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Resumo

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, permanece como um
importante problema de saude publica, com opgodes terapéuticas ainda limitadas.
Nesse contexto, a proteina TcP21, secretada pelas formas amastigotas extracelulares,
configura-se como um alvo molecular de interesse, associado a vias alternativas de
infeccdo pouco exploradas. A presente tese teve como objetivo caracterizar a TcP21
in silico sob duas perspectivas complementares: a identificagao e caracterizacédo de
sitios de ligacdoem sua superficie e a elucidagdode possiveis interfaces de interagao
no complexo TcP21-CXCR4. A integracao de simulagdes de dindmica molecular em
solventes mistos, ancoragem molecular baseada em fragmentos e ancoragem
molecular de sonda farmacoférica seguida de dindmica molecular, conduzida por meio
de mapas volumétricos de ocupacgao, permitiu a identificagdo convergente de um sitio
de ligacado na TcP21. Esse sitio foi caracterizado pela participagao dos residuos-chave
GLUS5, ASP52, VAL70, ILE62 e TRP77. As interacbes observadas, incluindo pontes
salinas, ligagcdes de hidrogénio, interagbes carga-carga e contatos Tr-alquil,
configuraram uma rede intermolecular consistente com o reconhecimento de grupos
funcionais amino protonado, acetamido e fenil. Modos de ligagao do complexo TcP21-
CXCR4 foram gerados por ancoragem molecular e subsequentemente refinados por
simulacgdes de dinamica molecular multirréplicas em ambiente biomimético. A analise
de consenso das trajetorias, baseada em uma funcdo de pontuagdo multimétrica
fundamentada em ASASA e na analise de contatos intermoleculares (numero,
frequéncia e estabilidade temporal), revelou um segmento continuo na TcP21 (LYS23-
PHE39) com propriedades tipicas de interfaces proteina—proteina. Na CXCR4, os
dominios transmembrana TM5, TM6 e TM7 constituiram um nucleo estrutural
estabilizado no interior do vestibulo extracelular, enquanto regides como ECL2 e N-
terminal exibiram maior flexibilidade conformacional. A interface resultante foi
caracterizada por uma organizagdo modular, predominantemente estabilizada por
interagbes de van der Waals, com contribuicoes eletrostaticas e polares conferindo
especificidade direcional ao processo de reconhecimento molecular. A analise
integrada dos estudos indicou a existéncia de duas regides funcionalmente
especializadas na TcP21, potencialmente associadas, respectivamente, a interacao

com ligantes farmacoféricos e ao reconhecimento do receptor do hospedeiro.



Abstract

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, remains a significant public health
concern, with still limited therapeutic options. In this context, the TcP21 protein,
secreted by extracellular amastigote forms, has emerged as a molecular target of
interest, involved in alternative and still poorly explored infection pathways. This thesis
aimed to characterize TcP21 in silico from two complementary perspectives: the
identification and characterization of binding sites on its surface, and the elucidation of
potential interaction interfaces in the TcP21-CXCR4 complex. The integration of
mixed-solvent molecular dynamics simulations, fragment-based molecular docking,
and pharmacophore-based molecular docking followed by molecular dynamics, driven
by occupancy-based volumetric maps, enabled the convergent identification of a
binding site on TcP21. This site involved the key residues GLU55, ASP52, VAL70,
ILE62, and TRP77. The observed interactions, including salt bridges, hydrogen bonds,
charge—charge interactions, and 1—alkyl contacts, formed an intermolecular network
consistent with the recognition of protonated amino, acetamido, and phenyl functional
groups. Binding modes of the TcP21-CXCR4 complex were generated by molecular
docking and subsequently refined through multireplica molecular dynamics simulations
in a biomimetic environment. Consensus analysis of the trajectories, based on a
ASASA-driven multimetric scoring function and on the evaluation of intermolecular
contacts (number, frequency, and temporal stability), revealed a continuous segment
in TcP21 (LYS23-PHE39) with typical protein—protein interface properties. In CXCRA4,
the transmembrane domains TM5, TM6, and TM7 formed a stabilized structural core
within the extracellular vestibule, whereas regions such as ECL2 and the N-terminal
domain exhibited greater conformational flexibility. The resulting interface displayed a
modular organization, predominantly stabilized by van der Waals interactions, with
additional electrostatic and polar contributions conferring directional specificity to the
molecular recognition process. The integrated analysis of the studies indicated the
presence of two functionally specialized regions in TcP21, potentially associated with

pharmacophore ligand binding and host receptor recognition, respectively.
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1 INTRODUCAO

Ha 117 anos, a Tripanossomiase americana, doenca tropical mais conhecida
como doenga de Chagas, causada pelo parasita protozoario Trypanosoma cruzi, foi
descoberta e formalmente descrita pelo Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas
(Chagas, 1909). Trata-se de uma doenca que nado somente afeta populacdes
socioeconomicamente vulneraveis, como também agrava a desigualdade econdémica,
contribui para a marginalizag&o social e reduz aindamais a ja baixa visibilidade politica
daqueles afligidos por ela (De Oliveira Junior et al., 2022; Kropf; Lima, 2022; Ramos-
Junior; Sousa, 2017). Apesar disso — ou talvez até por esse motivo — a doenga de
Chagas ainda nao possui cura ou tratamento eficaz.

Embora seja encontrada majoritariamente em paises da América Latina, onde
se estima que entre 6 e 8 milhdes de pessoas estejam infectadas, cerca de 70 milhdes
de pessoas estejam expostas ao risco de infec¢ado e cause 12 mil mortes por ano,
essa doencga acarreta prejuizos econémicos anuais de aproximadamente 8 bilhéesde
ddlares, impactando substancialmente os sistemas de saude e comprometendo a
produtividade e o tempo de contribuicdo dos infectados na sociedade (Conteh et al.,
2010; Lee, Bruce Y et al., 2013; Olivera; Buitrago, 2020).

No Brasil, dados do Ministério da Saude obtidos a partir do sistema DATASUS
e apresentados na Tabela 1.1, indicaram a ocorréncia de 2.009 casos confirmados de
doencga de Chagas aguda no periodo de 2020 a 2024. A distribuicdo geografica dessas

notificagcdes evidenciou forte concentragdo na regido Norte, com destaque para o
estado do Para, responsavel por 81% do total de casos registrados no pais.

Em relagdo a mortalidade, foram registrados 19.887 6bitos no mesmo intervalo,
valor aproximadamente dez vezes superior ao numero de casos confirmados. A regido
Sudeste concentrou 46,2% desses obitos, com destaque para os estados de Minas
Gerais (4.553 mortes, 22,9%) e Sao Paulo (4.475 mortes, 22,5%). Diferentemente da
distribuicdo dos casos confirmados, a mortalidade apresentou padrdo mais

homogéneo entre as regides brasileiras, incluindo contribuicbes substanciais das
regioes Nordeste (24,7%) e Centro-Oeste (22,8%).
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Tabela 1.1 — Numero de casos confirmados de doenga de Chagas aguda (DCA) e 6bitos confirmados
segundo Unidade Federada no Brasil, entre 2020-2024.

Regido/UF de notificagdo Casos confirmados Obitos confirmados

Norte 1.923 367
Acre 35 11
Amapa 189 16
Amazonas 61 4
Para 1.631 89
Ronddnia 5 73
Roraima 0 1
Tocantins 2 173
Nordeste 49 4.911
Alagoas 0 411
Bahia 11 3.026
Ceara 7 258
Maranhao 4 35
Paraiba 17 172
Pernambuco 1 562
Piaui 6 267
Rio Grande do Norte 3 96
Sergipe 0 84
Centro-Oeste 10 4.538
Distrito Federal 2 1.044
Goias 0 3.138
Mato Grosso 4 220
Mato Grosso do Sul 4 136
Sudeste 16 9.197
Espirito Santo 1 27
Minas Gerais 2 4,553
Rio de Janeiro 10 142
Séo Paulo 3 4.475
Sul 1 874
Parana 5 724
Rio Grande do Sul 6 129
Santa Catarina 0 21
Brasil 2.009 19.887

Fontes: Adaptado de Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (Disponivel em:
https://tabnet.datasus.gov.br/cqgi/tabcai.exe?sinannet/cnv/chagasbr.def) e Sistema de Informagdes
sobre Mortalidade (Disponivel em: https://tabnet.datasus.gov.br/cai/tabcgi.exe?sim/cnv/obt10uf.def),

2026.

O impacto da doenca de Chagas, entretanto, se estende além dos grupos
primariamente afetados, emergindo como um problema global que ja demanda
vigildncia em muitos paises ndo endémicos, incluindo Estados Unidos, Canad3,

Australia, Japao e paises Europeus (Agudelo Higuita et al., 2024; Manne-Goehler et


https://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/chagasbr.def
https://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sim/cnv/obt10uf.def
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al., 2016; Ramos-Rincon et al., 2024; Requena-Méndez et al., 2015; Schmunis; Yadon,
2010).

Nesse contexto, as estratégias de enfrentamento das doencas tropicais,
incluindo a doencga de Chagas, estdo atualmente alinhadas com a Agenda 2030 de
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (WHO, 2020), impulsionadas por fatores
como o aumento dos fluxos migratorios e as mudangas climaticas. Considerando que
insetos vetores sao organismos ectotérmicos, cuja fisiologia € regulada pela
temperatura, antecipa-se que alteragbes climaticas, incluindo o aumento da

temperatura média e alteragdes de regimes de precipitagao, favorecerao a expansao
de suas areas de distribuicdo (Souza, Rita de Cassia Moreira De et al., 2022).

Adicionalmente, a migracdo associada a urbanizagdo, frequentemente
desacompanhada de politicas publicas adequadas de saneamento e infraestrutura,
vem modificando o paradigma da forma de transmissdo da doenca. Observa-se,
atualmente, a transicdo de um cenario predominantemente dominado por transmissao
vetorial para um aumento expressivo da transmissao oral (Agudelo Higuita et al., 2026;
Alarcon de Noya et al., 2022). Esta forma de transmiss&o € usualmente associada ao
consumo de alimentos contaminados com o T. cruzi durante seu processamento ou
manipulacao, incluindo produtos como acgai, cana-de-agucar, vinho de palma e polpas
de frutos silvestres (Beatty et al., 2024; De Sousa et al., 2023; Franco-Paredes et al.,
2020; Monsalve-Lara et al., 2021; Sampaio et al., 2020). Dados do Ministério da
Saude, apresentados na Tabela 1.2, corroboram essa tendéncia no Brasil, indicando
que atransmissao oral foi responsavel por 87,8% dos casos notificados no periodo de
2020 a 2024.

Tabela 1.2 — Casos confirmados no Brasil segundo formas de transmisséao, entre 2020-2024.

Formas de transmissdo Casos confirmados

Transfusional 0
Vetorial 114
Vertical 5
Acidental 5
Oral 1.764
Total 1.888

Fonte: Adaptado de Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (Disponivel em:
https://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/chagasbr.def), 2026.



https://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/chagasbr.def

23

Diversas estratégias de controle voltadas a interrupgdo da transmisséo da
doenga de Chagas foram desenvolvidas ao longo das ultimas décadas, incluindo o
controle vetorial domiciliar (Tian et al., 2024), melhorias nas condi¢gdes habitacionais
(Bates et al., 2023), fortalecimento da vigilancia epidemiologica (Rafael et al., 2023) e
implementagdo de medidas de seguranga alimentar (Fujita et al., 2019). Esses
avancgos resultaram em um panorama de diminuicdo da incidéncia da doenga,
sobretudo em paises endémicos (Cousin et al., 2026). Ainda assim, a erradicagao da

doenca nao parece ser uma realidade a curto e médio prazos.

Do ponto de vista terapéutico, o tratamento disponivel para a doenca de
Chagas permanece dependente, exclusivamente, de dois farmacos
nitroheterociclicos, o nifurtimox (US3262930A, 1966) (Bocca Tourres, 1969; Bock et
al., 1969; Rubio; Donoso, 1969) e o benznidazol (US3505349A, 1970) (Polak; Richle,
1978; Raaflaub; Ziegler, 1979) (Figura 1.1), ambos desenvolvidos ha mais de cinco

décadas.

Figura 1.1 — Estruturas quimicas dos farmacos tripanossomicidas. De cima para baixo: nifurtimox e
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Fonte: Autor, 2026.
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Esses farmacos apresentam eficiéncia relativa predominantemente na fase
aguda da infecgéo e s&o associados a elevada toxicidade, manifestada por reagbes
adversas como dermatite alérgica, disturbios gastrointestinais, incluindo nausea e
perda de peso, e disturbios do sistema nervoso central, como insénia e depressao,
frequentemente resultando na interrupcdo do tratamento por parte do paciente
(Berenstein et al., 2021; Jackson et al., 2020). Do ponto de vista bioquimico, esses
compostos ndo atuam sobre alvos moleculares definidos, mas induzem a formagao

de intermediarios reativos e espécies reativas de oxigénio, promovendo danos

inespecificos a macromoléculas celulares (Sales Junior et al., 2017).

Em resposta a essas limitagdes, esforcos em pesquisas tém se concentrado
na identificagdo de novos alvos moleculares e no desenvolvimento de candidatos
terapéuticos mais seletivos e eficazes (Gomes et al., 2023). A Tabela 1.3 apresenta
alguns dos principais alvos moleculares investigados, juntamente com a sua

relevancia biologica e seus respectivos candidatos terapéuticos.

Tabela 1.3 — Alvos moleculares, relevancia biolégica e candidatos terapéuticos em Trypanosoma cruzi.

Alvo Molecular

Relevancia bioldgica

Candidato terapéutico

Referéncia

Proteassoma de
cinetoplastideos

N-miristoiltransferase

Cruzipaina

CYP51

Via do ergosterol
(geral)

Metabolismo redox /
estresse nitro-oxidativo

Tripanotiona Redutase

Degrada proteinas
essenciais
(homeostase proteica)
Modificagao lipidica
essencial para fungao
e localizagao proteica

Protease envolvida na
interacao parasito—
hospedeiro

Sintese de ergosterol
(membrana)

Producdo de esterois
de membrana

Geragao de espécies
reativas toxicas

Manutengao do
equilibrio redox

LXE408

DDD85646

Inibidores de cruzaina

Posaconazol,
ravuconazol,
de piridina

derivados

Azébis (posaconazol) e
inibidores

Fexinidazol

Dissulfiram

(Lima et al., 2022)

(Gonzalez Garcia et
al., 2026)

(Burtoloso et al.,
2017; Santos et al.,
2023)

(Almeida-Silva et al.,
2022; Gunatilleke et
al., 2012; Hargrove et
al., 2013)
(Gunatilleke et al.,
2012; Villalta;
Rachakonda, 2019)
(Zuma; De Souza,
2022)

(Almeida-Silva et al.,
2022)

Fonte: Autor, 2026.
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Entretanto, uma vez estabelecida a infeccdo do hospedeiro, o foco no combate
a doenca de Chagas se desloca de uma perspectiva sanitaria macroscopica para a
investigagao da complexidade bioldgica do parasita em nivel celular. Nesse contexto,
a elucidacdo dos mecanismos de manutengao e progressao da infecgao no organismo

hospedeiro assume papel central.

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi ainda vem sendo amplamente estudado
(Martin-Escolano et al., 2022). Em hospedeiros mamiferos, o ciclo se inicia com a
introducéo da forma tripomastigota metaciclica na corrente sanguinea, seja por meio
do contato com fezes infectadas dos vetores triatomineos durante o repasto
sanguineo ou pela ingestdo oral de parasitas (Pereira, Karen Signori et al., 2009).
Apos a entrada na corrente sanguinea, o parasita invade células fagociticas
(macrofagos) e nao-fagociticas (musculares e epiteliais) do hospedeiro,
diferenciando-se na forma amastigota e estabelecendo um ciclo intracelular. As
amastigotas replicam-se por divisdo binaria no interior da célula, diferenciam-se na
forma tripomastigota circulante e, entdo, sédo liberadas na corrente sanguinea,
possibilitando a infecgdo de novas células. Cada etapa deste ciclo bioldgico
compreende multiplas vias de sinalizagdo molecular e os mecanismos especificos de
infeccdo dependem nao somente da expressao morfolégica do parasita, mas ainda
da ampla variedade de cepas existentes e dos tipos de células hospedeiras a serem
infectadas (Rodriguez-Bejarano et al., 2021; Romano et al., 2012; Zingales et al.,
2014).

Embora as expressbées morfolégicas de tripomastigotas (metaciclica e
circulante) utilizem mecanismos distintos para a invasado celular no hospedeiro,
estudos demonstram que as vias de sinalizagdo molecular convergem para um
processo comum de internalizagdo. Esse processo envolve, inicialmente, a
participacdo ativa de mucinas e trans-sialidases na modulacdo da superficie do
parasita, promovendo sua adesdo a célula hospedeira. Em seguida, proteinas
parasitarias, como a gp82, induzem a mobilizagdo citoplasmatica de ions Ca?*,
desencadeando dois processos paralelos na regido de contato: a desorganizagao do
citoesqueleto cortical, por meio da despolimerizacéo local de actina, e a exocitose
lisossomal, que promove a incorporagdo da membrana lisossomal a membrana
plasmatica. Em conjunto, esses processos reduzem a rigidez mecanica da membrana

celular na regido de contato e aumentam a area de membrana disponivel, tornando-a
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permissiva a deformagéo e ao envolvimento progressivo do parasita. Por fim, esse
processo culmina na formagao de um vacuolo parasitoforo, permitindo a internalizacao

do parasita na célula hospedeira (Burleigh; Andrews, 1998; Maeda et al., 2012).

Entretanto, observou-se que, apds a invasao e subsequente lise celular, a
forma tripomastigota circulante ndo foi a unica expressao morfologica liberada na
corrente sanguinea; a forma amastigota também estava presente, agora denominada
amastigota extracelular ou circulante (Tyler; Engman, 2001). Esta forma apresentou
capacidade de induzir um estado metabolicamente inativo (quiescéncia metabdlica),
fator importante para a resisténcia a medicamentos contra a doenga de Chagas
(Francisco et al., 2017; Sanchez-Valdéz et al., 2018). Além disso, contrariando o que
se assumia anteriormente, também apresentou capacidade infecciosa além da fungcao
meramente replicativa (Ley et al., 1988; Martin-Escolano et al., 2022; Mortara et al.,
2005), caracteristica que pode ser determinante para compreender a dindmica de

infeccdo do parasita e sua persisténcia nos organismos infectados, sobretudo em
tecidos musculares (Desale et al., 2024; Mortara et al., 2008; Won et al., 2023).

Nesse contexto, da Silva et al. (Da Silva et al., 2009) identificaram uma proteina
ubiqua de 21 kDa, denominada P21 ou TcP21, secretada por amastigotas
extracelulares, caracterizada por elevada afinidade para adesao a membrana celular
e por se ligar a células hospedeiras de forma dose-dependente. Estudos
subsequentes associaram a presencga da forma recombinante desta proteina no meio
extracelular a inibicdo da replicagdo de amastigotas intracelulares, também de forma
dose-dependente, e a indug¢do da polimerizagéo de actina (Teixeira, Thaise L. et al.,
2019). Adicionalmente, a TcP21 foi implicada na modulagdo da internalizacdo do
parasita, promovendo a entrada de tripomastigotas metaciclicos apés pré-tratamento
das células hospedeiras, bem como aumentando ou inibindo a de amastigotas
extracelulares, a depender da sua presencga durante ou antes dainfec¢ao (Da Silva et
al.,, 2009), além da participagao ativa na retencédo intracelular do parasita sob
condigdes de estresse, favorecendo um estado compativel com quiescéncia
metabdlica, previamente associado a formas amastigotas extracelulares (Martins et
al., 2020; Silveira et al., 2024).

Somado a isso, a proteina TcP21 demonstrou capacidade de modular
processos celulares, incluindo a inducao de fagocitose em células de macréfagos, por

meio da interacédo direta com o receptor de membrana CXCR4 (do inglés, C-X-C
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chemokine receptor type 4) (Borges et al., 2020; Rodrigues et al., 2012; Teixeira,
Samuel Cota et al., 2017). A proteina CXCR4 consiste em um receptor de quimiocina
amplamente expresso no organismo humano, cuja ativagdo pelo ligante nativo
CXCL12 desencadeia multiplas vias de sinalizagdo intracelular associadas a

processos como migracao celular, adesao, reparo tecidual e fagocitose (Bianchi;
Mezzapelle, 2020; Guo et al., 2016; Pawig et al., 2015; Zhang, Zhiying et al., 2025).

Estruturalmente, o CXCR4 pertence a superfamilia de receptores
transmembranares acoplados a proteina G (GPCR, do inglés G protein-coupled
receptors), caracterizados por sua topologia de sete hélices transmembranares (TM1—
7), trés voltas intracelulares (ICL1-3) e trés voltas extracelulares (ECL1-3) (Figura
1.2).

