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RESUMO

A crescente presenca de contaminantes de origem antropica em ambientes aquaticos
representa desafios para as espécies que habitam locais contaminados. A superfamilia dos
receptores nucleares de animais, devido as caracteristicas estruturais de ligacdo com ligantes
que inibem ou induzem a transcricdo de genes, sdo frequentes alvos de compostos
xenobioticos. O presente trabalho busca entender o potencial de interagdo entre o hormdnio
estradiol, enquanto contaminante ambiental, e os receptores nucleares de Crassostrea gigas, a
ostra do Pacifico, uma espécie filtradora e séssil, sujeita a mudangas ambientais e exposicao a
contaminantes. Na ostra do Pacifico, o receptor nuclear homologo ao receptor de estrégeno de
vertebrados ndo ¢ capaz de ligar ao hormoénio estradiol como ocorre em vertebrados.
Possivelmente, outro receptor apresenta capacidade de responder a moléculas semelhantes ao
estrogeno e derivados. A unido de metodologias in silico de alto desempenho, como
modelagem tridimensional, atracamento molecular e dindmicas moleculares atomisticas foram
empregadas para a identificagdo de candidatos de ligacdo provavel com a molécula de
interesse. Através dessa perspectiva, foi possivel prever caracteristicas estruturais para a
superfamilia de receptores nucleares da ostra do Pacifico e selecionar candidatos de interagao
com o contaminante desregulador enddcrino de interesse, em um organismo invertebrado nao
modelo. Candidatos de interagdo muito favoravel com a molécula de interesse, dentre a
superfamilia de receptores nucleares de C. gigas, foram encontrados em nossa abordagem,
pertencentes aos grupos de receptores nucleares NR1D, NR1P, NR2E e NROB. A aplicagdo
dessa estratégia metodologica computacional demonstrou alto desempenho na triagem virtual
de candidatos a ligacdo com a molécula xenobiotica de interesse, podendo ser empregada em
outros estudos na area da Ecotoxicologia.

Palavras-chave: dinamica molecular; ecotoxicologia; modelagem 3D; bioinformaética.



ABSTRACT

The increasing presence of anthropogenic contaminants in aquatic environments poses
challenges for species inhabiting contaminated sites. The nuclear receptor superfamily, due to
the structural characteristics of binding to ligands that inhibit or activate gene transcription,
are frequent targets of xenobiotic compounds. The present work aims to understand the
potential interaction between the hormone estradiol, as an environmental contaminant, and the
nuclear receptors of Crassostrea gigas, the Pacific oyster, a filter-feeding, sessile oyster
species subject to environmental changes and exposure to contaminants. In the Pacific oyster,
the nuclear receptor homologous to the vertebrate estrogen receptor is not able to bind to
estradiol, as it does in vertebrates. Possibly, another receptor exhibits responsiveness to
estrogen-like molecules and derivatives. The combination of high-performance in silico
methodologies, such as three-dimensional modeling, molecular docking and atomistic
molecular dynamics were employed to identify potential binding candidates with the target
molecule. Through this perspective, it was possible to predict structural features for the
nuclear receptor superfamily of the Pacific oyster and to select interaction candidates with the
endocrine disrupting contaminant of interest in a non-model invertebrate organism.
Candidates of most favorable interaction with the molecule of interest, among the C. gigas
nuclear receptor superfamily, were found in our approach belonging to the NR1D, NR1P,
NR2E and NROB nuclear receptor groups. The application of this computational
methodological strategy demonstrated high performance in the virtual screening of candidates
for binding with the target xenobiotic molecule, and can be employed in other studies in the
field of Ecotoxicology.

Keywords: molecular dynamics; ecotoxicology; 3D modeling; bioinformatics.
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1 INTRODUCAO
1.1 A OSTRA DO PACIFICO E O CONTEXTO ECOTOXICOLOGICO

O género Crassostrea (Bivalvia: Ostreidae) engloba espécies de ostras com
distribui¢do global em ambientes tropicais e temperados. A espécie Crassostrea gigas, a ostra
do Pacifico, ¢ nativa do nordeste asiatico (SHELMERDINE; MOUAT; SHUCKSMITH,
2017) e ocorre naturalmente em regides entre-marés e estuarinas. E a espécie de ostra mais
cultivada no Brasil, com destaque para o estado de Santa Catarina, devido as condigdes
geograficas favoraveis (IGARASHI, 2018). As regides habitadas pela espécie e nas quais se
realiza seu cultivo, estdo proximas de grande densidade populacional humana, recebendo
cargas elevadas de contaminantes de origem antropica (MORAES et. al., 2001). C. gigas ¢ um
invertebrado séssil, que se fixa ao substrato, permanecendo no mesmo local ao longo de sua
vida e se alimenta através da filtragdo da dgua circundante. Devido a estas caracteristicas, a
ostra estd exposta a diversos patdogenos e substidncias possivelmente toxicas, como
xenobioticos (COLLIN et. al.,, 2010). Ao longo da evolucdo bioldgica, as ostras
desenvolveram varios mecanismos de adaptagdo ao estresse ambiental, como a duplicacao
génica envolvendo processos de biotransformacgdo e resposta a estresse ambiental (ZHANG
et. al., 2016). A espécie também ¢ conhecida por bioacumular, tolerar poluentes e possuir
sensibilidade a alteragdes de seu habitat, como ao fenomeno de acidificacdo dos oceanos, em
que este organismo apresenta alteragdes em vias metabodlicas, como as de respostas a
antioxidantes, metabolismo de carboidratos, transcri¢ao e tradu¢ao (TIMMINS-SCHIFFMAN
etal., 2014).

As caracteristicas ecologicas de C. gigas, sua ampla distribuicdo global, plasticidade
na manutengdo da sobrevivéncia em locais contaminados e bioacumulagdo de produtos
quimicos por filtracdo a tornam uma espécie ideal para o monitoramento de areas poluidas
(VOGELER et. al., 2014). As ostras representam um percentual significativo dos animais
utilizados como sentinela em biomonitoramento ambiental, fornecendo dados sobre os efeitos
biologicos provocados por contaminantes através de biomarcadores de contaminagdo aquatica
(ZACCHI, 2013). A rapida resposta a presenca de contaminantes e a capacidade de
bioacumulé-los evidencia a configuracdo de ostras e moluscos bivalves em geral, como
animais modelo para estudos ecotoxicologicos (COLLIN et. al., 2010; SOLE et. al., 2007;
ZHANG et. al., 2016). Exemplos de biomarcadores conhecidos e utilizados para avaliar a

presenca de contaminantes incluem enzimas de defesa antioxidante, como
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Glutationa-S-transferase, enzimas de biotransformagdo, como Citocromo P450 e danos ao
DNA (NICHOLSON & LAM, 2005; ZHANG et. al., 2016). Dessa forma, o monitoramento
através de organismos, como C. gigas, ¢ capaz de fornecer alertas sobre as condi¢des de areas
contaminadas, permitindo o planejamento de estratégias para contornar situacdes de estresse

ambiental (CAJARAVILLE et al., 2000).

1.2 DESREGULADORES DO FUNCIONAMENTO ENDOCRINO EM INVERTEBRADOS
COMO Crassostrea gigas.

O sistema endodcrino de animais compreende moléculas mensageiras quimicas que sao
secretadas para coordenar varios mecanismos € processos fisiologicos de um organismo
(NELSON; COX, 2014). Este complexo sistema permite que o organismo reaja
coordenadamente a inumeros estimulos externos (ambientais) e internos (fisioldgicos)
(KETATA et. al., 2008). Diversos aspectos do funcionamento endocrino de moluscos, como
os bivalves, sdo pouco conhecidos (VOGELER et. al., 2014; FORD & LEBLANC; 2020). Em
termos evolutivos, acredita-se que as glandulas endocrinas apareceram primeiro em moluscos,
porém células enddcrinas ja ocorriam em anelideos (LAFONT, 2000). O sistema endodcrino de
moluscos e especialmente o eixo reprodutivo, geralmente inclui apenas células
neurossecretoras e outras glandulas endocrinas, como as gonadas (KETATA et. al., 2008). C.
gigas ¢ uma espécie hermafrodita sequencial, em que se observa a mudanga de sexo nos dois
sentidos, diversas vezes nos ciclos reprodutivos dos individuos. As gonadas nessa espécie sao
um tecido difuso e ndo permanente, composto de células somaticas e células germinativas que
envolvem a glandula digestiva (GOSLING., 2004). A reproduc¢do ¢ induzida principalmente
pela temperatura e disponibilidade de alimentos. H& pouca informacgao sobre as influéncias
genéticas e fenotipicas da diferenciagdo sexual em ostras, e sobre as vias moleculares que
regulam a reproducao (DHEILLY et. al., 2012).

Hormoénios que desempenham papéis centrais de modulacdo e regulacdo em
vertebrados, como os esteroides, ndo possuem vias de sintese enddgenas estabelecidas para
muitos invertebrados (SCOTT, 2018), para os quais ndo ha volume de estudos demonstrando
que esses animais possuem todas as enzimas necessdrias para a producdo enddgena de
esteroides (FODOR et. al., 2020). Certamente, a falta de origem endogena ndo inviabiliza
uma funcdo bioldgica para estas moléculas (o proprio ser humano depende da ingestdo de
moléculas em sua dieta, como a vitamina D) (LAFONT, 2000). Por outro lado, a auséncia de

produgdo endogena pode suscitar dividas sobre uma fun¢do conservada no funcionamento e
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regulacdo enddcrina (FODOR et. al., 2020). De fato, diversos estudos demonstraram a
presenga de esterdides em tecidos de moluscos (JANER; PORTE, 2007; SCOTT, 2012; 2018),
levantando possiveis efeitos fisiologicos desses hormonios nestes organismos.

Desreguladores Enddcrinos Quimicos (DEQs) sdo um grupo de moléculas
contaminantes com notoriedade devido ao seu impacto no meio ambiente e na saude de
animais humanos e ndo humanos (KETATA et. al., 2008). Estes sdo compostos, naturais ou
sintéticos, que apresentam o potencial de alterar o funcionamento hormonal ¢ homeostatico
dos organismos, através da exposicdo natural ou em regides poluidas, afetando mecanismos
de comunicagdo e resposta com o ambiente. Como exemplos de DEQs podemos citar a
molécula Bisfenol-A (BPA), encontrada no plastico e o pesticida Diclorodifeniltricloroetano
(DDT) (DIAMANTI-KANDARAKIS et. al., 2009). Hormonios naturais, como 17-B-estradiol
(E2) e estrogenos sintéticos, como 17-a-etinilestradiol (EE2), também sdo classificados como
DEQs e apresentam elevado potencial de desregulacdo. E2 e EE2 foram incluidos na lista de
poluentes aquaticos da Unido Europeia (BARREIROS et al, 2016) e os riscos para
organismos aquaticos podem incluir a sintese e secre¢ao de vitelogenina em peixes machos,
desenvolvimento de caracteristicas intersexuais e falha no desenvolvimento de caracteristicas
reprodutivas secunddrias tipicas (SILVA; OTERO; ESTEVES, 2012). E2 e EE2 ja foram
detectados contaminando regides estuarinas ¢ marinhas, locais de ocorréncia natural da ostra
do Pacifico e também local onde a espécie ¢ cultivada (BARREIROS et al., 2016). O contato
de moluscos com hormoénios esterdides pode ocorrer em areas contaminadas, onde sao
encontrados esteroides tanto de origem sintética, quanto provenientes do metabolismo de
animais vertebrados (SCOTT, 2012). Apesar das diferencas em vias metabdlicas e na
composi¢do do sistema endocrino comparado aos vertebrados, os invertebrados apresentam
sensibilidade a exposi¢ao a DEQs, em particular durante o seu desenvolvimento embrionario
(MIGLIOLI et. al., 2021).

Um exemplo classico de desregulagdo enddcrina em invertebrados envolve o
composto tributilestanho (TBT), uma substancia extensamente utilizada como anti-incrustante
na pintura de navios e redes de pesca desde o inicio dos anos 60 até 2005, quando teve sua
utilizagdo proibida, devido a sua toxicidade ao entrar em contato com diversas espécies
marinhas, como moluscos (FORD & LEBLANC; 2020; VOGELER et. al.,, 2014). A
exposicao de moluscos ao TBT ocasiona o fenomeno chamado imposex, caracterizado pela
sobreposi¢cdo de caracteristicas sexuais de machos em fémeas, como o surgimento de vaso
deferente e pénis (MIGLIOLI et. al., 2021). Esse fendmeno impacta negativamente as

populacdes afetadas, podendo ocasionar a esterilizagdo das fémeas e declinio populacional.
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Além disso, esta molécula € bioacumulada por diversos organismos (ANTIZAR-LADISLAO,
2008). O imposex vem sendo utilizado como marcador biologico para identificar a
contamina¢do de areas poluidas por butilestanicos e ressalta a importancia da utilizagdo de
biomarcadores para monitoramento de regides poluidas (ROSSATO, 2017). Em moluscos
bivalves, como C. gigas, a exposi¢do a organoestanicos, como o TBT, induz o espessamento
da concha, a reducdo do crescimento, a interrup¢ao do desenvolvimento e uma alta taxa de
mortalidade em ostras (HIGUERA-RUIZ & ELORZA, 2009; 2011; HUANG et. al, 2020).
Sabe-se que o TBT ¢ capaz de interagir com receptores nucleares (RNs) de vertebrados
(BAKER et al., 2015), no entanto, o mecanismo pelo qual o TBT afeta as espécies de
moluscos permanece incerto. Hipoteses relacionadas a ligagdo do TBT ao receptor nuclear
RXR (Receptor X de Retinoide) ou ao heterodimero RXR/PPAR (Receptor Ativado por
Proliferador de Peroxissoma) de moluscos foram levantadas nos estudos de Vogeler e
colaboradores (2017) e de Huang e colaboradores (2020). Esses achados indicam que os
efeitos toxicos de xenobidticos podem ser mediados pela desregulagdo de receptores nucleares
em C. gigas. As caracteristicas da superfamilia de proteinas dos RNs e as implicagdes
fisiologicas de sua ligagao com xenobioticos serdo discutidas adiante.

Ao contrario da conhecida toxicidade do TBT para diversas espécies, o numero de
contaminantes cuja atividade ¢é desconhecida e que ndo possuem normativas de
regulamentacdo ambiental ¢ crescente. Essa classe de poluentes ¢ denominada de
contaminantes emergentes (DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE; HARTEMANN, 2011).
Substancias como farmacos, agrotoxicos, derivados do petréleo e da industria de cosméticos
sdo exemplos de contaminantes emergentes. O estudo dos mecanismos de interacdo das
biomoléculas com essas substincias possibilita caracterizar novos biomarcadores da presenca
de poluentes, contribuindo para o entendimento dos fendomenos fisiologicos e ecologicos

decorrentes destas exposicoes.

