TECNICO
LISBOA

Design de novos péptidos dirigidos ao recetor de
androgénio no cancro da mama triplo negativo: uma
abordagem in silico

Ana Catarina Ramos Pires Pedrosa

Dissertagao para obtengédo do Grau de Mestre em

Engenharia Quimica

Orientador(es): Doutora Maria Cristina das Neves Oliveira
Doutor Jodo Domingos Galamba Correia

Juri
Presidente: Prof.Luisa Margarida Dias Ribeiro de Sousa Martins
Orientador: Doutora Maria Cristina das Neves Oliveira
Vogal: Doutora Rita Lourengo Paiva de Melo
Doutora Irina Sousa Moreira

Junho 2022






O trabalho apresentado nesta tese foi realizado no Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas no Cen-
tro de Ciéncias Tecnologias e Nucleares (C2TN) do Campus Tecnolégico e Nuclear (CTN), Instituto
Superior Técnico-Polo de Loures, sob orientacao da Doutora Cristina Oliveira e o Doutor Joao Galamba

Correia.






Agradecimentos

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer a Doutora Cristina Oliveira e ao Doutor Jodo Galamba
Correia pela orientacao cientifica deste trabalho. Pelo apoio prestado, pela constante disponibilidade em
esclarecer as minhas duvidas, pela motivagao e, ainda, por todas as sugestdes que foram essenciais
para o desenvolvimento e conclusado da presente dissertagao.

Os meus sinceros agradecimentos a Doutora Salete Baptista pelo apoio incansavel e fundamental
para a concretizacao deste trabalho. Por toda a paciéncia e disponibilidade que sempre demonstrou,
desde o primeiro dia, para esclarecer todas as minhas dividas. Por todas as sugestbes e revisao
cientifica deste documento. Pela simpatia, amizade, motivacdo e, acima de tudo, por ter tornado toda a
realizacao deste trabalho muito mais facil com a sua ajuda e dedicacao.

Um agradecimento especial a Doutora Rita Melo, cujo apoio foi indispensavel para o desenvolvi-
mento deste trabalho. Agradeco a amizade, a boa disposicao e a permanente disponibilidade para me
ajudar sempre nas minhas duvidas.

Um agradecimento a Doutora Irina Moreira que me possibilitou a realizacao dos estudos de dinamica
molecular.

Quero deixar um agradecimento especial as minhas melhores amigas Ana Franco e Cétia Alcobia
por estarem sempre comigo e por serem um pilar fundamental na minha vida.

Agradeco, ainda, a todos os colegas que conheci no C2TN por terem tornado esta etapa da minha
vida muito mais facil e marcada por bons momentos. Agradeco-lhes pela boa disposigao, por todos os
bons e divertidos momentos que partilhamos juntos e que espero que continuem daqui para a frente.
Sao pessoas das quais nao me irei esquecer.

Por ultimo, um profundo agradecimento a minha familia a quem devo tudo. Aos meu pais, por
todo o amor, pela eterna ajuda ao longo do meu percurso académico e ao longo de toda a minha
vida, por sempre me incentivarem a crescer enquanto pessoa e por sempre das primeiras pessoas a
acreditarem nas minhas capacidades. As minhas irmas, por tudo aquilo que acrescentam a minha vida,
por tornarem todos os momentos melhores e mais divertidos na sua presenga, por serem das pessoas
mais especiais da minha vida e com quem eu posso sempre contar. Aos meus tios e primos, que apesar

de nao estarmos sempre juntos, sei que posso sempre contar e estardao sempre la para mim.



vi



Resumo

O cancro da mama (CM) constitui, a nivel 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 prognostico. Cerca de 25%-35% das células tumorais
deste subtipo expressam recetores de androgénio (RA). Nestes casos, a existéncia de péptidos dirigi-
dos a este recetor representa um enorme potencial para fins de diagndstico e/ou terapéuticos. Neste
contexto, foram desenvolvidos novos péptidos dirigidos ao RA com uma boa capacidade e eficiéncia de
internalizagao ao nivel celular.

Os novos péptidos foram desenvolvidos através do web-server CellPPD e avaliou-se a sua eficiéncia
de internalizagao 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 trés péptidos mais promissores para estudos de dinamica molecular (DM). Considerando os con-
tactos polares, a percentagem de residuos da interface que interagem, o HADDOCK-score, 0 desvio
médio quadratico (RMSD), o CPP-score e a eficiéncia de internalizacao, os trés péptidos mais promis-
sores selecionados foram: o Pep19, o Pep23 e o Pep58. As simulagbes de DM demonstraram que o
péptido que apresenta maior potencial € o pep23 tendo em conta a conjugagao das diferentes analises:
o RMSD, a flutuacao quadratica média (RMSF), as ligacoes de hidrogénio, a energia livre de ligacao e

a area acessivel ao solvente (SASA).

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

dinamica molecular, previsao 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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Capitulo 1

Introducao

No presente capitulo sera abordada a motivacao, o enquadramento e os objetivos do trabalho desen-
volvido. Para além disto, sera, ainda, apresentada uma descricao sumaria do contetdo dos capitulos

que constituem o corpo principal desta dissertacao.

1.1 Motivacao

O cancro da mama triplo negativo (CMTN) é um subtipo de cancro da mama caracterizado pela
auséncia de expressao dos recetores hormonais (recetor de estrogénio e recetor de progesterona) e da
proteina HER2 [1-3]. Estes recetores sao biomarcadores fundamentais ndo so6 para fins de diagndstico
e prognostico, como também para o desenvolvimento de uma estratégia terapéutica mais eficaz [1, 4, 5].
De facto, a auséncia de expressao destes biomarcadores reflete-se em opcoes de tratamento muito
limitadas e pouco eficazes, uma vez que nao permite que os doentes possam beneficiar de uma terapia
dirigida a um alvo molecular. Por conseguinte, esta condi¢ao intrinseca do tumor triplo negativo contribui
para que este subtipo esteja, frequentemente, associado a um pior progndstico [1, 6, 7]. Logo, é de
primordial importancia a descoberta de um potencial marcador clinico 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/RAT), este recetor constitui um potencial alvo molecular para diagnosticar pre-
cocemente a doenga e desenvolver terapias dirigidas, que permitam a implementagao de tratamentos
mais especificos 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 especifica, o
que intensifica a necessidade de desenvolver tratamentos mais promissores [1, 4, 9].

Assim, o ambito de estudo do presente trabalho contempla o design de novas familias de bio-
moléculas, mais especificamente de péptidos, com afinidade para o RA e com uma boa capacidade de
internalizagao celular, recorrendo-se a um conjunto de ferramentas computacionais. Estes péptidos,
quando marcados com radionuclideos com caracteristicas adequadas, poderao desempenhar uma
funcado importante no diagndstico e/ou terapia de tumores triplo-negativos com sobre-expressao do
RA.



1.2 Enquadramento do trabalho

Face a pouca eficacia dos tratamentos existentes, associada a elevada toxicidade e, em muitos ca-
sos, ao desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia as terapéuticas convencionais, as estratégias
mais inovadoras adotadas atualmente no tratamento do cancro incluem agentes terapéuticos dirigi-
dos a alvos moleculares [10]. Esta abordagem permite tratamentos mais individualizados e eficazes
[10, 11]. De facto, a exploragdo de novas moléculas dirigidas a alvos moleculares especificos, sobre-
expressos nas células tumorais, € cada vez mais relevante e, na realidade, o principal desafio passa
pela descoberta de novos farmacos menos toxicos, mais especificos e eficazes do que os atuais agen-
tes de quimioterapia. Nesta perspetiva, a abordagem computacional no processo de investigagao e
desenvolvimento (I&D) de novos farmacos assume um papel muito importante no combate as doengas
oncoldgicas [12, 13]. O elevado custo e tempo associados a este processo tem conduzido a crescente
utilizagao de ferramentas computacionais, que permitem uma redugao dos recursos monetarios, dos
recursos humanos e do tempo despendido [12, 14]. Logo, as metodologias computacionais consti-
tuem um valioso complemento aos métodos experimentais, sendo estes Ultimos indispensaveis para a

validacao dos resultados tedricos advindos dos estudos in silico.

Uma das estratégias terapéuticas 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 existéncia
de biomoléculas, tais como péptidos, com seletividade e afinidade para o RA constitui um enorme
potencial do ponto de vista clinico. Este tipo de biomoléculas podem comportar-se como um vetor
bioldgico, podendo ser utilizados para o transporte de agentes citotoxicos ou radionuclideos para o alvo
molecular. Neste Ultimo caso, a semelhanga do que tem acontecido para outras neoplasias, a marcagao
radioativa de péptidos representa uma abordagem promissora para o desenvolvimento de agentes de

diagnostico e/ou terapéuticos para cancros de mama triplo negativos com sobre-expressao do RA.

O RA é uma proteina que pertence a familia dos recetores nucleares e que no seu estado inativo
se localiza no citoplasma da célula. Este recetor é composto por 3 dominios funcionais principais,
nomeadamente: o dominio N-terminal (NTD), o dominio de ligacao do DNA (DBD) e o dominio de
ligagao do ligando (LBD) [15—17]. Este ultimo € o dominio de interesse primario no presente trabalho,
uma vez que contempla um local de ligagao hidrofébico onde se ligam os péptidos, que desempenham
uma funcao reguladora da atividade de transcri¢cao (co-reguladores). Tendo em consideracdo que o alvo
€ intracelular, os péptidos dirigidos ao RA devem apresentar uma boa capacidade de atravessamento
da membrana celular, de forma a aumentar o seu potencial terapéutico. Os péptidos com habilidade
para translocarem através das membranas celulares sao genericamente designados, em lingua inglesa,

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

Para o design dos novos péptidos foram consideradas sequéncias peptidicas que demonstraram
afinidade para o RA. Como tal, alguns estudos reportados na literatura permitem destacar péptidos
com motivos estruturais especificos, tais como FxxFY e FxxL(Y/F) (x=qualquer aminoacido), capazes de
conferir uma maior seletividade e afinidade para o RA, particularmente para o dominio de ligagao LBD

[19-22]. Estes péptidos apresentam um motivo estrutural conhecido por revelar experimentalmente



afinidade para o recetor em estudo, e, como tal, foram o ponto de partida para a criagdao das novas
familias de péptidos. Neste trabalho, aplicando diferentes ferramentas computacionais, foram previstas
novas sequéncias de CPPs com uma afinidade de ligacao para o RA superior as apresentadas pelos

péptidos ja conhecidos e descritos na literatura.

1.3 Objetivos

O objetivo principal do trabalho proposto é o desenvolvimento de novas familias de péptidos que
apresentem uma maior afinidade de ligacdo para o RA e simultaneamente uma melhor capacidade
de internalizacao ao nivel celular (CPPs), através de uma abordagem computacional multifatorial que
inclui: i) modelos de Machine Learning para a previsao e design dos novos CPPs; ii) previsao da sua
estrutura tridimensional (3D); ii) estudos de docking para identificagao dos péptidos com maior afinidade
de ligagao para o RA; iii) simulagdes de dinamica molecular dos melhores complexos selecionados
através de estudos de docking, de forma a eleger o péptido mais promissor, isto €, com maior afinidade
de ligagéo para o dominio LBD do recetor. Na figura 1.1 encontra-se um esquema representativo das

principais etapas desenvolvidas neste trabalho.
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Figura 1.1: Conjunto de etapas desenvolvidas no presente trabalho.

1.4 Organizacao da dissertacao

Esta dissertacdo encontra-se dividida em 5 capitulos principais. O primeiro capitulo fornece uma
breve introdugéo e contempla os objetivos do trabalho proposto. O segundo capitulo contém uma breve
revisao da literatura inserida na tematica abordada no presente trabalho. O terceiro capitulo integra a
descricao detalhada das metodologias aplicadas. O quarto capitulo inlcui os resultados e a discussao
do trabalho realizado. Finalmente, o quinto capitulo apresenta as conclusdes gerais e perspetivas
futuras deste trabalho.






Capitulo 2

Estado da Arte

2.1 Cancro da mama

Apesar dos avancos clinicos verificados no desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para o
cancro da mama (CM), este carcinoma apresenta ainda elevados indices de mortalidade [23]. Esta
neoplasia € uma das doengas oncoldgicas mais diagnosticada e a principal causa de morte por can-
cro entre as mulheres. No continente europeu € o tipo de cancro mais diagnosticado nas mulheres,
com cerca de 531 mil novos casos estimados em 2020. A escala mundial, nesse mesmo ano, foram
diagnosticados, aproximadamente, 2,3 milhdes de novos casos de CM e registaram-se mais de 680 mil
vitimas mortais do sexo feminino [23].

O CM é uma neoplasia maligna caracterizada pelo crescimento anémalo e descontrolado das
células do tecido mamario, o que conduz a formagao de uma massa designada por tumor primario
[4, 24, 25]. Esta doenga oncoldgica tem origem nas células do tecido mamario iniciando-se, vulgar-
mente, nos lébulos (glandulas produtoras de leite) ou nos ductos (canais que transportam o leite dos
I6bulos) [26]. Esta neoplasia pode, ainda, ser acompanhada pela disseminagao das células tumo-
rais para outros 6rgaos (metastases), conduzindo ao desenvolvimento de tumores secundarios [4]. A
metastizagcdo do CM ocorre, preferencialmente, nos seguintes 6rgaos do corpo humano: nos 0ssos
(30%-60%), no pulmao (21%-32%), no figado (15%-32%) ou no cérebro (4%-10%) [27].

O carcinoma da mama caracteriza-se sobretudo por uma acentuada heterogeneidade clinica, mor-
folégica e molecular. Neste sentido, a sua classificacdo é crucial ndo s6 para o seu estadiamento
e prognostico da doenga, mas também para o desenvolvimento de uma terapia direcionada e, dessa
forma, mais especifica e capaz de promover resultados clinicos mais promissores [4, 28, 29]. Na pratica
clinica atual, a classificagdo mais utilizada tem por base a combinag¢éao de duas abordagens principais:
a classificagao histolégica e a classificagdo molecular [30].

A classificagao de tumores mamarios de acordo com parametros histoldgicos €, ainda, o0 método
mais utilizado atualmente. A classificacao histologica tem por base a observagdo microscépica e a
avaliagao do padrao histoldgico das células tumorais [31]. A diversidade de padrdes histolégicos obser-

vada reflete a heterogeneidade morfoldgica intrinseca do CM. Os carcinomas da mama sao geralmente



tumores epiteliais e podem ser divididos em diversos tipos de acordo com varios 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 (ndo invasiva) ou na forma invasiva (infiltrante) [30].

A classificacao molecular recorre a imunohistoquimica para determinar a presenga ou auséncia 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 proteina Ki67 (marcador de
proliferacao celular) [30]. A avaliacao do status destes biomarcadores é de primordial importancia e tem
vindo a tornar-se uma pratica clinica comum dada a sua relevante utilidade no diagnéstico, na selegao
de terapéuticas seletivas e no progndstico da doenca [32]. Tendo em consideragdo caracteristicas
moleculares e histologicas, 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 reline esta classificagao

e a sua relagao com o valor progndstico.

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

i Luminal A Luminal B HER2 Tripl i
Subtipo umina HER2- HER2: + riplo negativo
. RE+ RP+ HER2- RE+ RP- HER2- RE+ RP-/+ HER2+ RE- RP-HER2+ RE- RP- HER2-
Biomarcadores ) ) : , . .
Ki67 baixo Ki67 elevado Ki67 elevado Ki67 elevado Ki67 elevado
Frequéncia (%) 60-70 10-20 13-15 13-15 10-15
Prognéstico Bom Intermédio Mau Mau
, Ductal invasivo ) .
Ductal Invasivo Lobular invasivo Ductal invasivo
Tipo histolégico Cribriforme (pleiomorfico) Lobular invasivo Ductal invasivo Ductal invasivo
Lobular invasivo P ) . (pleomérfico)
Micropapilar
imiot -
Endocrina Endécrina Endécrina Qumo e@ga
. . . . o . Terapia dirigida . .
Terapia (Tamoxifeno Quimioterapia Quimioterapia (Trastuzumab Quimioterapia
ou Anastrazole) Terapia dirigida .
e Lapatinib)

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 esta, frequentemente, associado a um pior prognostico [6, 7, 34]. O
aparecimento de metastases, particularmente de metastases cerebrais e pulmonares, o elevado risco
de recorréncia e o crescimento acelerado, tornam este cancro biologicamente mais agressivo e mais
resistente a terapia sistémica convencional [5, 6, 34]. Tendo consideracao a natureza agressiva inerente
a este subtipo, o seu tratamento e detecao precoces sao fundamentais para se alcangarem resultados
clinicos mais promissores.

O CMTN apresenta opgoes de tratamento muito limitadas [35, 36]. Uma vez que as células tumorais
deste subtipo ndo expressam nenhuma proteina especifica que possa atuar como alvo terapéutico, ndo
existem presentemente abordagens terapéuticas dirigidas eficazes [1, 5, 7, 36]. Os tratamentos mais
usuais, como a terapia hormonal ou terapias direcionadas a um alvo molecular, ndao sao indicadas nes-

tes casos clinicos [1, 5, 36]. Logo, torna-se imperativo a necessidade de investigar novas abordagens



terapéuticas capazes de contribuir para um desfecho clinico mais promissor.

Face a 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 classificagdo molecular baseada na expressao genética de 587 pacientes diagnos-
ticados com CMTN. Esta classificagdo assenta em 6 subtipos principais de acordo com o seu padréo
molecular: o Luminal com sobre-expresséao 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)
[387]. Cada um destes subtipos apresenta caracteristicas moleculares distintas e diferentes respostas a
quimioterapia convencional [37]. Em 2016, os mesmos autores redefiniram a sua anterior classificagao
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 classificagao molecular revelou-se a divisdo mais consensual
no meio cientifico até a data [4].