Essa superfamilia representa um dos maiores conjuntos de proteinas de
membrana em eucariotos e € responsavel pela transdu¢gdo de uma ampla variedade
de sinais extracelulares, incluindo neurotransmissores € quimiocinas,
desempenhando papel fundamental na fisiologia e na patogénese de diversas
doencgas (Griffith et al., 2014; Proudfoot, 2002; Sarma et al., 2023). Estima-se que
aproximadamente dois tergos dos hormdnios humanos (Foster et al., 2019) e cerca
de um tergo dos farmacos comercialmente disponiveis (Hauser et al., 2017; Lorente
et al., 2025) atuem por meio de receptores GPCR.
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Figura 1.2 — Representacdo esquematica da proteina CXCR4, segundo distribuicdo dos aminoacidos

e orientagdes das hélices transmembranares.
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Fonte: Adaptado de https://gpcrdb.org, 2026.

Apesar do potencial significativo da TcP21 para a compreensdao e o
enfrentamento da doenga de Chagas (Teixeira, Thaise Lara et al., 2015), bem como
de sua multifuncionalidade em outros contextos biolégicos, como a modulagéo da
proliferacdo de células tumorais (Azevedo Silveira et al., 2023), de respostas
inflamatdérias para a recuperacgao tecidual (Barbosa et al., 2021), e da infec¢ao de
outros parasitas como o Toxoplasma gondii (De Souza, Guilherme et al., 2023),
diversos aspectos estruturais e funcionais dessa proteina permanecem

desconhecidos. Destacam-se, entre eles, a auséncia de estrutura tridimensional
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experimentalmente determinada, a falta de identificagao de sitios de ligagdo em sua
superficie e a inexisténcia de descricdo detalhada de seu mecanismo de interagao

com o receptor CXCR4 em nivel molecular.

Os avancgos recentes em arquiteturas de deep learning, exemplificados por
meétodos como AlphaFold 3 (Abramson et al., 2024) e RoseTTAFold (Baek et al.,
2021), redefiniram os paradigmas da predigao in silico de estruturas proteicas.
Enquanto abordagens experimentais classicas, incluindo a cristalografia de raios X, a
criomicroscopia eletrénica (cryo-EM) e a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN), dependem de condigdes experimentais altamente especificas para a
obtengéao de estruturas de alta resolugao, tais como cristalizagao, preparo de amostra
e estabilidade conformacional (Kuhlbrandt, 2014; Wathrich, 2001), métodos baseados
em deep learning passaram a inferir a organizacao tridimensional diretamente a partir
da sequénciaprimaria de aminoacidos, explorando padrdes estruturais implicitamente
aprendidos durante o treinamento do modelo (Jumper et al., 2021). Dessa forma,
essas abordagens possibilitaram a obten¢cdo de modelos estruturais com acuracia
proxima a experimental, mesmo na auséncia de homologos estruturais conhecidos,
além de viabilizarem a predi¢ao integrada de complexos biomoleculares envolvendo
proteinas, acidos nucléicose ligantes (Janes; Beltrao, 2024; Wang et al., 2026; Zhang,
Jintong et al., 2026). Como consequéncia, observou-se uma expansao sem
precedentes do numero de estruturas disponiveis, resultando na geracédo de milhdes
de modelos estruturais (atualmente proximo de 250 milhdes) e superando em varias
ordens de magnitude o numero de estruturas determinadas por abordagens
experimentais (Varadi et al., 2024; Yang et al., 2026).

No contexto da identificagdo de sitios de ligacao, técnicas experimentais, como
o método MSCS (do inglés, Multiple Solvent Crystal Structures) (Allen et al., 1996;
Dechene et al., 2009; English et al., 1999; Mattos et al., 2006; Mattos; Ringe, 1996),
sao consideravelmente laboriosas, caras e complexas, pois apresentam uma série de
restricdes experimentais, incluindo a integracdo de informagdes estruturais da
proteina alvo e limitagbes relacionadas a solubilidade em certos solventes organicos
(English et al., 2001; Kbhler et al., 2020; Lisi; Loria, 2016; Ngan, Kevin Chun Ho et al.,
2023; Romanuka et al., 2023). Nesse contexto, as abordagens computacionais

direcionadas a uma avaliagao preliminar de possiveis sitios de ligagao tém se tornado
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uma pratica comum, ja demonstrando sucesso consideravel (Feher et al., 2014,
Wakefield et al., 2022).

Ha uma ampla variedade de métodos e ferramentas computacionais
disponiveis para a predi¢ao de sitios alostéricos e seus tipos de modulacao, avaliagao
de mudancgas conformacionais em proteinas, amostragem de curvas de energia para
diferentes complexos proteina-ligante e analise da dindmica de proteinas em solvente
(Amamuddy etal., 2020). Contudo, apesar de inumeras metodologias (Alvarez-Garcia;
Barril, 2014; Kimura et al., 2017; MacKerell et al., 2020; Sabanés Zariquiey et al., 2019;
Smith; Carlson, 2021), ainda nd&o ha um consenso sobre qual abordagem
computacional seja a mais adequada para investigar sitios de ligagdo, dado que essas
metodologias s&o frequentemente combinadas e estdo em constante
aperfeicoamento (Wakefield et al., 2022).

Duas abordagens computacionais comumente empregadas e com relativa
correspondéncia ao MSCS s&o a Dinamica Molecular em Solventes Mistos (MSMD;
do inglés, Mixed Solvent Molecular Dynamics) (Arcon et al., 2017; Chan et al., 2023;
DasGupta et al., 2022; llie et al., 2023; Lal Gupta; Carlson, 2022) e a ancoragem
molecular baseada em fragmentos (Ahmed; Brooks, 2023; Buchholz et al., 2023;

Grant et al., 2011; Pereira, Samille Henriques et al., 2024).

A metodologia de MSMD se baseia na amostragem estatistica de eventos
moleculares de proteinas em um ambiente misto de solvente organico/agua de forma
explicita, empregando simulagdes por Dinamica Molecular classica (DM). Embora as
informacdes obtidas por essa abordagem sejam de natureza estatistica, ela oferece
as vantagens de ser mais eficiente, econémica e menos trabalhosa que a abordagem
experimental, permitindo uma alocagdo mais eficiente de recursos experimentais
(Ghanakota; Carlson, 2016; Hertig et al., 2016; Ung et al., 2016). Além disso,a MSMD
fornece informagdes sobre os tipos mais frequentes de interagdes intermoleculares
entre a proteina e as sondas organicas, assim como sobre a dindmica dessas
interagdes ao longo do tempo (DasGupta et al., 2024; Feng et al., 2024; Kudo et al.,
2023).

De forma alternativa, a metodologia de ancoragem molecular baseada em
fragmentos se fundamenta em modelos de corpo rigido e solvatagado continua para

amostrar, de maneira livre, inumeras conformacgdes interativas — denominadas
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modos de ligagcdo — de moléculas organicas ao redor da proteina (Kozakov et al.,
2015), categorizando-as de acordo com fungdes de pontuagao baseadas em energias
de afinidade (Brenke et al., 2009). Esta abordagem apresenta ainda mais eficiéncia
que a MSMD, o que permite sua aplicacdo a uma maior variedade de sondas
organicas. No entanto, isso ocorre em detrimento da desconsideragao de elementos
dindmicos das interacdes intermoleculares e a presenga explicita de moléculas de

solvente (Kozakov et al., 2015).

Por fim, a elucidagao de interfaces de interagao proteina—proteina configura-se
como um desafio adicional, dado que propriedades emergentes, como
complementaridade conformacional, efeitos alostéricos e reorganizagées dinamicas,
desempenham papéis centrais na determinagdo do reconhecimento molecular (Weis;
Kobilka, 2018). Nesse contexto, abordagens baseadas exclusivamente em modelos
estruturais estaticos, como a ancoragem molecular, sdo frequentemente insuficientes
para capturar, de forma realista, os determinantes moleculares mais provaveis que
governam o reconhecimento e a estabilidade do complexo. Essa limitagcdo esta
associada, sobretudo, a simplificagaoinerente ao tratamento de efeitos de solvatagao,

temperatura, flexibilidade estrutural, forga i6nica e a limitada extensdo da amostragem
conformacional (Huang, Sheng-You; Zou, 2010).

Dessa forma, a estratégia metodoldgica consolidada para mitigar essas
limitacbes € a integragdo entre ancoragem molecular e simulagdes de dinamica
molecular. Nesse contexto, a ancoragem molecular é empregada como ferramenta
inicial para a obtenc&o de conjuntos de modos de ligagao plausiveis do complexo de
interesse, que sao entdo amostrados dinamicamente por meio de simulagdes de
dindmica molecular. Essa estratégia possibilita identificar padrdes recorrentes de
interacao, tais como contatos intermoleculares persistentes ou redes de ligagdes de
hidrogénio, bem como distinguir interagbes transitérias e pouco frequentes de
elementos estruturais robustos, potencialmente relevantes para a formacido e

manutencdo do complexo (Hollingsworth; Dror, 2018; Karplus; McCammon, 2002;
Keskin et al., 2016).

Em se tratando de sistemas moleculares de elevada complexidade, como € o
caso de proteinas GPCR — incluindo a CXCR4 —, cuja dinamica e funcionalidade
sdo intrinsecamente dependentes do ambiente de membrana, impde-se, também, o

desafio da representatividade estatistica em simulagées envolvendo centenas de
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milhares de atomos (Latorraca et al., 2017; Lee, Ji Young; Lyman, 2012; Mondal et al.,
2013). A subamostragem do sistema pode introduzir vieses significativos na
caracterizagdo dos estados conformacionais com maior probabilidade de serem
termodinamicamente  acessados e, consequentemente, comprometer a
reprodutibilidade das interfaces de interagao identificadas (Gapsys; De Groot, 2020;
Latorraca et al., 2017). Nesse caso, estratégias que permitem uma amostragem mais
abrangente, como a combinacido sistematica de multiplos modos de ligagéo e
multiplas réplicas independentes de simulagcdo para cada modo, reduzem a
dependéncia de estados iniciais especificos e aumentam a robustez estatistica e a
confiabilidade das inferéncias estruturais realizadas (Knapp et al., 2018; Nigam et al.,
2021).
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OBJETIVOS

Dada a originalidade da proteina TcP21 e seu papel potencialmente relevante
na infecgdo por Trypanosoma cruzi por meio de uma via alternativa ainda pouco
explorada, a presente tese teve como objetivo geral investigar a TcP21 sob duas
perspectivas computacionais distintas e complementares: (i) sua dindmica em agua,
com a identificacdo, em sua superficie, de sitios potenciais de ligagdo a ligantes
farmacoforicos; e (ii) a andlise exploratoria do complexo TcP21-CXCR4, com vista a

predicdo de possiveis interfaces de interagdao. Para tanto, o trabalho foi estruturado
em dois estudos, cada qual com objetivos especificos.

No Estudo 1, sobre o mapeamento de sitios de ligagdo para ligantes

farmacoforicos, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

(i) Obter uma conformagéo inicial da TcP21 por meio de ferramentas preditivas

baseadas em Inteligéncia Artificial;

(i) Empregar a metodologia de Dinamica Molecular em Solventes Mistos,

utilizando como sondas moleculares acetamida, acetonitrila, ion acetato, benzeno,
etanol e ion metilamoénio;

(#43) Construir um modelo de sonda farmacoférica e aplica-lo em estudos de

ancoragem molecular, seguidos por simulagdes de dinamica molecular;

(iv) Aplicar a metodologia de ancoragem molecular baseada em fragmentos,

por meio de um servidor automatizado;

(v) Integrar os resultados das trés abordagens computacionais, propor

possiveis sitios de interagdo na superficie da TcP21 e caracteriza-los quanto aos

residuos-chave e aos tipos de interacdes intermoleculares.
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No Estudo 2, sobre a predi¢cao de possiveis interfaces de interagao entre TcP21

e CXCR4, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

(i) Obter modos de ligagcao do complexo por meio de ancoragem molecular;

(i1) Construir os sistemas moleculares, incluindo uma bicamada lipidica de

composigado semelhante a da célula de macréfago;

(111) Realizar simulagbdes de dindmica molecular multirréplicas para cada modo

de ligacéo;

(iv) ldentificar os residuos interfaciais e os contatos intermoleculares mais

provaveis para a estabilizagdo do complexo;
(v) Caracterizar a dinamica estrutural dos dominios envolvidos na interacao;

(vi) Propor um mecanismo geral de interagado para o complexo, incluindo a

identificagao das interagdes intermoleculares que governam sua estabilizagao.
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2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Fluxograma geral de trabalho

A metodologia adotada neste Capitulo, voltada a obtencdo de um modelo
conformacional da TcP21 e a identificacao de potenciais sitios de interacdo em sua

estrutura, foi organizada como um fluxograma de trabalho e apresentada de forma
geral na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Fluxograma geral de trabalho do Estudo 1, dividido entre obtengdo do modelo
conformacional (A) e identificagdo de sitios de ligagao (B).

A FASTA B / Modelo A /
TcP21 .

Dindmica Molecular

Modelagem Inicial

I "GROMACS

RobeTTAFold l l AlphaFold 3 Ancoragem Molecular
TCP21 de Sonda Farmacoférica
Modelo A Modelo B EY—
AutoDock Vina
A L4 v
L Dinamica Molecular Ancoragem Molecular Modos
Avaliagdo em Solventes Mistos de Fragmentos de Ligagdo
Estrutural
LigParGen l
Verify3D GROMACS FTSite
ERRAT VMD o
PROCHECK L y Dinamica Molecular
¢ RMSD Resultados Resultados
LigParGen
GROMACS
/ Modelo A / VMD
v

Resultados

Fonte: Autor, 2026.

Em termos gerais, a metodologia se iniciou com a utilizagdo da sequéncia
FASTAda proteina TcP21 para a obtengao de possiveis modelos conformacionais por
meio de modelagem baseada em Inteligéncia Artificial. A partir dos modelos preditos,
foi feita uma avaliagcao estrutural rigorosa com a finalidade de verificar a qualidade dos

modelos e identificar o mais adequado para os estudos subsequentes. O modelo
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selecionado foi utilizado como ponto de partida para os ensaios de (i) dinamica
molecular em solventes mistos, (ii) ancoragem molecular de sonda farmacoférica

seguida de dindmica moleculare (iii) ancoragem molecular baseada em fragmentos.

As amostragens realizadas foram analisadas segundo um unico eixo analitico
principal: mapas volumétricos de frequéncia de ocupacdo. O processamento e as
analises das ftrajetorias foram realizados utilizando as ferramentas do pacote
computacional GROMACS (Abraham et al., 2015), versdo 2019.2, além de modulos
do programa VMD (Humphrey et al., 1996).

Os procedimentos metodolégicos especificos, assim como os parametros e
protocolos computacionais empregados em cada etapa, foram descritos nas

subsecdes subsequentes.

2.1.2 Obtengao da estrutura inicial da TcP21

Dado que a estrutura da proteina TcP21 ainda ndo foi determinada
experimentalmente, empregaram-se os métodos RoseTTAFold (Baek et al., 2021) e
AlphaFold 3 (Abramson et al., 2024), ambos fundamentados em arquiteturas de deep
learning, para a predicdo de conformacgdes iniciais. Como ponto de partida para a
modelagem, foi utilizada a sequéncia FASTA da proteina disponivel no GenBank
(ABS31351.1).

Para o método RoseTTAFold, foram obtidos cinco modelos candidatos,
enquanto para o método AlphaFold 3, um modelo candidato. Os modelos preditos
foram submetidos a uma analise comparativa de qualidade estrutural baseada nos
programas Verify3D (Bowie et al., 1991; Luthy et al., 1992), ERRAT (Colovos; Yeates,
1993) e PROCHECK (Laskowski et al., 1993). Em fung¢ao da alta similaridade entre os
cinco modelos gerados por RoseTTAFold, apenas um deles foi utilizado como
representante para a comparagdo com o modelo por AlphaFold 3. Os dois modelos

considerados s&o mostrados na Figura 2.2.
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Figura 2.2 — Modelos preditos da proteina TcP21 gerados por RoseTTAFold (vermelho) e AlphaFold 3
(azul).

Fonte: Autor, 2026.

Quando comparados os cinco modelos candidatos gerados por RoseTTAFold
entre si, foi selecionado para experimentos subsequentes aquele que apresentou
melhor qualidade estrutural global, com base no perfil de erro estrutural por residuo

fornecido pelo préprio método e na analise do diagrama de Ramachandran.

Para refinamento estrutural, o modelo selecionado foi submetido a simulacdes
de DM, visando a incorporagao de efeitos de solvatagdo explicita, temperatura e
pressao. A conformacao inicial foi posicionada no centro de uma caixa de simulagao
retangular com dimensées de 74,53 x 69,79 x 82,54 A, assegurando-se uma distancia
minima de 15 A entre a macromolécula e as faces da caixa. O sistema resultante
compreendeu 41.732 particulas. Apos a realizagdo das simulagdes, a estrutura

representativa central da TcP21 foi adotada como conformacao inicial para os
experimentos subsequentes.



39

2.1.3 Parametros de simulagdo de DM

Ao longo deste estudo, simulagcdes de DM classica foram utilizadas com
frequéncia para amostrar conformagdes moleculares, e as trajetorias geradas foram
empregadas na analise e caracterizagcado de potenciais sitios de ligagao. Os seguintes
parametros de simulacéo foram aplicados para todas as simulagcdes de DM. Detalhes

especificos de cada etapa serdo apresentados em suas respectivas segoes.

Inicialmente, o sistema foi submetido a uma minimizagao de energia utilizando
o algoritmo de steepest descent, com um passo de minimizagéo de 0,1 A e um critério
de tolerancia para forca maxima inferior a 50,0 kJ mol-! A-'. Apds atingir um minimo
de energia local que satisfizesse o critério, foi realizado um tratamento térmico em
ensemble isocérico-isotérmico (NVT). Esse tratamento consistiu em um incremento
linear de temperatura de 0 a 310 K durante 400 ps, seguido de uma manutengéo a
310 K durante 200 ps. A temperatura foi controlada pelo método velocity-rescaling
(Bussi et al., 2007) com uma constante de tempo de acoplamento de 0,1 ps. Este
processo foi iterado trés vezes para relaxar gradualmente a estrutura da proteina no
ambiente do solvente, ajustando-se a constante de forga aplicada ao movimento dos
atomos, exceto hidrogénios, a cada iteragao. A constante de forga foi inicialmente de
10 kJ mol-* A-2, depois reduzida para 5 kJ mol-' A2 e, por fim, 1 kJ mol-' A-2. Apds o
tratamento térmico, uma presséo de 1,0 bar foi aplicada isotropicamente durante
1.000 ps, em ensemble isobarico-isotérmico (NPT). A pressao foi controlada pelo
método de Berendsen (Berendsen et al., 1984), com uma constante de tempo de
acoplamento de 2,0 ps e uma compressibilidade isotérmica de 4,5 x 10-5bar'. Durante

o acoplamento de pressao, a constante de forga foi mantida em 1 kJ mol-' A2,

Apobs a convergéncia de temperatura e da pressdo nos valores requeridos,
todas as restricdes de movimento das particulas foram removidas e o sistema foi
amostrado por 100 ns, no mesmo ensemble. Nesse momento, a pressédo foi
controlada pelo método de Parrinello-Rahman (Nosé; Klein, 1983; Parrinello; Rahman,
1981). Interagdes de van der Waals de curta distancia foram limitadas por um raio de
corte de 11 A. Interacdes eletrostaticas de longo alcance foram calculadas
empregando o algoritmo SPME (do inglés smooth Particle-mesh Ewald) (Darden et

al., 1993; Essmann et al., 1995) e corregdes de longo alcance do termo repulsivo da
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equacao de Lennard-Jones para interagdes dispersivas foram aplicadas a energiae a
pressdo. Movimentos de estiramento e flexdo das ligagbes foram restritos pelo
algoritmo P-LINCS (do inglés Parallel Linear Constraint Solver) (Hess, 2008).
Condicbes periddicas de contorno foram aplicadas em todas as direcbes e as

equacoes de movimento classicas foram integradas utilizando o algoritmo /eapfrog.

Os dados do sistema simulado foram armazenados a cada 2 ps de simulacéao.
A equilibracdo e amostragem foram conduzidas com o pacote computacional
GROMACS (Abraham et al., 2015), versao 2019.2, e o campo de forga all-atom OPLS
(Jorgensen et al., 1996) foi utilizado para descrever os parametros mecanico-
moleculares das particulas simuladas. O modelo de agua TIP4P (do inglés,
transferable intermolecular potential with 4 points) (Jorgensen et al., 1983) foi
escolhido como solvente, e ions sddio e cloreto foram adicionados para neutralizar a
carga total do sistema. Quando foi necessario obter uma estrutura representativa do
sistema, as conformagdes amostradas na trajetdria foram agrupadas por meio do
método de clusterizagdo hierarquica aglomerativa, baseada na matriz de distancias
RMSD par-a-par, empregando o critério de average linkage, e a estrutura medaoide foi

selecionada.

