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RESUMO

Compostos contaminantes, como farmacos e hormonios produzidos por humanos, sao
encontrados em ambientes aquaticos e possuem potencial de interagir com componentes dos
seres vivos que habitam esses locais contaminados. A superfamilia dos receptores nucleares,
devido a caracteristicas estruturais de ligagdo com moléculas que inibem ou induzem a
transcri¢ao de genes, sdo frequentes alvos desses compostos xenobidticos. O presente trabalho
busca entender a relagdo entre os receptores nucleares da ostra do Pacifico (Crassostrea
gigas), uma espécie filtradora séssil sujeita a mudangas ambientais e exposi¢ao a
contaminantes, com ligantes xenobidticos que possam interagir com seus sitios de ligagdo e
modular a expressdo de genes. Por se tratarem de muitos compostos xenobidticos introduzidos
no ambiente e muitos organismos para estudo, analises in vivo sdo dificultadas e a utilizacao
de metodologias in silico podem verificar muitas interagcdes possiveis entre xenobioticos e
seres vivos. Para entender os mecanismos de interacdo destes receptores foi feita uma analise
da superfamilia de receptores nucleares de C.gigas. Nossos resultados mostram que a partir de
modelagem 3D e caracterizacdo de cavidade do sitio de ligacdo ¢é possivel prever
caracteristicas estruturais para proteinas e selecionar candidatos a interagirem com compostos
de interesse em organismos invertebrados ndo modelo. Através de técnicas docking molecular
demonstramos interagdes favoraveis de trés receptores nucleares da ostra do Pacifico, NR1P2,
NR2E1 e NR2ES5 com xenobioticos estradiol e tamoxifeno.

Palavras-chave: Bioinformatica. Ecotoxicologia. Receptores nucleares.



ABSTRACT

Contaminant compounds, such as human-produced drugs and hormones, are found in aquatic
environments with the potential to interact with living beings components that inhabit these
contaminated sites. The nuclear receptor superfamily, due to structural binding characteristics
with molecules that inhibit or induce gene transcription, is a frequent target of such xenobiotic
compounds. The present work aims to understand the relation between Pacific oyster
(Crassostrea gigas) nuclear receptors, a protein superfamily from a filter-feeding sessile
species submitted to environmental changes and exposure to contaminants, with xenobiotic
ligands that can interact with their binding sites and modulate gene expression. Since many
xenobiotic compounds are introduced into the environment which also have many organisms
to study, in vivo analysis may be difficult and the use of in silico approaches are able to
evaluate the potential interactions between xenobiotics and living beings. In order to
understand the mechanisms of these receptors, a C.gigas nuclear receptor superfamily
analysis was performed. Our data showed that through 3D protein modeling and binding site
cavity characterization was possible to predict structural characteristics of the nuclear
receptors and also select candidates to interact with target compounds using a non-model
invertebrate organism. Through molecular docking technique we demonstrate favorable
interactions of three Pacific oyster nuclear receptors, NR1P2, NR2E1 and NR2ES with
xenobiotics estradiol and tamoxifen.

Keywords: Bioinformatics. Ecotoxicology. Nuclear receptors.
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1 INTRODUGAO

1.1 A OSTRA DO PACIFICO E O CONTEXTO ECOTOXICOLOGICO

A ostra do Pacifico, Crassostrea gigas, ¢ uma espécie de invertebrado marinho
introduzida em diversos paises e que atualmente possui distribui¢do global. Naturalmente,
ocorre em regides entre-marés e estuarinas, desempenhando importantes fungdes ecologicas
nestes habitats. A ostra do Pacifico ¢ um animal séssil que se fixa a rochas e ndo consegue se
mover para outras regioes (MENG et al., 2013). Devido a esta caracteristica, desenvolveu
varios mecanismos de adaptagdo ao estresse ambiental ao longo da evolucdo e € conhecida
por acumular e tolerar poluentes. O seu mecanismo de alimentacdo ¢ a filtragao, o que a expde
a diversos patdégenos microbiologicos e produtos do estilo de vida humano, como
xenobidticos (ZHANG et al., 2016). A espécie ¢ sensivel a alteragdes de seu habitat, inclusive
ao fenomeno de acidifica¢do dos oceanos, apresentando alteragdes em vias metabolicas, como
as de respostas a antioxidantes, metabolismo de carboidratos, transcrigdo e traducao
(TIMMINS-SCHIFFMAN et al., 2014).

A plasticidade da ostra do pacifico na manuten¢do de sua sobrevivéncia em ambientes
extremos e poluidos sugere que esta espécie desenvolveu evolutivamente respostas Unicas de
adaptacdao ao estresse ambiental (ZHANG et al., 2016). As caracteristicas ¢ a ecologia da
espécie a tornam de extrema importancia para o monitoramento de areas poluidas. Através da
utilizacdo de biomarcadores, indicadores de alteracdes bioquimicas, imunoquimicas e
fisiologicas, a nivel molecular e celular, ¢ possivel caracterizar estas mudangas nos
organismos em consequéncia da exposicao ao estresse ambiental. Este monitoramento através
de marcadores bioldgicos possui o potencial de fornecer alertas sobre as condi¢des de areas
contaminadas, permitindo assim o planejamento de estratégias para contornar situagdes de
estresse ambiental antes do desencadeamento de danos irreversiveis (CAJARAVILLE et al.,
2000). Alguns xenobioticos como o tributilestanho (TBT), substancia extensamente utilizada
como anti-incrustante com o intuito de impedir que organismos marinhos aderissem aos
cascos de embarcacdes, causa danos aos organismos marinhos expostos a ele (LARANJEIRO

et al., 2018). Este composto teve sua utilizacdo proibida nas tintas que revestem os cascos de
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embarcagdes, pela Organizagdo Maritima Internacional e o efeito mais bem reportado da
exposicdo de organismos marinhos ao TBT ¢ o imposex. Esse fendmeno ¢ caracterizado pelo
surgimento de o6rgdos sexuais masculinos (vaso deferente e pénis) em fémeas de moluscos,
podendo ocasionar a esterilizagdo das fémeas e declinio em populagdes de espécies afetadas.
O composto causa desregulacdo endoécrina e ¢ bioacumulado pelos organismos
(ANTIZAR-LADISLAO, 2008). Apesar de sua utilizacdo ter sido banida, concentracdes
significantes ainda sdo encontradas em regides portudrias de todo o mundo. O imposex vem
sendo utilizado como marcador bioldgico para identificar a contaminacdo de areas poluidas
por butilestanicos e ressalta a importancia da utilizagdo de biomarcadores para monitoramento
de regides poluidas (ROSSATO, 2017). Sabe-se que TBT ¢ capaz de interagir com
biomoléculas como receptores nucleares (BAKER et al., 2015), que modulam a transcri¢ao
de diversos genes. Portanto, estudar os mecanismos de ligagdo de xenobidticos passa a ser
fundamental para o entendimento dos fendmenos fisioldgicos e ecoldgicos decorrentes destas

exposicoes.

1.2 RECEPTORES NUCLEARES

As proteinas sdo caracterizadas por serem moléculas biologicas muito complexas, uma
vez que estdo presentes em muitos processos celulares e suas funcdes dependem de interagdes
especificas com os mais variados elementos (BRIDGHAM et al., 2014; ZHANG et al., 2016).
Receptores nucleares (NRs) sdo proteinas exclusivas de animais (HUANG et al., 2015),
pertencentes a superfamilia de fatores de transcri¢do, os quais regulam importantes fungdes
em seres vivos, como processos fisiologicos, desenvolvimento e reproducdo, por meio da
inibi¢do ou inducdo da expressao de genes especificos (BRIDGHAM et al., 2014). Receptores
Nucleares apresentam uma estrutura caracteristica, que consiste nos dominios A/B, C, D, E e
F, como ilustrado na Figura 1. A/B constitui a regido inicial N-terminal do receptor e contém
a fun¢do de ativagdo AF-1, que ¢ capaz de cooperar com a func¢do de ativagdo AF-2 (hélice
12), no dominio E, para uma mais estavel regulagdo da modulagao génica. O dominio F
configura a regido C-terminal, que varia de tamanho em diferentes receptores nucleares. A
regido C corresponde ao Dominio de Interagdo com o DNA, DNA-Binding Domain (DBD),
sendo esta a regido que interage com o DNA e ¢ a mais conservada das regides da proteina.

Essa regido possui dois “dedos” de zinco, que correspondem a alfa-hélices com fungdes de
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mediar a dimerizagdo do receptor e determinar a especificidade da interacdo com o DNA. O
dominio D ¢ uma “dobradi¢a” flexivel, que conecta o dominio DBD com o dominio E, o
segundo dominio mais conservado, chamado de Dominio de Interagdo com o Ligante,
Ligand-Binding Domain (LBD). A Figura 2 ilustra a formagdo de estrutura quaternaria tipica
dos NRs, além da estrutura terciaria do dominio LBD. Este dominio, por sua vez, pode
interagir com ligantes enddgenos, como hormoénios, ou com moléculas exdgenas, como
contaminantes e poluentes (VOGELER et al., 2014). Apds a interacdo com um ligante, em
muitos NRs hé o recrutamento de proteinas reguladoras positivas, co-ativadoras, ou negativas,
correpressoras, que sdo fundamentais na ativagdo ou repressdo induzida pelo ligante na
transcricdo génica (BENOD et al., 2014). Muitos NRs ndo possuem um ligante natural

identificado, estes sdo classificados como receptores nucleares o6rfaos.

Figura 1 - Organizacdo dos dominios de um receptor nuclear na proteina. A regido A/B,
N-terminal, contém a funcdo de ativagdo AF-1. O dominio de interagdo com o DNA, regido
C, inclui dois dedos de zinco. A regido D, uma dobradica (hinge) variavel, separa o dominio
DBD do Dominio de Interacio com o Ligante LBD (regido E), o qual possui o fator de
ativacdo em hélice AF-2. A por¢cdo C-terminal F ¢ localizada ao final da sequéncia.
Zinc finger 1

Zinc finger 2

NETTTDBDN [ BD O ¢
A/B C D E F

Fonte: adaptado de VOGELER et al., 2014.
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Figura 2 - Enovelamento tridimensional tipico de receptores nucleares. (A) Estrutura
quaternaria recorrente em NRs, destacando o Dominio de Interacao com o Ligante (LBD) e o
Dominio de Interagdo com o DNA (DBD) interagindo com uma molécula de DNA. (B)
Estrutura do dominio LBD com a-hélices bem definidas, um grampo-f3 entre as a-hélices H6 e
H7 e um ligante associado ao sitio de ligagdo (em amarelo).

A B

Fonte: Propria autora.

Como consequéncia da caracteristica que muitos NRs possuem de interagir com
moléculas através do dominio LBD, eles se tornam suscetiveis a xenobidticos, moléculas ou
substancias encontradas em organismos que ndo ocorrem naturalmente nos mesmos. Estes
xenobidticos podem induzir ou inibir a expressdo de genes, por mimetizar a interacdo do
receptor com seu ligante natural (OMIECINSKI et al., 2010). As consequéncias para o
organismo podem incluir expressdo anormal de genes e uma desregulacdo do
desenvolvimento e funcionamento endocrino (VOGELER et al., 2014).

A evolugdo dos receptores nucleares em metazodrios sugere que essas proteinas se
diversificaram a partir de um unico NR de um metazoario ancestral (BRIDGHAM et al.,
2010), visto que foram identificados apenas dois receptores nucleares na classe demosponge,
do filo Porifera (LARROUX et al., 2006), se diversificando e aumentando a quantidade em
outros metazoarios: 17 no cnidario Nematostella vectensis (REITZEL; TARRANT, 2009), 21
em Drosophila melanogaster (KING-JONES; THUMMEL, 2005), 43 em Crassostrea gigas
(VOGELER et al., 2014), 270 em Caenorhabditis elegans (SLUDER; MAINA, 2001) e 48
NRs em humanos. Ha uma alta conservacao, ao longo da evolucdo, das regides DBD e LBD
dos NRs em geral ¢ a classificagdo destes ¢ feita a partir destas regides da proteina. Dentre os

43 NRs de C. gigas, sua maioria possui homologia aos de Homo sapiens e de D.
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melanogaster, a mosca da fruta. Os NRs homologos aos de humanos incluem receptores de
hormdnios da tireoide e receptores de acido retindico, homologos aos da mosca da fruta sdo
descritos os receptores relacionados ao desenvolvimento, a ecdise e a processos reprodutivos
(VOGELER et al., 2014). Durante a evolugao dos animais multicelulares, os receptores
nucleares duplicaram, divergiram e aumentaram em numero consideravelmente
(BRIDGHAM et al., 2010).