O subtipo LAR é caracterizado por apresentar elevados niveis de expressao 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 diferenciagao celular [4, 6, 37]. O tumor do tipo BL1 est4 associado a um
elevado nivel de proliferacao celular, confirmado pela observacao da expressao genémica e imunohis-
toquimica da proteina Ki67. Para além disto, neste subtipo, verificam-se, ainda, mutacdes nos genes
envolvidos no mecanismo de repara¢do do DNA (BRCA1 e BRCAZ2) [6, 37, 39]. Relativamente ao BL2,
verifica-se a elevada presenca de recetores responsaveis por auxiliar os processos de crescimento e
divisao celular, tais como os recetores EGFR, MET e EPAH2 [37, 39].

Utilizando a classificagao assente nos 4 subtipos de CMTN (LAR, M, BL1 e BL2) descrita anterior-
mente, Lehman et al. avaliaram igualmente o risco de desenvolvimento de metéstases e os indicadores
de sobrevivéncia com maior relevancia clinica, nomeadamente a sobrevivéncia global (OS) e a sobre-
vivéncia livre de doenca (RSF) [38]. Este ultimo indicador define o intervalo de tempo em que se verifica
a auséncia de sinais ou sintomas da doencga, enquanto que o indicador OS compreende o periodo de
tempo desde o diagnéstico até a morte do paciente [40, 41]. Os resultados deste estudo demonstraram
gue a sobrevivéncia 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 metastases no pulmao
quando comparado com os restantes subtipos. No subtipo LAR a incidéncia de metastases nos 0ssos

foi significativamente superior em relagao aos restantes [38].

2.2 Recetor de Androgénio

O recetor de androgénio (RA) é uma proteina 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, sao
geralmente denominados pela terminologia CMTN/RA™ [1].

O RA pertence a familia dos recetores nucleares constituida também por outro tipo de recetores,



onde se incluem o recetor de estrogénio, o recetor de progesterona, o recetor de glicocorticoides e
o recetor de mineralocorticéides [15, 17, 44]. A expressao deste recetor € observada em diferen-
tes tecidos do corpo humano, nomeadamente nos 0ssos, cérebro, prostata e no tecido mamario [45].
Quando ativado pelo seu ligando, o RA atua como um fator de transcricdo responséavel pela regulacdo
da expressdo de genes especificos (genes alvo). Dependendo das vias de sinalizacao envolvidas,
este recetor controla a expressao de genes envolvidos em diferentes processos celulares, tais como a
proliferacao, diferenciagao e apoptose celular [15, 46].

Existe um conjunto de pequenas moléculas (ligandos) que interagem com o RA e influenciam a sua
atividade de transcrigao. Esses ligandos podem ser classificados em agonistas (androgénios) ou anta-
gonistas (anti-androgénios) de acordo com a sua capacidade para ativar ou inibir a transcricao do gene
alvo, respetivamente (Figura 2.1) [17, 47]. Os principais agonistas sao a testosterona e a dihidrotestos-
terona (DHT). Esta Ultima resulta da conversao da testosterona, por acdo da enzima 5a-redutase, na
sua forma biologicamente mais ativa [17, 44]. O ligando DHT apresenta o dobro da afinidade para o RA
e uma taxa de dissociagao cerca de 5 vezes menor comparativamente a testosterona [17]. Os antago-
nistas do RA inibem a acao dos androgénios (inibicado competitiva) e podem ser esterdides, incluindo a

oxandrolona e a espironolactona, ou ndo esteroides, tais como a flutamida e a bicalutamida [17].
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Figura 2.1: Agonistas e antagonistas (esterodides e nao esteroides) do RA.

Na auséncia do ligando, o RA localiza-se no citoplasma numa conformagao inativa ligado a proteinas
heat-shock (proteinas de chogue térmico) responsaveis por estabilizar o recetor na sua forma apo (sem
ligando) [15-17]. Ap6s a ligagao do ligando, o recetor adquire uma conformagao ativa e dissocia-se das
proteinas heat-shock [16, 44]. O complexo ativado dimeriza e, posteriormente, desloca-se para o nicleo
celular, onde se da inicio a atividade de transcricdo dos genes alvo [5, 48]. No nlcleo, o complexo de
transcricao liga-se a sequéncias especificas do DNA e induz o recrutamento de co-reguladores, que

auxiliam no processo de transcricao [5, 48]. Na figura 2.2 esta representado o mecanismo celular



subjacente a atividade de transcrigao do RA.
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Figura 2.2: Representacdo do mecanismo de transcricdo do RA. Abreviaturas: Hsp-Proteinas heat-

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

2.2.1 Caracteristicas estruturais

O RA é uma proteina composta por 919 aminoacidos com uma massa molecular de, aproximada-
mente, 110 kDa [15-17]. O gene que codifica este recetor encontra-se localizado no cromossoma X
(Xg11-12) e é constituido por 2757 nucledtidos, incluindo 8 exdes intercalados por intrdes [15, 17, 49].

Do ponto de vista estrutural, o RA, a semelhanga de outros recetores nucleares, € composto por
3 dominios funcionais principais (Figura 2.3), nomeadamente: o dominio N-terminal (NTD, residuos
1-555), o dominio de ligacao do DNA (DBD, residuos 555-623) e o dominio de ligagao do ligando (LBD,
residuos 665-919), presente na regidao C-terminal [15-17]. Os dominios DBD e LBD estao interligados
através de uma regiao flexivel (hinge, residuos 623-665) [17, 44].

O dominio NTD destaca-se, dentro da familia dos recetores nucleares, por ser o dominio menos
conservado (mais variavel) quer no tamanho, quer na sua sequéncia [44, 50, 51]. E constituido pela
regido AF-1 (residuos 142-485), responsavel pela regulacdo da atividade de transcricdo genética e
indispenséavel para a atividade do recetor [44]. Uma vez que o dominio N-terminal apresenta uma es-
trutura terciaria altamente desordenada, a obtencéo da sua estrutura cristalina, com recurso a técnicas
de cristalografia de raios-X ou espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), tem sido de-
safiante [17, 50, 52].
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Figura 2.3: Estrutura esquematica dos trés principais dominios funcionais do RA. Adaptado de [17].

O dominio DBD do RA apresenta uma natureza altamente conservada relativamente aos restantes
recetores nucleares [17, 44]. Este dominio € constituido por dois “zinc fingers” compostos por quatro
residuos de cisteina ligados a um ido zinco central [17]. No primeiro "zinc finger” existe uma zona
responsavel pelo reconhecimento da sequéncia especifica do DNA, designada por P-box, enquanto
que no segundo “zinc finger” encontra-se uma regiao envolvida no processo de dimerizagao do recetor,

denominada por D-box [17, 50].

No local que interliga os dominios DBD e LBD (hinge) encontra-se presente um sinal de localizagao
nuclear responsavel por direcionar o RA do citoplasma para o nucleo celular [16, 17]. Neste contexto,
estudos realizados demonstraram que a ligagao do ligando (i.e., do androgénio) ao recetor induz a
ativacao do sinal de localizagao nuclear, promovendo o transporte do complexo ligando-recetor para o

nucleo da célula [17].

Por fim, o dominio LBD é constituido por 3 regides principais: o local de ligacdo do ligando (LBP),
a regiao de ativacao 2 (AF-2) e a fungdo de ligacdo 3 (BF-3). A estrutura cristalina deste dominio foi
pela primeira vez obtida no ano 2000, tendo sido identificadas 11 hélices-a (H1, H3-H12) e 2 folhas-
antiparalelas (Figura 2.4A) [17, 53]. Ao contrario dos restantes recetores nucleares, a hélice-a H2 nao
faz parte da estrutura do RA [17]. Assim, no lugar ocupado por esta hélice, existe um ligamento flexivel

que interliga as hélices H1 e H3 [17].

A regido LBP ¢ formada pelas hélices H3, H5 e H11 e é nesta regido do recetor que ocorre a
ligacao do ligando (agonista ou antagonista) [17]. O dominio AF-2 é a regiao do RA responsavel pela
interacdo com co-reguladores, que desempenham uma fungao importante na regulagao do processo
de transcrigao genética [17, 50]. Estruturalmente, a regido AF-2 é formada pelas hélices-o H3, H4, H5
e H12 (Figura 2.4B), sendo esta ultima fundamental para a atividade de transcricdo do RA [17, 54]. A
hélice H12 sofre alteragdes conformacionais desencadeadas pela ligagao do agonista ou antagonista
ao recetor [54]. Por um lado, apds a ligagao do agonista, a hélice H12 reposiciona-se de forma a criar

um local de ligacao hidrofébico, juntamente com as hélices H4, H5 e H3, onde se irdo ligar pequenos
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Figura 2.4: Dominio de ligagao do ligando (LBD) do RA. (A) Estrutura cristalina do dominio LBD do RA
(PDB ID: 40EZ). (B) Regiao AF-2 representada a azul (H12), rosa (H4/5) e a vermelho (H3). A cor de
laranja esta 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 espaco ocupado pelo ligando no LBP é superior. Assim,
a expansao do local ativo LBP induz um rearranjo da H12 que impede a ligagao de co-reguladores no
local de ligagdo AF-2, inibindo, por conseguinte, a atividade de transcrigdo do RA [54]. Finalmente, no
que concerne ao dominio BF-3, este local desempenha um papel importante na regulagcao da atividade
do dominio AF-2 [17, 50]. A regidao BF-3 é igualmente formada por um local de ligacédo hidrofébico e a
ligacdo de pequenas moléculas a este regido do recetor pode comprometer a interagdo do AF-2 com
0s co-reguladores [17, 54, 55].

Atualmente, ainda nao existem informagdes robustas sobre a estrutura cristalina completa do RA
[53]. No entanto, no presente trabalho, apenas o dominio LBD é o dominio de interesse primario, par-
ticularmente a regiao AF-2, uma vez que é neste local do recetor que ocorre a interacao 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 transcricao
ligam-se, preferencialmente, a péptidos co-ativadores que contenham na sua sequéncia peptidica um
motivo estrutural composto por 5 aminoacidos, nomeadamente o motivo 'LxxLL% (x= qualquer outro
amino&cido) [17, 50]. No caso particular do RA, estudos de phage display demonstraram que péptidos
que contenham no seu motivo estrutural (formado por 5 aminoacidos) a combinagao dos seguintes
aminoécidos, revelam uma elevada capacidade de ligacdo ao RA, nomeadamente: i) aminoacidos hi-

drofébicos de carater aromatico como a fenilalanina (F) na posigao +1 do motivo e como a fenilalanina
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ou a tirosina (Y) na posigao +5 do motivo; ii) aminoacidos hidrofébicos como a leucina (L) ou a fenilala-
nina na posicao +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-a com uma interface hi-
drofébica composta pelos grupos hidrofdbicos das posi¢oes +1, +4 e +5 do motivo estrutural (' FxxLF®),
possibilitando a ligacdo ao local hidrofébico da regiao 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 amino4cidos que constituem estes motivos estruturais (" FxxLF>,
TFxxFY®, "FxxLY®), os amino&cidos presentes nas posi¢oes +1 e +5 sdo fundamentais para a interacdo
com o RA, enquanto que a posicao +4 é menos envolvida na interagdo do complexo (Figura 2.5B)
[20, 22]. Além disto, os dois aminoacidos representados pela letra X, por se encontrarem mais expos-

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

No local de ligagao hidrofébico da regiao AF-2 do RA existem dois residuos de aminoacidos fun-
damentais (residuos-chave) para a interagcdo 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 interagoes eletroestaticas com o atomo de azoto do backbone da F+1
e com o aminoacido presente na posigao -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 interagao entre o RA e o péptido co-regulador [22].

Figura 2.5: Estrutura cristalina do dominio LBD do RA a interagir com o péptido (azul claro) com motivo
FxxLF (PDB ID: 1T7R). (A) Regido AF-2 (local de ligagao hidrofébico) formada pelas hélices-a H3, H4,
H5 e H12. (B) Interface de interagéo entre o péptido com motivo FxxLF (azul claro) e os residuos-chave

para a interacao K720 e E897 .
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Os motivos mencionados (FxxLF, FxxFY e FxxLY) apresentam caracteristicas hidrofébicas que fa-
vorecem e promovem a interagdo com o RA [17]. No entanto, apesar deste recetor apresentar uma
elevada afinidade para péptidos que contenham na sua sequéncia peptidica estes motivos estruturais,
a presenca da tirosina na posi¢éo +5 do motivo, ao invés da fenilalanina, contribui para o acréscimo da
afinidade destes péptidos para o RA [22]. Neste sentido, o residuo Q733 do recetor assume um papel
fundamental para a interagao de péptidos com motivo FxxxY com o dominio LBD do RA. A cadeia lateral
da Q733 reorganiza-se de forma a expor o0 atomo de azoto ao grupo hidroxilo, promovendo a formagao
de uma ligacao de hidrogénio adicional entre o grupo OH da tirosina e o 4&tomo de azoto da Q733 do
recetor (Figura 2.6B) [22]. Esta caracteristica confere ao RA uma maior afinidade para péptidos cons-
tituidos por uma Y na posicao +5 do motivo estrutural, como é o caso dos motivos estruturais FxxFY e
FxxLY [22, 57].

Figura 2.6: Representacdo dos contactos polares estabelecidos entre o motivo dos péptidos (branco)
e os residuos-chave K720, E897 e Q733 (azul) do RA. A) Interagdes polares entre a K720 e 0 E897 e
o motivo FxxLF do péptido (PDB ID: 1T7R). B) Interagbes polares entre a K720, 0 E897 e 2 Q733 e 0
motivo FxxLY do péptido (PDB ID: 40EZ).

No que diz respeito aos péptidos com o motivo estrutural LXXLL, ndo se estabelece interagdo com
o residuo E897, mas apenas com a K720. Este facto, conduz a diminuicdo dos contactos polares esta-
belecidos entre o péptido e o local de ligagao hidrofébico da regiao AF-2. Deste modo, este decréscimo
das interagdes estabelecidas permite justificar a reduzida preferéncia que o RA apresenta para péptidos
com motivo LXXLL [17, 20].

2.3 Péptidos: principais aplicacoes biomédicas

Ao longo dos anos tem se verificado uma crescente utilizacdo de péptidos na area da biomedi-
cina, enquanto potenciais agentes terapéuticos e de diagndstico [58]. A utilizagao de péptidos oferece
inimeras vantagens, incluindo: elevada seletividade e afinidade, biocompatibilidade, baixo custo e re-
duzida toxicidade [58, 59]. Estas biomoléculas estdo envolvidas num alargado espetro de aplicacdes

terapéuticas, destacando-se a sua exploragdo como: i) péptidos CPPs, podendo ser utilizados como
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vetores para o transporte de farmacos e/ou nanoparticulas para o meio intracelular; ii) farmacos apli-
cados em terapias-alvo; iii) promissores agentes de imagem e/ou terapia, quando marcados com ra-
dionuclideos, revelando uma enorme utilidade na area da medicina nuclear [58, 60, 61]. Eis alguns
exemplos representativos de péptidos utilizados como farmacos aprovados pela FDA (Food and Drug
Administration): o Ozempic® (semaglutida) indicado para o tratamento da diabetes, o OctreoScan® uti-
lizado para o diagnéstico de tumores neuroenddcrinos e, por ultimo, o Lutathera ®, um radiofarmaco
indicado para o tratamento de tumores neuroendécrinos gastro-enteropancreaticos nao operaveis ou

metastaticos [62, 63].
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Figura 2.7: Exemplos das aplicagdes de péptidos na area da biomedicina. (1) Utilizacdo de péptidos em
terapias-alvo. (2) Exploragao de péptidos marcados com radionuclideos, enquanto potenciais agentes
de diagndstico e/ou terapia.

A exploracao de péptidos CPPs constitui uma promissora abordagem enquanto potenciais agentes
de diagndstico e/ou terapéuticos [64]. Estes péptidos, devido as sua caracteristicas fisico-quimicas,
conseguem penetrar a membrana das células, apresentando uma boa capacidade de internalizagéo
celular. Quando conjugados com farmacos, nanoparticulas ou radionuclideos, os CPPs permitem a
entrada destas moléculas para o meio intracelular. A presenca de determinadas propriedades fisico-
quimicas contribui para uma melhor capacidade dos péptidos atravessarem a membrana celular. De
facto, péptidos anfipaticos e péptidos ricos em aminoacidos carregados positivamente, tais como a ar-
ginina, revelam uma boa capacidade de internalizagao celular devido as fortes interagoes eletrostaticas
estabelecidas com a membrana das células, carregada negativamente [18, 64].

Existem alguns servidores disponiveis 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 ndo sé prever a capacidade de internalizagcdo celular dos péptidos, como
também criar novos e melhores CPPs do que os péptidos originais [65, 66]. Ao submeter a estrutura
primaria do péptido, o web-server CellPPD origina todas as suas possiveis sequéncias mutantes, de
forma a torna-lo um bom CPP. Além disto, esta ferramenta computacional permite, ainda, prever algu-
mas das propriedades fisico-quimicas mais relevantes, nomeadamente a hidrofobicidade, a carga e a
massa molecular dos péptidos [65].
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2.4 Métodos in silico

O avanco tecnolégico verificado ao longo dos ultimos anos tem sido acompanhado pela utilizagao
crescente dos métodos computacionais, destacando-se a sua enorme aplicabilidade na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos (CADD, Computer Aided Drug Design) [13, 14, 67]. Esta nova
abordagem de investigacdo e desenvolvimento (I&D) constitui uma ferramenta bastante promissora
e um valioso complemento aos métodos experimentais, sendo estes Ultimos indispensaveis para a
validagdo das abordagens teéricas computacionais [14, 67]. Através de simulagbes computacionais
€ possivel prever as interagbes que ocorrem entre moléculas, simular e compreender a dinamica e a

natureza de inimeros processos bioquimicos [13].