2.1.4 Identificagdao dos sitios de ligagao

Para a identificacdo de sitios de ligagao potenciais e de residuos criticos na
superficie da TcP21, foram utilizadas trés abordagens independentes (se¢bes 2.1.4.1.,
2142. e 2143.)). A escolha dessa estratégia visou minimizar os vieses
metodoldgicos associados a cada abordagem, bem como mitigar a limitagdo de
acuracia decorrente da auséncia de validagdo experimental. Os resultados
provenientes dessas abordagens foram analisados de forma integrada, com o intuito

de aumentar a robustez e a confiabilidade das predicdes.
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2141 Simulagées de MSMD

(a) Solventes orgénicos e descrigdo do Campo de Forga

Nas simulagbes de MSMD, foram utilizados seis solventes organicos:
acetamida (ACM), acetonitrila (ACN), ion acetato (ACT), benzeno (BNZ), etanol (ETH)
e ion metilamoénio (MAM), conforme ilustrado na Figura 2.3. A escolha desses
solventes levou em consideragdao a miscibilidade em agua, a diversidade de
interagdes intermoleculares (incluindo contribuicbes polares, apolares e idnicas) e a
frequéncia de uso observada na literatura (Arcon et al., 2017; Graham et al., 2018;
Raman et al., 2013).

As conformagdes iniciais,bem como os parametros mecanico-moleculares dos
solventes, foram obtidos a partir do servidor de parametrizacdo automatica OPLS para
ligantes organicos (Dodda et al., 2017). Os estados de protonagdo dos solventes

foram definidos com base no pH fisioldgico (= 7,40).

Figura 2.3 — Solventes organicos utilizados como sondas moleculares nas simulagées de MSMD.

o

NH, 0
ACM ACN ACT

~ " —— NH3

BNZ ETH MAM

Fonte: Autor, 2026.
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(b) Configuragéo dos sistemas

A construgéo das configuragdes iniciais dos sistemas foi realizada utilizando a
ferramenta PACKMOL (Martinez et al., 2009). A concentragao dos solventes organicos
foi definida como 5% (V./V.), conforme recomendado na literatura para favorecer a
identificacao de sitios de ligagéo verdadeiros e minimizar a incidéncia de sitios de
ligacao falso positivos (Chan et al., 2021; Ung et al., 2016).

Inicialmente, a conformacdo da proteina TcP21, obtida na secédo 2.1.2., foi
posicionada no centro de uma caixa de simulagdo. Os solventes organicos foram
entdo inseridos até atingir a proporcédo volumétrica definida, distribuidos
aleatoriamente em uma regido esférica de 40 A de raio ao redor da proteina, conforme

ilustrado na Figura 2.4, de modo a favorecer os contatos com a superficie proteica.

Figura 2.4 — Representagdo esquematica da configuragdo dos sistemas. O solvente organico é
mostrado em malva e as moléculas de agua foram omitidas para maior clareza.

Fonte: Autor, 2026.

O numero de moléculas adicionadas de cada componente, assim como suas

massas molares, sdo descritos na Tabela 2.1. Em cada sistema, apenas um tipo de
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solvente organico foi considerado em solugdo aquosa, sem a inclusao de misturas

entre solventes distintos.

Tabela 2.1 — Numero de moléculas adicionadas para a concentragdo de 5% (V./V.) e suas respectivas

massas molares, para cada sistema.

A s N° de moléculas
Solvente Organico

N° de moléculas

Massa Molar

(solvente) (dgua) (g mol")
Acetamida (ACM) 371 20.034 59,07
Acetonitrila (ACN) 364 20.020 41,05
fon acetato (ACT) 339 20.001 59,04
Benzeno (BNZ) 213 20.022 78,11
Etanol (ETH) 328 20.008 46,07
jon metilaménio (MAM) 393 20.043 32,07

Nota: Agua: 18,015 g mol-".

Fonte: Autor, 2026.

(c) Parémetros das simulagées de MSMD

As simulagdes de MSMD foram realizadas em triplicata para cada sistema

contendo solvente organico em solugdo aquosa, resultando em um total de 18

sistemas simulados e um tempo de simulacido acumulado de 1,8 us. O numero de

particulas simuladas por sistema variou entre 62.528 e 66.143.

2.1.4.2 Ancoragem da sonda farmacoférica

Os solventes organicos empregados nas simulagdes de MSMD foram utilizados

como representagdes simplificadas de grupos farmacoféricos frequentemente

encontrados em candidatos a farmacos (Muegge, 2002; Zuccotto, 2003). Contudo,

essarepresentacao apresenta limitagdes, uma vez que nao incorpora efeitos estéricos

nem a interacdo competitiva entre diferentes grupos funcionais presentes em uma

mesma molécula, importantes para o reconhecimento molecular.

Com o objetivo de suprir essas limitagdes, foi

proposta uma sonda

farmacoférica hipotética. Embora ndo represente um ligante real, essa sonda permitiu

investigar potenciais sitios de interagdo da TcP21 sob uma perspectiva alternativa,



44

aproximando-se do comportamento de um ligante farmacoférico. Essa estratégia se
baseou em metodologias consolidadas no contexto de design de farmacos, como as
descritas por Giordano et al. (Giordano et al., 2022).

(a) Sonda farmacoférica e descrigdo do Campo de Forga

A sonda farmacoforica, apresentada na Figura 2.5, foi modelada de forma a
contemplar diferentes tipos de grupos funcionais, incluindo regides hidrofébicas
(aromatica e alifatica), além de grupos carboxilato, acetamido e amino protonado, em
analogia aos solventes empregados nas simulagdes de MSMD. Os estados de

protonacdo foram definidos com base no pH fisiologico (= 7,40).

Figura 2.5 — Representagdo do modelo da sonda farmacoférica utilizado no estudo.
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Fonte: Autor, 2026.

A geometria molecular da sonda foi inicialmente otimizada no programa
Gaussian 03 (Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2016), utilizando o modelo teorico
composto pelo funcional B3LYP (Becke, 1988; Lee, Chengteh et al., 1988; Vosko et
al., 1980) e o conjunto de base 6-31G (Hariharan; Pople, 1973; Hehre et al., 1972). As
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cargas parciais atbmicas foram obtidas pelo método CHELPG (Breneman; Wiberg,
1990), enquanto os demais parametros de campo de for¢a foram obtidos por meio do

servidor OPLS para ligantes organicos.

Posteriormente a otimizagdo geométrica, a sonda farmacoférica foi submetida
a simulagcbes de DM em meio aquoso para equilibragdo termodinamica, em um
sistema contendo 12.157 particulas. Todas as conformacdes amostradas foram

agrupadas por analise de cluster, sendo selecionada uma conformagéao representativa
para os estudos de ancoragem molecular.

(b) Ancoragem molecular da sonda farmacoférica

A ancoragem molecular da sonda farmacoférica foi realizada por meio do
programa AutoDock Vina (Eberhardt et al., 2021; Trott; Olson, 2010). O espacgo de
busca conformacional foi definido em uma regido com dimensdes de 120 x 100 x 126

A ao redor da proteina, assegurando-se uma ancoragem as cegas.

O parametro de exaustividade foi estabelecido em 32, e o valor de corte da
energia de afinidade baseada em fungdo de pontuagédo foi definido em 7 kcal mol-'.
Foram realizadas vinte rodadas independentes de ancoragem, cada uma utilizando
uma seed aleatoria independente. Em cada rodada, foram obtidos vinte modos de
ligacao, resultando em um total de 400 conformag¢des amostradas.

(c) Parémetros das simulagées de DM

A conformagao correspondente ao modo de ligacdo de menor energia de
afinidade foi selecionada para as simulagcées de DM. As simulagdes foram conduzidas
em trés réplicasindependentes, resultando em um tempo de simulagédo acumulado de

300 ns. O sistema simulado apresentou um total de 63.543 particulas.
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2.1.4.3 Ancoragem molecular baseada em fragmentos

Como complemento as abordagens anteriores, foi utilizada uma metodologia
automatizada para predi¢ao de sitios de ligagéo, por meio do servidor FTSite (Ngan,
Chi-Ho et al., 2012). Os calculos foram realizados a partir da estrutura da TcP21
descrita na segao 3.2.

O método adotado pelo servidor baseia-se na ancoragem de 16 sondas
organicas de baixo peso molecular (etano, etanol, alcool isopropilico, 2-metilpropan-
2-ol, acetonitrila, metilamina, N,N-dimetilformamida, metil éter, benzaldeido, benzeno,
cicloexano, fenol, acetamida, acetona, acetaldeido e ureia) na superficie rigida da

proteina.

Apos a ancoragem, as sondas sdo agrupadas de acordo com critérios
energéticos, e os sitios de ligagao sdo determinados com base na concentragcédo de

interagbes intermoleculares entre a proteina e as sondas moleculares em cada

agrupamento. Trés regides de maior probabilidade foram fornecidas como resultado.

2.1.5 Analise dos sitios de ligagao preditos

Os resultados obtidos a partir das simulagdes de MSMD, da ancoragem
molecular de sonda farmacoférica seguida de DM e da predigdo automatizada por
servidor foram analisados por meio de mapas volumétricos de frequéncia de
ocupacdo. Esses mapas, derivados de fungdes de distribuicdo espacial, permitem
representar, de forma global, as regides da superficie da proteina mais

frequentemente acessadas pelas sondas.

Com excegao dos mapas gerados pela predi¢cédo por servidor, todos os demais
foram obtidos utilizando o programa VMD (Humphrey et al., 1996). As frequéncias de
ocupagao foram calculadas considerando a totalidade de frames das trajetérias

amostradas, correspondendo a um total de 50.000 conformagdes por sistema.

As interacdes intermoleculares entre a sonda farmacoférica e a TcP21, assim

como os residuos-chave associados a essas interagdes, foram identificados por meio
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do programa Discovery Studio (BIOVIA, Dassault Systémes, Discovery Studio, v.24,
San Diego, 2023).
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.21 Avaliagao preliminar dos modelos preditos

Os modelos estruturais da TcP21 gerados por RoseTTAFold e AlphaFold 3
foram submetidos a uma avaliacdo comparativa de qualidade utilizando os programas
Verify3D, ERRAT e PROCHECK. Em fungédo da alta similaridade entre os cinco
modelos gerados por RoseTTAFold,apenas um deles foi utilizado como representante

para a comparagao com o modelo por AlphaFold 3.

A avaliacao pelo Verify3D, apresentada na Figura 2.6, indicou que o modelo
por RoseTTAFold apresentou 81% dos residuos com pontuagdao 3D-1D = 0,1,
enquanto 31 residuos situaram-se abaixo do limite de qualidade, concentrando-se
principalmente na regido N-terminal (residuos 1-22). Em contraste, o modelo por
AlphaFold 3 apresentou apenas 60% dos residuos acima do critério aceitavel, com 62
residuos abaixo do limite de qualidade, compreendendo a regido N-terminal até o
residuo 62. Baseando-se somente no perfil de pontuagdo 3D-1D, apenas o modelo

por RoseTTAFold satisfez o critério minimo (= 80%) de qualidade estrutural.

Figura 2.6 — Pontuagdes 3D-1D por residuo para os modelos gerados por AlphaFold 3 e RoseTTAFold.
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Fonte: Autor, 2026.
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Os resultados do ERRAT, apresentados na Figura 2.7, evidenciaram diferengas
significativas na qualidade das interagdes n&o-covalentes. O modelo por
RoseTTAFold apresentou um fator de qualidade de 100%, com todos os residuos
abaixo do limite de confianga do erro de 95%. Ja o modelo por AlphaFold 3 apresentou
um fator de 81% e um perfil heterogéneo, correspondente a residuos com diferentes
niveis de confiabilidade. O residuo 46 foi classificado como potencialmente
questionavel (entre 95 e 99%), enquanto os residuos 44-45 excederam o limite de
99% de confianca do erro, indicando possiveis erros estruturais. Adicionalmente, a
regidao entre os residuos 5-43 apresentou baixa densidade de interagbes nao-

covalentes, sugerindo instabilidade estrutural local.

Figura 2.7 — Perfil de erro por residuo (ERRAT) para os modelos gerados por AlphaFold 3 e
RoseTTAFold, indicando regides normais (branco), de alerta (amarelo) e de rejeigao estatistica
(vermelho).

RoseTTAFold

99%

Error value*

95%

AlphaFold 3

99% 1
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95% +
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Residue # (window center)

Fonte: Adaptado de ERRAT, 2026.

A analise qualitativa de distribuicdo percentual de residuos no diagrama de
Ramachandran, mostrada na Tabela 2.2, mostrou que ambos os modelos

apresentaram distribuicdo adequada de angulos diedros, sem ocorréncia de residuos
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em regides proibidas. Os resultados indicam que, do ponto de vista estereoquimico,

ambos os modelos sdo aceitaveis.

Tabela 2.2 — Distribuicdo percentual de residuos no diagrama de Ramachandran dos modelos gerados
por AlphaFold 3 e RoseTTAFold.

RoseTTAFold AlphaFold 3

Residuos em regides mais favorecidas 131 96,3% 130 95,6%
Residuos em regides adicionalmente permitidas 4 2,9% 6 4,4%
Residuos em regides generosamente permitidas 1 0,7% 0 0,0%
Residuos em regides nado permitidas 0 0,0% 0 0,0%
Numero de residuos nao-glicina e nao-prolina 136 100% 136 100%
Numero de residuos terminais (excluindo Gly e Pro) 2 2
Numero de residuos de glicina 10 10
Numero de residuos de prolina 6 6
Numero total de residuos 154 154

Fonte: Adaptado de PROCHECK, 2026.

A analise integrada dos resultados revelou que as principais discrepancias
estruturais estdo associadas a regidao N-terminal, aindaque em magnitudes diferentes.
O modelo gerado por AlphaFold 3 apresentou uma maior extensédo de regides com
baixa qualidade estrutural, conforme indicadotanto pelo Verify3D quanto pelo ERRAT,

enquanto o modelo por RoseTTAFold apresentou desvios mais localizados.

O alinhamento estrutural entre os modelos, apresentado na Figura 2.8, mostrou
alta similaridade entre os residuos 58-154 (RMSD de 2,13 A), correspondendo a
aproximadamente 63% da proteina. Em contraste, a regido N-terminal expds a

divergéncia estrutural apontada anteriormente.

Enquanto o modelo por RoseTTAFold manteve uma organizagao helicoidal
definida, o modelo por AlphaFold 3 apresentou perda gradual de estrutura ao longo
dos residuos 21-57. Embora ambos os modelos apresentem similaridade entre os
residuos 1-20 (RMSD de 2,10 A), essa organizagdo ndo foi mantida ao longo da
regidao N-terminal no modelo por AlphaFold 3.
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Figura 2.8 — Alinhamentos estruturais parciais dos modelos gerados por RoseTTAFold (vermelho) e
AlphaFold 3 (azul). Da esquerda para a direita: residuos 58—154 e 1-20.

Fonte: Autor, 2026.

De forma geral, os resultados indicaram que, embora ambos os modelos
apresentassem qualidade estereoquimica adequada, o modelo gerado por
RoseTTAFold apresentou maior confiabilidade estrutural, particularmente naregidao N-

terminal. Em funcdo disso, optou-se pela utilizacdo exclusiva desse modelo nas
simulacgdes subsequentes.

2.2.2 Conformacgao inicial da TcP21 e equilibragao termodinamica

Uma vez determinada a utilizacdo do modelo gerado por RoseTTAFold, os
cinco modelos candidatos foram sobrepostos a fim de avaliar a similaridade
conformacional global entre as estruturas. A Figura 2.9 apresenta duas perspectivas
de alinhamento, destacando as duas regides de maior divergéncia, correspondentes
aos residuos 1-57 e 58—154. O esquema de cores adotado na Figura 2.9 foi adotado
unicamente para clareza visual e ndo corresponde a nenhuma caracteristica
molecular especifica. O mesmo esquema foi adotado para representar a TcP21 ao
longo do texto. Os valores de RMSD foram determinados por meio de comparagdes

par-a-par entre os modelos, sendo os resultados apresentados na Tabela 2.3.
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Figura 2.9 — Alinhamento estrutural dos modelos gerados por RoseTTAFold. Residuos nao alinhados

s80 mostrados de forma transparente. Da esquerda para a direita: residuos 57-154 e 1-57.

Fonte: Autor, 2026.

Tabela 2.3 — Valores de RMSD dos modelos gerados por RoseTTAFold, calculados para toda a
proteina, residuos 1-57 e residuos 58-154, relativos ao modelo 2.

Modelo Proteina

1

a b~ WODN

2,79
0,00
1,63
2,49
2,24

RMSD / A
Residuos 1-57 Residuos 58-154
1,06 0,74
0,00 0,00
1,13 0,68
1,67 0,70
0,94 0,89

Fonte: Autor, 2026.

A analise dos valores de RMSD revelou desvios moderados para a estrutura

completa (1,63-2,79 A), ainda que compativeis com a preservacdo de um mesmo

enovelamento global. A regidao correspondente aos residuos 58-154 apresentou

baixos valores de RMSD (0,68-0,89 A), sugerindo equivaléncia estrutural. Em

contraste, a regido N-terminal exibiu maior variabilidade (0,94 e 1,67 A), em

concordancia com os resultados previamente obtidos na analise comparativa com o

modelo gerado por AlphaFold 3. Em conjunto, esses resultados indicaram que os

modelos gerados compartilham um arranjo estrutural global comum, com diferengas

predominantemente localizadas na porgao N-terminal.
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Considerando a elevada similaridade observada, a sele¢cao da conformagao

inicial da TcP21 para os experimentos subsequentes foi realizada considerando-se os

critérios de erro estrutural estimado por residuo (fornecido pelo préprio método

RoseTTAFold) e a distribuigdo dos angulos diedros no diagrama de Ramachandran,

obtida com o PROCHECK. Os resultados correspondentes sao apresentados na

Figura 2.10 e Tabela 2.4.

Figura 2.10 — Perfil de erro estrutural estimado dos residuos preditos para os modelos gerados por

RoseTTAFold.
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Fonte: Autor, 2026.
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Tabela 2.4 — Distribuigdo percentual de residuos no diagrama de Ramachandran dos modelos gerados

por RoseTTAFold.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5
Residuos em regides mais favorecidas 127 93,4% 131 96,3% 130 956% 130 956% 121 89,0%
Residuos em regides adicionalmente permitidas 8 5,9% 4 2,9% 5 3,7% 3 2,2% 8 5,9%
Residuos emregides generosamente permitidas 1 0,7% 1 0,7% 0 0,0% 0 0,0% 5 3,7%
Residuos em regiées néo permitidas 0 0,0% 0 0,0% 1 0,7% 3 2,2% 2 1,5%
Numero de residuos n&o-glicina e ndo-prolina 136 100% 136 100% 136 100% 136 100% 136 100%
l;lgor?ero de residuos terminais (excluindo Gly e P 2 9 2 2
Numero de residuos de glicina 10 10 10 10 10
Numero de residuos de prolina 6 6 6 6 6
Numero total de residuos 154 154 154 154 154

Fonte: Adaptado de PROCHECK, 2026.
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Considerando o menor erro estrutural estimado por residuos—sobretudo para
os residuos 1 a 40—e o maior percentual de residuos em regides favorecidas no

diagrama de Ramachandran (96,3%), o modelo 2, mostrado na Figura 2.11, foi
selecionado como conformagéo inicial.

Figura 2.11 — Representagdo esquematica do modelo 2 gerado por RoseTTAFold. Da esquerda para
a direita: vistas frontal e posterior.

Fonte: Autor, 2026.

ApOs a realizagao das simulagdes de DM, a estabilidade estrutural do modelo

foi inicialmente avaliada por meio do perfil médio de RMSD da cadeia principal da
TcP21, apresentado na Figura 2.12.
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Figura 2.12 — Perfil temporal médio de RMSD da cadeia principal da TcP21.
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Fonte: Autor, 2026.

Conforme observado, a conformacéo inicial passa por rearranjos estruturais ao
longo da trajetdria, evidenciando a influéncia do ambiente quimico na conformacao da
proteina. O valor médio de RMSD foi de 2,46 + 0,63 A. Os resultados observados s&o
consistentes com a natureza idealizada da estrutura gerada pelo RoseTTAFold, dado

que o meétodo empregado nao considera explicitamente fatores quimicos, como
solvatacao, e termodinamicos, como temperatura e pressao.

Adicionalmente, foi calculado o perfil médio de RMSF a nivel residual,
apresentado na Figura 2.13, com o objetivo de caracterizar a flexibilidade estrutural
da proteina.
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Figura 2.13 — Perfil de RMSF dos residuos da cadeira principal da TcP21.
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Fonte: Autor, 2026.

Os resultados indicaram regides de flexibilidade consideravelmente superiores
a outras, notadamente nos intervalos dos residuos 1-15, 25-45 e 60-75. Inseridos
nessas regides, os residuos 1-5, 25-44 e 65-73 foram identificados como voltas,
caracterizando estruturas secundarias nao definidas. A elevada flexibilidade dessas
regides contribui para os valores de RMSD observados, uma vez que esse parametro
representa uma média global da proteina. Nesse contexto, os perfis de RMSD e RMSF

mostraram-se coerentes e sugeriram uma convergéncia estrutural relativa ao longo
da simulagéo.

Para a obtencdo de uma estrutura representativa da TcP21, todas as
conformacgdes amostradas foram agrupadas segundo suas similaridades geométricas,

sendo selecionada a estrutura central do conjunto, apresentada na Figura 2.14 em
comparagao com o modelo 2.
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Figura 2.14 — Representacdo esquematica dos modelos da TcP21. De cima para baixo: modelo 2 e
estrutura representativa. Da esquerda para a direita: vistas frontal e posterior.

Fonte: Autor, 2026.