Dentre a grande diversidade de NRs que ocorrem em animais, encontram-se receptores
de hormonios, que possuem representantes como receptores de esterdides adrenais, como
glicocorticdides, receptores de esterdides sexuais, como estradiol, testosterona e progesterona,
assim como receptores de vitamina D, hormoénios da tiredide (T3 e T4) e ecdisona, um
importante receptor de esterdide em insetos (BAKER, 1997). A contribui¢do evolutiva de
receptores esterdides em vertebrados € reconhecida, a qual proporcionou melhor regulacao de
diversas vias fisiologicas de diferenciacdo, desenvolvimento, reproducdo, respostas imunes e
resposta ao estresse (BAKER, 2019). Animais invertebrados possuem varios homologos de
receptores esterdides de vertebrados, porém os mecanismos de interacao de invertebrados com
moléculas esterdides permanece incerto (SCOTT, 2013), demandando estudos que esclarecam

essas possiveis interagdes e relagdes evolutivas envolvendo esses receptores e seus ligantes.

1.3 LIGANTES E XENOBIOTICOS

Hormonios esterdides, os quais incluem moléculas como estrogénio, estradiol e
testosterona, sdo produzidos por animais vertebrados e invertebrados e até mesmo por plantas.
Em vertebrados essas moléculas sdo conhecidas por terem papéis relacionados a diferenciacao
sexual e reprodugdo. Niveis significativos destes esterdides foram identificados em moluscos,
sugerindo que também podem ter papéis fisioldgicos entre organismos invertebrados
(JANER; PORTE, 2007). Fontes de esterdides xenobidticos para moluscos, como o0s
produzidos sinteticamente, provenientes de moléculas mimetizadoras de esterdides ou
originados do metabolismo de outros animais vertebrados e seu efeito nesses animais vem
sendo amplamente investigados. No entanto, correlagdes destes ligantes com efeitos em
moluscos ainda sdo consideradas ambiguas e ndo estdo estabelecidas cientificamente
(SCOTT, 2013). A ostra do Pacifico possui dois NRs analogos aos de hormonios sexuais

esterdides (CgNR3A e CgNR3B). Entretanto, os receptores de C. gigas identificados como
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homologos aos de esterdides em vertebrados ndo respondem a estrogénio (MATSUMOTO et
al., 2007) e nao comportam a molécula de estradiol em sua cavidade do dominio LBD, como
o faz o NR de estrogeno homodlogo humano. Este dominio de interacdo com o ligante, em C.
gigas e outras espécies de moluscos, demonstrou experimentalmente ativar a transcricdo sem
a adicdo de nenhum ligante, sugerindo que os NRs de estrégeno da ostra do Pacifico sejam
fatores transcricionais independentes de ligante (BRIDGHAM et al., 2014). Ndo obstante, a
ostra do Pacifico possui trés homologos do receptor NR1J, conhecido por responder a
hormonios esterdides na espécie Daphnia pulex (KARIMULLINA et al., 2012),
demonstrando que ligantes esteroides possuem potencial de interagir com outros receptores
nucleares que ndo os anotados como NRs de hormoénios sexuais. Este fato incita a
possibilidade de que, dentre os 43 NRs identificados no genoma de C. gigas, alguns podem
interagir com estes ligantes esterdides.

Tamoxifeno (TAM) ¢ um farmaco derivado de trifeniletileno muito utilizado no
tratamento de cancer de mama. Uma vez que se estabeleceu o papel central de receptores de
estrogeno (ERs) e do estradiol neste tipo de cancer, moléculas antagonistas de estrogeno,
como TAM, foram desenvolvidas para ocupar o sitio do ER e suprimir os efeitos que o ligante
original desencadeia nos tecidos (LONARD; SMITH, 2002). Posteriormente foi reportado
como TAM e outras moléculas desenvolvidas como antagonistas, sao moduladores seletivos
de receptores de estrogeno (SERMs), pois podem exibir respostas agonistas e antagonistas,
conforme o tecido em que se encontram. Essas diferentes respostas também ocorrem pois a
ligacdo de estradiol e de SERMs promovem mudangas conformacionais diferentes no dominio
LBD (SHIAU et al., 1998). A Figura 3 ilustra a estrutura quimica da molécula de estradiol e

do SERM 4-hidroxitamoxifeno que ocupam o sitio de ligacdo do ER humano.
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Figura 3 - Estrutura quimica dos ligantes estradiol e 4-hidroxitamoxifeno.
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Fonte: Prépria autora.

Atualmente farmacos sdo compostos considerados ubiquos em ambientes aquaticos.
Tamoxifeno, por exemplo, ja foi reportado em efluentes hospitalares e urbanos e estudos
apontam que ¢ um composto altamente bioacumulavel por organismos (ORIAS; SIMON &
PERRODIN, 2015), podendo apresentar risco ecotoxicoldgico significativo para os
ecossistemas aquaticos (ORIAS et al., 2015). Sendo uma molécula que possui propriedades
quimicas e estruturais para ocupar o mesmo sitio de ligacdo da molécula de estradiol, ¢é
possivel que os NRs modulados pelo estradiol também sofram modula¢ao por TAM.

Os farmacos produzidos por humanos sdo caracterizados por uma variedade
diversificada de estruturas quimicas e alta heterogeneidade de propriedades (ZHANG et al.,
2013). Moléculas como cafeina (psicoativo estimulante), ibuprofeno (anti-inflamatdrio),
carbamazepina (anticonvulsivo), novobiocina (antibidtico) e tamoxifeno (quimioterapéutico)
sao algumas dessas drogas produzidas por humanos encontradas em ambientes aquaticos que
j& possuem respostas de estresse identificadas por biomarcadores em invertebrados
(AGUIRRE-MARTINEZ; DELVALLS; MARTIN-DIAZ, 2015). A grande quantidade de
moléculas continuamente reportadas como contaminantes € o potencial efeito que elas
possuem na biota de locais contaminados ndo ¢ amplamente compreendido, o que demanda
estudos na area. Pesquisas in vivo sdo dificultadas, por se tratar de uma variedade muito ampla
de compostos e muitas interagdes possiveis com seres vivos. Estudos in silico podem apontar
e verificar varias interagdes potenciais entre essas moléculas e componentes de organismos,

direcionando estudos e auxiliando no entendimento do seu efeito em sistemas biologicos.
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1.4 ANALISES IN SILICO PARA SIMULACAO E ENTENDIMENTO DOS SISTEMAS
BIOLOGICOS

O desenvolvimento tecnologico e avango no poder computacional modernizaram a
area da biologia, possibilitando a introdugdo de termos como genOmica, protedmica e
metabolomica. Hoje possuimos o genoma sequenciado de diversas espécies e muitas
informagdes de variagdes genéticas em bancos de dados (DOSS et al., 2014). Dados sobre
variantes que ocorrem nos organismos, como substituicdes de um Unico aminodcido, nos
auxiliam a entender diversos padrdes que ocorrem nas biomoléculas presentes nos seres vivos,
como mutagdes que levam a substituigdes de aminoacidos em proteinas associadas com
processos de desenvolvimento de cancer (MOSHKOVSKII et al.,, 2018). Ao estudar
proteinas, observamos que suas funcdes estdo diretamente ligadas ao seu enovelamento
tridimensional e dindmica de movimento. Técnicas experimentais para resolugdo de estruturas
proteicas envolvem cristalografia de raios-X e ressondncia magnética nuclear (RMN), porém
esses métodos para determinacdo estrutural sdo limitados pelo custo, consumo de tempo e
exigéncia de instrumentos especializados. Por isso, apesar de muitas sequéncias de proteinas
disponiveis, ha um numero comparativamente reduzido de estruturas resolvidas no banco de
dados de proteinas (PDB) (LEVITT, 2007). Em uma busca nas plataformas de banco de dados
de sequéncias de proteinas, como o NCBI e de banco de dados de estrutura de proteinas,
como o PDB, podemos exemplificar essa diferenca. Aplicando um filtro para a busca, por
exemplo, receptores nucleares de uma espécie muito estudada, como Homo sapiens, ¢
possivel encontrar 9.628 sequéncias de proteinas no NCBI. J4 no PDB, aplicando o mesmo
filtro, encontramos 1.510 estruturas para NRs humanos, o que representa 15% do total de
sequéncias. Nesse sentido, técnicas in silico para a obten¢cdo de modelos da estrutura 3D de
proteinas auxiliam nesses estudos e sdo importantes ferramentas para entender e predizer a
func¢do de proteinas.

As técnicas de modelagem constroem a estrutura 3D de proteinas através de diferentes
andlises. A modelagem comparativa utiliza templates homdlogos evolutivamente
relacionados, identificados a partir de comparagdes de sequéncias entre a proteina de interesse
e os bancos de dados. O método de threading encontra enovelamentos que correspondem a
estrutura da proteina de interesse, mesmo quando os templates ndo possuem a mesma origem

evolutiva. Ja a modelagem ab initio constréi modelos do zero, quando ndo sdo encontradas
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proteinas estruturalmente relacionadas na biblioteca do PDB (ROY; KUCUKURAL;
ZHANG, 2010). Métricas de qualidade sdo calculadas para garantir a qualidade dos modelos
gerados. A fim de predizer fungdes para proteinas, deve-se considerar que estas biomoléculas
ndo sdo estaticas, possuem certa flexibilidade e dinamismo em sua estrutura. Técnicas como
docking e dinamica molecular auxiliam no entendimento das interagcdes de proteinas com
proteinas e proteinas com outras moléculas, permitindo uma melhor caracteriza¢do estrutural
e funcional.

Andlises de docking buscam investigar o potencial de interacdo entre duas moléculas,
como uma proteina e um ligante. Se a ligacdo das moléculas ¢ possivel, a técnica busca
descrever a orientacdo em que as interagdes sdo maximas e onde a energia de ligacdo esta no
seu minimo. Trata-se de uma técnica muito util no desenvolvimento de novas drogas, por
exemplo, que se trata de um processo longo e dispendioso. A aplicagdo de métodos
computacionais auxilia neste desenvolvimento ao direcionar e apontar as interagdes possiveis
entre compostos € os alvos nos organismos (DOSS et al., 2014). A fim de verificar o
dinamismo de proteinas em diferentes escalas de tempo, analises de dindmica molecular sdo
empregadas. Através dessa técnica € possivel realizar simulagdes de sistemas mais realistas,
incluindo moléculas de 4gua explicitas, contra-ions e at¢ um ambiente com membrana
plasmatica. Proteinas assumem diferentes conformagdes em solucao, em analises de dinamica
molecular é incorporada no sistema a flexibilidade do ligante e da proteina, melhorando a
simulagdo de interagdes e aumentando a complementaridade entre elas, e, portanto,
correspondendo ao ajuste induzido que ocorre em proteinas (ALONSO; BLIZNYUK;
GREADY, 2006). Essas metodologias computacionais combinadas buscam tornar mais
fidedigna possivel a descrigao de processos biologicos.

Apesar de sua importancia ecotoxicoldgica, a ostra do Pacifico possui apenas uma
estrutura cristalografica de NR resolvida experimentalmente depositada no PDB. A fim de
avaliar o potencial de interagcio e modulagdo dos NRs de C. gigas por compostos
xenobioticos, utilizamos métodos computacionais que auxiliaram no entendimento dessas
interacoes e apontaram candidatos possiveis entre os NRs a serem modulados por esses

compostos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar estruturalmente a superfamilia de receptores nucleares de C. gigas

avaliando os mecanismos de interacdo com xenobidticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Realizar modelagem 3D dos dominios LBD da superfamilia de receptores
nucleares de C. gigas;
II.  Analisar as estruturas modeladas, com enfoque nas cavidades do sitio de
ligacao;
III.  Identificar sitios de ligagdo para moléculas xenobidticas como o estradiol e o

tamoxifeno.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MODELAGEM 3D

A técnica de modelagem para a regido LBD dos NRs foi realizada utilizando o
programa SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al., 2018). Essa plataforma gera modelos 3D
de proteinas a partir de uma sequéncia alvo, extrapolando informacdes experimentais de uma
estrutura de proteina relacionada evolutivamente que serve como femplate. Inicialmente as
sequéncias dos receptores nucleares, obtidas a partir do genoma de C.gigas depositado no
NCBI, foram submetidas ao BLASTp (CAMACHO et al., 2009), utilizando como referéncia
o Protein Data Bank (PDB), e ao programa Clustal W2 2.0 para verificar a similaridade entre
a sequéncia do receptor de C. gigas ¢ as sequéncias depositadas em bancos de dados e para
localizar a regido correspondente ao dominio LBD. O pacote I-TASSER (ZHANG, 2008)
também foi empregado para modelagem para casos em que os modelos gerados pelo
SWISS-MODEL ndo apresentaram enovelamento tipico esperado para o dominio LBD de
NRs. Sua metodologia divide a sequéncia input em fragmentos, faz alinhamentos com
templates baseado na sequéncia de aminoacidos e em recursos estruturais. A topologia dos
modelos ¢ construida remontando os fragmentos obtidos do alinhamento com alguns
templates. No caso de haverem regides nao alinhadas, a estrutura ¢ construida do zero por
modelagem ab initio. Varias etapas de simulagdo da topologia sdo feitas para refinamento da
estrutura até a formagao final do modelo (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010). Ambas as
metodologias foram submetidas a etapas de verificagdo qualidade e confiabilidade dos

modelos gerados, descritos nos resultados.