1.3 RECEPTORES NUCLEARES

Receptores nucleares sdo proteinas exclusivas de animais (HUANG et al., 2015),
pertencentes a superfamilia de fatores de transcricdo. Dessa forma, atuam através da
modulagdo da transcri¢ao de genes alvo, participando da regulagcao de importantes vias, como
no controle do metabolismo, do desenvolvimento e da reprodugao (BRIDGHAM et al., 2014).
Os RNs possuem estrutura proteica caracteristica, que consiste nos dominios A/B, C, D, E e F,

ilustrados na Figura 1. Os dominios A/B constituem a regido N-terminal do RN e contém a
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funcao de ativacdo AF-1, capaz de cooperar com a fun¢do de ativagdo AF-2 (hélice 12), no
dominio E, para propdsitos de regulagdo da transcri¢do. A regido C corresponde ao Dominio
de Ligacdo ao DNA (DBD), sigla do inglés DNA-Binding Domain, por¢cdo que interage
diretamente com o DNA e o mais conservado dominio dos RNs. Essa regido possui dois
“dedos” de zinco, que correspondem a a-hélices com funcdes relacionadas a dimerizagdo do
receptor e determinar a especificidade da interagdo com o DNA (VOGELER et. al., 2014). Os
RNs se ligam ao DNA nos chamados elementos de resposta, que sdo sequéncias especificas
localizadas nas regides reguladoras dos genes-alvo (MIGLIOLI et. al., 2021). O dominio D
corresponde a uma “dobradica” flexivel, que conecta o dominio DBD ao dominio E, o
segundo dominio mais conservado, chamado de Dominio de Ligagao ao Ligante (LBD), sigla
do inglés Ligand-Binding Domain. Muitos RNs s3o ativados a exercer sua funcdo na
modulagdo transcricional a partir da ligacdo de uma molécula, um ligante, no sitio de liga¢ao
do dominio LBD. Por fim, o dominio F configura a regido C-terminal, que varia de tamanho e
conecta o0 RN ao seu par quando ocorre a dimerizagdo (FODOR et. al., 2020). A Figura 2A
demonstra o enovelamento tercidrio tipico de um RN, com a presenca de uma molécula de

DNA. Segundo o Comité para Nomenclatura dos Receptores Nucleares (1999), os RNs sao

categorizados em seis diferentes subfamilias, NR1-NR6, através de analises filogenéticas e
agrupamento por similaridade entre os dois dominios mais conservados, DBD e LBD. Os
receptores que diferem dessa organizacdo estrutural, que contém apenas um dos dois
dominios conservados (C ou E) sdo classificados na subfamilia 0 (NRO), independentemente
de sua origem evolutiva. Dentro de cada subfamilia, ocorrem diferentes grupos de RNs.
Membros do mesmo grupo em geral compartilham pelo menos 80-90% de identidade no
DBD e pelo menos 40-60% de identidade no LBD. Os diferentes grupos em cada subfamilia
sdao indicados por letras maiusculas. Por exemplo, a subfamilia NR3 possui trés grupos:

NR3A, NR3B e NR3C (NRNC, 1999).

Figura 1 - Ilustracdo esquemadtica da disposi¢do dos dominios proteicos de um receptor
nuclear. A regido A/B, N-terminal, contém a funcao de ativacao AF-1. O Dominio de Ligagao
ao DNA, (DBD), regido C, inclui dois dedos de zinco. A regido D, uma “dobradi¢a” variavel,
separa o dominio DBD do Dominio de Liga¢do ao Ligante, (LBD, regido E), o qual possui o
fator de ativacdo em hélice AF-2. A porcao de tamanho variavel F fica localizada na porgao

C-terminal.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867400807266?via%3Dihub#!
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Zinc finger 1
Zinc finger 2

A/B C D E F

Fonte: Adaptada de Vogeler e colaboradores (2014).

Figura 2 - Enovelamento tridimensional tipico de RNs (A) Estrutura 3D de um RN,
destacando o dominio LBD e o dominio DBD, que esta ligado a uma molécula de DNA. (B)
Enovelamento tridimensional do dominio LBD, que possui 11-13 a-hélices e um grampo-3. O

sitio de ligacao do dominio LBD esta destacado em superficie na cor amarela.

Fonte: Elaborada pela autora no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019). PDB ID A: 3E00. PDB ID B:
2ZNP.

Os mecanismos de ativagdo transcricional de RNs variam conforme o receptor. Ha
RNs, como os de hormonios esterdides, como o Receptor de Estrogeno (RE), que se
encontram no citoplasma e a partir da ligacdo com seu hormonio especifico, se translocam
para o nucleo, onde funcionam como homodimeros para regular a transcri¢do de genes-alvo
(Figura 3A) (KING-JONES; THUMMEL, 2005). Em contraste, outros RNs encontram-se no
nucleo, permanentemente associados ao DNA, formando heterodimeros com o RXR e agindo
como repressores transcricionais (MANGELSDORF & EVANS, 1995). Ao se ligarem aos
hormdnios, ocorre a associagdo de complexos co-ativadores, que irdo promover a transcri¢ao

do gene alvo (Figura 3B) (AVIOR et. al., 2013; JOHANSSON et. al., 1999). A adicdo de



23

pequenos ligantes, portanto, altera o estado funcional dessa superfamilia de proteinas (TAO
et. al., 2020). Os receptores nucleares hormonais, por exemplo, possuem sua atividade
controlada pela ligacdo a pequenas moléculas, como ligantes enddgenos, hormodnios e
vitaminas da dieta (LI; LAMBERT; XU, 2003; TAO et. al.,, 2020). Nem todos os RNs
possuem um ligante natural conhecido, e, devido a isso, estes receptores sdo chamados de
receptores orfaos. Nesse grupo de receptores ha membros que sdo constitutivamente ativados,
ou seja, modulam a transcricdo independente da presenga de ligantes (KING-JONES;

THUMMEL, 2005).

Figura 3. Mecanismos de acdo de receptores nucleares. (A) Receptores de Hormonio
Esteroides encontram-e no citoplasma e a partir da ligacdo do hormdnio, ocorrem mudangas
conformacionais que permitem a dissociagdo de complexos inibidores, ocorre a translocacao
até o nucleo, onde ocorre a formagdo de homodimeros para a ligagdo a elementos de resposta
hormonais especificos e a transcricdo de genes associados. (B) Outros receptores
encontram-se no nucleo das células e sdo constitutivamente ligados ao DNA, geralmente
formando heterodimeros com o Receptor X de Retinoide (RXR). A ligacao do ligante induz
altera a composi¢dao do complexo de co-repressores para co-ativadores, através de mudangas

conformacionais que promovem a transcri¢ao.
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Fonte: Adaptada de Avior, Bomze, Ramon e Nahmias (2013).
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O sitio de ligagdo do dominio LBD, destacado na forma de superficie amarela na
Figura 2B, ¢é suscetivel a ligagdo de moléculas exdgenas, como xenobioticos. Estes
xenobioticos podem induzir ou inibir a expressao de genes, por mimetizar a interagdo do
receptor com seu ligante natural (OMIECINSKI et al., 2010). As consequéncias para o
organismo podem incluir expressdo anormal de genes e a desregulacdo do desenvolvimento e
funcionamento endocrino (VOGELER et al., 2014). RNs como o PPAR (BAKER et. al.,
2015) e RE (PARK et. al., 2020; GOULD et. al., 1998) apresentam ligagdo e respostas
decorrentes da interagdo com os xenobioticos TBT e BPA, respectivamente. O RE humano,
assim como PPAR, possui um sitio de ligagdo para ligantes no seu dominio LBD considerado
“promiscuo”, ou seja, um sitio de ligagdo volumoso, que possibilita a ligagdo de diferentes
ligantes (BRZOZOWSKI et. al., 1997; EICK et. al., 2012; BAKER, 2019). Essa condi¢ao
“promiscua” do sitio de ligacdo ¢ favoravel ao desenho de firmacos (LI; LAMBERT; XU,
2003), interessante do ponto de vista clinico, entretanto, pode tornar RNs mais suscetiveis a
ligagdo com xenobidticos, como contaminantes ambientais.

As reconstrugdes mais parcimoniosas de estudos filogenéticos da superfamilia de RNs
indicam que o receptor ancestral comum a toda superfamilia provavelmente foi um receptor
ativado por ligante, possivelmente por acidos graxos (BRIDGHAM et al., 2010). No curso da
evolucdo dos animais, os RNs experienciaram um padrdo complexo de expansdo génica,
incluindo a duplicacdo, a divergéncia, a perda de alguns genes e o aumento consideravel no
numero de RNs, o que levou a atual diversidade destas proteinas em metazoarios (MIGLIOLI
et. al., 2021). Acredita-se que essas proteinas se diversificaram a partir de um tnico RN de
um metazoario ancestral, uma vez que foram identificados dois RNs em Amphimedon
queenslandica, do filo Porifera (BRIDGHAM et al., 2010), ocorrendo uma expansao em
outros animais: 17 no cnidario Nematostella vectensis (REITZEL; TARRANT, 2009), 18 em
Drosophila melanogaster (KING-JONES; THUMMEL, 2005), 43 em Crassostrea gigas
(VOGELER et al., 2014), 270 em Caenorhabditis elegans (SLUDER; MAINA, 2001) ¢ 48
RNs em humanos (LI; LAMBERT; XU, 2003). A Tabela 1 apresenta os 43 RNs de C. gigas e
seus homologos em humanos € em animais modelo invertebrados. Os RNs da ostra sao
categorizados em seis subfamilias (NRO-NRS5). A ostra do Pacifico possui a maioria de seus
RNs agrupados em subfamilias através de andlises filogenéticas (subfamilias NR1-NRS). A
espécie também possui um representante na subfamilia NRO, que compreende RNs
anormalmente estruturados, os quais ndo possuem um dos dominios conservados (DBD ou
LBD) e também em um grupo contendo DBDs em tandem e um tnico LBD, categorizados

como grupo 2DBDNR (VOGELER et. al., 2014)
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Tabela 1. Os 43 receptores nucleares identificados no genoma da ostra do Pacifico,

classificados nas subfamilias (NRO-NRS5). RNs homologos em animais modelo invertebrados

e em humanos estdo indicados.

Subfamilia e Grupo

do RN C. gigas H. sapiens D. melanogaster C. elegans
1A CgNRI1A THR
1B CgNR1B RAR
1C CgNRI1C PPAR
CgNR1D Rev-Erb E75 NHR85
1D CgNRICDEFa
CgNR1CDEFb
1E CgNRIE E78
IF CgNRIF ROR DHR3 NHR23
IH CgNRI1H LXR, FXR EcR
CgNR1Ja DHR96 I?\ﬁflig’
1 CgNR1Jb NHR8
CgNR1Jg
CgNRI1P1
CgNR1P2
CgNRI1P3
CgNR1P4
CgNRI1P5
1P CgNR1P6
CgNR1P7
CgNRI1P8
CgNR1P9
CgNRIP10
CgNRI1P11
2A CgNR2A HNF4 11\1\111-3111664;,
2B CgNR2B RXR usSp
2C CgNR2CD TR
CgNR2E1 TLX FAX1
CgNR2E2 TLL, DSF
2 CgNR2E3 PNR DHRS51
CgNR2ES HR83
2F CgNR2F COUP-TF, EAR2 SVP UNCS55
3A CgNR3A RE
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3B CgNR3B ERR DERR
NGFIB, NURRI,
4A CgNR4A NORI DHR38 NHR6
5A CgNRS5SA SF1, LRH FTZ-F1 NHR25
5B CgNR5B DHR39
0B CgNROB DAX1, SHP
Cg2DBDy
2DBDNR
Cg2DBDé6
CgNHR40
Apenas DBD
CgNHR41
CgNHR42

Nao atribuido
CgNHR43

Fonte: Adaptada de Vogeler e colaboradores (2014). As diferentes isoformas dos RNs homologos ndo estdo
indicadas, apenas a homologia a cada grupo.

1.4 CONTAMINANTES AMBIENTAIS COMO LIGANTES XENOBIOTICOS.

Contaminantes ambientais sdo continuamente reportados em diversos compartimentos
ambientais (HERNANDO et. al., 2006), como ambientes aquaticos, em que estes sao
provenientes principalmente de esgotos domésticos e industriais. Em muitos casos, essas
moléculas ndo sdo eliminadas em processos de tratamento de 4gua, nem possuem
regulamentacdo sanitaria (DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE; HARTEMANN, 2011). Essa
classe de poluentes ja citada, os contaminantes emergentes, possuem representantes como a
cafeina (psicoativo estimulante), o ibuprofeno (anti-inflamatorio), a carbamazepina
(anticonvulsivo), a novobiocina (antibidtico) e o tamoxifeno (quimioterapéutico), moléculas
extensamente utilizadas por humanos, encontradas em esgotos sanitarios e ambientes
aquaticos. Estudos demonstraram que, em contato com essas substancias, invertebrados
apresentaram respostas de estresse evidenciadas através de biomarcadores, como enzimas de
biotransformagdo e de resposta a estresse oxidativo (AGUIRRE-MARTINEZ; DELVALLS;
MARTIN-DIAZ, 2015).

Hormonios lipofilicos se difundem com facilidade pelos tecidos dos organismos
através de suas membranas, dessa forma sendo ideais para controlar a expressdao génica em
diferentes tecidos e, consequentemente, regular o crescimento, diferenciacdo e metabolismo
(MANGELSDOREF et al., 1995). Exemplos endogenos desses hormdnios sdo os retinoides,
esterdides e hormodnios da tiredide (BAKER, 2019). A presenga de estrogénios, como
17-B-estradiol, no ambiente ¢ um problema devido aos possiveis efeitos negativos sobre os

organismos, mesmo em concentragdes baixas de nanograma/litro (COMBALBERT;
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HERNANDEZ-RAQUET, 2010). E2 e o estrogénio sintético EE2 foram identificados como
principais fontes de atividade estrogénica no meio ambiente (BARREIROS et. al., 2016). Os
hormonios esterdides, portanto, pertencem a classe de contaminantes emergentes que
demandam estudos para a compreensdao de seu espectro de acdo nos mais diversos
organismos.

