniciais e os resı́duos finais da cadeia peptı́dica (Figura 4.4). Estas flutuações, experiencia-

das por estes resı́duos, são mais acentuadas no pep23 e no pep58 (Figura 4.3b,c e 4.4b,c). Através

da figura 4.4b, observa-se uma maior flexibilidade conformacional dos três últimos resı́duos (resı́duos

927-929) do pep23, enquanto que pela figura 4.4c verifica-se uma flutuação mais acentuada dos dois

primeiros (resı́duos 919-920) e dos três últimos resı́duos (resı́duos 927-929) do pep58. Este compor-
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tamento sustenta as análises da trajetória e do RMSD dos péptidos descritas anteriormente. De facto,

as oscilações acentuadas verificadas no gráfico do RMSD do pep23 e do pep58 (Figura 4.2b,c) são

devidas a uma maior flexibilidade conformacional dos três últimos resı́duos, no caso do pep23, e dos

dois primeiros e três últimos resı́duos, no caso do pep58. Assim, como seria expectável, estes resı́duos

assumem valores de RMSF superiores.

4.5.3 Área da interface acessı́vel ao solvente

A área da interface acessı́vel ao solvente (SASA) permite estimar a extensão de interação dos

diferentes péptidos com o solvente durante os 100 ns. Este valor foi calculado através do GROMACS

[89]. A abordagem efetuada teve por base a subtração da área acessı́vel ao solvente do péptido com

a proteı́na (complexo) e da área acessı́vel ao solvente do péptido sem a proteı́na. O valor resultante

desta diferença corresponde ao valor do SASA do péptido. Assim, esta análise permite identificar o

péptido, por comparação com os restantes péptidos estudados, com uma maior e/ou menor área de

exposição ao solvente.

Os resultados dos valores do SASA do péptido em interação com o recetor, ao longo dos 100 ns

de simulação, apresentam-se no gráfico da figura 4.5. Este gráfico resulta da média das três réplicas

realizadas para cada péptido.
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Figura 4.5: Área da interface dos péptidos. (a) Área da interface do pep19; (b) Área da interface do
pep23; (c) Área da interface do pep58.

Os resultados obtidos sugerem que o pep19 apresenta uma menor área de exposição ao solvente

em relação ao pep23 e ao pep58, ainda que as diferenças, especialmente entre o pep19 e pep23,

sejam mı́nimas. Importa ainda realçar que o pep23, apresenta, a par do pep19 um valor de SASA

relativamente constante ao longo da simulação, o que sugere a estabilidade dos péptidos ao longo da

DM.
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4.5.4 Ligações de hidrogénio

O cálculo das interações de hidrogénio estabelecidas entre o péptido e o RA é mais uma análise

que permite averiguar a estabilidade dos sistemas estudados. Quanto maior o número de ligações

de hidrogénio estabelecidas entre o domı́nio LBD do recetor e os péptidos, maior tenderá a ser a

estabilidade do complexo. As ligações de hidrogénio foram calculadas utilizando do VMD [92]. O

cálculo destas interações através deste programa permite conhecer os resı́duos envolvidos na ligação

de hidrogénio e a percentagem dessa interação ao longo da dinâmica. Analisaram-se as ligações de

hidrogénio a partir de uma ocupância igual ou superior a 20% e reproduzidas em todas as réplicas.

Posto isto, os resultados obtidos apresentam-se nas tabelas 4.9, 4.10 e 4.11 para o sistema do pep19,

do pep23 e do pep58, respetivamente. Estes valores são resultado da média das três réplicas.

Tabela 4.9: Ligações de hidrogénio estabelecidas entre o domı́nio LBD do RA e o pep19 (CRAFR-
RLFYPS).

Dador Aceitador Ocupância

R2-Main E897-Side 41,72% ± 0,10

A3-Main E897-Side 37,16% ± 0,08

F8-Main K720-Side 27,65% ± 0,04

S11-Side K720-Side 32,81% ± 0,12

R6-Side E893-Side 31,04% ± 0,02

Tabela 4.10: Ligações de hidrogénio estabelecidas entre o o domı́nio LBD do RA e o pep23 (DRRFR-
RLYTRS).

Dador Aceitador Ocupância

R2-Main E897-Side 43,11% ± 0,03

R3-Main E897-Side 44,00% ± 0,02

R5-Side D731-Side 23,96% ± 0,03

S11-Side K720-Side 35,54% ± 0,07

Y8-Main K720-Side 24,53% ± 0,05

Y8-Side Q733-Side 54,97% ± 0,11

Tabela 4.11: Ligações de hidrogénio estabelecidas entre o domı́nio LBD do RA e o pep58 (RRKFRLFY-
KRK).

