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Resumo 

 

 A doença de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, permanece como um 

importante problema de saúde pública, com opções terapêuticas ainda limitadas. 

Nesse contexto, a proteína TcP21, secretada pelas formas amastigotas extracelulares, 

configura-se como um alvo molecular de interesse, associado a vias alternativas de 

infecção pouco exploradas. A presente tese teve como objetivo caracterizar a TcP21 

in silico sob duas perspectivas complementares: a identificação e caracterização de 

sítios de ligação em sua superfície e a elucidação de possíveis interfaces de interação 

no complexo TcP21–CXCR4. A integração de simulações de dinâmica molecular em 

solventes mistos, ancoragem molecular baseada em fragmentos e ancoragem 

molecular de sonda farmacofórica seguida de dinâmica molecular, conduzida por meio 

de mapas volumétricos de ocupação, permitiu a identificação convergente de um sítio 

de ligação na TcP21. Esse sítio foi caracterizado pela participação dos resíduos-chave 

GLU55, ASP52, VAL70, ILE62 e TRP77. As interações observadas, incluindo pontes 

salinas, ligações de hidrogênio, interações carga-carga e contatos π-alquil, 

configuraram uma rede intermolecular consistente com o reconhecimento de grupos 

funcionais amino protonado, acetamido e fenil. Modos de ligação do complexo TcP21–

CXCR4 foram gerados por ancoragem molecular e subsequentemente refinados por 

simulações de dinâmica molecular multirréplicas em ambiente biomimético. A análise 

de consenso das trajetórias, baseada em uma função de pontuação multimétrica 

fundamentada em ΔSASA e na análise de contatos intermoleculares (número, 

frequência e estabilidade temporal), revelou um segmento contínuo na TcP21 (LYS23–

PHE39) com propriedades típicas de interfaces proteína–proteína. Na CXCR4, os 

domínios transmembrana TM5, TM6 e TM7 constituíram um núcleo estrutural 

estabilizado no interior do vestíbulo extracelular, enquanto regiões como ECL2 e N-

terminal exibiram maior flexibilidade conformacional. A interface resultante foi 

caracterizada por uma organização modular, predominantemente estabilizada por 

interações de van der Waals, com contribuições eletrostáticas e polares conferindo 

especificidade direcional ao processo de reconhecimento molecular. A análise 

integrada dos estudos indicou a existência de duas regiões funcionalmente 

especializadas na TcP21, potencialmente associadas, respectivamente, à interação 

com ligantes farmacofóricos 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 π–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 

ΔSASA-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 CXCR4, 

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 INTRODUÇÃO 

 

 Há 117 anos, a Tripanossomíase americana, doença tropical mais conhecida 

como doença de Chagas, causada pelo parasita protozoário Trypanosoma cruzi, foi 

descoberta e formalmente descrita pelo Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas 

(Chagas, 1909). Trata-se de uma doença que não somente afeta populações 

socioeconomicamente vulneráveis, como também agrava a desigualdade econômica, 

contribui para a marginalização social e reduz ainda mais a já baixa visibilidade política 

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 doença de 

Chagas ainda não possui cura ou tratamento eficaz. 

 Embora seja encontrada majoritariamente em países da América Latina, onde 

se estima que entre 6 e 8 milhões de pessoas estejam infectadas, cerca de 70 milhões 

de pessoas estejam expostas ao risco de infecção e cause 12 mil mortes por ano, 

essa doença acarreta prejuízos econômicos anuais de aproximadamente 8 bilhões de 

dólares, impactando substancialmente os sistemas de saúde e comprometendo a 

produtividade e o tempo de contribuição dos infectados na sociedade (Conteh et al., 

2010; Lee, Bruce Y et al., 2013; Olivera; Buitrago, 2020). 

 No Brasil, dados do Ministério da Saúde obtidos a partir do sistema DATASUS 

e apresentados na Tabela 1.1, indicaram a ocorrência de 2.009 casos confirmados de 

doença de Chagas aguda no período de 2020 a 2024. A distribuição geográfica dessas 

notificações evidenciou forte concentração na região Norte, com destaque para o 

estado do Pará, responsável por 81% do total de casos registrados no país. 

 Em relação à mortalidade, foram registrados 19.887 óbitos no mesmo intervalo, 

valor aproximadamente dez vezes superior ao número de casos confirmados. A região 

Sudeste concentrou 46,2% desses óbitos, com destaque para os estados de Minas 

Gerais (4.553 mortes, 22,9%) e São Paulo (4.475 mortes, 22,5%). Diferentemente da 

distribuição dos casos confirmados, a mortalidade apresentou padrão mais 

homogêneo entre as regiões brasileiras, incluindo contribuições substanciais das 

regiões Nordeste (24,7%) e Centro-Oeste (22,8%). 
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Tabela 1.1 – Número de casos confirmados de doença de Chagas aguda (DCA) e óbitos confirmados  

segundo Unidade Federada no Brasil, entre 2020–2024. 

Região/UF de notificação Casos confirmados Óbitos confirmados 

Norte 1.923 367 

Acre 35 11 

Amapá 189 16 

Amazonas 61 4 

Pará 1.631 89 

Rondônia 5 73 

Roraima 0 1 

Tocantins 2 173 

Nordeste 49 4.911 

Alagoas 0 411 

Bahia 11 3.026 

Ceará 7 258 

Maranhão 4 35 

Paraíba 17 172 

Pernambuco 1 562 

Piauí 6 267 

Rio Grande do Norte 3 96 

Sergipe 0 84 

Centro-Oeste 10 4.538 

Distrito Federal 2 1.044 

Goiás 0 3.138 

Mato Grosso 4 220 

Mato Grosso do Sul 4 136 

Sudeste 16 9.197 

Espírito Santo 1 27 

Minas Gerais 2 4.553 

Rio de Janeiro 10 142 

São Paulo 3 4.475 

Sul 11 874 

Paraná 5 724 

Rio Grande do Sul 6 129 

Santa Catarina 0 21 

Brasil 2.009 19.887 

Fontes: Adaptado de Sistema de Informação de Agravos de Notificação (Disponível em: 
https://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/chagasbr.def ) e Sistema de Informações 
sobre Mortalidade (Disponível em: https://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sim/cnv/obt10uf.def ),  

2026. 

 

 O impacto da doença de Chagas, entretanto, se estende além dos grupos 

primariamente afetados, emergindo como um problema global que já demanda 

vigilância em muitos países não endêmicos, incluindo Estados Unidos, Canadá, 

Austrália, Japão e países 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 doenças tropicais, 

incluindo a doença de Chagas, estão atualmente alinhadas com a Agenda 2030 de 

Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (WHO, 2020), impulsionadas por fatores 

como o aumento dos fluxos migratórios e as mudanças climáticas. Considerando que 

insetos vetores são organismos ectotérmicos, cuja fisiologia é regulada pela 

temperatura, antecipa-se que alterações climáticas, incluindo o aumento da 

temperatura média e alterações de regimes de precipitação, favorecerão a expansão 

de suas áreas de distribuição (Souza, Rita de Cássia Moreira De et al., 2022). 

 Adicionalmente, a migração associada à urbanização, frequentemente 

desacompanhada de políticas públicas adequadas de saneamento e infraestrutura, 

vem modificando o paradigma da forma de transmissão da doença. Observa-se, 

atualmente, a transição de um cenário predominantemente dominado por transmissão 

vetorial para um aumento expressivo da transmissão oral (Agudelo Higuita et al., 2026; 

Alarcón de Noya et al., 2022). Esta forma de transmissão é usualmente associada ao 

consumo de alimentos contaminados com o T. cruzi durante seu processamento ou 

manipulação, incluindo produtos como açaí, cana-de-açúcar, 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 

Saúde, apresentados na Tabela 1.2, corroboram essa tendência no Brasil, indicando 

que a transmissão oral foi responsável por 87,8% dos casos notificados no período de 

2020 a 2024.  

 

Tabela 1.2 – Casos confirmados no Brasil segundo formas de transmissão, entre 2020–2024. 

Formas de transmissão Casos confirmados 

Transfusional 0 

Vetorial 114 

Vertical 5 

Acidental 5 

Oral 1.764 

Total 1.888 

Fonte: Adaptado de Sistema de Informação de Agravos de Notificação (Disponível 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
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 Diversas estratégias de controle voltadas à interrupção da transmissão da 

doença de Chagas foram desenvolvidas ao longo das últimas décadas, incluindo o 

controle vetorial domiciliar (Tian et al., 2024), melhorias nas condições habitacionais 

(Bates et al., 2023), fortalecimento da vigilância epidemiológica (Rafael et al., 2023) e 

implementação de medidas de segurança alimentar (Fujita et al., 2019). Esses 

avanços resultaram em um panorama de diminuição da incidência da doença, 

sobretudo em países endêmicos (Cousin et al., 2026). Ainda assim, a erradicação da 

doença não parece ser uma realidade a curto e médio prazos. 

 Do ponto de vista terapêutico, o tratamento disponível para a doença de 

Chagas permanece dependente, exclusivamente, de dois fármacos 

nitroheterocíclicos, 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 há mais de cinco 

décadas. 

 

Figura 1.1 – Estruturas químicas dos fármacos tripanossomicidas. De cima para baixo: nifurtimox e 

benznidazol. 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Esses fármacos apresentam eficiência relativa predominantemente na fase 

aguda da infecção e são associados a elevada toxicidade, manifestada por reações 

adversas como dermatite alérgica, distúrbios gastrointestinais, incluindo náusea e 

perda de peso, e distúrbios do sistema nervoso central, como insônia e depressão, 

frequentemente resultando na interrupção do tratamento por parte do paciente 

(Berenstein et al., 2021; Jackson et al., 2020). Do ponto de vista bioquímico, esses 

compostos não atuam sobre alvos moleculares definidos, mas induzem a formação 

de intermediários reativos e espécies reativas de oxigênio, promovendo danos 

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

 Em resposta a essas limitações, esforços em pesquisas têm se concentrado 

na identificação de novos alvos moleculares e no desenvolvimento de candidatos 

terapêuticos mais seletivos e eficazes (Gomes et al., 2023). A Tabela 1.3 apresenta 

alguns dos principais alvos moleculares investigados, juntamente com a sua 

relevância biológica e seus respectivos candidatos terapêuticos. 

 

Tabela 1.3 – Alvos moleculares, relevância biológica e candidatos terapêuticos em Trypanosoma cruzi. 

Alvo Molecular Relevância biológica Candidato terapêutico Referência 

Proteassoma de 
cinetoplastídeos 

Degrada proteínas 

essenciais 
(homeostase proteica) 

LXE408 (Lima et al., 2022) 

N-miristoiltransferase 
Modificação lipídica 
essencial para função 
e localização proteica 

DDD85646 
(González García et 

al., 2026) 

Cruzipaína 

Protease envolvida na 

interação parasito–
hospedeiro 

Inibidores de cruzaína 

(Burtoloso et al., 

2017; Santos et al., 
2023) 

CYP51 
Síntese de ergosterol 
(membrana) 

Posaconazol, 

ravuconazol, derivados 
de piridina 

(Almeida-Silva et al., 
2022; Gunatilleke et 
al., 2012; Hargrove et 

al., 2013) 

Via do ergosterol 
(geral) 

Produção de esteróis  
de membrana 

Azóis (posaconazol) e 
inibidores 

(Gunatilleke et al., 
2012; Villalta; 

Rachakonda, 2019) 
Metabolismo redox / 
estresse nitro-oxidativo 

Geração de espécies  
reativas tóxicas 

Fexinidazol 
(Zuma; De Souza, 
2022) 

Tripanotiona Redutase 
Manutenção do 
equilíbrio redox 

Dissulfiram 
(Almeida-Silva et al., 
2022) 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Entretanto, uma vez estabelecida a infecção do hospedeiro, o foco no combate 

à doença de Chagas se desloca de uma perspectiva sanitária macroscópica para a 

investigação da complexidade biológica do parasita em nível celular. Nesse contexto, 

a elucidação dos mecanismos de manutenção e progressão da infecção no organismo 

hospedeiro assume papel central. 

 O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi ainda vem sendo amplamente estudado 

(Martín-Escolano et al., 2022). Em hospedeiros mamíferos, o ciclo se inicia com a 

introdução da forma tripomastigota metacíclica na corrente sanguínea, seja por meio 

do contato com fezes infectadas dos vetores triatomíneos durante o repasto 

sanguíneo ou pela ingestão oral de parasitas (Pereira, Karen Signori et al., 2009). 

Após a entrada na corrente sanguínea, o parasita invade células fagocíticas 

(macrófagos) e não-fagocíticas (musculares e epiteliais) do hospedeiro, 

diferenciando-se na forma amastigota e estabelecendo um ciclo intracelular. As 

amastigotas replicam-se por divisão binária no interior da célula, diferenciam-se na 

forma tripomastigota circulante e, então, são liberadas na corrente sanguínea, 

possibilitando a infecção de novas células. Cada etapa deste ciclo biológico 

compreende múltiplas vias de sinalização molecular e os mecanismos específicos de 

infecção dependem não somente da expressão morfológica do parasita, mas ainda 

da ampla variedade de cepas existentes e dos tipos de células hospedeiras a serem 

infectadas (Rodríguez-Bejarano et al., 2021; Romano et al., 2012; Zingales et al., 

2014). 

 Embora as expressões morfológicas de tripomastigotas (metacíclica e 

circulante) utilizem mecanismos distintos para a invasão celular no hospedeiro, 

estudos demonstram que as vias de sinalização molecular convergem para um 

processo comum de internalização. Esse processo envolve, inicialmente, a 

participação ativa de mucinas e trans-sialidases na modulação da superfície do 

parasita, promovendo sua adesão à célula hospedeira. Em seguida, proteínas 

parasitárias, como a gp82, induzem a mobilização citoplasmática de íons Ca2+, 

desencadeando dois processos paralelos na região de contato: a desorganização do 

citoesqueleto cortical, por meio da despolimerização local de actina, e a exocitose 

lisossomal, que promove a incorporação da membrana lisossomal à membrana 

plasmática. Em conjunto, esses processos reduzem a rigidez mecânica da membrana 

celular na região de contato e aumentam a área de membrana disponível, tornando-a 
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permissiva à deformação e ao envolvimento progressivo do parasita. Por fim, esse 

processo culmina na formação de um vacúolo parasitóforo, permitindo a internalização 

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

 Entretanto, observou-se que, após a invasão e subsequente lise celular, a 

forma tripomastigota circulante não foi a única expressão morfológica liberada na 

corrente sanguínea; 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 (quiescência metabólica), 

fator importante para a resistência a medicamentos contra a doença de Chagas 

(Francisco et al., 2017; Sánchez-Valdéz et al., 2018). Além disso, contrariando o que 

se assumia anteriormente, também apresentou capacidade infecciosa além da função 

meramente replicativa (Ley et al., 1988; Martín-Escolano et al., 2022; Mortara et al., 

2005), característica que pode ser determinante para compreender a dinâmica de 

infecção do parasita e sua persistência 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 proteína 

ubíqua de 21 kDa, denominada P21 ou TcP21, secretada por amastigotas 

extracelulares, caracterizada por elevada afinidade para adesão à membrana celular 

e por se ligar a células hospedeiras de forma dose-dependente. Estudos 

subsequentes associaram a presença da forma recombinante desta proteína no meio 

extracelular à inibição da replicação de amastigotas intracelulares, também de forma 

dose-dependente, e à indução da polimerização de actina (Teixeira, Thaise L. et al., 

2019). Adicionalmente, a TcP21 foi implicada na modulação da internalização do 

parasita, promovendo a entrada de tripomastigotas metacíclicos após pré-tratamento 

das células hospedeiras, bem como aumentando ou inibindo a de amastigotas 

extracelulares, a depender da sua presença durante ou antes da infecção (Da Silva et 

al., 2009), além da participação ativa na retenção intracelular do parasita sob 

condições de estresse, favorecendo um estado compatível com quiescência 

metabólica, previamente associado a formas amastigotas extracelulares (Martins et 

al., 2020; Silveira et al., 2024). 

 Somado a isso, a proteína TcP21 demonstrou capacidade de modular 

processos celulares, incluindo a indução de fagocitose em células de macrófagos, por 

meio da interação direta com o receptor de membrana CXCR4 (do inglês, 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 proteína CXCR4 consiste em um receptor de quimiocina 

amplamente expresso no organismo humano, cuja ativação pelo ligante nativo 

CXCL12 desencadeia múltiplas vias de sinalização intracelular associadas a 

processos como migração celular, adesão, reparo tecidual e fagocitose (Bianchi; 

Mezzapelle, 2020; Guo et al., 2016; Pawig et al., 2015; Zhang, Zhiying et al., 2025).  

 Estruturalmente, o CXCR4 pertence à superfamília de receptores 

transmembranares acoplados à proteína G (GPCR, do inglês G protein-coupled 

receptors), caracterizados por sua topologia de sete hélices transmembranares (TM1–

7), três voltas intracelulares (ICL1–3) e três voltas extracelulares (ECL1–3) (Figura 

1.2). 

 Essa superfamília representa um dos maiores conjuntos de proteínas de 

membrana em eucariotos e é responsável pela transdução de uma ampla variedade 

de sinais extracelulares, incluindo neurotransmissores e quimiocinas, 

desempenhando papel fundamental na fisiologia e na patogênese de diversas 

doenças (Griffith et al., 2014; Proudfoot, 2002; Sarma et al., 2023). Estima-se que 

aproximadamente dois terços dos hormônios humanos (Foster et al., 2019) e cerca 

de um terço dos fármacos comercialmente disponíveis (Hauser et al., 2017; Lorente 

et al., 2025) atuem por meio de receptores GPCR. 
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Figura 1.2 – Representação esquemática da proteína CXCR4, segundo distribuição dos aminoácidos  

e orientações das hélices transmembranares. 

 

Fonte: Adaptado de https://gpcrdb.org, 2026. 

 

 Apesar do potencial significativo da TcP21 para a compreensão e o 

enfrentamento da doença de Chagas (Teixeira, Thaise Lara et al., 2015), bem como 

de sua multifuncionalidade em outros contextos biológicos, como a modulação da 

proliferação de células tumorais (Azevedo Silveira et al., 2023), de respostas 

inflamatórias para a recuperação tecidual (Barbosa et al., 2021), e da infecção de 

outros parasitas como o Toxoplasma gondii (De Souza, Guilherme et al., 2023), 

diversos aspectos estruturais e funcionais dessa proteína permanecem 

desconhecidos. Destacam-se, entre eles, a ausência de estrutura tridimensional 

https://gpcrdb.org/
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experimentalmente determinada, a falta de identificação de sítios de ligação em sua 

superfície e a inexistência de descrição detalhada de seu mecanismo de interação 

com o receptor CXCR4 em nível molecular. 

 Os avanços recentes em arquiteturas de deep learning, exemplificados por 

métodos como AlphaFold 3 (Abramson et al., 2024) e RoseTTAFold (Baek et al., 

2021), redefiniram os paradigmas da predição in silico de estruturas proteicas. 

Enquanto abordagens experimentais clássicas, incluindo a cristalografia de raios X, a 

criomicroscopia eletrônica (cryo-EM) e a espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear (RMN), dependem de condições experimentais altamente específicas para a 

obtenção de estruturas de alta resolução, tais como cristalização, preparo de amostra 

e estabilidade conformacional (Kühlbrandt, 2014; Wüthrich, 2001), métodos baseados 

em deep learning passaram a inferir a organização tridimensional diretamente a partir 

da sequência primária de aminoácidos, explorando padrões estruturais implicitamente 

aprendidos durante o treinamento do modelo (Jumper et al., 2021). Dessa forma, 

essas abordagens possibilitaram a obtenção de modelos estruturais com acurácia 

próxima à experimental, mesmo na ausência de homólogos estruturais conhecidos, 

além de viabilizarem a predição integrada de complexos biomoleculares envolvendo 

proteínas, ácidos nucléicos e ligantes (Jänes; Beltrao, 2024; Wang et al., 2026; Zhang, 

Jintong et al., 2026). Como consequência, observou-se uma expansão sem 

precedentes do número de estruturas disponíveis, resultando na geração de milhões 

de modelos estruturais (atualmente próximo de 250 milhões) e superando em várias 

ordens de magnitude o número de estruturas determinadas por abordagens 

experimentais (Varadi et al., 2024; Yang et al., 2026). 