A contribui¢do evolutiva de receptores esterdides em vertebrados é marcante, a qual
proporcionou melhor regulagdo de diversas vias fisiologicas de diferenciagdo,
desenvolvimento, reproducao e resposta ao estresse (BAKER, 2019). Invertebrados possuem
homologos de receptores esterdides de vertebrados, porém seus mecanismos de interagdo com
moléculas esterdides permanecem incertos (SCOTT, 2013), demandando estudos que
esclarecam possiveis interacdes e relagdes evolutivas envolvendo esses receptores e seus
ligantes. O dominio LBD do RE de varios moluscos, como a lesma do mar Aplysia
californica (THORNTON; NEED; CREWS, 2003) o cefalopode Octopus vulgaris (KEAY;
BRIDGHAM; THORNTON, 2006) o caracol do mar Thais clavigera (KAJIWARA et. al.,
2006), e a ostra Crassostrea gigas (MATSUMOTO et. al., 2007), ativa a transcri¢cao em altos
niveis na auséncia de ligantes, segundo dados experimentais. Nenhum aumento na ativacao da
transcricdo foi observado quando estes receptores sdo tratados com hormonios esteroides
(BRIDGHAM et. al., 2014). Dessa forma, o RE de diversos moluscos, como C. gigas, modula
a transcrigdo independentemente da presenca de hormoénios esterdides, ou seja, sdo
constitutivamente ativados (KEAY & THORNTON, 2009). Através da resolucao
experimental da estrutura do LBD do RE de C. gigas, Bridgham e colaboradores (2014)
identificaram uma incompatibilidade estrutural da ligacdo do hormoénio estradiol nesse
receptor, pois ao contrario do que ocorre para vertebrados, o volume do sitio de ligacdo do RE
da ostra ¢ reduzido para comportar este ligante. Por outro lado, hormonios esterdides podem
estar envolvidos em vias de sinaliza¢do e regulagcdo da transcri¢do através da interagdo com
outros receptores e constituintes celulares, que ndo os REs. A repercussdo da interacdo de
moléculas esterdides com espécies de animais invertebrados esta sendo caracterizada,
mobilizando estudos para seu entendimento e permitindo contribuigdes de diferentes
abordagens, como as metodologias in silico.

Dados experimentais demonstraram que os REs de anelideos, filo irmao dos moluscos,
podem se ligar e ativar a transcrigdo em resposta a E2 e desreguladores enddcrinos (KEAY &
THORNTON, 2009). Além disso, a ostra do Pacifico possui trés homologos do receptor
NR1J, que responde a hormonios esteroides no invertebrado Daphnia pulex

(KARIMULLINA et al., 2012), um caso de ligante ester6ide modulando receptores nucleares
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que ndo os de hormodnios sexuais. Diante do exposto, em nossa perspectiva o ligante E2 foi
entendido como um contaminante ambiental, que entra em contato com os tecidos de C. gigas
e tém a potencialidade de interagdo e modulacdo de membros da superfamilia de RNs da

espécie.

1.5 MODELAGEM E SIMULACAO DOS SISTEMAS BIOLOGICOS in silico.

A representacdo e simulacdo in silico dos sistemas bioldgicos ¢ uma area da biologia
que cresce e possui novas tecnologias sendo desenvolvidas, validadas e amplamente utilizadas
na atualidade (HADDAD; ADAM; HEGER, 2020; SOUZA et. al., 2021). A predi¢do da
estrutura tridimensional de proteinas, por exemplo, possui aplicabilidades como predi¢ao de
sitios ativos, identificacdo de padrdes de enovelamento e engenharia de proteinas (VERLI,
2014). Para espécies de animais invertebrados, como C. gigas, as informagdes estruturais de
proteinas sdo escassas e muitas inferéncias sobre sua estrutura e funcdo sdo feitas a partir do
que se conhece para animais vertebrados (FODOR et. al., 2020).

A ostra do Pacifico possui 43 RNs identificados em seu genoma (VOGELER et. al.,
2014), entretanto para apenas um deles estd disponivel uma estrutura experimental resolvida,
¢ o caso do RE da espécie (BRIDGHAM et. al., 2014). Dessa forma, hd uma lacuna crescente
entre o numero de sequéncias e estruturas 3D de proteinas depositadas em bancos de dados.
Uma estimativa recente demonstrou que o numero de sequéncias descobertas ¢ 736 vezes
maior do que o nimero de estruturas 3D resolvidas experimentalmente (MUHAMMED;
AKI-YALCIN, 2018). Bienalmente, ocorre o encontro CASP (Critical Assessment of protein
Structure Prediction - https://predictioncenter.org/), no qual estruturas recentemente
resolvidas experimentalmente que ainda ndo foram divulgadas publicamente sdo modeladas
por varias metodologias, de modo que seja um teste cego para os métodos participantes. O
encontro ocorre desde 1994 como a avaliacdo mais precisa para previsdo da estrutura de
proteinas (HADDAD; ADAM; HEGER, 2020). O grupo Yang Zhang ja venceu a competi¢ao
CASP por vérios anos e ¢ o grupo responsavel por desenvolver a metodologia de modelagem
teorica de proteinas que utilizamos em nossa abordagem, o I-TASSER (lterative Threading
ASSEmbly Refinement) (CROLL et. al., 2019). O método de predi¢do do enovelamento ou
threading, utilizado pelo I-TASSER, parte do pressuposto de que a estrutura tridimensional ¢
mais conservada que a sequéncia e, portanto, mesmo sequéncias pouco similares podem
assumir a mesma estrutura, limitando o niimero de enovelamentos que proteinas podem

assumir (VERLI, 2014). Devido as boas avaliagdes deste programa e, portanto, sua aceitagao
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na comunidade cientifica e também devido a testes que realizamos para encontrar uma
metodologia de modelagem que fosse capaz de fornecer modelos de qualidade no contexto de
uma espécie de invertebrado nao-modelo, o pacote I-TASSER foi selecionado (ZHANG,
2008).

A caracterizacdo da estrutura de proteinas possibilita o estudo da interagdo
proteina-ligante, primordial para diversas fungdes celulares, como transdug¢do de sinal,
regulacdo da transcricao e catdlise, além de ser crucial para o desenvolvimento de importantes
areas e aplicagdes, como a producao de novos farmacos e busca por alvos moleculares (DOSS
et. al., 2014; GANESAN; COOTE; BARAKAT, 2017; SOUZA et. al., 2020). Neste sentido,
técnicas computacionais como o atracamento molecular (molecular docking, em inglés)
auxiliam através da previsao do modo de ligagdo e dos detalhes do reconhecimento molecular
receptor-ligante (VERLI, 2014). Simulagdes de Dindmica Molecular (DM) atomisticas, em
que todos os dtomos de um sistema de simulagdo sdo representados explicitamente, sao muito
utilizadas em conjunto ao docking molecular (OKIMOTO et. al., 2009). DMs possibilitam a
obtencdo de modelos de biomoléculas mais proximos da realidade biologica, pois incluem
diretamente caracteristicas como a flexibilidade molecular, a temperatura e a presenga de um
solvente, através de campos de forga que realizam célculos de mecanica classica para prever a
trajetoria dos atomos (VERLI, 2014). As metodologias computacionais citadas, utilizadas de
maneira combinada em nossa proposta, buscam tornar mais fidedigna possivel a descrigao de
processos bioldgicos e assumem cada vez mais papel de destaque em pesquisas associadas a
satde e a biotecnologia (DOSS et. al., 2014). Buscamos, através de nossa abordagem, utilizar
estas metodologias para estudo na area de toxicologia ambiental, de forma que informagdes
novas sobre a estrutura e funcao da superfamilia de RNs de uma espécie modelo para estudos
de ecotoxicologia possam ser indicadas, auxiliando na construcao do conhecimento bioldgico

sobre a espécie e impulsionando estudos posteriores na area.
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar estruturalmente o dominio LBD da superfamilia de receptores nucleares

de C. gigas e mapear potenciais alvos de ligagdo com o xenobidtico 17-f-estradiol.

2.1.2 Objetivos Especificos

L. Realizar modelagem tridimensional do Dominio de Ligacdo ao Ligante da
superfamilia de receptores nucleares de C. gigas;

II. Selecionar RNs da ostra do Pacifico com modos de ligagcdo possiveis com a molécula
17-B-estradiol, através de atracamento molecular;

III.  Avaliar a estabilidade do complexo receptor-ligante, as energias de ligagdo e
interacdes proteina-ligante, via dindmica molecular de alvos de interagao com 17-B-estradiol.
IV. Mapear candidatos com maior grau de afinidade com a molécula xenobidtica
17-B-estradiol através de triagem virtual in silico.

V. Analisar funcionalmente os niveis de expressao dos RNs alvos mais favoraveis de

ligacdo ao 17-B-estradiol, em diferentes fases do desenvolvimento de C. gigas.
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3 METODOLOGIA

3.1 MODELAGEM TRIDIMENSIONAL DO DOMINIO LBD

A obtencdo de estruturas tridimensionais do dominio LBD da superfamilia de RNs da
ostra do Pacifico foi realizada a partir das sequéncias dos RNs disponiveis no genoma da
espécie depositado no NCBI (do inglés National Center for Biotechnology Information).
Realizamos alinhamentos das sequéncias de RNs de C. gigas utilizadas por Vogeler e
colaboradores (2014), que construiu a arvore filogenética e realizou a nomenclatura dos RNs
dessa espécie, e dessa forma, foi utilizada como base em nosso trabalho, contra todas as
sequéncias disponiveis no NCBI. Os alinhamentos foram feitos no BLAST (do inglés Basic
Local Alignment Search Tool) (CAMACHO et al., 2009) e tiveram como objetivo a sele¢ao
das sequéncias de cada RN que mais se assemelham as classificadas pelo artigo de referéncia
citado. Alinhamentos no BLAST utilizando como referéncia o PDB (do inglés Protein Data
Bank) e no programa Clustal Omega (SIEVERS et. al., 2011) também foram realizados a fim
de localizar o dominio LBD e verificar a similaridade entre a sequéncia dos receptores de C.
gigas e as sequéncias depositadas em bancos de dados. Sequéncias da versdo antiga do
genoma da ostra do Pacifico (ZHANG et. al., 2012) e sequéncias do genoma atualizadas
(WANG et. al., 2020) foram selecionadas, pois sequéncias de ambas as versdes possuem alta
identidade entre si (mais de 95%) e possuem alta identidade quando alinhadas as sequéncias
utilizadas por Vogeler e colaboradores (2014). Na Tabela 5 do APENDICE A consta o codigo
de acesso de cada sequéncia de RN utilizada em nosso trabalho. O pacote I-TASSER
(ZHANG, 2008) foi empregado para a técnica de modelagem. Este programa divide a
sequéncia de entrada em fragmentos, faz alinhamentos com diversas estruturas experimentais
como referéncia, se baseando na sequéncia de aminoacidos e em recursos estruturais, para
realizar a predi¢do do enovelamento para a sequéncia de interesse. A topologia dos modelos ¢
construida remontando os fragmentos obtidos do alinhamento com estruturas utilizadas como
moldes. Varias etapas de simulacao da topologia sao feitas para refinamento da estrutura até a
formacgao final do modelo (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010). Analises da confiabilidade
e precisdo global dos modelos gerados foram realizadas utilizando os critérios C-score
(pontuacdo de qualidade calculada pelo proprio I-TASSER); grafico de Ramachandran
(ANDERSON et. al., 2005), para avaliar os angulos e tor¢des permitidos para estruturas de
proteinas; a pontuacdo Z-score, baseada em comparagdes dos modelos gerados com estruturas

experimentais, pelo programa de avaliacio de qualidade de modelos ProSA-web
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(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007); e verifica¢dao individual do enovelamento de cada modelo
nos programas PyMOL (SCHRODINGER, 2019) e UCSF Chimera (PETTERSEN, 2004),
comparando com a predi¢ao de estrutura secundaria para a sequéncia gerada pelo programa

PSIPRED (JONES, 1999).

3.2 ENSAIOS DE ATRACAMENTO MOLECULAR PROTEINA-LIGANTE

Os testes de atracamento molecular foram realizados utilizando o programa
AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010). O atracamento, ou docking molecular, ¢ um
experimento computacional que busca prever a ligacdo ndo covalente de uma macromolécula
(receptor) com uma pequena molécula (ligante), comecando com suas estruturas nao ligadas,
como as provenientes de modelagem. O objetivo € caracterizar possiveis orientagdes em que
ocorre ligacdo e as suas respectivas afinidades (TROTT; OLSON, 2010). Os modelos
avaliados com boa qualidade na etapa de modelagem foram utilizados nos ensaios de
atracamento molecular. Além dos modelos, uma estrutura experimental controle positiva, o
RE humano (PDB ID 1GWR), foi utilizado como controle positivo por apresentar ligagao
bem descrita com a molécula alvo, o hormdnio estradiol. Uma estrutura controle experimental
negativa (PDB ID 4N1Y) também foi incluida na andlise, pois ¢ a unica estrutura
experimental de LBD de C. gigas disponivel e esta apresentou ligagdo incompativel com a
molécula de interesse (BRIDGHAM et. al., 2014). A preparacao dos modelos e estruturas
experimentais testadas, assim como de caixas de atracamento para o teste de docking foram

realizadas pelas fungdes DockPrep e AutoDock Vina, respectivamente, do programa UCFS

Chimera (PETTERSEN, 2004). As caixas para o teste foram posicionadas na regido do sitio
de ligagdo do dominio LBD, de modo que a busca por interagdo da molécula ligante se
concentre nesta regido do dominio do receptor. Além disso, cerca de 20 residuos
completamente internos a caixa e, portanto, ao sitio de ligacdo, tiveram suas cadeias laterais
consideradas flexiveis durante o teste, com o objetivo de permitir maiores orientagdes
possiveis para interacdes entre os residuos e o ligante, uma vez que trabalhamos em carater
investigativo com modelos. O ligante, 17-B-estradiol, obtido da estrutura do PDB 1GWR, teve
hidrogénios adicionados para pH fisioldgico pelo programa Avogadro (HANWELL, 2012) em
preparacdo para o teste. A analise dos resultados foi realizada através dos valores de
estimativa da energia livre de ligacao calculados pelo Autodock Vina (TROTT; OLSON,
2010); utilizando os programas PoseView (STIERAND; RAREY, 2010) e LigPlot
(WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995) para obter informagdes sobre as interagdes


https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/ContributedSoftware/dockprep/dockprep.html
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/ContributedSoftware/vina/vina.html
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encontradas sitio de ligacdo; e a visualizagdo tridimensional das posi¢cdes encontradas no

ensaio de atracamento molecular realizadas no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).