A introducédo de um novo farmaco 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 milhdes-1,6 bilibes de euros, sendo que, apro-
ximadamente, 75% dos custos envolvidos correspondem a erros ocorridos aquando deste processo
[12, 13]. Neste sentido, a integracdo de metodologias mais eficientes e economicamente mais rentaveis
tém despertado o interesse na industria farmacéutica, nomeadamente os métodos CADD [12]. Es-
tes métodos computacionais assumem um papel de primordial importancia e a sua utilizagao oferece
inimeras vantagens, entre elas: a diminuigao dos erros ocorridos e uma redugao dos custos e do tempo
despendido associados a I&D de novos farmacos [12—14].

As metodologias CADD sao 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 nimero de compostos e aferir o seu efeito na atividade bioldégica de um
determinado alvo molecular [12, 67, 68]. Dessa forma, é possivel identificar os compostos mais promis-
sores (hits), de entre um elevado niumero de possiveis candidatos [68]. Apesar disto, este screening
experimental envolve custos elevados e requer uma enorme quantidade de alvos e ligandos que, fre-
quentemente, podem nao estar disponiveis [68]. Logo, com recurso aos métodos in silico & possivel
otimizar este processo e reduzir 0 nimero de compostos testados experimentalmente, conduzindo a
um processo de descoberta de novas moléculas terapéuticas mais rapido e eficiente [12, 67].

Os métodos CADD podem ser classificados em dois tipos de abordagens computacionais, nomea-
damente: o design de farmacos baseado na estrutura do alvo molecular (SBDD, structure-based drug
design) e o design de farmacos 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 ndo é conhecida
e a sua previsdo nao é concretizavel [12, 14]. Este método in silico parte de um conjunto de ligandos,
ja conhecidos do alvo molecular de interesse, para identificar as propriedades fisico-quimicas mais
relevantes e necessarias para a interagao, permitindo o design de novas moléculas dirigidas ao alvo
molecular [13, 14]. O método LBDD recorre a duas abordagens principais: modelos farmacoféricos e

relagcdes quantitativas entre estrutura e atividade (QSAR).

Os modelos farmacoféricos utilizam as caracteristicas estruturais dos ligandos, conhecidos de um
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determinado alvo e que partilham o mesmo local de ligagao, para definir os requisitos estruturais ne-
cessarios que uma determinada molécula devera apresentar para ligar-se ao alvo molecular [14, 69].
As relagbes quantitativas entre estrutura e atividade (QSAR) sdo utilizadas a fim de encontrar uma
correlacdo entre as caracteristicas estruturais de um conjunto de ligandos e a sua atividade biolégica
[14, 67]. Neste sentido, segundo esta abordagem, moléculas com caracteristicas estruturais idénticas
apresentam atividades biologicas semelhantes [12].

Por outro lado, a aplicacdo do método SBDD pressupde 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 ndo seja conhecida por
nenhuma destas técnicas, é possivel através de estudos de homologia e outros métodos explicados
seguidamente, prever a estrutura [69]. As estruturas 3D séo, frequentemente, encontradas numa base
de dados de proteinas, designada por PDB (Protein Data Bank) [70]. Nesta base de dados encontram-
se depositadas as estruturas 3D de diversas biomoléculas (na sua maioria proteinas) determinadas com
recurso a técnicas experimentais como as anteriores mencionadas [70]. Assim, conhecendo a estrutura
3D do alvo é possivel prever as interacoes de diferentes potenciais ligandos com o alvo em estudo, bem
como os locais de ligacdo mais provaveis e, dessa forma, selecionar os ligandos mais promissores [13].
Os principais métodos computacionais utilizados pela abordagem SBDD séo: simulagbées de dinamica

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

2.4.1 Dinamica molecular

Com recurso a estudos de dinamica molecular (DM) é possivel simular o comportamento dinamico
de um conjunto de moléculas recorrendo a mecéanica newtoniana classica e a utilizacdo de campos de
forca [14, 67]. Esta ferramenta computacional permite prever a escala atomica o comportamento de
sistemas dinamicos, tais como proteinas e outras biomoléculas, ao longo do tempo, mimetizando de
uma forma simplificada o comportamento in vivo das mesmas [71].

A aplicacao de um campo de forcas permite descrever as interagdes entre os atomos, isto é, per-
mite estimar as forgcas que atuam nos atomos do sistema e, dessa forma, é possivel a previsdo do
movimento/trajetéria das moléculas, ao longo do tempo, tendo por base a aplicagao da equagao de
movimento de Newton (22 Lei de Newton), descrita na equacao 2.1 [14, 67, 71]. Entre os simuladores
mais utilizados para a realizagdo dos estudos de DM estdo: CHARMM, AMBER e GROMACS [67, 69].

Nesta equagao, i representa cada atomo do sistema, sendo m; a massa atémica, a; a aceleragao e
F; a forga que atua sobre cada atomo.

As simulagoes de dinamica molecular apresentam um vasto conjunto de aplicagdes, destacando-
se: o0 estudo da estabilidade e flexibilidade das biomoléculas, analise da resposta do sistema a uma
determinada perturbacao, identificagdo do local de ligagao dos ligandos, compreensao das alteragoes

conformacionais e dos mecanismos de agao de um determinado farmaco [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 ligagdo que uma molécula (ligando) apresenta em relagao a um alvo macromolecular (recetor
ou enzima) [13, 14, 72]. A utilizagao desta ferramenta computacional possibilita o estudo das interagdes
intermoleculares e a previsédo da orientacdo e conformagao mais promissoras de um ligando no local
de ligacao do recetor [12, 14]. Assim, entre um elevado conjunto de moléculas, € possivel selecionar
os ligandos que apresentam maior afinidade para um determinado alvo e que serdo sujeitos a estudos
in vitro [12].

Os métodos de docking podem ser divididos em trés tipos: o rigido, o semi-flexivel e o flexivel
[14]. O docking rigido pressupOe a rigidez das moléculas envolvidas na interagao (ligando e o alvo
molecular). O docking semi-flexivel considera a estrutura macromolecular (alvo molecular) um corpo
rigido, enquanto que a estrutura do ligando apresenta flexibilidade, sofrendo altera¢des conformacionais
aquando do docking. Por Ultimo, no docking flexivel, o ligando e o alvo comportam-se como estruturas
flexiveis, permitindo uma previsdo do comportamento molecular mais exata [14].

Existem diferentes programas que permitem realizar estudos de docking molecular, nomeadamente:
o HADDOCK, o AutoDock Vina e o0 GOLD [69]. Os algoritmos de pesquisa (search-algorithms) destes
programas analisam recursivamente diferentes conformagdes do ligando, até que seja alcangada a
conformagao de menor energia (mais estavel) [72]. De forma a que a previsdao da conformacao seja
a mais correta, antes de efetuar os estudos de docking, é necessario ter em consideragdo o estado
de protonacgao dos residuos de aminoacidos das cadeias laterais. Isto deve-se ao facto de diferentes
estados de protonacao promoverem diferentes interacoes entre o ligando e a proteina, o que ira refletir-
se em diferentes poses do ligando [12]. A afinidade de ligagado 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
ligacao energeticamente mais favoravel sera o da pose cujo score é o mais reduzido [12].

Em relagdo 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 formacao do complexo ligando-alvo, alteragdes conforma-
cionais nao sé 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 sao introduzidos sob a forma de residuos ativos e passivos. Os residuos
ativos sao aqueles que se encontram diretamente envolvidos na interagao entre as moléculas do com-
plexo, enquanto que os residuos passivos sao os residuos vizinhos dos residuos ativos e com uma
participacdo menos importante para a interacado [73]. Estes residuos sdo os parametros de input uti-
lizados no HADDOCK e sao convertidos posteriormente em restricdes de interacdes ambiguas (AIRs,
Ambiguous Interaction Restraints) [73].

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

estagios no decorrer dos quais, ocorre, sucessivamente, um aumento da flexibilidade do complexo alvo-
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ligando. No primeiro estagio (it0), ambas as moléculas envolvidas na interagao sao consideradas corpos
rigidos e, nesse sentido, apenas movimentos de translagao e rotacdo em torno do seu centro de massa
sdo possiveis, de forma a otimizar as interagdes intermoleculares e promover o encaixe do ligando
[74, 75]. No segundo estéagio (it1), a cadeia lateral e o backbone dos residuos pertencentes a interface
de interagao apresentam um comportamento flexivel [75]. No Ultimo estagio de docking (itw), a adicao
de solvente (agua) e curtas simulacoes de DM caracterizam este estagio [74, 75]. Apds o docking,
as estruturas sao agrupadas em diferentes clusters, de acordo com o seu HADDOCK-score [73]. O
HADDOCK-score resulta do somatoério dos seguintes termos energéticos: energia intermolecular de
Van der Walls (Evdw), energia eletroestatica (Eelec), energia de dessolvatagao (Edesolv) e a area nao
acessivel ao solvente (BSA) [73]. As equacdes do HADDOCK que sustentam as diferentes fases (it0,

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

Haddock — score(it0) = 0,01FE g + 1,0Eciec + 1,0E4es0r + 0,01 E; — 0,01BSA (2.2)
Haddock — score(itl) = 1,0E,qu + 1,0F¢ec + 1,0F es01 + 0,1E; — 0,01BSA (2.3)
Haddock — score(itw) = 1,0Eyqy + 0,2FE¢icc + 1,0Egesor + 0, 1 Eq (2.4)

Como qualquer outro método, o docking molecular apresenta as suas limitagbes. Os principais
desafios enfrentados por este método sdo os seguintes: os efeitos do solvente, os efeitos dos estados
de protonagao dos residuos envolvidos na interagao, os efeitos entrépicos e a flexibilidade do recetor
[72].

2.4.3 Previsao da estrutura de proteinas

Como referido anteriormente, a estrutura 3D de proteinas 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 limitacoes, entre elas: o elevado tempo asso-
ciado e/ou os elevados custos envolvidos [76]. Desta forma, estas limitagoes incentivam a crescente
utilizacao de metodologias computacionais capazes de prever a estrutura 3D de péptidos e proteinas a
partir da sua estrutura primaria (i.e., da sua sequéncia de aminoacidos) [77, 78]. Quando a estrutura 3D
destas biomoléculas nao é conhecida, existem métodos in silico (modelos tedricos) através dos quais é
possivel prever a sua estrutura, nomeadamente: i) modelagao por homologia; ii) threading; iii) ab initio
folding [12].

A modelagao por homologia visa prever a estrutura de uma sequéncia alvo de interesse através do
conhecimento da estrutura 3D de uma sequéncia de aminoacidos semelhante (sequéncia homdloga)
a sequéncia cuja estrutura se pretende determinar [12]. A sequéncia com estrutura desconhecida é
comparada com diversas sequéncias de proteinas com estruturas conhecidas, depositadas no PDB.

Este método considera que, durante a evolugao, a estrutura das proteinas mantém-se mais conservada
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(menos variavel) do que a sequéncia de aminoacidos. Assim, quando duas sequéncias apresentam
um elevado grau de semelhanga entre si, as suas estruturas sdo igualmente idénticas [79]. O método
threading baseia-se no alinhamento da sequéncia de interesse (com estrutura desconhecida) com es-
truturas modelo existentes em bases de dados [80]. A sequéncia de interesse é colocada em diferentes
posicdes estruturais da estrutura modelo. Os modelos com as estruturas previstas sdo avaliados tendo
em conta um score [12]. Finalmente, o método ab initio é considerado o método de previsao da estrutura
de proteinas mais desafiante [12]. Contrariamente aos restantes métodos mencionados, este método
recorre apenas a informagao da estrutura primaria, nao sendo utilizados estruturas modelo presentes
em bases de dados. Através do conhecimento da sequéncia de interesse sao exploradas diferentes
conformagoes estruturais, até que seja alcangada a estrutura com o minimo de energia (conformacao
da estrutura nativa da proteina) [12, 80, 81].

Existem ferramentas computacionais disponiveis on-line com o objetivo de determinar a estrutura
3D das sequéncias de aminodcidos, entre elas: o I-TASSER [78] e o PEP-FOLD [82].

O web-server I-TASSER é uma ferramenta computacional que permite prever nao sé a estrutura
3D de proteinas e péptidos, como também a sua funcao bioldgica [83]. A metodologia aplicada neste
web-server assenta em 4 etapas principais. Na primeira etapa, denominada por threading, ocorre a
identificagao das estruturas modelo, presentes no PDB, através do meta-servidor LOMETS [80, 83]. A
qualidade do alinhamento entre os diferentes modelos com a sequéncia 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 secgdes da estrutura das proteinas modelo com melhor alinhamento sao utilizadas
para construir a estrutura 3D. Em relagdo as secgdes que ndo apresentam um bom alinhamento, a
sua estrutura é construida com recurso ao método ab initio [83]. A terceira etapa, tem como objetivo
refinar as estruturas construidas anteriormente e visa eliminar os efeitos estereoquimicos presentes
[83] . Finalmente, na quarta e Ultima etapa, com o objetivo de deduzir a fungao da proteina com a
estrutura 3D prevista, os diferentes modelos obtidos sdo comparados com as estruturas existentes no
PDB e cuja funcao é conhecida [83].

O PEP-FOLD é um web-server mais rapido do que o I-TASSER e pode ser utilizado com elevado
grau de confianca para prever a estrutura 3D de sequéncias compostas por 9-25 aminoacidos. Este
web-server recorre a uma abordagem de novo e utiliza um alfabeto estrutural composto por 27 letras

para descrever a conformacao de quatro residuos consecutivos da cadeia peptidica [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 ligagao do recetor [84]. Assim, conhecendo a geometria e as propriedades
fisico-quimicas do local de ligacao é possivel determinar as restricbes da forma e as interagcdes nao
covalentes estabelecidas com um determinado ligando. Através da aplicagdo de métodos de docking

de diferentes grupos funcionais no local ativo do recetor é possivel prever a conformagao e orientagao
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energeticamente mais favoraveis. Os grupos funcionais, cuja ligacao ao local ativo nao é energetica-

mente favoravel, sao excluidos [84].
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Capitulo 3

Métodos computacionais

3.1 Estrutura primaria dos péptidos iniciais

Com a finalidade de criar familias de novos péptidos dirigidos ao dominio LBD do RA, foram con-
sideradas trés sequéncias peptidicas constituidas por diferentes motivos estruturais com reconhecida
afinidade experimental para este recetor. Estas sequéncias e a sua estrutura encontram-se reportadas
na literatura, designadamente: o péptido Bud31 (PDB ID: 40ED), o péptido C320 (PDB ID: 40EZ) e 0
péptido 3-18, cuja estrutura nao esta determinada [22]. Assim, através destes péptidos ja conhecidos,
foram desenvolvidos novos péptidos com uma melhor capacidade de internalizagcao celular (CPPs) e
simultaneamente com uma melhor afinidade de ligagao para o recetor em estudo.

Com base nas sequéncias peptidicas Bud31, C320 e 3-18, selecionaram-se os cinco aminoacidos
do motivo estrutural de interesse (reportado como determinante para a afinidade ao RA) juntamente
com os trés aminoacidos da cadeia peptidica imediatamente antes e apés o motivo, de forma a criar
péptidos compostos por onze aminodacidos: Pep-A, Pep-B e Pep-C. Na tabela 3.1 encontra-se a es-
trutura primaria 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 criacao dos novos péptidos, o respetivo motivo estrutural e cédigo
PDB.

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

Péptido ID Sequéncia Péptido ID Sequéncia Motivo estrutural PDB ID
Bud31 KTRYIFDLFYKRKAY Pep-A RYIFDLFYKRK FxxFY 40ED
C320 SDSAFSRLYTRS Pep-B DSAFSRLYTRS FxxLY 40EZ
3-18 NTNAFSRLFYPS Pep-C TNAFSRLFYPS FxxLF -

Através da exploragao de uma abordagem multifatorial envolvendo diferentes métodos computacio-
nais, explicados detalhadamente nos capitulos seguintes, procedeu-se a previsao e design dos novos
CPPs e a previsdo da sua estrutura para a concretizacdo de estudos de docking e simulagoes de

dinamica molecular.
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3.2 Previsao e design dos novos péptidos

A previsao e o design dos novos CPPs com afinidade de ligagao 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 submissao efetuada neste servidor
sao geradas todas as possiveis sequéncias mutantes do péptido, de forma a torna-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.

@ Pep-A: RYIFDLFYKRK
12 mutagéo

@ Pep-B: DSAFSRLYTRS

Familia 1

@ Pep-C: TNAFSRLFYPS
Submisséo da sequéncia
peptidica

R Novo ciclo
Familia 2
N 22 e 32 mutagéo

Selecéo do melhor CPP (maior Criagao de todos 0s mutantes
SVM-score) possiveis

Familia 3

Analise do SVM-score e das
propriedades fisico-quimicas

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

Primeiramente, as sequéncias peptidicas do Pep-A, do Pep-B e do Pep-C (tabela 3.1) foram subme-
tidas no CellPPD e sujeitas a trés mutacdes dos seus aminoacidos. De cada uma destas sequéncias
iniciais surge uma nova familia de péptidos, sendo que do Pep-A, do Pep-B e do Pep-C resulta a familia
1, 2 e 3, respetivamente. A estratégia empregue foi a mesma para cada sequéncia e inclui trés etapas.
A primeira etapa (12Mutagao) concretizada envolveu a submissao da sequéncia inicial no web-server.
Na segunda etapa (22Mutacao) foi submetida a sequéncia com maior SVM-score resultante da primeira
mutagao. Por fim, na dltima etapa (32Mutacao) realizou-se a submissdo da sequéncia peptidica com
maior SVM-score da segunda mutagao. A sequéncia com maior SVM-score da 12 e 22 mutagao e as 18
sequéncias com um SVM-score mais elevado da 32 mutacdo foram extraidas para as familias 1,2 e 3
dos novos péptidos. Aguando da escolha destes péptidos mutantes foi necessario ter em consideracdo
que os aminoacidos das posi¢oes 4, 7 e 8 da cadeia peptidica (*FDLFY8, “FSRLY?, *FSRLF®) per-
manecem inalterados por serem fundamentais a afinidade com o RA. Assim, cada uma das familias
€ constituida por 20 péptidos e, por conseguinte, a nova base de péptidos € composta por 60 novos
péptidos.