 No contexto da identificação de sítios de ligação, técnicas experimentais, como 

o método MSCS (do inglês, Multiple Solvent Crystal Structures) (Allen et al., 1996; 

Dechene et al., 2009; English et al., 1999; Mattos et al., 2006; Mattos; Ringe, 1996), 

são consideravelmente laboriosas, caras e complexas, pois apresentam uma série de 

restrições experimentais, incluindo a integração de informações estruturais da 

proteína alvo e limitações relacionadas à solubilidade em certos solventes orgânicos 

(English et al., 2001; Köhler 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 avaliação preliminar de possíveis sítios de ligação têm se tornado 
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uma prática comum, já demonstrando sucesso considerável (Feher et al., 2014; 

Wakefield et al., 2022). 

 Há uma ampla variedade de métodos e ferramentas computacionais 

disponíveis para a predição de sítios alostéricos e seus tipos de modulação, avaliação 

de mudanças conformacionais em proteínas, amostragem de curvas de energia para 

diferentes complexos proteína-ligante e análise da dinâmica de proteínas em solvente 

(Amamuddy et al., 2020). Contudo, apesar de inúmeras metodologias (Alvarez-Garcia; 

Barril, 2014; Kimura et al., 2017; MacKerell et al., 2020; Sabanés Zariquiey et al., 2019; 

Smith; Carlson, 2021), ainda não há um consenso sobre qual abordagem 

computacional seja a mais adequada para investigar sítios de ligação, dado que essas 

metodologias são frequentemente combinadas e estão em constante 

aperfeiçoamento (Wakefield et al., 2022). 

 Duas abordagens computacionais comumente empregadas e com relativa 

correspondência ao MSCS são a Dinâmica Molecular em Solventes Mistos (MSMD; 

do inglês, Mixed Solvent Molecular Dynamics) (Arcon et al., 2017; Chan et al., 2023; 

DasGupta et al., 2022; Ilie 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 estatística de eventos 

moleculares de proteínas em um ambiente misto de solvente orgânico/água de forma 

explícita, empregando simulações por Dinâmica Molecular clássica (DM). Embora as 

informações obtidas por essa abordagem sejam de natureza estatística, ela oferece 

as vantagens de ser mais eficiente, econômica e menos trabalhosa que a abordagem 

experimental, permitindo uma alocação mais eficiente de recursos experimentais 

(Ghanakota; Carlson, 2016; Hertig et al., 2016; Ung et al., 2016). Além disso, a MSMD 

fornece informações sobre os tipos mais frequentes de interações intermoleculares 

entre a proteína e as sondas orgânicas, assim como sobre a dinâmica dessas 

interações 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 rígido e solvatação contínua para 

amostrar, de maneira livre, inúmeras conformações interativas — denominadas 
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modos de ligação — de moléculas orgânicas ao redor da proteína (Kozakov et al., 

2015), categorizando-as de acordo com funções de pontuação baseadas em energias 

de afinidade (Brenke et al., 2009). Esta abordagem apresenta ainda mais eficiência 

que a MSMD, o que permite sua aplicação a uma maior variedade de sondas 

orgânicas. No entanto, isso ocorre em detrimento da desconsideração de elementos 

dinâmicos das interações intermoleculares e a presença explícita de moléculas de 

solvente (Kozakov et al., 2015). 

 Por fim, a elucidação de interfaces de interação proteína–proteína configura-se 

como um desafio adicional, dado que propriedades emergentes, como 

complementaridade conformacional, efeitos alostéricos e reorganizações dinâmicas, 

desempenham papéis centrais na determinação do reconhecimento molecular (Weis; 

Kobilka, 2018). Nesse contexto, abordagens baseadas exclusivamente em modelos 

estruturais estáticos, como a ancoragem molecular, são frequentemente insuficientes 

para capturar, de forma realista, os determinantes moleculares mais prováveis que 

governam o reconhecimento e a estabilidade do complexo. Essa limitação está 

associada, sobretudo, à simplificação inerente ao tratamento de efeitos de solvatação, 

temperatura, flexibilidade estrutural, força iônica e à limitada extensão da amostragem 

conformacional (Huang, Sheng-You; Zou, 2010). 

 Dessa forma, a estratégia metodológica consolidada para mitigar essas 

limitações é a integração entre ancoragem molecular e simulações de dinâmica 

molecular. Nesse contexto, a ancoragem molecular é empregada como ferramenta 

inicial para a obtenção de conjuntos de modos de ligação plausíveis do complexo de 

interesse, que são então amostrados dinamicamente por meio de simulações de 

dinâmica molecular. Essa estratégia possibilita identificar padrões recorrentes de 

interação, tais como contatos intermoleculares persistentes ou redes de ligações de 

hidrogênio, bem como distinguir interações transitórias e pouco frequentes de 

elementos estruturais robustos, potencialmente relevantes para a formação e 

manutenção do complexo (Hollingsworth; Dror, 2018; Karplus; McCammon, 2002; 

Keskin et al., 2016). 

 Em se tratando de sistemas moleculares de elevada complexidade, como é o 

caso de proteínas GPCR — incluindo a CXCR4 —, cuja dinâmica e funcionalidade 

são intrinsecamente dependentes do ambiente de membrana, impõe-se, também, o 

desafio da representatividade estatística em simulações envolvendo centenas de 
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milhares de átomos (Latorraca et al., 2017; Lee, Ji Young; Lyman, 2012; Mondal et al., 

2013). A subamostragem do sistema pode introduzir vieses significativos na 

caracterização dos estados conformacionais com maior probabilidade de serem 

termodinamicamente acessados e, consequentemente, comprometer a 

reprodutibilidade das interfaces de interação identificadas (Gapsys; De Groot, 2020; 

Latorraca et al., 2017). Nesse caso, estratégias que permitem uma amostragem mais 

abrangente, como a combinação sistemática de múltiplos modos de ligação e 

múltiplas réplicas independentes de simulação para cada modo, reduzem a 

dependência de estados iniciais específicos e aumentam a robustez estatística e a 

confiabilidade das inferências estruturais realizadas (Knapp et al., 2018; Nigam et al., 

2021). 
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OBJETIVOS 

 

 Dada a originalidade da proteína TcP21 e seu papel potencialmente relevante 

na infecção 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 dinâmica em água, 

com a identificação, em sua superfície, de sítios potenciais de ligação a ligantes 

farmacofóricos; e (𝑖𝑖) a análise exploratória do complexo TcP21–CXCR4, com vista à 

predição de possíveis interfaces de interação. Para tanto, o trabalho foi estruturado 

em dois estudos, cada qual com objetivos específicos. 

 

 No Estudo 1, sobre o mapeamento de sítios de ligação para ligantes 

farmacofóricos, foram definidos os seguintes objetivos específicos: 

 

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

baseadas em Inteligência Artificial; 

 (𝑖𝑖) Empregar a metodologia de Dinâmica Molecular em Solventes Mistos, 

utilizando como sondas moleculares acetamida, acetonitrila, íon acetato, benzeno, 

etanol e íon metilamônio; 

 (𝑖𝑖𝑖) Construir um modelo de sonda farmacofórica e aplicá-lo em estudos de 

ancoragem molecular, seguidos por simulações de dinâmica molecular; 

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

por meio de um servidor automatizado; 

 (𝑖) Integrar os resultados das três abordagens computacionais, propor 

possíveis sítios de interação na superfície da TcP21 e caracterizá-los quanto aos 

resíduos-chave e aos tipos de interações intermoleculares. 
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 No Estudo 2, sobre a predição de possíveis interfaces de interação entre TcP21 

e CXCR4, foram definidos os seguintes objetivos específicos: 

 

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

 (𝑖𝑖) Construir os sistemas moleculares, incluindo uma bicamada lipídica de 

composição semelhante à da célula de macrófago; 

 (𝑖𝑖𝑖) Realizar simulações de dinâmica molecular multirréplicas para cada modo 

de ligação; 

 (𝑖𝑖) Identificar os resíduos interfaciais e os contatos intermoleculares mais 

prováveis para a estabilização do complexo; 

 (𝑖) Caracterizar a dinâmica estrutural dos domínios envolvidos na interação; 

 (𝑖𝑖) Propor um mecanismo geral de interação para o complexo, incluindo a 

identificação das interações intermoleculares que governam sua estabilização. 
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2 ESTUDO 1 
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2.1 METODOLOGIA 

 

2.1.1 Fluxograma geral de trabalho 

 

 A metodologia adotada neste Capítulo, voltada à obtenção de um modelo 

conformacional da TcP21 e à identificação de potenciais sítios de interação 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 obtenção do modelo 

conformacional (A) e identificação de sítios de ligação (B). 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Em termos gerais, a metodologia se iniciou com a utilização da sequência 

FASTA da proteína TcP21 para a obtenção de possíveis modelos conformacionais por 

meio de modelagem baseada em Inteligência Artificial. A partir dos modelos preditos, 

foi feita uma avaliação 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) dinâmica 

molecular em solventes mistos, (𝑖𝑖) ancoragem molecular de sonda farmacofórica 

seguida de dinâmica molecular e (𝑖𝑖𝑖) ancoragem molecular baseada em fragmentos. 

 As amostragens realizadas foram analisadas segundo um único eixo analítico 

principal: mapas volumétricos de frequência de ocupação. O processamento e as 

análises das trajetórias foram realizados utilizando as ferramentas do pacote 

computacional GROMACS (Abraham et al., 2015), versão 2019.2, além de módulos 

do programa VMD (Humphrey et al., 1996). 

 Os procedimentos metodológicos específicos, assim como os parâmetros e 

protocolos computacionais empregados em cada etapa, foram descritos nas 

subseções subsequentes. 

 

2.1.2 Obtenção da estrutura inicial da TcP21 

 

 Dado que a estrutura da proteína TcP21 ainda não 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 predição de conformações iniciais. Como ponto de partida para a 

modelagem, foi utilizada a sequência FASTA da proteína disponível 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 análise comparativa de qualidade estrutural baseada nos 

programas Verify3D (Bowie et al., 1991; Lüthy et al., 1992), ERRAT (Colovos; Yeates, 

1993) e PROCHECK (Laskowski et al., 1993). Em função da alta similaridade entre os 

cinco modelos gerados por RoseTTAFold, apenas um deles foi utilizado como 

representante para a comparação com o modelo por AlphaFold 3. Os dois modelos 

considerados são mostrados na Figura 2.2. 
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Figura 2.2 – Modelos preditos da proteína 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 resíduo 

fornecido pelo próprio método e na análise do diagrama de Ramachandran. 

 Para refinamento estrutural, o modelo selecionado foi submetido a simulações 

de DM, visando à incorporação de efeitos de solvatação explícita, temperatura e 

pressão. A conformação inicial foi posicionada no centro de uma caixa de simulação 

retangular com dimensões de 74,53 × 69,79 × 82,54 Å, assegurando-se uma distância 

mínima de 15 Å entre a macromolécula e as faces da caixa. O sistema resultante 

compreendeu 41.732 partículas. Após a realização das simulações, a estrutura 

representativa central da TcP21 foi adotada como conformação inicial para os 

experimentos subsequentes. 
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2.1.3 Parâmetros de simulação de DM 

 

 Ao longo deste estudo, simulações de DM clássica foram utilizadas com 

frequência para amostrar conformações moleculares, e as trajetórias geradas foram 

empregadas na análise e caracterização de potenciais sítios de ligação. Os seguintes 

parâmetros de simulação foram aplicados para todas as simulações de DM. Detalhes 

específicos de cada etapa serão apresentados em suas respectivas seções. 

 Inicialmente, o sistema foi submetido a uma minimização de energia utilizando 

o algoritmo de steepest descent, com um passo de minimização de 0,1 Å e um critério 

de tolerância para força máxima inferior a 50,0 kJ mol-1 Å-1. Após atingir um mínimo 

de energia local que satisfizesse o critério, foi realizado um tratamento térmico em 

ensemble isocórico-isotérmico (NVT). Esse tratamento consistiu em um incremento 

linear de temperatura de 0 a 310 K durante 400 ps, seguido de uma manutenção 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 três vezes para relaxar gradualmente a estrutura da proteína no 

ambiente do solvente, ajustando-se a constante de força aplicada ao movimento dos 

átomos, exceto hidrogênios, a cada iteração. A constante de força foi inicialmente de 

10 kJ mol-1 Å-2, depois reduzida para 5 kJ mol-1 Å-2 e, por fim, 1 kJ mol-1 Å-2. Após o 

tratamento térmico, uma pressão de 1,0 bar foi aplicada isotropicamente durante 

1.000 ps, em ensemble isobárico-isotérmico (NPT). A pressão 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 × 10-5 bar-1. Durante 

o acoplamento de pressão, a constante de força foi mantida em 1 kJ mol -1 Å-2. 

 Após a convergência de temperatura e da pressão nos valores requeridos, 

todas as restrições de movimento das partículas foram removidas e o sistema foi 

amostrado por 100 ns, no mesmo ensemble. Nesse momento, a pressão foi 

controlada pelo método de Parrinello-Rahman (Nosé; Klein, 1983; Parrinello; Rahman, 

1981). Interações de van der Waals de curta distância foram limitadas por um raio de 

corte de 11 Å. Interações eletrostáticas de longo alcance foram calculadas 

empregando o algoritmo SPME (do inglês smooth Particle-mesh Ewald) (Darden et 

al., 1993; Essmann et al., 1995) e correções de longo alcance do termo repulsivo da 
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equação de Lennard-Jones para interações dispersivas foram aplicadas à energia e à 

pressão. Movimentos de estiramento e flexão das ligações foram restritos pelo 

algoritmo P-LINCS (do inglês Parallel Linear Constraint Solver) (Hess, 2008). 

Condições periódicas de contorno foram aplicadas em todas as direções e as 

equações de movimento clássicas foram integradas utilizando o algoritmo leapfrog. 

 Os dados do sistema simulado foram armazenados a cada 2 ps de simulação. 

A equilibração e amostragem foram conduzidas com o pacote computacional 

GROMACS (Abraham et al., 2015), versão 2019.2, e o campo de força all-atom OPLS 

(Jorgensen et al., 1996) foi utilizado para descrever os parâmetros mecânico-

moleculares das partículas simuladas. O modelo de água TIP4P (do inglês, 

transferable intermolecular potential with 4 points) (Jorgensen et al., 1983) foi 

escolhido como solvente, e íons sódio e cloreto foram adicionados para neutralizar a 

carga total do sistema. Quando foi necessário obter uma estrutura representativa do 

sistema, as conformações amostradas na trajetória foram agrupadas por meio do 

método de clusterização hierárquica aglomerativa, baseada na matriz de distâncias 

RMSD par-a-par, empregando o critério de average linkage, e a estrutura medóide foi 

selecionada. 

 

2.1.4 Identificação dos sítios de ligação 

 

 Para a identificação de sítios de ligação potenciais e de resíduos críticos na 

superfície da TcP21, foram utilizadas três abordagens independentes (seções 2.1.4.1., 

2.1.4.2. e 2.1.4.3.). A escolha dessa estratégia visou minimizar os vieses 

metodológicos associados a cada abordagem, bem como mitigar a limitação de 

acurácia decorrente da ausência de validação experimental. Os resultados 

provenientes dessas abordagens foram analisados de forma integrada, com o intuito 

de aumentar a robustez e a confiabilidade das predições. 
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2.1.4.1 Simulações de MSMD 

 

(a) Solventes orgânicos e descrição do Campo de Força 

 

 Nas simulações de MSMD, foram utilizados seis solventes orgânicos: 

acetamida (ACM), acetonitrila (ACN), íon acetato (ACT), benzeno (BNZ), etanol (ETH) 

e íon metilamônio (MAM), conforme ilustrado na Figura 2.3. A escolha desses 

solventes levou em consideração a miscibilidade em água, a diversidade de 

interações intermoleculares (incluindo contribuições polares, apolares e iônicas) e a 

frequência de uso observada na literatura (Arcon et al., 2017; Graham et al., 2018; 

Raman et al., 2013). 

 As conformações iniciais, bem como os parâmetros mecânico-moleculares dos 

solventes, foram obtidos a partir do servidor de parametrização automática OPLS para 

ligantes orgânicos (Dodda et al., 2017). Os estados de protonação dos solventes 

foram definidos com base no pH fisiológico (≈ 7,40). 

 

Figura 2.3 – Solventes orgânicos utilizados como sondas moleculares nas simulações de MSMD.  

 

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

 

 A construção das configurações iniciais dos sistemas foi realizada utilizando a 

ferramenta PACKMOL (Martínez et al., 2009). A concentração dos solventes orgânicos 

foi definida como 5% (V./V.), conforme recomendado na literatura para favorecer a 

identificação de sítios de ligação verdadeiros e minimizar a incidência de sítios de 

ligação falso positivos (Chan et al., 2021; Ung et al., 2016). 

 Inicialmente, a conformação da proteína TcP21, obtida na seção 2.1.2., foi 

posicionada no centro de uma caixa de simulação. Os solventes orgânicos foram 

então inseridos até atingir a proporção volumétrica definida, distribuídos 

aleatoriamente em uma região esférica de 40 Å de raio ao redor da proteína, conforme 

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

 

Figura 2.4 – Representação esquemática da configuração dos sistemas. O solvente orgânico é 

mostrado em malva e as moléculas de água foram omitidas para maior clareza.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

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

massas molares, são descritos na Tabela 2.1. Em cada sistema, apenas um tipo de 
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solvente orgânico foi considerado em solução aquosa, sem a inclusão de misturas 

entre solventes distintos. 

 

Tabela 2.1 – Número de moléculas adicionadas para a concentração de 5% (V./V.) e suas respectivas 

massas molares, para cada sistema. 

Solvente Orgânico 
Nº de moléculas 
(solvente) 

Nº de moléculas 
(água) 

Massa Molar 
(g mol-1) 

Acetamida (ACM) 371 20.034 59,07 

Acetonitrila (ACN) 364 20.020 41,05 

Íon acetato (ACT) 339 20.001 59,04 

Benzeno (BNZ) 213 20.022 78,11 

Etanol (ETH) 328 20.008 46,07 

Íon metilamônio (MAM) 393 20.043 32,07 

Nota: Água: 18,015 g mol-1. 

Fonte: Autor, 2026. 

 

(c) Parâmetros das simulações de MSMD 

 

 As simulações de MSMD foram realizadas em triplicata para cada sistema 

contendo solvente orgânico em solução aquosa, resultando em um total de 18 

sistemas simulados e um tempo de simulação acumulado de 1,8 μs. O número de 

partículas simuladas por sistema variou entre 62.528 e 66.143. 

 

2.1.4.2 Ancoragem da sonda farmacofórica 

 

 Os solventes orgânicos empregados nas simulações de MSMD foram utilizados 

como representações simplificadas de grupos farmacofóricos frequentemente 

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

essa representação apresenta limitações, uma vez que não incorpora efeitos estéricos 

nem a interação competitiva entre diferentes grupos funcionais presentes em uma 

mesma molécula, importantes para o reconhecimento molecular. 

 Com o objetivo de suprir essas limitações, foi proposta uma sonda 

farmacofórica hipotética. Embora não represente um ligante real, essa sonda permitiu 

investigar potenciais sítios de interação da TcP21 sob uma perspectiva alternativa, 
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aproximando-se do comportamento de um ligante farmacofórico. Essa estratégia se 

baseou em metodologias consolidadas no contexto de design de fármacos, como as 

descritas por Giordano et al. (Giordano et al., 2022). 