3.3 SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR ATOMISTICAS

Os RNs da ostra do Pacifico que apresentaram pelo menos uma posi¢do da molécula
de 17-B-estradiol no sitio de ligacdo, no ensaio de atracamento molecular, tiveram o complexo
receptor-ligante simulado via dindmica molecular (DM). Através de simulacdes de DM ¢
possivel avaliar como ocorre a interagdo no sitio de ligacdao levando em conta varidveis nao
contempladas pelo docking molecular, como o tempo ¢ um solvente. Dinamicas moleculares
atomisticas dos complexos receptor-ligante foram realizadas através do programa GROMACS
2019.3 (ABRAHAM et al., 2015). A estrutura experimental controle IGWR do PDB possui
residuos em regides de loop ausentes. Uma vez que os residuos faltantes ndo compdem o sitio
de ligacao desta estrutura e ndo participam diretamente da interacdo com o ligante, os atomos
faltantes foram desconsiderados de nossa analise. A fun¢cdo DockPrep do programa UCFS
Chimera (PETTERSEN, 2004) foi utilizada para reescrever o arquivo .pdb de IGWR no qual
ndo constaram os atomos faltantes e essa estrutura foi, entdo, submetida a simulacdo de DM.
A fim de manter a regularidade na preparacdo das estruturas simuladas, os 23 complexos
obtidos pelo atracamento molecular também foram submetidos a funcdo DockPrep. O campo
de forga utilizado foi o CHARMM36 ¢ a topologia do ligante preparada pelo campo de forga
CGenFF (VANOMMESLAEGHE et. al., 2009). Os complexo receptor-ligante foram envoltos
por uma caixa em formato de dodecaedro, a qual foi solvatada com moléculas de agua,
modelo SPC216, e esse sistema neutralizado com adicdo de 150 mM de ions. Esse complexo
foi relaxado através de uma etapa denominada de minimizagao de energia, para se certificar
de que o sistema ndo apresenta choques estéricos ou geometria inadequada. Em seguida, com
restricdo de posi¢do para o esqueleto do receptor e do ligante, foi executada uma equilibracao
de 100 picossegundos, a fim de estabilizar o sistema na temperatura padrao de 27°C e para
estabelecer a orientagcdo adequada dos componentes do sistema sobre a proteina.
Subsequentemente, outra equilibragdo de 100 picossegundos foi realizada para aplicacdo de
pressdo no sistema até atingir 1 Atm e a densidade adequada. Apds as etapas de preparagdo
descritas, os sistemas foram simulados pela duragdo de 100 nanossegundos. O programa
GROMACS possui diversos mddulos de andlise dos resultados que utilizamos, incluindo
calculos de RMSD da proteina (backbone), RMSD do ligante (backbone), RMSF (Flutuagdo

Quadratica Média) da proteina (carbono-alfa) e monitoramento de ligagdes de hidrogénio ao
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longo da simulagdo. Além dos moddulos do GROMACS, os programas PoseView
(STIERAND; RAREY, 2010) e LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995)
foram utilizados para mapear interacdes nao-covalentes do complexo. A visualizagao grafica
das trajetérias dos complexos, assim como elaboragdo de figuras, foi realizada no programa
VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) ¢ PyMOL (SCHRODINGER, 2019).
Utilizamos o pacote gmx_MMPBSA (VALDES-TRESANCO et. al., 2021) para calcular uma

estimativa da energia de liga¢ao de todos os complexos simulados. O célculo de estimativa da
energia de ligagdo por area de superficie de mecanica molecular/Poisson-Boltzmann
(Generalized-Born) foi empregado. Este ¢ um dos métodos mais populares para estimar
energias livres de ligagdo em DMs (VALDES-TRESANCO et. al., 2021). As energias de
ligacdo foram calculadas para os ultimos 20 ns de simulagdo, em que os complexos
receptor-ligante, em geral, apresentaram maior estabilidade. A decomposi¢ao da contribui¢ao
individual dos residuos do sitio de ligag@o para a energia livre de ligagcdo também foi realizada
pelo pacote gmx_MMPBSA. Os residuos de uma distancia de até 4 A entre receptor e ligante
foram considerados nesta analise. Os graficos resultantes destas analises foram gerados pelo
moédulo gmx MMPBSA ana, do mesmo pacote. A Figura 4 mostra um esquema das etapas

metodoldgicas do estudo.


https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx_MMPBSA/
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Figura 4. Etapas metodoldgicas do estudo, dispostas de cima para baixo na ordem em que
ocorreram. A esquerda da ilustragdo de cada etapa estd indicada a metodologia utilizada e &

direita da ilustracao central consta(m) o(s) programa(s) utilizado(s) para realizé-las.

>Crassostrea gigas RN LBD
SARKSQTVTILOALNKAALPVLESHHNHGQPPTKVHLLNSLVKLAEREL

4 fat VHLINWAKNYPGYTDLSLSDOVHLIECCWMELLLLMCAFRSIEHGGKSL
Selecao do dominio AFAPDLVLORSSWSTVEMTEIFEQVAAVSEQMMONHLHKDELLLLQAM BLASTp
LBD VLVNAEVRRLASYNQIFNMQQSLLDAIVDTAQKYHPDNVRHVPAVLLLLT Clustal Omega

HIRQAGERGIAFFQRLKSEGVVTFCDLLKEMLDAQDFLEKKSSNEGD

Modelagem

tridimensional I-TASSER

Atracamento .
molecular AutoDock Vina
Dinamica
molecular GROMACS

Fonte: Elaborada pela autora no programa VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) e PyMOL
(SCHRODINGER, 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DO DOMINIO LBD

As sequéncias de receptores nucleares do genoma de C. gigas disponiveis no NCBI
(do inglés National Center for Biotechnology Information), foram analisadas e o dominio
LBD selecionado, a fim de realizar a técnica de modelagem tridimensional. Sequéncias da
versdo do genoma de 2017 (ZHANG et. al., 2012) e sequéncias do genoma atualizadas em
2020 (WANG et. al., 2019) foram selecionadas. Dois RNs de C. gigas foram descritos por
Vogeler e colaboradores (2014) como apresentando apenas o dominio DBD. Dessa forma, do
total de 43 RNs da espécie, trabalhamos com as sequéncias dos 41 RNs que possuem o
dominio LBD. Por fim, a regido de sequéncia do dominio de ligag¢do ao ligante de cada RN foi
submetida a modelagem tridimensional pelo pacote I-TASSER (ZHANG, 2008). As 41
sequéncias também foram submetidas ao programa PSIPRED (JONES, 1999), um preditor de
formagdo de estrutura secundaria. As predigdes de enovelamento obtidas foram comparadas
ao resultado estrutural obtido na modelagem, com o objetivo de verificar se a técnica de
modelagem gerou o enovelamento esperado para as sequéncias.

O dominio LBD da superfamilia de RNs possui enovelamento universal em um
arranjo de trés camadas antiparalelas a-helicoidais, que se assemelha a um sanduiche
(BOURGUIET et. al., 1995; WURTZ et. al., 1996). Nele estao compreendidas uma camada de
nicleo central formada por H5-H6, H9 e H10, entre duas camadas adicionais de hélices
H1-H4 e H7, HS, H11. Este arranjo helicoidal cria uma estrutura que mantém uma cavidade
de interagdo com ligante na extremidade mais estreita do dominio (LI; LAMBERT; XU,
2003). Os elementos de estrutura secundaria restantes, duas folhas f antiparalelas, formando
um grampo-f e a H12, estdo localizados na regido de interagdo com o ligante e flanqueiam o
motivo principal de trés camadas (BRZOZOWSKI et. al.,, 1997). A funcdo de ativagcdo
C-terminal, AF-2, que forma a H12, pode adotar multiplas conformagdes dependendo do
ligante presente no sitio de ligacao ou a auséncia deste, como uma conformagao que se liga a
coativadores e outra que se liga a correpressores (CELIK; LUND; SCHIOTT, 2007).
Comparacgdes estruturais revelam que H4, H5, H8 e H9, que compdem o “topo” do dominio,
sdo conservadas, sugerindo que o enovelamento em sanduiche ¢ evolutivamente mantido para
que a ligagdo de pequenas moléculas seja possivel na maioria dos RNs (LI; LAMBERT; XU,
2003).
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Os modelos tridimensionais obtidos da técnica de modelagem foram analisados
individualmente, observando se estes possuem o enovelamento esperado para o dominio LBD
de RNs e se a formacao de estrutura secundaria se aproxima do previsto pelo programa
PSIPRED (JONES, 1999). A formagao dos elementos de estrutura secundaria H3, HS5, H6,
folhas-B, H7, H8, H11 e H12 nos modelos foi considerada crucial para o objetivo de nossa
analise, uma vez que esses elementos estdo na vizinhanga do ligante no caso do RE humano
1GWR e, portanto, delineiam o sitio de ligacdo com o ligante (BRZOZOWSKI et. al., 1997).
Trinta modelos (CgNRIA, CgNRI1B, CgNRICDEFa, CgNRICDEFB, CgNRI1D, CgNRIE,
CgNRI1F, CgNRI1H, CgNR1Ja, CgNR1P2, CgNRI1P3, CgNRI1P4, CgNRIP5, CgNRIP6,
CgNRI1P7, CgNR1P9, CgNR1P10, CgNR1P11, CgNR2B, CgNR2E1, CgNR2E2, CgNR2ES,
CgNR3A, CgNR3B, CgNR4A, CgNR5SA, CgNR5SB, CgNHR42, CgNROB, Cg2DBDy)
apresentaram entre 10-12 a-hélices, formando o motivo esperado de trés camadas em
sanduiche e contendo todos os elementos estruturais que compdem o bolsdo de interagdo com
o ligante. Para alguns desses modelos, H2 e H4 ndo estdo presentes, em alguns casos nem
mesmo foram previstas para as sequéncias. Uma vez que essas hélices nao constituem o sitio
de ligacdo, sua auséncia foi tolerada e esses 30 modelos foram considerados para as etapas
subsequentes de andlise. Onze modelos (CgNRIC, CgNR1Jb, CgNR1Jg, CgNRI1PI,
CgNRI1P8, CgNR2A, CgNR2CD, CgNR2E3, CgNR2F, CgNHR43, Cg2DBDJ) ndo
corresponderam ao enovelamento esperado e previsto para o dominio LBD, e por isso sua
analise foi descontinuada. O modelo CgNRI1C, por exemplo, apresentou apenas 9 a-hélices.
Para este modelo ndo houve formagdo da H2, H4 e H12, tampouco de folhas-f. O programa
de predicdo de estrutura secundaria prevé a formacdo da H4, porém também ndo encontra
para a sequéncia desse dominio LBD a formacdo de folhas-B, H2 e HI12. Realizamos
modelagem por outra metodologia, o software SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al.,
2018), a fim de verificar se esta outra metodologia chegava a um modelo contendo os
elementos de estrutura secunddria tipicos, entretanto este programa também ndo encontrou
formagdo de H12. Analisando a distribuicao da estrutura secundaria no modelo (Figura 5D) e
a sequéncia deste LBD, ¢ possivel notar que a sequéncia estd incompleta na regido
C-terminal, dando indicios de uma possivel falha no sequenciamento desse LBD, ou até
mesmo de alguma caracteristica particular deste dominio nesta espécie. Entretanto, para os
fins deste trabalho, a busca por semelhangas aos padrdes mais conhecidos foi adotada,
buscando evitar artefatos e, portanto, ndo incluimos nas analises subsequentes casos como

€SSC.
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Figura 5. Representacdo tridimensional da estrutura do dominio LBD de RNs de C.gigas e do
RE humano IGWR. Os elementos estruturais secundarios estdo legendados. (A) LBD do RE
humano, PDB ID 1GWR, a estrutura resolvida experimentalmente com ligagao conhecida
com estradiol. (B) Modelo tedrico do RE da ostra do Pacifico, CgNR3A, modelo controle em
nossa analise da modelagem por ser o Unico receptor da espécie com estrutura experimental
resolvida. (C) Modelo do RN CgNR1D, de alta qualidade segundo os critérios de analise da
modelagem. (D) Modelo do RN CgNRI1C, desconsiderado das anélises subsequentes do
estudo por ndo apresentar a formacdo de importantes elementos estruturais que compdem o

sitio de ligagdo do LBD, como as folhas-f e HI12.

Fonte: Elaborado pela autora a partir da estrutura IGWR do RCSB PDB e dos modelos gerados pelo pacote
I-TASSER (ZHANG, 2008), no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).
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A Figura 5 mostra a estrutura tridimensional de algumas estruturas utilizadas em nosso
trabalho, representativas do grande nimero de modelos gerados. A estrutura experimental do
RE humano, PDB ID 1GWR, esta apresentada na Figura 5A, pois foi utilizada como estrutura
controle na interagdo com o ligante de interesse em nossa investigag¢do (estradiol), j& que se
liga naturalmente, e com alta afinidade, a ele. Esta estrutura experimental mostra o
enovelamento tipico do LBD de um RN, assim como os modelos CgNR3A (controle da
técnica de modelagem, como ¢ citado a seguir) e CgNRI1D. Por fim, o modelo de CgNR1C
também ¢ apresentado, um dos modelos que demonstrou ndo corresponder ao enovelamento
esperado e previsto para o dominio LBD, com elementos estruturais do sitio de ligagdo
ausentes.

Critérios quantitativos para avaliacdo da qualidade da estrutura proteica como o
grafico de Ramachandran, C-score e Z-score foram utilizados para avaliar a qualidade e
confiabilidade dos modelos. O espaco que peptideos ocupam no espaco ¢ restrito, devido a
impedimentos estéricos entre as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos que os
compdem (NELSON; COX, 2014). Os graficos de Ramachandran mostram a distribuicao dos
angulos dos residuos na estrutura proteica, indicando se as restrigdes espaciais encontradas
para a estrutura analisada, em geral, s3o proximas as descritas para estruturas experimentais
(MORRIS et al., 1992). A Tabela 2 contém os valores do grafico de Ramachandran gerado
para os modelos de C. gigas (ANDERSON et. al., 2005). Apenas CgNR2A e CgNR2F nao
apresentaram pelo menos 90% dos residuos de aminoécidos na estrutura proteica dos modelos
em regioes altamente preferiveis. A andlise desses RNs, portanto, foi descontinuada. Esses
modelos também ndo haviam apresentado todos os elementos estruturais do dominio LBD na
analise individual dos modelos. Os outros 40 RNs apresentaram valores entre 90-98,2% dos
residuos dos modelos construidos nas regides altamente preferiveis do grafico de
Ramachandran, indicando a alta qualidade das estruturas modeladas.