Dador Aceitador Ocupância

K3-Main E897-Side 34,77% ± 0,05

F4-Main E897-Side 42,85% ± 0,03

Y8-Main K720-Side 24,98% ± 0,03

Y8-Side Q733-Side 63,03% ± 0,01

No pep19, os resı́duos do RA que estabelecem interações de hidrogénio são a K720, o E893 e

o E897. Assim, estes três resı́duos estarão estabilizados por estas interações, não experienciando

grandes oscilações conformacionais ao longo da dinâmica, o que sustenta os seus reduzidos valores
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de RMSF. No caso da K720, a sua cadeia lateral interage com o backbone da F8 (como descrito na

literatura) e com a cadeia lateral da S11. A interação entre as cadeias laterais dos resı́duos S11 e

K720 sugere que a presença da S na posição 11 da sequência peptı́dica é importante para a interação

com este resı́duo-chave do RA (K720). Observa-se, ainda, a interação da cadeia lateral do E897

do recetor com o backbone da R2 e da A3 do pep19. A interação entre o E897 e a A3 do péptido

está concordante com as interações-chave reportadas na literatura e consideradas essenciais para a

interação de péptidos com o RA [17, 22, 94]. A ligação estabelecida entre a R2 e o E897 é uma nova

interação que não está reportada na literatura e que envolve a participação de um aminoácido presente

numa posição da sequência peptı́dica onde ocorreu uma mutação. Isto demonstra que a presença da

R na posição 2 permite uma maior capacidade deste péptido para interagir com o RA. Para além disto,

verifica-se que a cadeia lateral do E893 interage com a cadeia lateral da R6, o que pode sugerir que a

R nesta posição pode contribuir para a estabilidade do péptido e, consequentemente, para uma melhor

interação com o recetor.

O pep23 estabelece um número superior de ligações de hidrogénio com o domı́nio LBD do RA em

relação ao pep19 e ao pep58. No pep23 os resı́duos do recetor envolvidos em interações de hidrogénio

são a K720, o E897, a Q733 e o D731, enquanto que os do péptido são a R2, a R3, a R5, a Y8 e a S11.

A cadeia lateral da S11 e o backbone da Y8 do péptido estabelecem uma ligação de hidrogénio com a

cadeia lateral da K720 do recetor. A interação estabelecida entre a Y8 e a K720 está concordante com

as interações-chave reportadas na literatura [17, 22, 94]. Quer no pep19, quer no pep23 a presença

da serina na posição 11 da sequência peptı́dica parece desempenhar um papel importante, uma vez

que quando a K720 não estabelece interação com a Y8, tendencialmente este resı́duo do recetor é

estabilizado por interação com a S11. Logo, no decorrer da dinâmica, a K720 consegue estabelecer

interações de hidrogénio com a S11 ou com a Y8, o que reforça não só a estabilidade do péptido em

interação com o local ativo do recetor, como também a importância desses dois resı́duos do péptido

para a interação. Para além disto, são ainda estabelecidas ligações de hidrogénio entre a cadeia lateral

do E897 do recetor e o backbone dos resı́duos R2 e R3 do péptido (ocupância ≥ 40%). A ligação da

R3 com o E897 está concordante com a literatura [17, 22, 94]. Tal como no péptido anterior, destaca-se

a interação entre a R2 e o E897. Esta interação apresenta uma % de ocupância relevante e é uma

interação que envolve um aminoácido presente numa posição da sequência peptı́dica onde ocorreu

uma mutação, o que pode contribuir para uma melhor interação deste péptido com o recetor. Com

uma menor ocupância é estabelecida uma ligação de hidrogénio entre a cadeia lateral do D731 e a

cadeia lateral da R5 do péptido (ocupância > 20%). Esta interação não é verificada nos restantes

péptidos estudados. Finalmente, a cadeia lateral da Q733 estabelece uma interação de hidrogénio com

a cadeia lateral da Y8 do péptido, sendo esta ligação concordante com as interações-chave reportadas

na literatura [17, 22, 94]. Esta última revela ser a ligação mais estável (ocupância > 50%) ao longo

dos 100 ns de simulação, o que permite evidenciar a importância da Y na posição 8 da sequência para

uma melhor interação com o recetor. De facto, como descrito na literatura, a presença da Y8 da cadeia

peptı́dica, ao invés da F8, promove uma maior afinidade para o RA [17, 22, 94].