3.2 CALCULO DE CAVIDADES

Os modelos 3D obtidos através da modelagem foram submetidos ao programa CASTp
(TIAN et al., 2018), com radius probe de 1.3 A como valor padrio para célculo de area de
superficie acessivel ao solvente. O programa identificou cavidades, bolsdes de superficie,

residuos de aminodcidos que compdem a cavidade, bem como forneceu a area e volume das
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mesmas. Os dados obtidos pelo CASTp permitiram a montagem de figuras pelo PyMOL
(SCHRODINGER, 2017).

3.3 DOCKING MOLECULAR

Os alvos de interesse a partir dos resultados das analises anteriores foram submetidos
ao teste de docking molecular com a molécula de estradiol e tamoxifeno. Para o preparo do
teste, caixas de atracamento foram construidas utilizando o programa CHIMERA
(PETTERSEN, 2004). Essas caixas foram posicionadas na regido da cavidade de ligacao dos
modelos com os ligantes. Além disso, os residuos completamente internos as caixas foram
considerados flexiveis. Para a realizagdo do docking molecular foi utilizado o programa
AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2009). Para analisar os resultados do teste, foram
utilizados os programas DockRMSD (BELL & ZHANG, 2019), para calcular as posicdes dos
ligantes contra uma estrutura experimental de referéncia; o software PoseView (STIERAND;
RAREY, 2010) e LigPlus (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995), para obter
diagramas bidimensionais das interacdes quimicas da cavidade do sitio e a visualizagao 3D
das posi¢des resultantes do docking no PyMOL (SCHRODINGER, 2017). A Figura 4

demonstra os métodos utilizados para a realiza¢do do trabalho na sequéncia de sua realizacao.

Figura 4 - Esquema das etapas metodologicas do trabalho, com os programas utilizados, na
sequéncia de sua realizacdo ao longo do desenvolvimento do estudo.
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Fonte: Adaptado de Santos, 2018.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MODELOS TRIDIMENSIONAIS SWISS-MODEL

Neste trabalho utilizamos duas metodologias para constru¢do de modelos 3D para o
dominio LBD das proteinas de interesse. A primeira delas utiliza a plataforma
SWISS-MODEL, onde obtivemos dados de modelagem comparativa que serdo descritos a
seguir.

Inicialmente os 43 NRs identificados no genoma de C. gigas (VOGELER et al., 2014)
tiveram sua sequéncia correspondente ao dominio LBD submetidas a técnica de modelagem
comparativa pelo programa SWISS-MODEL. A analise dos modelos gerados seguiu critérios
para verificar a sua qualidade. Foram considerados valores de identidade de no minimo 25%
entre a sequéncia utilizada como template e a sequéncia alvo de C. gigas (VERLI, 2014).
Além disso, o software calcula uma métrica de qualidade do modelo chamada QMEAN
(Qualitative Model Energy Analysis), que avalia as distancias interatobmicas modeladas com
informagdes de estruturas de proteinas resolvidas experimentalmente que possuem homologia
com a sequéncia alvo (WATERHOUSE et al., 2018; BENKERT; BIASINI; SCHWEDE,
2010). Os valores de QMEAN proximos de 0 sao considerados de alta qualidade e menores de
-4 de baixa qualidade.

Do total de NRs da ostra do Pacifico, 37 foram modelados com qualidade. Para trés
deles, a técnica empregada nao encontrou sequéncia com identidade suficiente no banco de
dados e outros dois NRs ndo possuem a regido LBD identificada (VOGELER et al., 2014). A
Tabela 1 apresenta as métricas de qualidade dos 37 modelos obtidos, os quais correspondem a
valores de QMEAN maiores que -4 e possuem identidade de sequéncia maior que 25%,

dentro dos limites permitidos para modelos de qualidade.
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Tabela 1. Pardmetros de qualidade para os modelos gerados segundo Benkert, Biasini e
Schwede (2010) e Verli (2014) e nimero de aminoacidos que compdem a sequéncia
correspondente a cada modelo.

Modelo QMEAN Identidade de sequéncia (%) Tamanho da sequéncia de

aminoacidos do modelo

CgNRIA -3.05 43.20 258
CgNRIB 3.13 63.18 253
CgNRIC -1.91 29.31 178

CgNR1CDEFa -3.78 29.05 220

CgNRICDEFb .47 30.54 205
CgNRID -1.87 29.03 279
CgNRIE 2.08 32.10 258
CgNRIF -0.44 39.83 241
CgNRIH -1.55 37.66 260
CgNR1Ja 327 35.20 213
CgNR1Jb 2.62 27.07 236
CgNR1Jg -3.03 35.23 273
CgNRIPI 3.13 26.37 191
CgNR1P2 2.94 28.39 159
CgNRIP3 2.15 28.39 161
CgNR1P4 3.19 32.93 179
CgNRIP5 -3.09 26.78 188
CgNRI1P6 2.67 27.12 188
CgNRIP7 -2.90 29.14 189

CgNR1P8 -2.84 32.18 181
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CgNR1P9 -2.62 29.15 201
CgNR1P10 -2.24 25.77 200
CgNR2A -2.33 71.17 222
CgNR2B -0.71 91.93 229
CgNR2CD -2.04 41.08 232
CgNR2E1 -3.90 52.85 206
CgNR2E2 -2.74 50.00 211
CgNR2E3 -2.27 38.97 218
CgNR2ES5 -2.40 36.65 201
CgNR2F -3.23 38.57 254
CgNR3A -1.29 40.93 237
CgNR3B -3.01 42.48 231
CgNR4A -1.67 54.02 264
CgNRSA -1.53 48.50 238
CgNR5B -1.38 33.33 218
CgNROB -2.92 30.69 201
CgNHR42 -2.07 30.59 221

Fonte: Propria autora.

Observamos que templates que possuem maiores valores de identidade com nossa
sequéncia alvo facilitam a obten¢ao de modelos com enovelamento esperado para o dominio
LBD de NRs, uma vez que a modelagem realizada pelo SWISS-MODEL ¢ comparativa por
homologia. No entanto, identidades de sequéncia no limiar do valor estabelecido por Verli
(2014) de 25% também apresentam modelos confidveis. Além disso, valores de QMEAN

proximos de -4 também nao limitaram a obtengdo de modelos de qualidade.
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Utilizamos o ER de C. gigas, CgNR3A, como modelo controle nesse estudo. Sua
escolha para este fim ocorreu devido a ser o Unico NR de C. gigas que possui estrutura
cristalografica resolvida (4N1Y) depositada no PDB. Para inferir se os modelos gerados dos
NRs que ndo possuem estrutura 3D resolvida experimentalmente sdo representativos e
correspondentes ao enovelamento tipico de LBD nos organismos, utilizamos a sequéncia do
CgER (Receptor de Estrogeno de C. gigas) para gerar um modelo controle utilizando um
template do banco de dados, que nao fosse sua propria estrutura de cristal. Deste modo, foi
possivel verificar o qudo préximo o modelo gerado in silico se aproxima da estrutura
experimental ja descrita (WARNMARK et al., 2002). A Figura 5 apresenta a estrutura
tridimensional do modelo obtido (A), do femplate utilizado para a modelagem 1GWR (C) e
do ER de C. gigas resolvido experimentalmente (B). Mesmo utilizando como template a
estrutura IGWR, um receptor de estrogeno humano, com 40.93% de identidade com a
sequéncia do ER de C. gigas, o modelo resultante possui estrutura semelhante ao cristal do
CgER (4N1Y). A Figura 6 demonstra através de um alinhamento como o esqueleto carbonico
da estrutura do modelo ¢ muito similar a da estrutura resolvida experimentalmente (4N1Y),
com pequenas variacdes em regides de loop. O valor de RMSD (Desvio Médio da Raiz
Quadratica), que descreve a distancia média por residuo entre duas estruturas otimamente
alinhadas, para o modelo gerado e o cristal de CgER ¢ de apenas 0.90, sendo que quanto
menor for esse valor, mais similares sdo as estruturas. Esse resultado aponta que utilizando
templates do PDB ¢ possivel construir modelos representativos do que esperamos encontrar
em um método experimental que descreva a estrutura tridimensional dos NRs no organismo

bioldgico de interesse.
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Figura 5 - Enovelamento tridimensional correspondente ao modelo controle CgNR3A e as
estruturas cristalograficas de referéncia para este modelo. (A) CgER modelo (verde). (B)
CgER estrutura experimental 4N1Y (azul). (C) ER humano IGWR (roxo).

Fonte: Propria autora.

Figura 6 - Alinhamento entre as estruturas do CgER modelo (verde) e estrutura experimental
CgER 4N1Y (azul).

Fonte: Propria autora.
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4.2 CARACTERIZACAO DO SITIO DE LIGACAO

Os modelos gerados, respeitando aos critérios de qualidade citados, passaram para a
etapa subsequente de calculo de cavidades, através do software CASTp 3.0. Por ser o NR de
C. gigas com mais informacdes de sua estrutura e a fim de padronizar a verificacdo das etapas
metodologicas, o modelo CgER continuou sendo utilizado como controle. As estruturas do
cristal CgER (4N1Y) e o cristal de ER humano (IGWR) j& possuem o volume de suas
cavidades descritos. No entanto, o calculo de suas cavidades utilizando o programa CASTp
3.0 ndo apresentou os mesmos valores descritos por Bridgham et al., (2014), como mostra a
Tabela 2. Foram realizadas véarias tentativas de ajuste da area de superficie acessivel ao
solvente, radius probe, utilizada pelo sofiware em seus célculos, porém os mesmos valores
ndo foram encontrados. A discrepancia observada na quantificagdo de volume das cavidades
pode ocorrer devido ao emprego de programas distintos, que se utilizam de metodologias
diferentes. Devido aos valores que encontramos para o volume das cavidades de ER humano e
CgER serem coincidentemente proéximos aos valores de area encontrados por Bridgham et al.,
(2014) para os mesmos cristais, acreditamos que pode ter ocorrido um equivoco na publicagdo
do artigo, em que os autores confundiram as unidades de medida, quantificando um valor de
area como um valor de volume. Como observado por Bridgham e colaboradores, nossos
resultados corroboram apresentando um valor de cavidade reduzido do CgER quando
comparado a cavidade do ER humano e, assim como descrito por eles, identificamos que a
cavidade do CgER possui volume suficientemente reduzido para comportar um ligante como

a molécula de estradiol, como mostra a Figura 7.

Tabela 2. Identificacdo dos valores de area e volume da cavidade do modelo gerado para o
CgER, para a estrutura experimental de CgER 4N1Y e para a estrutura experimental de ER
humano IGWR.

CASTp Bridgham et al. (2014)
Area (2) Volume (A% Volume (A3%)
CgNR3A (modelo CgER) 336.711 97.472
4AN1Y (cristal C. gigas) 126.213 63.867 168+8
1GWR (cristal humano) 445.637 265.851 402

Fonte: Propria autora.
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Figura 7 - Comparagao do volume de superficie da cavidade entre o ER humano, a estrutura
cristalografica de CgER e o modelo CgER, com a presenca do estradiol interno ao sitio de
ligacdo. (A) Superficie de volume da cavidade do sitio de ligagdao da estrutura cristalografica
de ER humano (IGWR), suficientemente grande para comportar o estradiol. (B) Superficie de
volume da estrutura experimental de CgER (4N1Y), apresentando cavidade reduzida para
comportar o ligante estradiol, assim como o modelo de CgER (C).

A B C

Fonte: Adaptado de Santos, 2018.