 

(a) Sonda farmacofórica e descrição do Campo de Força 

 

 A sonda farmacofórica, apresentada na Figura 2.5, foi modelada de forma a 

contemplar diferentes tipos de grupos funcionais, incluindo regiões hidrofóbicas 

(aromática e alifática), além de grupos carboxilato, acetamido e amino protonado, em 

analogia aos solventes empregados nas simulações de MSMD. Os estados de 

protonação foram definidos com base no pH fisiológico (≈ 7,40). 

 

Figura 2.5 – Representação do modelo da sonda farmacofórica utilizado no estudo. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 A geometria molecular da sonda foi inicialmente otimizada no programa 

Gaussian 03 (Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2016), utilizando o modelo teórico 

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 atômicas foram obtidas pelo método CHELPG (Breneman; Wiberg, 

1990), enquanto os demais parâmetros de campo de força foram obtidos por meio do 

servidor OPLS para ligantes orgânicos. 

 Posteriormente à otimização geométrica, a sonda farmacofórica foi submetida 

a simulações de DM em meio aquoso para equilibração termodinâmica, em um 

sistema contendo 12.157 partículas. Todas as conformações amostradas foram 

agrupadas por análise de cluster, sendo selecionada uma conformação representativa 

para os estudos de ancoragem molecular. 

 

(b) Ancoragem molecular da sonda farmacofórica 

 

 A ancoragem molecular da sonda farmacofórica foi realizada por meio do 

programa AutoDock Vina (Eberhardt et al., 2021; Trott; Olson, 2010). O espaço de 

busca conformacional foi definido em uma região com dimensões de 120 × 100 × 126 

Å ao redor da proteína, assegurando-se uma ancoragem às cegas. 

 O parâmetro de exaustividade foi estabelecido em 32, e o valor de corte da 

energia de afinidade baseada em função de pontuação foi definido em 7 kcal mol -1. 

Foram realizadas vinte rodadas independentes de ancoragem, cada uma utilizando 

uma seed aleatória independente. Em cada rodada, foram obtidos vinte modos de 

ligação, resultando em um total de 400 conformações amostradas. 

 

(c) Parâmetros das simulações de DM 

 

 A conformação correspondente ao modo de ligação de menor energia de 

afinidade foi selecionada para as simulações de DM. As simulações foram conduzidas 

em três réplicas independentes, resultando em um tempo de simulação acumulado de 

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

 

 Como complemento às abordagens anteriores, foi utilizada uma metodologia 

automatizada para predição de sítios de ligação, por meio do servidor FTSite (Ngan, 

Chi-Ho et al., 2012). Os cálculos foram realizados a partir da estrutura da TcP21 

descrita na seção 3.2. 

 O método adotado pelo servidor baseia-se na ancoragem de 16 sondas 

orgânicas de baixo peso molecular (etano, etanol, álcool isopropílico, 2-metilpropan-

2-ol, acetonitrila, metilamina, N,N-dimetilformamida, metil éter, benzaldeído, benzeno, 

cicloexano, fenol, acetamida, acetona, acetaldeído e ureia) na superfície rígida da 

proteína. 

 Após a ancoragem, as sondas são agrupadas de acordo com critérios 

energéticos, e os sítios de ligação são determinados com base na concentração de 

interações intermoleculares entre a proteína e as sondas moleculares em cada 

agrupamento. Três regiões de maior probabilidade foram fornecidas como resultado. 

 

2.1.5 Análise dos sítios de ligação preditos 

 

 Os resultados obtidos a partir das simulações de MSMD, da ancoragem 

molecular de sonda farmacofórica seguida de DM e da predição automatizada por 

servidor foram analisados por meio de mapas volumétricos de frequência de 

ocupação. Esses mapas, derivados de funções de distribuição espacial, permitem 

representar, de forma global, as regiões da superfície da proteína mais 

frequentemente acessadas pelas sondas. 

 Com exceção dos mapas gerados pela predição por servidor, todos os demais 

foram obtidos utilizando o programa VMD (Humphrey et al., 1996). As frequências de 

ocupação foram calculadas considerando a totalidade de frames das trajetórias 

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

 As interações intermoleculares entre a sonda farmacofórica e a TcP21, assim 

como os resíduos-chave associados a essas interações, foram identificados por meio 
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do programa Discovery Studio (BIOVIA, Dassault Systèmes, Discovery Studio, v.24, 

San Diego, 2023). 
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.2.1 Avaliação preliminar dos modelos preditos 

 

 Os modelos estruturais da TcP21 gerados por RoseTTAFold e AlphaFold 3 

foram submetidos a uma avaliação comparativa de qualidade utilizando os programas 

Verify3D, ERRAT e PROCHECK. Em função da alta similaridade entre os cinco 

modelos gerados por RoseTTAFold, apenas um deles foi utilizado como representante 

para a comparação com o modelo por AlphaFold 3. 

 A avaliação pelo Verify3D, apresentada na Figura 2.6, indicou que o modelo 

por RoseTTAFold apresentou 81% dos resíduos com pontuação 3D–1D ≥ 0,1, 

enquanto 31 resíduos situaram-se abaixo do limite de qualidade, concentrando-se 

principalmente na região N-terminal (resíduos 1–22). Em contraste, o modelo por 

AlphaFold 3 apresentou apenas 60% dos resíduos acima do critério aceitável, com 62 

resíduos abaixo do limite de qualidade, compreendendo a região N-terminal até o 

resíduo 62. Baseando-se somente no perfil de pontuação 3D-1D, apenas o modelo 

por RoseTTAFold satisfez o critério mínimo (≥ 80%) de qualidade estrutural. 

 

Figura 2.6 – Pontuações 3D-1D por resíduo para os modelos gerados por AlphaFold 3 e RoseTTAFold.  

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Os resultados do ERRAT, apresentados na Figura 2.7, evidenciaram diferenças 

significativas na qualidade das interações não-covalentes. O modelo por 

RoseTTAFold apresentou um fator de qualidade de 100%, com todos os resíduos 

abaixo do limite de confiança do erro de 95%. Já o modelo por AlphaFold 3 apresentou 

um fator de 81% e um perfil heterogêneo, correspondente a resíduos com diferentes 

níveis de confiabilidade. O resíduo 46 foi classificado como potencialmente 

questionável (entre 95 e 99%), enquanto os resíduos 44–45 excederam o limite de 

99% de confiança do erro, indicando possíveis erros estruturais. Adicionalmente, a 

região entre os resíduos 5–43 apresentou baixa densidade de interações não-

covalentes, sugerindo instabilidade estrutural local. 

 

Figura 2.7 – Perfil de erro por resíduo (ERRAT) para os modelos gerados por AlphaFold 3 e 

RoseTTAFold, indicando regiões normais (branco), de alerta (amarelo) e de rejeição estatística 

(vermelho). 

 

Fonte: Adaptado de ERRAT, 2026. 

 

 A análise qualitativa de distribuição percentual de resíduos no diagrama de 

Ramachandran, mostrada na Tabela 2.2, mostrou que ambos os modelos 

apresentaram distribuição adequada de ângulos diedros, sem ocorrência de resíduos 
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em regiões proibidas. Os resultados indicam que, do ponto de vista estereoquímico, 

ambos os modelos são aceitáveis. 

 

Tabela 2.2 – Distribuição percentual de resíduos no diagrama de Ramachandran dos modelos gerados 

por AlphaFold 3 e RoseTTAFold. 

 RoseTTAFold AlphaFold 3 

Resíduos em regiões mais favorecidas  131 96,3% 130 95,6% 
Resíduos em regiões adicionalmente permitidas  4 2,9% 6 4,4% 
Resíduos em regiões generosamente permitidas  1 0,7% 0 0,0% 

Resíduos em regiões não permitidas 0 0,0% 0 0,0% 
 ----- ----- ----- ------ 
Número de resíduos não-glicina e não-prolina 136 100% 136 100% 

Número de resíduos terminais (excluindo Gly e Pro) 2  2  
Número de resíduos de glicina 10  10  
Número de resíduos de prolina 6  6  

 -----  -----  
Número total de resíduos 154  154  

 

Fonte: Adaptado de PROCHECK, 2026. 

 

 A análise integrada dos resultados revelou que as principais discrepâncias 

estruturais estão associadas à região N-terminal, ainda que em magnitudes diferentes. 

O modelo gerado por AlphaFold 3 apresentou uma maior extensão de regiões com 

baixa qualidade estrutural, conforme indicado tanto 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 resíduos 58–154 (RMSD de 2,13 Å), correspondendo a 

aproximadamente 63% da proteína. Em contraste, a região N-terminal expôs a 

divergência estrutural apontada anteriormente.  

 Enquanto o modelo por RoseTTAFold manteve uma organização helicoidal 

definida, o modelo por AlphaFold 3 apresentou perda gradual de estrutura ao longo 

dos resíduos 21–57. Embora ambos os modelos apresentem similaridade entre os 

resíduos 1–20 (RMSD de 2,10 Å), essa organização não foi mantida ao longo da 

região 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: resíduos 58–154 e 1–20. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 De forma geral, os resultados indicaram que, embora ambos os modelos 

apresentassem qualidade estereoquímica adequada, o modelo gerado por 

RoseTTAFold apresentou maior confiabilidade estrutural, particularmente na região N-

terminal. Em função disso, optou-se pela utilização exclusiva desse modelo nas 

simulações subsequentes. 

 

2.2.2 Conformação inicial da TcP21 e equilibração termodinâmica 

 

 Uma vez determinada a utilização 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 regiões de maior divergência, correspondentes 

aos resíduos 1–57 e 58–154. O esquema de cores adotado na Figura 2.9 foi adotado 

unicamente para clareza visual e não corresponde a nenhuma característica 

molecular específica. O mesmo esquema foi adotado para representar a TcP21 ao 

longo do texto. Os valores de RMSD foram determinados por meio de comparações 

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. Resíduos não alinhados 

são mostrados de forma transparente. Da esquerda para a direita: resíduos 57–154 e 1–57. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

Tabela 2.3 – Valores de RMSD dos modelos gerados por RoseTTAFold, calculados para toda a 

proteína, resíduos 1–57 e resíduos 58–154, relativos ao modelo 2. 

 RMSD / Å 

Modelo Proteína Resíduos 1–57 Resíduos 58–154 

1 2,79 1,06 0,74 

2 0,00 0,00 0,00 

3 1,63 1,13 0,68 

4 2,49 1,67 0,70 

5 2,24 0,94 0,89 

Fonte: Autor, 2026. 

 

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

completa (1,63–2,79 Å), ainda que compatíveis com a preservação de um mesmo 

enovelamento global. A região correspondente aos resíduos 58–154 apresentou 

baixos valores de RMSD (0,68–0,89 Å), sugerindo equivalência estrutural. Em 

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

concordância com os resultados previamente obtidos na análise comparativa com o 

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

modelos gerados compartilham um arranjo estrutural global comum, com diferenças 

predominantemente localizadas na porção N-terminal. 
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 Considerando a elevada similaridade observada, a seleção da conformação 

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

critérios de erro estrutural estimado por resíduo (fornecido pelo próprio método 

RoseTTAFold) e a distribuição dos ângulos diedros no diagrama de Ramachandran, 

obtida com o PROCHECK. Os resultados correspondentes são apresentados na 

Figura 2.10 e Tabela 2.4. 

 

Figura 2.10 – Perfil de erro estrutural estimado dos resíduos preditos para os modelos gerados por 

RoseTTAFold. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

Tabela 2.4 – Distribuição percentual de resíduos no diagrama de Ramachandran dos modelos gerados 

por RoseTTAFold. 

 Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5 

Resíduos em regiões mais favorecidas 127 93,4% 131 96,3% 130 95,6% 130 95,6% 121 89,0% 
Resíduos em regiões adicionalmente permitidas 8 5,9% 4 2,9% 5 3,7% 3 2,2% 8 5,9% 

Resíduos em regiões generosamente permitidas 1 0,7% 1 0,7% 0 0,0% 0 0,0% 5 3,7% 
Resíduos em regiões não permitidas 0 0,0% 0 0,0% 1 0,7% 3 2,2% 2 1,5% 

 ----- ----- ----- ------ ----- ----- ----- ----- ----- ----- 
Número de resíduos não-glicina e não-prolina 136 100% 136 100% 136 100% 136 100% 136 100% 

Número de resíduos terminais (excluindo Gly e 
Pro) 

2  2  2  2  2  

Número de resíduos de glicina 10  10  10  10  10  
Número de resíduos de prolina 6  6  6  6  6  

 -----  -----  -----  -----  -----  
Número total de resíduos 154  154  154  154  154  

 

Fonte: Adaptado de PROCHECK, 2026. 
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 Considerando o menor erro estrutural estimado por resíduos—sobretudo para 

os resíduos 1 a 40—e o maior percentual de resíduos em regiões favorecidas no 

diagrama de Ramachandran (96,3%), o modelo 2, mostrado na Figura 2.11, foi 

selecionado como conformação inicial. 

 

Figura 2.11 – Representação esquemática do modelo 2 gerado por RoseTTAFold. Da esquerda para 

a direita: vistas frontal e posterior. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Após a realização das simulações 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.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Conforme observado, a conformação inicial passa por rearranjos estruturais ao 

longo da trajetória, evidenciando a influência do ambiente químico na conformação da 

proteína. O valor médio de RMSD foi de 2,46 ± 0,63 Å. Os resultados observados são 

consistentes com a natureza idealizada da estrutura gerada pelo RoseTTAFold, dado 

que o método empregado não considera explicitamente fatores químicos, como 

solvatação, e termodinâmicos, como temperatura e pressão. 

 Adicionalmente, foi calculado o perfil médio de RMSF a nível residual, 

apresentado na Figura 2.13, com o objetivo de caracterizar a flexibilidade estrutural 

da proteína. 
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Figura 2.13 – Perfil de RMSF dos resíduos da cadeira principal da TcP21.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Os resultados indicaram regiões de flexibilidade consideravelmente superiores 

a outras, notadamente nos intervalos dos resíduos 1–15, 25–45 e 60–75. Inseridos 

nessas regiões, os resíduos 1–5, 25–44 e 65–73 foram identificados como voltas, 

caracterizando estruturas secundárias não definidas. A elevada flexibilidade dessas 

regiões contribui para os valores de RMSD observados, uma vez que esse parâmetro 

representa uma média global da proteína. Nesse contexto, os perfis de RMSD e RMSF 

mostraram-se coerentes e sugeriram uma convergência estrutural relativa ao longo 

da simulação. 

 Para a obtenção de uma estrutura representativa da TcP21, todas as 

conformações amostradas foram agrupadas segundo suas similaridades geométricas, 

sendo selecionada a estrutura central do conjunto, apresentada na Figura 2.14 em 

comparação com o modelo 2. 
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Figura 2.14 – Representação esquemática 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 inspeção qualitativa dessa estrutura revelou a perda parcial de algumas 

estruturas secundárias inicialmente preditas, em decorrência da flexibilidade estrutural 

da proteína em solução e de suas interações com o solvente. Apesar dessas 

alterações, a forma globular e alguns outros elementos conformacionais, como 

determinadas hélices, permaneceram preservados ao longo da simulação. 

 

2.2.3 Identificação de sítios de ligação 

 

2.2.3.1 Simulações de MSMD 

 

 As simulações em solventes mistos foram utilizadas como etapa inicial na 

identificação de sítios de ligação. Dado o seu mapeamento não enviesado, resultante 

da maior liberdade conformacional e translacional dos solventes orgânicos, essa 

abordagem favoreceu a identificação de múltiplas áreas potenciais de interação. 
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 Os sítios de ligação foram inferidos a partir de mapas volumétricos construídos 

com base nas regiões de maior frequência de ocupação de cada solvente orgânico, 

considerando suas três réplicas. Os resultados são apresentados na Figura 2.15, 

organizados por tipo de sonda molecular utilizada. Cada mapa volumétrico representa 

a combinação das triplicatas, incorporando tanto a sobreposição quanto as 

recorrências das regiões ocupadas. 

 

Figura 2.15 – Mapas volumétricos dos respectivos solventes orgânicos: acetamida (ACM), acetonitrila 

(ACN), íon acetato (ACT), benzeno (BNZ), etanol (ETH) e íon metilamônio (MAM).  

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 A análise da Figura 2.15 indicou que as sondas moleculares, em sua maioria, 

interagiram com regiões próximas à proteína, tanto em áreas superficiais quanto 

internas. O BNZ constituiu uma exceção, agregando-se em uma única região externa, 

associada a um fragmento hidrofóbico da TcP21. Considerando a heterogeneidade 

das propriedades físico-químicas dos solventes orgânicos utilizados, não se esperava 

um padrão uniforme de ocupação. Ainda assim, foram observadas regiões de 

convergência entre diferentes sondas. 

 Com base em uma avaliação qualitativa, três regiões principais de correlação 

foram identificadas e representadas na Figura 2.16 por esferas coloridas, juntamente 

com a sobreposição das conformações centrais da TcP21 obtidas nos diferentes 

sistemas. Ressalta-se que as regiões identificadas não estabelecem uma ordem de 

probabilidade, mas indicam apenas sobreposição espacial entre as sondas. 

 

Figura 2.16 – Representação das regiões de maior correlação entre os solventes orgânicos e 

sobreposição das conformações da TcP21 para cada réplica.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 As esferas azul e vermelha correspondem à sobreposição dos solventes ACM, 

ACN, ACT e ETH, sendo que a esfera vermelha se encontra completamente inserida 

no interior da proteína. No caso do solvente ACT, a região correspondente na Figura 

2.15 apresenta posicionamento ligeiramente posterior à hélice verde. A esfera verde 

representa a sobreposição dos solventes ACM, ETH e MAM. Em função das 
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propriedades físico-químicas dos solventes, as regiões identificadas são consistentes 

com interações polares, apolares e iônicas (positiva ou negativa). 

 Dada a ausência de informações experimentais sobre sítios de ligação na 

TcP21, não foi possível validar diretamente as regiões identificadas. Dessa forma, a 

comparação com resultados obtidos por metodologias baseadas em diferentes 

princípios mostrou-se fundamental, de modo a aumentar a robustez das conclusões 

por meio da correlação entre elas. 

 

2.2.3.2 Ancoragem da sonda farmacofórica 

 

 A ancoragem molecular da sonda farmacofórica foi empregada como segunda 

abordagem para a identificação de sítios de ligação na TcP21. Dos 400 modos de 

ligação obtidos originalmente, a energia de afinidade baseada em função de 

pontuação variou entre -4,6 e -6,6 kcal mol-1. A distribuição percentual dos modos de 

ligação em relação à energia de afinidade é apresentada na Figura 2.17. 

 

Figura 2.17 – Distribuição percentual dos modos de ligação obtidos pelo AutoDock Vina com base na 

energia de afinidade. 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Verifica-se que a maior parte dos modos de ligação se concentrou no intervalo 

de -5,0 e -5,9 kcal mol-1, correspondendo a 82% do total amostrado, sendo -5,5 kcal 

mol-1 o valor mais frequente. A energia de afinidade mais negativa foi de -6,6 kcal mol-

1, observada em apenas três modos de ligação (0,75%), oriundos de rodadas distintas. 

Com o objetivo de analisar a distribuição espacial, os modos foram classificados em 

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

a -5,0 kcal mol-1, ( 2) entre -5,0 e -5,9 kcal mol-1, e (3) inferior a -5,9 kcal mol-1. 

 

Figura 2.18 – Representações esquemáticas dos modos de ligação. Em vermelho, modos com energia 
superior a -5,0 kcal mol-1; em azul, entre -5,0 e -5,9 kcal mol-1; e em roxo, inferior a -5,9 kcal mol-1. Da 

esquerda para a direita: vistas frontal e posterior.  

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Os modos de ligação pertencentes aos grupos de maior energia (1) e (2), 

apresentaram distribuição mais difusa ao redor da proteína, enquanto aqueles do 

grupo de menor energia (3), concentraram-se em uma região específica. Embora essa 

região não seja exclusiva do grupo (3), a variância observada foi significativamente 

menor para os modos de energia de afinidade mais negativa. 