A inspecgao qualitativa dessa estrutura revelou a perda parcial de algumas
estruturas secundariasinicialmente preditas, em decorréncia da flexibilidade estrutural
da proteina em solugdo e de suas interacbes com o solvente. Apesar dessas
alteragbes, a forma globular e alguns outros elementos conformacionais, como

determinadas hélices, permaneceram preservados ao longo da simulagao.

2.2.3 Identificagcao de sitios de ligagao

2.2.3.1 Simulagées de MSMD

As simulagdes em solventes mistos foram utilizadas como etapa inicial na
identificagado de sitios de ligagdo. Dado o seu mapeamento n&o enviesado, resultante

da maior liberdade conformacional e translacional dos solventes organicos, essa
abordagem favoreceu a identificagdo de multiplas areas potenciais de interagao.
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Os sitios de ligagao foram inferidos a partir de mapas volumétricos construidos
com base nas regides de maior frequéncia de ocupagao de cada solvente organico,
considerando suas trés réplicas. Os resultados sao apresentados na Figura 2.15,
organizados por tipo de sonda molecular utilizada. Cada mapa volumétrico representa
a combinagdo das triplicatas, incorporando tanto a sobreposicdo quanto as
recorréncias das regidées ocupadas.

Figura 2.15 — Mapas volumétricos dos respectivos solventes organicos: acetamida (ACM), acetonitrila
(ACN), ion acetato (ACT), benzeno (BNZ), etanol (ETH) e ion metilambnio (MAM).

Fonte: Autor, 2026.



59

A analise da Figura 2.15 indicou que as sondas moleculares, em sua maioria,
interagiram com regides proximas a proteina, tanto em areas superficiais quanto
internas. O BNZ constituiu uma excegao, agregando-se em uma unica regido externa,
associada a um fragmento hidrofébico da TcP21. Considerando a heterogeneidade
das propriedades fisico-quimicas dos solventes organicos utilizados, nao se esperava
um padrdo uniforme de ocupacdo. Ainda assim, foram observadas regides de

convergéncia entre diferentes sondas.

Com base em uma avaliagao qualitativa, trés regides principais de correlagao
foram identificadas e representadas na Figura 2.16 por esferas coloridas, juntamente
com a sobreposi¢ao das conformagdes centrais da TcP21 obtidas nos diferentes
sistemas. Ressalta-se que as regides identificadas ndo estabelecem uma ordem de

probabilidade, mas indicam apenas sobreposi¢cao espacial entre as sondas.

Figura 2.16 — Representagdo das regibes de maior correlagdo entre os solventes organicos e
sobreposicdo das conformagdes da TcP21 para cada réplica.

Fonte: Autor, 2026.

As esferas azul e vermelha correspondem a sobreposi¢ao dos solventes ACM,
ACN,ACT e ETH, sendo que a esfera vermelha se encontra completamente inserida
no interior da proteina. No caso do solvente ACT, a regido correspondente na Figura
2.15 apresenta posicionamento ligeiramente posterior a hélice verde. A esfera verde

representa a sobreposi¢ao dos solventes ACM, ETH e MAM. Em fungdo das
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propriedades fisico-quimicas dos solventes, as regides identificadas sdo consistentes

com interagdes polares, apolares e ibnicas (positiva ou negativa).

Dada a auséncia de informagbes experimentais sobre sitios de ligagéo na
TcP21, nao foi possivel validar diretamente as regides identificadas. Dessa forma, a
comparagao com resultados obtidos por metodologias baseadas em diferentes
principios mostrou-se fundamental, de modo a aumentar a robustez das conclusdes

por meio da correlagao entre elas.

2.2.3.2 Ancoragem da sonda farmacofoérica

A ancoragem molecular da sonda farmacoférica foi empregada como segunda
abordagem para a identificacdo de sitios de ligagdo na TcP21. Dos 400 modos de
ligagdo obtidos originalmente, a energia de afinidade baseada em funcado de
pontuagéo variou entre -4,6 e -6,6 kcal mol-'. A distribuigdo percentual dos modos de

ligacdo em relacao a energia de afinidade é apresentada na Figura 2.17.

Figura 2.17 — Distribuicdo percentual dos modos de ligacdo obtidos pelo AutoDock Vina com base na
energia de afinidade.
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Fonte: Autor, 2026.
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Verifica-se que a maior parte dos modos de ligagao se concentrou no intervalo
de -5,0 e -5,9 kcal mol-', correspondendo a 82% do total amostrado, sendo -5,5 kcal
mol-' o valor mais frequente. A energia de afinidade mais negativa foi de -6,6 kcal mol-
', observada em apenas trés modos de ligagéo (0,75%), oriundos de rodadas distintas.
Com o objetivo de analisar a distribuicao espacial, os modos foram classificados em

trés grupos energéticos, conforme ilustrado na Figura 2.18, sendo estes: (1) superior

a -5,0 kcal mol-', (2) entre -5,0 e -5,9 kcal mol-, e (3) inferior a -5,9 kcal mol-'.

Figura 2.18 — Representagdes esquematicas dos modos de ligagdo. Em vermelho, modos com energia
superior a -5,0 kcal mol'; em azul, entre -5,0 e -5,9 kcal mol'; e em roxo, inferior a -5,9 kcal mol-'. Da
esquerda para a direita: vistas frontal e posterior.

Fonte: Autor, 2026.
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Os modos de ligagédo pertencentes aos grupos de maior energia (1) e (2),
apresentaram distribuicdo mais difusa ao redor da proteina, enquanto aqueles do
grupo de menor energia (3), concentraram-se em uma regiao especifica. Embora essa
regiao ndo seja exclusiva do grupo (3), a variancia observada foi significativamente

menor para os modos de energia de afinidade mais negativa.

A analise comparativa com os resultados das simulagcdes de MSMD indicou
correspondéncia espacial entre essa regiao e a regiao representada pela esfera verde
previamente identificada (sobreposi¢ao dos solventes ACM, ETH e MAM), sugerindo
consisténciaentre as metodologias empregadas. Com base nesses resultados, os trés

modos de menor energia (-6,6 kcal mol-') foram selecionados para analise detalhada.

A sobreposicdao desses modos revelou elevada similaridade, conforme

mostrado na Figura 2.19a, com um valor maximo de RMSD de 0,57 A, com diferencas
estruturais restritas a orientagdo do grupo amino protonado.

Figura 2.19 — Modos de ligagdo de menor energia (a) e diagramas 2D das interagdes proteina-sonda
farmacoférica (b).
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Fonte: Adaptado de Discovery Studio, 2026.
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As interacdes intermoleculares entre as sondas farmacofdricas e a TcP21,
mostradas na Figura 2.19b, foram classificadas por meio do programa Discovery
Studio. As interagdes foram predominantemente eletrostaticas (incluindo ponte salina,
carga-carga, T-cation e 1r-anion) e ligagdes de hidrogénio. Diferengas pontuais
envolveram a participagdo dos residuos TRP77 (interagdes do tipo Tr-doador) e
GLU48 (interagdes do tipo carga-carga). Dada a semelhanga global entre os modos,
esses foram considerados equivalentes, e a selegao do sistema inicial para as

simulacdes de DM foi realizada de forma arbitraria.

Apés as simulagcbes de DM, a estabilidade das interagdes entre a sonda
farmacoférica e a TcP21 foi avaliada por meio de mapas volumétricos de ocupacgéao e

analise estrutural das réplicas, apresentados na Figura 2.20.

Figura 2.20 — Representagao dos complexos proteina-sonda farmacoférica. Da esquerda para a direita:
mapa volumétrico da sonda e superimposi¢céo das conformagdes dos complexos.

Fonte: Autor, 2026.

Em contraste aos mapas volumétricos observados nas simulagbes de MSMD,
que consideraram a frequéncia de ocupagao de multiplas moléculas simultaneamente,
a distribuicdo espacial observada para a sonda farmacoférica € substancialmente
mais restrita. Apermanéncia da sonda préxima ao sitio inicial ao longo das simulagdes
sugere interagdes intermoleculares de relativa estabilidade. Nota-se que a
correspondéncia espacial da regido de interagcdo permaneceu a mesma para aquela

observada nas simulagdes de MSMD.
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A analise de interagdes intermoleculares foi conduzida para as conformacoes
centrais do complexo, em cada uma das trés réplicas. Os diagramas 2D das

interacdes, apresentados na Figura 2.21, revelaram variagbes entre as réplicas,
mantendo, contudo, um nucleo comum de interacdes.

Figura 2.21 — Representagcéo das conformagdes centrais do complexo sonda farmacofdrica-proteina
para cada réplica e seus respectivos diagramas 2D de interagao.

Interactions

Salt Bridge Sulfur-tt
Charge-Charge Alkyl-rt
Conventional Hydrogen Bond

Interactions
Salt Bridge Conventional Hydrogen Bond
Charge-Charge Alkyl-Tt

Interactions
Salt Bridge Alkyl-rt

T-shaped -1t

Fonte: Adaptado de Discovery Studio, 2026.

Os residuos GLU55, CYS66 e VAL70 foram identificados de forma consistente,
sugerindo um papel relevante na estabilizagdo do complexo. Interagdes adicionais

envolveram os residuos ASP52, ILE62 e ASN71, dependendo da réplica analisada.

O residuo GLU5S5 apresentou interagbes do tipo carga-carga e ponte salina
com o grupo amino protonado em todas as réplicas. O residuo CYS66 participou de

interagbes com o grupo fenil, sendo estas do tipo 1T-enxofre na primeira réplica e -
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alquil nas ultimas duas. Da mesma forma, o residuo VAL70 interagiu com o grupo fenil
por meio de interagdes T1r-alquilem ambas as réplicas, além de ligagdes de hidrogénio,
atuando como aceptor para a amina do grupo acetamido ou doador para a carbonila
do mesmo grupo. Nota-se que, quando o residuo VAL70 atuou como doador para o
grupo acetamido, o residuo ASN71 também interagiu com o mesmo grupo,
participando tanto como aceptor quanto doador nas ligagdes de hidrogénio, formando
uma rede interativa entre eles. O residuo ASP52 interagiu predominantemente por

meio de interagdes do tipo carga-carga com o grupo amino protonado, enquanto o
residuo ILE62 participou de interagdes do tipo t-alquil com o grupo fenil.

De forma geral, os resultados foram consistentes entre si, e sugeriram que os
grupos amino protonado, acetamido e fenil atuaram como os principais elementos de

interacdo com a proteina, enquanto os grupos carboxilato e alifatico permaneceram
orientados ao solvente, com menor participacio direta nas interagoes.

2.2.3.3 Ancoragem molecular baseada em fragmentos

Como complemento as simulacdes de simulacbes de MSMD e a ancoragem
da sonda farmacoférica, a terceira ferramenta preditiva empregada no estudo dos
sitios de ligacdo na TcP21 foi a ancoragem molecular baseada em fragmentos,

realizada por meio do servidor FTSite. Os resultados correspondentes sao
apresentados na Figura 2.22.



66

Figura 2.22 — Sitios de ligacdo preditos pelo servidor FTSite, representados por malhas em cor
(salméo, verde e azul).

Fonte: Autor, 2026.

Conforme apresentado na sec¢ao 2.1.4.3, os trés sitios de ligagao preditos pelo
servidor FTSite correspondem aos clusters de maior correlagdo, segundo a
concentracdo de interacbes intermoleculares entre a proteina e as sondas
moleculares empregadas. As regides sdo apresentadas nas cores salméo, verde e
azul, em ordem decrescente do numero de interagdes, correspondendo a uma
correlagao de 93,7%, 87,5%, e 62,5% das 16 sondas utilizadas, respectivamente.
Embora apresentem diferengcas quantitativas, essas regides exibiram elevada
similaridade espacial com aquelesidentificadas pelas abordagens anteriores. A Tabela
2.5 lista os residuos interativos da TcP21 associados a cada regiao, diferenciando-os
entre residuos recorrentes (presentes em multiplas regides) e residuos exclusivos

(presentes em apenas uma regiao).
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Tabela 2.5 — Residuos interativos da TcP21, classificados quanto a recorréncia entre as regides de
interagcao preditas pelo FTSite.

Regidao Salmao Regido Verde Regido Azul

Residuos Recorrentes

ASP52 ASP52 -

GLU55 GLU55 GLU55

ARG59 ARG59 ARG59

VAL70 - VAL70

TRP77 - TRP77
Residuos Exclusivos

- ALA13 -

- CYS14 -

- SER15 -

- VAL16 -

- SER17 -

- GLU20 -
ARG24 - -
GLU48 - -
ARG51 - -
THR54 - -

- - CYS58

- - GLUG0

- - GLU61

- - ILE62

- - THR6G3
PHE73 - -

Fonte: Autor, 2026.

Entre os residuos recorrentes, GLU55 e ARG59 destacaram-se por estarem
presentes em todas as regides preditas, enquanto ASP52, VAL70 e TRP77 foram
observados em duas das trés regides. Entre os exclusivos, foi observada maior

heterogeneidade, com residuos distribuidos ao longo do segmento 13-73, contudo
em uma proporcao semelhante de 5 a 6 residuos interativos por regiao.

2.2.4 Correlagao dos sitios de ligagcao preditos

A comparagao com os dados obtidos por simulagdes de DM, apresentados na
Tabela 2.6, evidenciou o GLU55 como o unico residuo recorrente em todas as
abordagens consideradas, com frequéncia de ocorréncia de 100%. Os residuos

ASP52 e VAL70 também apresentaram elevada recorréncia, com frequéncias de
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ocorréncia de 67 e 83%, respectivamente. Por outro lado, CYS66 foi observado
exclusivamente nas simulagdes de DM (todas as réplicas), enquanto ARG59 foi

identificado apenas pelo FTSite (todos os clusters). Os residuos TRP77 e ILE62
apresentaram ocorréncia intermediaria entre os métodos, e PHE73, baixa ocorréncia.

Tabela 2.6 — Resultados sumariados de residuos interativos recorrentes nos respectivos ensaios
realizados.

DM (sonda farmacoférica) Ancoragem (FTSite) Frequéncia
R, R, R, C, C, C, de ocorréncia
ASP52 ASP52 - ASP52  ASP52 - 0,67
GLU55 GLU55 GLUS55 GLU55 GLU55 GLU55 1,00
- - - ARG59 ARG59  ARG59 0,50*
ILE62 - ILE62 - - ILE62 0,50
CYS66 CYS66 CYS66 - - - 0,50*
VAL70 VAL70 VAL70 VAL70 - VAL70 0,83
- - PHE73 PHE73 - - 0,33
- - TRP77 TRP77 - TRP77 0,50

Nota. Os cdédigos de letra R e C representam “Réplica” e “Cluster”, respectivamente.

Fonte: Autor, 2026.

A evidente correspondéncia entre as simulagbes de MSMD, a ancoragem
molecular da sonda farmacoférica seguida de simulacbées de DM e a ancoragem
molecular baseada em fragmentos do servidor FTSite, possibilitou a proposi¢ao de
um modelo qualitativo do sitio de ligagdo da TcP21, apresentado na Figura 2.23. A
estrutura de referéncia utilizada para a ilustracdo do modelo corresponde a uma

conformagéo representativa obtida a partir das simulagbes de DM com a sonda

farmacoférica.
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Figura 2.23 — Modelo de sitio de ligagao proposto, representado como superficie de van der Waals. De
cima para baixo: vistas frontal e lateral.

Fonte: Autor, 2026.

O modelo proposto inclui os residuos recorrentes observados entre as
abordagens utilizadas, assim como aqueles localizados a um raio de 5 A da sonda
farmacoférica, permitindo uma caracterizagdo mais abrangente do microambiente do
sitio de ligagao. Esse sitio se localizana superficie da proteina TcP21 e ndo apresenta
impedimentos estéricos significativos, sugerindo potencial acessibilidade a ligantes

com caracteristicas estruturais semelhantes as da sonda farmacoférica.

Na auséncia de dados experimentais, ndo € possivel validar diretamente a
existéncia do sitio proposto nem inferir o tipo de modulagéao alostérica associada, caso
existente. No entanto, a elevada convergéncia entre as metodologias confere robustez
aos resultados observados, podendo fornecer detalhes moleculares relevantes para
estudos futuros sobre a elucidagaoda TcP21 e sua participagao na doenga de Chagas.

Ademais, ressalta-se que os resultados deste estudo foram publicados na
revista Journal of Chemical Information and Modeling (FI 5,3), sob o titulo “Exploring
Binding Sites in Chagas Disease Protein TcP21 Using Integrated Mixed Solvent

Molecular Dynamics Approaches” (Oliveira Soté; Comar Junior, 2025).
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2.3 CONCLUSAO

No presente estudo, foi inicialmente obtida uma conformacdo estrutural da
proteina TcP21 por meio de ferramentas preditivas baseadas em Inteligéncia Artificial,
sendo a estrutura gerada pelo método RoseTTAFold selecionada como modelo inicial
por apresentar menor incerteza estrutural em relagao a obtida pelo método AlphaFold
3. Foram integradas trés abordagens computacionais independentes — simulagdes
de dinamica molecular em solventes mistos, ancoragem molecular baseada em
fragmentos e ancoragem molecular de sonda farmacoférica seguida de simulagdes
de dindmica molecular — com o objetivo de identificar e caracterizar potenciais sitios
de ligacdo na TcP21. A convergéncia dos resultados obtidos pelas diferentes
metodologias permitiu a identificagcdo de um sitio comum, cujos principais residuos
envolvidos foram GLUS5 e ASP52 (hidrofilicos de carater acido), VAL70 e ILE62
(hidrofébicos alifaticos) e TRP77 (hidrofdébico aromatico). Esse sitio, localizado na
superficie da TcP21, apresentou interagdes consistentes com os fragmentos amino
protonado, acetamido e fenil da sonda farmacoférica empregada. As interagdes
intermoleculares identificadas — incluindo pontes salinas, ligagdes de hidrogénio,
interagbes carga-carga e Tr-alquil — estabeleceram uma rede de interagdes
consistentes entre a sonda e a proteina, sugerindo a relevancia desses grupos

funcionais no reconhecimento molecular nesse sitio.
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3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Fluxograma geral de trabalho

A metodologia adotada neste Capitulo, voltada a obtengdo do complexo
proteico e a caracterizacdo dinamica do reconhecimento molecular e dos contatos

entre as proteinas TcP21 e CXCR4, foi organizada como um fluxograma de trabalho
e apresentada de forma geral na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Fluxograma geral de trabalho do Estudo 2.
TcP21
CXCR4

Ancoragem ClusPro 2.0 Modos Construgéo dos
Molecular de Ligagao Sistemas

CHARMM-GUI
PPM 2.0

Estados
Iniciais

Dindmica Molecular

Sistemas
M—M5

y

Estabilidade Residuos Caracteriza¢do da
Conformacional Interfaciais Interagéo
RMSD 3 .
Ligagées de Hidrogénio Fungéo de pontuagéo Frequéncia de ocupagéo

Pontes Salinas Andlise de consenso Andlise de consenso
A

Fonte: Autor, 2026.

Em termos gerais, a metodologia se iniciou com a utilizagdo das estruturas
isoladas das proteinas de interesse para a obtencdo de modos de ligacao potenciais
por meio de simulagdes de ancoragem molecular. A partir dessas configuragdes, cinco
modos de ligagao representativos foram utilizados na construcdo dos sistemas
completos, incluindo solvatacdo, ions e bicamada lipidica, sendo entdo empregados

como pontos de partida para simulagdes multirréplicas de dinamica molecular. A
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amostragem temporal das interagdes intermoleculares possibilitou investigar o
comportamento dindmico dos complexos proteicos em condicbes proximas as

fisiologicas.

As trajetérias geradas foram analisadas segundo trés eixos analiticos
principais: (i) avaliagao da estabilidade conformacional, (ii)identificagao de residuos-
chave na interface de interagdo e (iii) caracterizacdo do padréo de interagbes

intermoleculares.

Os procedimentos metodolégicos especificos, assim como os parametros e

protocolos computacionais empregados em cada etapa, foram descritos nas
subsecdes subsequentes.

3.1.2 Ancoragem molecular

Para o estudo dainteragédo entre CXCR4 e TcP21, foi necessaria a modelagem
estrutural do complexo por meio da obtengdo de modos de ligagdo, uma vez que nao
havia estruturas disponiveis na literatura. A TcP21 foi representada pela estrutura
equilibrada obtida na sec¢ao 2.2.2 (Oliveira Soté; Comar Junior, 2025). A estrutura

utilizada da CXCR4 correspondeu ao unico modelo experimental disponivel de seu
estado ativo, complexada com CXCL12 (PDB ID: 8K32).

A ancoragem molecularfoi realizada no servidor ClusPro 2.0 (Ashizawa et al.,
2026; Kozakov et al., 2017). Os residuos da CXCR4 previamente localizados a até 10
A do ligante CXCL12 foram utilizados no servidor como referéncia para a selecédo de
residuos classificados como “Afrativos”, servindo como restricdes espaciais para a
orientacdo da TcP21, levando em consideracdo o ambiente extracelular da membrana
lipidica. Todos os demais residuos foram utilizados como referéncias para a selegao
de residuos classificados como “Repulsivos’. A representacdo dos residuos

considerados “Atrativos” e “Repulsivos” é apresentada na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Representacdo dos residuos considerados atrativos (verde) e repulsivos (cinza) durante
a ancoragem molecular.