No decorrer da analise metodoldgica de calculo de cavidades identificamos modelos
que, mesmo respeitando aos critérios de qualidade estabelecidos, ndo possuiam um folding
tipico previsto para o dominio LBD de NRs. Uma andlise particular dos modelos se
demonstrou essencial para garantir que estes se encontrassem dentro do enovelamento
possivel conservado para o dominio LBD de receptores nucleares. Modelos com hélices
faltando ou regides que supostamente formariam uma alfa-hélice e estavam sem formato de
estrutura secundaria foram frequentes e, devido a isso, dos 37 modelos gerados pelo
SWISS-MODEL, o célculo de cavidades foi possivel, com confiabilidade, para 21 deles.
Tentativas de gerar modelos com estrutura tridimensional esperada foram feitas através do
SWISS-MODEL, utilizando templates diferentes para a modelagem, porém a técnica
demonstrou ndo alcangar modelos com folding confidvel para muitas sequéncias do LBD da
espécie de invertebrado ndo-modelo C. gigas. Buscamos identificar um padrao que indicasse
o porqué da metodologia do SWISS-MODEL nio ser capaz de gerar modelos confidveis para
alguns NRs. Observamos se os valores de identidade de sequéncia ou QMEAN necessitavam
de um ajuste mais rigido de seu limite para gerar modelos de qualidade, porém constatamos

que, mesmo os modelos com identidade do femplate com a sequéncia alvo em torno de 25% e
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valores de QMEAN proximos de -4 ndo limitaram a obtengdo de modelos com enovelamento
esperado. A Tabela 3 apresenta os volumes de cavidade calculados para os 21 modelos,
padronizando o valor de 1,3 como 4rea de superficie acessivel ao solvente, radius probe,
como input para o calculo de quantificagdo de cavidades pelo programa. A identidade de
sequéncia dos NRs cujo calculo de cavidade foi possivel também compdem a Tabela 3,
evidenciando valores varidveis de identidade de sequéncia para obtencdo de modelos de
qualidade em que o célculo de cavidades foi possivel.

Através da quantificagdo do volume da cavidade de 21 NRs de C. gigas, foi possivel
selecionar modelos com maior probabilidade de comportar o composto xenobidtico de
interesse no estudo, o estradiol. Como critério para selecdo, utilizamos como base o volume
da cavidade do ER humano (265.851 A?) calculado pelo CASTp 3.0. O volume do ER
humano foi empregado como referéncia devido a ser um NR cujo ligante natural ¢ o estradiol
e o mecanismo de interagdo entre o receptor e o ligante ja ser bem descrito. Desta forma,
consideramos valores proximos ou maiores que o calculado para a cavidade de ER humano
para selecionar os candidatos possiveis entre os NRs da ostra a serem modulados por

estradiol, mostrados também na Tabela 3.

Tabela 3. Volumes das cavidades do sitio de ligacdo dos modelos do dominio LBD dos NRs
de C.gigas, com destaque para os modelos com maior probabilidade de comportar o composto
xenobiodtico de interesse no estudo, o estradiol.

Modelo Volume (A%) Identidade de sequéncia %
CgNRI1A 70.543 43.20
CgNR1D 886.311 29.03

CgNRI1CDEFb 79.089 30.54

CgNRIF 324.325 39.83
CgNR1H 258.200 37.66
CgNR1Ja 573.292 35.20
CgNR1Jb 292.082 27.07
CgNR1P1 295.562 26.37
CgNR1P6 462.463 27.12
CgNR1P9 214.074 29.15

CgNRI1P10 323.575 25.77
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CgNR2A 419.179 71.17
CgNR2B 249.815 91.93
CgNR2F 102.615 38.57
CgNR3A 54.966 40.93
CgNR3B 165.674 42.48
CgNR4A 38.722 54.02
CgNRSA 572.062 48.50
CgNR5B 607.353 33.33
CgNROB 62.174 30.69
CgNHR42 178.433 30.59

Fonte: Propria autora.

Os NRs selecionados com maior probabilidade de sofrer modulagdo pelo estradiol
através da quantificacdo do volume de suas cavidades incluem receptores pertencentes as
subfamilias NR1, NR2 e NRS5, muitos deles possuem homoélogos identificados em outros
invertebrados e vertebrados. A subfamilia NR1 inclui CgNR1D, que possui homologos em D.
melanogaster ¢ em humanos. Na mosca da fruta o seu homdlogo interage com ecdisterdides e
esta envolvido no desenvolvimento, em processos de muda (DUBROVSKAYA; BERGER;
DUBROVSKY, 2004). Homoélogos em humanos sdo silenciadores transcricionais que
realizam fungdes importantes no metabolismo de lipidios, no ritmo circadiano e em
inflamacdo (RAMAKRISHNAN; MUSCAT, 2006). O homoélogo de CgNR1H na mosca da
fruta ¢ um NR envolvido com desenvolvimento, reprodugdo e ecdise em insetos
(KING-JONES; THUMMEL, 2005). Os homoélogos em vertebrados sdo receptores X do
figado, LXRs, que regulam o metabolismo de lipidios, homeostase do colesterol e de sais
biliares (KALAANY; MANGELSDORF, 2006). Além disso, na subfamilia NR1 ha
representantes de um novo grupo monofilético de NRs identificado para C. gigas NR1P, que
ndo foi identificado em organismos modelos invertebrados como D. melanogaster e C.
elegans (VOGELER et al.,2014).

A subfamilia NR2 possui representantes como CgNR2B, ortoélogo de receptores X de
retindide (RXRs), que interagem com 4acido retindide e acido docosahexaenodico (DHA). O

receptor NR2B de C. gigas possui similaridade de 90% com este mesmo receptor do molusco
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Biomphalaria glabrata, que apresentou ligagdo e ativagdo por retindides, sugerindo que vias
de sinalizacdo retindide possuem funcionalidades conservadas evolutivamente através destes
NRs (BOUTON, 2005). O representante NR2A da ostra do Pacifico possui um ortélogo em
D. melanogaster envolvido com beta oxidacao e metabolismo de lipidios (PALANKER et al.,
2009) e 70% de identidade com dominio LBD deste receptor em humano, envolvido com
desenvolvimento de diabetes (LOVE-GREGORY; PERMUTT, 2007).

O membro NR5A possui homologia com o receptor de figado homoélogo-1 (LRH1),
um receptor sem ligante identificado envolvido no metabolismo de 4acidos biliares e colesterol
(FAYARD; AUWERX; SCHOONJANS, 2004). CgNR5B possui homoélogo com D.
melanogaster em receptores envolvidos com a formagdo do sistema reprodutivo, na
reproducdao em fémeas e regulagdo do citocromo P450 modificador de esterdides (ALLEN;
SPRADLING, 2007).

Durante o andamento da analise das cavidades dos modelos, recebemos dados ainda
nao publicados do Laboratoério de Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e Imunoquimica
da UFSC (LABCALI), referente a um transcriptoma de C. gigas em condi¢des de exposi¢ao ao
farmaco tamoxifeno (TAM). O tamoxifeno ¢ um farmaco conhecido por modular receptores
ER de vertebrados (LONARD; SMITH, 2002). Analises do transcriptoma apontaram para a
hiperexpressao de trés NRs da ostra, CgNR1P2, CgNR2E1 e CgNR2ES. Devido as
caracteristicas quimicas da molécula de TAM de ser um modulador seletivo de ER, e,
portanto, ocupar o mesmo sitio de ligacdo que o estradiol em vertebrados, esses resultados nos
apontam esses candidatos, além dos que ja haviamos identificado através da caracterizagao da
cavidade do sitio de ligacdo, como provaveis de interagir com o estradiol. A superexpressao
de NRs da ostra do Pacifico na presenga de tamoxifeno pode ocorrer, além da interacdo direta
entre ligante e receptor, pela autorregulacdo que receptores nucleares realizam entre si em
diferentes tecidos e condi¢des (BAGAMASBAD; DENVER, 2011).

Os trés NRs identificados como candidatos possiveis de interagir com o estradiol
incluem um receptor da subfamilia NR1, grupo NR1P (CgNR1P2) e dois da subfamilia NR2,
grupo NR2E (CgNR2E1 e CgNR2ES). O grupo NR1P ¢ composto por 11 NRs em C. gigas,
sendo um grupo novo identificado na espécie, que ndo possui homologo proximo conhecido
em espécies modelo de invertebrado ou vertebrado, o que dificulta seu estudo através de
similaridade, comparag¢des € homologia, representando um desafio para sua caracterizagao

estrutural e funcional. Vogeler e colaboradores (2014) apontaram que este novo grupo NR1P
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possui NRs cujos dominios apresentam homologia com o grupo NR2E, o outro grupo
hiperexpressado na presenga de TAM no transcriptoma. O grupo NR2E é composto por
quatro receptores. CgNR2E1 possui maior identidade com os homdlogos de D. melanogaster
tailess (DmMTLL), dissatisfaction (DmDSF) e receptores TLX humanos (VOGELER et al.,
2014). Todos eles estao envolvidos no desenvolvimento embrionario do eixo antero-posterior
e estdo presentes no sistema nervoso, relacionados com comportamento emocional. CgNR2ES
apresenta homologia com DHR83, um receptor de fun¢do desconhecida de D. melanogaster
(KING-JONES; THUMMEL, 2005).

Devido as limitagdes e artefatos da técnica de modelagem pelo SWISS-MODEL
observada durante nosso trabalho, os modelos gerados para os trés NRs identificados no
transcriptoma demonstraram um enovelamento atipico, com hélices faltando e regides em que
o modelo ndo adquiriu formacgdo definida de estrutura secundaria. Uma segunda etapa de
modelagem para o dominio LBD desses trés NRs pelo SWISS-MODEL foi realizada,
utilizando templates diferentes, na tentativa de obter modelos com enovelamentos mais
confiaveis. Os modelos de CgNR2E1 e CgNR2ES5, apresentaram folding mais proximos do
esperado para o dominio LBD, porém o modelo para CgNR1P2 continuou apresentando
enovelamento com um desvio muito grande do padrdao para NRs. A fim de melhoramento e
refinamento desses trés NRs promissores, optamos por realizar a modelagem através de outro

programa, com uma metodologia distinta, utilizando o pacote I-TASSER.

4.3 MODELOS TRIDIMENSIONALIS I-TASSER

A segunda metodologia utilizada neste trabalho foi por modelagem hibrida,
comparativa e por fragmentos, disponivel na plataforma I-TASSER. Através da construcao
desta metodologia foi possivel obter trés modelos de NRs de C. gigas identificados como
possiveis candidatos de modulagdo pelo estradiol e tamoxifeno através do transcriptoma.
Identificamos que a metodologia do I-TASSER, que utiliza varios templates como base a para
a construgdo do modelo final demonstrou ser mais promissora para caracterizar
estruturalmente o dominio LBD da espécie nao modelo de invertebrado Crassostrea gigas.
Por ser um numero menor de modelos para verificagdo, comparativamente aos 43 que
partimos inicialmente, foi possivel realizar uma analise de qualidade minuciosa, composta de

mais etapas de verificacdo. A precisdo global estimada dos modelos gerados pelo I-TASSER,
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ou seja, a confianca de cada modelo, ¢ demonstrada quantitativamente pelo C-score, que €
calculado com base na significincia dos alinhamentos do método de threading e nos
parametros de convergéncia das simulagdes de montagem da estrutura. O C-score se encontra
tipicamente na faixa de -5 a 2 e um C-score de maior valor significa um modelo com maior
confianga. Valores maiores que -1.5 indicam um modelo com topologia global correta. Com
base no C-score e comprimento da proteina, valores de TM-score ¢ RMSD sdo estimados
para o modelo (ZHANG, SKOLNICK, 2004).

O TM-score (template modeling score) ¢ uma métrica para calcular a similaridade de
duas estruturas de proteinas, para a qual pontuagdes abaixo de 0,17 correspondem a proteinas
ndo relacionadas escolhidas aleatoriamente, enquanto que estruturas com uma pontuacdo
maior que 0,5 assumem geralmente o mesmo enovelamento (ZHANG, SKOLNICK, 2004). O
RMSD (Desvio Médio da Raiz Quadratica) descreve a distancia média por residuo entre duas
estruturas otimamente alinhadas. Possui a propriedade de comparar diretamente as
coordenadas do espaco entre duas estruturas (BETANCOURT; SKOLNICK, 2001). Na
Tabela 4 ¢ possivel observar que os modelos gerados apresentam valores de C-score,
TM-score ¢ RMSD permitidos para modelos com qualidade (ROY, KUCUKURAL &
ZHANG, 2010).