Os parametros de input selecionados neste servidor foram o método de previséo e o0 SVM threshold.

22



Relativamente a previsdo da capacidade do péptido ser CPP, existem dois modelos diferentes dis-
poniveis: o modelo SVM e um modelo hibrido. Este Ultimo é mais robusto e conduz a uma previséao
mais precisa e confiavel, uma vez que contabiliza as informacoes do motivo dos péptidos e o SVM.
Por este motivo, o modelo hibrido foi o modelo de eleicdo. Apds a selecdo do modelo de previsao, foi
necessario escolher o SVM threshold. De notar que quanto mais elevado for este valor, mais rigorosa
e confiavel é a previsdo da capacidade do péptido ser ou ndo um bom CPP. Neste sentido, para as trés
mutagoes efetuadas, os valores de SVM-threshold selecionados foram 0,3, 0,6 € 0,9 para a 12,22 ¢ 32
mutacgao, respetivamente. Estas condigdes foram iguais para as trés sequéncias submetidas.

Em segundo lugar, uma vez que os péptidos dirigidos ao RA devem ser capazes de atravessar a
membrana celular e apresentar propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas adequadas, utilizou-
se, ainda, o web-server MLCPP (Machine learning based prediction of cell penetrating peptides) [85].
Este servidor permite prever a eficiéncia de internalizagédo celular (uptake efficiency) dos melhores
CPPs previstos através do CellPPD. Assim, os 20 novos péptidos de cada familia foram submetidos
no MLCPP e selecionaram-se os 10 melhores péptidos com maior probabilidade associada a uptake
efficiency. Logo, as familias 1, 2 e 3 passaram a ser constituidas por 10 péptidos e a nova base de
péptidos formada por 30 péptidos.

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

procedeu-se a previsdo da sua estrutura 3D.

3.3 Previsao da estrutura 3D

A previsao 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 previsdes das possiveis estruturas das sequéncias
peptidicas alvo de estudo. A validagao final das estruturas previstas foi realizada através do ProSA-web
[86]. Este ultimo 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 sequéncias de péptidos. Nesse sentido, a escolha da melhor estrutura teve por base
a seguinte estratégia: i) uma inspegao visual cuidada da estrutura 3D do péptido efetuada no PyMOL
[87]; ii) analise do Z-score; iii) visualizagdo molecular do péptido através da qual € possivel observar os
residuos 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 grafico, em fungdao do ndmero de residuos, que
relne o Z-score do péptido avaliado, bem como o Z-score de todas as proteinas determinadas ex-
perimentalmente (RMN ou Raios-X) presentes no PDB (figura 3.2A). Através deste grafico é possivel
verificar se o péptido apresenta um Z-score dentro do intervalo de valores de Z-score para péptidos
nativos com numero de residuos proximo ao péptido alvo de estudo, ou seja, com tamanho seme-
Ihante. Para além disto, o ProSa-web permite, ainda, visualizar os residuos da sequéncia peptidica com

maior/menor energia. Os residuos representados a vermelho apresentam maior energia, enquanto que

23



os representados a azul tém menor energia (figura 3.2B).

Z-score=-6.57d T\,I
: =i L O
[ =2]| ¢ :
. / /; AL
\
, \
5
Y ~'\
i t /
\J
= 200 300 800 800 1600 _ -
Number of residues .
‘ Menor energia Maior energia
A. B.

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

Apds a previsao das estruturas dos péptidos, encontram-se reunidas as condicdes para a realizagao

dos estudos de docking molecular.

3.4 Docking molecular

Realizaram-se estudos de docking molecular com a finalidade de prever o modo de ligagéo dos no-
vos péptidos, para os quais se determinou a estrutura, ao RA e investigar os determinantes estruturais
e as principais interagdes estabelecidas entre os péptidos e a interface de ligagcdo do dominio LBD. Os
estudos de docking foram efetuados através do web-server HADDOCK (versao 2.4) [73].

O dominio LBD da estrutura cristalina com cédigo PDB 40EZ, determinada com recurso a técnica
de cristalografia de Raios-X com uma resolucdo de 1,80 A, 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 interagao com o dominio de interesse primario (dominio LBD) do RA.

De forma a validar a estrutura selecionada e os parametros utilizados para os estudos de docking, o
péptido co-cristalizado com o dominio LBD da estrutura 40EZ foi submetido a docking molecular (con-
trolo positivo). Através deste estudo inicial € possivel otimizar as condig¢des utilizadas no HADDOCK e,
assim, selecionar os melhores parametros que permitem uma melhor reprodugao do comportamento in
silico do péptido co-cristalizado com o dominio LBD da estrutura experimental 4OEZ. Antes de efetuar o
docking foi necessario preparar a estrutura cristalina 40EZ a pH fisiolégico (pH=7,4), utilizando o web-
server PDB2PQR [88]. Este servidor define o estado de protonagao dos aminoacidos da estrutura a pH
fisioldgico e adiciona os atomos de hidrogénio em falta. Assim, a estrutura 4OEZ preparada foi a pri-
meira estrutura submetida ao HADDOCK. Como residuos ativos consideraram-se todos os residuos do

dominio LBD do RA que se encontram a uma distancia igual ou inferior a 5 A do péptido co-cristalizado.
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A selecao destes residuos foi efetuada através do PyMOL [87]. Em relagdo aos residuos ativos do
péptido, selecionaram-se os cinco residuos do motivo estrutural de interesse. Logo, os residuos ativos
do recetor e do péptido selecionados foram os seguintes:

1) Residuos ativos do RA (Molécula 1): 712, 713, 716, 717, 719, 720, 725, 726, 730, 733, 734,
735, 737, 738, 893, 894, 897, 898.

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

Na tabela 3.2 encontram-se os parametros otimizados utilizados no HADDOCK e aplicados em to-
dos os estudos de docking efetuados. De notar que os parametros que nao foram alterados, mantiveram

os parametros definidos por defeito utilizados neste web-server.

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

Parametros
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

Apds o docking do controlo positivo, realizou-se o docking dos trés péptidos iniciais Pep-A,Pep-
B,Pep-C e dos 30 novos péptidos desenvolvidos. Aplicou-se 0 mesmo protocolo descrito para o doc-
king do controlo positivo. Como tal, primeiramente foi necessario prever o estado de protonagao dos
amino&cidos destas estruturas a pH 7,4 através do web-server PDB2PQR [88]. As estruturas finais, re-
sultantes deste servidor, foram submetidas ao HADDOCK. Os residuos ativos do recetor e do péptido,
mencionados anteriormente, bem como os parametros presentes na tabela 3.2 foram os mesmos em-
pregues para o docking dos péptidos iniciais e do novos péptidos.

Em relacdo aos resultados obtidos, analisaram-se os 10 melhores complexos tendo em conta o
HADDOCK-score. Para a selecido dos péptidos mais promissores realizaram-se diferentes estudos
efetuados com recurso ao PyMOL, nomeadamente: calculou-se o desvio médio quadratico (RMSD)
entre os complexos e o controlo positivo (4OEZ), avaliaram-se as interagdes polares estabelecidas
entre os péptidos e o dominio LBD do RA e determinaram-se os residuos da interface que interagem,

utilizando um python script.

3.5 Dinamica molecular

As trés estruturas mais promissoras, provenientes dos estudos de docking, foram sujeitas a simulagdes
de dindmica molecular, de forma a identificar o péptido com maior afinidade de ligagao para o dominio
LBD do RA. Estas simulagbes permitem obter uma visdo mais aprofundada e detalhada do compor-

tamento e da estabilidade dos péptidos em interagdo com o dominio LBD do recetor. As simulagdes
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de dinamica molecular foram efetuadas através do software GROMACS [89]. O protocolo efetuado
inclui um conjunto de etapas sequenciais, nomeadamente: (1) criacdo da topologia do sistema; (2)
configuracdo da caixa; (3) solvatacdo do sistema; (4) adicao dos ides; (5) minimizacao de energia; (6)
equilibrio do sistema; (7) produgao da simulacgéo; (8) andlise dos resultados.

Em primeiro lugar, a topologia do complexo (dominio LBD do RA+péptido) foi criada através do
médulo pdb2gmx presente no GROMACS e o campo de forgas utilizado foi o Amber99sb-ildn [90].
Posteriormente, foram adicionadas moléculas de agua ao sistema numa caixa dodecaédrica com uma
distancia minima entre o soluto e a caixa de 1 nm. O modelo teérico implementado para representar as
moléculas de agua foi o modelo TIP3. De forma a garantir a neutralidade do sistema, adicionaram-se
ioes cloreto. Na figura 3.3 é possivel visualizar um dos sistemas estudados solvatado em agua e com

i0es cloreto numa caixa dodecaédrica.

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

A adigcao do solvente e dos ides ao sistema pode promover interagdes desfavoraveis de maior ener-
gia que podem comprometer a simulagdo. Assim, de forma a alcangar o estado de menor energia do
sistema, procedeu-se a minimizacdo de energia utilizando o algoritmo steepest descent. Esta etapa
inclui dois passos: no primeiro, o sistema encontra-se relaxado, enquanto que no segundo sao aplica-
das restrigoes das posi¢des dos atomos através do algoritmo LINCS. Para cada sistema realizaram-se
trés réplicas, sendo que uma nova minimizacdo de energia foi efetuada para cada réplica. Apds o
sistema estar na sua conformacao de menor energia, este foi sujeito a uma fase de equilibrio que com-
preende duas etapas. Na primeira etapa, o sistema foi aquecido até aos 300 K (termdstato V-rescale)
em condicoes NVT (nimero de particulas, volume e temperatura constantes) durante um periodo de
tempo de 100 ps com um passo de integracao de 1 fs. A segunda etapa, incluiu o equilibrio do sis-

tema a 1 atm (Berendsen barostat) sob condicées NPT (nimero de particulas, pressao e temperatura
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constantes) durante, igualmente, 100 ps com um passo de integracdo de 1 fs. Posteriormente, uma
vez que as simulagdes efetuadas ndo se realizaram com um passo de integracdo de 1 fs, mas sim de
2 fs, o passo de integracao foi alterado para este Ultimo valor. Nestas trés Ultimas etapas descritas,
as posicoes dos atomos do soluto (recetor+ligando) encontram-se restringidas por uma forga constante
de 10 kcal/mol.A2, ocorrendo apenas o movimento das moléculas de solvente. As interagdes eletro-
estaticas foram avaliadas através do algoritmo PME (Particle-Mesh Ewald). Apds a conclusao destas
etapas, o sistema esta pronto para a producao da dinamica molecular. As simulagdes produzidas tém
um tempo total de simulagao de 100 ns com um passo de integracédo de 2 fs. A trajetoéria foi guardada
a cada 20 ps, totalizando 5000 frames, ou seja, 5000 conformagdes.

Em segundo lugar, as analises das simulacdes produzidas integram a visualizagao da trajetéria no
PyMOL, o calculo do RMSD, do RMSF (root mean square fluctuation), da area da interface acessivel
ao solvente (SASA), da energia livre de ligagao e das interagdes de hidrogénio. O calculo do RMSD, do
RMSF e do SASA foi realizado através do GROMACS para as 5000 frames, enquanto que a energia livre
de ligacao foi calculada através do package gmx_MMPBSA [91] para 1000 frames (skip_5) e utilizando
os parametros definidos por defeito. As ligagcoes de hidrogénio foram calculadas tendo em consideracéao
todas as frames e com recurso ao VMD [92]. Considerou-se a formagao de uma ligagao de hidrogénio

até uma distancia maxima de 3A e com um angulo entre o dador e aceitador de 20°.
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Capitulo 4

Resultados e discussao

4.1 Estrutura primaria dos novos péptidos

De forma a desenvolver novos péptidos constituidos por uma sequéncia peptidica que promova nao
s6 uma melhor internalizagao celular, como também uma maior capacidade de ligagao ao dominio LBD
do RA, utilizaram-se trés sequéncias peptidicas que demonstram experimentalmente afinidade para o
recetor em estudo, nomeadamente as sequéncias dos péptidos Bud31, C320 e 3-18 com motivos estru-
turais FxxFY, FxxLY e FxxLF, respetivamente [22]. Partindo destes péptidos ja conhecidos na literatura,
utilizou-se uma parte da sequéncia correspondente aos cinco aminoacidos do motivo estrutural de inte-
resse mais os trés aminoacidos imediatamente antes e apds o motivo da cadeia peptidica, originando
os péptidos iniciais Pep-A, Peb-B e Pep-C (tabela 2.1) compostos por onze aminoacidos. Através des-
tes péptidos foram criadas, com recurso a um conjunto de ferramentas computacionais, trés familias de

novos péptidos mais promissores ao nivel celular e com uma elevada capacidade de ligagdo ao RA.

Primeiramente, com recurso ao web-server CellPPD foram previstas novas sequéncias peptidicas
com uma boa capacidade de penetrabilidade celular, a partir das sequéncias dos péptidos iniciais Pep-
A, Pep-B e Pep-C. Estas sequéncias foram sujeitas a trés mutagdes, no sentido de aumentar a ca-
pacidade dos péptidos de atravessar a membrana das células. A abordagem aplicada foi a mesma
para as trés sequéncias. Da primeira mutagao (i.e., da primeira submissao) realizada, selecionou-se
o melhor CPP, ou seja, o péptido com o SVM-score mais elevado. Este péptido foi extraido para a
familia de novos péptidos e submetido no web-server para a 22 mutagido. Da segunda mutagao concre-
tizada, selecionou-se a sequéncia peptidica mutante com maior SVM-score. Aquando deste processo
é necessario ter em consideracao dois fatores: (1) o motivo estrutural de interesse (*FxxFY8, *FxxLY8,
4FxxLF8), & excecdo dos aminoacidos que ocupam as posicdes XX, é imutavel. Logo, ndo podem ser
consideradas as sequéncias com mutacdes ocorridas nas posicoes 4, 7 e 8 da cadeia peptidica; (2) o
aminoacido que sofreu a primeira mutagao, nao pode ser mutado novamente. Por este motivo, ter-se
ha que excluir, dentro das sequéncias mutantes do péptido, as sequéncias cujos aminoacidos sofre-
ram mutagdes nas seguintes posigcoes: 4, 7, 8, mais a posicdo do aminoacido que sofreu a primeira

mutagao. Por fim, realizou-se a submissao da sequéncia peptidica selecionada da segunda mutagao.
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Desta terceira mutagao realizada, selecionaram-se as 18 sequéncias dos péptidos mutantes com maior
SVM-score. Aplicando a mesma estratégia que na etapa anterior, os péptidos com mutagdes dos
aminoacidos presentes nas posicoes 4, 7, 8, mais as posicoes dos aminoacidos que sofreram a pri-
meira e a segunda mutagdes nao foram tidos em consideragao. Assim, do Pep-A, do Pep-B e do Pep-C
resultam as familias 1, 2 e 3, respetivamente. Cada familia € composta por 20 novos péptidos.

Em segundo lugar, para prever a uptake efficiency (eficiéncia de internalizacao celular) dos novos
CPPs previstos através do CellPPD, recorreu-se ao web-server MLCPP [85]. Dos 20 péptidos de cada
familia, selecionaram-se as 10 sequéncias peptidicas mais promissoras, isto €, com maior probabilidade
associada a uptake efficiency.

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

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

Tabela 4.1: Sequéncias dos péptidos iniciais e dos novos péptidos previstos pelo CellPPD, probabili-
dade associada a previsao de serem bons CPPs e a sua uptake efficiency (eficiéncia de internalizacao
celular). Os aminoacidos que sofreram mutacdes sao representados a vermelho.

FamiliaID  Péptido ID Sequéncia CPP Eficiéncia de Péptido ID Sequéncia CPP Eficiéncia de
inicial score internalizacao final score internalizacao
Pep43 RRIFRRFYKRK 0,98 0,59
Pep44 RRRFRLFYKRK 0,99 0,54
Pep48 RRIFRWFYKRK 0,97 0,62
Pep51 RRIFRKFYKRK 0,97 0,61
Familia 1 Pep-A 'RYIFDLFYKRK"! 0,64 0,5 Peps2 RAWFRLFYKRK _ 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
Pep23 DRRFRRLYTRS 0,89 0,49
Pep24 DRAFRRLYRRS 0,88 0,46
Pep25 DRAFRRLYTRR 0,85 0,44
Pep26 DRAFRRLYKRS 0,84 0,45
Familia 2 Pep-B 'DSAFSRLYTRS'" 0,44 - Pep28 DRIFRRLYTRS 081 052
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
Pep3 TRRFRRLFYPS 0,92 0,48
Pep5 TRAFRRLFYPR 0,93 0,48
Pep9 TRAFRRLFYRS 0,91 0,48
Pep10 KRAFRRLFYPS 0,86 0,45
Familia 3 Pep-C '"TNAFSRLFYPS" 0,48 - Pept TRIFRRLFYPS 081 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 ndo sao
CPPs (CPP-score < 0,5). O Pep-A pertence a classe de CPP, no entanto apresenta uma probabilidade
reduzida. Os resultados obtidos sugerem, ainda, que os novos péptidos desenvolvidos sao bons CPPs
e, por isso, sdo capazes de atravessar a membrana das células. Em relagdo aos péptidos que Ihes de-
ram origem, 0s novos péptidos apresentam uma significativa melhor capacidade de internalizagao celu-
lar. As mutacdes ocorridas incluem a introdugao nas sequéncias peptidicas dos seguintes aminoacidos:
triptofano (W), lisina (K), isoleucina (1), prolina (P), cisteina (C) e arginina (R), destacando-se esta ultima
por ser a mutagao mais frequente.