 A análise comparativa com os resultados das simulações de MSMD indicou 

correspondência espacial entre essa região e a região representada pela esfera verde 

previamente identificada (sobreposição dos solventes ACM, ETH e MAM), sugerindo 

consistência entre as metodologias empregadas. Com base nesses resultados, os três 

modos de menor energia (-6,6 kcal mol-1) foram selecionados para análise detalhada. 

 A sobreposição desses modos revelou elevada similaridade, conforme 

mostrado na Figura 2.19a, com um valor máximo de RMSD de 0,57 Å, com diferenças 

estruturais restritas à orientação do grupo amino protonado. 

 

Figura 2.19 – Modos de ligação de menor energia (a) e diagramas 2D das interações proteína-sonda 

farmacofórica (b). 

 

Fonte: Adaptado de Discovery Studio, 2026. 
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 As interações intermoleculares entre as sondas farmacofóricas e a TcP21, 

mostradas na Figura 2.19b, foram classificadas por meio do programa Discovery 

Studio. As interações foram predominantemente eletrostáticas (incluindo ponte salina, 

carga-carga, π-cátion e π-ânion) e ligações de hidrogênio. Diferenças pontuais 

envolveram a participação dos resíduos TRP77 (interações do tipo π-doador) e 

GLU48 (interações do tipo carga-carga). Dada a semelhança global entre os modos, 

esses foram considerados equivalentes, e a seleção do sistema inicial para as 

simulações de DM foi realizada de forma arbitrária. 

 Após as simulações de DM, a estabilidade das interações entre a sonda 

farmacofórica e a TcP21 foi avaliada por meio de mapas volumétricos de ocupação e 

análise estrutural das réplicas, apresentados na Figura 2.20. 

 

Figura 2.20 – Representação dos complexos proteína-sonda farmacofórica. Da esquerda para a direita:  

mapa volumétrico da sonda e superimposição das conformações dos complexos.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Em contraste aos mapas volumétricos observados nas simulações de MSMD, 

que consideraram a frequência de ocupação de múltiplas moléculas simultaneamente, 

a distribuição espacial observada para a sonda farmacofórica é substancialmente 

mais restrita. A permanência da sonda próxima ao sítio inicial ao longo das simulações 

sugere interações intermoleculares de relativa estabilidade. Nota-se que a 

correspondência espacial da região de interação permaneceu a mesma para aquela 

observada nas simulações de MSMD. 
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 A análise de interações intermoleculares foi conduzida para as conformações 

centrais do complexo, em cada uma das três réplicas. Os diagramas 2D das 

interações, apresentados na Figura 2.21, revelaram variações entre as réplicas, 

mantendo, contudo, um núcleo comum de interações. 

 

Figura 2.21 – Representação das conformações centrais do complexo sonda farmacofórica-proteína 

para cada réplica e seus respectivos diagramas 2D de interação.  

 

Fonte: Adaptado de Discovery Studio, 2026. 

 

 Os resíduos GLU55, CYS66 e VAL70 foram identificados de forma consistente, 

sugerindo um papel relevante na estabilização do complexo. Interações adicionais 

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

 O resíduo GLU55 apresentou interações do tipo carga-carga e ponte salina 

com o grupo amino protonado em todas as réplicas. O resíduo CYS66 participou de 

interações com o grupo fenil, sendo estas do tipo π-enxofre na primeira réplica e π-
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alquil nas últimas duas. Da mesma forma, o resíduo VAL70 interagiu com o grupo fenil 

por meio de interações π-alquil em ambas as réplicas, além de ligações de hidrogênio, 

atuando como aceptor para a amina do grupo acetamido ou doador para a carbonila 

do mesmo grupo. Nota-se que, quando o resíduo VAL70 atuou como doador para o 

grupo acetamido, o resíduo ASN71 também interagiu com o mesmo grupo, 

participando tanto como aceptor quanto doador nas ligações de hidrogênio, formando 

uma rede interativa entre eles. O resíduo ASP52 interagiu predominantemente por 

meio de interações do tipo carga-carga com o grupo amino protonado, enquanto o 

resíduo ILE62 participou de interações do tipo π-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 

interação com a proteína, enquanto os grupos carboxilato e alifático permaneceram 

orientados ao solvente, com menor participação direta nas interações. 

 

2.2.3.3 Ancoragem molecular baseada em fragmentos 

 

 Como complemento às simulações de simulações de MSMD e à ancoragem 

da sonda farmacofórica, a terceira ferramenta preditiva empregada no estudo dos 

sítios de ligação na TcP21 foi a ancoragem molecular baseada em fragmentos, 

realizada por meio do servidor FTSite. Os resultados correspondentes são 

apresentados na Figura 2.22. 
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Figura 2.22 – Sítios de ligação preditos pelo servidor FTSite, representados por malhas em cor 

(salmão, verde e azul). 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Conforme apresentado na seção 2.1.4.3, os três sítios de ligação preditos pelo 

servidor FTSite correspondem aos clusters de maior correlação, segundo a 

concentração de interações intermoleculares entre a proteína e as sondas 

moleculares empregadas. As regiões são apresentadas nas cores salmão, verde e 

azul, em ordem decrescente do número de interações, correspondendo a uma 

correlação de 93,7%, 87,5%, e 62,5% das 16 sondas utilizadas, respectivamente. 

Embora apresentem diferenças quantitativas, essas regiões exibiram elevada 

similaridade espacial com aqueles identificadas pelas abordagens anteriores. A Tabela 

2.5 lista os resíduos interativos da TcP21 associados a cada região, diferenciando-os 

entre resíduos recorrentes (presentes em múltiplas regiões) e resíduos exclusivos 

(presentes em apenas uma região). 
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Tabela 2.5 – Resíduos interativos da TcP21, classificados quanto à recorrência entre as regiões de 

interação preditas pelo FTSite. 

Região Salmão Região Verde Região Azul 

Resíduos Recorrentes 

ASP52 ASP52 – 

GLU55 GLU55 GLU55 

ARG59 ARG59 ARG59 

VAL70 – VAL70 

TRP77 – TRP77 

Resíduos Exclusivos 

– ALA13 – 

– CYS14 – 

– SER15 – 

– VAL16 – 

– SER17 – 

– GLU20 – 

ARG24 – – 

GLU48 – – 

ARG51 – – 

THR54 – – 

– – CYS58 

– – GLU60 

– – GLU61 

– – ILE62 

– – THR63 

PHE73 – – 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Entre os resíduos recorrentes, GLU55 e ARG59 destacaram-se por estarem 

presentes em todas as regiões preditas, enquanto ASP52, VAL70 e TRP77 foram 

observados em duas das três regiões. Entre os exclusivos, foi observada maior 

heterogeneidade, com resíduos distribuídos ao longo do segmento 13–73, contudo 

em uma proporção semelhante de 5 a 6 resíduos interativos por região. 

 

2.2.4 Correlação dos sítios de ligação preditos 

 

 A comparação com os dados obtidos por simulações de DM, apresentados na 

Tabela 2.6, evidenciou o GLU55 como o único resíduo recorrente em todas as 

abordagens consideradas, com frequência de ocorrência de 100%. Os resíduos 

ASP52 e VAL70 também apresentaram elevada recorrência, com frequências de 
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ocorrência de 67 e 83%, respectivamente. Por outro lado, CYS66 foi observado 

exclusivamente nas simulações de DM (todas as réplicas), enquanto ARG59 foi 

identificado apenas pelo FTSite (todos os clusters). Os resíduos TRP77 e ILE62 

apresentaram ocorrência intermediária entre os métodos, e PHE73, baixa ocorrência. 

 

Tabela 2.6 – Resultados sumariados de resíduos interativos recorrentes nos respectivos ensaios 

realizados. 

DM (sonda farmacofórica) Ancoragem (FTSite) Frequência 
de ocorrência 𝑖 1  𝑖 2  𝑖 3  𝑖 1  𝑖 2  𝑖 3  

ASP52 ASP52 – ASP52 ASP52 – 0,67 

GLU55 GLU55 GLU55 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 códigos de letra 𝑖  e 𝑖  representam “Réplica” e “Cluster”, respectivamente.  

Fonte: Autor, 2026. 

 

 A evidente correspondência entre as simulações de MSMD, a ancoragem 

molecular da sonda farmacofórica seguida de simulações de DM e a ancoragem 

molecular baseada em fragmentos do servidor FTSite, possibilitou a proposição de 

um modelo qualitativo do sítio de ligação da TcP21, apresentado na Figura 2.23. A 

estrutura de referência utilizada para a ilustração do modelo corresponde a uma 

conformação representativa obtida a partir das simulações de DM com a sonda 

farmacofórica. 
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Figura 2.23 – Modelo de sítio de ligação proposto, representado como superfície de van der Waals. De 

cima para baixo: vistas frontal e lateral. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 O modelo proposto inclui os resíduos recorrentes observados entre as 

abordagens utilizadas, assim como aqueles localizados a um raio de 5 Å da sonda 

farmacofórica, permitindo uma caracterização mais abrangente do microambiente do 

sítio de ligação. Esse sítio se localiza na superfície da proteína TcP21 e não apresenta 

impedimentos estéricos significativos, sugerindo potencial acessibilidade a ligantes 

com características estruturais semelhantes às da sonda farmacofórica. 

 Na ausência de dados experimentais, não é possível validar diretamente a 

existência do sítio proposto nem inferir o tipo de modulação alostérica associada, caso 

existente. No entanto, a elevada convergência entre as metodologias confere robustez 

aos resultados observados, podendo fornecer detalhes moleculares relevantes para 

estudos futuros sobre a elucidação da TcP21 e sua participação na doença 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 título “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 CONCLUSÃO 

 

 No presente estudo, foi inicialmente obtida uma conformação estrutural da 

proteína TcP21 por meio de ferramentas preditivas baseadas em Inteligência Artificial, 

sendo a estrutura gerada pelo método RoseTTAFold selecionada como modelo inicial 

por apresentar menor incerteza estrutural em relação à obtida pelo método AlphaFold 

3. Foram integradas três abordagens computacionais independentes — simulações 

de dinâmica molecular em solventes mistos, ancoragem molecular baseada em 

fragmentos e ancoragem molecular de sonda farmacofórica seguida de simulações 

de dinâmica molecular — com o objetivo de identificar e caracterizar potenciais sítios 

de ligação na TcP21. A convergência dos resultados obtidos pelas diferentes 

metodologias permitiu a identificação de um sítio comum, cujos principais resíduos 

envolvidos foram GLU55 e ASP52 (hidrofílicos de caráter ácido), VAL70 e ILE62 

(hidrofóbicos alifáticos) e TRP77 (hidrofóbico aromático). Esse sítio, localizado na 

superfície da TcP21, apresentou interações consistentes com os fragmentos amino 

protonado, acetamido e fenil da sonda farmacofórica empregada. As interações 

intermoleculares identificadas — incluindo pontes salinas, ligações de hidrogênio, 

interações carga-carga e π-alquil — estabeleceram uma rede de interações 

consistentes entre a sonda e a proteína, sugerindo a relevância desses grupos 

funcionais no reconhecimento molecular nesse sítio. 
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3 ESTUDO 2 
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3.1 METODOLOGIA 

 

3.1.1 Fluxograma geral de trabalho 

 

 A metodologia adotada neste Capítulo, voltada à obtenção do complexo 

proteico e à caracterização dinâmica do reconhecimento molecular e dos contatos 

entre as proteínas 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. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Em termos gerais, a metodologia se iniciou com a utilização das estruturas 

isoladas das proteínas de interesse para a obtenção de modos de ligação potenciais 

por meio de simulações de ancoragem molecular. A partir dessas configurações, cinco 

modos de ligação representativos foram utilizados na construção dos sistemas 

completos, incluindo solvatação, íons e bicamada lipídica, sendo então empregados 

como pontos de partida para simulações multirréplicas de dinâmica molecular. A 
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amostragem temporal das interações intermoleculares possibilitou investigar o 

comportamento dinâmico dos complexos proteicos em condições próximas às 

fisiológicas. 

 As trajetórias geradas foram analisadas segundo três eixos analíticos 

principais: (𝑖) avaliação da estabilidade conformacional, (𝑖𝑖) identificação de resíduos-

chave na interface de interação e (𝑖𝑖𝑖) caracterização do padrão de interações 

intermoleculares. 

 Os procedimentos metodológicos específicos, assim como os parâmetros e 

protocolos computacionais empregados em cada etapa, foram descritos nas 

subseções subsequentes.  

 

3.1.2 Ancoragem molecular 

 

 Para o estudo da interação entre CXCR4 e TcP21, foi necessária a modelagem 

estrutural do complexo por meio da obtenção de modos de ligação, uma vez que não 

havia estruturas disponíveis na literatura. A TcP21 foi representada pela estrutura 

equilibrada obtida na seção 2.2.2 (Oliveira Soté; Comar Junior, 2025). A estrutura 

utilizada da CXCR4 correspondeu ao único modelo experimental disponível de seu 

estado ativo, complexada com CXCL12 (PDB ID: 8K3Z).  

  A ancoragem molecular foi realizada no servidor ClusPro 2.0 (Ashizawa et al., 

2026; Kozakov et al., 2017). Os resíduos da CXCR4 previamente localizados a até 10 

Å do ligante CXCL12 foram utilizados no servidor como referência para a seleção de 

resíduos classificados como “Atrativos”, servindo como restrições espaciais para a 

orientação da TcP21, levando em consideração o ambiente extracelular da membrana 

lipídica. Todos os demais resíduos foram utilizados como referências para a seleção 

de resíduos classificados como “Repulsivos”. A representação dos resíduos 

considerados “Atrativos” e “Repulsivos” é apresentada na Figura 3.2. 
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Figura 3.2 – Representação dos resíduos considerados atrativos (verde) e repulsivos (cinza) durante 

a ancoragem molecular. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 A determinação dos modos de ligação mais representativos, correspondentes 

aos medóides de cada cluster, foi realizada pelo servidor com base na função de 

pontuação classificada como “Balanceada”. As medóides dos cinco clusters mais 

populosos foram selecionadas para a construção dos sistemas. 

 

3.1.3 Construção dos sistemas 

 

 Com base nos modos de ligação obtidos para o complexo TcP21–CXCR4, as 

configurações iniciais dos sistemas foram construídas na plataforma CHARMM-GUI 

(Jo et al., 2008; Lee, Jumin et al., 2016). A bicamada lipídica foi modelada com 

composição heterogênea, fundamentada em dados de lipidômica de macrófagos 

(Khedri et al., 2022). Os constituintes utilizados são apresentados segundo a Tabela 

3.1. 
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Tabela 3.1 – Siglas, nomenclaturas e número de moléculas inseridas dos constituintes da bicamada 

lipídica modelada. 

Sigla Nomenclatura Nº 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 orientação do complexo em relação ao eixo da membrana, considerando as 

regiões intra e extracelulares, foi determinada com o auxílio do servidor PPM 2.0 

(Lomize et al., 2012). 

 Foi adotada uma caixa de simulação hexagonal, com solvatação realizada pelo 

modelo de água TIP3P (do inglês transferable intermolecular potential with 3 points) 

(Jorgensen et al., 1983). Íons K+ e Cl− foram adicionados para neutralizar a carga total 

do sistema e em concentração fisiológica de 0,15 M. As interações foram descritas 

pelo campo de força CHARMM36m (Huang, Jing et al., 2017). Os sistemas resultantes 

apresentaram entre 290.783 e 302.757 partículas. A Figura 3.3 ilustra um dos sistemas 

construídos. Moléculas de água e íons foram omitidos para maior clareza visual. 
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Figura 3.3 – Representação do sistema TcP21–CXCR4 em membrana lipídica, com CXCR4 em 

vermelho e lipídios em cinza. Água e íons omitidos. 

 
Fonte: Autor, 2026. 

 

 

3.1.4 Parâmetros das simulações de DM 

 

 Todas as simulações por dinâmica molecular clássica foram conduzidas 

usando o pacote GROMACS (Abraham et al., 2015), versão 2024.5, com base em um 

protocolo adaptado do CHARMM-GUI. 

 Cada sistema foi inicialmente submetido a duas minimizações de energia 

sucessivas utilizando o algoritmo steepest descent, com um passo de minimização de 

0,1 Å. As duas minimizações foram diferenciadas apenas pela precisão numérica 

empregada nos cálculos (dupla precisão seguida de precisão simples). Ambas as 

etapas foram realizadas com até 5000 passos e critério de convergência 

correspondente à força máxima inferior a 100 kJ mol-1 Å-1. 

 A etapa de equilibração termodinâmica foi composta por seis fases 

consecutivas (𝑖 1 − 𝑖 6), nas quais as restrições de posição aplicadas ao sistema 

foram progressivamente reduzidas. O algoritmo de leapfrog foi empregado em todas 

as fases, com passo de tempo de 1 fs nas três primeiras fases (𝑖 1 − 𝑖 3) e 2 fs nas 
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três últimas (𝑖 4 − 𝑖 6). As três primeiras fases tiveram duração de 125 ps cada, 

enquanto as fases subsequentes tiveram duração de 500 ps cada. 

 As interações não-ligadas foram tratadas com o esquema de Verlet, adotando-

se um raio de corte de 12 Å para interações de van der Waals e eletrostáticas. As 

interações de van der Waals foram suavizadas por um modificador do tipo force-switch 

entre 10 e 12 Å. As interações eletrostáticas foram descritas pelo algoritmo SPME (do 

inglês 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 ligações envolvendo hidrogênio foram restringidas 

pelo algoritmo P-LINCS (do inglês Parallel Linear Constraint Solver) (Hess, 2008). As 

velocidades iniciais dos átomos foram atribuídas apenas na fase 𝑖 1 , de acordo com 

a distribuição de Maxwell-Boltzmann para a temperatura de 310 K, sendo 

posteriormente propagadas. 

 As fases 𝑖 1 − 𝑖 2  foram conduzidas em ensemble isocórico-isotérmico (NVT), 

enquanto as demais utilizaram o ensemble isobárico-isotérmico (NPT). O controle de 

pressão 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 × 10-5 bar-1 e pressão de 1,0 bar, aplicada de forma semi-isotrópica. 

 Após a equilibração, foi conduzida, para cada sistema, uma simulação de 

produção inicial de 1 ns, sem restrições de posição, e, posteriormente, cinco réplicas 

independentes com duração de 100 ns cada, identificadas como 𝑖 1 − 𝑖 5 . Nessas 

etapas, foram mantidos os parâmetros de simulação previamente estabelecidos. O 

registro das coordenadas amostradas foi feito a cada 10 ps. No total, foram simulados 

25 sistemas, correspondendo a um tempo de produção acumulado de 2,5 μs. Para 

fins de padronização, cada conjunto de cinco réplicas de um mesmo modo de ligação 

foi identificado por 𝑖 1 − 𝑖 5 , de acordo com a numeração do respectivo modo de 

ligação. 

 Quando foi necessário obter uma estrutura representativa do sistema, as 

conformações amostradas na trajetória foram agrupadas por meio do método de 

clusterização hierárquica aglomerativa, baseada na matriz de distâncias RMSD par-
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a-par, empregando o critério de average linkage, e a estrutura medóide foi 

selecionada. A descrição do método é apresentada no Apêndice C. 

 

3.1.5 Análises dos sistemas 

 

3.1.5.1 Estabilidade conformacional e avaliação dos modos de ligação 

 

 Após a conclusão das etapas de equilibração e amostragem, cada sistema foi 

analisado quanto à estabilidade conformacional do complexo, com o propósito de 

ordenar os modos de ligação quanto às suas respectivas relevâncias analíticas. Para 

isso, foram consideradas três métricas globais: raiz quadrada do desvio quadrático 

médio (RMSD) da cadeia principal das proteínas individualmente; o número de 

ligações de hidrogênio e o número de pontes salinas entre as proteínas do complexo.  