Tabela 4. Métricas de qualidade dos modelos gerados. O C-score se encontra tipicamente na
faixa de -5 a 2, sendo que valores maiores que -1.5 indicam um modelo com topologia global
correta. Valores de TM-score maiores que 0,5 representam comparagdes entre proteinas que
assumem geralmente o mesmo enovelamento. O RMSD descreve a distdncia média por
residuo entre duas estruturas otimamente alinhadas, dessa forma, quanto menor o seu valor,
mais proximo de 0, mais similares sdo as estruturas proteicas comparadas.

CgNRI1P2 CgNR2E1 CgNR2ES
C-score -0.26 0.64 0.69
TM-score estimado 0.68+0.12 0.80+0.09 0.81+0.09
RMSD (A) estimado 6.3£3.9 4.542.9 42428

Fonte: Propria autora.

A metodologia empregada pelo pacote I-TASSER, diferente do software
SWISS-MODEL, utiliza véarios femplates como base para a modelagem e as métricas de
C-score, TM-score ¢ RMSD sao gerados levando em conta estes diferentes moldes utilizados.

Valores de RMSD baixos, entre 1 e¢ 2, indicam modelos com menores desvios em sua
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estrutura comparada com o molde utilizado para a constru¢do do mesmo, indicando um
modelo com maior qualidade. Os valores de RMSD da Tabela 4 levaram em conta para seu
calculo os diferentes femplates que compunham a base para a constru¢do do modelo,
justificando um desvio maior no seu valor, ainda assim considerado como dentro dos limites
de qualidade. O output do I-TASSER inclui o alinhamento do modelo gerado com estruturas
de proteinas depositadas em bancos de dados com as quais o modelo possui muita
similaridade. A Tabela 5 apresenta os valores de TM-score e RMSD para os modelos gerados
comparativamente as estruturas do banco de dados as quais eles possuem maior identidade
estrutural.

O espaco que peptideos podem ocupar no espago ¢ restrito, devido a confrontos
estéricos entre a cadeia lateral dos residuos de aminoacidos. Observando o enovelamento
refinado de uma estrutura proteica, ¢ possivel observar que os angulos migram para
conformacgdes permitidas, indicando que a distribui¢do dos angulos em uma proteina pode
fornecer um guia para a qualidade de sua estrutura (MORRIS et al., 1992). A Tabela 5
apresenta os angulos de Ramachandran permitidos para os modelos gerados (LASKOWSKI et
al., 1993). As restrigdes espaciais encontradas para nossos modelos, em geral, sdo proximas as
descritas para estruturas experimentais. Diagramas de Ramachandran exemplificam a

distribui¢do dos angulos dos residuos na estrutura proteica (APENDICE A).

Tabela 5. Métricas de qualidade estrutural e angulos de conformagdes permitidos para os
modelos obtidos e estruturas do PDB utilizadas como referéncia para o calculo.

Modelo Estrutura do PDB TM-score RMSD(A) Ramachandran
permitidos
CgNRI1P2 2NXX 0.939 1.12 96.9%
CgNR2EI 1QKU 0.950 1.45 99.1%
CgNRES5S 1QKU 0.946 1.31 98.5%

Fonte: Propria autora.

As estruturas resolvidas experimentalmente alinhadas aos modelos de C. gigas
mostradas na Tabela 5 sdo todas de receptores que possuem como ligantes moléculas

derivadas de colesterol, como o estradiol. O cristal 2NXX, alinhado ao CgNRI1P2,
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corresponde ao dominio LBD de um receptor de ecdisona de um invertebrado artropode,
Tribolium castaneum, cujo ligante é o hormonio ponasterona A. O cristal 1QKU, alinhado por
similaridade estrutural ao modelo CgNR2EI e CgNR2ES, ¢ um ER humano cujo ligante
presente no cristal € o estradiol. Podemos notar que os modelos obtidos possuem similaridade
com outros NRs cuja estrutura, sitio de ligacdo e ligantes apresentam caracteristicas
aproximadas ao nossos alvos de interesse, o estradiol e o tamoxifeno.

Além dos parametros de qualidade descritos acima, foi realizada uma analise do
enovelamento estrutural apresentado por cada modelo, a fim de verificar se estes possuem
caracteristicas tipicas do dominio LDB de NRs. Estas incluem a presenca de 11 a 13 a-hélices
(HO a H12) em um arranjo espacial de trés camadas anti-paralelas que se assemelha a um
sanduiche. As hélices H4, HS5, H8 e H9 estdo presentes na por¢do do topo do dominio, o que
permite a formagdo de uma cavidade na parte inferior na maioria dos NRs, entre as hélices
H3, H7 e H11. Entre as a-hélices H6 e H7 ocorrem duas folhas-f em forma de grampo.
Comparagdes estruturais revelaram que as hélices que compdem o topo do dominio sdo
conservadas, o que mais difere ¢ a regido que envolve as hélices H2, H3 e o grampo-f,
sugerindo que a formacdo em sanduiche ¢ evolutivamente mantida para que a ligacdo de
pequenas moléculas seja possivel na maioria dos NRs (LI; LAMBERT; XU, 2003). A Figura
8 demonstra o enovelamento encontrado para os modelos gerados pelo [-TASSER. CgNR1P2
(A) nao forma H4 e H6. Esse NR pertence ao novo grupo descrito para C. gigas, sem
homologos proximos, o que dificulta a constru¢do de modelos por homologia e explica a
dificuldade de encontrar um enovelamento esperado. Ambos CgNR2E1 (B) e CgNR2ES5 (C),
membros do mesmo grupo (NR2E) ndo possuem apenas H2. O homodlogo humano de
CgNR2EI, receptor TLX ¢ conhecido por ndo apresentar H1 e H2 (BENOD et al., 2014),

sendo possivel que representantes desse grupo ndo apresentem essas hélices.
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Figura 8 - Estruturas tridimensionais obtidas através da técnica de modelagem. (A) Modelo
CgNR1P2, o qual ndo apresenta formagdo de alfa-hélice na regido que corresponderia a H4 e
H6. (B) Modelo CgNR2E1 e (C) Modelo CgNR2ES, ambos pertencentes ao grupo NR2E, nao
apresentam formacao de H2.

A B C

Fonte: Propria autora.

A utilizacdo do CgER como modelo controle na modelagem pelo SWISS-MODEL foi
também empregado para os modelos gerados pelo I-TASSER, para as mesmas finalidades de
validacdo e comparacdo entre parametros. Retiramos manualmente na submissao para
modelagem no servidor do I-TASSER a possibilidade de utilizagdo do proprio cristal de
CgER (4N1Y) como um dos templates base para gerar o modelo. A Tabela 6 mostra valores
de C-score, TM-score ¢ RMSD que o I-TASSER calcula para o modelo gerado, utilizando
como referéncia os varios templates que ele utiliza para a constru¢do do modelo. Os valores
das métricas de qualidade encontram-se dentro dos limites para um modelo de qualidade. Na
Tabela 7 sdo demonstrados TM-score e RMSD referentes ao alinhamento do modelo de CgER
com o cristal 4N1Y, o proprio cristal da estrutura de CgER da ostra, que apesar de ndo ter
sido usado para gerar o modelo, possui uma estrutura muito similar ao que a técnica de
modelagem gerou e por isso compde os resultados do I-TASSER da modelagem. Os valores
de Ramachandran permitidos também compde a Tabela 7, demonstrando que os angulos
encontrados para os residuos de aminoacidos na proteina estdo dentro do permitido. O

diagrama de Ramachandran para esse modelo se encontra no APENDICE A.
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Tabela 6. Métricas de qualidade para a estrutura do modelo controle.

CgNR3A
C-score 0.56
TM-score estimado 0.79+£0.09
RMSD estimado 4.6+3.0

Fonte: Propria autora.

Tabela 7. Métricas de qualidade e angulos de conformagdes permitidos para o modelo
controle ¢ estrutura do PDB utilizada como referéncia para o calculo.

Modelo Estrutura do PDB TM-score RMSD (A) Ramachandran
permitidos
CgNR3A 4N1Y 0.927 0.32 100%

Fonte: Propria autora.

Uma analise do enovelamento da estrutura 3D do modelo CgNR3A demonstrou fold
tipico do dominio LBD. A Figura 9 mostra o modelo de CgER (A) com 11 a-hélices definidas
e auséncia de H2, conforme o esperado para o dominio LBD de ER (ASCENZI; BOCEDI;
MARINO, 2006) e assim como ocorre no cristal de CgER 4N1Y (B) e em seu homologo
humano 1GWR (C). A Figura 10 apresenta o alinhamento entre o modelo do ER de C. gigas
com sua estrutura de cristal 4N1Y, demonstrando uma grande similaridade (RMSD: 0.32 A)
entre as estruturas alinhadas, reforcando um modelo que se aproxima do observado

experimentalmente.
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Figura 9 - Enovelamento tridimensional correspondente ao modelo controle e as estruturas
cristalograficas de referéncia para este modelo. Estrutura 3D do modelo CgER (A), da
estrutura cristalografica de CgER 4N1Y (B) e da estrutura cristalografica de ER humano
IGWR (C). Todos apresentam 11 alfa-hélices bem definidas, com auséncia de H2, recorrente
nos membros desse grupo.

Fonte: Propria autora.
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Figura 10 - Alinhamento dos esqueletos carbonicos do modelo CgER (verde) e da estrutura
resolvida experimentalmente de CgER 4N1Y (azul).

Fonte: Propria autora.

4.4 CARACTERIZACAO DAS CAVIDADES DO SiTIO DE LIGACAO

As cavidades que compdem o sitio de ligagdo de CgNR1P2, CgNR2E1, CgNR2ES5
foram calculadas pelo programa CASTp 3.0, utilizando como padrio o radius probe de 1,3 A
como area de superficie acessivel ao solvente. A Tabela 8 apresenta o volume da cavidade dos
trés modelos candidatos possiveis de interagir com o estradiol. O critério de selecdo para
identificar modelos com cavidades com volume suficiente para comportar estradiol continuou
utilizando como base o valor da cavidade de ER humano, que possui volume de 265.851 A3,
Os trés modelos gerados pelo [-TASSER apresentam volumes de cavidade que se aproximam
ao da estrutura de referéncia 1IGWR, confirmando seu status de candidatos possiveis de serem

modulados por estradiol de acordo com o volume de suas cavidades.
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Tabela 8. Volumes das cavidades do sitio de ligagdo dos modelos do dominio LBD de
NR1P2, NR2E1 ¢ NR2ES de C.gigas.

Volume A3
CgNR1P2 245.742
CgNR2E1 221.582
CoNR2ES 379.810

Fonte: Propria autora

O modelo controle CgER demonstrou uma cavidade reduzida do sitio de ligagdao, com
volume menor que a descrita para a estrutura cristalografica de CgER. Os dados da
quantificacdo do volume da cavidade demonstram que, assim como a estrutura resolvida
experimentalmente do CgER 4INY, o modelo também nao comporta o estradiol em seu sitio
de ligacdo, devido a uma cavidade de volume reduzido. A Tabela 9 mostra os valores de
calculo da cavidade para o modelo CgER, a estrutura experimental de CgER (4N1Y) e a
estrutura experimental de ER humano 1GWR. E possivel notar um volume reduzido da
cavidade do modelo tanto na Tabela 9 quanto na Figura 11, que ilustra a superficie das
cavidades de (A) estrutura cristalografica de ER humano (1GWR), (B) estrutura

cristalografica do CgER (4N1Y) e (C) modelo de CgER na presenca do ligante estradiol.

Tabela 9. Quantificacdo do espaco da cavidade do sitio de ligacdo do modelo controle NR3A
de C. gigas.

Area (A%) Volume (A3%)
CgER modelo 98.907 20.425
4N1Y (estrutura experimental ER 126.213 63.867
de C. gigas)
IGWR (estrutura experimental ER 445.637 265.851
humano)

Fonte: Propria autora.
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Figura 11 - Compara¢do do volume de superficie da cavidade entre o ER humano, a estrutura
cristalografica de CgER e o modelo CgER, com a presenca do estradiol interno ao sitio de
ligacdo (A) Superficie de volume da cavidade do sitio de ligagdo da estrutura cristalografica
de ER humano (IGWR), suficientemente grande para comportar o estradiol. (B) Superficie de
volume da cavidade do sitio de ligacdo da estrutura cristalografica de CgER (4N1Y),
apresentando cavidade reduzida para comportar o ligante estradiol, assim como o modelo de
CgER (O).

Fonte: Adaptado de Santos, 2018.

A verificagdo de que os modelos de NR1P2, NR2E1 e NR2ES de C. gigas possuem
cavidades dos sitio de ligagdo com volume aproximado suficiente para comportar estradiol e
que apresentaram hiperexpressao no transcriptoma na presenca de tamoxifeno, confirmam a
possibilidade de estes trés NRs poderem interagir com essas moléculas. Devido a isso, os
testes subsequentes de docking molecular foram realizados com esses trés modelos

promissores e 0s xenobidticos estradiol e tamoxifeno.