Uma condicdo que é transversal a todos os péptidos da tabela 4.1 é a substituicdo dos seus
amino&cidos por aminoacidos carregados positivamente, observando-se a incorporagao de mais do
que uma arginina na suas sequéncias. A elevada presenca deste aminoacido revela ser essencial para
aumentar a capacidade de internalizacao celular dos péptidos. De facto, sequéncias peptidicas ricas
em aminodcidos carregados positivamente, tais como a arginina, apresentam maior facilidade em atra-
vessar a barreira biologica celular [64, 93]. Para além disto, tendo em consideragao os resultados in
silico obtidos, as mutagdes que envolvem a substituicdo dos aminoacidos presentes nas posicoes 2
e 5 da cadeia peptidica por uma arginina, sugerem que esse aminoacido, nessas posi¢coes em parti-
cular, desempenha um papel importante para que os péptidos estudados se tornem melhores CPPs.
Com menor frequéncia, observam-se mutagoes pontuais dos aminoacidos da cadeia peptidica por um
triptofano, uma prolina ou por uma isoleucina. Estes aminoacidos apresentam caracteristicas essenci-
almente hidrofébicas que favorecem a translocagéo dos péptidos para o meio intracelular.

Em relacédo a uptake efficiency, os novos CPPs desenvolvidos apresentam uma maior eficiéncia 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 eficiéncia de internalizacao celular (>
0,5) ou, caso contrario, uma menor eficiéncia. Assim sendo, os péptidos pep48, pep51, o pep43, o
pep11 e o pep17 destacam-se por apresentarem uma ligeira maior eficiéncia em penetrar a membrana

celular em relagao aos restantes péptidos.

4.2 Estrutura 3D dos péptidos

Uma vez conhecidas as sequéncias dos novos péptidos desenvolvidos e dos péptidos que lhes
deram origem, procedeu-se a previsdo 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 Ultimo é possivel
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
analise do Z-score, uma inspegao visual cuidada no PyMOL das estruturas 3D previstas e a analise dos
residuos, que constituem a cadeia peptidica, de maior/menor energia. Relativamente ao Z-score, este
valor devera 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, Pepd4, 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 a-hélice. Ap6s a selegao das estruturas finais mais promissoras de cada péptido, foi previsto o
estado de protonacao dos seus aminoacidos a pH fisiolégico 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 graficos com o Z-score e os residuos
de maior/menor energia das estruturas finais escolhidas do Pep-A, do Pep-B, do Pep-C e dos novos
péptidos das familias 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 serdo apresentados e discutidos no seguinte capitulo.

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 fisiolégico através do PDB2PQR [88]. O docking des-
tes péptidos foi concretizado no sentido de avaliar o potencial dos novos CPPs desenvolvidos. Assim, é
possivel avaliar se os novos péptidos apresentam uma maior afinidade de ligagao para o RA em relagao
aos péptidos que lhes deram origem.

O docking dos péptidos foi realizado com recurso ao web-server HADDOCK (versao 2.4) [73]. A
abordagem aplicada na analise dos resultados obtidos teve por base a inspecédo 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 40EZ. Este célculo permite avaliar a proximi-
dade entre a conformagao prevista dos complexos pelo HADDOCK e a conformacgao experimental da
estrutura cristalina do controlo positivo 40EZ. Na tabela 4.2, encontram-se os resultados obtidos do
docking dos péptidos iniciais, tendo por base a analise das 10 melhores estruturas de acordo com o
seu HADDOCK-score, e 0 RMSD calculado para os atomos Ca através do PyMOL.

O critério de selegao aplicado na escolha das estruturas mais promissoras, representativas da
interagdo dos péptidos iniciais com o dominio 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 ligacdo envolvida entre o recetor e o péptido, o que se traduz numa
maior estabilidade do complexo. Por outro lado, relativamente ao RMSD, quanto mais préximo for este
valor de zero, maior a proximidade conformacional entre a estrutura do complexo e a estrutura do cristal
40EZ. Assim, os complexos complex_14w, complex_-105w e complex_122w foram selecionados como
sendo as estruturas mais promissoras representativas da interagdo 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 Sequéncia Complexo HADDOCK-score RMSD
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
Pep-A RYIFDLFYKRK — omplex 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
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
Pep-B DSAFSRLYTRS  — omplex 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
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
Pep-C TNAFSRLEYPS - —  mplex 107w 93,2 0,756
complex_83w -92,7 0,649
complex_28w -921 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 familias 1, 2 e 3 foram realizados tendo
como principal objetivo avaliar e prever o0 modo de ligagao mais favoravel de cada um destes péptidos
ao RA, investigar os determinantes estruturais envolvidos e as principais interages estabelecidas na in-
terface do dominio LBD-péptidos. Para concretizar este objetivo, primeiramente foi previsto o estado de
protonacéo dos aminoacidos das estruturas dos novos péptidos a pH fisioldgico através do web-server
PDB2PQR, com a consequente adicdo dos atomos de hidrogénio em falta. As estruturas prepara-
das, resultantes deste servidor, foram sujeitas a estudos de docking no web-server HADDOCK [73].
A analise dos resultados obtidos teve por base a mesma estratégia aplicada no docking dos péptidos
iniciais. Por isso, analisaram-se 0os complexos que se encontravam na lista das 10 melhores poses
(top10), em termos de energia de ligagao, classificadas pelo HADDOCK.

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

visual cuidada no PyMOL, de forma a avaliar as diferengas existentes entre as diferentes conformacdes
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previstas de cada complexo e averiguar a estabilidade do péptido. Paralelamente a esta inspecgao visual,
realizou-se uma pré-selegao das estruturas mais promissoras tendo em consideragdo o HADDOCK-
score e o RMSD. Este ultimo foi calculado através do PyMOL tendo por base o alinhamento da estru-
tura de cada complexo com a estrutura do controlo positivo (PDB ID: 40EZ). Desta pré-selegao efe-
tuada, selecionaram-se as estruturas com melhor HADDOCK-score e menor RMSD para uma analise
mais robusta. Esta abordagem permite efetuar um screening virtual e excluir, de entre as diferentes
conformagdes dos péptidos previstas pelo HADDOCK, as que revelam menor potencial. Posto isto,
os melhores complexos, provenientes desta pré-selegao, encontram-se nas tabelas 4.3, 4.4 e 4.5 de
acordo com os motivos estruturais FxxFY (familia 1), FxxLY (familia 2) e FxxLF (familia 3), respetiva-
mente.

Em segundo lugar, as estruturas provenientes da pré-selecao das 10 melhores poses foram sujei-
tas a uma andlise mais robusta que inclui a investigagdo dos contactos polares estabelecidos entre o
péptido e o recetor através do PyMOL. Assim, é possivel identificar os complexos mais promissores e
selecionar a estrutura que melhor representa a interacdo dos novos CPPs com o RA. Esta avaliacao
teve em consideracdo as interagdes-chave reportadas na literatura e consideradas essenciais para
a interacdo entre dominio LBD do RA e péptidos co-reguladores com motivo estrutural FxxLF. Estas
interagdes-chave sido 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 0 aminoacido presente nas posicoes -1 do
motivo estrutural [17, 22, 94]. A Q733 revela um papel fundamental para interagdo do RA com péptidos
constituidos por uma tirosina na posigao 5 do seu motivo estrutural. Este residuo do recetor estabelece
uma ligagao de hidrogénio adicional com a Y+5 do motivo do péptido, em relagdo a fenilalanina na
mesma posicao, tornando a interacdao do complexo mais forte e, por isso, mais estavel [19].

Em suma, a estratégia aplicada na selegcao do melhor complexo de cada péptido em interagao com
o dominio LBD do RA, teve por base um compromisso entre o complexo com melhor HADDOCK:-score,
menor RMSD e, ainda, a presenca das interacdes-chave estabelecidas entre o dominio LBD do recetor

e 0s péptidos, reportadas na literatura.

4.41 Péptidos com motivo FxxFY

As estruturas mais promissoras, provenientes da pré-selecio realizada tendo em consideragao o
HADDOCK-score e o RMSD, encontram-se na tabela 4.3. Estas estruturas sdo resultantes dos estudos
de docking dos péptidos com motivo estrutural FxxFY da familia 1.

No que diz respeito ao Pep59, de entre os quatro complexos previstos, é possivel 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 residuos do RA que
estdo envolvidos na interacao sao: 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 0 E897 com os residuos

R1, R2 e I3 do péptido. A interagao que envolve o residuo-chave E897 do RA e o residuo I3 esta 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 a familia 1.

Péptido ID Sequéncia Complexo HADDOCK-score RMSD
complex_48w -114,84 0,417

Pep59 RRIFRLEYKRC complex_106w -101,94 0,576
complex_28w -99,87 0,470

complex_111w -99,78 0,489

complex_198w -111,3 0,671

Pep43 RRIFRRFYKRK  complex_43w -109,3 0,762
complex_169w -108,7 0,530

Pep48 RRIFRWEYKRK complex_28w -105,6 0,593
complex_27w -105,1 0,878

complex_63w -121,0 0,540

Pep4d RRRERLEYKRK complex_45w -106,8 0,493
complex_97w -105,2 0,551

complex_22w -104,3 0,535

Pep5T RRIFRKEYKRK complex_59w -98,2 0,479
complex_6w -97,3 0,533

complex_-62w -113,2 0,598

Pep52 RRWFRLFYKRK  complex_56w -104,9 0,577
complex_94w -104,4 0,611

complex_44w -119,6 0,702

Pep53 RRIFRLEYPRK complex_162w -118,6 0,648
complex_111w -102,1 0,652

complex_181w -101,4 0,568

complex_147w -115,0 0,416

complex_6w -114,2 0,400

Pep54 CRIFRLEYKRK 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 WRIFRLEYKRK complex_92w -118,0 0,509
complex_191w -117,5 0,504

complex_44w -121,8 0,356

Pep58 RRKERLEYKRK 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 consideracdo a estratégia aplicada na selecdo do complexo mais promissor (RMSD,
HADDOCK-score e interacdes polares), a melhor estrutura que representa a interagdo do Pep43 com
o RA demonstra ser o complex_169w. Por apresentar um menor RMSD, a conformacao desta estrutura
€ a que se encontra mais préxima a conformacao da estrutura cristalina 40EZ. Os residuos do RA
que participam na interagdo com o péptido sdo: 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 residuos R1, R2 e I3 do Pep43. A interacédo entre o E897 e a I3 esta concordante com

as interagdes-chave reportadas na literatura [17, 22, 94].

Em relagdo 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 préximo ao do comportamento experimental do que as restantes estruturas do top10. Assim,
estes dois complexos demonstram ser os mais promissores em relagao ao RMSD. O complex_28 e o
complex_27w nao revelam diferengas significativas ao nivel do HADDOCK:-score. De entre estes dois
complexos, o potencialmente mais promissor parece ser o complex_28 por apresentar nao s6 um me-
Ihor HADDOCK:-score, como também um menor RMSD. Neste complexo, os residuos do recetor que
estabelecem contactos polares com o péptido sdo os seguintes: K720, R726, Q733, E893 e 0 E897. A
K720 estabelece contactos polares com a F7 e com a R10. Os residuos 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 interagdes-chave entre os residuos essenciais
K720 e a Q733 do recetor ndo sdo estabelecidas, enquanto que o residuo E897 estabelece com a I3 a
interagdo-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 0 E897 séo os residuos do recetor que interagem com o Pep44.
As interacOes polares estabelecidas sdo entre os seguintes residuos: a L712 do recetor e a K11 do
péptido, a K720 e a Y8, 0 E893 e 0 W6 e a R10 €, por Ultimo, entre o0 E897 e a R2 da cadeia peptidica. A
interagao estabelecida pela K720 esta concordante com as interagdes-chave mencionadas na literatura
[17, 22, 94].

Em relagdo ao Pep51, o complex_59w apresenta menor HADDOCK-score e menor RMSD. Os
residuos do RA que participam na interacdo sdao o D731 que interage com a R1, o E893 interage
com a K6 e o E897 com os residuos R1, R2 e I3 do péptido. Apenas as interagdes-chave que envolvem
o residuo E897 estao presentes. No complex_6w participam os mesmos residuos do RA (D731, E893 e
E897) na interacao com este péptido. Assim, tendo por base a conjugacao do RMSD, HADDOCK-score
e as interagdes-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 residuos do recetor: K720, D731, E893 e 0 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 residuos 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 conformagado mais préxima a
conformagao da estrutura cristalina do controlo positivo 40EZ, na medida em que apresenta um RMSD
inferior aos restantes complexos. Os residuos do recetor que participam na interagdo com o péptido
sao: V713, K720, D731, E893 e o E897. O residuo 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
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R1 e com a R5 da cadeia peptidica. Por fim, o E897 interage com a R1 do péptido.

Relativamente ao Pep54, todos os complexos revelam valores de RMSD proximos entre si. No en-
tanto, apenas o complex_33w parece ser a melhor estrutura face a estratégia aplicada. Este complexo
experiencia um RMSD e um HADDOCK-score reduzidos e, ainda, apresenta a presenga das interagoes
com os residuos-chave do recetor e do péptido. Os residuos V713, K720, D731, Q733 e o E897 do
recetor participam na interagdo com o pep54. A V713 interage com a K11, a K720 interage nao so
com a K11, mas também com a Y8. O D731 estabelece interagdes polares com a R5, enquanto que a
Q733 interage com a Y8 do péptido. Finalmente, o E897 interage com os residuos C1, R2, I3, F4 da
sequéncia peptidica. Todas as interacdes dos residuos K720, Q733 e do E897 do RA estao de acordo
com as interagcdes descritas na literatura [17, 22, 94]. Assim, este complexo foi selecionado como sendo
0 mais promissor de entre as restantes estruturas.

Os dois melhores complexos que envolvem o Pep57, provenientes da pré-selecao realizada, apre-
sentam comportamentos préximos em termos de conformacdo, HADDOCK-score e RMSD. Apesar
disto, 0 complex_.92w destaca-se por apresentar as interacdes essenciais reportadas na literatura
[17, 22, 94]. Os residuos do recetor envolvidos na interagao deste complexo sdo a R726, a Q733,
o E897 e a Q902. Os residuos R726 e Q733 interagem com a Y8 do péptido, o E897 com os residuos
W1, R2, I3 e, por fim, 0 Q902 com o W1 da cadeia peptidica. Como é possivel verificar, as interagdes
dos residuos-chave do recetor (E897 e Q733) estabelecidas estdo concordantes com as interagoes
descritas na literatura [17, 22, 94]. No que diz respeito ao complex_191w, os residuos que interagem
sao apenas o D731 e 0 E897. Assim, tendo em conta os resultados obtidos, 0 complex_92 revela ser a
estrutura mais promissora.

Finalmente, a pose do Pep58 no complex_44w € a que promove a formagao de um complexo recetor-
péptido mais estavel, estando, por isso, uma menor energia de ligacao envolvida. Este complexo esta
presente em primeiro lugar na lista dos 10 melhores complexos em termos do HADDOCK-score. Além
disto, apresenta um menor RMSD e os residuos de aminoacidos do recetor que interagem sao: V713,
K720, D731, E893 e 0 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 residuos R1 e R5. Por fim, o E893
interage com a K3 e 0 E897 com a R2, K3 e F4 do péptido. As interagbes dos residuos-chave K720 e

do E897 do RA estado de acordo com as interagOes reportadas na literatura [17, 22, 94].

4.4.2 Péptidos com motivo FxxLY

Os melhores complexos, advindos da pré-selegao realizada com base no HADDOCK-score e RMSD,
encontram-se na tabela 4.4. Estas estruturas sao provenientes dos estudos de docking dos péptidos
com motivo FxxLY da familia 2. A estratégica aplicada na selegdo da melhor estrutura foi a mesma
utilizada anteriormente.

Em relacao ao Pep23, existem dois possiveis potenciais complexos ao nivel 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 a familia 2.