A precisdo global estimada dos modelos gerados pelo I-TASSER, ou seja, a confianga
de cada modelo, ¢ demonstrada quantitativamente pelo C-score (ZHANG, 2008). Essa
métrica ¢ calculada com base na significancia dos alinhamentos do método de threading e nos
parametros de convergéncia das simulagdes de montagem da estrutura. O C-score se encontra
tipicamente na faixa de -5 a 2 e um C-score de maior valor significa um modelo com maior
confianca. (ZHANG, SKOLNICK, 2004). Na Tabela 2 estdo contidos os valores de C-score
para os modelos gerados. Os valores encontram-se entre -2.21 e 1.21, sendo que a grande
maioria possui valores positivos, e dessa forma, de boa qualidade. O Z-score, calculado pelo

programa ProSA-web (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007), verifica se a pontuagao Z da estrutura
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de entrada estd dentro da faixa de pontua¢des normalmente encontradas para proteinas nativas
de tamanho semelhante, que foram experimentalmente resolvidas por cristalografia de raios-X
e Ressonancia Magnética Nuclear. Todos os modelos de RNs de C. gigas apresentam Z-score
no alcance de estruturas experimentais de boa qualidade, com valores entre -5.05 e -8.59. Os
graficos de Ramachandran e diagramas do Z-score calculados para os modelos

representativos apresentados na Figura 5 estdo compondo o APENDICE B (Figuras 15-20).

Tabela 2. Parametros quantitativos da confiabilidade dos modelos tridimensionais dos RNs da

ostra do Pacifico.

Subfamilia Ramachandran altamente Elementos de estrutura
e Grupo Receptor Nuclear ~ C-score preferiveis (%) Z-score  secundaria no modelo
1A CgNRI1A 0.09 94.561 -7.36 10H, 2P
1B CgNR1B 0.80 92.636 -7.73 10H, 2P
1C CgNRI1C 0.02 93.833 -5.27 9H, 0B
CgNRID 0.89 96.094 -7.22 12H, 2P
1D CgNRI1CDEFa 0.93 95.455 -7.35 11H, 2B
CgNRI1CDEFB 01.05 94.667 -7.15 11H, 2B
1E CgNRI1E 0.71 97.881 -7.00 11H, 28
IF CgNRIF -1.55 94.208 -7.9 12H, 2
1H CgNRI1H 01.06 98.268 -7.82 11H, 28
CgNR1Ja -0.04 92.996 -7.03 11H, 2B
1J CgNR1Jb 0.73 96.296 -7.24 11H, 0B
CgNRI1Jg 0.20 92.050 -5.55 10H, 0B
CgNRI1P1 0.99 95.690 -7.87 10H, 0B
CgNR1P2 0.05 92.578 -8.29 11H, 2B
CgNR1P3 1.07 97.807 -8.59 11H, 2B
CgNR1P4 0.83 95.633 -7.03 11H, 2B
CgNRI1P5 -1.51 93.421 -7.24 10H, 2
1P CgNRI1P6 1.12 94.760 -7.05 10H, 2P
CgNR1P7 1.04 91.266 -6.69 10H, 2P
CgNRI1P8 0.89 96.567 -6.89 11H, 0B
CgNR1P9 1.06 97.845 -7.16 10H, 2
CgNRIP10 -2.21 97.425 -6.25 10H, 2
CgNRI1P11 0.98 96.567 -6.40 10H, 2P
2A CgNR2A -1.73 86.611 -7.58 10H, 0P
2B CgNR2B -0.23 93.077 -7.3 11H, 2B
2C CgNR2CD 0.21 96.680 -5.72 10H, 2
CgNR2E1 0.64 93.416 -6.84 11H, 28

2E CgNR2E2 0.24 90.083 -6.93 10H, 2P
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CgNR2E3 0.98 91.518 6.58 11H, 2B
CgNR2E5 0.61 90.500 6.87 11H, 2B

2F CeNR2F 0.18 87.347 7.15 11H, 0B
3A CgNR3A 1.21 94.643 772 11H, 2p
3B CgNR3B 0.30 95.816 621 10H, 2p
4A CgNR4A 0.03 96.250 7.91 12H, 2B
5A CeNRSA 143 98.319 7.81 11H, 2B
5B CeNRSB 11,70 96.596 7.00 11H, 2B

0B CeNROB 0.54 96.491 5.05 10H, 28
opong | CE2DBDY 1.07 97.403 6.54 11H, 2B
Cg2DBDS 0.77 92.340 6.47 10H, 0p

N CgNHR42 0.73 96.491 7.15 10H, 2§
atribuido CgNHR43 -1.02 95.855 6.07 9H, 2B

Legenda: H: a-hélices; 3: folhas-f.

Fonte: Elaborada pela autora a partir dos resultados obtidos pelos programas I-TASSER (ZHANG, 2008), para
c-score, Ramachandran Plot Server Z-lab (ANDERSON et. al., 2005) para valores de Ramachandran e ProSA
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007), para z-score.

O RN CgNR3A (Figura 5B) representa nosso modelo controle na andlise de
modelagem, uma vez que ¢ o unico RN da ostra do Pacifico com estrutura do dominio LBD
resolvida experimentalmente. Para gerar o modelo para essa sequéncia, foi retirada
manualmente das possibilidades de moldes utilizados pelo I-TASSER a propria estrutura
experimental deste receptor (PDB ID: 4N1Y). Seguindo o mesmo procedimento de
modelagem que os demais RNs, CgNR3A foi construido utilizando sequéncias similares
encontradas pelos algoritmos do programa de modelagem pelo método de threading. O
modelo resultante foi alinhado com a estrutura experimental, 4N1Y, para avaliar se a técnica
de modelagem atinge um modelo similar ao que ¢ conhecido experimentalmente. O
alinhamento das estruturas tridimensionais 4N1Y e do modelo CgNR3A de C. gigas esta
apresentado na Figura 6, demonstrando boa sobreposicdo dos elementos de estrutura
secundaria para esses LBDs. A similaridade entre modelo e estrutura experimental foi
calculada através da ferramenta TM-align (ZHANG, SKOLNICK, 2005), a qual leva em
conta parametros como RMSD e TM-score. O calculo de RMSD (Desvio Quadratico Médio)
¢ a medida da distdncia média entre os atomos de proteinas otimamente alinhadas. Quanto
mais proximo de 0 o valor de RMSD, mais similares sdo as estruturas comparadas. O valor de
RMSD entre 4N1Y e o modelo CgNR3A ¢ de 1.55 A. O TM-score (do inglés Template

Modeling score) verifica a similaridade de distribuigdo espacial de estruturas proteicas.
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Pontuagdes abaixo de 0,17 correspondem a proteinas ndo relacionadas, enquanto que
estruturas com uma pontuacao maior que 0,5 geralmente assumem o mesmo enovelamento. O
modelo de CgNR3A e a estrutura experimental 4N1Y apresentam TM-score de valor 0.934.
Dessa forma, verificamos boa similaridade estrutural, através do RMSD ¢ TM-score, assim
como boa sobreposicao das estruturas tridimensionais (Figura 6), indicando que a técnica de
modelagem alcangou uma estrutura muito similar & conhecida experimentalmente para esse

receptor.

Figura 6. Alinhamento da estrutura experimental do RE de C. gigas (em azul), PDB ID 4N1Y,
e do modelo CgNR3A construido por modelagem tridimensional para essa sequéncia da ostra

do Pacifico (em verde).

Fonte: Elaborada pela autora utilizando modelo gerado pelo pacote I-TASSER (ZHANG, 2008) e estrutura
experimental disponivel no PDB, de cédigo 4N1Y. Figura gerada no programa PyMOL (SCHRODINGER,
2019).

A Fungdo de Ativagdo 2 (AF-2), presente no dominio LBD formando HI12,
desempenha um papel fundamental na modulacdo da transcri¢do génica, uma vez que essa
regido muda sua conformacao de acordo com a presenca e a natureza do ligante que interage
com o sitio de ligacdo (LI; LAMBERT; XU, 2003). A H12 ¢ essencial para a transativacao de
RNs, pois tanto a perda quanto a mutagdo nesta regido resultam em um receptor que nao
responde ao ligante (DANIELIAN et. al., 1992; BRZOZOWSKI et. al., 1997). O RE humano,
por exemplo, possui pelo menos trés conformacodes da regiao de HI12 conhecidas. Uma delas ¢

a forma Apo, ou seja, sem o ligante associado, em que a H12 esta estendida para longe do



43

LBD e totalmente solvatada (CELIK; LUND; SCHIQTT, 2007). Outra conformagao ¢ a
agonista, resultante do rearranjo da H12 ao se ligar com a molécula de estradiol, formando
uma “tampa” sobre a cavidade de interagdo com o ligante, compactada contra H3, H5-H6 ¢
H11 (BRZOZOWSKI et. al., 1997). Essa conformacdo ¢ essencial para o recrutamento e
interagdo com co-ativadores. Por fim, também ¢ descrita uma conformagdo antagonista,
quando o ligante presente no sitio de ligagdo, como Tamoxifeno ou Raloxifeno, previnem a
formagdo de uma conformacgdo de AF-2 transcricionalmente favoravel (LONARD; SMITH,
2002). A conformacdo da H12 assume um encaixe sobre HS5 e a extremidade C-terminal da
H3, ocupando uma parte da regido de ligagdo da molécula co-ativadora. Ocorre um
reposicionamento da H12 em dire¢do a regido N-terminal do LBD em comparacdo com a
conformagdo induzida pelo ligante agonista (BRZOZOWSKI et. al., 1997; CELIK; LUND;
SCHIOTT, 2007). A Figura 7 mostra as estruturas cristalograficas de RE humano em sua
conformacdo Apo (PDB ID 1A52), ligado a uma molécula agonista (PDB ID 1GWR) e
associado a um antagonista (PDB ID 3ERT). Estas estruturas experimentais foram alinhadas a
cada um de nossos modelos, a fim de avaliar qual conforma¢do da H12 foi modelada para
cada caso. Todos os modelos gerados possuem H12 tampando o sitio de ligagdo, na
conformag¢do de associacdo com ligantes agonistas. Uma vez que as conformacdes sdo
determinantes para etapas posteriores de interacdo, neste trabalho buscamos posigdes

favoraveis a formas agonistas de ligagao.

Figura 7. Alinhamento da estrutura 3D do RE humano em sua conformacdo Apo (em roxo),
conformac¢do antagonista (em verde) e agonista (em amarelo). O retangulo em preto destaca a
regido onde se encontra a H12. Na conformacgao agonista, que corresponde a estrutura do RE
humano 1GWR, a H12 encontra-se formando uma “tampa” sobre a cavidade de interacdo com
o ligante, compactada contra H3, H5-H6 e HII, conformacdo conhecida como
transcricionalmente favoravel. Ja a orientagdo da H12 antagonista, representada pela estrutura
experimental do RE humano 3ERT, est4 posicionada sobre HS e a extremidade C-terminal da
H3, configuracdo conhecida como desfavoravel ao recrutamento para transcricdo. Em sua
orientagdo Apo, proveniente da estrutura experimental 1A52, a H12 estd afastada do restante

do dominio LBD.
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando o programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).

4.2 ATRACAMENTO MOLECULAR PROTEINA-LIGANTE

Os ensaios de atracamento molecular foram realizados pelo programa Autodock Vina
(TROTT; OLSON, 2010), testando a interacdo de 29 modelos de qualidade com a molécula
17-B-estradiol. A estrutura experimental do RE da ostra, PDB ID 4N1Y, foi utilizada para a
realizacdo do ensaio deste RN, pois este ¢ o unico RN com estrutura resolvida da espécie.
Esta estrutura foi utilizada como controle negativo no atracamento molecular ¢ dinamica
molecular (DM), uma vez que sua ligagdo com o hormonio estradiol foi demonstrada
incompativel devido a impedimentos estéricos no sitio de ligacdo, o qual apresenta volume
reduzido para comportar este ligante (BRIDGHAM et. al., 2014). Para anélise e comparagado
dos resultados obtidos no teste de atracamento molecular, 0 RE humano 1GWR foi utilizado
como controle positivo, uma vez que possui ligagdo detalhadamente caracterizada com o
ligante de interesse em nossa andlise (BRZOZOWSKI et. al., 1997; CELIK; LUND;
SCHIQTT, 2007). Dessa forma, foi realizado redocking do RE humano com estradiol, ou seja,
o ligante foi removido e reposicionado novamente na cavidade para avaliar valores
correspondentes a energia livre de ligacdo e ligagdes ndo-covalentes no sitio de ligagao. Para
sete dos 29 modelos de RNs (CgNR1CDEFa, CgNRIF, CgNR1P4, CgNR1P6, CgNR1P7,
CgNR4A, Cg2DBDy) o teste de atracamento molecular ndo encontrou nenhuma orientacao de

ligacdo possivel do estradiol no sitio de ligagdo. Para 22 modelos (CgNRI1A, CgNRIB,



45

CgNRI1CDEFB, CgNR1D, CgNRIE, CgNR1H, CgNR1Ja, CgNR1P2, CgNR1P3, CgNRI1PS5,
CgNRI1P9, CgNRI1P10, CgNRI1P11, CgNR2B, CgNR2E1, CgNR2E2, CgNR2ES5, CgNR3B,
CgNR5SA, CgNR5B, CgNHR42, CgNROB) e para as estruturas experimentais IGWR e 4N1Y,
0 ensaio encontrou ao menos uma posi¢ao de ligacdo da molécula alvo no sitio de ligacdao do
LBD.

O sitio de ligacdo do RE humano reconhece o ligante 17-B-estradiol através de uma
combinacdo de ligagdes de hidrogénio especificas e da complementaridade da cavidade de
ligacdo ao carater hidrofobico desta molécula (BRZOZOWSKI et. al., 1997). Uma vez que as
interacdes polares demonstram protagonismo no ancoramento do ligante e manuten¢do da
estabilidade do complexo na estrutura controle (CELIK; LUND; SCHIOTT, 2007),
destacamos essas interacdes encontradas na posicdo de menor AG para cada RN nos ensaios
de atracamento molecular na Tabela 3. A Tabela 3 apresenta dados quantitativos (AG) e
qualitativos (interagdes polares) obtidos no atracamento molecular em ordem das menores
energias de ligagdo encontradas, além de apresentar as relagdes de homologia com RNs de
espécies modelo para referéncia. Os dados de redocking do RE humano 1GWR estao

presentes na Tabela 3 para comparagdo.

Tabela 3. Valores estimados de energia livre de ligacdo e interagdes polares encontrados nos
ensaios de atracamento molecular para os RNs da ostra do Pacifico e o 17-B-estradiol. As
relagdes de homologia dos receptores da ostra com vertebrados e invertebrados estdo

destacadas para referéncia.