4.5 POTENCIAL DE INTERACAO DA CAVIDADE COM ESTRADIOL

Através dos dados que recebemos apontando CgNR1P2, CgNR2E1 e CgNR2ES5 como
candidatos mais provaveis de comportar o estradiol e padronizando as proximas etapas do
estudo com modelos gerados pela mesma metodologia, a verificacdo da possivel interacao do
estradiol e tamoxifeno foi testada com esses modelos. Primeiramente, o potencial de interagao
do estradiol com os trés modelos foi testado através da técnica de docking molecular. O

resultado do teste identificou as posi¢des em que a molécula de estradiol possui maior
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probabilidade de interagir com o sitio de ligacdo do dominio LBD a partir da identificagdo de
interagdes com residuos de aminoacidos e minimizagao da energia livre de ativagao da reagao.

O resultado da técnica identificou varias posi¢des possiveis de interagdo entre a
cavidade do sitio de cada modelo e o ligante. Para selecionar as posicdes de docking que
caracterizam as interagdes mais provaveis de acontecer entre o NR e estradiol, a partir do que
conhecemos de estruturas resolvidas experimentalmente, utilizamos trés critérios.
Primeiramente alinhamos a estrutura experimental de ER humano (1GWR) ao nosso modelo e
verificamos as posigdes do teste de docking em que houve sobreposi¢ao do estradiol no sitio
do modelo de C. gigas com a posicdo que este ligante ocupa na cavidade do sitio de ligacao
humano. Para as posig¢des sobrepostas foi realizado calculo do RMSD, a fim de selecionar
quais posi¢des do nosso teste apresentam maior identidade com a posi¢ao que o ligante ocupa
na estrutura experimental de referéncia. As trés posi¢des com menores RMSDs do resultado
de docking para cada modelo foram selecionadas para seguir com os proximos critérios de
analise. Devido a serem muitos dados, a posi¢ao de menor RMSD esta descrita no texto e as
duas posi¢des subsequentes analisadas encontram-se no APENDICE B. Utilizamos a
ferramenta DockRMSD (BELL & ZHANG, 2019) para realizar os célculos. A visualizagdo
3D das posicdes do docking e alinhamento com estrutura de referéncia (IGWR) foram feitas
no PyMOL (SCHRODINGER, 2017).

O segundo critério foi composto por uma analise qualitativa das posigoes do estradiol,
observando quais interagdes quimicas fracas foram possiveis no sitio de ligagdo em cada
posi¢do identificada no docking. Para esta andlise, foi utilizado o programa PoseView
(STIERAND; RAREY, 2010) e LigPlus (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).
Diagramas bidimensionais de complexos da estrutura 3D dos NRs com os ligantes foram
geradas através desses softwares, de acordo com as convengdes de desenho quimico. A
estrutura experimental do ER humano possui o estradiol ligado em seu sitio de ligagdo e por
isso foi utilizado como referéncia, a fim de identificar quais interagdes sdo cruciais para que o
complexo proteina-ligante seja estavel.

Os valores de AG (variagao da energia livre) de cada posi¢dao do estradiol resultante
do teste de docking compuseram o terceiro critério de analise. Valores de energia livre
correspondem a energia capaz de realizar trabalho durante uma reacdo a temperatura e pressao
constantes. Quando AG ¢ negativo, os produtos contém menos energia livre que os reagentes,

o que faz com que a reacdo ocorra espontaneamente em condi¢des padrao. Isso ocorre pois as
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reacOes quimicas tendem a ocorrer no sentido de uma diminuig¢do da energia livre do sistema.
Isso exemplifica uma reacao exergdnica (NELSON; COX, 2006). Os valores negativos de AG
observados em nossos resultados caracterizam interagdes possiveis de ocorrer
espontaneamente.

O sitio de ligacao da estrutura experimental do ER humano, utilizado como base para
o entendimento da interagdo do dominio LBD de um NR com o estradiol, ¢ composto por
residuos de aminodacidos das hélices 3, 4, 6, 8 e 11. Trés residuos sdo importantes para a
ligacdo do ER humano com o estradiol: Glu353, Arg394 e His524. Estes sdo os residuos de
aminodcidos com cadeias laterais capazes de formar pontes de hidrogénio com o ligante,
interacdes importantes para a estabilizagdo deste na cavidade do sitio. Além dessas ligagdes
polares, o sitio de ligagdo ¢ em sua maioria hidrofobico (CELIK; LUND; SCHIOTT, 2007). A
Figura 12 mostra as interagdes quimicas que ocorrem entre os residuos de aminoacidos da
estrutura cristalografica de ER humano (IGWR) e o estradiol no sitio de ligagcdo. Por
conservar essa rede de interagdes, foi observado em dinamicas moleculares que H3 e H11 sdo
mantidas em contato préximo, impedindo que o ligante se dissocie da cavidade do sitio

(CELIK; LUND; SCHIQTT, 2007).
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Figura 12 - Interacdes quimicas entre residuos de aminodcidos que compdem o sitio de
ligacdo do dominio LBD da estrutura cristalografica de ER humano (IGWR) com o estradiol.
Linhas tracejadas pretas indicam liga¢des de hidrogénio, ocorrendo com Glu353, Arg394 e
His524. Linhas sélidas verdes mostram interagdes hidrofobicas, que ocorrem com os residuos
Ala350, Leu346, Leu384, Met388 e Phe404. Linhas tracejadas verdes mostram interagdes
T-1, que ocorre entre o anel aromatico do residuo Phe404 e o anel aromatico do estradiol.
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Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.

A posicdo de interagdo do estradiol no teste de docking com os modelos de C. gigas
que apresentou menor RMSD em relagdo a posi¢do que este ligante ocupa no sitio de ligacao
da estrutura experimental de ER humano sao mostradas na Tabela 10, assim como os valores
de variacdo da energia livre para cada uma das posigdes. As posi¢cdes de docking descritas
para cada modelo constituem uma localizacdo espacial do ligante no sitio de ligacdo
aproximado ao que se observa na estrutura resolvida de referéncia. Em um alinhamento das
estruturas (cristal de referéncia e modelos de C. gigas) com os ligantes associados ao sitio de
ligacdo, ¢ possivel observar sobreposi¢do dos ligantes na cavidade do sitio, demonstrando que
ocupam locais muito aproximados, como indica 0 RMSD da Tabela 10. Os valores negativos

de AG configuram essas posicao de interagdo como possiveis de acontecer espontaneamente
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em condi¢gdes padrao, uma vez que ocorrem no sentido de minimizagdo da energia livre do
sistema. As analises qualitativas da posicdo de menor RMSD para cada modelo sdo descritas

separadamente a seguir.

Tabela 10. Dados de analise quantitativa para posi¢coes do teste de docking com estradiol.

RMSD (A) AG
CgNR2E1 4.875 8.9
CgNR2ES 5.436 95
CgNRIP2 7.981 9.2

Fonte: Propria autora.

4.5.1 CgNR2E1

O teste de docking com o modelo CgNR2E] e o estradiol apresentou o menor valor de
RMSD entre os trés modelos testados, indicando que as posicoes em que o ligante se
acomodou no sitio de ligagdo foram as mais proximas das que o estradiol ocupa no sitio do
ER humano. O valor de RMSD da posi¢do com menor desvio comparado a estrutura de
referéncia encontra-se na Tabela 10, que também apresenta o valor de AG correspondente a
posicdo descrita. A Figura 13 mostra um alinhamento entre o ER humano e CgNR2EI],
demonstrando como o estradiol presente no sitio de ligagdo de ambos os receptores ocupa
espago similar. Analisando qualitativamente esta posi¢do, identificamos interagdes quimicas
que também ocorrem com o estradiol no sitio do ER humano (Figura 12). A Figura 14 mostra
a formagdo de uma ponte de hidrogénio entre o residuo Arg224 e o estradiol, além de
interagdes hidrofobicas com Phel20, Leu221 e Arg224 na posicao de menor RMSD do teste
para este modelo. Os residuos representados pertencem as hélices 3, 8 e 11, todas com
estrutura secundaria bem definida. As outras duas posi¢des com menor RMSD identificadas
no docking para CgNR2E1 possuem seus dados de analise quantitativa e qualitativa presentes

no APENDICE B.
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Figura 13 - Alinhamento da estrutura cristalografica do ER humano (1GWR), com o ligante
estradiol (em roxo) interno a cavidade do sitio de ligagdo e do modelo CgNR2EI com o
estradiol (em verde) interno ao sitio de ligacdo na posi¢do de menor RMSD em relagdo a
posicao que este ligante ocupa no sitio do ER humano.

Q& DL

Fonte: Propria autora.
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Figura 14 - Interagdes quimicas entre o estradiol e os residuos de aminoacidos que compdem
a cavidade do sitio de ligacdo do modelo CgNR2EI. Nessa posi¢cao ha formagao de uma ponte
de hidrogénio entre o residuo Arg224 e o estradiol, além de interacdes hidrofobicas com
Phel20, Leu221 e Arg224.
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Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.

O receptor CgNR2E1 pertence a subfamilia NR2, grupo NR2E. Este receptor da ostra
possui homoélogo com os NRs de D. melanogaster tailless (DmTLL) e dissatisfaction
(DmDSF), além de homologia com receptor TLX humano (VOGELER et al., 2014). DmTLL
em Drosophila esta envolvido na embriogénese, € expresso no sistema nervoso em
desenvolvimento e também possui fungdes no desenvolvimento depois de adulto (RUDOLPH
et al., 1997). Ele atua principalmente na repressdo da transcricdo de alguns genes. Seu
ortblogo em mamiferos, TLX, € restrito ao prosencéfalo, ¢ muito expresso no cérebro
embriondrio e nas células-tronco neurais adultas, desempenhando, como em D. melanogaster,
importantes papéis no sistema nervoso. Semelhante ao seu homoélogo da mosca, o TLX
funciona como um repressor transcricional. DmDSF, assim como DmTLL e TLX, funciona

como repressor de transcri¢do (KING-JONES; THUMMEL, 2005). Mutagdes no gene para
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DmDSF afetam o comportamento sexual adulto. Os machos mutantes podem ter menor
eficiéncia na copula, ja as fémeas podem apresentar uma resisténcia aumentada aos machos na
reproducdo, além de deixarem de pOr ovos maduros, principalmente porque os musculos
uterinos nao sdo inervados pelo conjunto necessario de neurdnios motores. As mutagoes de
TLX demonstraram potencial de levar a agressdo em mamiferos, indicando que as fungdes
comportamentais dessa classe de NRs foram conservadas através da evolucdo. King-Jones;
Thumel (2005) sugerem que, considerando que os mutantes de TLX também apresentam
defeitos graves no sistema limbico, que estd envolvido com a libido em humanos, seria
possivel conjecturar sobre um possivel papel de TLX no comportamento sexual de
mamiferos.

O receptor TLX em humanos ¢ descrito como receptor 6rfao, sem um ligante
identificado. Estd presente no sistema nervoso, ligado com células tronco e desenvolvimento
do sistema visual (WANG; XIONG, 2016). TLX pertence a uma classe emergente de NRs
que ndo possuem as hélices al e a2 no LBD e que tem potencial para formar um grande
bolsdo aberto, Bolsdo de Interagcdo do Ligante - Ligand Binding Pocket (LBP). Benod et al.
(2014) testaram diversos compostos a fim de verificar a possibilidade do LBP deste receptor
ser modulado por algum ligante e verificaram a interagdo com trés moléculas. Cerpl
(famprofazona), um agente anti-inflamatorio ndo esterdide da série pirazolona, ccrp2, que ¢
semelhante ao ccrpl com grupos funcionais de pirazol e piperazina e ccrp3, drogrogesterona,
uma progestina esterdide. O estudo aponta que outros esterdides devem ser testados no futuro
em TLX, devido as suas estruturas quimicas € porque se observou que compostos com
estrutura quimica com esqueleto, scaffold, de esterdides se ligam a outros LBPs de NR,
sugerindo fortemente que esses compostos se ligam ao LBP de TLX (BENOD et al., 2014).