Em relação ao pep58, de acordo com os resultados obtidos, os resı́duos do recetor que participam
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nas interações de hidrogénio são a K720, o E897 e a Q733. Os resı́duos do péptido que estabelecem

ligações de hidrogénio são a K3, a F4 e a Y8. A cadeia lateral da K720 do RA estabelece ligações

de hidrogénio com o backbone da Y8, como reportado na literatura. Contrariamente aos restantes dois

péptidos, no pep58 a interação do aminoácido da posição 11 da sequência peptı́dica com a K720 do RA

ocorre em menos de 20% da simulação. Logo, a presença da serina na posição 11, ao invés da lisina,

parece potenciar a interação do péptido com o recetor, particularmente com o resı́duo-chave K720.

Além disto, como verificado no pep23, no pep58 observa-se igualmente a interação entre a cadeia

lateral da Y8 do péptido e a cadeia lateral da Q733 do recetor. Em ambos os péptidos (pep23 e pep58)

esta interação revela ser a mais estável ao longo da simulação. No caso do pep58, verifica-se que esta

interação ocorre em mais de 60% da simulação. Observa-se que a presença da Y na posição 8, ao

invés da F, não revela um papel significativo para a interação com a K720, uma vez que este resı́duo

do recetor interage com o backbone dos aminoácidos da posição 8. No entanto, para a interação com

a Q733, a presença da Y8 já desempenha um papel relevante. De facto, o grupo hidroxilo presente

na cadeia lateral da Y demonstra acrescentar valor à estabilidade do péptido, uma vez que existe uma

interação muito estável estabelecida no pep23 e no pep58. Por fim, é estabelecida uma ligação de

hidrogénio entre a cadeia lateral do resı́duo E897 e a cadeia principal da K3 e da F4 do pep58. Estas

últimas estão de acordo com as interações descritas na literatura [17, 22, 94].

Em suma, os resultados obtidos permitem concluir que o pep23 é o péptido que estabelece um maior

número de ligações de hidrogénio com o RA. As interações de hidrogénio entre a K720 e o backbone

do aminoácido da posição 8 e a cadeia lateral do aminoácido da posição 11 são verificadas nos pep19

e no pep23. A a presença da serina na posição 11 (pep19 e pep23) demonstra ser mais favorável à

interação do que a lisina nessa mesma posição (pep58). Para além disto, tanto no pep58 como no

pep23 é possı́vel verificar a interação da Y8 com a Q733, enquanto que no pep19 esta interação não

ocorre pela existência de uma F nessa posição. Logo, é possı́vel inferir que a Y na posição 8, ao invés

da F, promove uma maior estabilidade e um acréscimo da afinidade do péptido para o domı́nio LBD do

RA, uma vez que para além da Y8 estabelecer uma ligação de hidrogénio com a K720, este resı́duo

do péptido estabelece simultaneamente uma ligação de hidrogénio com a Q733. Esta última interação

releva ser a mais estável.

4.5.5 Energia livre de ligação

O cálculo da energia livre de ligação permite determinar qual é a energia dos diferentes péptidos

em interação com a proteı́na (i.e., RA). Através desta análise é possı́vel avaliar qual o péptido que

apresenta uma energia mais favorável a interagir e uma maior estabilidade. De um modo geral, quanto

menor for a energia livre de ligação mais estável será o péptido. Os resultados obtidos da energia livre

de ligação dos três sistemas estudados apresentam-se na figura 4.6. Estes resultados resultam da

média das três réplicas efetuadas.
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Figura 4.6: Energia livre de ligação (kJ/mol) do sistema do pep19, do pep23 e do pep58.

De acordo com a figura 4.6 verifica-se que a energia livre de ligação é mais favorável no pep23 do

que no pep19 e no pep58. O valor médio da energia de ligação do sistema do pep19 é igual a -102

kJ/mol ± 21, no sistema do pep23 corresponde a -122 kJ/mol ± 26 e, por fim, no sistema do pep58 é

-80 kJ/mol ± 27. De facto, no pep23 observam-se interações de hidrogénio adicionais que não ocorrem

nos restantes péptidos. Em relação ao pep19, o pep23 estabelece uma ligação de hidrogénio adicional

entre a Y8 e o Q33 e entre o D731 e a R5. Relativamente ao pep58, no pep23 estabelece-se uma

interação de hidrogénio entre a R5 e o D731, a R2 e o E897 e a S11 e o Q733 que não são verificadas

no pep58. O estabelecimento de um maior número de interações entre o pep23 e o domı́nio LBD do