RN Homologos AG (kcal/mol) Interacoes polares
IGWR* RE -11.2 E353, R394, H524
CgNHR42 Desconhecido -11.7 Alll
CgNRID Rev-Erb, NHR85 -11.4 D251
CgNRI1P10 Desconhecido -11.1 -
CgNR5SA SF1, LRH -11.1 L107,A212
CgNR2EI TLX -11.0 M44, V117, F120
CgNR2ES5 HRS&3 -10.6 N32, F76
CgNR3B ERR, DERR -10.5 L89
CgNR1Ja DHR96, DAF12 -10.3 S106, D243
CgNR1B RAR -9.9 L134
CgNR1P9 Desconhecido -9.8 -
CgNR2B RXR -9.8 P245

CgNRIA THR 9.7 -
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CgNRIE E78 -9.6 W59
CgNR2E2 TLL 9.5 -
CgNR1P2 Desconhecido 9.4 D47, K132
CgNR1P11 Desconhecido -9.4 D214
CgNR5B DHR39 -9.0 H115
CgNRIH LXR -8.8 S58
ANTY* RE -8.8% -
CgNROB DAX1, SHP -8.2 -
CgNRI1P3 Desconhecido -7.0 E43, T117
CgNRI1P5 Desconhecido -6.9 Y98
CgNRICDEFp MgNR1DEF -5.1 -

* Foram utilizadas estruturas experimentais para a realiza¢do do atracamento molecular.

Fonte: Elaborada pela autora a partir das relagdes de homologia estabelecidas no trabalho de Vogeler et. al.
(2014), valores de AG obtidos pelo programa Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2010) e interagdes polares
identificadas utilizando os programas LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995) e PoseView
(STIERAND; RAREY, 2010).

Os resultados de energia livre de ligacdo obtidos no atracamento molecular
corroboram os dados experimentais do ponto de vista das estruturas controles do ensaio. O
RE humano IGWR configura uma das liga¢gdes mais favoraveis com o estradiol encontradas
no teste, apresentando uma das menores energias de ligacdo e interagdes polares que ja foram
descritas por dados experimentais entre esse complexo receptor-ligante (BRZOZOWSKI et.
al., 1997; CELIK; LUND; SCHIOQTT, 2007). Por outro lado, como esperado para um controle
negativo, o RE da ostra 4N1Y ndo demonstrou interagdes polares com este ligante, além de
uma das maiores energias de ligacdo de todos os RNs testados. Em nossa analise dos
resultados e da metodologia utilizada, entendemos que o ensaio de atracamento molecular
considerando residuos do sitio de ligagdo com flexibilidade de suas cadeias laterais, ndo
ocorre sem a geracdo de artefatos. A flexibilizagdo da proteina inerente ao ensaio, viabiliza
ajustes de muitas posi¢des possiveis do ligante, possivelmente gerando falsos-positivos,
simulando alguns ajustes induzidos. Acreditamos que este tenha sido o caso para as
orientacdes de ligacdo possiveis entre 4N1Y e o estradiol, ligacdo considerada incompativel
segundo dados da literatura (BRIDGHAM et. al., 2014). As limitagdes de ensaios de docking
molecular, como a geracdo de artefatos, sdo reconhecidas e descritas na literatura (OKIMOTO
et. al., 2009; VERLI, 2014;). Nao obstante, a técnica utilizada foi capaz de apresentar
resultados dentro do esperado para a estrutura experimental IGWR, como citado acima,
demonstrando correspondéncia com dados experimentais da literatura (BRZOZOWSKI et. al.,

1997; CELIK; LUND; SCHIQTT, 2007). Neste trabalho consideramos, portanto, que a
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flexibilizagdo da estrutura proteica durante a interacdo pode ser uma forma de melhor
amostrar o espaco conformacional para favorecer interagcdes desconhecidas. Nesse caso,
ampliam-se as possibilidades de interagdo, porém, aumentam-se as chances de artefatos na
ligacao.

O ensaio de atracamento molecular utilizado, apesar de imprimir certa flexibilidade a
estrutura proteica, desconsidera aspectos como a dinamica de movimento de todo o complexo,
a variacdo na posicao da proteina e ligante ao longo do tempo e a presenca de um solvente,
pertinentes para a avaliagdo da formacdo de um complexo proteina-ligante estavel
(GANESAN; COOTE; BARAKAT, 2017; OKIMOTO et. al.,, 2009). Assim sendo, a
realizacdo de DMs, simulagdes contendo a presenga das importantes variaveis citadas, se
demonstraram fundamentais em nossa abordagem de propor candidatos provaveis de ligacao
com a molécula alvo. Portanto, os ensaios de atracamento molecular forneceram complexos
receptor-ligante que utilizamos como ponto de partida para realizagdo de DMs atomisticas,

objetivando um nivel de detalhamento mais acurado da caracterizagdo do complexo.

4.3 SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR ATOMISTICAS

Todos os modelos com ao menos um modo de ligacdo possivel com o estradiol
tiveram o complexo receptor-ligante de menor energia livre encontrado no docking simulado
via dinamica molecular. Para e estrutura controle 1IGWR, o complexo simulado foi o
disponivel no PDB. Simulac¢des de 100 ns foram realizadas para os complexos. Utilizamos o
pacote gmx MMPBSA (VALDES-TRESANCO et. al., 2021) para realizar estimativas da
energia livre de ligacdo de todos os complexos simulados. As energias de ligacdo foram
calculadas para os ultimos 20 ns de simulagdo, pois observamos em outros trabalhos de DM
da literatura (LI et. al., 2015) e em nossos graficos de RMSD, apresentados e discutidos
adiante, que o ligante encontra uma posi¢do de menor desvio médio e, em geral, ocorre a
formagdo de um complexo de maior estabilidade nos 20 ns finais da simulagdo. A Tabela 4
apresenta a estimativa da variagdo de entalpia para a energia livre de ligacdo dos complexos

receptor-ligante em ordem dos de menor energia para os de maior energia.
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Tabela 4. Valores estimados de variagdo da entalpia para os complexos receptor-ligante

durante os 20 nanossegundos finais das simulagdes de dindmica molecular.

Receptor nuclear AH (kcal/mol)
1GWR* -22.3045
CgNRI1P11 -29.2950
CgNROB -28.5914
CgNR2E2 -27.2204
CgNR2ES -26.9463
CgNRI1P10 -23.4185
CgNRI1D -23.4079
CgNR2EI -22.9255
CgNR2B -21.8969
CgNHRA42 -21.4894
CgNR1H -21.4731
CgNR1B -20.9809
CgNR3B -20.4890
CgNR1P9 -20.2108
CgNR1P3 -19.1060
ANTY* -18.9498
CgNRIE -18.9038
CgNR1A -18.5639
CgNRS5SA -18.3982
CgNR1Ja -17.7333
CgNRI1P5 -16.7731
CgNRICDEFB -16.6041
CgNR1P2 -16.5580
CgNR5B -16.1024

* Foram utilizadas estruturas experimentais para a realizagdo das simula¢des de DM.

Fonte: Elaborado pela autora a partir dos resultados obtidos pelo pacote gmx MMPBSA
(VALDES-TRESANCO et. al., 2021).

Os valores de energia de ligacdo proteina-ligante apresentados consideram as
contribuicdes entalpicas para o calculo, ou seja, a variacao da entalpia (AH), enquanto que as
contribui¢des entropicas nao estdo incluidas. Isso se deve ao fato de que, ao analisar os
resultados de energia livre de ligacdo das simulagdes, os dados calculados para as
contribuigdes entalpicas se aproximaram mais dos dados experimentais. Outras andlises de
energia livre de ligagdo em simulacdes de DMs atomisticas, como no trabalho de Li e

colaboradores (2015), também com receptores nucleares, encontraram valores favoraveis de
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interagdo considerando apenas as contribui¢cdes entalpicas a AG. Os valores de variagdo da
entalpia descritos pelos autores sdo, inclusive, proximos aos encontrados em nossos
experimentos de simulagao.

A fim de indicar candidatos mais provaveis de ligacdo com o estradiol, realizamos
uma classificacdo dos RNs a partir dos valores de energia de ligacdo calculados, em
categorias de candidatos muito favoraveis, favoraveis e pouco favoraveis a interagdo com o
ligante de interesse. Para esta classificagdo, calculamos a média de energia entre todos os
complexos simulados. Em seguida, somamos e subtraimos do valor médio o total de 0,5 vezes
o desvio padrdo para esse conjunto de dados. Através desse calculo, atingimos seis candidatos
mais favoraveis a ligagdo com o ligante, os quais apresentaram os menores valores de energia
de ligagdo, de -23.40 a -29.29 kcal/mol. Os candidatos favordveis apresentaram valores
médios de energia de ligagdo, considerando o conjunto de dados, variando de -20.21 a -22.92
kcal/mol. Ja os candidatos pouco favoraveis possuem os maiores valores de AH, entre -16.10
a -19.10 kcal/mol. A Figura 8 apresenta esta classificagdo de candidatos, que estdo coloridos

segundo as categorias atribuidas.

Figura 8. Classifica¢do dos receptores nucleares em candidatos muito favoraveis, favoraveis e
pouco favoraveis a ligagdo com estradiol, a partir dos valores de energia de ligagdo. Os
candidatos mais favordveis estdo coloridos em verde, os favoraveis em azul e os pouco
favoraveis em vermelho. As barras que representam as estruturas de controle positivo IGWR

(azul escuro) e negativo 4N1Y (vermelho escuro) estdo destacadas.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir de calculos de média e desvio padrao dos valores de energia livre de ligacao

obtidos pelo pacote gmx MMPBSA (VALDES-TRESANCO et. al., 2021). Figura elaborada no Google Sheets.

Assim como no resultado dos ensaios de atracamento molecular, as estruturas
experimentais de controle seguiram o perfil esperado para o que conhecemos de dados
experimentais nas simulagdes de DM. A estrutura experimental do RE da ostra do Pacifico,
4N1Y, foi agrupado através dos calculos de classificacdo entre os candidatos pouco favoraveis
a interagir com o estradiol, devido ao seu valor de energia livre estar entre os maiores. Por
outro lado, o RE humano 1GWR apresentou energia livre de ligagdo menor, com valores
proximos aos candidatos de interagdo muito favoraveis, e foi agrupado com candidatos
favoraveis.

Com a finalidade de obter um perfil detalhado acerca dos complexos receptor-ligante,
a energia livre de ligacdo total foi decomposta para a contribui¢do individual de cada residuo
que compde o sitio de ligacdo dos RNs. Para estes calculos, utilizamos novamente o pacote
gmx_MMPBSA (VALDES-TRESANCO et. al., 2021). A decomposi¢io por residuo realizada
compreendeu todos os residuos a 4 A de distancia do ligante. Os resultados para os candidatos
mais favoraveis estdo apresentados na Figura 9, em que a estrutura tridimensional ¢
representada pela cadeia principal da proteina. Para destacar os residuos que mais contribuem
para a diminui¢do da energia de ligacdo, utilizamos a representacdo de espessura e cor da

coluna B-factor do programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019). Os residuos estdo coloridos
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de vermelho a azul (contribuicdo mais negativa a mais positiva para a diminui¢do da energia
de ligacao). Quanto maior a espessura, portanto, mais relevante ¢ a interacdo. A visualizacao
da decomposicao dos residuos dos seis candidatos muito favoraveis a ligacdo ao estradiol

pode ser visualizada em forma de grafico de colunas no APENDICE C (Figuras 21-26).

Figura 9. Representacdo da andlise de decomposi¢do dos residuos do sitio de ligagdo para os
candidatos muito favoraveis de interagdo com estradiol e a estrutura de controle positivo
(IGWR). Os valores de energia para cada residuo sdo ilustrados por cores e espessura,
variando de residuos que mais contribuem para a diminui¢do da energia livre de ligagdo
(vermelho e mais grosso) para residuos que menos contribuem para a diminui¢do da energia
de ligagdo (azul e mais fino). Os residuos que mais contribuem para o valor de energia de
ligacdo negativo estdo indicados para cada estrutura. (A) Estrutura experimental do RE
humano, PDB ID 1GWR. (B) Modelo de CgNR1P11. (C) Modelo de CgNROB. (D) Modelo
de CgNR2E2. (E) Modelo de CgNR2ES. (F) Modelo de CgNR1P10. (G) Modelo de
CgNRID.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados de decomposi¢do de residuos do pacote gmx MMPBSA
(VALDES-TRESANCO et. al., 2021), no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2019).
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A interacdo do RE humano com o horménio estradiol ocorre através da ligacao desta
molécula entre H3, H6 e H11, onde o ligante adota uma conformacdo de baixa energia. A
hidroxila fenolica do anel A do ligante posiciona-se entre H3 e H6 e faz ligagdes de
hidrogénio diretas com Glu353 e Arg394. A hidroxila do anel D faz uma ligagdo de
hidrogénio com His524 em H11. O esqueleto ndo polar do ligante participa de uma série de
contatos hidrofobicos, com as cadeias laterais de Ala350, Leu387, Phe404, Ile424, Gly521 e
Leu525 (BRZOZOWSKI et. al.,, 1997). Dessa forma, as interagdes nao-covalentes entre
receptor-ligante possuem papel fundamental na estabilizag¢do da liga¢do e foram alvo de nossa
analise ao comparar as interagdes polares e ndo polares presentes no sitio de ligacdo dos
modelos ap6s as simulagdes de DM. Em nossa analise das simulagdes, as interagdes que mais
contribuem para a diminui¢cdo da energia livre de ligagdo do RE humano 1GWR, envolvem
residuos como Arg394 e His524, chave para a interacdo de RE humano com o hormoénio
estradiol segundo dados experimentais e tedricos (BRZOZOWSKI et. al., 1997). Estes
residuos realizam interagdes polares imprescindiveis para o ancoramento e estabilizagdo do
complexo RE-estradiol em humanos (CELIK; LUND; SCHIOTT, 2007). A contribui¢do do
residuo Glu353 para a diminuigdo da energia livre de ligagdo nao foi marcante em nossos
resultados, no entanto, outros residuos proximos a este, em H3, como Leu346 e Ala350, ainda
que com interagdes apolares, foram relevantes para a diminui¢ao da energia livre de ligagdo.
Outros residuos demonstraram grande contribuicdo para a AH negativo, como Leu387, em H6
e Leu525 em HI1l. A presenga de residuos que mais contribuiram para a diminui¢cdo da
energia livre de ligacdo estd nas hélices H3, H6 e H11, assim como o ja descrito para o RE
humano (BRZOZOWSKI et. al., 1997). A contribui¢do dos residuos que nao estdo indicados
na Figura 9 podem ser verificadas no APENDICE C.