Esses dados da literatura corroboram com a ligacdo possivel que encontramos do
esterdide estradiol com o receptor NR2E1 da ostra do pacifico. E possivel discutir sobre
funcionalidades deste receptor nuclear a partir das fungdes conservadas evolutivamente que
este desempenha em organismos, tanto invertebrados como vertebrados. Um possivel papel
como NR repressor da transcricdo no sistema nervoso pode ser apontado, sofrendo possivel

modulacdo pelo hormonio estradiol.
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4.5.2 CgNR2E5

A posicdo do teste de docking para o modelo CgNR2ES que apresentou o menor
RMSD em comparacdo com a estrutura experimental de referéncia compode a Tabela 10,
juntamente com o valor de AG correspondente. Nas hélices 3, 6, 8 e 11 do modelo estdo
presentes os residuos de aminoacidos que compdem a cavidade do sitio de ligagdo e interagem
com o estradiol em nossos testes. O diagrama bidimensional para a posi¢ao de menor RMSD
¢ mostrado na Figura 15, compondo a andlise qualitativa dessa posi¢do do estradiol. Nesta
posi¢ao muitas interagdes hidrofobicas ocorrem entre os residuos Cys73, Phe76, Metl 11,
Vall77, Alal99 e 11e203 ¢ o estradiol. Também ocorre uma liga¢ao n-n entre o anel aromatico
do ligante e de Phe76. As outras duas posi¢des com menor RMSD identificadas no docking

para CgNR2ES5 possuem seus dados de analise quantitativa e qualitativa presentes no

APENDICE B.

Figura 15 - Interagdes quimicas entre o estradiol e os residuos de aminoacidos que compdem
a cavidade do sitio de ligagdo do modelo CgNR2ES. Na posi¢do mostrada, muitas interagdes
hidrofébicas ocorrem entre o estradiol e os residuos Cys73, Phe76, Metl11, Vall77, Alal99 e
I1e203, além de uma ligacdo n-m entre o anel aromatico de Phe76 e o anel aromatico do
estradiol.
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Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.
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O representante NR2ES5S de C. gigas possui homologia com o NR DHRS83 de D.
melanogaster. Este NR em Drosophila é um ortdlogo pouco conservado de PNR, receptor
nuclear especifico de fotorreceptores de vertebrados, que embora ndo se tenha dados precisos
sobre seu mecanismo de funcionamento, parece estar envolvido com desenvolvimento do
sistema nervoso, assim como outros membros do grupo NR2E (KING-JONES; THUMMEL,
2005). Através da caracterizagdo estrutural deste membro da subfamilia NR2 em C. gigas e da
quantificagdo do volume de sua cavidade, ¢ possivel propor candidatos de ligantes possiveis
que ocupem seu sitio de ligagdo, além da interacao favoravel com estradiol verificada em

nosso estudo.

4.5.3 CgNR1P2

As posi¢des encontradas no docking para o modelo pertencente a subfamilia NR1
apresentaram resultados indicando uma interagdo possivel com o estradiol. A posi¢do
identificada com base no RMSD ¢ mostrada em um diagrama bidimensional na Figura 16. A
posi¢do que representa o menor RMSD encontrado, apresentou ponte de hidrogénio com o
residuo Gly108, diversas interagdes hidrofobicas com residuos de Glu73, Phe74, Met77,
Leul24, Trpl41, além de uma ligagdo n-m entre Phe74 e o anel aromatico do estradiol. As
hélices 3, 6, 8, e uma folha-beta do modelo contém os residuos de aminoacidos que interagem
com o estradiol. A interagdo polar ponte de hidrogénio, importante para estabilizagdo do
ligante na cavidade do sitio, foi identificada com o residuo Gly108, localizado em H6. No
entanto, o modelo ndo possui enovelamento em forma de alfa-hélice nesta regido, como
tipicamente ocorre na hélice 6 do dominio LBD. Se essa hélice se forma in vivo hd a
possibilidade da orientacdo desse residuo mudar de posi¢ao e essa interagdo ndo ocorrer. As
outras duas posigdes com menor RMSD identificadas no docking para CgNR1P2 possuem

seus dados de analise quantitativa e qualitativa presentes no APENDICE B.
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Figura 16 - Interagdes quimicas entre o estradiol e os residuos de aminoacidos que compdem
a cavidade do sitio de ligagdo do modelo CgNRI1P2. Posicao 1 (A) apresenta ponte de
hidrogénio com o residuo Gly108, diversas intera¢des hidrofobicas com residuos de Glu73,
Phe74, Met77, Leul24, Trpl41, além de uma ligacdo n-n entre Phe74 e o anel aromatico do
estradiol.
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Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.

O grupo NRIP possui 11 membros identificados recentemente, dos quais
caracteristicas estruturais e funcionais ndo podem ser deduzidas com base na filogenia, pois
nenhum homologo préximo foi identificado. No entanto, muitos membros da subfamilia NR1
estdo envolvidos com crescimento e desenvolvimento em humanos ou nos processos de muda
e metamorfose em D. melanogaster (VOGELER et al., 2014), sugerindo que este grupo
possui fungdes relacionadas a estas. Caracterizar estruturalmente o dominio LBD de
CgNRI1P2, quantificar sua cavidade e apontar possiveis interagdes com moléculas ligantes
fornecem informagdes novas sobre este membro de funcionalidade desconhecida.

Os resultados do teste de docking com o ligante estradiol demonstraram intera¢des
favoraveis entre os 3 NRs candidatos possiveis de serem modulados por este ligante. Analises
posteriores a essa podem ser realizadas para entender e verificar através de outras

metodologias essa possivel ligacdo, como testes de dindmica molecular e testes in vitro.
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4.6 POTENCIAL DE INTERACAO DA CAVIDADE COM TAMOXIFENO

Os modelos CgNR1P2, CgNR2E1 e CgNR2ES5 tiveram sua possivel interagdo com o
farmaco tamoxifeno testada através da técnica de docking molecular. Calculos de RMSD do
ligante, andlises qualitativas das interagdes entre residuos de aminodcidos e o
4-hidroxitamoxifeno e os valores de AG constituiram as analises dos resultados do teste, as
mesmas utilizadas para o docking com o estradiol. A estrutura experimental utilizada como
referéncia foi o cristal 3ERT, um ER humano, cristalizado com 4-hidroxitamoxifeno em seu
sitio de ligacao.

A ligacdo do farmaco tamoxifeno na cavidade do sitio do ER humano, ligante que
possui acdo antagonista em condi¢cdes e tecidos especificos, provoca mudangas
conformacionais no dominio LBD diferentes das que ocorrem com o ligante natural de acao
agonista, o estradiol (SHIAU et al., 1998). NRs recrutam co-ativadores e correpressores
através de sua funcdo de ativacdo 2 (AF-2), localizada no dominio LBD C-terminal, entre as
hélices H3, H5 e H12. A atividade de AF-2 depende da orientagao de uma hélice mével de
ativacao, H12. A ligacdo de um ligante agonista, como o ligante natural estradiol no ER
humano, estabiliza uma posicao ativa de H12, resultando na formacao de um local de ligacao
especifico para os co-ativadores. Os ligantes antagonistas de NR, como o tamoxifeno para o
ER humano em muitos tecidos, induzem conformagdes no receptor nas quais H12 assume
outra posi¢dao, de modo que ¢ completamente afastada do corpo do LBD ou esté interagindo
com outro local fora da regido AF-2. Essa conformac¢ado gerada pela ligacdo de um antagonista
pode tornar o NR acessivel a interagir com correpressores (HELDRING et al., 2007). A
Figura 17 mostra estruturas experimentais do dominio LBD de ER humano ligado ao estradiol
(A) e ao tamoxifeno (B), exemplificando as mudancas conformacionais neste dominio. A
Figura 18 descreve as interagdes que ocorrem entre TAM e os residuos de aminoacidos na

cavidade do ER humano (3ERT).
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Figura 17 - (A) Dominio LBD do ER humano com o ligante agonista estradiol presente no
sitio de ligagdo. (B) Dominio LBD do ER humano com o ligante antagonista
4-hidroxitamoxifeno presente no sitio de ligagdo. E possivel notar que os diferentes ligantes
causam conformagdes diferentes no dominio LBD, principalmente no posicionamento da
hélice 12, o que influencia na ligacdo com co-ativadores e correpressores. O ligante estradiol
em A e o tamoxifeno em B, estdo representados em amarelo.

Fonte: Propria autora.
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Figura 18 - Interacdes quimicas entre residuos de aminodcidos que compdem o sitio de
ligacdo do dominio LBD da estrutura experimental de um ER humano (3ERT) cristalizado
com 4-hidroxitamoxifeno. Linhas tracejadas pretas indicam liga¢des de hidrogénio, ocorrendo
com Arg394 e Glu353. Linhas solidas verdes mostram interagdes hidrofobicas, que ocorrem
com os residuos Met343, Leu346, Ala350, Trp383, Leu387, Leu39l, Metd21, Ile424 e
Leu525.
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Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.

A posi¢ao de interagdo do 4-hidroxitamoxifeno no teste de docking com os modelos de
C. gigas que apresentou menor RMSD em relacdo a posi¢cdo que este ligante ocupa no sitio de
ligacdo do cristal de ER humano sdo mostradas na Tabela 11, assim como os valores de
variagdo da energia livre para cada uma das posi¢des. Em um alinhamento das estruturas
(cristal de referéncia 3ERT e modelos de C. gigas NR1P2, NR2E1 e NR2ES) com os ligantes
associados ao sitio de ligacdo, € possivel observar sobreposi¢ao dos ligantes na cavidade do
sitio, demonstrando que ocupam locais muito aproximados, como indicam os valores de

RMSD da Tabela 11. Os valores negativos de AG configuram essas posigdes de interagdo
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como possiveis de acontecer espontaneamente em condigdes padrdo, uma vez que ocorrem no

sentido de minimizacao da energia livre do sistema, como ocorreu no teste com estradiol.

Tabela 11. Dados de analise quantitativa para posicoes do teste de docking com tamoxifeno.

RMSD AG
CgNR2E1 5313 95
CgNR2ES 5.784 73
CgNRIP2 7.061 8.5

Fonte: Propria autora.

4.6.1 CgNR2E1

O teste de docking com o modelo CgNR2EI e o ligante 4-hidroxitamoxifeno, assim
como ocorreu nos testes com o estradiol, apresentou os menores valores de RMSD entre os
trés modelos testados, indicando que as posi¢des em que o tamoxifeno se acomodou no sitio
de ligacdo foram as mais proximas das que este ligante ocupa no sitio do ER humano de
referéncia. Consideramos, portanto, este alvo como o candidato mais provavel dentre os
avaliados, para ser modulado por tamoxifeno. Os valores de RMSD da posi¢cdo com menor
desvio comparado a estrutura experimental 3ERT encontra-se na Tabela 11, que também
apresenta o valor de AG para esta posi¢do. A Figura 19 mostra um alinhamento entre o ER
humano (3ERT) e CgNR2E1, demonstrando como o tamoxifeno presente no sitio de ligacao
de ambos os receptores ocupa espago similar. A Figura 20 mostra a formagao de interacdes
hidrofobicas com Met44, Ala48, Phe85, Val86, Phel20, Leu221, Arg224, além de uma
ligacdo m-cation entre Phe85 e um anel aromatico de TAM. Os residuos representados
pertencem as hélices 3, 6, 7, 8, 11 e a uma folha-beta, todas com estrutura bem definidas,
conforme o esperado para o dominio LBD. As outras duas posigdes com menor RMSD
identificadas no docking para CgNR2EI possuem seus dados de andlise quantitativa e

qualitativa presentes no APENDICE C.
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Figura 19. Alinhamento da estrutura cristalografica do ER humano (3ERT), com o ligante
4-hidroxitamoxifeno (em roxo) interno a cavidade do sitio de ligagdo e do modelo CgNR2EI
com o 4-hidroxitamoxifeno (em verde) interno ao sitio de ligacdo na posi¢cao de menor RMSD
em relagdo & posigdo que este ligante ocupa no sitio do ER humano.

R

Fonte: Propria autora.

Figura 20 - Interagdes quimicas entre o tamoxifeno e os residuos de aminoécidos que
compdem a cavidade do sitio de ligagdo do modelo CgNR2EI. Esta posi¢do mostra a
formacao de interagdes hidrofobicas com Metd4, Ala48, Phe85, Val86, Phel20, Leu22l,
Arg224, além de uma ligacdo n-m entre Phe85 e um anel aroméatico de TAM.