Péptido ID Sequéncia Complexo HADDOCK-score RMSD
complex_119w -113,9 0,403
complex_132w -107,1 0,324
Pep23 DRRFRRLYTRS complex_140w -102,1 0,492
complex_71w -101,7 0,415
complex_13w -108,2 0,421
Pep24 DRAFRRLYRRS complex_68w -103,7 0,353
complex_103w -102,8 0,386
complex_103w -109,3 0,387
complex_35w -103,5 0,388
Pep25 DRAFRRLYTRR  complex_183w -101,2 0,377
complex_78w -88,9 0,373
complex_37w -87,5 0,374
complex_154w -107,0 0,337
complex_109w -100,9 0,713
Pep26 DRAFRRLYKRS  complex_180w -97.,6 0,516
complex_198w -96,3 0,443
complex_146w -95,6 0,401
complex_69w -100,3 0,717
Pep28 DRIFRRLYTRS  complex_119w -99,7 0,735
complex_63w -96,2 0,657
complex_127w -90,8 0,689
complex_65w -87,9 0,517
complex_89w -83,0 0,594
Pep29  DRAFRRLYPRS — o olex 104w 81,3 0,530
complex_19w -81,0 0,531
complex_33w -80,6 0,560
complex_179w -98.,4 0,771
complex_78w -90,2 0,387
complex_51w -87,8 0,543
Pep31 DRAFRRLYTRC complex_8w 875 0.354
complex_19w -85,3 0,353
complex_14w -83,5 0,399
complex_23w -96,0 0,468
Pep32 RRAFRRLYTRS complex_85w -94,9 0,438
complex_2w -91,1 0,450
complex_114w -108,2 0,449
complex_69w -107,7 0,434
Pep33 DRAFRRLYTRP complex_14w -105,6 0,374
complex_72w -104,0 0,476
complex_40w -103,9 0,640
Pep35  DRWFRRLYTRS puymeereerm 102,7 0,599

na sele¢cdo do complexo mais promissor, a melhor estrutura demonstra ser a do complex_119w. Neste
complexo, os residuos de aminoacidos do RA que participam na interacdo sao: K717, K720, R726,
V730, D731, Q738, E893 e E897. O residuo K717 interage com a S11 do péptido. A K720 e a R726

interagem ambos com a Y8 do Pep23, enquanto que os residuos V730 e 0 D731 estabelecem contactos
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polares com a R5 do péptido. A Q738 interage com o D1 da cadeia peptidica. 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 interagdo com um maior nimero
de residuos do RA. As interagOes polares estabelecidas neste complexo sdo entre: a K720 eaY8 e a
S11,aR726 e aY¥8,0 D731 ea R5 0Q733ea Y8, 0Q738¢eo0D1,0E893 e aR6, 0E897 e a R2,
A2 e F4 e, por fim, 0 Q902 e a D1 da cadeia peptidica. As interagcoes-chave reportadas na literatura
sdo estabelecidas [17, 22, 94]. Assim, 0 complex_68w revela ser a estrutura que melhor representa a
interacao 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 interagbes essenciais envolvidas entre o dominio LBD do RA e o péptido nao sio esta-
belecidas. Por outro lado, 0 complex_35w destaca-se devido ao facto de apresentar um menor RMSD,
melhor HADDOCK-score e, ainda, por apresentar a presenca das interagcoes essenciais. Os residuos
do recetor que participam na interagao sdo: a K720, o D731, a Q733, a Q738, a E893, a E897 € 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 residuos Q738 e o Q902 interagem com o D1, enquanto que o E893
interage com a R2 da sequéncia peptidica. Por fim, o residuo 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 posigao da lista do top10 dos melho-
res complexos advindos do HADDOCK. Neste complexo, o pep26 estabelece contactos polares com
os residuos K720, D731, Q733, E893, E897 e Q902 do RA. Os residuos D731, Q902 e E893 intera-
gem com a R5, o D1 e a R6, respetivamente. A Q733 interage com a Y8. O residuo K720 estabelece
contactos polares com a Y8 e com a S11 do péptido, enquanto que o residuo E897 interage com a R2
e com a A3. Como ¢ possivel verificar as interagoes-chave reportadas na literatura sao 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 condi¢coes utilizadas pela estratégia apli-
cada na escolha da melhor estrutura. Este complexo apresenta um menor RMSD, melhor HADDOCK-
score e, ainda, estdo envolvidas as interacoes mais relevantes no complexo. Os residuos do recetor
envolvidos na interagao sao V713, K720, D731, Q733, o E893 e 0 E897. A V713 interage com a S11,
a K720 coma Y8 e coma S11, 0 D731 com a R5, a Q733 com a Y8, 0o E893 com a R6 e com a R10 ¢,
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 relagao aos restantes complexos. Os residuos do RA que participam na interacdo com o péptido
sdo os seguintes: E709, K720, E893, E897. O residuo E709 interage com a R6, a K720 com a L7,

o E893 com a R2 e, por fim, o E897 com o0 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 presenca
das interagdes-chave. A K720, Q733 e 0 E897 sdo os residuos do recetor envolvidos na interagao com
o péptido. Por um lado, os residuos K720 e a Q733 estabelecem interagcdes polares com o residuo Y8
do péptido. Por outro lado, o residuo E897 interage com os residuos 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 presenca
das interagdes-chave. Os contactos polares estabelecidos entre 0 RA e o0 Pep32 sao entre a K720 e
aY8eaS11,0D731 e aR1, aQ733 e a Y8 e, finalmente, entre 0 E897 e a A3 e a F4 da cadeia
peptidica.

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 o0 complexo com melhor HADDOCK-score,
menor RMSD e a presenca das interagdes consideradas essenciais entre os residuos-chave do RA e o
péptido. Os residuos envolvidos na interagao sao: a K720, o R726, o D731, o0 E893 e 0 E897. A K720
interage com a L7 e com a Y8, a R726 interage com a Y8, o D731 com a R5, 0 E893 coma R2 e o
E897 com a R2 e com A3 do péptido.

Por Gltimo, em relagao 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 ultimo ndo revela a presenca dos residuos-chave do RA. Os residuos K720, R726, E897 do RA
estao envolvidos na interagao do dominio LBD do RA com o Pep35 no complex_44w. A K720 e a R726
interagem com os residuos 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 familia 3, provenientes da pré-selegao reali-
zada com base no HADDOCK-score e RMSD, encontram-se na tabela 4.5. A abordagem utilizada na
selecdo 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 conformacao mais préxima a conformacao da estrutura do cristal do que os restantes
complexos. Tendo por base a estratégia de selegdo aplicada na escolha do complexo mais promis-
sor, que envolve um compromisso entre 0 complexo com melhor HADDOCK-score, menor RMSD e
as interagbes-chave descritas na literatura, o complex_64w foi eleito como a estrutura que melhor re-
presenta a interacao do Pep3 com o dominio LBD do RA. Neste complexo, o péptido interage com os
residuos K720, R726, D731, E893 e E897 do recetor. A K720 interage com a F8 do péptido, enquanto

que o E897 estabelece interagdes polares com os residuos T1, R2, R3 e F4, a R726 interage com a Y9,
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Tabela 4.5: Resultados obtidos dos melhores complexos, em termos de HADDOCK-score e RMSD,
advindos do HADDOCK dos péptidos com motivo FxxLF pertencentes a familia 3.

Péptido ID Sequéncia Complexo HADDOCK-score RMSD
complex_98w -115,4 0,540

Pep3 TRRFRRLEYPS complex_14w -112,3 0,645
complex_64w -107,7 0,386

complex_115w -102,1 0,366

complex_111w -104,1 0,553

Pep5 TRAFRRLFYPR complex_91w -100,0 0,574
complex_36w -97,5 0,597

complex_77w -96,1 0,592

complex_33w -108,0 0,365

Pep9 TRAFRRLFYRS  complex_36w -97,6 0,357
complex_169w -97,5 0,397

complex_20w -112,1 0,879

Pep10 KRAFRRLFYPS complex_5w -104,4 0,637
complex_16w -102,5 0,706

complex_193w -99,8 0,624

Pepi1 TRIFRRLFYPS complex_21w -99,7 0,692
complex_59w -98,0 0,579

complex_26w -103,2 0,669

Pep13 TRAFRRLEYPC complex_44w -101,0 0,664
complex_35w -99,1 0,632

complex_34w -97.,4 0,407

complex_48w -117,6 0,384

Pep15 RRAFRRLFYPS complex_62w -110,7 0,414
complex_44w -106,6 0,363

complex_9w -103,4 0,424

Pep17 TRWFRRLFYPS  complex_64w -102,3 0,599
complex_52w -99,1 0,546

Pep19 CRAFRRLEYPS complex_2w -114,6 0,376
complex_58w -111,9 0,391

complex_11w -126,7 0,405

Pep20 WRAFRRLFYPS  complex_196w -114,5 0,355
complex_9w -113,4 0,547

0 D731 com a R5 e 0 E893 com a R2 e com a R3 da sequéncia peptidica. As interacdes estabelecidas
pelos residuos K720 e E897 do recetor estdo concordantes com as interagdes-chave reportadas na
literatura [17, 22, 94].

Em relagdo ao Pep5, verifica-se que todos os complexos apresentam valores de RMSD préximos
entre si. No entanto, a interagdo dos residuos-chave do RA (K720 e E897) com o péptido é verificada
apenas no complex_36w e no complex_77w. Nos restantes complexos, estes residuos ndo estabelecem
contactos polares. No complex_36w o péptido interage com os residuos K720, D731 e E897 do recetor,
enquanto que no complex_77w interage com os residuos K720, E709, E893 e E897. Por um lado, no

complex_36w, a K720 do recetor estabelece interagdes 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 residuos T1 e R2, 0 E709 com a R6 e o E893 estabelece
contactos polares com a R2 da sequéncia peptidica. Tendo isto em conta, apenas no complex_36w
a K720 estabelece as interagdes-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-selegao 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 trés complexos apresentam valores de RMSD préximos entre
si, sendo que o complex_33w é a estrutura que apresenta um melhor HADDOCK-score em relagdo aos
restantes. Neste complexo, os residuos do recetor que participam na interagcao sdo a K720, a V730,
o D731, o0 E893, 0 EB97 e a Q902. A K720 interage com os residuos F8, R10 e S11 do péptido. Os
residuos V730 e o D731 do recetor interagem com a R5 da cadeia peptidica, enquanto que o E893
interage com a R6. O E897 estabelece contactos polares com os residuos T1, R2 e A3 do pep9. Por
fim, a Q902 interage com a T1 do péptido. Logo, as interagdes-chave sao estabelecidas. A conjugagao
do valor do RMSD, HADDOCK:-score e os contactos polares estabelecidos conduzem a selegao da
estrutura do complex_33w como a mais promissora.

Relativamente aos resultados do docking do Pep10, a estrutura do complex_5w é a mais préxima
em termos de conformagao a estrutura do péptido co-cristalizado em 40EZ. Este complexo revela
igualmente ser promissor em relagao ao HADDOCK:-score. Neste complexo, os residuos do recetor que
participam na interagdo com o péptido sdo a K720, a R726, a Q738, o E893 e 0 E897. Os contactos
polares estabelecidos neste complexo sdo entre: a K720 ealL7,aR726 ea S11,a Q738 e aK1, 0 E893
e a R2 e, por fim, 0 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 interagcao 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 interagOes polares. As interagdes polares estabelecidas sdo entre a K720 do rece-
tor e os residuos L7 e S11 do péptido, a R726 e a S11, 0 D731 e a R5 e, finalmente, o E893 e 0 E897
interagem com o residuo R2 do péptido.

A estrutura mais promissora resultante do docking do pep13 com o dominio 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 presenga das interagdes-chave. Este complexo apresenta um
RMSD inferior aos restantes e, por conseguinte, esta conformacao é a que revela maior proximidade
com a conformagao experimental do cristal. No complex_34w sao estabelecidos contactos polares com
os residuos do recetor E709, E893 e E897. Quer o residuo E709, quer o E893 interagem com a R2, en-
quanto que o E897 estabelece interagbes polares com os aminoacidos R2, A3 e F1 da cadeia peptidica.
As interagbes-chave que envolvem o E897 estdo concordantes com a literatura [17, 22, 94].

A pose do Pep15 do complex_48w revela ser a pose mais promissora nao sé por ser a que apresenta
um menor RMSD, mas também uma menor energia de ligacao envolvida (melhor HADDOCK-score).

O péptido do complex_48w estabelece contactos polares com os residuos K720, R726, D731, E893
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e E897 do RA. A K720 estabelece ligagoes polares com a F8 e com a L7 da sequéncia peptidica,
enquanto que o E897 interage com a R1, R2, A3 e F4. Além disto, os residuos do recetor R726, D731

e E893 interagem com os residuos 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 residuos do RA que participam na interacdo sao o Q717, D731 e o0 E897. Em relacdo aos residuos
Q717 e D731, estes estabelecem contactos polares com os residuos S11 e R5, respetivamente. O
residuo E897 interage com os residuos T1, R2, W3 e F4 do péptido. Estas ultimas interagbes estabe-
lecidas estao de acordo com as interagdes-chave que envolvem o residuo 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 interagao do Pep19 com o RA, revela ser a estrutura
do complex_2w. Este complexo € o que apresenta maior potencial devido ao facto de apresentar um
melhor HADDOCK-score e um menor RMSD. As interacdes-chave estao presentes. Os contactos po-
lares estabelecidos envolvem o residuo 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 residuo 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 ligacao
a pose do pep20 nesta estrutura é mais favoravel e estavel. Relativamente as interagdes estabelecidas,
0s residuos essenciais estao presente e observa-se as interagdes-chave descritas na literatura [17, 22,
94]. Os residuos do RA envolvidos na interacao sao a K720, o D731, a Q733, 0 E893 e 0 E897. A K720
estabelece contactos polares com a F8, o0 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 dinamica molecular com os trés péptidos mais promissores provenientes cada um das familias
1, 2 e 3. Este estudo permite um conhecimento mais aprofundado da estabilidade dos péptidos, das
interacdes estabelecidas e dos principais determinantes estruturais envolvidos na interagao e estabili-

dade dos péptidos no dominio LBD do RA.

O critério aplicado na selegao dos trés péptidos com maior potencial (mais promissores) para es-
tudos de dinamica molecular teve por base o HADDOCK-score, a percentagem de residuos do motivo
estrutural do péptido que interagem com o dominio LBD do RA, a quantidade de residuos da sequéncia
peptidica que interagem, o RMSD, as interacdes polares estabelecidas entre o péptido e o dominio LBD
do RA, a capacidade e a eficiéncia de internalizagao 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 familias 1, 2 e 3, respetivamente.

43



Tabela 4.6: Resultados obtidos dos complexos mais promissores do HADDOCK, resultantes do doc-
king dos péptidos da familia 1: % de residuos do motivo estrutural do péptido que interagem com o
dominio LBD do RA, residuos da interface que interagem e os que nao interagem (representados a
vermelho), HADDOCK-score, RMSD, probabilidade do péptido ser um bom CPP e a sua eficiéncia de

internalizacao celular e os contactos polares estabelecidos.

Péptido % Interacoes
P Complexo : Residuos HADDOCK RMSD CPP MLCPP ¢
ID Interagoes Polares
V713-K11 K720-K11

K720-Y8 D731-R1

Pep58 complex_44w 80 RRKFRLFYKRK -121,8 0,356 0,982 0,568 D731-R5 EB893-K3
E897-R2 E897-K3
E897-F4
L712-K11  K720-Y8
Pep44 complex_63w 80 RRRFRLFYKRK -121,0 0,540 0,986 0,544 E893-W6 EB893-R10
E897-R2
R726-Y8 Q733-Y8
Pep57 complex_92w 80 WRIFRLFYKRK -118,0 0,509 0,952 0,544 E897-W1 E897-R2

E897-13  E902-W1
R726-Y8 Q733-Y8
D731-R5  Y739-R1

Pep59 complex_48w 80 RRIFRLFYKRC -114,8 0,417 0,908 0,581
E893-R2 E897-R1
E897-R2 E897-I3
K720-F7 D731-R5
Pep52 complex_62w 80 RRWFRLFYKRK -113,2 0,598 0,984 0,579 E893-R2 E897-R1
E897-R2
V713-K11 K720-Y8
K720-K11 D731-R5
Pep54 complex_33w 80 CRIFRLFYKRK -112,9 0,346 0,906 0,556 Q733-Y8 E897-CH
E897-R2 E897-I3
E897-F4
D731-R1  E893-R6
Pep43  complex_169w 100 RRIFRRFYKRK -108,7 0,530 0,979 0,595 E897-R1 E897-R2
E897-13
K720-F7  K720-R10
Pep48 complex_28w 80 RRIFRWFYKRK -105,6 0,593 0,974 0,617 R726-K11 Q733K

E893-W6 E897-R1
E897-R2  E897-13
V713-R2  K720-L6

Pep53  complex_181w 100 RRIFRLFYPRK -101,4 0,568 0,945 0,557 D731-K11 E893-R1
E893-R5 EB897-R1
D731-R1  E893-K6

Pep51 complex_59w 100 RRIFRKFYKRK -98,2 0,479 0,974 0,610 E897-R1  E897-R2
E897-13
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Tabela 4.7: Resultados obtidos dos complexos mais promissores do HADDOCK, resultantes do docking
dos péptidos da familia 2: % de residuos do motivo estrutural do péptido que interagem, residuos da
interface que interagem e os que nao interagem (representados a vermelho), HADDOCK-score, RMSD,
probabilidade do péptido ser um bom CPP e a sua eficiéncia de internalizagao celular e os contactos

polares estabelecidos.

Péptido o mplexo % Residuos HADDOCK RMSD CPP MLCPP Interagoes
ID Interacoes Polares
K717-S11 K720-Y8
R726-Y8 V730-R5
Pep23  complex.119w 100 DRRFRRLYTRS ~ -1139 0403 0,887 0490 D731-R5 Q738-D1
E893-R3 E893-R6
E897-R3 E897-F4
K720-Y8 K720-S11

D731-R5 Q733-Y8

Pep26  complex.154w 100 DRAFRRLYKRS -107,0 0,337 0,839 0,450
E893-R6 E897-R2
E897-A3  Q902-D1
K720-L7  K720-Y8
Pep33  complex.14w 100 DRAFRRLYTRP -105,6 0,374 0,796 0,455 R726-Y8  D731-RS
E893-R2 E897-R2
E897-A3
K720-L7 K720-S11
Pep35  complex.44w 80 DRWFRRLYTRS -103,9 0,640 0,828 0,471 R726-Y8 R726-S11
E897-D1  E897-R2
K720-Y8 K720-S11
R726-Y8 D731-R5
Pep24  complex.68w 100 DRAFRRLYRRS -103,7 0,353 0,878 0,458 Q733-vs Q738D
E893-R6 E897-R2
E897-A3 E897-F4
E902-D1
K720-Y8 K720-R11
D731-R5 Q733-Y8
Pep25  complex.35w 80 DRAFRRLYTRR -103,5 0,388 0,852 0,442 Q738-D1 ES893-R2
E897-R2  E897-A3
E902-D1
V713-S11  K720-Y8
Pep28  complex.69w 100 DRIFRRLYTRS -100,3 0,717 0,806 0,515 K720-S11 D731-RS
Q733-Y8 E893-R6
E893-R10 E897-R6
K709-R6  K720-L7
Pep29  complex.65w 80 DRAFRRLYPRS -87,9 0517 0,786 0,437 E893-R2 E897-Di
E897-R2
K720-Y8 K720-S11
Pep32  complex.23w 80 RRAFRRLYTRS -96,0 0,468 0,969 0,432 D731-R1 - Q733-Y8
E897-A3
E897-F4
K720-Y8 Q733-Y8
Pep31  complex.78w 80 DRAFRRLYTRC -90,2 0,387 0,760 0,481 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 familia 3: % de residuos do motivo estrutural do péptido que interagem, residuos da
interface que interagem e os que nao interagem (representados a vermelho), HADDOCK-score, RMSD,
probabilidade do péptido ser um bom CPP e a sua eficiéncia de internalizagao celular e os contactos

polares estabelecidos.