Fonte: Autor, 2026.

A determinagdo dos modos de ligagdo mais representativos, correspondentes
aos medoides de cada cluster, foi realizada pelo servidor com base na fungao de

pontuacao classificada como “Balanceada”. As meddides dos cinco clusters mais
populosos foram selecionadas para a construgao dos sistemas.

3.1.3 Construcao dos sistemas

Com base nos modos de ligagao obtidos para o complexo TcP21-CXCR4, as
configuracdes iniciais dos sistemas foram construidas na plataforma CHARMM-GUI
(Jo et al., 2008; Lee, Jumin et al., 2016). A bicamada lipidica foi modelada com
composigao heterogénea, fundamentada em dados de lipidémica de macréfagos
(Khedri et al., 2022). Os constituintes utilizados sao apresentados segundo a Tabela
3.1.
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Tabela 3.1 — Siglas, nomenclaturas e numero de moléculas inseridas dos constituintes da bicamada
lipidica modelada.

Sigla Nomenclatura N° de moléculas
CHL Colesterol 272

POPC  1-palmitoil-2-oleoil-glicero-fosfocolina 220

PSM  Palmitoil-esfingomielina 80

POPE  1-palmitoil-2-oleoil-glicero-fosfoetanolamina 76

POPG 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-fosfoglicerol 60

POPI  1-palmitoil-2-oleoil-glicero-fosfoinositol 40

POPS 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-fosfoserina 24

Fonte: Autor, 2026.

A orientagdo do complexo em relagdo ao eixo da membrana, considerando as
regides intra e extracelulares, foi determinada com o auxilio do servidor PPM 2.0
(Lomize et al., 2012).

Foi adotada uma caixa de simulagao hexagonal, com solvatag&o realizada pelo
modelo de agua TIP3P (do inglés transferable intermolecular potential with 3 points)
(Jorgensen et al., 1983). ions K* e CI~ foram adicionados para neutralizar a carga total
do sistema e em concentragao fisiolégica de 0,15 M. As interagdes foram descritas
pelo campo de forca CHARMM36m (Huang, Jing etal., 2017). Os sistemas resultantes
apresentaram entre 290.783 e 302.757 particulas. A Figura 3.3 ilustra um dos sistemas
construidos. Moléculas de agua e ions foram omitidos para maior clareza visual.
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Figura 3.3 — Representacdo do sistema TcP21-CXCR4 em membrana lipidica, com CXCR4 em
vermelho e lipidios em cinza. Agua e ions omitidos.

Fonte: Autor, 2026.

3.1.4 Parametros das simulagées de DM

Todas as simulagdes por dindmica molecular classica foram conduzidas
usando o pacote GROMACS (Abraham et al., 2015), versdo 2024.5, com base em um
protocolo adaptado do CHARMM-GUI.

Cada sistema foi inicialmente submetido a duas minimiza¢cdes de energia
sucessivas utilizando o algoritmo steepest descent, com um passo de minimizagéo de
0,1 A. As duas minimizagées foram diferenciadas apenas pela precisdo numérica
empregada nos calculos (dupla precisdo seguida de precisao simples). Ambas as
etapas foram realizadas com até 5000 passos e critério de convergéncia

correspondente a forca maxima inferior a 100 kJ mol-" A-1.

A etapa de equilibragdo termodinamica foi composta por seis fases
consecutivas (E; — E;), nas quais as restrigbes de posicao aplicadas ao sistema

foram progressivamente reduzidas. O algoritmo de /eapfrog foi empregado em todas

as fases, com passo de tempo de 1 fs nas trés primeiras fases (E, — E;) e 2 fs nas
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trés ultimas (E, — E4). As trés primeiras fases tiveram duragéo de 125 ps cada,

enquanto as fases subsequentes tiveram duracédo de 500 ps cada.

As interagdes n&o-ligadas foram tratadas com o esquema de Verlet, adotando-
se um raio de corte de 12 A para interacdes de van der Waals e eletrostaticas. As
interacdes de van der Waals foram suavizadas por um modificador do tipo force-switch
entre 10 e 12 A. As interacdes eletrostaticas foram descritas pelo algoritmo SPME (do

inglés smooth Particle-mesh Ewald) (Darden et al., 1993; Essmann et al., 1995).

O controle de temperatura foi realizado pelo método de velocity-rescaling
(Bussi et al., 2007), com uma constante de tempo de acoplamento de 1 ps e
temperatura de 310 K. Todas as ligagdes envolvendo hidrogénio foram restringidas
pelo algoritmo P-LINCS (do inglés Parallel Linear Constraint Solver) (Hess, 2008). As
velocidades iniciais dos atomos foram atribuidas apenas na fase E,, de acordo com
a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann para a temperatura de 310 K, sendo

posteriormente propagadas.

As fases E; — E, foram conduzidas em ensemble isocorico-isotérmico (NVT),
enquanto as demais utilizaram o ensemble isobarico-isotérmico (NPT). O controle de
pressao foi realizado utilizando o método de C-rescale (Bernetti; Bussi, 2020), com
uma constante de tempo de acoplamento de 5 ps, compressibilidade isotérmica de

4,5 x 105 bar' e pressdo de 1,0 bar, aplicada de forma semi-isotropica.

Apoés a equilibragao, foi conduzida, para cada sistema, uma simulagéo de
producao inicial de 1 ns, sem restricdes de posicao, e, posteriormente, cinco réplicas
independentes com duracédo de 100 ns cada, identificadas como R, — R;. Nessas
etapas, foram mantidos os parametros de simulagcdo previamente estabelecidos. O
registro das coordenadas amostradas foi feito a cada 10 ps. No total, foram simulados
25 sistemas, correspondendo a um tempo de produgdo acumulado de 2,5 ps. Para
fins de padronizagao, cada conjunto de cinco réplicas de um mesmo modo de ligagao
foi identificado por M, — M;, de acordo com a numeracéo do respectivo modo de

ligacéao.

Quando foi necessario obter uma estrutura representativa do sistema, as
conformagdes amostradas na trajetéria foram agrupadas por meio do método de

clusterizagao hierarquica aglomerativa, baseada na matriz de distdncias RMSD par-
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a-par, empregando o critério de average linkage, e a estrutura medodide foi

selecionada. A descricdo do método € apresentada no Apéndice C.

3.1.5 Analises dos sistemas

3.1.5.1 Estabilidade conformacional e avaliacao dos modos de ligagao

Apds a concluséo das etapas de equilibracdo e amostragem, cada sistema foi
analisado quanto a estabilidade conformacional do complexo, com o propdsito de
ordenar os modos de ligagao quanto as suas respectivas relevancias analiticas. Para
isso, foram consideradas trés métricas globais: raiz quadrada do desvio quadratico
médio (RMSD) da cadeia principal das proteinas individualmente; o numero de

ligagdes de hidrogénio e o numero de pontes salinas entre as proteinas do complexo.

As métricas utilizadas na avaliagdo dos modos de ligagdes foram analisadas
por meio de testes de significAncia estatistica e medidas de tamanho de efeito.
Inicialmente, foi realizada a estatistica descritiva para todos os sistemas. Para cada
sistema (M, — M), considerando-se as cinco réplicas (R, — R), calcularam-se as
médias individuais por réplica. Essas médias foram entédo utilizadas para compor um

novo conjunto de dados, a partir do qual se estimaram a média global e o erro padrao
da média (EPM), refletindo a variabilidade entre as réplicas.

A variabilidade global foi estimada por meio do desvio-padrdao agrupado,
calculado a partir de todos os frames de todas as réplicas de um mesmo sistema.

Adicionalmente, a mediana global também foi obtida a partir do conjunto agrupado de
observagdes, como medida robusta de tendéncia central.

Para a analise inferencial, assumiu-se a ndo normalidade dos dados e foram
empregados testes robustos a heterogeneidade de variancias. A analise de variancia
de Welch (Welch, 1951) foi utilizada para testar diferengas globais entre sistemas
independentes. Quando aplicavel, realizaram-se comparacdes multiplas post hoc

utilizando o teste de Games-Howell (Games; Howell, 1976).

O tamanho de efeito foi estimado pelo g de Hedges (Hedges, 1981), devido a

sua corregao para vieses em amostras pequenas. A magnitude dos efeitos foi
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interpretada conforme os descritores de magnitude de Cohen-Sawilowsky (Cohen,
2013; Sawilowsky, 2009), apresentados na Tabela 3.2. Todos os testes consideraram

um nivel de confianga de 95%.

Tabela 3.2 — indices g de Hedges e respectivos descritores de magnitude de tamanho de efeito.

g de Hedges Magnitude

0,20 Insignificante
0,50 Fraca

0,80 Moderada
1,20 Forte

2,00 Muito Forte
>2,00 Enorme

Fonte: Adaptado de Sawilowsky, 2009.

Nos calculos estatisticos, os primeiros 20 ns de cada trajetéria foram

desconsiderados, de modo a eliminar efeitos associados a acomodacgéo estrutural

inicial.

3.1.6 Determinagao por consenso da interface de interagao

A identificacdo dos residuos interfaciais mais provaveis do complexo TcP21-
CXCR4 foi conduzida por meio de um método original, fundamentado em uma analise
de consenso. Essa abordagem foi derivada diretamente de calculos de area superficial
acessivel ao solvente (SASA) ao longo das ftrajetérias amostradas, métrica
amplamente consolidada como descritor estrutural na caracterizacdo de interfaces
proteina-proteina (De Vries; Bonvin, 2008; Parvathy et al., 2024; Xue et al., 2015). A
descricdo detalhada da rotina de analise, incluindo etapas de implementacido e
validacao, foi apresentada no Apéndice A. Todas as analises foram realizadas por

meio de scripts em Python, executados em ambiente Jupyter Notebook.

Os célculosde SASA foram realizados utilizando o algoritmo de Shrake—Rupley
(Shrake; Rupley, 1973), empregando um raio de sonda de 1,4 A e discretizagéo de
superficie atbmica em 960 pontos por atomo, conforme implementado na biblioteca
MDTraj 1.10 (McGibbon et al., 2015). Para cada residuo, foram extraidas as



80

estatisticas descritivas (média, mediana e desvio-padrdo) e as frequéncias de
ocupacéo em trés intervalos de ASASA (10 < ASASA < 30 A% 30 < ASASA < 50 A?
e ASASA > 50 A?).

Os residuos foram avaliados por uma funcdo de pontuacdo multimétrica
composta por trés descritores independentes: (i) magnitude de exposi¢ao (baseada
na mediana de ASASA); (ii) persisténcia de interagéo (derivada de frequéncias de
ocupacao total e parciais); e (iii) confiabilidade estatistica (estimada pela relagéo
sinal-ruido). Todos os descritores foram normalizados no intervalo [0, 1] e combinados

com pesos iguais.

Residuos com pontuacao final 2 0,7 foram considerados para a etapa de
analise de consenso. A robustez dos candidatos foi entdo avaliada por consenso
intrassistema, classificando-se os residuos como “Conservados” quando presentes

em 100% das réplicas ou “Recorrentes” quando presentes em pelo menos 60%.

3.1.6.1 Caracterizagcdo temporal dos contatos entre TcP21 e CXCR4

A caracterizacdo da interacao entre TcP21 e CXCR4 foi realizada por meio da
analise de contatos intermoleculares formados ao longo das trajetérias, considerando-
se de forma integrada o numero de contatos, suas frequéncias de ocupacéo e sua

estabilidade temporal.

Os contatos intermoleculares foram definidos a partir de uma distancia de corte
de 4 A. Para a avaliagdo da estabilidade temporal desses contatos, as trajetdrias foram
segmentadas em trés janelas de mesmo numero de frames (inicio, meio e fim), sendo
calculadas, para cada uma, as frequéncias de ocupacao parciais. Um critério de
variagao relativa de £+ 25% foi empregado para classificar a evolugéo temporal dos
contatos em termos de aumento, redugao ou sem alteragao significativa. Os contatos
foram categorizados em quatro classes funcionais: “Persistente”, “Emergente”,

“Transiente” ou “Desestabilizante”.

A partir desse processamento, foram estabelecidas quatro métricas principais:

(¢) a variabilidade de parceiros de interagéo por residuo da TcP21; (ii) a recorréncia

dos pares de residuos TcP21-CXCR4 ao longo da estabilizagdo do complexo; (iii) a
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distribuicdo do perfil temporal dos contatos mais provaveis; e (iv) a distribuicdo
qualitativa das forgas de interagdo. Para a métrica (iv), os aminoacidos foram
agrupados segundo suas propriedades fisico-quimicas e as combinagbes de
propriedades entre os pares observados foram utilizadas para inferir o tipo de forga
intermolecular predominante, categorizadas em: “Interagdo Hidrofobica”, “Atfragéo

”

Eletrostatica”, “Interacdo Polar’ e “Interagdo de van der Waals”.

A robustez dos contatos foi avaliada por meio de analise de consenso
intrassistema, calculando-se para cada par a frequéncia de ocorréncia correspondente
ao numero de réplicas em que o contato foi observado. Adescricdo detalhada da rotina
de analise, incluindo etapas de implementacdo e validagao, € apresentada no
Apéndice B. Todas as analises foram realizadas por meio de scripts em Python,
executados em ambiente Jupyter Notebook.
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Obteng¢ao dos modos de ligagcao

A ancoragem molecular realizada no servidor ClusPro 2.0 resultou em 10
modos de ligagao distintos, cada um representando o meddide dos clusters mais

populosos.

Os clusters foram classificados segundo seus tamanhos, sendo os mais
populosos considerados o0s mais representativos do espago conformacional
amostrado. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 3.3, incluindo as
pontuacdes ponderadas de cada meddide, calculadas a partir da descricao da funcao

equilibrada.

Tabela 3.3 — Classificagao dos clusters obtidos por ancoragem molecular, segundo numero de
membros e pontuagdo ponderada.

Cluster Membros Pontuagao

1 164 -1752,7
2 119 -1647,3
3 98 -1601,8
4 96 -1513,5
5 73 -1589,7
6 72 -1777,4
7 58 -1833,9
8 49 -1539,0
9 48 -1545,6
10 43 -1510,9

Fonte: Autor, 2026.

Com base no critério de tamanho do cluster, os cinco modos de ligagdo mais

representativos (clusters 1-5) foram selecionados para as simulagdes por DM. Os
medodides dos respectivos clusters sao apresentados individualmente na Figura 3.4.
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Figura 3.4 — Meddides dos clusters mais populosos obtidos por ancoragem molecular.

Fonte: Autor, 2026.

3.2.2 Estabilidade conformacional e avaliagao dos modos de ligagao

Dado que os modos de ligac&o obtidos por ancoragem molecular representam
configuragbes estruturais estaticas, suas estabilidades conformacionais foram

avaliadas por meio de simulagdes de DM.

Os sistemas amostrados foram agrupados de acordo com os modos de ligagéo
correspondentes, entretanto, em fungao do carater exploratorio do presente estudo,
todos os modos de ligacao foram considerados inicialmente equivalentes quanto a

sua relevancia analitica.

A estabilidade conformacional do complexo proteico foi avaliada utilizando trés
métricas globais: RMSD das cadeias individuais, 0 nimero de ligacdes de hidrogénio
e 0 numero de pontes salinas entre as proteinas do complexo. Para os calculos

estatisticos, os primeiros 20 ns de cada trajetéria foram desconsiderados, de modo a
excluir o periodo inicial de acomodacgao estrutural.

Para cada métrica analisada, cada trajetéria foi resumida por seu valor médio

ao longo do tempo de producgao considerado. Esses valores médios foram entao
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utilizados para compor um novo conjunto de dados, no qual cada réplica representou
uma observagao independente dentro de um respectivo modo de ligag&o. A partir
desse conjunto foram estimados a média geral e o erro padrdo da média (EPM). O
desvio-padrao agrupado (S ), por sua vez, foi calculado a partir do conjunto de valores

observados ao longo das trajetdrias individuais pertencentes a um mesmo modelo,
permitindo estimar a dispersao dos estados amostrados durante as simulacodes.

Os calculos de RMSD foram realizados separadamente para as proteinas
CXCR4 e TcP21, considerando apenas os atomos diferentes de hidrogénio da cadeia
principal. Além da anaélise estatistica, os perfis temporais de RMSD também foram
avaliados qualitativamente por meio de curvas de cada réplica, bem como das curvas
de média e média suavizada. Os resultados estatisticos obtidos para a proteina

CXCR4 sao apresentados na Tabela 3.4 e os perfis temporais sdo mostrados
individualmente na Figura 3.5.

Tabela 3.4 — Estatistica descritiva de RMSD da CXCRA4.

RMSD / A
Sistema Média + EPM S,
M, 1,69 £ 0,11 0,16
M, 1,73 £ 0,07 0,24
M, 1,62 £ 0,04 0,18
M, 1,60 + 0,08 0,18
M; 2,02 £0,14 0,19

Notas. Valores expressos como média * erro padrao da média (EPM) de cinco réplicas independentes
por sistema. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os sistemas de
acordo com o teste de ANOVA de Welch (a = 0,05).

Fonte: Autor, 2026.
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Figura 3.5 — Perfis temporais de RMSD da CXCRA4.
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O teste de hipotese empregado (ANOVA de Welch) ndo indicou diferencas
estatisticamente significativas entre os sistemas quando considerado o RMSD da
cadeia principal da proteina CXCR4. Assim, dentro do conjunto de estados
amostrados, os resultados indicam que os diferentes modos de ligagdo néo
produziram alteragdes relevantes na estabilidade conformacional global da proteina
ao longo das simulagdes. Esse resultado é consistente com o contexto estrutural da
CXCR4, uma proteina de membrana cuja mobilidade conformacional tende a ser

parcialmente restringida pela presencga da bicamada lipidica.

Os baixos valores de EPM observados indicam alta reprodutibilidade entre as
réplicas independentes para um mesmo modo de ligagao. Por outro lado, os valores
de Sp refletem a baixa dispersdo estrutural observada ao longo das trajetérias
amostradas. Em conjunto, os valores de média geral e de S, obtidos sugerem que a
proteina manteve um regime estrutural estavel durante o periodo de producao
analisado, indicando convergéncia estrutural satisfatéria das simulagdes, condigdo

necessaria para a interpretacdo das analises subsequentes.

Da mesma forma, a estatistica descritiva e os perfis temporais do RMSD da
proteina TcP21 também foram obtidos, e s&o apresentados na Tabela 3.5 e Figura 3.6,

respectivamente.

Tabela 3.5 — Estatistica descritiva de RMSD da TcP21.

RMSD / A
Sistema Média +t EPM g,
M, 5,98 £ 0,43 0,66
M, 5,97 + 0,71 0,53
M, 4,38 £ 0,16 0,49
M, 4,85 £ 0,34 0,88
M- 5,23 + 0,38 0,72

Notas. Valores expressos como média * erro padrdao da média (EPM) de cinco réplicas independentes
por sistema. Diferengas estatisticamente significativas foram observadas entre os sistemas de acordo
com o teste de ANOVA de Welch (a = 0,05). Comparagbes de pares e tamanhos de efeito sao
mostrados na analise post hoc (Apéndice D).

Fonte: Autor, 2026.
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Em contraste com o comportamento observado para a CXCR4, a proteina
TcP21 apresentou valores de RMSD consideravelmente mais elevados ao longo das
simulagdes, indicando maior flexibilidade estrutural. Esse perfil pode ser parcialmente
explicado pela auséncia dos efeitos estéricos impostos pela bicamada lipidica, além
de caracteristicas estruturais intrinsecas da propria proteina (pequeno tamanho e
auséncia de empacotamento terciario rigido), cuja flexibilidade ja foi discutida

anteriormente neste trabalho (secéo 2.2.2).

Essa maior mobilidade conformacional também se manifesta na maior
dispersdo dos valores amostrados e nos perfis qualitativos observados entre réplicas
pertencentes a um mesmo modo de ligagao. Ainda assim, quando considerados 0s
valores das médias gerais e os valores de Sy obtidos, observa-se que as trajetorias
mantiveram um regime estrutural relativamente consistente ao longo dos estados
amostrados. Para o sistema M,, em particular, a magnitude do EPM, relativamente ao
Sp de cada réplica, indica a presenca de heterogeneidade entre as simulagbes. A
inspegao grafica das trajetorias e das meédias individuais de cada réplica sugeriu que
aréplica R, foi a principal responsavel por esse comportamento distinto. No entanto,
a ocorréncia pontual desse fenbmeno ndo invalidou o estado amostrado,
especialmente dada a natureza de ensemble estatistico da amostragem em

simulagdes de Dindmica Molecular classica.

A andlise do tamanho de efeito (¢ de Hedges) indicou que as comparagdes
entre os pares (M,, M,) e (M,,M,) apresentaram as maiores magnitudes, ambas
classificadas como “Muito Forte”, contribuindo para a diferenca estatisticamente
significativa observada no teste global. Por outro lado, a comparagéo entre (M;, M,)

foi a unica considerada insignificante, indicando equivaléncia estatistica entre esses
dois modos de ligagao.