 As métricas utilizadas na avaliação dos modos de ligações foram analisadas 

por meio de testes de significância estatística e medidas de tamanho de efeito. 

Inicialmente, foi realizada a estatística descritiva para todos os sistemas. Para cada 

sistema (𝑖 1 − 𝑖 5) , considerando-se as cinco réplicas (𝑖 1 − 𝑖 5) , calcularam-se as 

médias individuais por réplica. Essas médias foram então utilizadas para compor um 

novo conjunto de dados, a partir do qual se estimaram a média global e o erro padrão 

da média (EPM), refletindo a variabilidade entre as réplicas. 

 A variabilidade global foi estimada por meio do desvio-padrão 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 

observações, como medida robusta de tendência central. 

 Para a análise inferencial, assumiu-se a não normalidade dos dados e foram 

empregados testes robustos à heterogeneidade de variâncias. A análise de variância 

de Welch (Welch, 1951) foi utilizada para testar diferenças globais entre sistemas 

independentes. Quando aplicável, realizaram-se comparações múltiplas post hoc 

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

 O tamanho de efeito foi estimado pelo 𝑖 de Hedges (Hedges, 1981), devido à 

sua correção 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 nível de confiança de 95%. 

 

Tabela 3.2 – Índices 𝑖 de Hedges e respectivos descritores de magnitude de tamanho de efeito.  

𝑖 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 cálculos estatísticos, os primeiros 20 ns de cada trajetória foram 

desconsiderados, de modo a eliminar efeitos associados à acomodação estrutural 

inicial. 

 

3.1.6 Determinação por consenso da interface de interação 

 

 A identificação dos resíduos interfaciais mais prováveis do complexo TcP21–

CXCR4 foi conduzida por meio de um método original, fundamentado em uma análise 

de consenso. Essa abordagem foi derivada diretamente de cálculos de área superficial 

acessível ao solvente ( SASA ) ao longo das trajetórias amostradas, métrica 

amplamente consolidada como descritor estrutural na caracterização de interfaces 

proteína-proteína (De Vries; Bonvin, 2008; Parvathy et al., 2024; Xue et al., 2015). A 

descrição detalhada da rotina de análise, incluindo etapas de implementação e 

validação, foi apresentada no Apêndice A. Todas as análises foram realizadas por 

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

 Os cálculos de SASA  foram realizados utilizando o algoritmo de Shrake–Rupley 

(Shrake; Rupley, 1973), empregando um raio de sonda de 1,4 Å e discretização de 

superfície atômica em 960 pontos por átomo, conforme implementado na biblioteca 

MDTraj 1.10 (McGibbon et al., 2015). Para cada resíduo, foram extraídas as 
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estatísticas descritivas (média, mediana e desvio-padrão) e as frequências de 

ocupação em três intervalos de Δ SASA  ( 10 ≤ Δ SASA < 30 Å 2; 30 ≤ Δ SASA < 50 Å 2  

e Δ SASA ≥ 50 Å 2). 

 Os resíduos foram avaliados por uma função de pontuação multimétrica 

composta por três descritores independentes: (𝑖) magnitude de exposição (baseada 

na mediana de Δ SASA ); (𝑖𝑖) persistência de interação (derivada de frequências de 

ocupação total e parciais); e (𝑖𝑖𝑖) confiabilidade estatística (estimada pela relação 

sinal-ruído). Todos os descritores foram normalizados no intervalo [0, 1] e combinados 

com pesos iguais. 

 Resíduos com pontuação final ≥ 0,7 foram considerados para a etapa de 

análise de consenso. A robustez dos candidatos foi então avaliada por consenso 

intrassistema, classificando-se os resíduos como “Conservados” quando presentes 

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

 

3.1.6.1 Caracterização temporal dos contatos entre TcP21 e CXCR4 

 

 A caracterização da interação entre TcP21 e CXCR4 foi realizada por meio da 

análise de contatos intermoleculares formados ao longo das trajetórias, considerando-

se de forma integrada o número de contatos, suas frequências de ocupação e sua 

estabilidade temporal. 

 Os contatos intermoleculares foram definidos a partir de uma distância de corte 

de 4 Å. Para a avaliação da estabilidade temporal desses contatos, as trajetórias foram 

segmentadas em três janelas de mesmo número de frames (início, meio e fim), sendo 

calculadas, para cada uma, as frequências de ocupação parciais. Um critério de 

variação relativa de ± 25% foi empregado para classificar a evolução temporal dos 

contatos em termos de aumento, redução ou sem alteração significativa. Os contatos 

foram categorizados em quatro classes funcionais: “Persistente”, “Emergente”, 

“Transiente” ou “Desestabilizante”. 

 A partir desse processamento, foram estabelecidas quatro métricas principais: 

(𝑖) a variabilidade de parceiros de interação por resíduo da TcP21; (𝑖𝑖) a recorrência 

dos pares de resíduos TcP21–CXCR4 ao longo da estabilização do complexo; (𝑖𝑖𝑖) a 
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distribuição do perfil temporal dos contatos mais prováveis; e (𝑖𝑖) a distribuição 

qualitativa das forças de interação. Para a métrica (𝑖𝑖), os aminoácidos foram 

agrupados segundo suas propriedades físico-químicas e as combinações de 

propriedades entre os pares observados foram utilizadas para inferir o tipo de força 

intermolecular predominante, categorizadas em: “Interação Hidrofóbica”, “Atração 

Eletrostática”, “Interação Polar” e “Interação de van der Waals”. 

 A robustez dos contatos foi avaliada por meio de análise de consenso 

intrassistema, calculando-se para cada par a frequência de ocorrência correspondente 

ao número de réplicas em que o contato foi observado. A descrição detalhada da rotina 

de análise, incluindo etapas de implementação e validação, é apresentada no 

Apêndice B. Todas as análises foram realizadas por meio de scripts em Python, 

executados em ambiente Jupyter Notebook. 
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.2.1 Obtenção dos modos de ligação 

 

 A ancoragem molecular realizada no servidor ClusPro 2.0 resultou em 10 

modos de ligação distintos, cada um representando o medóide dos clusters mais 

populosos. 

 Os clusters foram classificados segundo seus tamanhos, sendo os mais 

populosos considerados os mais representativos do espaço conformacional 

amostrado. Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 3.3, incluindo as 

pontuações ponderadas de cada medóide, calculadas a partir da descrição da função 

equilibrada. 

 

Tabela 3.3 – Classificação dos clusters obtidos por ancoragem molecular, segundo número de 

membros e pontuação ponderada. 

Cluster Membros Pontuação 

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 ligação mais 

representativos (clusters 1–5) foram selecionados para as simulações por DM. Os 

medóides dos respectivos clusters são apresentados individualmente na Figura 3.4. 
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Figura 3.4 – Medóides dos clusters mais populosos obtidos por ancoragem molecular.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

3.2.2 Estabilidade conformacional e avaliação dos modos de ligação 

 

 Dado que os modos de ligação obtidos por ancoragem molecular representam 

configurações estruturais estáticas, suas estabilidades conformacionais foram 

avaliadas por meio de simulações de DM. 

 Os sistemas amostrados foram agrupados de acordo com os modos de ligação 

correspondentes, entretanto, em função do caráter exploratório do presente estudo, 

todos os modos de ligação foram considerados inicialmente equivalentes quanto à 

sua relevância analítica. 

 A estabilidade conformacional do complexo proteico foi avaliada utilizando três 

métricas globais: RMSD das cadeias individuais, o número de ligações de hidrogênio 

e o número de pontes salinas entre as proteínas do complexo. Para os cálculos 

estatísticos, os primeiros 20 ns de cada trajetória foram desconsiderados, de modo a 

excluir o período inicial de acomodação estrutural. 

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

ao longo do tempo de produção considerado. Esses valores médios foram então 
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utilizados para compor um novo conjunto de dados, no qual cada réplica representou 

uma observação independente dentro de um respectivo modo de ligação. A partir 

desse conjunto foram estimados a média geral e o erro padrão da média (EPM). O 

desvio-padrão agrupado (S P ), por sua vez, foi calculado a partir do conjunto de valores 

observados ao longo das trajetórias individuais pertencentes a um mesmo modelo, 

permitindo estimar a dispersão dos estados amostrados durante as simulações. 

 Os cálculos de RMSD foram realizados separadamente para as proteínas 

CXCR4 e TcP21, considerando apenas os átomos diferentes de hidrogênio da cadeia 

principal. Além da análise estatística, 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 estatísticos obtidos para a proteína 

CXCR4 são apresentados na Tabela 3.4 e os perfis temporais são mostrados 

individualmente na Figura 3.5. 

 

Tabela 3.4 – Estatística descritiva de RMSD da CXCR4.  

 RMSD / Å 

Sistema Média ± EPM 𝑖 P  

𝑖 1  1,69 ± 0,11 0,16 

𝑖 2  1,73 ± 0,07 0,24 

𝑖 3  1,62 ± 0,04 0,18 

𝑖 4  1,60 ± 0,08 0,18 

𝑖 5  2,02 ± 0,14 0,19 

Notas. Valores expressos como média ± erro padrão da média (EPM) de cinco réplicas independentes 
por sistema. Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada entre os sistemas de 

acordo com o teste de ANOVA de Welch (α = 0,05). 

Fonte: Autor, 2026. 

 

.
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Figura 3.5 – Perfis temporais de RMSD da CXCR4. 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 O teste de hipótese empregado (ANOVA de Welch) não indicou diferenças 

estatisticamente significativas entre os sistemas quando considerado o RMSD da 

cadeia principal da proteína CXCR4. Assim, dentro do conjunto de estados 

amostrados, os resultados indicam que os diferentes modos de ligação não 

produziram alterações relevantes na estabilidade conformacional global da proteína 

ao longo das simulações. Esse resultado é consistente com o contexto estrutural da 

CXCR4, uma proteína de membrana cuja mobilidade conformacional tende a ser 

parcialmente restringida pela presença da bicamada lipídica. 

 Os baixos valores de EPM observados indicam alta reprodutibilidade entre as 

réplicas independentes para um mesmo modo de ligação. Por outro lado, os valores 

de S P  refletem a baixa dispersão estrutural observada ao longo das trajetórias 

amostradas. Em conjunto, os valores de média geral e de S P  obtidos sugerem que a 

proteína manteve um regime estrutural estável durante o período de produção 

analisado, indicando convergência estrutural satisfatória das simulações, condição 

necessária para a interpretação das análises subsequentes. 

 Da mesma forma, a estatística descritiva e os perfis temporais do RMSD da 

proteína TcP21 também foram obtidos, e são apresentados na Tabela 3.5 e Figura 3.6, 

respectivamente. 

 

Tabela 3.5 – Estatística descritiva de RMSD da TcP21. 

 RMSD / Å 

Sistema Média ± EPM 𝑖 P  

𝑖 1  5,98 ± 0,43 0,66 

𝑖 2  5,97 ± 0,71 0,53 

𝑖 3  4,38 ± 0,16 0,49 

𝑖 4  4,85 ± 0,34 0,88 

𝑖 5  5,23 ± 0,38 0,72 

Notas. Valores expressos como média ± erro padrão da média (EPM) de cinco réplicas independentes 

por sistema. Diferenças estatisticamente significativas foram observadas entre os sistemas de acordo 
com o teste de ANOVA de Welch (α = 0,05). Comparações de pares e tamanhos de efeito são 

mostrados na análise post hoc (Apêndice D). 

Fonte: Autor, 2026. 
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Figura 3.6 – Perfis temporais de RMSD da TcP21. 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Em contraste com o comportamento observado para a CXCR4, a proteína 

TcP21 apresentou valores de RMSD consideravelmente mais elevados ao longo das 

simulações, indicando maior flexibilidade estrutural. Esse perfil pode ser parcialmente 

explicado pela ausência dos efeitos estéricos impostos pela bicamada lipídica, além 

de características estruturais intrínsecas da própria proteína (pequeno tamanho e 

ausência de empacotamento terciário rígido), cuja flexibilidade já foi discutida 

anteriormente neste trabalho (seção 2.2.2). 

 Essa maior mobilidade conformacional também se manifesta na maior 

dispersão dos valores amostrados e nos perfis qualitativos observados entre réplicas 

pertencentes a um mesmo modo de ligação. Ainda assim, quando considerados os 

valores das médias gerais e os valores de S P  obtidos, observa-se que as trajetórias 

mantiveram um regime estrutural relativamente consistente ao longo dos estados 

amostrados. Para o sistema 𝑖 2 , em particular, a magnitude do EPM, relativamente ao 

S P  de cada réplica, indica a presença de heterogeneidade entre as simulações. A 

inspeção gráfica das trajetórias e das médias individuais de cada réplica sugeriu que 

a réplica 𝑖 4  foi a principal responsável por esse comportamento distinto. No entanto, 

a ocorrência pontual desse fenômeno não invalidou o estado amostrado, 

especialmente dada a natureza de ensemble estatístico da amostragem em 

simulações de Dinâmica Molecular clássica. 

 A análise do tamanho de efeito (𝑖 de Hedges) indicou que as comparações 

entre os pares (𝑖 1 , 𝑖 3 ) e (𝑖 2 , 𝑖 3) apresentaram as maiores magnitudes, ambas 

classificadas como “Muito Forte”, contribuindo para a diferença estatisticamente 

significativa observada no teste global. Por outro lado, a comparação entre (𝑖 1 , 𝑖 2 ) 

foi a única considerada insignificante, indicando equivalência estatística entre esses 

dois modos de ligação. 

 Apesar dessas diferenças, os valores absolutos de RMSD da cadeia principal 

da proteína TcP21 permanecem relativamente próximos entre si. Assim, em termos 

estruturais, os resultados não indicam diferenças suficientemente pronunciadas para 

justificar uma distinção acentuada entre os modos de ligação. 
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 Além da estabilidade conformacional avaliada por meio do RMSD, também foi 

investigado o número de interações intermoleculares dos tipos ligação de hidrogênio 

e ponte salina formadas entre as proteínas TcP21–CXCR4. A análise de número de 

interações foi conduzida de forma análoga às análises anteriores, com a inclusão 

adicional dos valores de mediana e máximo para cada métrica. Iniciando-se pelo 

número de ligações de hidrogênio, os resultados são apresentados na Tabela 3.6 e 

Figura 3.7. 

 

Tabela 3.6 – Estatística descritiva do número de ligações de hidrogênio entre CXCR4 e TcP21. 

 Número de ligações de hidrogênio 

Sistema Média ± EPM 𝑖 P  Mediana Máximo 

𝑖 1  18,0 ± 1,1 2,6 18 28 

𝑖 2  14,7 ± 0,7 2,9 15 24 

𝑖 3  14,8 ± 1,4 3,0 15 27 

𝑖 4  17,7 ± 0,8 2,9 18 28 

𝑖 5  08,8 ± 1,5 2,5 8 19 

Notas. Valores expressos como média ± erro padrão da média (EPM) de cinco réplicas independentes 

por sistema. Diferenças estatisticamente significativas foram observadas entre os sistemas de acordo 
com o teste de ANOVA de Welch (α = 0,05). Comparações de pares e tamanhos de efeito são 

mostrados na análise post hoc (Apêndice D). 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 O teste de hipótese empregado rejeitou a equivalência estatística entre os 

modos de ligação. A análise de tamanho de efeito indicou diferenças expressivas entre 

a maioria dos modos de ligação, exceto entre o par (𝑖 1 , 𝑖 4), considerado 

estatisticamente equivalente. Os modelos 𝑖 2  e 𝑖 3  também foram classificados como 

equivalentes entre si, embora suas diferenças em relação aos demais tenham sido 

consideradas expressivas. 
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Figura 3.7 – Perfis temporais do número de ligações de hidrogênio entre TcP21 e CXCR4. 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 A magnitude das diferenças variou entre “Forte” (𝑖 1 , 𝑖 3 ) e “Enorme” 

(𝑖 1 , 𝑖 5 ). Em contraste com os resultados observados para o RMSD, o número de 

ligações de hidrogênio indicou distinções mais acentuadas entre os modos de ligação, 

particularmente para o sistema 𝑖 5 . Considerando as medianas observadas, esse 

modo apresentou entre 7–10 ligações de hidrogênio a menos do que os demais, 

correspondendo a uma redução entre aproximadamente 47–56% no número de 

interações. Mesmo quando considerados os estados de maior número de ligações de 

hidrogênio observadas ao longo das trajetórias (valor máximo), essa diferença 

permanece significativa, variando entre 5–9 interações, o equivalente a uma redução 

entre aproximadamente 21–32% do número de interações. 

 Como etapa final do estudo de estabilidade conformacional e avaliação dos 

modos de ligações simulados, também foi investigado o número de pontes salinas. 

Os resultados são apresentados na Tabela 3.7 e na Figura 3.8, e seguem a mesma 

estrutura adotada nas análises anteriores. 

 

Tabela 3.7 – Estatística descritiva do número de pontes salinas entre CXCR4 e TcP21. 

 Número de pontes salinas 

Sistema Média ± EPM 𝑖 P  Mediana Máximo 

𝑖 1  9,4 ± 0,5 2,7 10 21 

𝑖 2  6,7 ± 0,1 2,6 7 16 

𝑖 3  5,6 ± 1,1 2,2 6 14 

𝑖 4  7,4 ± 0,8 2,5 8 16 

𝑖 5  4,7 ± 0,5 2,6 4 16 

Notas. Valores expressos como média ± erro padrão da média (EPM) de cinco réplicas independentes 
por sistema. Diferenças estatisticamente significativas foram observadas entre os sistemas de acordo 

com o teste de ANOVA de Welch (α = 0,05). Comparações de pares e tamanhos de efeito são 

mostrados na análise post hoc (Apêndice D). 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 O teste de hipótese novamente rejeitou a equivalência estatística entre os 

modos de ligação. A análise de tamanho de efeito não indicou equivalência estatística 

entre nenhum par. A menor diferença observada ocorreu entre o par (𝑖 3 , 𝑖 5 ), 

classificada como “Fraca”, enquanto as maiores diferenças foram observadas entre 

os pares (𝑖 1 , 𝑖 2) e (𝑖 1 , 𝑖 5), ambas classificadas como “Enorme”. 
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Figura 3.8 – Perfis temporais do número de pontes salinas entre TcP21 e CXCR4. 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Os valores de EPM indicaram elevada reprodutibilidade entre as réplicas para 

um mesmo modo de ligação, enquanto os valores de S P  refletiram uma dispersão 

substancial dos valores observados ao longo das trajetórias simuladas. De maneira 

semelhante ao observado para o número de ligações de hidrogênio, os resultados 

referentes ao número de pontes salinas revelaram distinções pronunciadas entre os 

modos de ligação, particularmente para o sistema 𝑖 1 , que apresentou o maior 

número de interações desse tipo. 

 Considerando as medianas observadas, a diferença efetiva entre os modos 

variou entre 2–6 pontes salinas, correspondendo a um aumento aproximado de 20–

60% do número de interações. Quando considerados os estados de maior número de 

interações observados ao longo das trajetórias (valor máximo), essa diferença varia 

entre 5–7 interações, equivalente a um aumento entre aproximadamente 24–33% do 

número de pontes salinas. 

 De forma geral, os resultados obtidos indicaram que, embora os modos de 

ligação tenham sido inicialmente considerados analiticamente equivalentes, 

diferenças relevantes foram observadas entre eles, particularmente no número de 

ligações de hidrogênio e de pontes salinas. Nesse contexto, o sistema 𝑖 5  apresentou 

o comportamento mais discrepante em relação aos demais. Tal observação é 

consistente com a classificação obtida na etapa de ancoramento molecular, na qual 

esse modo de ligação correspondeu à estrutura central do cluster menos populoso 

dentre aqueles considerados para as simulações. 