, . 0,
Péptido Complexo % . Residuos HADDOCK RMSD CPP MLCPP Interacoes
ID Interacoes

K720-F8 E897-W1
Pep20 complex_11w 100 WRAFRRLFYPS -126,7 0,405 0,814 0,562 D731-R5 E897-R3
Q733-Y9 E897-R2
K720-L7 K720-F8
R726-Y9 D731-R1

Pep15 complex_48w 100 RRAFRRLFYPS -117,6 0,384 0,884 0,481 E893-R2 E897-R1
E897-A3 E897-F4
E897-R2
K720-F8 K720-L7
Pep19 complex_2w 80 CRAFRRLFYPS -114,6 0,376 0,731 0,518  E893-R2 E897-R2

E897-A3 EB897-F4
K720-F8 K720-R10
K720-S11 V730-R5
Pep9 complex_33w 100 TRAFRRLFYRS -108,0 0,365 0,911 0,480 D731-R5 E893-R6
E897-T1  E897-R2
E897-A3 Q902-T1
K720-F8 R726-Y9
D731-R5 E893-R2

Pep3 complex_64w 80 TRRFRRLFYPS -107,7 0,386 0,918 0,479 E893-R3 E897-T1
E897-R2 E897-R3
E897-F4
K720-L7 R726-S11
Pep10 complex_5w 80 KRAFRRLFYPS -104,4 0,637 0,855 0,450 Q738-K1 E893-R2

E897-K1  E897-R2
D731-R5 E897-T1
Pep17 complex_9w 100 TRWFRRLFYPS -103,4 0,424 0,859 0,594 E897-R2 E897-W3
E897-F4 K717-S11
K720-L7 K720-S11
Pep11 complex_193w 80 TRIFRRLFYPS -99,8 0,624 0,809 0,594 R726-S11 D731-R5
E893-R2 E897-R2
K720-L7 K720-F8

P lex.. TRAFRRLFYPR -97 7 47
ep5 complex_36w 80 97,5 0,59 0,935 0,478 D731-R5 E897-T1
K709-R2 E893-R2
Pep13 complex_34w 80 TRAFRRLFYPC -97,4 0,407 0,796 0,500 E897-R2 E897-A3

E897-F1

Com base nos resultados obtidos, de forma a garantir que os novos péptidos sao estruturas mais
promissoras em termos de energia de ligacdo com o dominio LBD do RA do que os péptidos que
Ihes deram origem, estabeleceu-se um valor limite para o HADDOCK-score de -110. A estratégia
aplicada na selecao dos trés péptidos mais promissores de cada familia engloba um compromisso entre
o complexo com: i) melhor HADDOCK:-score; ii) maior percentagem de residuos do motivo estrutural
do péptido que interagem com o dominio LBD do RA; iii) maior quantidade de residuos da sequéncia
peptidica que interagem com o RA; iv) menor RMSD; v) boa capacidade e eficiéncia de internalizacao
celular.

Relativamente a percentagem de residuos do motivo estrutural que interagem, verifica-se que, em
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alguns péptidos, essa percentagem corresponde a 80%. Nesses casos, os residuos da posicio 5 e 6
da cadeia peptidica s&o os residuos do motivo estrutural que ndo interagem com o dominio LBD do RA.
De facto, estes residuos nao desempenham um papel importante para a interacao do RA com péptidos
co-reguladores por se encontrarem expostos ao solvente [20]. Avaliando no seu todo os residuos da
sequéncia peptidica que interagem, quanto maior o nimero de residuos a interagir com o dominio LBD
do RA, mais favoravel sera ligagao (mais estavel). Logo, tendo por base os resultados in silico obtidos,
as estruturas submetidas aos estudos de dinamica molecular foram o Pep58, o Pep23 e o Pep19 da
familia 1, 2 e 3, respetivamente. Para estes trés péptidos, verifica-se um acréscimo de afinidade em
relacdo aos péptidos iniciais e uma maior capacidade de internalizagao celular. Além disto, cada um
contempla os trés diferentes motivos estruturais estudados o que € relevante para avaliar a influéncia

destes motivos e as diferentes interacoes estabelecidas.

4.5 Dinamica molecular

Como referido no capitulo anterior, as simulagdes de dinadmica molecular foram realizadas com a
finalidade de selecionar, de entre o pep19, o pep23 e 0 pep58, o péptido com maior afinidade de ligagao
para o RA. Estas simulacdes foram efetuadas utilizando o software GROMACS [89]. As analises das
simulagoes produzidas incluem a visualizacdo da trajetoria, o calculo do RMSD do complexo e dos
péptidos, do RMSF, do SASA, das ligacdes de hidrogénio €, ainda, da energia livre de ligagao. De notar
que, de forma a visualizar com mais clareza a tendéncia do comportamento do RMSD (do complexo
e do péptido), do SASA e da energia livre de ligacao ao longo do tempo, calculou-se a média moével
para eliminar o ruido dos graficos e suavizar o movimento das curvas obtidas. No caso do RMSD, do
RMSF e do SASA, a média mével foi calculada para uma janela com 100 pontos, o que corresponde a
média mével a cada 2 ns de simulacao. Para a energia livre de ligacao calculou-se a média movel para
uma janela com 25 pontos, o que corresponde a média mével a cada 2,5 ns de simulacao. Os graficos
originais (com ruido), sem a aplicagcdo da média moével, estao disponiveis no apéndice B.

Posto isto, os resultados in silico obtidos das simulagdes produzidas apresentam-se descritos nos

capitulos seguintes.

4.5.1 RMSD e trajetodria

A andlise do RMSD permite avaliar a estabilidade e a convergéncia global dos sistemas estudados
durante a simulacao. Através desta andlise é possivel monitorizar as simulagoes produzidas. O célculo
do RMSD foi efetuado para os atomos Ca das estruturas e foi realizada através do GROMACS [89].
Tendo por base a aplicagao da média movel de 2 ns, os resultados do RMSD do complexo e do péptido
ao longo dos 100 ns de simulacdo apresentam-se nas figuras 4.1 e 4.2, respetivamente.

Com base nos graficos da figura 4.1, verifica-se que o RMSD dos trés complexos encontra-se no
mesmo intervalo de valores (0<RMSD<0,2 nm). Os resultados obtidos sugerem que os complexos sao

estaveis, uma vez que o valor do RMSD nao apresenta oscilagoes acentuadas durante a simulagao. Dos
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Figura 4.1: RMSD dos trés complexos calculado em relacdo aos atomos Ca das estruturas. (a) RMSD
do complexo dominio LBD-pep19; (b) RMSD do complexo dominio LBD-pep23; (¢) RMSD do complexo
dominio LBD do RA e pep58.
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Figura 4.2: RMSD dos péptidos calculado em relagdo aos atomos Ca das estruturas. (a) RMSD do
pep19; (b) RMSD do pep23; (¢) RMSD do pep58.

trés sistemas analisados, o sistema do pep58 demonstra um maior afastamento entre as trés réplicas
e experiencia maiores variacoes ao longo da dindmica observadas principalmente na 12 e 22 réplica
(Figura 4.1c). O sistema do pep19 revela uma maior proximidade entre a 22 e 32 réplica (Figura 4.1a),
enquanto que no sistema do pep23 o comportamento da 12 e 22 réplica sdo mais semelhantes entre
si (Figura 4.1b). Assim, tendo em consideragao os graficos da figura 4.1, os sistemas do pep19 e do
pep23 demonstram ser tendencialmente mais estaveis do que o sistema do pep58. Além disto, verifica-
se, ainda, uma tendéncia do sistema do pep19 e do pep23 para convergir a partir, aproximadamente,
dos 65 ns. Esta tendéncia é reprodutivel em todas as réplicas. No sistema do pep58 o sistema converge

depois dos 80 ns.

O calculo do RMSD dos péptidos (Figura 4.2) fornece uma visdo global da estabilidade de cada
um individualmente. Face aos resultados obtidos, observa-se que tendencialmente o pep19 apresenta
um comportamento mais estavel durante a simulacédo (Figura 4.2a). Neste péptido nao se verificam
variagdes acentuadas ao longo das trés réplicas. Como € possivel verificar através dos graficos da
figura 4.2b e 4.2¢, 0 pep23 e 0 pep58 sofrem maiores alteragdes conformacionais ao longo da dinamica.
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 simulagdo. No pep23 as oscilagoes

mais acentuadas sao experienciadas apenas na 32 réplica, enquanto que no pep58 sao reprodutiveis
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em todas as réplicas.

Para uma melhor compreensdao do comportamento dos péptidos estudados, complementou-se a
andlise do RMSD com a anadlise da trajetéria através PyMOL. Pela analise da trajetéria do pep19,
observou-se que este péptido ndo sofre grandes alteracdes conformacionais ao longo da simulagédo
de dinamica molecular, tal como seria expectavel tendo em consideragao os valores obtidos do RMSD
(Figura 4.2a). As variagOes mais significativas ocorridas correspondem a uma maior flexibilidade con-
formacional dos dois Ultimos residuos de aminoacidos da cadeia peptidica. A partir dos 95 ns, o pep19
adota uma conformagao mais estavel e constante na 22 e 32 réplica e com menores flutuagées dos
ultimos residuos, enquanto que na 12 réplica o péptido alcanca uma conformagédo mais estavel depois
dos 90 ns de simulagdo. Em relagao 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 32 réplica, observa-se pela tra-
jetéria uma flutuagao dos trés ultimos residuos do péptido, marcada por uma variagdo mais acentuada
dos dois Ultimos residuos da sequéncia peptidica. Estes residuos finais colocam-se numa outra posicao
momentaneamente. No intervalo de tempo entre os 40-60 ns (Figura 4.2b), o pep23 experiencia uma
conformagao muito semelhante entre a 12 e 22 réplica. A partir dos 60 ns até aos 70 ns, o pep23 adota
uma conformagao constante e muito préxima entre as trés réplicas. Apds os 70 ns, o comportamento do
péptido na 12 réplica afasta-se ligeiramente do das restantes réplicas devido essencialmente aos trés
residuos finais que experienciam maiores oscilagdes conformacionais. Na 22 e 32 réplica a conformagao
do péptido mantém-se proxima entre si até aos 92 ns. A pose do péptido mais estavel e constante ao
longo das trés réplicas volta a ocorrer na fase final da simulagao, mais particularmente depois dos 96
ns. Relativamente ao pep58, através da inspecao visual realizada, verificou-se que os picos ocorridos
(Figura 4.2c) sao igualmente devido a oscilagdes dos trés Ultimos residuos da cadeia peptidica, sendo
estas oscilagbes mais acentuadas nos dois Ultimos residuos. Neste péptido observa-se, ainda, uma
alteracao conformacional mais acentuada dos dois primeiros residuos da sequéncia peptidica. Este
péptido sofre alteragdes conformacionais reproduzidas em todas as réplicas até, aproximadamente, os
65 ns. A conformagao adotada pelo péptido, apds os 65 ns, é proxima entre a 12 e 22 réplica.

Em suma, pela analise combinada do RMSD e da trajetoria, as oscilagdes verificadas no pep23 e
no pep58 devem-se essencialmente a variagdes conformacionais dos residuos das extremidades da

sequéncia de aminoacidos, verificando-se que essas oscilagoes sao mais acentuadas no pep58.

4.5.2 RMSF

O RMSF foi igualmente calculado através do GROMACS e tendo em consideragao os atomos Ca
das estruturas. O RMSF é uma analise individual por residuo que permite avaliar a flutuagao espacial
dos mesmos ao longo da simulagao. Assim, através desta andlise é possivel identificar a regido es-
trutural da cadeia peptidica que sofreu maiores alteragdes conformacionais no decorrer dos 100 ns de
simulacao e aferir determinadas interagdes estabelecidas entre o péptido e o dominio LBD do RA. A
figura 4.3 apresenta os valores do RMSF dos trés sistemas estudados, sendo que os residuos 670-918

correspondem ao RA (numeragao concordante com a numeracao do PDB), enquanto que os residuos
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919-929 sao relativos ao péptido. Para uma melhor compreensao dos resultados obtidos do RMSF dos

péptidos, realizou-se a média das trés réplicas para cada péptido (Figura 4.4).
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Figura 4.3: RMSF dos complexos (recetor-péptido) calculado em relagdo aos atomos Ca. Residuos
do recetor: 670-918; Residuos do péptido: 919-929 (a) RMSF do recetor-pep19; (b) RMSF do recetor-
pep23; (c) RMSF do recetor-pep58.
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Tendo em conta os resultados obtidos, verifica-se que os residuos do recetor 670-672, 688-695,
723-734, 818-823, 916-918 experienciam maiores flutuagdes (Figura 4.3a, b e c). Este comportamento
pode ser justificado devido a facto destes residuos estarem presentes em regides do recetor associadas
a zonas de loops, caracterizadas por apresentarem maiores oscilagées conformacionais e uma menor
estabilidade associada. Contrariamente, os residuos do RA que desempenham um papel importante
para a interagdo (E897, K720 e a Q733) experienciam menores flutuagdes. Como € possivel visualizar
através dos graficos da figura 4.3, os residuos mencionados encontram-se presentes na base dos picos.
Por isso, uma vez que estes residuos apresentam um RMSF reduzido, ndo apresentam uma grande
flexibilidade conformacional ao longo da dindmica. Logo, estes resultados obtidos sugerem que os
residuos E897, a K720 e a Q733 sao mais estaveis, o que pode ser um indicativo de que estabelecem
ligacdes de hidrogénio no decorrer da simulagao e, por isso, sdo estabilizados por essas mesmas
interacoes.

Em relagao aos péptidos, pela analise do RMSF observa-se que os cinco aminoacidos do motivo
estrutural (residuos 922-926) da cadeia peptidica sao os que apresentam menores flutuagdes (Figura
4.3 e 4.4). Estes residuos encontram-se no patamar dos picos dos residuos 919 e 929 do péptido
(Figura 4.3). Logo, a menor flutuagao experienciada por estes residuos é indicativo de uma maior es-
tabilidade dos mesmos durante a simulagdo. Este comportamento é verificado para os trés péptidos
estudados. Estes resultados sugerem que a regiao do motivo estrutural do péptido é a regiao que es-
tabelece mais interacdes com o RA, uma vez que € a parte estrutural que se encontra mais estavel
ao longo da dinamica. De entre os cinco aminoacidos do motivo estrutural, os residuos 922 e 926,
correspondentes aos aminoacidos presentes nas posigoes 4 e 8 da sequéncia peptidica, revelam um
RMSF inferior aos restantes aminoacidos que constituem o motivo (Figura 4.4). Além disto, em todos
0s péptidos verifica-se que os residuos que apresentam maiores flutuagdes sdo essencialmente os
residuos iniciais e os residuos finais da cadeia peptidica (Figura 4.4). Estas flutuagcdes, experiencia-
das por estes residuos, sdo 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 trés ultimos residuos (residuos
927-929) do pep23, enquanto que pela figura 4.4c verifica-se uma flutuagdo mais acentuada dos dois

primeiros (residuos 919-920) e dos trés Gltimos residuos (residuos 927-929) do pep58. Este compor-
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tamento sustenta as andlises da trajetéria e do RMSD dos péptidos descritas anteriormente. De facto,
as oscilagdes acentuadas verificadas no grafico do RMSD do pep23 e do pep58 (Figura 4.2b,c) séo
devidas a uma maior flexibilidade conformacional dos trés ultimos residuos, no caso do pep23, e dos
dois primeiros e trés ultimos residuos, no caso do pep58. Assim, como seria expectavel, estes residuos

assumem valores de RMSF superiores.

4.5.3 Area da interface acessivel ao solvente

A éarea da interface acessivel ao solvente (SASA) permite estimar a extensdo de interacdo 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 subtracdo da area acessivel ao solvente do péptido com
a proteina (complexo) e da area acessivel ao solvente do péptido sem a proteina. O valor resultante
desta diferenca corresponde ao valor do SASA do péptido. Assim, esta analise permite identificar o
péptido, por comparagao com os restantes péptidos estudados, com uma maior e/ou menor area de
exposicao ao solvente.

Os resultados dos valores do SASA do péptido em interacdo com o recetor, ao longo dos 100 ns
de simulagao, apresentam-se no grafico da figura 4.5. Este gréafico resulta da média das trés réplicas
realizadas para cada péptido.
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Figura 4.5:,Area da interface dos péptidos. (a) Area da interface do pep19; (b) Area da interface do
pep23; (c) Area da interface do pep58.

Os resultados obtidos sugerem que o pep19 apresenta uma menor area de exposigao ao solvente
em relagdo ao pep23 e ao pep58, ainda que as diferengas, especialmente entre o pep19 e pep23,
sejam minimas. Importa ainda realcar que o pep23, apresenta, a par do pep19 um valor de SASA
relativamente constante ao longo da simulagéo, o que sugere a estabilidade dos péptidos ao longo da
DM.
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4.5.4 Ligacoes de hidrogénio

O calculo das interacoes de hidrogénio estabelecidas entre o péptido e o RA é mais uma analise
que permite averiguar a estabilidade dos sistemas estudados. Quanto maior o nimero de ligagoes
de hidrogénio estabelecidas entre o dominio LBD do recetor e os péptidos, maior tendera a ser a
estabilidade do complexo. As ligacoes de hidrogénio foram calculadas utilizando do VMD [92]. O
calculo destas interacoes através deste programa permite conhecer os residuos envolvidos na ligacdo
de hidrogénio e a percentagem dessa interagao ao longo da dindmica. Analisaram-se as ligagoes de
hidrogénio a partir de uma ocupancia 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 sao resultado da média das trés réplicas.