RA sugere uma maior estabilidade do péptido em interação com a proteı́na, o que conduz a uma menor

energia livre de ligação envolvida nessa interação.
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Capı́tulo 5

Conclusões e perspetivas futuras

O objetivo do trabalho proposto consistiu em desenvolver pequenos novos péptidos com uma maior

afinidade de ligação para o RA e simultaneamente com uma melhor capacidade de internalização celu-

lar (CPPs) através da integração de diferentes ferramentas computacionais. Para atingir este objetivo,

utilizou-se como ponto de partida três sequências peptı́dicas (Pep-A, Pep-B e Pep-C) baseadas nos

motivos estruturais FxxLF, FxxLY e FxxFY, que demonstram afinidade para o RA. Partindo do Pep-A, do

Pep-B e do Pep-C foram criadas as famı́lias de novos péptidos 1, 2 e 3, respetivamente.

As sequências dos péptidos Pep-A, Pep-B e do Pep-C foram sujeitas a três mutações, no sentido

de aumentar a permeabilidade dos péptidos ao nı́vel celular. Através do web-server CellPPD foram

desenvolvidos novos CPPs com maior potencial ao nı́vel celular em relação aos péptidos que lhes de-

ram origem. Foram previstas 20 novas sequências a partir das sequências do Pep-A, do Pep-B e do

Pep-C. Os resultados obtidos demonstraram que os péptidos previstos são bons CPPs, sendo que as

sequências peptdı́dicas ricas no aminoácido arginina demonstram uma maior capacidade de penetra-

bilidade através da membrana celular. Das 20 sequências de cada famı́lia, foram selecionadas os 10

péptidos com uma maior eficiência de internalização celular, através do MLCPP. Após a previsão da

estrutura 3D destes péptidos, estas estrutura foram submetidas a estudos de docking no web-server

HADDOCK. Os três melhores péptidos advindos deste estudo foram o pep58 (RRKFRLFYKRK), o

pep23 (DRRFRRLYTRS) e o pep19 (CRAFRRLFYPS) das famı́lias 1, 2 e 3, respetivamente. A es-

tratégia aplicada na seleção destes três péptidos teve por base a conjugação de diferentes parâmetros:

HADDOCK-score, RMSD, contactos polares entre o domı́nio LBD do RA e os péptidos, os resı́duos da

interface que interagem, a probabilidade associada à previsão do péptido ser um bom CPP e à sua

uptake efficiency.

O pep19, o pep23 e o pep58 foram sujeitos a estudos de dinâmica molecular. Face aos resultados

obtidos é possı́vel concluir que as mutações efetuadas nas sequências peptı́dicas não alteraram as

interações reportadas na literatura entre os resı́duos-chave do RA (K720, Q733 e E897) e os resı́duos-

chave do motivo estrutural do péptido. Conclui-se ainda que existe um acréscimo de interações quando

a Y está presente na posição 8 da sequência peptı́dica, ao invés da F, o que está concordante com a

literatura [17, 22, 94]. Quer no pep23, quer no pep58 a contribuição da Y na posição 8 permite esta-
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belecer uma ligação de hidrogénio adicional, em relação à F na mesma posição, bastante estável que

envolve a participação da Q733 do recetor. Para além destas interações, importa mencionar a interação

estabelecida pela R2 da sequência do pep19 e do pep23, e a interação da A3, da R3 e da K3 do pep19,

do pep23 e do pep58, respetivamente. Estas interações apresentam uma ocupância significativa ao

longo da DM e a presença dos aminoácidos das posições 2 e 3 da sequência peptdı́dica parece confe-

rir potencial aos novos péptidos desenvolvidos. Verifica-se que tendencialmente a presença da serina

na posição 11, ao invés da lisina, parece ser mais favorável para a interação dos péptidos com o RA.

De entre os três péptidos, o pep23 é o que estabelece um maior número de interações de hidrogénio

com o domı́nio LDB do RA. A presença das ligações de hidrogénio que envolvem a R5, a S11 e a Y8 do

pep23 demonstram melhorar a capacidade de interação deste péptido com o domı́nio LBD do recetor.

Observa-se, ainda, que este péptido é o que apresenta tendencialmente uma menor energia livre de

ligação ao longo da simulação. Logo, face às análise concretizadas do RMSD, do RMSF, do SASA,

das ligações de hidrogénio e da energia livre de ligação é possı́vel inferir que o pep23 demonstra ser o

péptido mais promissor.