 Assim, ainda que 𝑖 5  permaneça estruturalmente plausível, os resultados de 

estabilidade conformacional dos modos de ligação sugerem que ele possa representar 

um estado de interação de menor probabilidade de ocorrência quando comparado aos 

demais modos investigados. Dessa forma, embora o modo de ligação tenha sido 

mantido nas análises subsequentes, os resultados derivados desse sistema foram 

interpretados com a devida ressalva. 
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3.2.3 Determinação por consenso da interface de interação 

 

 Após a avaliação dos modos de ligação por meio de análises preliminares de 

estabilidade conformacional, os resíduos de interface mais prováveis foram propostos 

com base em determinação por consenso fundamentada na função de pontuação 

multimétrica baseada em Δ SASA , detalhada no Apêndice A. 

 Os resíduos de interface propostos para as proteínas CXCR4 e TcP21 são 

exibidos na Figura 3.9, organizados em ordem crescente do número do resíduo. A 

distribuição entre resíduos “Conservados” e “Recorrentes” foi incluída como 

informação complementar sobre a persistência e a recorrência intrassistema dos 

resíduos avaliados. 

 

Figura 3.9 – Resíduos de interface mais prováveis para as proteínas CXCR4 e TcP21.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 A função de pontuação empregada neste trabalho identificou um total de 21 e 

28 possíveis resíduos de interface para as proteínas TcP21 e CXCR4, 
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respectivamente. Para a TcP21, esses resíduos concentraram-se em uma região 

predominantemente contínua, correspondente ao intervalo dos resíduos 19–42, com 

interrupções pontuais, observadas nos resíduos 21, 25 e 40. Em contraste, a CXCR4 

apresentou uma distribuição mais fragmentada, com quatro possíveis regiões de 

interface localizadas nos intervalos 25–41, 94–116, 180–200 e 262–288, compostas 

por 10, 3, 10 e 5 resíduos, respectivamente, considerando-se as interrupções pontuais 

dentro de cada intervalo. Essa distribuição mais dispersa é consistente com a 

organização estrutural da CXCR4, uma proteína transmembranar caracterizada por 

um canal formado por sete alfa-hélices, capaz de acomodar a região de interação da 

proteína TcP21 no interior do vestíbulo extracelular. 

 Considerando a frequência de ocorrência agrupada como métrica de 

priorização dos resíduos de interface, observou-se que determinados resíduos 

apresentaram maior destaque. Na TcP21, observou-se alta recorrência para os 

resíduos no intervalo MET22–PHE39. Entre estes, ARG24, ASN27, HIS28, HIS32, 

LYS33, ARG34 e HIS35 destacaram-se por sua alta conservação, indicando um papel 

essencial na interação. Resíduos como LYS23, TYR26, LYS29, PRO31, HIS36, 

HIS37, SER38 e PHE39 apresentaram perfil intermediário, com distribuição entre 

“Conservados” e “Recorrentes”, indicando um papel auxiliar na interação. Em 

contraste, VAL19, HIS41 e HIS42 apresentaram baixa frequência e predominância de 

“Recorrentes”, possivelmente por corresponderem a posições periféricas da interface.  

 Esse segmento contínuo da TcP21 foi caracterizado por elevada densidade de 

resíduos carregados (ARG, LYS) e polares (HIS, ASN), sugerindo possível 

complementaridade eletrostática com os receptores da CXCR4 e indicando uma 

interface coesa, com alta consistência intrassistema e variações locais compatíveis 

com flutuações conformacionais. A Figura 3.10, que corresponde à estrutura medóide 

de 𝑖 1 (𝑖 1), 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 – Região de interface de interação da TcP21. Átomos Cα dos resíduos de interface são 

mostrados como esferas. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Na CXCR4, a interface apresentou organização descontínua do ponto de vista 

topológico, porém estruturalmente convergente. Resíduos distribuídos entre a região 

N-terminal (MET1–PHE29) e o domínio TM1 (ARG30–GLN66) compuseram um 

primeiro conjunto funcional de interação. PRO27 e ARG30 mostraram alta frequência 

e comportamento consistente, enquanto PHE29, LEU41 e ALA34 apresentaram 

caráter auxiliar, com contatos mais transientes. Esse padrão indicou um estágio inicial 

de reconhecimento dinâmico e flexível. 

 No domínio ECL2 (ASN176–ASN192), observou-se um agrupamento de 

resíduos frequentes, incluindo ARG188, CYS186 e ASP187, predominantemente 

classificados como “Conservados”, além de ARG183 e ILE185, de comportamento 

misto. A predominância de resíduos “Conservados” nessa região sugeriu a formação 

de contatos persistentes entre o loop e a TcP21. 

 Adicionalmente, resíduos localizados nos domínios TM5 (ASP193–SER229) e 

TM7 (GLY273–LEU305), como GLN200, ASP262, LEU266, GLU288 e HIS281, 

apresentaram alta recorrência. A elevada proporção de classificação “Conservados” 

nesses domínios sugeriu a formação de uma região de estabilização do complexo 
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mais interna na CXCR4. Nesse contexto, esses resíduos foram associados ao núcleo 

funcional da interação, enquanto os demais contribuíram para o posicionamento e 

estabilização inicial da TcP21 na abertura do canal. 

 Ressalta-se que o sistema 𝑖 5  não foi considerado para a determinação por 

consenso. Dados os resultados obtidos anteriormente nas análises de estabilidade 

conformacional dos modos de ligação, foi considerado que a inclusão desse modo 

poderia enviesar a identificação dos resíduos de interface ao incorporar contribuições 

associadas a um estado de menor probabilidade de acesso. Ainda assim, realizou-se 

uma análise complementar dos resíduos identificados nesse sistema. Para a TcP21, 

destacaram-se MET1, ARG2, LEU8, LEU12, CYS14, PHE150 e ARG153, enquanto, 

para a CXCR4, foram observados SER178, ASP181, PHE189, TYR190, ASP193, 

LEU266, GLU268 e GLU277. A integração desses resíduos com os demais sistemas 

revelou que a maioria apresentou frequência de 20%, indicando ocorrência exclusiva 

em 𝑖 5 . Apenas PHE189 e LEU266 foram observados em outros sistemas. Em 

conjunto, esses resultados reforçam que a inclusão do sistema 𝑖 5  no consenso 

introduziria principalmente contribuições específicas de um estado pouco 

representativo, sem impacto significativo sobre os padrões gerais previamente 

observados. 

 Assim, a análise baseada na função de pontuação de resíduos de interface 

indicou a existência de uma região predominantemente contínua de interação na 

TcP21, abrangendo o segmento LYS23–PHE39, com até 15 resíduos envolvidos. Em 

contraste, na CXCR4, não foi observada uma região contínua equivalente, mas sim 

um conjunto de pontos de contato distribuídos ao longo da abertura e do interior do 

vestíbulo extracelular. Esses pontos de contato foram PRO27, PHE29, ARG30, 

LEU41, TYR116, ARG183, ILE185, ARG188, GLN200, ASP262, LEU266, HIS281 e 

GLU288, refletindo uma organização espacialmente dispersa da interface. Os pontos 

de contato são mostrados na Figura 3.11. 
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Figura 3.11 – Pontos de contato interfaciais da CXCR4. Átomos Cα dos resíduos de interface são 

mostrados como esferas. Da esquerda para a direita: vistas frontal e superior.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 No geral, esse arranjo sugere um mecanismo de interação em múltiplas etapas. 

Em um primeiro estágio, contatos transientes na região N-terminal e no domínio TM1 

promovem um reconhecimento inicial, dinâmico e flexível, possivelmente associado 

ao alinhamento inicial da TcP21. Em seguida, ocorre a estabilização do complexo, 

envolvendo os domínios ECL2 e TM5/TM7, com formação de interações mais internas 

e persistentes no interior do vestíbulo extracelular. A Figura 3.12 ilustra as estruturas 

medóides das réplicas 𝑖 1 , com exceção do sistema 𝑖 5 , com destaque para os 

resíduos identificados como de interface para ambas as proteínas. 
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Figura 3.12 – Interface de interação do complexo TcP21–CXCR4. Átomos Cα dos resíduos de interface são mostrados como esferas. Da esquerda para a 

direita: 𝑖 1 (𝑖 1 − 𝑖 4 ). 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Com base na observação de uma região contínua de interação na TcP21, foram 

calculadas as frequências de ocupação de ligações de hidrogênio por resíduo da 

TcP21, visando avaliar a consistência temporal dessa interface. Os resultados estão 

apresentados na Figura 3.13. Dado que os sistemas 𝑖 1 − 𝑖 5  não precisaram ser 

agrupados em um único conjunto para o cálculo das frequências de ocupação, o 

sistema 𝑖 5  foi incluído. 

 Os sistemas 𝑖 1 − 𝑖 4  apresentaram perfis qualitativamente semelhantes, com 

predominância de ligações de hidrogênio na região compreendida entre os resíduos 

26–39. Conforme mostrado na Tabela 3.8, os dez resíduos com maior ocupação 

nesses sistemas exibiram, majoritariamente, valores superiores a 60% do tempo 

simulado, todos pertencentes à interface de interação previamente definida. 

Adicionalmente, vários resíduos apresentaram ocupação acima de 90%, evidenciando 

elevada persistência dessas interações ao longo do tempo. 

 Em contrapartida, o sistema 𝑖 5  apresentou apenas dois resíduos com 

ocupação acima de 60%, ambos não observados nos demais sistemas analisados. 

Além disso, os valores de desvios padrão foram consistentemente mais elevados, 

refletindo maior dispersão dos dados e, consequentemente, menor estabilidade das 

interações. 
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Tabela 3.8 – Top 10 resíduos da TcP21 de maior frequência de ocupação de ligações de hidrogênio,  

por sistema. 

 

𝑖 1  𝑖 2  𝑖 3  

Resíduo Ocupação / % Resíduo Ocupação / % Resíduo Ocupação / % 

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 

𝑖 4  𝑖 5    

Resíduo Ocupação / % Resíduo Ocupação / %   

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-padrão de cinco réplicas independentes por sistema. 

As frequências de ocupação foram calculadas independentemente do número de parceiros ligantes 

da proteína CXCR4. 

Fonte: Autor, 2026. 
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Figura 3.13 – Frequências de ocupação de ligações de hidrogênio dos resíduos da TcP21, por sistema.  

 

Fonte: Autor, 2026. 
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3.2.3.1 Caracterização temporal dos contatos entre TcP21 e CXCR4 

 

 Após a identificação dos resíduos mais prováveis de interface da TcP21, foi 

realizada uma análise exploratória das interações com a CXCR4, considerando o 

número, a frequência e a estabilidade dos contatos. Essa análise não se restringiu 

aos resíduos previamente definidos como de interface, uma vez que resíduos 

auxiliares também poderiam contribuir para a estabilização do complexo. 

 A caracterização dos contatos foi conduzida sob uma perspectiva temporal, 

contemplando: (𝑖) a variabilidade de parceiros de interação por resíduo da TcP21; (𝑖𝑖) 

a identificação dos pares TcP21–CXCR4 mais recorrentes durante a estabilização do 

complexo; (𝑖𝑖𝑖) a distribuição do perfil temporal dos contatos mais prováveis; e (𝑖𝑖) a 

distribuição qualitativa dos tipos de forças intermoleculares estabilizantes do 

complexo. 

 

3.2.3.2 Variabilidade de parceiros de interação da TcP21 

 

 Inicialmente, os resíduos da proteína TcP21 foram avaliados quanto ao número 

de parceiros únicos e totais, considerando consensos em regimes intrassistema e 

intersistema, e classificados adicionalmente de acordo com a evolução dinâmica dos 

contatos. Para cada sistema, foram selecionados os dez resíduos com maior número 

de parceiros únicos, enquanto na análise agrupada se considerou os 15 resíduos com 

maior número total de parceiros. Os resultados são apresentados na Figura 3.14. 

 A análise do conjunto agrupado indicou que a estabilização do complexo 

TcP21–CXCR4 se concentrou na região contínua previamente descrita, evidenciando 

sua relevância funcional. Observou-se a formação de um núcleo de interação 

predominantemente estável, centrado nos resíduos HIS28–HIS35, ao redor do qual 

se organizaram resíduos com maior plasticidade, incluindo ARG24 e PHE39. Esses 

resíduos apresentaram maior frequência de contatos emergentes, sugerindo 

participação em processos de adaptação estrutural e ajuste induzido dos modos de 

ligação ao longo das simulações. 
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Figura 3.14 – Resíduos de maior número de contatos da proteína TcP21, por sistema e agrupado.  

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Nos sistemas individuais, 𝑖 1 − 𝑖 4  apresentaram um padrão convergente, 

caracterizado pela manutenção do núcleo de interações composto pela tríade HIS32, 

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

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

foi identificado um comportamento recorrente de resíduos periféricos com maior 

variabilidade do perfil dinâmico, como ARG24, PHE39, TYR26 e LYS23, sugerindo um 

papel na modulação da interface sem comprometer a estabilidade do seu núcleo. Em 

contraste, o sistema 𝑖 5  apresentou um perfil único, com predomínio de interações 

envolvendo resíduos na região N-terminal da TcP21, como MET1, ARG2, PHE11 e 

LEU12, implicando um modo de ligação divergente dos demais. 
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3.2.3.3 Recorrência de pares de resíduos TcP21–CXCR4 

 

 A análise dos pares mais recorrentes entre CXCR4 e TcP21, mostrada na 

Figura 3.15, indicou regiões de interação espacialmente distribuídas e funcionalmente 

coordenadas. A TcP21 não se limitou a uma única região do receptor, estabelecendo 

interações simultâneas com diferentes domínios transmembranares e loops 

extracelulares. Esse arranjo resultou em uma rede de contatos envolvendo os 

domínios ECL2, TM3, TM5, TM6 e TM7. Em termos globais, a rede foi dominada por 

contatos consistentemente estáveis, sem a ocorrência de interações transientes ou 

desestabilizantes, indicando elevada reprodutibilidade e persistência dinâmica desses 

pares. 

 

Figura 3.15 – Top 30 pares de resíduos entre TcP21 e CXCR4 de maior recorrência agrupada. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 O mapeamento dos resíduos da TcP21 mostrou que todos os resíduos 

envolvidos nas interações estavam contidos na região de interface delimitada por 

ARG24–HIS36, em concordância com a proposta anterior. Essa região apresentou 

uma organização funcional que pôde ser subdividida em diferentes contribuições. O 

núcleo da interface foi definido pelos resíduos HIS32, LYS33 e ARG34, que atuaram 
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como centros de conectividade ao estabelecerem múltiplas interações com domínios 

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 resíduos TYR26 e PRO31, situados na porção N-terminal da 

interface, apresentaram interações preferenciais com o domínio ECL2, indicando 

possível contribuição para o ancoramento inicial da TcP21 ao receptor. Por outro lado, 

HIS35 e HIS36 interagiram majoritariamente com os domínios TM6 e TM7, sugerindo 

participação na estabilização do complexo em regiões mais profundas do vestíbulo 

extracelular. 

 O mapeamento dos resíduos na CXCR4 indicou uma organização hierárquica 

das regiões de interação, com domínios centrais e contribuições periféricas bem 

definidas. O domínio TM6 destacou-se como principal região de interação, 

especialmente por meio do resíduo ASP262, que apresentou elevada recorrência de 

contatos com o núcleo da interface da TcP21. Esse padrão sugeriu que TM6 atuou 

como um centro estrutural de interação, capaz de acomodar diferentes cadeias 

laterais. Tal observação foi consistente com dados estruturais prévios de GPCR 

(Hauser et al., 2021; Hilger et al., 2018; Zhou et al., 2019), ainda que este estudo não 

tenha abordado diretamente mecanismos de ativação ou inibição do receptor. 

 O domínio ECL2, por sua vez, apresentou interações altamente reprodutíveis 

que caracterizaram uma superfície de ancoramento periférica. A combinação de 

propriedades hidrofóbicas e polares nessa região sugeriu flexibilidade local, 

permitindo acomodação conformacional sem perda de estabilidade, o que reforçou 

seu papel na estabilização da porção N-terminal da interface de interação da TcP21. 

 Além disso, os domínios TM5 e TM7 contribuíram para a expansão da rede de 

contatos em direção ao vestíbulo extracelular, atuando de forma cooperativa para 

aumentar a área de contato entre as proteínas. Ainda que menos recorrentes, essas 

contribuições reforçaram a ideia de que a estabilidade do complexo emergiu de 

múltiplas contribuições distribuídas. Por fim, resíduos aromáticos no domínio TM3 

possivelmente desempenharam um papel na estabilização geométrica da interface, 

associado ao empacotamento local e à orientação das cadeias laterais. 

 A observação de interações “Emergentes” foi indicativa da ocorrência de 

rearranjos locais na interface de interação, contudo, como a distribuição majoritária de 
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contatos foi do tipo “Persistentes”, sugere-se que esses rearranjos possivelmente se 

restringiram a reorientações de cadeias laterais. Dado que a seleção dos pares se 

baseou na ocorrência cumulativa entre os sistemas, sem discriminação explícita entre 

diferentes modos de ligação, o sistema 𝑖 5  foi incluído na análise. 

 A alta reprodutibilidade de parte dos pares identificados foi compatível com a 

existência de um núcleo interativo conservado entre os sistemas. Por outro lado, a 

distribuição das interações por múltiplos domínios do receptor sugeriu que diferentes 

modos de ligação possam ter enfatizado subconjuntos específicos de contatos 

interfaciais, resultando em arranjos estruturalmente relacionados, porém distintos. 

 Assim, os dados sustentaram um modelo de interação no qual a TcP21 

estabeleceu uma rede de contatos distribuída ao longo das regiões extracelulares e 

vestibulares da CXCR4, com interações predominantes nos domínios TM6 e ECL2 e 

estabilizada por contribuições complementares ao longo do receptor. 

 

3.2.3.4 Distribuição do perfil temporal de contatos 

 

 Em sequência, considerando-se agora todos os contatos observados e não 

apenas os 30 pares mais recorrentes, os perfis temporais foram distribuídos em 

regimes intrassistema e intersistema, conforme apresentado na Figura 3.16. A análise 

detalhada por sistema revelou heterogeneidade entre os sistemas, permitindo a 

caracterização individual de seus perfis de contatos. 
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Figura 3.16 – Distribuição dos perfis temporais dos pares de resíduos entre TcP21 e CXCR4, por 

sistema e agrupado. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Os sistemas 𝑖 1 , 𝑖 3  e 𝑖 4  constituíram um grupo com comportamento 

temporal semelhante, marcado pela dominância de interações “Persistentes”.  

 O sistema 𝑖 3  destacou-se por apresentar a maior fração de contatos 

persistentes e a menor ocorrência de interações desestabilizantes, indicando que 

poucas reorganizações interfaciais ocorreram durante as simulações em relação ao 

estado inicial. O sistema 𝑖 1  seguiu essa tendência, embora com maior participação 

de interações “Emergentes”, sugerindo ajustes estruturais adicionais ao longo da 

simulação. Em contraste, o sistema 𝑖 4  apresentou o maior número de interações 

emergentes entre todos os sistemas, indicando maior flexibilidade da interface, ainda 

que mantendo um núcleo estável predominante. 

 De modo geral, esses resultados sugeriram que, para esse grupo, os modos 

de ligação iniciais já representaram configurações favoráveis para a interação entre 

TcP21 e CXCR4. 
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 O sistema 𝑖 2  ocupou uma posição intermediária no conjunto analisado. 

Apesar da predominância de interações “Persistentes”, esse sistema apresentou a 

maior ocorrência de contatos “Desestabilizantes”. Esse comportamento indicou uma 

redução relativa na estabilidade dinâmica, em vez de um processo 

predominantemente adaptativo. Além disso, ao contrário do observado para o sistema 

𝑖 4 , a menor contribuição de interações “Emergentes” sugeriu a ausência de 

compensação efetiva para as perdas de contato. 