Tabela 4.9: Ligacbes de hidrogénio estabelecidas entre o dominio LBD do RA e o pep19 (CRAFR-
RLFYPS).

Dador Aceitador Ocupancia
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: Ligagdes de hidrogénio estabelecidas entre 0 0 dominio LBD do RA e o pep23 (DRRFR-
RLYTRS).

Dador Aceitador Ocupancia
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: Ligagoes de hidrogénio estabelecidas entre o dominio LBD do RA e o pep58 (RRKFRLFY-
KRK).

Dador Aceitador Ocupancia
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 residuos do RA que estabelecem interagdes de hidrogénio sao a K720, o E893 e
o E897. Assim, estes trés residuos estardo estabilizados por estas interagdes, ndo experienciando

grandes oscilagoes conformacionais ao longo da dinamica, 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 interacdo entre as cadeias laterais dos residuos S11 e
K720 sugere que a presenca da S na posicao 11 da sequéncia peptidica é importante para a interagao
com este residuo-chave do RA (K720). Observa-se, ainda, a interagao da cadeia lateral do E897
do recetor com o backbone da R2 e da A3 do pep19. A interagao entre o E897 e a A3 do péptido
esta concordante com as interagdes-chave reportadas na literatura e consideradas essenciais para a
interacao de péptidos com o RA [17, 22, 94]. A ligacao estabelecida entre a R2 e 0 E897 € uma nova
interacdo que nao esta reportada na literatura e que envolve a participagdo de um aminoacido presente
numa posigao da sequéncia peptidica onde ocorreu uma mutagéo. Isto demonstra que a presenga da
R na posicao 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 posicao pode contribuir para a estabilidade do péptido e, consequentemente, para uma melhor

interacdo com o recetor.

O pep23 estabelece um numero superior de ligacoes de hidrogénio com o dominio LBD do RA em
relacdo ao pep19 e ao pep58. No pep23 os residuos do recetor envolvidos em interagdes de hidrogénio
sdo a K720, o E897, a Q733 e 0 D731, enquanto que os do péptido sdo 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 ligagao de hidrogénio com a
cadeia lateral da K720 do recetor. A interacao estabelecida entre a Y8 e a K720 esta concordante com
as interagdes-chave reportadas na literatura [17, 22, 94]. Quer no pep19, quer no pep23 a presencga
da serina na posicdo 11 da sequéncia peptidica parece desempenhar um papel importante, uma vez
que quando a K720 nao estabelece interagdo com a Y8, tendencialmente este residuo do recetor é
estabilizado por interacdo com a S11. Logo, no decorrer da dinamica, a K720 consegue estabelecer
interacoes de hidrogénio com a S11 ou com a Y8, o que reforga ndo sb a estabilidade do péptido em
interagdo com o local ativo do recetor, como também a importancia desses dois residuos do péptido
para a interacao. Para além disto, sdo ainda estabelecidas ligacdes de hidrogénio entre a cadeia lateral
do E897 do recetor e o backbone dos residuos R2 e R3 do péptido (ocupancia > 40%). A ligacao da
R3 com o E897 esta concordante com a literatura [17, 22, 94]. Tal como no péptido anterior, destaca-se
a interacdo entre a R2 e o E897. Esta interagao apresenta uma % de ocupancia relevante e é uma
interacdo que envolve um aminoacido presente numa posicao da sequéncia peptidica onde ocorreu
uma mutacdo, o que pode contribuir para uma melhor interagcdo deste péptido com o recetor. Com
uma menor ocupancia € estabelecida uma ligagao de hidrogénio entre a cadeia lateral do D731 e a
cadeia lateral da R5 do péptido (ocupancia > 20%). Esta interacdo nao é verificada nos restantes
péptidos estudados. Finalmente, a cadeia lateral da Q733 estabelece uma interacao de hidrogénio com
a cadeia lateral da Y8 do péptido, sendo esta ligagao concordante com as interagdes-chave reportadas
na literatura [17, 22, 94]. Esta Gltima revela ser a ligagao mais estavel (ocupancia > 50%) ao longo
dos 100 ns de simulacao, o que permite evidenciar a importancia da Y na posicao 8 da sequéncia para
uma melhor interagao com o recetor. De facto, como descrito na literatura, a presenca da Y8 da cadeia

peptidica, ao invés da F8, promove uma maior afinidade para o RA [17, 22, 94].

Em relacdo ao pep58, de acordo com os resultados obtidos, os residuos do recetor que participam
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nas interagdes de hidrogénio sdo a K720, o E897 e a Q733. Os residuos do péptido que estabelecem
ligagbes de hidrogénio sdo a K3, a F4 e a Y8. A cadeia lateral da K720 do RA estabelece ligagoes
de hidrogénio com o backbone da Y8, como reportado na literatura. Contrariamente aos restantes dois
péptidos, no pep58 a interagdo do aminoacido da posicdo 11 da sequéncia peptidica com a K720 do RA
ocorre em menos de 20% da simulagao. Logo, a presenca da serina na posi¢ao 11, ao invés da lisina,
parece potenciar a interacdo do péptido com o recetor, particularmente com o residuo-chave K720.
Além disto, como verificado no pep23, no pep58 observa-se igualmente a interagdo entre a cadeia
lateral da Y8 do péptido e a cadeia lateral da Q733 do recetor. Em ambos os péptidos (pep23 e pep58)
esta interagao revela ser a mais estavel ao longo da simulagao. No caso do pep58, verifica-se que esta
interacao ocorre em mais de 60% da simulacao. Observa-se que a presenca da Y na posicao 8, ao
invés da F, ndo revela um papel significativo para a interagdo com a K720, uma vez que este residuo
do recetor interage com o backbone dos aminoacidos da posicdo 8. No entanto, para a interagdo com
a Q733, a presenga da Y8 ja desempenha um papel relevante. De facto, o grupo hidroxilo presente
na cadeia lateral da Y demonstra acrescentar valor a estabilidade do péptido, uma vez que existe uma
interacdo muito estavel estabelecida no pep23 e no pep58. Por fim, é estabelecida uma ligacao de
hidrogénio entre a cadeia lateral do residuo E897 e a cadeia principal da K3 e da F4 do pep58. Estas
ultimas estao de acordo com as interag0es descritas na literatura [17, 22, 94].

Em suma, os resultados obtidos permitem concluir que o pep23 é o péptido que estabelece um maior
numero de ligagoes de hidrogénio com o RA. As interagbes de hidrogénio entre a K720 e o backbone
do aminoacido da posigao 8 e a cadeia lateral do aminoacido da posi¢do 11 sao verificadas nos pep19
e no pep23. A a presenca da serina na posicao 11 (pep19 e pep23) demonstra ser mais favoravel a
interacdo do que a lisina nessa mesma posicao (pep58). Para além disto, tanto no pep58 como no
pep23 é possivel verificar a interagdo da Y8 com a Q733, enquanto que no pep19 esta interagao nao
ocorre pela existéncia de uma F nessa posicao. Logo, é possivel inferir que a Y na posicao 8, ao invés
da F, promove uma maior estabilidade e um acréscimo da afinidade do péptido para o dominio LBD do
RA, uma vez que para além da Y8 estabelecer uma ligagao de hidrogénio com a K720, este residuo
do péptido estabelece simultaneamente uma ligagao de hidrogénio com a Q733. Esta Ultima interagéo

releva ser a mais estavel.

4.5.5 Energia livre de ligacao

O calculo da energia livre de ligacao permite determinar qual € a energia dos diferentes péptidos
em interacdo com a proteina (i.e., RA). Através desta analise é possivel avaliar qual o péptido que
apresenta uma energia mais favoravel a interagir e uma maior estabilidade. De um modo geral, quanto
menor for a energia livre de ligacdo mais estavel sera o péptido. Os resultados obtidos da energia livre
de ligagao dos trés sistemas estudados apresentam-se na figura 4.6. Estes resultados resultam da

média das trés réplicas efetuadas.
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Figura 4.6: Energia livre de ligacao (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 ligacdo é mais favoravel no pep23 do
que no pepl19 e no pep58. O valor médio da energia de ligagao do sistema do pep19 € igual a -102
kd/mol + 21, no sistema do pep23 corresponde a -122 kd/mol + 26 e, por fim, no sistema do pep58 é
-80 kd/mol & 27. De facto, no pep23 observam-se interagoes de hidrogénio adicionais que ndo ocorrem
nos restantes péptidos. Em relagao ao pep19, o pep23 estabelece uma ligagao de hidrogénio adicional
entre a Y8 e 0 Q33 e entre 0 D731 e a R5. Relativamente ao pep58, no pep23 estabelece-se uma
interagdo de hidrogénio entre a R5 e 0 D731, a R2 e 0 E897 e a S11 e 0 Q733 que nao sao verificadas
no pep58. O estabelecimento de um maior nimero de interagdes entre o pep23 e o dominio LBD do
RA sugere uma maior estabilidade do péptido em interagdo com a proteina, o que conduz a uma menor

energia livre de ligagao envolvida nessa interagao.
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Capitulo 5

Conclusoes e perspetivas futuras

O objetivo do trabalho proposto consistiu em desenvolver pequenos novos péptidos com uma maior
afinidade de ligacéo para o RA e simultaneamente com uma melhor capacidade de internalizagao celu-
lar (CPPs) através da integracédo de diferentes ferramentas computacionais. Para atingir este objetivo,
utilizou-se como ponto de partida trés sequéncias peptidicas (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 familias de novos péptidos 1, 2 e 3, respetivamente.

As sequéncias dos péptidos Pep-A, Pep-B e do Pep-C foram sujeitas a trés mutacoes, no sentido
de aumentar a permeabilidade dos péptidos ao nivel celular. Através do web-server CellPPD foram
desenvolvidos novos CPPs com maior potencial ao nivel celular em relagao aos péptidos que lhes de-
ram origem. Foram previstas 20 novas sequéncias a partir das sequéncias do Pep-A, do Pep-B e do
Pep-C. Os resultados obtidos demonstraram que os péptidos previstos sdo bons CPPs, sendo que as
sequéncias peptdidicas ricas no aminoacido arginina demonstram uma maior capacidade de penetra-
bilidade através da membrana celular. Das 20 sequéncias de cada familia, foram selecionadas os 10
péptidos com uma maior eficiéncia de internalizagao celular, através do MLCPP. Apds a previsdo da
estrutura 3D destes péptidos, estas estrutura foram submetidas a estudos de docking no web-server
HADDOCK. Os trés melhores péptidos advindos deste estudo foram o pep58 (RRKFRLFYKRK), o
pep23 (DRRFRRLYTRS) e o pep19 (CRAFRRLFYPS) das familias 1, 2 e 3, respetivamente. A es-
tratégia aplicada na selecao destes trés péptidos teve por base a conjugacao de diferentes parametros:
HADDOCK-score, RMSD, contactos polares entre o dominio LBD do RA e os péptidos, os residuos da
interface que interagem, a probabilidade associada a previsao do péptido ser um bom CPP e a sua

uptake efficiency.

O pep19, o pep23 e o pep58 foram sujeitos a estudos de dindmica molecular. Face aos resultados
obtidos é possivel concluir que as mutacdes efetuadas nas sequéncias peptidicas nao alteraram as
interacdes reportadas na literatura entre os residuos-chave do RA (K720, Q733 e E897) e os residuos-
chave do motivo estrutural do péptido. Conclui-se ainda que existe um acréscimo de interagcdes quando
a 'Y esta presente na posicao 8 da sequéncia peptidica, ao invés da F, o que esta concordante com a

literatura [17, 22, 94]. Quer no pep23, quer no pep58 a contribuicdo da Y na posicao 8 permite esta-
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belecer uma ligagao de hidrogénio adicional, em relagdo a F na mesma posicao, bastante estavel que
envolve a participagao da Q733 do recetor. Para além destas interagdes, importa mencionar a interagéao
estabelecida pela R2 da sequéncia do pep19 e do pep23, e a interacdo da A3, da R3 e da K3 do pep19,
do pep23 e do pep58, respetivamente. Estas interacdes apresentam uma ocupancia significativa ao
longo da DM e a presenga dos aminodacidos das posigoes 2 e 3 da sequéncia peptdidica parece confe-
rir potencial aos novos péptidos desenvolvidos. Verifica-se que tendencialmente a presenga da serina
na posicao 11, ao invés da lisina, parece ser mais favoravel para a interagao dos péptidos com o RA.
De entre os trés péptidos, o pep23 é o que estabelece um maior nimero de interagdes de hidrogénio
com o dominio LDB do RA. A presenca das ligagdes de hidrogénio que envolvem a R5,a S11 ea Y8 do
pep23 demonstram melhorar a capacidade de interacéo deste péptido com o dominio LBD do recetor.
Observa-se, ainda, que este péptido é o que apresenta tendencialmente uma menor energia livre de
ligagdo ao longo da simulagdo. Logo, face as analise concretizadas do RMSD, do RMSF, do SASA,
das ligagoes de hidrogénio e da energia livre de ligacdo é possivel inferir que o pep23 demonstra ser o
péptido mais promissor.

Futuramente, como um método de validagao dos resultados in silico, os trés péptidos mais promis-
sores resultantes dos estudos computacionais (pep19, pep23 e o pep58) serdo sintetizados através do
método de sintese de péptidos em fase sélida (SPPS). Posteriormente, sera avaliada a afinidade de
ligagao desses péptido para o RA com recurso a técnica denominada por ressonancia plasménica de
superficie (SPR). Assim, é possivel estabelecer uma correlagao 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.
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Apéndice A
Estrutura 3D dos peptidos

A.1 Validacao da estrutura dos péptidos (ProSa-web)

Figura A.1: Z-score da estrutura 3D e visualizacao molecular da energia dos residuos dos péptidos
iniciais (Pep-A, Pep-B e Pep-C).

Pep-C:TNAFSRLFYPS Pep-A: RYIFDLFYKRK Pep-B: DSAFSRLYTRS

core: LSS ZScore: 0.5 ZScore: -0.93
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Figura A.2: Z-score e visualizagdo molecular da energia dos residuos dos novos péptidos da familia 1.

Pep-43:RRIFRRFYKRK

Pep-44: RRRFRLFYKRK

Pep-52: RRWFRLFYKRK

Pep-59: RRIFRLFYKRC
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Figura A.3: Z-score e visualizagdo molecular da energia dos residuos dos novos péptidos da familia 2.

Pep-23:DRRFRRLYTRS

Pep-24: DRAFRRLYRRS

Pep-33: DRAFRRLYTRP
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Figura A.4: Z-score e visualizagdo molecular da energia dos residuos dos novos péptidos da familia 3.

Pep-3:TRRFRRLFYPS Pep-5: TRAFRRLFYPR

Pep-10:KRAFRRLFYPS

Pep-11: TRIFRRLFYPS
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A.2 Estruturas 3D finais dos péptidos (I-TASSER e PEP-FOLD)

Figura A.5: Estrutura 3D resultante da previsao do I-TASSER/PEP-FOLD apds a previsdo do estado de
protonacao pelo PDB2PQR dos péptidos da familia 1.

Pep-A-RYIFDLFYKRK

Pepd3-RRIFRREVKRK PepA4-RRRFRLFYKRK
PepA8-RRIFRWFYKRK Pep51-RRIFRKFYKRK
Pep52-RRWFRLFYKRK Pep53-RRIFRLFYPRK

Pep54-CRIFRLFYKRK Pep57-WRIFRLFYKRK
Pep58-RRKFRLFYKRK Pep59-RRIFRLFYKRC
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Figura A.6: Estrutura 3D resultante da previsao do I-TASSER/PEP-FOLD apds a previsao do estado de
protonacéo pelo PDB2PQR dos péptidos da familia 2.

Pep-B-DSAFSRLYTRS
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Pep32-RRAFRRLYTRS

Pep35-DRWFRRLYTRS
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Figura A.7: Estrutura 3D resultante da previsao do I-TASSER/PEP-FOLD ap6s previsao do estado de

protonacéo pelo PDB2PQR dos péptidos da familia 3.

Pep-C-TNAFSRLFYPS
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Apéndice B

Dinamica Molecular

B.1 RMSD dos complexos e dos péptidos

0,5 0,5
R , = =
2R 2R 2R
0.4 1 —3R| 04 - ~3R| 04 -3R
03 Eo03
£ £
® 0,2 1 x 0,2 1
i Vg BRBORE I
x»‘,fk‘ L HaTvmem ! ’i-;"w»,m‘wrh‘wrﬁw;‘M
01 (
0+ T T T T T T T T T 0+ T T T T T T T T T 0 - T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
(a) Tempo (ns) (b) Tempo (ns) (c) Tempo (ns)

Figura B.1: Representacdo do RMSD dos complexos, calculado em relagdo aos atomos Ca. (a) RMSD
do complexo recetor-pep19; (b) RMSD do complexo recetor-pep23; (¢) RMSD do complexo recetor-
pep58.
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Figura B.2: Representacao do RMSD dos péptidos, calculado em relacao aos atomos Ca.(a) RMSD do
pep19; (b) RMSD do pep23; (¢) RMSD do pep58.
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B.2 SASA
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Figura B.3: Area da interface dos péptidos. (a) Area da interface do pep19; (b) Area da interface do

pep23; (c) Area da interface do pep58.

B.3 Energia livre de ligacao
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Figura B.4: Energia livre de ligagao (kJ/mol) do sistemas. (a) Energia livre de ligagao do sistema do
pep19; (b) Energia livre de ligagdo do sistema do pep23; (b) Energia livre de ligagao do sistema do
pep58.
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