Apesar dessas diferencas, os valores absolutos de RMSD da cadeia principal
da proteina TcP21 permanecem relativamente proximos entre si. Assim, em termos

estruturais, os resultados nao indicam diferengas suficientemente pronunciadas para
justificar uma distingdo acentuada entre os modos de ligagéo.
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Além da estabilidade conformacional avaliada por meio do RMSD, também foi
investigado o numero de interagdes intermoleculares dos tipos ligagdo de hidrogénio
e ponte salina formadas entre as proteinas TcP21-CXCR4. A analise de numero de
interagbes foi conduzida de forma analoga as analises anteriores, com a inclus&o
adicional dos valores de mediana e maximo para cada métrica. Iniciando-se pelo
numero de ligagdes de hidrogénio, os resultados sdo apresentados na Tabela 3.6 e
Figura 3.7.

Tabela 3.6 — Estatistica descritiva do numero de ligagdes de hidrogénio entre CXCR4 e TcP21.

Numero de ligagdes de hidrogénio

Sistema Média + EPM S, Mediana Méaximo
M, 18,0 £ 1,1 2,6 18 28
M, 14,7 £ 0,7 2,9 15 24
M, 14,8 £ 1,4 3,0 15 27
M, 17,7 £0,8 2,9 18 28
M, 8,8 £1,5 2,5 8 19

Notas. Valores expressos como média * erro padrdao da média (EPM) de cinco réplicas independentes
por sistema. Diferengas estatisticamente significativas foram observadas entre os sistemas de acordo
com o teste de ANOVA de Welch (a = 0,05). Comparagbes de pares e tamanhos de efeito séo
mostrados na analise post hoc (Apéndice D).

Fonte: Autor, 2026.

O teste de hipotese empregado rejeitou a equivaléncia estatistica entre os
modos de ligagado. Aanalise de tamanho de efeito indicou diferengas expressivas entre
a maioria dos modos de ligacdo, exceto entre o par (M,,M,), considerado
estatisticamente equivalente. Os modelos M, e M, também foram classificados como

equivalentes entre si, embora suas diferengcas em relagao aos demais tenham sido
consideradas expressivas.
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A magnitude das diferencas variou entre “Forte” (M,,M;) e “Enorme”
(M, ,M;). Em contraste com os resultados observados para o RMSD, o nimero de
ligacbes de hidrogénioindicou distingdes mais acentuadas entre os modos de ligagéo,
particularmente para o sistema M. Considerando as medianas observadas, esse
modo apresentou entre 7-10 liga¢des de hidrogénio a menos do que os demais,
correspondendo a uma reducado entre aproximadamente 47-56% no numero de
interagdes. Mesmo quando considerados os estados de maior numero de ligagbes de
hidrogénio observadas ao longo das trajetorias (valor maximo), essa diferenga
permanece significativa, variando entre 5-9 interagdes, o equivalente a uma redugao

entre aproximadamente 21-32% do numero de interagdes.

Como etapa final do estudo de estabilidade conformacional e avaliagado dos
modos de ligagdes simulados, também foi investigado o numero de pontes salinas.
Os resultados s&o apresentados na Tabela 3.7 e na Figura 3.8, e seguem a mesma

estrutura adotada nas analises anteriores.

Tabela 3.7 — Estatistica descritiva do nUmero de pontes salinas entre CXCR4 e TcP21.

Numero de pontes salinas

Sistema Média + EPM S, Mediana Méaximo
M, 9,4+0,5 2,7 10 21
M, 6,7+0,1 2,6 7 16
M, 56+1,1 2,2 6 14
M, 7,4+0,8 2,5 8 16
M; 4,7+0,5 2,6 4 16

Notas. Valores expressos como média * erro padrdao da média (EPM) de cinco réplicas independentes
por sistema. Diferengas estatisticamente significativas foram observadas entre os sistemas de acordo
com o teste de ANOVA de Welch (a = 0,05). Comparagbes de pares e tamanhos de efeito sao
mostrados na analise post hoc (Apéndice D).

Fonte: Autor, 2026.

O teste de hipétese novamente rejeitou a equivaléncia estatistica entre os
modos de ligacéo. A analise de tamanho de efeito ndo indicou equivaléncia estatistica
entre nenhum par. A menor diferenca observada ocorreu entre o par (Mj, M;),
classificada como “Fraca”, enquanto as maiores diferencas foram observadas entre

os pares (M,, M,) e (M, ,M;), ambas classificadas como “Enorme”.
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Figura 3.8 — Perfis temporais do nimero de pontes salinas entre TcP21 e CXCRA4.
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Os valores de EPM indicaram elevada reprodutibilidade entre as réplicas para
um mesmo modo de ligacdo, enquanto os valores de S, refletiram uma disperséo
substancial dos valores observados ao longo das trajetorias simuladas. De maneira
semelhante ao observado para o numero de ligacdes de hidrogénio, os resultados
referentes ao numero de pontes salinas revelaram distingdes pronunciadas entre os
modos de ligacdo, particularmente para o sistema M,, que apresentou o maior

numero de interagcdes desse tipo.

Considerando as medianas observadas, a diferenga efetiva entre os modos
variou entre 2—6 pontes salinas, correspondendo a um aumento aproximado de 20—
60% do numero de interagdes. Quando considerados os estados de maior numero de
interagbes observados ao longo das trajetdrias (valor maximo), essa diferenga varia
entre 5-7 interacdes, equivalente a um aumento entre aproximadamente 24—-33% do
numero de pontes salinas.

De forma geral, os resultados obtidos indicaram que, embora os modos de
ligacdo tenham sido inicialmente considerados analiticamente equivalentes,
diferengas relevantes foram observadas entre eles, particularmente no numero de
ligacbes de hidrogénio e de pontes salinas. Nesse contexto, o sistema M, apresentou
o comportamento mais discrepante em relacdo aos demais. Tal observacdo é
consistente com a classificacdo obtida na etapa de ancoramento molecular, na qual
esse modo de ligacéo correspondeu a estrutura central do cluster menos populoso

dentre aqueles considerados para as simulacgdes.

Assim, ainda que M, permaneca estruturalmente plausivel, os resultados de
estabilidade conformacional dos modos de ligagao sugerem que ele possa representar
um estado de interagdo de menor probabilidade de ocorréncia quando comparado aos
demais modos investigados. Dessa forma, embora o modo de ligagao tenha sido
mantido nas analises subsequentes, os resultados derivados desse sistema foram

interpretados com a devida ressalva.
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3.2.3 Determinagao por consenso da interface de interagao

Apos a avaliagdo dos modos de ligagédo por meio de analises preliminares de
estabilidade conformacional, os residuos de interface mais provaveis foram propostos
com base em determinagdo por consenso fundamentada na fungao de pontuacéao

multimétrica baseada em ASASA, detalhada no Apéndice A.

Os residuos de interface propostos para as proteinas CXCR4 e TcP21 séo
exibidos na Figura 3.9, organizados em ordem crescente do numero do residuo. A
distribuicdo entre residuos “Conservados” e “Recorrentes” foi incluida como
informacdo complementar sobre a persisténcia e a recorréncia intrassistema dos
residuos avaliados.

Figura 3.9 — Residuos de interface mais provaveis para as proteinas CXCR4 e TcP21.

CXCR4 TeP21
LYS25 VAL19
PRO27 GLU20
CYs28 MET22
PHE29 LYS23
ARG30 ARG24
GLU31 TYR26
ALA34 ASN27
ASN37 HIS28
LYS38 LYS29
LEU41 GLU30
TRP94 PRO31
ASP97 HIS32
g TYR116 LYS33
S ALA180 ARG34
£ ARG183 HIS35
¥ ILE185 HIS36
CYS186 HIS37
ASP187 SER38
ARG188 PHE39
PHE189 HIS41 1
TYR190 HIS42 ]
VAL196 1
GLN200
ASP262
LEU266
HIS281
ILE284
GLU288 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Frequéncia de Ocorréncia Intersistema Frequéncia de Ocorréncia Intersistema
Il Conservados Recorrentes

Fonte: Autor, 2026.

A fungao de pontuagado empregada neste trabalho identificou um total de 21 e

28 possiveis residuos de interface para as proteinas TcP21 e CXCRA4,
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respectivamente. Para a TcP21, esses residuos concentraram-se em uma regiao
predominantemente continua, correspondente ao intervalo dos residuos 19-42, com
interrupgdes pontuais, observadas nos residuos 21, 25 e 40. Em contraste, a CXCR4
apresentou uma distribuicdo mais fragmentada, com quatro possiveis regides de
interface localizadas nos intervalos 25-41, 94-116, 180-200 e 262-288, compostas
por 10, 3, 10 e 5 residuos, respectivamente, considerando-se as interrupgdes pontuais
dentro de cada intervalo. Essa distribuicdo mais dispersa € consistente com a
organizagao estrutural da CXCR4, uma proteina transmembranar caracterizada por
um canal formado por sete alfa-hélices, capaz de acomodar a regido de interagao da

proteina TcP21 no interior do vestibulo extracelular.

Considerando a frequéncia de ocorréncia agrupada como métrica de
priorizacdo dos residuos de interface, observou-se que determinados residuos
apresentaram maior destaque. Na TcP21, observou-se alta recorréncia para os
residuos no intervalo MET22-PHE39. Entre estes, ARG24, ASN27, HIS28, HIS32,
LYS33, ARG34 e HIS35 destacaram-se por sua alta conservagao, indicando um papel
essencial na interagcdo. Residuos como LYS23, TYR26, LYS29, PRO31, HIS36,
HIS37, SER38 e PHE39 apresentaram perfil intermediario, com distribuicdo entre
“Conservados” e “Recorrentes”, indicando um papel auxiliar na interagdo. Em
contraste, VAL19, HIS41 e HIS42 apresentaram baixa frequéncia e predominancia de
“Recorrentes”, possivelmente por corresponderem a posig¢oes periféricas da interface.

Esse segmento continuo da TcP21 foi caracterizado por elevada densidade de
residuos carregados (ARG, LYS) e polares (HIS, ASN), sugerindo possivel
complementaridade eletrostatica com os receptores da CXCR4 e indicando uma
interface coesa, com alta consisténcia intrassistema e variacdes locais compativeis
com flutuagcdes conformacionais. A Figura 3.10, que corresponde a estrutura meddide
de M, (R,), destaca o segmento identificado, caracterizado estruturalmente como
uma volta. Ressalta-se que a estrutura utilizada foi selecionada somente com

finalidade ilustrativa.
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Figura 3.10 — Regido de interface de interagdo da TcP21. Atomos Ca dos residuos de interface s&o
mostrados como esferas.

Fonte: Autor, 2026.

Na CXCR4, a interface apresentou organizagao descontinua do ponto de vista
topologico, porém estruturalmente convergente. Residuos distribuidos entre a regido
N-terminal (MET1-PHE29) e o dominio TM1 (ARG30-GLN66) compuseram um
primeiro conjunto funcional de interagdo. PRO27 e ARG30 mostraram alta frequéncia
e comportamento consistente, enquanto PHE29, LEU41 e ALA34 apresentaram
carater auxiliar, com contatos mais transientes. Esse padr&o indicou um estagio inicial

de reconhecimento dinamico e flexivel.

No dominio ECL2 (ASN176—ASN192), observou-se um agrupamento de
residuos frequentes, incluindo ARG188, CYS186 e ASP187, predominantemente
classificados como “Conservados”, além de ARG183 e ILE185, de comportamento

misto. A predominancia de residuos “Conservados” nessa regido sugeriu a formagao
de contatos persistentes entre o loop e a TcP21.

Adicionalmente, residuos localizados nos dominios TM5 (ASP193-SER229) e
TM7 (GLY273-LEU305), como GLN200, ASP262, LEU266, GLU288 e HIS281,
apresentaram alta recorréncia. A elevada proporgao de classificagao “Conservados”

nesses dominios sugeriu a formagao de uma regido de estabilizagdo do complexo
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mais interna na CXCR4. Nesse contexto, esses residuos foram associados ao ntcleo
funcional da interagdo, enquanto os demais contribuiram para o posicionamento e

estabilizagao inicial da TcP21 na abertura do canal.

Ressalta-se que o sistema M, ndo foi considerado para a determinag&o por
consenso. Dados os resultados obtidos anteriormente nas analises de estabilidade
conformacional dos modos de ligagao, foi considerado que a inclusao desse modo
poderia enviesar a identificacado dos residuos de interface ao incorporar contribuigcdes
associadas a um estado de menor probabilidade de acesso. Ainda assim, realizou-se
uma analise complementar dos residuos identificados nesse sistema. Para a TcP21,
destacaram-se MET1, ARG2, LEUS8, LEU12, CYS14, PHE150 e ARG153, enquanto,
para a CXCR4, foram observados SER178, ASP181, PHE189, TYR190, ASP193,
LEU266, GLU268 e GLU277. A integragao desses residuos com os demais sistemas
revelou que a maioria apresentou frequéncia de 20%, indicando ocorréncia exclusiva
em M. Apenas PHE189 e LEU266 foram observados em outros sistemas. Em
conjunto, esses resultados reforcam que a inclusdo do sistema M, no consenso
introduziria principalmente contribuicdes especificas de um estado pouco
representativo, sem impacto significativo sobre os padrdes gerais previamente

observados.

Assim, a analise baseada na funcdo de pontuacao de residuos de interface
indicou a existéncia de uma regido predominantemente continua de interagdo na
TcP21, abrangendo o segmento LYS23-PHE39, com até 15 residuos envolvidos. Em
contraste, na CXCR4, ndo foi observada uma regido continua equivalente, mas sim
um conjunto de pontos de contato distribuidos ao longo da abertura e do interior do
vestibulo extracelular. Esses pontos de contato foram PRO27, PHE29, ARG30,
LEU41, TYR116, ARG183, ILE185, ARG188, GLN200, ASP262, LEU266, HIS281 e
GLU288, refletindo uma organizagao espacialmente dispersa da interface. Os pontos

de contato sdo mostrados na Figura 3.11.
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Figura 3.11 — Pontos de contato interfaciais da CXCR4. Atomos Ca dos residuos de interface s&o
mostrados como esferas. Da esquerda para a direita: vistas frontal e superior.

Fonte: Autor, 2026.

No geral, esse arranjo sugere um mecanismo de interagao em multiplas etapas.
Em um primeiro estagio, contatos transientes na regido N-terminal e no dominio TM1
promovem um reconhecimento inicial, dindmico e flexivel, possivelmente associado
ao alinhamento inicial da TcP21. Em seguida, ocorre a estabilizagdo do complexo,
envolvendo os dominios ECL2e TM5/TM7, com formacéao de interagdes mais internas
e persistentes no interior do vestibulo extracelular. A Figura 3.12 ilustra as estruturas
meddides das replicas R;, com excecdo do sistema M;, com destaque para os

residuos identificados como de interface para ambas as proteinas.



Figura 3.12 — Interface de interagéo do
direita: R, (M; — M,).
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complexo TcP21-CXCR4. Atomos Ca dos residuos de interface sdo mostrados como esferas. Da esquerda para a

Fonte: Autor, 2026.
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Com base na observagao de uma regiao continua de interagao na TcP21, foram
calculadas as frequéncias de ocupagao de ligagbes de hidrogénio por residuo da
TcP21, visando avaliar a consisténcia temporal dessa interface. Os resultados estédo
apresentados na Figura 3.13. Dado que os sistemas M; — M, n&o precisaram ser
agrupados em um unico conjunto para o calculo das frequéncias de ocupacéao, o

sistema M, foi incluido.

Os sistemas M, — M, apresentaram perfis qualitativamente semelhantes, com
predominancia de ligagdes de hidrogénio na regido compreendida entre os residuos
26-39. Conforme mostrado na Tabela 3.8, os dez residuos com maior ocupagao
nesses sistemas exibiram, majoritariamente, valores superiores a 60% do tempo
simulado, todos pertencentes a interface de interagdo previamente definida.
Adicionalmente, varios residuos apresentaram ocupagaoacima de 90%, evidenciando

elevada persisténcia dessas interagdes ao longo do tempo.

Em contrapartida, o sistema M, apresentou apenas dois residuos com
ocupacgao acima de 60%, ambos ndo observados nos demais sistemas analisados.
Além disso, os valores de desvios padrdo foram consistentemente mais elevados,
refletindo maior dispersao dos dados e, consequentemente, menor estabilidade das

interagdes.
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Tabela 3.8 — Top 10 residuos da TcP21 de maior frequéncia de ocupacgéo de ligagbes de hidrogénio,

por sistema.
M, M, M,
Residuo Ocupacgado / % Residuo Ocupacédo /% Residuo Ocupacao /%
29 99,9 + 0,1 27 99,8 + 0,2 33 98,19 + 3,26
34 99,9 £ 0,2 35 90,8 + 12,7 37 97,64 + 3,23
28 99,4 +0,9 28 90,8 + 14,7 26 94,64 + 6,24
32 96,3 + 3,1 36 80,0 + 10,6 34 86,8 + 22,5
33 92,2 +13,8 31 74,2 + 15,9 32 74,0 £ 26,9
35 80,5 + 15,4 29 65,8 + 14,8 35 72,7 £+ 13,8
27 79,7 £ 39,0 33 62,5 + 23,0 29 70,6 £ 37,4
42 63,0 + 38,6 32 59,2 + 32,6 23 58,5 + 10,6
31 53,3 + 20,0 38 53,8 £+ 12,8 24 57,5 + 34,2
38 53,0 + 29,2 34 52,6 + 18,7 38 48,6 + 42,3
M, M;
Residuo Ocupacgdo / % Residuo Ocupagado / %
29 99,99 + 0,01 1 86,6 + 23,3
36 99,91 £ 0,07 2 62,7 £ 40,0
35 99,79 £ 0,20 153 47,7 £ 22,4
32 98,77 + 1,51 46 39,7 £ 28,4
23 87,5 + 15,1 12 36,7 + 28,4
34 76,3 + 10,6 154 35,0 £ 32,1
31 62,6 + 23,3 130 25,3 + 26,3
28 51,5+ 13,9 92 23,0 + 38,0
24 49,8 + 32,4 144 21,8 + 8,58
33 48,4 + 13,4 5 18,4 + 38,2

Notas. Valores expressos como média + desvio-padrao de cinco réplicas independentes por sistema.
As frequéncias de ocupacéo foram calculadas independentemente do numero de parceiros ligantes

da proteina CXCRA4.

Fonte: Autor, 2026.
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Figura 3.13 — Frequéncias de ocupagao de ligagdes de hidrogénio dos residuos da TcP21, por sistema.
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3.2.3.1 Caracterizagao temporal dos contatos entre TcP21 e CXCR4

Apés a identificacdo dos residuos mais provaveis de interface da TcP21, foi
realizada uma analise exploratoria das interagcbes com a CXCR4, considerando o
numero, a frequéncia e a estabilidade dos contatos. Essa analise ndao se restringiu
aos residuos previamente definidos como de interface, uma vez que residuos

auxiliares também poderiam contribuir para a estabilizagao do complexo.

A caracterizagao dos contatos foi conduzida sob uma perspectiva temporal,
contemplando: (i) a variabilidade de parceiros de interagao por residuo da TcP21; (ii)
a identificagao dos pares TcP21-CXCR4 mais recorrentes durante a estabilizagao do
complexo; (iii) a distribuicdo do perfil temporal dos contatos mais provaveis; e (iv) a
distribuicdo qualitativa dos tipos de forgcas intermoleculares estabilizantes do
complexo.

3.2.3.2 Variabilidade de parceiros de interagdo da TcP21

Inicialmente, os residuos da proteina TcP21 foram avaliados quanto ao numero
de parceiros unicos e totais, considerando consensos em regimes intrassistema e
intersistema, e classificados adicionalmente de acordo com a evolugao dindmica dos
contatos. Para cada sistema, foram selecionados os dez residuos com maior nimero
de parceiros unicos, enquanto na analise agrupada se considerou os 15 residuos com
maior numero total de parceiros. Os resultados sdo apresentados na Figura 3.14.

A analise do conjunto agrupado indicou que a estabilizacdo do complexo
TcP21-CXCR4 se concentrou na regido continua previamente descrita, evidenciando
sua relevancia funcional. Observou-se a formagdao de um nucleo de interagao
predominantemente estavel, centrado nos residuos HIS28—-HIS35, ao redor do qual
se organizaram residuos com maior plasticidade, incluindo ARG24 e PHE39. Esses
residuos apresentaram maior frequéncia de contatos emergentes, sugerindo
participacdo em processos de adaptacao estrutural e ajuste induzido dos modos de

ligagdo ao longo das simulagdes.



104

Figura 3.14 — Residuos de maior numero de contatos da proteina TcP21, por sistema e agrupado.
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Nos sistemas individuais, M, — M, apresentaram um padrdo convergente,

caracterizado pela manutencédo do nucleo de interacbes composto pela triade HIS32,

HIS28 e HIS35, o conjunto de residuos carregados positivamente ARG34, LYS29 e

LYS33, e oresiduo PRO31, todos com elevado grau de conectividade. Paralelamente,

foi identificado um comportamento recorrente de residuos periféricos com maior
variabilidade do perfil dindmico, como ARG24, PHE39,TYR26 e LYS23, sugerindo um
papel na modulacao da interface sem comprometer a estabilidade do seu nucleo. Em

contraste, o sistema M, apresentou um perfil Unico, com predominio de interacdes

envolvendo residuos na regido N-terminal da TcP21, como MET1, ARG2, PHE11 e
LEU12, implicando um modo de ligagao divergente dos demais.
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3.2.3.3 Recorréncia de pares de residuos TcP21-CXCR4

A analise dos pares mais recorrentes entre CXCR4 e TcP21, mostrada na
Figura 3.15, indicouregides de interagdo espacialmente distribuidas e funcionalmente
coordenadas. A TcP21 nao se limitou a uma unica regido do receptor, estabelecendo
interacbes simultineas com diferentes dominios transmembranares e loops
extracelulares. Esse arranjo resultou em uma rede de contatos envolvendo os
dominios ECL2, TM3, TM5, TM6 e TM7. Em termos globais, a rede foi dominada por
contatos consistentemente estaveis, sem a ocorréncia de interagdes transientes ou
desestabilizantes, indicando elevada reprodutibilidade e persisténcia dindmica desses

pares.