 O sistema 𝑖 5  apresentou o comportamento mais discrepante entre os 

sistemas analisados. Diferentemente dos demais, exibiu predominância de interações 

“Emergentes”, em detrimento das interações “Persistentes”, configurando, assim, um 

perfil dinâmico distinto. Esse padrão sugeriu que a estabilidade observada foi 

alcançada principalmente por meio da formação de novos contatos ao longo da 

trajetória, e não pela preservação de um núcleo interativo inicial. A reduzida ocorrência 

de interações “Desestabilizantes” indicou que a divergência observada não resultou 

de instabilidade acentuada, mas sim de uma configuração inicial com menor 

densidade de contatos. Assim, as interações emergentes passaram a desempenhar 

um papel central na estabilização do sistema. Em função desse comportamento, o 

sistema 𝑖 5  não foi incluído na análise agrupada, de forma a evitar a introdução de 

viés associado a um modo de ligação possivelmente menos representativo. 

 A análise do conjunto agrupado evidenciou a predominância de contatos 

classificados como “Persistentes”. Esse resultado indicou que, ao longo das 20 

trajetórias, a interação entre TcP21 e CXCR4 foi caracterizada por elevada 

persistência e por estabilidade estrutural, compatível com a existência de um núcleo 

interativo bem definido. Adicionalmente, foi observada uma contribuição secundária 

de contatos “Emergentes”, sugerindo que, embora os modos de ligação iniciais 

tenham desempenhado um papel central, houve adaptação estrutural com formação 

de novos contatos estáveis ao longo das simulações. Esse comportamento foi 

consistente com mecanismos de ajuste conformacional induzido. 

 Por outro lado, contatos “Desestabilizantes” foram pouco frequentes, e 

interações “Transientes” praticamente não contribuíram para a distribuição global. 

Essa distribuição sugeriu que a dissociação das interações iniciais foi incomum e 

predominantemente persistente, não refletindo flutuações reversíveis. Em conjunto, 
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os resultados descreveram um mecanismo de interação governado por um núcleo 

interativo estável, complementado por contribuições adaptativas de menor magnitude. 

 

3.2.3.5 Distribuição qualitativa das forças de interação 

 

 Por fim, realizou-se uma análise qualitativa da distribuição das forças 

intermoleculares estabilizantes do complexo. Conforme descrito na seção 3.1.6.1, a 

classificação baseou-se na inferência da natureza das interações a partir das 

propriedades físico-químicas dos resíduos envolvidos, ponderadas por seus valores 

relativos de ocorrência. Os resultados são apresentados na Figura 3.17. 

 

Figura 3.17 – Distribuição das forças intermoleculares de estabilização entre os pares de resíduos 

TcP21–CXCR4, por sistema e agrupado. 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 A avaliação individual dos sistemas 𝑖 1 − 𝑖 4  revelou um perfil consistente, 

com predominância de interações de van der Waals, seguidas por contribuições 

eletrostáticas e por um balanço semelhante entre contatos polares e hidrofóbicos. 

Esse arranjo sugere que a estabilização do complexo seja majoritariamente conduzida 

por complementaridade estérica e empacotamento interfacial, enquanto as demais 

interações contribuam para o refinamento da estabilidade e da especificidade. As 

diferenças observadas entre esses sistemas foram essencialmente de natureza 

quantitativa, sugerindo ajustes conformacionais dentro de um mesmo regime de 

interação, e não a presença de mecanismos de interação fundamentalmente distintos. 

  Em contraste, o sistema 𝑖 5  apresentou um perfil divergente, caracterizado 

pela predominância de interações hidrofóbicas e pela redução expressiva de 

interações de van der Waals, além de participação mínima de contribuições 

eletrostáticas e polares. Esse comportamento sugeriu um regime de estabilização 

distinto, associado a uma menor eficiência de empacotamento e à limitação na 

formação de interações direcionais. Dessa forma, o sistema 𝑖 5  foi interpretado 

novamente como um estado menos representativo que os demais, não sendo incluído 

na análise agrupada e mantido apenas para avaliação individual. 

 Restrita ao subconjunto de sistemas 𝑖 1 − 𝑖 4 , a análise agrupada sugeriu que 

interações do tipo van der Waals constituíram a principal força estabilizante do 

complexo TcP21–CXCR4. A magnitude dessa força reforçou a importância do 

empacotamento interfacial e da complementaridade geométrica na manutenção da 

interface. 

 Adicionalmente, interações eletrostáticas, hidrofóbicas e polares contribuíram 

em proporções relativamente equilibradas, sugerindo atuação conjunta na modulação 

da estabilidade. Embora individualmente menos expressivas, essas interações 

contribuíram possivelmente para o refinamento da interface e para a especificidade 

dos modos de ligação. Assim, os dados sugeriram um modelo de interação em que o 

núcleo do complexo é definido por interações de van der Waals, sendo reforçado por 

contribuições auxiliares que aumentam a especificidade e a direcionalidade das 

interações. 
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3.2.4 Correlação das interfaces de interação identificadas 

 

 De maneira geral, os resultados indicaram um modelo de interação marcado 

por pronunciada assimetria estrutural entre TcP21 e CXCR4. Enquanto a TcP21 

apresentou uma região de interface contínua e bem definida, centrada na região dos 

resíduos LYS23–PHE39, a CXCR4 exibiu uma interface distribuída, envolvendo 

múltiplos domínios extracelulares e transmembranares. 

 A interação foi organizada em dois níveis funcionais complementares. O 

primeiro correspondeu a um núcleo estabilizador, formado principalmente pelos 

domínios TM6, TM7 e TM5, responsável pela manutenção da estabilidade 

conformacional do complexo no interior do vestíbulo extracelular. O segundo nível 

envolveu os domínios ECL2 e TM1/N-terminal, que atuaram como regiões periféricas 

de ancoragem, contribuindo para ajustes conformacionais e acomodação estrutural 

na região extracelular. A Figura 3.18 ilustra o complexo TcP21–CXCR4, com os 

respectivos vestíbulos extracelulares dos domínios e região de interface destacadas. 

 

Figura 3.18 – Complexo interativo TcP21–CXCR4. Em azul escuro: domínios TM5, TM6 e TM7. Em 

azul claro: domínios ECL2 e TM1/N-terminal. Da esquerda para a direita: vistas frontal e superior.  

 

Fonte: Autor, 2026. 
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 Essa configuração heterogênea favoreceu a formação de uma interface ampla 

e dinâmica, consistente com um mecanismo de ajuste conformacional induzido. O 

núcleo interativo apresentou elevada estabilidade, enquanto resíduos periféricos, 

dotados de maior plasticidade conformacional, contribuíram para a modulação da 

interface por meio do estabelecimento de contatos emergentes. 

 Sob uma perspectiva mecanicista, a estabilidade das interações entre TcP21 e 

CXCR4 foi predominantemente governada por interações de van der Waals, indicando 

a importância da complementaridade geométrica entre as superfícies de contato das 

biomoléculas. Em paralelo, interações eletrostáticas e polares contribuíram para a 

especificidade e direcionalidade das interações. 
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3.3 CONCLUSÃO 

 

 No presente estudo, múltiplos modos de ligação do complexo TcP21–CXCR4 

foram obtidos por ancoragem molecular e subsequentemente avaliados por 

simulações de dinâmica molecular multirréplicas em ambiente biomimético, incluindo 

bicamada lipídica com composição análoga à de células de macrófagos. A análise de 

consenso entre as trajetórias identificou um segmento contínuo na TcP21, 

compreendendo os resíduos LYS23–PHE39, com características típicas de interface 

de interação proteína-proteína. Na CXCR4, os domínios TM5, TM6 e TM7 constituíram 

um núcleo estrutural estabilizado no interior do vestíbulo extracelular, enquanto os 

domínios ECL2 e TM1/N-terminal apresentaram maior flexibilidade conformacional. 

Essa organização estrutural assimétrica favoreceu a formação de uma interface ampla 

e modular, sustentada por uma rede de contatos intermoleculares consistentes. A 

estabilização do complexo foi predominantemente governada por interações de van 

der Waals, indicativas de complementaridade geométrica, com contribuições 

adicionais de interações eletrostáticas e polares, conferindo direcionalidade ao 

reconhecimento molecular. 
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4 CONCLUSÃO GERAL 

 

 Decorridos 117 anos desde sua descoberta, a doença de Chagas permanece 

um mal que impacta profundamente o bem-estar e as condições socioeconômicas de 

milhares de indivíduos ao redor do mundo. Apesar dos avanços no entendimento de 

sua fisiopatologia, ainda não há um tratamento plenamente eficaz. O desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas é limitado por fatores como a complexidade 

biológica do parasita T. cruzi, a elucidação incompleta de seus mecanismos de 

infecção e a dificuldade na identificação de alvos moleculares e sítios de ligação 

suscetíveis à modulação. Nesse contexto, abordagens computacionais configuram-se 

como ferramentas estratégicas de baixo custo para a prospecção inicial de alvos 

moleculares, contribuindo para o direcionamento de estudos experimentais. 

 Na presente tese, a proteína TcP21 foi caracterizada estrutural e 

funcionalmente in silico por meio de dois estudos complementares. Primeiramente, a 

identificação de um sítio de ligação consistente entre diferentes metodologias sugeriu 

a existência de uma região capaz de estabelecer interações dinamicamente estáveis 

com grupos químicos específicos. Em paralelo, a caracterização da interface TcP21–

CXCR4 sugeriu a existência de um arranjo estrutural compatível com interface de 

interação proteína-proteína, sustentada predominantemente por complementaridade 

geométrica, com contribuições eletrostáticas e polares conferindo direcionalidade ao 

processo de associação. 

 A análise conjunta desses resultados sugeriu a existência de regiões 

funcionalmente especializadas na TcP21, no contexto do reconhecimento molecular 

de moléculas farmacofóricas e da interação com o receptor do hospedeiro. Nesse 

contexto, os resultados oferecem uma perspectiva direcionada sobre determinantes 

estruturais potencialmente associados à função dessa proteína. 

 Na ausência de validação experimental, os resultados devem ser interpretados 

como observações preliminares. Nesse sentido, ensaios de mutagênese sítio-dirigida 

poderiam ser empregados para a validação experimental das regiões propostas. 

Ademais, estratégias como o desenho racional de fármacos ou a engenharia de 

epítopos poderiam ser empregadas como abordagens voltadas à modulação seletiva 

das interações mediadas pela TcP21, sob um possível viés terapêutico. 
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APÊNDICE A – ROTINA DE IDENTIFICAÇÃO DE RESÍDUOS INTERFACIAIS 

 

 O método utilizado nesta tese para a identificação dos resíduos interfaciais 

mais prováveis do complexo TcP21–CXCR4, fundamentado em uma análise de 

consenso derivada de cálculos de Δ SASA , foi organizado como um fluxograma de 

trabalho e apresentado de forma geral na Figura A.1. A rotina de análise foi 

apresentada de forma detalhada nas seções seguintes, incluindo todas as etapas 

necessárias à sua implementação e validação. 

 

Figura A.1 – Fluxograma geral da rotina de identificação de resíduos interfaciais.  

 

Fonte: Autor, 2026. 
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i. Etapa de processamento 

 

 A identificação preliminar dos resíduos interfaciais foi realizada a partir das 

trajetórias de dinâmica molecular amostradas, considerando-se cada réplica de forma 

independente. 

 

a. Cálculo de Δ SASA  

 

 Para cada frame amostrado, determinou-se a SASA  de cada resíduo. A 

variação de acessibilidade ao solvente foi quantificada por meio de Δ SASA 𝑖(𝑖), 

definida como a diferença entre os estados não ligado e ligado: 

Δ SASA 𝑖(𝑖) = SASA 𝑖, não  ligado (𝑖) − SASA 𝑖, ligado (𝑖) (1)  

onde os termos representam, respectivamente, a área exposta ao solvente do resíduo 

𝑖 em cada estado, em cada frame 𝑖. 

 

b. Cálculo de frequências de ocupação 

 

 A partir dessas séries temporais de Δ SASA , foram calculadas, para cada 

resíduo, estatísticas descritivas (média, mediana e desvio-padrão) e as frequências 

de ocupação parciais associadas a três faixas de área de corte: (𝑖) 10 ≤ Δ SASA 𝑖 <

30 Å 2 ; (𝑖𝑖) 30 ≤ Δ SASA 𝑖 < 50 Å 2 ; e (𝑖𝑖𝑖) Δ SASA 𝑖 ≥ 50 Å 2. Os intervalos utilizados 

refletem diferentes intensidades de interação interfacial, estimados com base em 

topologias de interfaces de proteínas (Belapure et al., 2023; Bogan; Thorn, 1998; 

Jones; Thornton, 1997; Levy, 2010). 

 A frequência de ocupação total foi expressa como: 

𝑖 𝑖
total =  ∑ 𝑖

𝑖

(𝑖 )
3

𝑖 = 1

(2)  

sendo cada componente calculada por: 
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𝑖
𝑖

(1)
=

1

𝑖
∑ 𝑖 ( 10 ≤ Δ SASA 𝑖(𝑖) < 30 Å 2)
𝑖

𝑖= 1

𝑖
𝑖

(2)
=

1

𝑖
∑ 𝑖
𝑖

𝑖= 1

( 30 ≤ Δ SASA 𝑖(𝑖) < 50 Å 2)

𝑖
𝑖

(3)
=

1

𝑖
∑ 𝑖
𝑖

𝑖= 1

(Δ SASA 𝑖(𝑖) ≥ 50 Å 2)

 (3)  

onde 𝑖  representa o número total de frames e 𝑖(𝑖) é a função indicadora, que assume 

valor 1 quando a condição é satisfeita e 0 caso contrário. 

 Por fim, foram selecionados os resíduos que satisfizeram simultaneamente os 

seguintes critérios: (𝑖) mediana (𝑖̃Δ SASA ) maior ou igual a 10 Å2; (𝑖𝑖) média (𝑖̅Δ SASA ) 

maior ou igual ao desvio-padrão (𝑖Δ SASA ); e (𝑖𝑖𝑖) frequência de ocupação total (𝑖 𝑖
total ) 

maior ou igual a 0,3. Esses critérios permitiram a seleção de resíduos com exposição 

consistente ao solvente e relevância potencial para a interface. 

 

ii. Etapa de Pontuação 

 

 Os resíduos remanescentes após a triagem inicial foram pontuados por meio 

de uma função de pontuação multimétrica, construída a partir de três descritores 

complementares: (𝑖) magnitude de exposição ao solvente; (𝑖𝑖) persistência temporal 

de interação; e (𝑖𝑖𝑖) confiabilidade estatística das estimativas. 

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

𝑖 𝑖 =
1

3
( S ̂𝑖

 𝑖𝑖𝑖 + S ̂𝑖
 𝑖𝑖𝑖 + S ̂𝑖

 𝑖𝑖𝑖 )  (4)  

em que 𝑖 𝑖 denota a pontuação do resíduo 𝑖, enquanto S ̂𝑖
 𝑖𝑖𝑖

, S ̂𝑖
 𝑖𝑖𝑖

 e S ̂𝑖
 𝑖𝑖𝑖  representam, 

respectivamente, as contribuições normalizadas de magnitude, persistência e 

confiabilidade estatística. 

 A normalização foi aplicada individualmente a cada descritor, em intervalo [0,1], 

permitindo sua consolidação direta na pontuação final. A escolha dos pesos iguais 

refletiu a ausência de evidência prévia que justificasse a priorização de um descritor 

em relação aos demais. 
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a. Pontuação de magnitude 

 

 A pontuação de magnitude de exposição ao solvente foi definida a partir da 

mediana (𝑖̃)  de Δ SASA 𝑖, a qual foi utilizada como medida robusta de tendência central 

de exposição ao solvente do resíduo 𝑖. A pontuação não normalizada foi atribuída 

conforme as faixas previamente estabelecidas: 

S𝑖
 𝑖𝑖𝑖

=

{

3, 𝑖̃Δ SASA 𝑖
≥ 50 Å 2

2, 30 ≤ 𝑖̃Δ SASA 𝑖
< 50 Å 2

1, 10 ≤ 𝑖̃Δ SASA 𝑖
< 30 Å 2

(5)  

 A forma normalizada da pontuação de magnitude foi obtida por: 

S ̂𝑖
 𝑖𝑖𝑖

=
1

3
S𝑖

 𝑖𝑖𝑖
 (6)  

 

b. Pontuação de persistência 

 

 A pontuação de persistência temporal de interação foi construída a partir de 

dois descritores: (𝑖) a frequência de ocupação total e (𝑖𝑖) a distribuição das 

frequências parciais, associadas a intervalos mutuamente exclusivos de Δ SASA 𝑖. 

 A componente de frequência de ocupação total foi definida como: 

S 𝑖
 𝑖𝑖𝑖 , oc =

{

3, 𝑖 𝑖
𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 ≥ 0,7

2, 0,5 ≤ 𝑖 𝑖
𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 < 0,7

1, 0,3 ≤ 𝑖 𝑖
𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 < 0,5

(7)  

 A componente de distribuição das frequências parciais foi definida com base 

na condição de alguma das frequências de ocupação parcial (𝑖
𝑖

(𝑖 )
) ter tido valor igual 

ou superior a 0,5 (50%), representando que o Δ SASA 𝑖 do resíduo analisado 

permaneceu uma fração predominante de frames em alguma das faixas de área de 

corte definidas anteriormente. Nesses casos, a pontuação foi atribuída conforme o 

valor da faixa predominante: 
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S𝑖
 𝑖𝑖𝑖 ,𝑖𝑖𝑖𝑖 =

{

3, 𝑖
𝑖

(3)
≥ 0,5

2, 𝑖
𝑖

(2)
≥ 0,5

1, 𝑖
𝑖

(1)
≥ 0,5

(8)  

 Quando nenhuma frequência de ocupação parcial apresentou predominância, 

atribuiu-se S 𝑖
 𝑖𝑖𝑖 ,𝑖𝑖𝑖𝑖

 igual a 1,5, caracterizando um comportamento dinâmico com 

transições frequentes entre diferentes regimes de interação interfacial. 

 A forma normalizada da pontuação de persistência foi obtida por: 

S ̂𝑖
 𝑖𝑖 =

1

6
(S 𝑖

 𝑖𝑖𝑖 , oc + S𝑖
 𝑖𝑖𝑖 ,𝑖𝑖𝑖𝑖 ) (9)  

 

c. Pontuação de confiabilidade estatística 

 

 A pontuação de confiabilidade estatística foi baseada na relação sinal-ruído 

(SNR , do inglês signal-to-noise ratio) dos valores de Δ SASA 𝑖, definida como 

SNR 𝑖 =
𝑖̅Δ SASA 𝑖

𝑖Δ SASA 𝑖

 (10)  

onde 𝑖̅Δ SASA 𝑖
 e 𝑖Δ SASA 𝑖

 representam, respectivamente, a média e o desvio-padrão da 

série temporal. 

 A pontuação não normalizada foi atribuída conforme: 

S 𝑖
 𝑖𝑖𝑖 =

{

3, SNR 𝑖 ≥ 3,0

2, 2,0 ≤ SNR 𝑖 < 3,0

1, 1,0 ≤ SNR 𝑖 < 2,0

(11)  

 A forma normalizada da pontuação de confiabilidade foi obtida por: 

𝑖 𝑖̂
 𝑖𝑖𝑖 =

1

3
𝑖 𝑖

 𝑖𝑖𝑖 (12)  
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iii. Análise de consenso intrassistema 

 

 Após a etapa de pontuação, apenas os resíduos com 𝑖 𝑖 ≥ 0,7 foram 

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

candidatos com maior confiabilidade de pertencerem à interface de interação. 

 Para cada resíduo, calculou-se sua frequência de ocorrência intrassistema, em 

intervalo [1, 5], definida como 

𝑖𝑖
 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 = ∑ 𝑖( C

𝑖

(𝑖)
)

5

𝑖= 1

 (13)  

em que C
𝑖

(𝑖)
 corresponde à condição de ocorrência do resíduo 𝑖 na réplica 𝑖. 