Futuramente, como um método de validação dos resultados in silico, os três péptidos mais promis-

sores resultantes dos estudos computacionais (pep19, pep23 e o pep58) serão sintetizados através do

método de sı́ntese de péptidos em fase sólida (SPPS). Posteriormente, será avaliada a afinidade de

ligação desses péptido para o RA com recurso à técnica denominada por ressonância plasmónica de

superfı́cie (SPR). Assim, é possı́vel estabelecer uma correlação dos resultados computacionais obtidos

com os estudos in vitro. Na figura 5.1 encontra-se um esquema representativo das etapas concretiza-

das no presente trabalho e das perspetivas futuras do trabalho a desenvolver.
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Figura 5.1: Conjunto de etapas desenvolvidas no presente trabalho e perspetivas futuras.

58



Bibliografia
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Apêndice A

Estrutura 3D dos péptidos

A.1 Validação da estrutura dos péptidos (ProSa-web)

Figura A.1: Z-score da estrutura 3D e visualização molecular da energia dos resı́duos dos péptidos
iniciais (Pep-A, Pep-B e Pep-C).

Pep-C:TNAFSRLFYPS Pep-A: RYIFDLFYKRK Pep-B: DSAFSRLYTRS
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Figura A.2: Z-score e visualização molecular da energia dos resı́duos dos novos péptidos da famı́lia 1.

Pep-43:RRIFRRFYKRK Pep-44: RRRFRLFYKRK

Pep-48: RRIFRWFYKRK Pep-51:RRIFRKFYKRK

Pep-52: RRWFRLFYKRK Pep-53: RRIFRLFYPRK

Pep-54:CRIFRLFYKRK Pep-57: WRIFRLFYKRK

Pep-58: RRKFRLFYKRK Pep-59: RRIFRLFYKRC
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Figura A.3: Z-score e visualização molecular da energia dos resı́duos dos novos péptidos da famı́lia 2.

Pep-23:DRRFRRLYTRS Pep-24: DRAFRRLYRRS

Pep-25: DRAFRRLYTRR Pep-26:DRAFRRLYKRS

Pep-28: DRIFRRLYTRS Pep-29: DRAFRRLYPRS

Pep-31:DRAFRRLYTRC Pep-32: RRAFRRLYTRS

Pep-33: DRAFRRLYTRP Pep-35: DRWFRRLYTRS
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Figura A.4: Z-score e visualização molecular da energia dos resı́duos dos novos péptidos da famı́lia 3.
Pep-3:TRRFRRLFYPS Pep-5: TRAFRRLFYPR

Pep-9: TRAFRRLFYRS Pep-10:KRAFRRLFYPS

Pep-11: TRIFRRLFYPS Pep-13: TRAFRRLFYPC

Pep-15:KRAFRRLFYPS Pep-17: TRIFRRLFYPS

Pep-19: TRAFRRLFYPC Pep-20: TRAFRRLFYPC
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A.2 Estruturas 3D finais dos péptidos (I-TASSER e PEP-FOLD)

Figura A.5: Estrutura 3D resultante da previsão do I-TASSER/PEP-FOLD após a previsão do estado de
protonação pelo PDB2PQR dos péptidos da famı́lia 1.
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Figura A.6: Estrutura 3D resultante da previsão do I-TASSER/PEP-FOLD após a previsão do estado de
protonação pelo PDB2PQR dos péptidos da famı́lia 2.
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Figura A.7: Estrutura 3D resultante da previsão do I-TASSER/PEP-FOLD após previsão do estado de
protonação pelo PDB2PQR dos péptidos da famı́lia 3.
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Apêndice B

Dinâmica Molecular

B.1 RMSD dos complexos e dos péptidos
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Figura B.1: Representação do RMSD dos complexos, calculado em relação aos átomos Cα. (a) RMSD
do complexo recetor-pep19; (b) RMSD do complexo recetor-pep23; (c) RMSD do complexo recetor-
pep58.
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Figura B.2: Representação do RMSD dos péptidos, calculado em relação aos átomos Cα.(a) RMSD do
pep19; (b) RMSD do pep23; (c) RMSD do pep58.
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B.2 SASA
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Figura B.3: Área da interface dos péptidos. (a) Área da interface do pep19; (b) Área da interface do

pep23; (c) Área da interface do pep58.

B.3 Energia livre de ligação
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Figura B.4: Energia livre de ligação (kJ/mol) do sistemas. (a) Energia livre de ligação do sistema do
pep19; (b) Energia livre de ligação do sistema do pep23; (b) Energia livre de ligação do sistema do
pep58.
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