Figura 3.15 — Top 30 pares de residuos entre TcP21 e CXCR4 de maior recorréncia agrupada.
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Fonte: Autor, 2026.

O mapeamento dos residuos da TcP21 mostrou que todos os residuos
envolvidos nas interagcdes estavam contidos na regiao de interface delimitada por
ARG24-HIS36, em concordancia com a proposta anterior. Essa regido apresentou
uma organizacgao funcional que pdde ser subdividida em diferentes contribuicbes. O

nucleo da interface foi definido pelos residuos HIS32, LYS33 e ARG34, que atuaram
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como centros de conectividade ao estabelecerem multiplas interacbes com dominios
distintos da CXCR4.Especificamente, ARG34 interagiu com ECL2, TM5 e TM6; HIS32
com ECL2, TM3, TM6 e TM7; e LYS33 com TM3, TM5, TM6 e TM7.

Em contraste, os residuos TYR26 e PRO31, situados na por¢cdo N-terminal da
interface, apresentaram interagdes preferenciais com o dominio ECLZ2, indicando
possivel contribuicdo para o ancoramento inicialda TcP21 ao receptor. Por outro lado,
HIS35 e HIS36 interagiram majoritariamente com os dominios TM6 e TM7, sugerindo
participagdo na estabilizagcdo do complexo em regidées mais profundas do vestibulo

extracelular.

O mapeamento dos residuos na CXCR4 indicou uma organizagao hierarquica
das regides de interagcdo, com dominios centrais e contribui¢gdes periféricas bem
definidas. O dominio TM6 destacou-se como principal regido de interagao,
especialmente por meio do residuo ASP262, que apresentou elevada recorréncia de
contatos com o nucleo da interface da TcP21. Esse padrdo sugeriu que TM6 atuou
como um centro estrutural de interacdo, capaz de acomodar diferentes cadeias
laterais. Tal observacédo foi consistente com dados estruturais prévios de GPCR
(Hauser et al., 2021; Hilger et al., 2018; Zhou et al., 2019), ainda que este estudo n&o
tenha abordado diretamente mecanismos de ativagao ou inibi¢gao do receptor.

O dominio ECL2, por sua vez, apresentou interacdes altamente reprodutiveis
que caracterizaram uma superficie de ancoramento periférica. A combinacdo de
propriedades hidrofobicas e polares nessa regido sugeriu flexibilidade local,
permitindo acomodacao conformacional sem perda de estabilidade, o que reforgou

seu papel na estabilizacdo da porcdo N-terminal da interface de interagcao da TcP21.

Além disso, os dominios TM5 e TM7 contribuiram para a expansao da rede de
contatos em diregcao ao vestibulo extracelular, atuando de forma cooperativa para
aumentar a area de contato entre as proteinas. Ainda que menos recorrentes, essas
contribuicoes reforcaram a ideia de que a estabilidade do complexo emergiu de
multiplas contribui¢cdes distribuidas. Por fim, residuos aromaticos no dominio TM3
possivelmente desempenharam um papel na estabilizagdo geométrica da interface,
associado ao empacotamento local e a orientacdo das cadeias laterais.

A observagao de interagdes “Emergentes” foi indicativa da ocorréncia de

rearranjos locais nainterface de interagéo, contudo, como a distribui¢do majoritaria de
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contatos foi do tipo “Persistentes”, sugere-se que esses rearranjos possivelmente se
restringiram a reorientacbes de cadeias laterais. Dado que a sele¢ao dos pares se
baseou na ocorréncia cumulativa entre os sistemas, sem discriminacao explicita entre

diferentes modos de ligagéo, o sistema M; foi incluido na analise.

A alta reprodutibilidade de parte dos pares identificados foi compativel com a
existéncia de um nucleo interativo conservado entre os sistemas. Por outro lado, a
distribuigdo das interagdes por multiplos dominios do receptor sugeriu que diferentes

modos de ligagdo possam ter enfatizado subconjuntos especificos de contatos

interfaciais, resultando em arranjos estruturalmente relacionados, porém distintos.

Assim, os dados sustentaram um modelo de interagdo no qual a TcP21
estabeleceu uma rede de contatos distribuida ao longo das regides extracelulares e

vestibulares da CXCR4, com intera¢des predominantes nos dominios TM6 e ECL2 e
estabilizada por contribuigbes complementares ao longo do receptor.

3.2.3.4 Distribui¢do do perfil temporal de contatos

Em sequéncia, considerando-se agora todos os contatos observados e nao
apenas os 30 pares mais recorrentes, os perfis temporais foram distribuidos em
regimes intrassistema e intersistema, conforme apresentado na Figura 3.16. Aanalise

detalhada por sistema revelou heterogeneidade entre os sistemas, permitindo a
caracterizacao individual de seus perfis de contatos.
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Figura 3.16 — Distribuicdo dos perfis temporais dos pares de residuos entre TcP21 e CXCR4, por
sistema e agrupado.
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Fonte: Autor, 2026.

Os sistemas M,, M, e M, constituiram um grupo com comportamento

temporal semelhante, marcado pela dominancia de interagbes “Persistentes”.

O sistema M, destacou-se por apresentar a maior fracdo de contatos
persistentes e a menor ocorréncia de interagcdes desestabilizantes, indicando que
poucas reorganizagdes interfaciais ocorreram durante as simulagdes em relagao ao
estado inicial. O sistema M, seguiu essa tendéncia, embora com maior participacéo
de interagbes “Emergentes”, sugerindo ajustes estruturais adicionais ao longo da
simulagcdo. Em contraste, o sistema M, apresentou o maior numero de interagdes

emergentes entre todos os sistemas, indicando maior flexibilidade da interface, ainda
que mantendo um nucleo estavel predominante.

De modo geral, esses resultados sugeriram que, para esse grupo, os modos
de ligagao iniciais ja representaram configuracdes favoraveis para a interacdo entre
TcP21 e CXCRA4.
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O sistema M, ocupou uma posi¢cdo intermediaria no conjunto analisado.
Apesar da predominancia de interagdes “Persistentes”, esse sistema apresentou a
maior ocorréncia de contatos “Desestabilizantes”. Esse comportamento indicou uma
reducdo relativa na estabilidade dindmica, em vez de um processo
predominantemente adaptativo. Além disso, ao contrario do observado para o sistema
M,, a menor contribuicdo de interacdes “Emergentes” sugeriu a auséncia de

compensacao efetiva para as perdas de contato.

O sistema M, apresentou o comportamento mais discrepante entre os
sistemas analisados. Diferentemente dos demais, exibiu predominanciade interagdes
“‘Emergentes”, em detrimento das interagdes “Persistentes”, configurando, assim, um
perfil dindmico distinto. Esse padrao sugeriu que a estabilidade observada foi
alcangada principalmente por meio da formacado de novos contatos ao longo da
trajetoria, e ndo pela preservagcédo de um nucleo interativo inicial. Areduzida ocorréncia
de interagbes “Desestabilizantes” indicou que a divergéncia observada nao resultou
de instabilidade acentuada, mas sim de uma configuragdo inicial com menor
densidade de contatos. Assim, as interagbes emergentes passaram a desempenhar
um papel central na estabilizagcdo do sistema. Em fungcdo desse comportamento, o
sistema M; néo foi incluido na andlise agrupada, de forma a evitar a introducdo de

viés associado a um modo de ligagao possivelmente menos representativo.

A andlise do conjunto agrupado evidenciou a predominancia de contatos
classificados como “Persistentes”. Esse resultado indicou que, ao longo das 20
trajetoérias, a interagdo entre TcP21 e CXCR4 foi caracterizada por elevada
persisténcia e por estabilidade estrutural, compativel com a existéncia de um nucleo
interativo bem definido. Adicionalmente, foi observada uma contribuicao secundaria
de contatos “Emergentes”, sugerindo que, embora os modos de ligagdo iniciais
tenham desempenhado um papel central, houve adaptacio estrutural com formacao

de novos contatos estaveis ao longo das simulagdes. Esse comportamento foi

consistente com mecanismos de ajuste conformacional induzido.

Por outro lado, contatos “Desestabilizantes” foram pouco frequentes, e
interagbes “Transientes” praticamente ndo contribuiram para a distribuicdo global.
Essa distribuicdo sugeriu que a dissociagao das interagdes iniciais foi incomum e

predominantemente persistente, nao refletindo flutuagbes reversiveis. Em conjunto,
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os resultados descreveram um mecanismo de interagdo governado por um nucleo

interativo estavel, complementado por contribuicbes adaptativas de menor magnitude.

3.2.3.5 Distribui¢do qualitativa das forgas de interagao

Por fim, realizou-se uma analise qualitativa da distribuicdo das forcas
intermoleculares estabilizantes do complexo. Conforme descrito na sec¢do 3.1.6.1, a
classificacdo baseou-se na inferéncia da natureza das interagdes a partir das

propriedades fisico-quimicas dos residuos envolvidos, ponderadas por seus valores
relativos de ocorréncia. Os resultados sao apresentados na Figura 3.17.

Figura 3.17 — Distribuicdo das forgas intermoleculares de estabilizagdo entre os pares de residuos
TcP21-CXCR4, por sistema e agrupado.
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Fonte: Autor, 2026.



111

A avaliacao individual dos sistemas M, — M, revelou um perfil consistente,
com predominancia de interagbes de van der Waals, seguidas por contribuicbes
eletrostaticas e por um balango semelhante entre contatos polares e hidrofobicos.
Esse arranjo sugere que a estabilizagdo do complexo seja majoritariamente conduzida
por complementaridade estérica e empacotamento interfacial, enquanto as demais
interagcdes contribuam para o refinamento da estabilidade e da especificidade. As
diferencas observadas entre esses sistemas foram essencialmente de natureza

quantitativa, sugerindo ajustes conformacionais dentro de um mesmo regime de
interacao, e nao a presenga de mecanismos de interacao fundamentalmente distintos.

Em contraste, o sistema M, apresentou um perfil divergente, caracterizado

pela predomindncia de interagdes hidrofébicas e pela redugdo expressiva de
interacdes de van der Waals, além de participacdo minima de contribuicoes
eletrostaticas e polares. Esse comportamento sugeriu um regime de estabilizag&o
distinto, associado a uma menor eficiéncia de empacotamento e a limitagdo na
formacdo de interacbes direcionais. Dessa forma, o sistema M, foi interpretado

novamente como um estado menos representativo que os demais, nao sendo incluido
na analise agrupada e mantido apenas para avaliagao individual.

Restrita ao subconjunto de sistemas M, — M,, a analise agrupada sugeriu que
interagbes do tipo van der Waals constituiram a principal forca estabilizante do
complexo TcP21-CXCR4. A magnitude dessa forga reforgou a importancia do
empacotamento interfacial e da complementaridade geométrica na manutencao da
interface.

Adicionalmente, interagdes eletrostaticas, hidrofébicas e polares contribuiram
em proporgdes relativamente equilibradas, sugerindo atuagcédo conjunta na modulacao
da estabilidade. Embora individualmente menos expressivas, essas interacoes
contribuiram possivelmente para o refinamento da interface e para a especificidade
dos modos de ligagao. Assim, os dados sugeriram um modelo de interagdo em que o
nucleo do complexo é definido por interagdes de van der Waals, sendo reforgado por

contribuicdes auxiliares que aumentam a especificidade e a direcionalidade das
interagdes.
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3.2.4 Correlagao das interfaces de interagao identificadas

De maneira geral, os resultados indicaram um modelo de interagdo marcado
por pronunciada assimetria estrutural entre TcP21 e CXCR4. Enquanto a TcP21
apresentou uma regiao de interface continua e bem definida, centrada na regiao dos
residuos LYS23-PHE39, a CXCR4 exibiu uma interface distribuida, envolvendo

multiplos dominios extracelulares e transmembranares.

A interagcado foi organizada em dois niveis funcionais complementares. O
primeiro correspondeu a um nucleo estabilizador, formado principalmente pelos
dominios TM6, TM7 e TMS5, responsavel pela manutencdo da estabilidade
conformacional do complexo no interior do vestibulo extracelular. O segundo nivel
envolveu os dominios ECL2 e TM1/N-terminal, que atuaram como regides periféricas
de ancoragem, contribuindo para ajustes conformacionais e acomodacgao estrutural
na regido extracelular. A Figura 3.18 ilustra o complexo TcP21-CXCR4, com os
respectivos vestibulos extracelulares dos dominios e regido de interface destacadas.

Figura 3.18 — Complexo interativo TcP21-CXCR4. Em azul escuro: dominios TM5, TM6 e TM7. Em
azul claro: dominios ECL2 e TM1/N-terminal. Da esquerda para a direita: vistas frontal e superior.

Fonte: Autor, 2026.
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Essa configuracédo heterogénea favoreceu a formagao de uma interface ampla
e dinamica, consistente com um mecanismo de ajuste conformacional induzido. O
nucleo interativo apresentou elevada estabilidade, enquanto residuos periféricos,
dotados de maior plasticidade conformacional, contribuiram para a modulacédo da

interface por meio do estabelecimento de contatos emergentes.

Sob uma perspectiva mecanicista, a estabilidade das interagdes entre TcP21 e
CXCRA4 foi predominantemente governada por interagdes de van der Waals, indicando
a importancia da complementaridade geométrica entre as superficies de contato das
biomoléculas. Em paralelo, interacdes eletrostaticas e polares contribuiram para a
especificidade e direcionalidade das interagoes.
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3.3 CONCLUSAO

No presente estudo, multiplos modos de ligagdo do complexo TcP21-CXCR4
foram obtidos por ancoragem molecular e subsequentemente avaliados por
simulacdes de dinamica molecular multirréplicas em ambiente biomimético, incluindo
bicamada lipidica com composi¢cao analoga a de células de macrofagos. A analise de
consenso entre as trajetérias identificou um segmento continuo na TcP21,
compreendendo os residuos LYS23-PHE39, com caracteristicas tipicas de interface
de interacao proteina-proteina. Na CXCR4,0s dominios TM5, TM6 e TM7 constituiram
um nucleo estrutural estabilizado no interior do vestibulo extracelular, enquanto os
dominios ECL2 e TM1/N-terminal apresentaram maior flexibilidade conformacional.
Essa organizagao estrutural assimétrica favoreceu a formacao de uma interface ampla
e modular, sustentada por uma rede de contatos intermoleculares consistentes. A
estabilizagcdo do complexo foi predominantemente governada por interacbes de van
der Waals, indicativas de complementaridade geométrica, com contribuigbes
adicionais de interagcdes eletrostaticas e polares, conferindo direcionalidade ao

reconhecimento molecular.
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4 CONCLUSAO GERAL

Decorridos 117 anos desde sua descoberta, a doenga de Chagas permanece
um mal que impacta profundamente o bem-estar e as condi¢cdes socioecondmicas de
milhares de individuos ao redor do mundo. Apesar dos avangos no entendimento de
sua fisiopatologia, ainda ndo ha um tratamento plenamente eficaz. O desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas € limitado por fatores como a complexidade
biolégica do parasita T. cruzi, a elucidagcdo incompleta de seus mecanismos de
infeccdo e a dificuldade na identificagdo de alvos moleculares e sitios de ligagéo
suscetiveis a modulacao. Nesse contexto, abordagens computacionais configuram-se
como ferramentas estratégicas de baixo custo para a prospeccao inicial de alvos
moleculares, contribuindo para o direcionamento de estudos experimentais.

Na presente tese, a proteina TcP21 foi caracterizada estrutural e
funcionalmente in silico por meio de dois estudos complementares. Primeiramente, a
identificagao de um sitio de ligagao consistente entre diferentes metodologias sugeriu
a existéncia de uma regiao capaz de estabelecer interagées dinamicamente estaveis
com grupos quimicos especificos. Em paralelo, a caracterizagao da interface TcP21—
CXCR4 sugeriu a existéncia de um arranjo estrutural compativel com interface de
interagc&o proteina-proteina, sustentada predominantemente por complementaridade
geométrica, com contribuigdes eletrostaticas e polares conferindo direcionalidade ao
processo de associagao.

A analise conjunta desses resultados sugeriu a existéncia de regides
funcionalmente especializadas na TcP21, no contexto do reconhecimento molecular
de moléculas farmacoféricas e da interagdo com o receptor do hospedeiro. Nesse
contexto, os resultados oferecem uma perspectiva direcionada sobre determinantes

estruturais potencialmente associados a funcao dessa proteina.

Na auséncia de validagao experimental, os resultados devem ser interpretados
como observagdes preliminares. Nesse sentido, ensaios de mutagénese sitio-dirigida
poderiam ser empregados para a validagao experimental das regides propostas.
Ademais, estratégias como o desenho racional de farmacos ou a engenharia de

epitopos poderiam ser empregadas como abordagens voltadas a modulagéo seletiva
das interacbes mediadas pela TcP21, sob um possivel viés terapéutico.
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APENDICE A — ROTINA DE IDENTIFICAGAO DE RESIDUOS INTERFACIAIS

O método utilizado nesta tese para a identificagdo dos residuos interfaciais
mais provaveis do complexo TcP21-CXCR4, fundamentado em uma analise de
consenso derivada de calculos de ASASA, foi organizado como um fluxograma de
trabalho e apresentado de forma geral na Figura A.1. A rotina de analise foi
apresentada de forma detalhada nas sec¢des seguintes, incluindo todas as etapas

necessarias a sua implementacéao e validagao.

Figura A.1 — Fluxograma geral da rotina de identificagdo de residuos interfaciais.
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Fonte: Autor, 2026.
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i. Etapa de processamento

A identificacdo preliminar dos residuos interfaciais foi realizada a partir das
trajetorias de dindmica molecular amostradas, considerando-se cada réplica de forma
independente.

a. Calculo de ASASA

Para cada frame amostrado, determinou-se a SASA de cada residuo. A
variagdo de acessibilidade ao solvente foi quantificada por meio de ASASA, ¢,

definida como a diferenga entre os estados nao ligado e ligado:

ASASA, t = SASA t — SASA

i,nd0 ligado i,ligado t

onde os termos representam, respectivamente, a area exposta ao solvente do residuo

1 em cada estado, em cada frame t.

b. Calculo de frequéncias de ocupagéo

A partir dessas séries temporais de ASASA, foram calculadas, para cada

residuo, estatisticas descritivas (média, mediana e desvio-padrao) e as frequéncias

de ocupagéo parciais associadas a trés faixas de area de corte: (i) 10 < ASASA,; <
30 A2%; (ii) 30 < ASASA, < 50 A% e (iii) ASASA, > 50 A2 Os intervalos utilizados
refletem diferentes intensidades de interacdo interfacial, estimados com base em

topologias de interfaces de proteinas (Belapure et al., 2023; Bogan; Thorn, 1998;
Jones; Thornton, 1997; Levy, 2010).

A frequéncia de ocupacao total foi expressa como:
3
¢Eota1 _ Z ¢§n) 9
n=1

sendo cada componente calculada por:
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1 T
¢, == T(10<ASASA, t <30 A?)
' T t=1
1 T
¢, == T(30 <ASASA, t <50 A?) 3
- T
3 1 d 2
o, =) T(ASASA, t >50 A%)

onde 7 representa o numero total de frames e I(-) é a fungéo indicadora, que assume

valor 1 quando a condigao é satisfeita e 0 caso contrario.

Por fim, foram selecionados os residuos que satisfizeram simultaneamente os
seguintes critérios: (i) mediana (x 4454 ) Maior ou iguala 10 AZ (ii) média (zagag4)
maior ou igual ao desvio-padrdo (oasas4); € (7i7) frequéncia de ocupagao total (¢ot!)
maior ou igual a 0,3. Esses critérios permitiram a selegao de residuos com exposi¢éo
consistente ao solvente e relevancia potencial para a interface.

ii. Etapade Pontuagao

Os residuos remanescentes apos a triagem inicial foram pontuados por meio
de uma funcdo de pontuagdo multimétrica, construida a partir de trés descritores
complementares: (i) magnitude de exposicéo ao solvente; (ii) persisténcia temporal

de interagéo; e (iii) confiabilidade estatistica das estimativas.

A pontuacao final foi definida como a média dos descritores normalizados:

7

W. = % (Simag + Sipcr + Siw”) 1

em que W, denota a pontuagéo do residuo i, enquanto S/, S " e S,°*" representam,

respectivamente, as contribuigdes normalizadas de magnitude, persisténcia e

confiabilidade estatistica.