 Com base nessa métrica, os resíduos foram classificados como “Conservados”, 

quando presentes em 100% das réplicas de um mesmo sistema, ou “Recorrentes”, 

quando presentes em pelo menos 60% das réplicas. Resíduos que satisfizeram o 

critério de corte de pontuação, mas não encaixaram nas classificações estabelecidas, 

foram desconsiderados na etapa de determinação por consenso global. 
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APÊNDICE B – ROTINA DE CARACTERIZAÇÃO TEMPORAL DE CONTATOS 

 

 O método utilizado nesta tese para a caracterização temporal dos contatos 

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

de forma geral na Figura B.1. A rotina de análise foi apresentada de forma detalhada 

nas seções seguintes, incluindo todas as etapas necessárias à sua implementação e 

validação. 

 

Figura B.1 – Fluxograma geral da rotina de caracterização temporal de contatos. 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

i. Etapa de processamento 

 

 A caracterização temporal dos contatos intermoleculares foi realizada a partir 

das trajetórias de dinâmica molecular amostradas, considerando-se cada réplica de 

forma independente. Inicialmente, foram avaliadas todas as combinações possíveis 

de resíduos. Contatos intramoleculares não foram considerados. 

 Para cada frame 𝑖 amostrado, calcularam-se as distâncias entre todos os 

átomos diferentes de hidrogênio pertencentes a cada par de resíduos. A distância 

mínima observada para cada par 𝑖𝑖 foi utilizada como descritor de distância em cada 
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frame, originando uma nova série temporal de distâncias mínimas para cada par 

(𝑖𝑖𝑖
 𝑖𝑖𝑖 (𝑖)). 

 Com base nessas novas séries, adotou-se uma distância de corte de 4 Å para 

a definição de contato intermolecular, calculando-se a frequência de ocupação total, 

expressa como 

𝑖 𝑖𝑖
total =

1

𝑖
∑ 𝑖 (𝑖𝑖𝑖

 𝑖𝑖𝑖 (𝑖) ≥ 4 Å )
𝑖

𝑖= 1

 (14)  

 Paralelamente, para avaliar a estabilidade temporal desses contatos, cada 

trajetória foi segmentada em três janelas (𝑖 𝑖 ) de mesmo número de frames, e as 

frequências de ocupação parciais (𝑖
𝑖𝑖

(𝑖 𝑖 )
) foram recalculadas em cada janela, gerando 

frações correspondentes ao início, meio e fim da trajetória. Foram considerados para 

análises subsequentes os pares de resíduos cuja frequência de ocupação total ou 

qualquer uma das frequências de ocupação parcial tenha apresentado valor maior ou 

igual a 0,5. 

 

ii. Análise de consenso intrassistema 

 

 Dentre os pares restantes, a recorrência dos contatos entre réplicas de um 

mesmo sistema foi avaliada por meio de uma análise de consenso. Para cada par de 

resíduos, calculou-se sua frequência de ocorrência, em intervalo [1,5], conforme 

definida em (13). 

 

iii. Categorização da evolução temporal 

 

 A estabilidade temporal dos contatos foi analisada a partir das frequências de 

ocupação parciais calculadas anteriormente. A evolução temporal entre janelas 

sequenciais foi quantificada pela razão de frequência de ocupação (𝑖
𝑖𝑖

( 𝑖 →𝑖+ 1)
), definida 

por: 



147 
 

 

𝑖
𝑖𝑖

(𝑖 →𝑖 + 1)
=

𝑖
𝑖𝑖

(𝑖 𝑖 + 1 )

𝑖
𝑖𝑖

(𝑖 𝑖 )
+ 𝑖

 (15)  

onde 𝑖 > 0 evita divisão por zero. 

 As razões calculadas foram interpretadas segundo um critério de tolerância de 

± 25%, de modo que aumentos significativos (𝑖 ≥ 1,25), reduções significativas (𝑖 ≤

0,75) e variações não significativas (0,75 < 𝑖 < 1,25) pudessem ser distinguidos. A 

combinação das duas transições consecutivas (𝑖 1 → 𝑖 2  e 𝑖 2 → 𝑖 3) resultou em nove 

categorias dinâmicas distintas (Tabela B.1), posteriormente consolidadas em quatro 

classes funcionais (Tabela B.2). 

 

Tabela B.1 – Matriz de categorização temporal baseada nas transições entre janelas consecutivas.  

  𝑖 2 → 𝑖 3  

  Sem variação Aumento Redução 

𝑖
1
→

𝑖
2

 

Sem variação Consistentemente Estável Estabilização Tardia Desestabilização Tardia 

Aumento Estabilizante Emergente Pico Transiente 

Redução Desestabilização Inicial Vale Transiente Desestabilizante 

Fonte: Autor, 2026. 

 

Tabela B.2 – Consolidação das categorias temporais em classes funcionais e suas respectivas 

interpretações físicas. 

Classe Funcional Categoria Temporal Interpretação Física 

Persistente Consistentemente Estável Persistência ao longo de toda a trajetória 

Emergente 
Estabilização Tardia 
Emergente 

Estabilizante 

Formação ou fortalecimento progressivo 

Transiente Vale Transiente Enfraquecimento seguido de fortalecimento 

Desestabilizante 

Desestabilização Tardia 
Pico Transiente 
Desestabilização Inicial 

Desestabilizante 

Enfraquecimento ou desaparecimento 
progressivo 

Fonte: Autor, 2026. 
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iv. Caracterizações baseadas em contatos 

 

a. Distribuição do perfil temporal dos contatos 

 

 A distribuição do perfil temporal dos contatos foi obtida com base nas classes 

funcionais e frequências de ocorrências de pares, descritas anteriormente. A análise 

foi realizada em dois regimes distintos: (𝑖) por sistema (intrassistema) e (𝑖𝑖) agrupada 

(intersistema). 

 Em cada sistema, foi contabilizado o número de pares de resíduos associados 

a cada classe funcional, permitindo descrever a composição de perfis temporal dentro 

de cada conjunto de réplicas. Para a análise agrupada, as contribuições de cada 

classe foram obtidas pela soma das frequências de ocorrência ao longo de todos os 

sistemas, de modo que cada contato contribuiu proporcionalmente à sua recorrência. 

Os valores cumulativos resultantes, em intervalo [1,25], foram normalizados e 

convertidos em porcentagens, possibilitando a comparação entre classes funcionais 

em um contexto global. 

 

b. Variabilidade de parceiros de interação por resíduo 

 

 Os resíduos da TcP21 com maior conectividade foram identificados 

considerando duas perspectivas distintas: (𝑖) diversidade de contatos e (𝑖𝑖) 

persistência de contatos. 

 Para cada sistema, a conectividade foi definida como o número de parceiros 

de interação únicos, permitindo identificar resíduos com maior diversidade de 

contatos. Nessa perspectiva, para cada resíduo da TcP21, cada par foi contabilizado 

uma única vez, independentemente de sua frequência de ocorrência. Na análise 

agrupada, a conectividade foi redefinida em termos de persistência de contatos. Para 

cada resíduo da TcP21, foram somadas as frequências de ocorrência de todos os 

pares, ao longo de todos os sistemas. Essa soma resultou em uma medida cumulativa 

na qual valores mais elevados indicam não somente maior número de possíveis 
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contatos, mas também maior recorrência de contatos. Independente da perspectiva 

considerada, os contatos também foram organizados segundo as classes funcionais 

temporais. 

 Os resíduos foram ordenados em ordem decrescente de conectividade. Em 

casos de empate, aplicou-se uma soma ponderada conforme a classificação temporal 

dos contatos, com pesos 3 (“Persistentes”), 2 (“Emergentes”), 1 (“Transientes”) e 0 

(“Desestabilizantes”), seguida de ordenação alfabética quando necessário. Na análise 

agrupada, por se tratar de hubs estabilizantes, contatos classificados como 

“Desestabilizantes” não foram considerados na somatória cumulativa de ocorrência. 

 

c. Recorrência de pares de resíduos 

 

 Os pares de resíduos mais recorrentes foram identificados somente a partir da 

análise agrupada dos sistemas, considerando a frequência de ocorrência desses 

contatos ao longo de todas as réplicas. Nesse contexto, cada par foi tratado como 

uma unidade independente. Para cada par de resíduos, foi calculada a frequência de 

ocorrência cumulativa, em intervalo [1, 25]. Adicionalmente, as contribuições foram 

organizadas segundo as classes funcionais temporais previamente definidas. Os 

pares foram classificados em ordem decrescente de frequência de ocorrência 

cumulativa. Em situações de empate, foi aplicado um critério de desempate 

consistente com o adotado anteriormente. 

 

d. Distribuição qualitativa das forças de interação 

 

 As forças intermoleculares associadas aos contatos foram caracterizadas por 

meio de uma abordagem qualitativa aplicada individualmente a cada par de resíduos.  

 Inicialmente, os aminoácidos foram categorizados em quatro classes 

funcionais, de acordo com suas propriedades físico-químicas (Tabela B.3). 
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Tabela B.3 – Categorização dos aminoácidos em classes funcionais segundo suas propriedades físico-

químicas. 

Classes Funcionais Aminoácidos Correspondentes 

Hidrofóbico 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 combinações entre essas classes, cada par foi associado a um 

tipo predominante de interação intermolecular (Tabela B.4). A caracterização foi 

considerada qualitativa devido à inferência da predominância de um tipo específico de 

interação intermolecular por meio apenas da combinação das propriedades físico-

químicas dos resíduos nos pares observados.  

 

Tabela B.4 – Correspondência entre combinações de classes funcionais e respectivas forças de 

interação predominantes. 

Forças de Interação Combinações Correspondentes 

Interação Hidrofóbica Hidrofóbico + Hidrofóbico 

Atração Eletrostática Cargas opostas 

Interação Polar 
Polar + Polar 
Polar + Carregado 

Interação de van der Waals 
Hidrofóbico + Polar 
Hidrofóbico + Carregado 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 Para quantificar a contribuição relativa de cada tipo de força intermolecular, 

somaram-se, em cada sistema, as frequências de ocorrência dos pares 

correspondentes a cada categoria. Na análise agrupada, as contribuições foram 

acumuladas ao longo de todos os sistemas e posteriormente expressas em 

porcentagem. 
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APÊNDICE C – ROTINA DE CLUSTERIZAÇÃO E GRÁFICOS DE ELBOW 

 

 Neste trabalho, utilizou-se o método de clusterização hierárquica aglomerativa, 

construído a partir da matriz de distâncias RMSD calculadas par-a-par, empregando 

o critério de average linkage. Essa abordagem possibilitou a identificação de estados 

conformacionais estruturalmente consistentes sem a necessidade de definir, a priori, 

o número de clusters. 

 

a. Análise de similaridade 

 

 A similaridade conformacional entre duas configurações 𝑖 e 𝑖, ambas contendo 

𝑖  átomos, foi estimada por meio do cálculo de RMSD, definido como: 

RMSD (𝑖, 𝑖) = √
1

𝑖
∑ ‖ 𝑖𝑖

(𝑖)
− 𝑖

𝑖

(𝑖)
‖

2
𝑖

𝑖= 1

(16)  

onde  𝑖
𝑖

(𝑖)
 e  𝑖

𝑖

(𝑖)
 representam as coordenadas cartesianas do átomo 𝑖, 

respectivamente, após a superposição estrutural que minimizou o RMSD. 

 Com base nesses valores, foi construída uma matriz de distância simétrica 

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

 

b. Clusterização hierárquica aglomerativa 

 

 A clusterização hierárquica aglomerativa foi conduzida por meio de um 

processo iterativo de fusão sucessiva de clusters, aplicado ao conjunto de 

configurações amostradas (𝑖𝑖 { 1, … , 𝑖 } ). 

 Inicialmente, cada configuração constituiu um cluster unitário, resultando em 𝑖  

clusters. A distância intercluster (𝑖(𝑖 , 𝑖 ) ) entre cada par de clusters 𝑖  e 𝑖  foi definida 

segundo o critério de average linkage, dado por: 
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𝑖(𝑖 , 𝑖 ) =
1

𝑖 𝑖 𝑖 𝑖

∑ ∑ RMSD (𝑖, 𝑖)
𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖

(17)  

onde 𝑖 𝑖  e 𝑖 𝑖  correspondem ao número de configurações pertencentes aos 

respectivos clusters analisados. 

 A cada iteração, identificou-se o par de clusters que minimizou 𝑖(𝑖 , 𝑖 ) , o qual 

foi então agrupado em um novo cluster. Esse processo foi reiterado até o completo 

agrupamento das configurações amostradas em um único cluster. 

 A sucessão de agrupamentos definiu uma estrutura hierárquica, representada 

por um dendrograma, no qual cada nível hierárquico está associado a um valor 

específico de distância intercluster, refletindo a similaridade relativa entre os 

agrupamentos formados. 

 

c. Determinação dos limites inferior e superior de distância intercluster 

 

 A definição da distância de corte otimizada foi conduzida de modo a evitar 

regimes extremos de clusterização, caracterizados por superfragmentação ou por 

agregação excessiva das configurações. Valores de corte reduzidos resultam em um 

número excessivo de clusters de baixa população, frequentemente associados a 

flutuações térmicas e, portanto, de relevância conformacional limitada. Para mitigar 

esse efeito e assegurar a confiabilidade estatística dos agrupamentos (Jain et al., 

1999), o limite inferior foi definido como: 

𝑖
𝑖

(𝑖)
≤

√
𝑖 (18)  

onde 𝑖
𝑖

(𝑖)
 é o número de clusters pertencentes à distância de corte 𝑖, e 𝑖  é o número 

total de configurações amostradas. 

 Em contrapartida, valores de corte elevados promovem o agrupamento 

excessivo de configurações estruturalmente distintas, resultando em um número 

reduzido de clusters altamente populados, comprometendo a resolução da 

heterogeneidade estrutural. Para restringir esse comportamento, o limite superior foi 

definido pelas condições: 
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𝑖 𝑖𝑖𝑖5(𝑖) ≥ 90%

𝑖
𝑖

(𝑖)
≥ 5

(19)  

em que 𝑖 𝑖𝑖𝑖5(𝑖) corresponde à população cumulativa dos cinco clusters mais 

populosos. 

 A imposição conjunta desses critérios assegurou a representação adequada 

dos estados conformacionais mais prováveis, ao mesmo tempo em que preservou um 

nível mínimo de diversidade estrutural, evitando a degeneração das configurações 

amostradas em poucos clusters dominantes. 

 

d. Determinação da distância de corte otimizada 

 

 Uma vez estabelecidos os limites inferior e superior, a distância de corte 

otimizada foi determinada com base em um critério análogo ao método elbow. Nesse 

contexto, identificou-se a distância intercluster correspondente ao ponto de inflexão 

na dinâmica de agrupamento dos clusters, caracterizado por uma variação máxima 

na distribuição de suas populações. Tal procedimento é conceitualmente equivalente 

ao método elbow clássico (Thorndike, 1953), sendo, contudo, adaptado para 

incorporar explicitamente a evolução das populações dos clusters ao longo do 

processo de clusterização hierárquica. A distância de corte assim obtida foi 

empregada na identificação das configurações medóides. 

 

e. Gráficos de elbow para as réplicas 𝑖 1(𝑖 1 − 𝑖 4)  

 

 Os gráficos de elbow resultantes da clusterização das réplicas 𝑖 1(𝑖 1 − 𝑖 4 ), 

empregados na determinação das distâncias de corte intercluster, são mostrados nas 

Figuras C.1 a C.4. As configurações medóides obtidas por meio da análise de 

clusterização são mostradas na Figura 3.12. 
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Figura C.1 – Gráfico de elbow para a determinação da distância intercluster de corte da réplica 𝑖 1 (𝑖 1 ) . 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

Figura C.2 – Gráfico de elbow para a determinação da distância intercluster de corte da replica 𝑖 1 (𝑖 2 ) . 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 



155 
 

 

Figura C.3 – Gráfico de elbow para a determinação da distância intercluster de corte da replica 𝑖 1 (𝑖 3 ) . 

 

Fonte: Autor, 2026. 

 

Figura C.4 – Gráfico de elbow para a determinação da distância intercluster de corte da replica 𝑖 1 (𝑖 4 ) . 

 

Fonte: Autor, 2026. 
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APÊNDICE D – DADOS DE ANÁLISE POST HOC 

 

 Os resultados das análises post hoc são apresentados nas Tabelas D.1 a D.3, 

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

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

RMSD da TcP21, número de ligações de hidrogênio e número de pontes salinas entre 

TcP21 e CXCR4. 

 

Tabela D.1 – Análise post hoc para RMSD da TcP21. 

Par 1 Par 2 Δ média  
p-valor 

(ajust.) 
Rejeita? 𝑖 de Hedges Tamanho de efeito 

𝑖 1  𝑖 2  0,002 1,000 Não 0,01 Insignificante 

𝑖 1  𝑖 3  0,160 0,080 Não 2,00 Muito Forte 

𝑖 1  𝑖 4  0,113 0,322 Não 1,18 Forte 

𝑖 1  𝑖 5  0,075 0,695 Não 0,75 Moderado 

𝑖 2  𝑖 3  0,158 0,330 Não 1,24 Muito Forte 

𝑖 2  𝑖 4  0,111 0,642 Não 0,81 Forte 

𝑖 2  𝑖 5  0,073 0,883 Não 0,52 Moderado 

𝑖 3  𝑖 4  -0,047 0,725 Não -0,72 Moderado 

𝑖 3  𝑖 5  -0,085 0,356 Não -1,17 Forte 

𝑖 4  𝑖 5  -0,038 0,941 Não -0,42 Fraco 

Fonte: Autor, 2026. 

 

Tabela D.2 – Análise post hoc para número de ligações de hidrogênio entre TcP21 e CXCR4. 

Par 1 Par 2 Δ média  
p-valor 
(ajust.) 

Rejeita? 𝑖 de Hedges Tamanho de efeito 

𝑖 1  𝑖 2  3,28 0,196 Não 1,42 Muito Forte 

𝑖 1  𝑖 3  3,19 0,435 Não 1,03 Forte 

𝑖 1  𝑖 4  0,31 0,999 Não 0,13 Insignificante 

𝑖 1  𝑖 5  9,17 0,009 Sim 2,84 Enorme 

𝑖 2  𝑖 3  -0,08 1,000 Não -0,03 Insignificante 

𝑖 2  𝑖 4  -2,96 0,136 Não -1,56 Muito Forte 

𝑖 2  𝑖 5  5,90 0,064 Não 2,03 Enorme 

𝑖 3  𝑖 4  -2,88 0,450 Não -1,02 Forte 

𝑖 3  𝑖 5  5,98 0,102 Não 1,68 Muito Forte 

𝑖 4  𝑖 5  8,86 0,010 Sim 3,00 Enorme 

Fonte: Autor, 2026. 
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Tabela D.3 – Análise post hoc para número de pontes salinas entre TcP21 e CXCR4. 

Par 1 Par 2 Δ média  
p-valor 
(ajust.) 

Rejeita? 𝑖 de Hedges Tamanho de efeito 

𝑖 1  𝑖 2  2,71 0,026 Sim 2,87 Enorme 

𝑖 1  𝑖 3  3,81 0,094 Não 1,84 Muito Forte 

𝑖 1  𝑖 4  1,95 0,312 Não 1,20 Muito Forte 

𝑖 1  𝑖 5  4,67 0,002 Sim 3,60 Enorme 

𝑖 2  𝑖 3  1,10 0,833 Não 0,59 Moderado 

𝑖 2  𝑖 4  -0,76 0,856 Não -0,56 Moderado 

𝑖 2  𝑖 5  1,96 0,082 Não 2,07 Enorme 

𝑖 3  𝑖 4  -1,86 0,637 Não -0,81 Forte 

𝑖 3  𝑖 5  0,86 0,943 Não 0,41 Fraco 

𝑖 4  𝑖 5  2,71 0,112 Não 1,67 Muito Forte 

Fonte: Autor, 2026. 

 

 

 