De acordo com os resultados da decomposi¢do de residuos para a energia livre de
ligagdo, identificamos alguns padrdes envolvendo os candidatos muito favoraveis a ligacao
com a molécula alvo. Os candidatos muito favordveis apresentaram residuos que mais
contribuiram para a energia de ligacao total em H3, H6, em uma folha-f, H8, H11 e entre
HI11-H12. A maioria dos modelos candidatos muito favoraveis tiveram residuos fundamentais
em H3, H6 e H11, assim como ocorre na estrutura controle IGWR. Em geral, esses receptores
apresentaram a maioria dos seus residuos do sitio de ligagdo contribuindo cerca de -1.0
kcal/mol e também contaram com residuos marcantes, contribuindo com um valor menor ou
igual a -2.0 kcal/mol para a energia livre de ligacao.

O RE de vertebrados apresenta um importante papel dos residuos localizados em H11

para a formagdo do complexo receptor-ligante com ligantes agonistas e antagonistas



54

(SUMBAYEV et. al.,, 2005). Diversos estudos, como de mutagénese sitio-dirigida,
demonstraram que mutagdes em residuos 521-528, localizados em HI11, tiveram efeitos
significativos na transcri¢ao induzida por E2 (EKENA et. al., 1996). A mutagao de Gly525 do
ER de camundongo, por exemplo, aboliu quase completamente a ligacdo e a atividade do
estradiol (DANIELIAN et. al., 1993). Nessa regido do LBD, o residuo His524 forma uma
ligagdo de hidrogénio estavel com o hormonio estradiol, determinante para a selecdo
conformacional induzida por este ligante (CELIK; LUND; SCHIOTT, 2007; SUMBAYEYV et.
al., 2005). Celik, Lund & Schiett (2007) demonstraram por estudos de dindmica molecular
que através da ligacdo de hidrogénio entre His524 e o anel D do estradiol, uma rede de
ligagdes de hidrogénio partindo de His524 a Glu339, em H3, via Glu419 e Lys531, também
em H11, mantém a H3 e a HI1 em contato proximo, presumivelmente evitando que o ligante
escape da cavidade do LBD. Essa rede de interacdes mantém a H12 na posicdo agonista
flanqueando o sitio de ligagdo, pois a H11 esta fixa e menos movel (STEINMETZ; RENAUD
& MORAS, 2001). Esse modelo do complexo agonista parcialmente estabilizado pela
presenca de uma rede conservada de ligagdes de hidrogénio que agrupa H3 e H11, proposto
por Steinmetz, Renaud e Moras (2001), evidencia o papel central de His524 para a
manuten¢do do complexo estavel. Comparando os residuos do sitio de ligacdo do RE humano
com o RE de C. gigas, os residuos que correspondem a Glu353, Arg394 e Phe404 no ER-a
humano sdo conservados. Estes residuos fazem contato com o anel A de E2 (MATSUMOTO
et al., 2007). No entanto, o residuo His524 do RE humano, que faz uma unica ligacdo de
hidrogénio com o anel D, ¢ substituido no sitio de ligacdo da ostra. O RE da ostra, ao que
todos os dados experimentais sugerem, ndo apresenta ligagdo com o hormdnio estradiol
(BRIDGHAM et. al., 2014), demonstrando, mais uma vez, que a presenga de residuos em
H11, como His524, sdo determinantes para a ligacdo com estradiol.

Nossos resultados de decomposi¢ao de residuos para os candidatos mais favoraveis de
ligacdo ao estradiol demonstraram um protagonismo dos residuos posicionados em H11 para a
manuten¢do de uma energia livre de ligagdo baixa. Todos os candidatos muito favoraveis
apresentam residuos em H11 com contribui¢des de pelo menos -1.0 kcal/mol para a AH,
sendo que para alguns RNs, como CgNROB e CgNR2E2, a contribui¢do de residuos em H11
ultrapassa -2.0 kcal/mol. A Figura 10 mostra a decomposi¢do de residuos para o controle
positivo, IGWR (A) e para o candidato muito favoravel CgNROB (B), evidenciando o padrao
de participacao de residuos em H11 citado. De maneira oposta, os RNs classificados como
candidatos pouco favoraveis ndo apresentam esse perfil de residuos em H11 em destaque na

manuten¢do da AH negativa. O controle negativo, o RE da ostra, PDB ID 4N1Y, nao
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apresenta nenhum residuo em H11 com contribui¢do que alcance -0.5 kcal/mol. De maneira
semelhante, a maioria dos candidatos pouco favoraveis ndo alcanga -1.0 kcal/mol de
contribuicao nos residuos em H11 e, em geral, possuem uma menor porcentagem de residuos
que contribuem para a diminuicdo da energia livre de ligagdo nessa hélice. Como exce¢do
para esse padrdo, os candidatos pouco favoraveis da subfamilia NR5, CgNR5SA e CgNR5B,
possuem residuos que alcancam -1.0 kcal/mol de contribui¢do, porém possuem um perfil total
de residuos que nao alcanga uma AH total favoravel, segundo os critérios da nossa
classificagdo. A Figura 11 mostra a decomposicao de residuos para o controle negativo, 4N1Y
(A) e um candidato pouco favoravel, CgNRI1P5 (B), demonstrando esse padrio geral

observado.

Figura 10. Gréaficos da contribuicdo dos residuos para a energia livre de ligagdo proveniente
da analise de decomposi¢do de residuos. A direita da linha tracejada no grafico estdo os
residuos localizados em H11. (A) Decomposicao de residuos da estrutura de controle positivo,
1IGWR, que possui residuos que alcancam -1.0 kcal/mol de contribuicdo. Os residuos Glu47,
Arg88 e His215 do grafico correspondem a Glu353, Arg394 e His524 do ER humano,
residuos que fazem interagdes polares com E2. (B) Grafico da decomposi¢ado dos residuos de
CgNROB, RN classificado como muito favoravel a ligacdo com estradiol. Em nossas
simulagoes, esse RN possui seis residuos contribuindo para a diminuicao da energia livre de

ligagcdo do complexo, com valores de contribui¢do que alcangcam -2.35 kcal/mol.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados de decomposi¢io de residuos obtidos pelo pacote
gmx_MMPBSA (VALDES-TRESANCO et. al., 2021).
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Figura 11. Graficos da contribuicdo dos residuos para a energia livre de ligagdo proveniente
da analise de decomposi¢io de residuos. A direita da linha tracejada no grafico estdo os
residuos localizados em HI1. (A) Decomposi¢ao de residuos da estrutura de controle
negativo, 4N1Y, contando com dois residuos em H11 que ndo alcancam -0.5 kcal/mol de
contribuicdo. (B) Contribuicdo dos residuos do modelo classificado como pouco favoravel a
interagdo com estradiol CgNRI1P5. Este possui apenas um residuo em H11 e, assim como o

controle negativo, ndo alcanca -0.5 kcal/mol de contribuicao.
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A presenca de interacdes ndo-covalentes entre o ligante e residuos do sitio de ligagao ¢é
reconhecidamente imprescindivel para a formagao de um complexo proteina-ligante estavel.
A formacgao de interacdes fracas ¢ acompanhada pela liberagdo de uma pequena quantidade de
energia livre que estabiliza essa interagdo (NELSON; COX, 2014). A ligacdo especifica do
estradiol ao sitio de ligacdo do RE humano, por exemplo, ocorre através de uma combinagao
de ligagdes de hidrogénio, que demonstram protagonismo no ancoramento do ligante e
manutengdo da estabilidade do complexo na estrutura controle (CELIK; LUND; SCHIOTT,
2007; SUMBAYEV et. al, 2005). Dessa forma, realizamos a andlise das ligacdes de
hidrogénio encontradas nos candidatos muito favoraveis a interacdo com a molécula alvo em
nossa abordagem. Para identificar os residuos que participam de ligagdes de hidrogénio,
extraimos snapshots em formato .pdb dos 20 ns finais das trajetorias de simulagdo, os quais
foram submetidos aos programas PoseView (STIERAND; RAREY, 2010) e LigPlot
(WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995), para obter o perfil de interagdes
encontradas sitio de ligagdo dos complexos. Posteriormente, utilizamos o modulo “gmx
distance” do programa GROMACS (ABRAHAM et. al.,, 2015) para gerar graficos da
distancia entre os atomos envolvidos na ligacdo de hidrogénio ao longo dos 100 ns de
simulacdo. Consideramos como ligacdes de hidrogénio as ligacdes que obtivessem distancia
entre o doador e aceptor de elétrons menor que 4 A. As ligagdes de hidrogénio encontradas
para o controle positivo IGWR e para os candidatos muito favoradveis CgNR1P11 e CgNROB
estdo demonstradas na Figura 12. As ligacdes de hidrogénio encontradas na simulacao dos

demais candidatos muito favoraveis estio apresentadas no APENDICE D (Figuras 27-28).

Figura 12. Ligag¢des de hidrogénio encontradas para os complexos receptor-ligante dos
candidatos muito favoraveis a ligacdo com estradiol CgNR1P11, CgNROB e para a estrutura
controle IGWR. Para cada receptor, estd demonstrado um gréafico da distancia entre o atomo
doador e aceptor de elétrons ao longo dos 100 ns de simulagdo e um diagrama bidimensional
indicando as interacdes quimicas entre os residuos de aminoacidos do sitio de ligacdao e o
ligante. Linhas tracejadas pretas indicam ligacdes de hidrogénio, linhas solidas verdes
indicam intera¢des hidrofobicas e linhas tracejadas verdes indicam interagdes n—m. Perfil de

interagdes encontradas para IGWR (A), CgNRI1P11 (B) e CgNR2E2 (C).
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados obtidos nos programas PoseView (STIERAND; RAREY, 2010) e
LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995) e no moédulo hbond do programa GROMACS
(ABRAHAM et. al., 2015).

O perfil de ligagdes de hidrogénio encontrado refor¢ca a contribuicdo destacada de
residuos localizados em H11 para os complexos receptor-ligante dos candidatos muito
favoraveis de ligacdo ao estradiol. Assim como o esperado para o RE humano, nas simulagdes
do complexo da estrutura experimental 1GWR foram mapeadas ligagdes de hidrogénio com
os residuos Glu353, Arg394 e His524. A ligacao de hidrogénio do RE humano que apresentou
menor distancia entre doador e aceptor de elétrons e esteve presente ininterruptamente nos
100 ns de simulacao foi a de His524, em H11 (Figura 12). CgNRI1P11 apresentou ligacao de
hidrogénio com dois residuos em H11, Ser210 e His226. A ligacdo com Ser210 possui
flutuacdes, ja a com His226 se mantém a uma distancia que configura ligacdo de hidrogénio
durante os 20 ns finais e por boa parte de toda a simulacdo. CgNROB também apresentou
ligagdo de hidrogénio com um residuo em H11, Asp218. A ligagdo possui flutuagdes, porém
apresenta distdncia compativel com ligacdo de hidrogénio ao longo da maior parte da
simulagdo. Assim como demonstrado no APENDICE D, os outros quatro candidatos muito
favoraveis a ligacdo com estradiol CgNR2E2, CgNRID, CgNR1P10 e CgNR2ES também
apresentam ligacdo de hidrogénio entre o ligante e residuos localizados em H11. O padrao
observado em nossas analises da presenga e contribui¢ao de residuos localizados em H11 para
a manutencdo de uma ligacdo mais favoravel com estradiol estd de acordo com diversos
estudos que demonstram o protagonismo dos residuos nesta hélice do LBD para interacao
com essa molécula (DANIELIAN et. al., 1993; CELIK; LUND; SCHIOTT, 2007;
SUMBAYEYV et. al., 2005), fornecendo mais seguranca ao apontarmos estes candidatos de
ligagdo muito favoravel com este ligante.

Uma vez que trabalhamos com modelos tedricos € com complexos receptor-ligante, da
mesma forma, obtidos por ensaios tedricos, esperavamos encontrar uma variagdo maior na
movimentagdo dos complexos dos modelos, quando comparado com a estrutura experimental
de controle, como de fato foi observado. A selecdo conformacional agonista do ER humano
simulado em nosso trabalho, propiciada pela presenca do estradiol no sitio de ligacao,
promove grande estabilidade ao complexo (CELIK; LUND; SCHIOTT, 2007; LI et. al.,

2015). Em nossas simulagdes, a variacdo na posicdo da molécula de estradiol no sitio de


https://manual.gromacs.org/documentation/2019.3/onlinehelp/gmx-hbond.html

—~ 0.8

RMSD (nm

62

ligagdo do RE humano é minima, com valor em torno de 1,2 A. Por outro lado, nos modelos
de RNs de C. gigas ha grande variabilidade de volume e microambiente quimico conferido
pelos residuos que formam o sitio de ligacao dos 23 RNs da ostra do Pacifico simulados em
nossa analise. A heterogeneidade intrinseca as caracteristicas de LBDs de RNs de distintas
subfamilias e grupos de RNs se traduz em uma variagdo muito maior na movimentagdo e
acomodacdo do ligante no sitio de ligagdo. Como observado na Figura 13, o estradiol possui
maior variacao de sua posicao no sitio de ligagdo dos modelos quando comparado a estrutura
experimental controle. As maiores variagdes, considerando os 100 ns, ocorreram para os RNs
CgNROB (5.0 A), CgNRIP10 (7.0 A) e CgNR2E2 (6.0 A). No entanto, é possivel observar
uma acomodacdo do ligante e maior estabilidade na posi¢do deste nos 20 ns finais da
simulagdo para os candidatos muito favoraveis mostrados na Figura 13. A variacdo na posi¢ao
do estradiol, apos 80 ns de simulagdo, é de no maximo 2 A para todos os candidatos

demonstrados, exceto CgNROB, excecdo que possui variacio de 4 A.

Figura 13. Grafico do Desvio Médio Quadratico (RMSD) da posigao do ligante 17-p-estradiol
no sitio de ligacdo dos receptores nucleares candidatos muito favoraveis a ligagdo com esta
molécula e na estrutura experimental controle 1IGWR. A varia¢do da posi¢do do ligante na
estrutura controle ¢ minima e ¢ possivel observar a acomodagdo do ligante e maior
estabilidade na posi¢ao deste nos 20 ns finais da simulagcdo para os candidatos muito

favoraveis.
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Fonte: Elaborada pela autora a partir dos dados obtidos pelo médulo gmx rms do GROMACS (ABRAHAM et.
al., 2015).
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4.4 CONSIDERACOES SOBRE O PAPEL FUNCIONAL DOS CANDIDATOS MUITO
FAVORAVEIS A LIGACAO COM ESTRADIOL.