OH
/‘i \
ILH" J
/ \/\O \\
Val86A
Phe85A

Phe120A Met44A Ala48A
Leu221A Arg224A

Phe85A

Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.
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4.6.2 CgNR2E5

A posicao do teste de docking para o modelo CgNR2ES5 que apresenta o menor RMSD
em relagdo a estrutura experimental de referéncia estd compondo a Tabela 11, juntamente com
o valor de AG correspondente. Nas hélices 3, 6, 8, 11 e 12 do modelo estdo os residuos de
aminoacidos que compdem a cavidade do sitio e interagem com o tamoxifeno. A Figura 21
apresenta o diagrama bidimensional para a posi¢do do docking com menor valor de RMSD,
mostrando a andlise qualitativa de uma posi¢dao do 4-hidroxitamoxifeno com os residuos de
aminoacidos da cavidade do sitio de ligagdo do modelo. Nesta posicdo ha formag¢ao de uma
ponte de hidrogénio com Arg206, ligacdo n-n entre Phe76 e dois anéis aromaticos de TAM,
além de muitas interagdes hidrofobicas envolvendo os residuos Phe36, Phe76, Ala80, Metl11,
[1e203 e Leu218. As outras duas posi¢des com menor RMSD identificadas no docking para
CgNR2ES possuem seus dados de analise quantitativa e qualitativa presentes no APENDICE
C.
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Figura 21 - Interagdes quimicas entre o tamoxifeno e os residuos de aminoécidos que
compodem a cavidade do sitio de ligacdo do modelo CgNR2ES. H4 formagdo de uma ponte de
hidrogénio com Arg206, ligagcdo n-m entre Phe76 e dois anéis aromaticos de TAM, além de
muitas interacdes hidrofobicas envolvendo os residuos Phe36, Phe76, Ala80, Metl11, 11e203

e Leu218.
Arg206A

O/
Ala80A
Met111A

Phe76A

| j
e N H:/\ 0 \\ :.',

Leu218A 1le203A
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Phe76A

Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.

4.6.3 CgNR1P2

As posicdes encontradas no docking com TAM para o modelo CgNRI1P2

apresentaram resultados indicando uma interag¢do possivel entre receptor e ligante. A Tabela

11 apresenta os valores de RMSD da posi¢do do ligante mais proxima a posi¢do que este
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ocupa no sitio de ligacdo do ER humano utilizado como referéncia (3ERT). O valor de AG
encontrado correspondente a esta posi¢ao € mostrado, apresentando valor negativo, o que
caracteriza uma reagao possivel. A posi¢do identificada com base no RMSD ¢ mostrada em
ilustragdo bidimensional na Figura 22. A posi¢cdo que representa o menor RMSD encontrado,
apresentou diversas interagdes hidrofobicas com residuos de Ala70, Phe74, Met77, Asnl10,
Glul12, Trpl4l, além de uma ligacdo =m-m entre Phe74 e 2 anéis aromaticos do
4-hidroxitamoxifeno. As hélices 2, 3, 6 e 8, contém os residuos de aminoacidos que interagem
com o 4-hidroxitamoxifeno no modelo. As outras duas posicdes com menor RMSD
identificadas no docking para CgNRI1P2 possuem seus dados de andlise quantitativa e

qualitativa presentes no APENDICE C.

Figura 22 - Interacdes quimicas entre o tamoxifeno e os residuos de aminodcidos que
compdem a cavidade do sitio de ligacdo do modelo CgNR1P2. A posicao apresentou diversas
interacdes hidrofobicas com residuos de Ala70, Phe74, Met77, Asnl10, Glull2, Trpl41,
além de uma ligagdo n-m entre Phe74 e 2 anéis aromaticos do 4-hidroxitamoxifeno.
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Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.
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Através do teste de docking foi possivel verificar valores de RMSD, AG e interagdes
quimicas no sitio de ligagdo dos modelos que sugerem uma ligagdo possivel do
4-hidroxitamoxifeno com CgNR1P2, CgNR2E1 e CgNR2ES. Nossos modelos apresentam
conformagdes do dominio LBD com a posi¢ao de H12 diferente da orientagcdo que ela assume
na presen¢a do farmaco tamoxifeno no cristal de ER humano. Dindmicas moleculares de
nossos modelos na presenca de tamoxifeno, em posigdes que verificamos interagdes possiveis
entre o fArmaco e o NR, podem testar a possibilidade de este ligante provocar conformagdes
diferentes no dominio LBD dos receptores da ostra e apresentar funcionalidades diferentes

através dessa possivel mudanca de conformacgao.

5 CONCLUSAO

Propomos em nosso trabalho diferentes metodologias para a obtengdao de modelos
tridimensionais para estudo de uma espécie de invertebrado ndo-modelo, observando que o
pacote I-TASSER demonstrou ser mais adequado para a constru¢cdo de modelos a partir de
sequéncias de baixa similaridade ou que ndo conseguiram gerar modelos pela técnicas de
modelagem comparativas utilizadas neste trabalho. A caracterizacdo estrutural através da
modelagem nos permitiu identificar cavidades do sitio de ligacdo que possuem potencial de
interacao com os ligantes alvo de interesse em nosso estudo, o horménio estradiol e o farmaco
tamoxifeno. Testes de ligagdo com moléculas xenobidticas demonstraram interagdes
favoraveis entre os trés receptores nucleares da ostra do Pacifico e os ligantes xenobidticos
estradiol e tamoxifeno, com preferéncia para o receptor CgNR2E1, sendo, portanto, um forte

candidato para estudos posteriores.
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APENDICE A

Grificos de Ramachandran para os modelos do I-TASSER.
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APENDICE B

Potencial de interacio da cavidade com Estradiol

Tabela 12. Analise quantitativa das trés posigdes do estradiol no teste de docking para cada
modelo com menor RMSD em relagdo ao espago que este ligante ocupa na estrutura de
referéncia.

RMSD AG
4.875 -8.9
CgNR2E1 5.232 -8.5
6.565 -10.4
5.436 -9.5
CgNR2ES 6.301 -9.9
6.314 -8.2
7.981 -9.2
CgNR1P2 7.893 -10.1
8.376 -10.2

Fonte: Propria autora.
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Figura 23 - Anadlise qualitativa das trés posi¢des de menor RMSD mostrano as interagdes
quimicas entre o estradiol e os residuos de aminoacidos que compdem a cavidade do sitio de
ligacdo do modelo CgNR2E1L. A posicdo de menor RMSD (A) mostra a formagdo de uma
ponte de hidrogénio entre o residuo Arg224 e o estradiol, além de intera¢des hidrofobicas com

Phel20, Leu221 e Arg224 na Posicdo 1. A segunda posi¢ao de menor RMSD (B) apresenta
interagdes hidrofébicas com os residuos Phel20, Pro41, Cys45, Leu221, além de uma ligagao

n-nt entre Phe85 e o anel aromatico do estradiol. A terceira posi¢do de menor RMSD (C)
também identificou interacdes hidrofobicas com Phel20 e Leu221 com formagdo de ligacao
n-n com Phel20.
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Fone: Representagdo grafica gerada pelo programa Poseview.
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Figura 24 - Andlise qualitativa das trés posi¢des de menor RMSD mostrando as interagdes
quimicas entre o estradiol e os residuos de aminoacidos que compdem a cavidade do sitio de
ligacdo do modelo CgNR2ES. Na posicio de menor RMSD (A) muitas interagdes
hidrofébicas ocorrem entre o estradiol e os residuos Cys73, Phe76, Metl11, Vall77, Alal99 e
[1e203, além de uma ligagdo n-m com Phe76. A segunda posi¢ao de menor RMSD (B) ¢ a
terceira (C) configuraram as mesmas interagdes quimicas fracas no sitio de ligacdo,
compostas por uma ponte de hidrogénio com Asn32 e interagdes hidrofobicas com Metl 11,
Alal99 e 11e203.
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Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.

Figura 25 - Andlise qualitativa das trés posi¢des de menor RMSD mostrando as interagdes
quimicas entre o estradiol e os residuos de aminoacidos que compdem a cavidade do sitio de
ligacdo do modelo CgNR1P2. A posi¢ao de menor RMSD (A) apresenta ponte de hidrogénio
com o residuo Gly108, diversas interagcdes hidrofobicas com residuos de Glu73, Phe74,
Met77, Leul24, Trpl41, além de uma ligagao n-n entre Phe74 e o anel aromatico do estradiol.
Na segunda posi¢cdo de menor RMSD (B) também ocorreu formagao de ponte de hidrogénio
entre o estradiol, nesta posi¢ao com o residuo Asnl10. Uma ligagdo n-n com Phe74 e outras
interacdes hidrofobicas foram encontradas com Met77 e Trp141. Interagdes polares ndo foram
identificadas para a terceira posi¢cdo de menor RMSD (C), a qual possui ligagdo - com
Phe74, além de interagdes hidrofobicas com Met77 e Trpl41.



Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.
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APENDICE C

Potencial de interaciao da cavidade com tamoxifeno

Tabela 13. Analise quantitativa das trés posi¢des do tamoxifeno no teste de docking para cada
modelo com menor RMSD em relacdo ao espaco que este ligante ocupa na estrutura de
referéncia.

RMSD AG

5.313 -9.5

CgNR2E1 6.803 -9.2
7.034 -9.5

5.784 -7.3

CgNR2ES 6.684 -9.1
6.769 -7.6

7.061 -85

CgN1P2 7.608 -7.7
8.108 -8.1

Fonte: Propria autora.

Figura 26 - Andlise qualitativa das trés posi¢des de menor RMSD mostrando as interagdes
quimicas entre o tamoxifeno e os residuos de aminoacidos que compdem a cavidade do sitio
de ligacdo do modelo CgNR2EI. A posicdo de menor RMSD (A) mostra a formacao de
interagdes hidrofobicas com Met44, Ala48, Phe85, Val86, Phel20, Leu221, Arg224, além de
uma ligacdo n-m entre Phe85 e um anel aromatico de TAM. A segunda posicdo de menor
RMSD (B) apresenta uma ligacdo de hidrogénio com o residuo Proll3. Interacdes
hidrofobicas ocorrem com os residuos Met44, LeulOl, Alal03, Valll7, Phel20, Ilel124,
Leul27, Leu221 e Arg224 e o residuo Phel20 faz ligagdo mn-m com um anel aromatico do
ligante. A terceira posi¢do de menor RMSD (C) também identificou interagdes hidrofobicas
com Met44, Val47, Ala48, Phe85, Ala89, Phel20, Ile124 e Leu221, além de duas ligagdes n-n
entre Phel20 e Phe85 com anéis aromatico do tamoxifeno e uma ligagdes m-cation entre
Phe85 e um nitrogénio de TAM.
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Figura 27 - Andlise qualitativa das trés posi¢des de menor RMSD mostrando as interagdes
quimicas entre o tamoxifeno e os residuos de aminodcidos que compdem a cavidade do sitio
de ligacdo do modelo CgNR2ES. Na posi¢cdo de menor RMSD (A) ha formagao de uma ponte
de hidrogénio com Arg206, ligacdo n-n entre Phe76 e dois anéis aromaticos de TAM, além de
muitas interagcdes hidrofobicas envolvendo os residuos Phe36, Phe76, Ala80, Metl11, I1e203
e Leu218. A posicao de segundo menor RMSD (B) apresenta interagdes hidrofobicas com
Phe76, Val77, Leull0, Metl11, Alal99, Asp202 e 11e203, além de uma ligacao n-n entre
Phe76 e um anel aromatico do ligante. A posi¢do de terceiro menor RMSD (C) configura
interacoes hidrofobicas ocorrendo entre os residuos Ala39, Phe76 e Metl11 e o ligante, com
presenca de liga¢do m-m entre um anel aromatico do TAM e o residuo Phe76.
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Fonte: Representagdo grafica gerada pelo programa PoseView.



86

Figura 28 - Andlise qualitativa das trés posi¢des de menor RMSD mostrando as interagdes
quimicas entre o tamoxifeno e os residuos de aminodcidos que compdem a cavidade do sitio
de ligagdo do modelo CgNRI1P2. A posicdo de menor RMSD (A) apresentou diversas
interagdes hidrofobicas com residuos de Ala70, Phe74, Met77, Asnl10, Glull2, Trpl41,
além de uma ligacdo m-m entre Phe74 e 2 anéis aromdticos do 4-hidroxitamoxifeno. Na
posicao de segundo menor valor de RMSD (B) também ocorreu formagao de ligagdo n-m entre
Phe74 e 2 anéis aromaticos do TAM. Outras interagoes hidrofobicas foram encontradas com
Phe74, Met77, Glull2 e Trpl41l. Uma interacdo polar foi formada na terceira posi¢do de
menor RMSD (C), uma ponte de hidrogénio com o residuo His31. Houve formacao de ligacao
n-n entre Phe74 com dois anéis aromaticos de TAM e também uma liga¢do m-cation entre
Phe74 e o nitrogénio do ligante. Interacdes hidrofobicas estdo presentes com Phe74, Met77,
Gly108, Glul12 e Trpl41.
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