A normalizagéao foi aplicadaindividualmente a cada descritor, em intervalo [0,1],

permitindo sua consolidacao direta na pontuagao final. A escolha dos pesos iguais

refletiu a auséncia de evidéncia prévia que justificasse a priorizagdo de um descritor
em relacao aos demais.
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a. Pontuagdo de magnitude

A pontuacédo de magnitude de exposigdo ao solvente foi definida a partir da
mediana (z) de ASASA,, a qualfoi utilizadacomo medida robusta de tendéncia central
de exposicao ao solvente do residuo i. A pontuagdo ndo normalizada foi atribuida

conforme as faixas previamente estabelecidas:

3, Zasasa, > 50 A”
Sim,ag = 2, 30 S xASASA,’_’ < 50 A2
].7 10S$ASASA,¢ <30 A2

t

A forma normalizada da pontuag¢ao de magnitude foi obtida por:

g mag _ ls mag 6

1 3 K2
b. Pontuagéo de persisténcia

A pontuacao de persisténcia temporal de interacdo foi construida a partir de
dois descritores: (i) a frequéncia de ocupagédo total e (ii) a distribuicdo das

frequéncias parciais, associadas a intervalos mutuamente exclusivos de ASASA,.

A componente de frequéncia de ocupacao total foi definida como:

3, ¢$otal > 0,7
Sjbe'r,oc _ { 2, 0,5< ¢§otal < 07 7

1, 0,3< gttt <05

)

A componente de distribuicdo das frequéncias parciais foi definida com base
na condigao de alguma das frequéncias de ocupacéo parcial (cpi")) ter tido valor igual
ou superior a 0,5 (50%), representando que o ASASA, do residuo analisado

permaneceu uma fragdo predominante de frames em alguma das faixas de area de
corte definidas anteriormente. Nesses casos, a pontuacao foi atribuida conforme o

valor da faixa predominante:
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3, ¢V >05
Sip('ir,prcd _ 27 ¢§2) Z 075 8
1, ¢V >05

Quando nenhuma frequéncia de ocupacao parcial apresentou predominancia,

atribuiu-se Sf’”"”"‘ed igual a 1,5, caracterizando um comportamento dindmico com

transicdes frequentes entre diferentes regimes de interacao interfacial.

A forma normalizada da pontuagao de persisténcia foi obtida por:

g i

(3

(Sj[)e'r‘,oc + Siy)e:'r‘, p’red) 9

=)

c. Pontuacgdo de confiabilidade estatistica

A pontuagado de confiabilidade estatistica foi baseada na relagéo sinal-ruido

(SNR, do inglés signal-to-noise ratio) dos valores de ASASA,, definida como
x ,
= 10

onde zagasa, € Tasasa, fepresentam, respectivamente, a média e o desvio-padrao da

série temporal.

A pontuacgao nao normalizada foi atribuida conforme:

2, 2,0<SNR, < 3,0 11

3, SNR, > 3,0
Si(f()’fl, {
1, 1,0<SNR, <20

A forma normalizada da pontuagao de confiabilidade foi obtida por:

con 1 con



143

iii. Analise de consenso intrassistema

Apds a etapa de pontuagdo, apenas os residuos com W, > 0,7 foram

considerados para a analise de consenso, restringindo-se, assim, a analise a

candidatos com maior confiabilidade de pertencerem a interface de interacao.

Para cada residuo, calculou-se sua frequéncia de ocorréncia intrassistema, em

intervalo [1, 5], definida como

fi, intra _ I(CIT > 13

r=1
'S ~ . ~ ~ . Ve . e .
em que C, corresponde a condi¢ao de ocorréncia do residuo ¢ na réplica r.

Com base nessa métrica, os residuos foram classificados como “Conservados”,
quando presentes em 100% das réplicas de um mesmo sistema, ou “Recorrentes”,
quando presentes em pelo menos 60% das réplicas. Residuos que satisfizeram o

critério de corte de pontuagao, mas nao encaixaram nas classificagoes estabelecidas,
foram desconsiderados na etapa de determinac&o por consenso global.
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O método utilizado nesta tese para a caracterizacdo temporal dos contatos

entre TcP21 e CXCR4 foi organizado como um fluxograma de trabalho e apresentado

de forma geral na Figura B.1. Arotina de analise foi apresentada de forma detalhada

nas segoes seguintes, incluindo todas as etapas necessarias a sua implementagao e

validagao.

Figura B.1 — Fluxograma geral da rotina de caracterizacdo temporal de contatos.
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y
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Contatos
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Fonte: Autor, 2026.

Estabilidade
Temporal

A caracterizacdo temporal dos contatos intermoleculares foi realizada a partir

das trajetérias de dindmica molecular amostradas, considerando-se cada réplica de

forma independente. Inicialmente, foram avaliadas todas as combinagdes possiveis

de residuos. Contatos intramoleculares niao foram considerados.

Para cada frame t amostrado, calcularam-se as distancias entre todos os

atomos diferentes de hidrogénio pertencentes a cada par de residuos. A distancia

minima observada para cada par ij foi utilizada como descritor de distancia em cada
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frame, originando uma nova série temporal de distancias minimas para cada par
(d;j"" (t)).

Com base nessas novas séries, adotou-se uma distancia de corte de 4 A para
a definigdo de contato intermolecular, calculando-se a frequéncia de ocupagao total,

expressa como

total ZI dmm > 4 A) 14

Paralelamente, para avaliar a estabilidade temporal desses contatos, cada
trajetoria foi segmentada em trés janelas (w,, ) de mesmo numero de frames, e as
frequéncias de ocupacéo parciais (d) * ) foram recalculadas em cada janela, gerando

fracdes correspondentes ao inicio, meio e fim da trajetéria. Foram considerados para
analises subsequentes os pares de residuos cuja frequéncia de ocupacéo total ou

qualquer uma das frequéncias de ocupacgao parcial tenha apresentado valor maior ou
igual a 0,5.

ii. Analise de consenso intrassistema

Dentre os pares restantes, a recorréncia dos contatos entre réplicas de um
mesmo sistema foi avaliada por meio de uma analise de consenso. Para cada par de

residuos, calculou-se sua frequéncia de ocorréncia, em intervalo [1,5], conforme

definida em (13).

iii. Categorizagdo da evolugao temporal

A estabilidade temporal dos contatos foi analisada a partir das frequéncias de
ocupagao parciais calculadas anteriormente. A evolugdo temporal entre janelas

sequenciaisfoi quantificada pela razao de frequéncia de ocupagao ( (’H"“ ), definida

por:
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¢ W1
n—n+1
pmont) _ T 15

1) w,,
¢ " +e
onde ¢ > 0 evita divisdo por zero.

As razdes calculadas foram interpretadas segundo um critério de tolerancia de
+ 25%, de modo que aumentos significativos (p > 1,25), redugdes significativas (p <
0,75) e variagbes ndo significativas (0,75 < p < 1,25) pudessem ser distinguidos. A
combinagé&o das duas transi¢des consecutivas (w; — w, € wy, — ws) resultou em nove

categorias dinamicas distintas (Tabela B.1), posteriormente consolidadas em quatro
classes funcionais (Tabela B.2).

Tabela B.1 — Matriz de categorizagdo temporal baseada nas transi¢des entre janelas consecutivas.

Wy — Wy
Sem variacao Aumento Reducao
SN Sem variagdo Consistentemente Estavel Estabilizagdo Tardia Desestabilizagéo Tardia
T Aumento Estabilizante Emergente Pico Transiente
§ Reducgao Desestabilizagao Inicial Vale Transiente Desestabilizante

Fonte: Autor, 2026.

Tabela B.2 — Consolidagdo das categorias temporais em classes funcionais e suas respectivas
interpretagdes fisicas.

Classe Funcional Categoria Temporal Interpretagao Fisica

Persistente Consistentemente Estavel Persisténcia ao longo de toda a trajetoria

Estabilizagao Tardia
Emergente Emergente Formagao ou fortalecimento progressivo
Estabilizante

Transiente Vale Transiente Enfraquecimento seguido de fortalecimento

Desestabilizagao Tardia

Pico Transiente Enfraquecimento  ou  desaparecimento
Desestabilizag&o Inicial progressivo

Desestabilizante

Desestabilizante

Fonte: Autor, 2026.
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Caracterizagoes baseadas em contatos

a. Distribuigdo do perfil temporal dos contatos

A distribuicdo do perfil temporal dos contatos foi obtida com base nas classes
funcionais e frequéncias de ocorréncias de pares, descritas anteriormente. A analise
foi realizada em dois regimes distintos: (i) por sistema (intrassistema) e (ii)agrupada

(intersistema).

Em cada sistema, foi contabilizado o niumero de pares de residuos associados
a cada classe funcional, permitindo descrever a composigcao de perfis temporal dentro
de cada conjunto de réplicas. Para a analise agrupada, as contribuicbes de cada
classe foram obtidas pela soma das frequéncias de ocorréncia ao longo de todos os
sistemas, de modo que cada contato contribuiu proporcionalmente a sua recorréncia.
Os valores cumulativos resultantes, em intervalo [1,25], foram normalizados e
convertidos em porcentagens, possibilitandoa comparagao entre classes funcionais

em um contexto global.

b. Variabilidade de parceiros de interagdo por residuo

Os residuos da TcP21 com maior conectividade foram identificados
considerando duas perspectivas distintas: (i) diversidade de contatos e (ii)

persisténcia de contatos.

Para cada sistema, a conectividade foi definida como o niumero de parceiros
de interagdo unicos, permitindo identificar residuos com maior diversidade de
contatos. Nessa perspectiva, para cada residuo da TcP21, cada par foi contabilizado
uma unica vez, independentemente de sua frequéncia de ocorréncia. Na analise
agrupada, a conectividade foi redefinida em termos de persisténcia de contatos. Para
cada residuo da TcP21, foram somadas as frequéncias de ocorréncia de todos os
pares, ao longo de todos os sistemas. Essa soma resultou em uma medida cumulativa

na qual valores mais elevados indicam ndo somente maior numero de possiveis
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contatos, mas também maior recorréncia de contatos. Independente da perspectiva
considerada, os contatos também foram organizados segundo as classes funcionais

temporais.

Os residuos foram ordenados em ordem decrescente de conectividade. Em
casos de empate, aplicou-se uma soma ponderada conforme a classificagao temporal
dos contatos, com pesos 3 (“Persistentes”), 2 (“Emergentes”), 1 (“Transientes”) e 0
(“Desestabilizantes’), seguida de ordenacgao alfabética quando necessario. Na analise
agrupada, por se ftratar de hubs estabilizantes, contatos classificados como

“Desestabilizantes” nao foram considerados na somatdéria cumulativa de ocorréncia.

c. Recorréncia de pares de residuos

Os pares de residuos mais recorrentes foram identificados somente a partir da
analise agrupada dos sistemas, considerando a frequéncia de ocorréncia desses
contatos ao longo de todas as réplicas. Nesse contexto, cada par foi tratado como
uma unidade independente. Para cada par de residuos, foi calculada a frequéncia de
ocorréncia cumulativa, em intervalo [1,25]. Adicionalmente, as contribuicdes foram
organizadas segundo as classes funcionais temporais previamente definidas. Os
pares foram classificados em ordem decrescente de frequéncia de ocorréncia
cumulativa. Em situagdes de empate, foi aplicado um critério de desempate

consistente com o adotado anteriormente.

d. Distribui¢do qualitativa das forgas de interagao

As forcas intermoleculares associadas aos contatos foram caracterizadas por
meio de uma abordagem qualitativa aplicada individualmente a cada par de residuos.

Inicialmente, os aminoacidos foram categorizados em quatro classes

funcionais, de acordo com suas propriedades fisico-quimicas (Tabela B.3).
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Tabela B.3 — Categorizagdo dos aminoacidos em classes funcionais segundo suas propriedades fisico-
quimicas.

Classes Funcionais Aminoacidos Correspondentes

Hidrofébico ALA, VAL, ILE, LEU, MET, PHE, TYR, TRP, PRO, GLY, CYS
Positivamente carregado ARG, LYS, HIS

Negativamente carregado  ASP, GLU

Polar SER, THR, ASN, GLN

Fonte: Autor, 2026.

Com base nas combinagdes entre essas classes, cada par foi associadoa um
tipo predominante de interacdo intermolecular (Tabela B.4). A caracterizagédo foi
considerada qualitativa devido a inferéncia da predominancia de um tipo especifico de

interacao intermolecular por meio apenas da combinag¢ao das propriedades fisico-
quimicas dos residuos nos pares observados.

Tabela B.4 — Correspondéncia entre combinagdes de classes funcionais e respectivas forgas de
interacdo predominantes.

Forgas de Interagao Combinagoes Correspondentes
Interagdo Hidrofébica Hidrofébico + Hidrofébico
Atragdo Eletrostatica Cargas opostas

Polar + Polar

Interaggo Polar Polar + Carregado

Hidrofébico + Polar

Interagdo de van der Waals yqocerico + Carregado

Fonte: Autor, 2026.

Para quantificar a contribuicdo relativa de cada tipo de forgca intermolecular,
somaram-se, em cada sistema, as frequéncias de ocorréncia dos pares
correspondentes a cada categoria. Na analise agrupada, as contribuicbes foram
acumuladas ao longo de todos os sistemas e posteriormente expressas em
porcentagem.
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APENDICE C — ROTINA DE CLUSTERIZAGAO E GRAFICOS DE ELBOW

Neste trabalho, utilizou-se 0 método de clusterizagao hierarquica aglomerativa,
construido a partir da matriz de distancias RMSD calculadas par-a-par, empregando
o critério de average linkage. Essa abordagem possibilitou a identificagao de estados
conformacionais estruturalmente consistentes sem a necessidade de definir, a priori,
0 numero de clusters.

a. Analise de similaridade

A similaridade conformacional entre duas configuragdes i e j, ambas contendo

N atomos, foi estimada por meio do calculo de RMSD, definido como:

2
\ 16

. 1 & i j
RMSD 14,3 :\/W;H T —rk/‘

J

onde r,' .

L e r

representam as coordenadas cartesianas do atomo &k,

respectivamente, apds a superposig¢ao estrutural que minimizou o RMSD.

Com base nesses valores, foi construida uma matriz de distancia simétrica

contendo os valores de RMSD calculados para todos os pares de configuragdes.

b. Clusterizagdo hierarquica aglomerativa

A clusterizagdo hierarquica aglomerativa foi conduzida por meio de um
processo iterativo de fusdo sucessiva de clusters, aplicado ao conjunto de

configuragcdes amostradas (i € {1, ...,n}).

Inicialmente, cada configuragao constituiu um cluster unitario, resultando emn
clusters. A distancia intercluster (d(A, B)) entre cada par de clusters A e B foi definida

segundo o critério de average linkage, dado por:
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1
d AB = > > RMSD i, 17
nAnByieAjeB
onde n, e np correspondem ao numero de configuragbes pertencentes aos

respectivos clusters analisados.

A cada iteracao, identificou-se o par de clusters que minimizoud A, B , o qual

foi entdo agrupado em um novo cluster. Esse processo foi reiterado até o completo
agrupamento das configuragdes amostradas em um unico cluster.

A sucessao de agrupamentos definiu uma estrutura hierarquica, representada
por um dendrograma, no qual cada nivel hierarquico esta associado a um valor
especifico de distancia intercluster, refletindo a similaridade relativa entre os

agrupamentos formados.
c. Determinacgao dos limites inferior e superior de distancia intercluster

A definicao da distancia de corte otimizada foi conduzida de modo a evitar
regimes extremos de clusterizagdo, caracterizados por superfragmentacédo ou por
agregacao excessiva das configuragdes. Valores de corte reduzidos resultam em um
numero excessivo de clusters de baixa populacdo, frequentemente associados a
flutuagdes térmicas e, portanto, de relevancia conformacional limitada. Para mitigar
esse efeito e assegurar a confiabilidade estatistica dos agrupamentos (Jain et al.,

1999), o limite inferior foi definido como:

NY < vn 18

t) « ’ N . yn . P ’
onde Né) € 0 numero de clusters pertencentes a distancia de corte ¢, € n € 0 numero

total de configuragdes amostradas.

Em contrapartida, valores de corte elevados promovem o agrupamento
excessivo de configuragdes estruturalmente distintas, resultando em um numero
reduzido de clusters altamente populados, comprometendo a resolugédo da
heterogeneidade estrutural. Para restringir esse comportamento, o limite superior foi

definido pelas condigdes:
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Pt >90%

fopd

N'>5 19
C_

em que F,,;t corresponde a populagdo cumulativa dos cinco clusters mais

populosos.

A imposigao conjunta desses critérios assegurou a representagdo adequada
dos estados conformacionais mais provaveis, ao mesmo tempo em que preservou um
nivel minimo de diversidade estrutural, evitando a degeneragédo das configuragdes
amostradas em poucos clusters dominantes.

d. Determinagdo da distancia de corte otimizada

Uma vez estabelecidos os limites inferior e superior, a distancia de corte
otimizada foi determinada com base em um critério analogo ao método elbow. Nesse
contexto, identificou-se a distancia intercluster correspondente ao ponto de inflexao
na dinamica de agrupamento dos clusters, caracterizado por uma variagdo maxima
na distribuicdo de suas populacdes. Tal procedimento é conceitualmente equivalente
ao meétodo elbow classico (Thorndike, 1953), sendo, contudo, adaptado para
incorporar explicitamente a evolugdo das populagbes dos clusters ao longo do
processo de clusterizagdo hierarquica. A distancia de corte assim obtida foi
empregada na identificacdo das configuragdes meddides.

e. Gréficos de elbow para as réplicas R, (M, — M,)

Os graficos de elbow resultantes da clusterizagédo das réplicas R, (M; — M,),

empregados na determinagdo das distancias de corte intercluster, sdo mostrados nas

Figuras C.1 a C.4. As configuragcbes meddides obtidas por meio da analise de
clusterizagcdo sdo mostradas na Figura 3.12.
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Figura C.1— Grafico de elbow para a determinag&o da distancia intercluster de corte da réplica R, (M, ).
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Fonte: Autor, 2026.

Figura C.2 — Grafico de elbow para a determinac&o da distancia intercluster de corte da replica R, (M,).
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Figura C.3 — Grafico de elbow para a determinag&o da distancia intercluster de corte da replica R, (M).
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Figura C.4 — Grafico de elbow para a determinac&o da distancia intercluster de corte da replica R, (M,).
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Os resultados das analises post hoc sao apresentados nas Tabelas D.1 a D.3,

incluindo as comparacdes de pares realizadas pelo teste de Games-Howell e as

estimativas de tamanho de efeito obtidas teste de ¢ de Hedges, para as métricas

RMSD da TcP21, numero de ligagdes de hidrogénio e numero de pontes salinas entre

TcP21 e CXCRA4.

Tabela D.1 — Analise post hoc para RMSD da TcP21.

Par1 Par2 A ... E)a-j‘;aslf; Rejeita? g de Hedges Tamanho de efeito
M; M, 0,002 1,000 Nao 0,01 Insignificante
M, M, 0,160 0,080 N&o 2,00 Muito Forte
M, M, 0,113 0,322 Né&o 1,18 Forte

M, M, 0,075 0,695 Nao 0,75 Moderado
M, M 0,158 0,330 Né&o 1,24 Muito Forte
M, M, 0,111 0,642 Néo 0,81 Forte

M, M, 0,073 0,883 N&o 0,52 Moderado
M, M, -0,047 0,725 Né&o -0,72 Moderado
M, M, -0,085 0,356 Néo -1,17 Forte

M, M; -0,038 0,941 Né&o -0,42 Fraco

Tabela D.2 — Analise post hoc para nimero de ligagdes de hidrogénio entre TcP21 e CXCRA4.

Fonte: Autor, 2026.

Par1 Par2 A ... gj‘(glto)r Rejeita? g de Hedges Tamanho de efeito
M, M, 3,28 0,196 Nao 1,42 Muito Forte
M, M, 3,19 0,435 Nao 1,03 Forte

M, M, 0,31 0,999 Nao 0,13 Insignificante
M, M; 9,17 0,009 Sim 2,84 Enorme

M, M, -0,08 1,000 Nao -0,03 Insignificante
M, M, -2,96 0,136 Nao -1,56 Muito Forte
M, M; 5,90 0,064 Nao 2,03 Enorme

M, M, -2,88 0,450 Nao -1,02 Forte

M, M, 5,98 0,102 Nao 1,68 Muito Forte
M, M; 8,86 0,010 Sim 3,00 Enorme

Fonte: Autor, 2026.



Tabela D.3 — Analise post hoc para nUmero de pontes salinas entre TcP21 e CXCRA4.

p-valor

Par1 Par2 A ... (ajust.) Rejeita? g de Hedges Tamanho de efeito
M, M, 2,71 0,026 Sim 2,87 Enorme
M, M, 3,81 0,094 Néo 1,84 Muito Forte
M, M, 1,95 0,312 N&o 1,20 Muito Forte
M, M; 4,67 0,002 Sim 3,60 Enorme
M, M, 1,10 0,833 Nao 0,59 Moderado
M, M, -0,76 0,856 Nao -0,56 Moderado
M, M; 1,96 0,082 Nao 2,07 Enorme
M, M, -1,86 0,637 N&o -0,81 Forte

M, M, 0,86 0,943 Néo 0,41 Fraco

M, M, 2,71 0,112 N&o 1,67 Muito Forte

Fonte: Autor, 2026.
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