A publicacdo do genoma da ostra do Pacifico possibilitou a realizagdo de diversos
estudos que contribuem para uma melhor compreensdo da biologia da espécie (ZHANG et.
al., 2012). Um desses estudos, o de Vogeler e colaboradores (2014), utilizou uma combinagao
de andlises filogenéticas e de bioinformatica para estabelecer as relacdes filogenéticas da
superfamilia de RNs de C. gigas. Esse trabalho abriu caminhos para inferir a funcdo, aspectos
evolutivos e o potencial de interacdo dos RNs da espécie com ligantes, inclusive xenobioticos.
Os RNs da ostra sdo categorizados em seis subfamilias (NRO-NRS5). Todos os representantes
da superfamilia de RNs da espécie compdem a Tabela 1, com as respectivas relagdes de
homologia com vertebrados e invertebrados (VOGELER et. al., 2014).

Em nossa analise, estudamos o dominio LBD de 41 RNs da ostra do Pacifico.
Realizamos a modelagem de representantes de todas as subfamilias em que foram
classificados os RNs da espécie. O potencial de interagdo dos modelos com a molécula
xenobiotica de interesse foi testado através de duas metodologias, docking ¢ DM, o que
permitiu uma classificagdo, entre toda a superfamilia, de alvos mais favoraveis a interacao
com o estradiol. Dentre os candidatos muito favoraveis citados em nossa andlise dos
resultados, encontram-se membros de trés subfamilias de RNs, NRO, NR1 e¢ NR2. As
caracteristicas funcionais e relagdes filogenéticas ja conhecidas dessas subfamilias serdo
discutidas a seguir.

A ostra do Pacifico, assim como outras espécies de animais, possui regulacao mediada
por RNs nas fases de seu desenvolvimento (VOGELER et. al., 2016). Estudos do perfil de
expressao de RNs em diferentes estagios do desenvolvimento da ostra demonstram a
contribuicdo de diversos receptores (MIGLIOLI et. al., 2021; VOGELER et. al., 2016),
inclusive os candidatos muito favoraveis a ligagdo com E2 em nossa analise. A Figura 14
mostra as fases do desenvolvimento de C. gigas, incluindo o desenvolvimento embrionario, a
transi¢do entre o embrido e o estagio de larva e a metamorfose, destacando RNs expressos

diferencialmente em cada fase.
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Figura 14. Expressdo de RNs de C. gigas em diferentes fases do desenvolvimento. Receptores
expressos durante o Desenvolvimento Embrionario estdo representados em verde; na

transi¢do entre Embrido-Larva estdo representados em vermelho; e na Metamorfose em roxo.
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Fonte: Adaptada de Miglioli et. al. (2021) e de Vogeler et. al. (2016). Os dados para a construgdo da figura foram
obtidos de Vogeler et al. (2016) e Huang et al. (2015; 2020).

Durante o desenvolvimento embrionario de invertebrados marinhos, como a ostra do
Pacifico, ocorre, principalmente, a proliferacdo celular e a especificacdo de folhetos
germinativos (VOGELER et. al., 2016). Na fase de transicdo entre embrido-larva, uma série
de modificacdes e processos morfogenéticos resulta na formacao da larva. Esses processos
incluem padronizagdo axial e corporal, iniciagdo da neurogénese e da organogénese
(MIGLIOLI et. al., 2021). No desenvolvimento larval, estruturas para alimentagdo,

sensibilidade a luz e natagdo sdo formadas. No entanto, a maioria dessas estruturas
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posteriormente serdo perdidas na fase de metamorfose, em que ocorrem modifica¢des
resultando no surgimento do plano corporal adulto (BRUSCA, MOORE, SHUSTER, 2018).

A subfamilia NR1 de RNs possui muitos membros envolvidos no crescimento e
desenvolvimento em humanos e em processos de muda e metamorfose em Drosophila
(VOGELER et. al.,, 2014). Em vertebrados, RNs ativados por ligantes sdo encontrados
principalmente nas subfamilias NR1 e NR3, e seus ligantes endégenos compreendem uma
gama diversificada de compostos bioativos (MIGLIOLI et. al., 2021). O membro CgNR1D da
ostra, candidato muito favorédvel a interagdo com E2, possui homologia com o receptor E75 da
mosca da fruta e com o receptor Rev-Erb humano (VOGELER et. al., 2014). O gene para o
receptor E75 ¢é responsivo aos niveis de ecdisona, participando das vias reguladas por esse
hormonio em uma variedade de tecidos e estdgios do desenvolvimento (KING-JONES;
THUMMEL, 2005). Mutantes que ndo produzem nenhuma isoforma de E75 tiveram
interrup¢do durante a metade da ovogénese, indicando papéis essenciais desse receptor na
fertilidade de fémeas em D. melanogaster (BUSZCZAK et. al., 1999). J& Rev-Erb ¢ um
silenciador transcricional sem ligante identificado e possui fun¢des semelhantes aos PPARs
(Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma), com papéis importantes no
metabolismo de lipidios e glicose e também no ritmo circadiano (RAMAKRISHNAN &
MUSCAT, 2006). No caso da ostra, assim como em homologos em outras espécies, CgNR1D
encontra-se altamente expresso durante o desenvolvimento, principalmente no periodo de
transi¢do entre embrido-larva (Figura 14). Em um cenario de conservacao da fungdo de NR1D
entre invertebrados, a disrup¢do do funcionamento deste receptor poderia ocasionar prejuizos
na fertilidade de fémeas, como ocorre em Drosophila.

Para os membros no novo grupo monofilético da subfamilia NR1 de C. gigas, NR1P,
as fungdes dos RNs inferidas com base em relagdes filogenéticas sdao limitadas, pois nenhum
homologo proximo foi identificado. Os RNs CgNRI1P10 e CgNRI1P11 da ostra apresentaram
homologia com o grupo NR2E, na andlise de Vogeler e colaboradores (2014).
Coincidentemente, ambos os grupos foram classificados como candidatos muito favoraveis
em nossa analise. Receptores do grupo NRIP apresentam variagdes em seu perfil de
expressdo em diferentes fases da vida da ostra, o que sugere que esses receptores cumprem
distintas fungdes, apesar de serem muito proximos filogeneticamente (VOGELER et. al.,
2016). Como exemplo, os RNs CgNR1P10 e CgNR1P11 demonstraram expressao diferencial
nos tecidos da ostra nas fases de transicio entre embrido-larva e metamorfose,
respectivamente (Figura 14). Os resultados de ligagdo muito favoravel de membros do novo

grupo de C. gigas com esterdides como o estradiol, sugerem um perfil de parceiros provaveis
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de ligacao para o grupo NR1P, além de contribuir com informagdes novas acerca da estrutura
e modos de ligagao desse grupo de funcionalidade desconhecida.

A subfamilia NR2 surgiu na base da linhagem de RNs em animais, contando com um
representante no filo primitivo de invertebrados Placozoa, que surgiu apds Porifera, mas antes
de Cnidaria (MIGLIOLI et. al., 2021). Os membros da subfamilia NR2 atuam durante o
desenvolvimento de invertebrados marinhos, como C. gigas, com a expressdao dos receptores
CgNR2A, homologo a HNF4 (Fator Nuclear de Hepatocito 4), CgNR2B, homoélogo a RXR,
CgNR2E2, homologo a TLL e CgNR2F, homologo a COUP-TF (do inglés Chicken
ovalbumin upstream promoter transcription factor) (Figura 14). Dois candidatos muito
favoraveis de ligagdo ao E2 sdo membros do grupo NR2E, que contém RNs exercendo
fungdes relacionadas ao desenvolvimento do sistema nervoso, a visao e a embriogénese.
Homologos em animais modelo invertebrados incluem os RNs TLL (7ailess), DSF
(Dissatisfaction), DHRS51 e DHR83 em D. melanogaster e FAX-1 em C. elegans
(VOGELER er. al, 2014). Em vertebrados, os homoélogos conhecidos desse grupo sio PNR
(Receptor Nuclear Fotorreceptor Especifico) e TLX (KING-JONES; THUMMEL, 2005;
VOGELER et. al., 2014). Em vertebrados ¢ na mosca da fruta, TLX/TLL s3o receptores
orfaos envolvidos no desenvolvimento do olho e do prosencéfalo, bem como na padronizacdo
do eixo antero posterior durante o desenvolvimento embriondrio, sugerindo algum nivel de
conservagao funcional entre vertebrados e invertebrados (KING-JONES; THUMMEL, 2005;
MIGLIOLI et. al, 2021). Sua expressao ¢ predominante em tecidos neurais, sendo associado
com papéis na neurogénese e no desenvolvimento de orgdos fotorreceptores (VOGELER et.
al., 2016). Em vertebrados, TLX demonstrou manter células tronco neurais em estado
indiferenciado, corroborando com dados de que células cerebrais adultas que perdem a fungao
exercida por TLX se tornam incapazes de se proliferar e auto-renovar (SHI et. al., 2004). Ja o
RN DSF da mosca da fruta também ¢ expresso no sistema nervoso € mutagdes no gene para
este RN afetam o comportamento sexual em ambos os sexos (KING-JONES; THUMMEL,
2005). Alteracdes no comportamento sexual envolvidas com este RN incluem resisténcia a
copula pelas fémeas e corte bissexual por machos. Além disso, animais mutantes para o gene
DSF possuem neurdnios motores que inervam musculos abdominais, afetando tanto a
eficiéncia da copula em machos, quanto a desova nas fémeas (FINLEY et. al., 1998).

O receptor TLX em humanos ¢ descrito como um receptor orfao, sem ligante
identificado (WANG; XIONG, 2016). TLX pertence a uma classe de RNs que ndo possuem a
HI e a H2 no LBD e, dessa forma, tem potencial para formar uma grande cavidade de ligagao

(BENOD et al., 2014). Benod e colaboradores (2014) testaram a interacao do volumoso sitio
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de ligagdo de TLX com diversos compostos a fim de verificar a possibilidade deste receptor
ser modulado por algum ligante e verificaram a interagdo com, dentre outras moléculas,
drogrogesterona, uma progestina esterdide. O estudo sugere que outros esterdides tem
possibilidade de ligacdo com TLX, pois o sitio de ligagdo deste RN apresenta potencial para
ligacdo com moléculas de esqueleto esteroidal. Os modelos de receptores da subfamilia NR2E
da ostra do Pacifico também ndo apresentaram a formagao de H2, possibilitando, assim como
descrito para TLX humano, a formacdo de uma cavidade de ligacdo volumosa. Nossos
resultados de ligacdo muito favoravel com estradiol por membros da subfamilia NR2E em C.
gigas, estdo de acordo com o sugerido por Benod e colaboradores (2014) para o TLX humano
e a afinidade deste com ligantes de esqueleto esteroidal.

O homologo de TLX na ostra do Pacifico, CgNR2EI, ¢ altamente expresso em estagio
de transi¢do entre embrido e larva e na metamorfose (Figura 14), dando indicios de possiveis
papéis funcionais nestas fases do desenvolvimento (MIGLIOLI et. al., 2021). Além disso,
dados da comparacdo da expressdo génica entre machos e fémeas da ostra do Pacifico,
mostraram os RNs CgNR2E2, CgNR2ES, CgNR3A e CgNR3B diferencialmente expressos
em estagios iniciais de gametogénese (VOGELER et. al, 2016). Uma vez que a ostra
apresenta mudanca de sexo e de padrdes reprodutivos sazonais que sdo direta ou
indiretamente regulados por RNs, assim como em outras espécies de invertebrados e
vertebrados (CARMI; KOPCZYNSKI; MEYER, 1998; VOGELER et. al., 2016), CgNR2E2 ¢
CgNR2ES5, altamente expressos durante a gametogénese (VOGELER et. al, 2016), podem
estar envolvidos em importantes fendomenos reprodutivos da espécie.

Em experimentos que avaliaram a expressao diferencial de transcritos em tecidos da
ostra do Pacifico exposta ao farmaco Tamoxifeno, molécula que possui propriedades quimicas
e estruturais para ocupar o mesmo sitio de ligacdo da molécula de estradiol em humanos
(LONARD; SMITH, 2002), o grupo de pesquisa do Laboratério de Biomarcadores de
Contaminacdo Aqudatica e Imunoquimica (LABCAI) da UFSC encontrou respostas
transcricionais de CgNR2E2 e CgNR2ES5 (dados ndo publicados). Estes receptores
responsivos a presenca da molécula de tamoxifeno, a qual possui propriedades quimicas
semelhantes ao estradiol, sdo os mesmos que em nossas analises in silico demonstram ligagdo
favoravel com o estradiol, dando indicios de que estes RNs também podem ser responsivos ao
estradiol.

A subfamilia NRO de RNs reune representantes estruturalmente nado convencionais, 0s
quais nao possuem o dominio DBD, que se liga diretamente a elementos de resposta no DNA

(VOGELER et. al, 2014). Em vez disso, estes receptores adquiriram a capacidade de interagir



68

com outros RNs estruturalmente convencionais e, assim, modular sua atividade (EHRLUND
& TREUTER, 2011). O receptor SHP, um dos representantes humanos da subfamilia NROB,
possui atividade de repressao transcricional. A inibi¢ao desse receptor envolve a competi¢ao
de ligacdo com moléculas coativadoras a regido AF-2 do LBD e, diferente da
heterodimerizacao do receptor RXR, NROB pode interagir tanto com mondémeros quanto com
dimeros. (JOHANSSON et. al., 1999). Outro representante humano de NROB, DAX-1, esta
envolvido em importantes fun¢des na esteroidogénese e no desenvolvimento reprodutivo,
atuando como um marcante repressor da transcri¢do de outros RNs, como RE (EHRLUND &
TREUTER, 2011). O representante NROB da ostra do Pacifico apresenta um perfil de
expressao aumentado durante o estagio de metamorfose do desenvolvimento da espécie
(Figura 14). O RE e ERR (Receptor Relacionado a Estrogeno) da ostra (CgNR3A e CgNR3B,
respectivamente) também encontram-se em expressdo aumentada nesse periodo do
desenvolvimento. E possivel sugerir que, assim como o homélogo vertebrado, CeNROB da
ostra atue como repressor transcricional de CgNR3A e CgNR3B, participando do controle do
desenvolvimento reprodutivo da espécie. Uma desregulacdo do funcionamento deste RN pela
interacdo com uma molécula xenobidtica, como estradiol, pode representar impactos no
desenvolvimento de aspectos reprodutivos da espécie.

Ensaios funcionais demonstraram que REs de anelideos, filo irmao dos moluscos,
podem se ligar e ativar a transcrigdo em resposta a E2 e desreguladores enddcrinos (KEAY &
THORNTON, 2009) diferente do modo de a¢ao do RE da maioria dos moluscos, inclusive de
C. gigas, que ativam a transcricdo do RE independente de ligante (BRIDGHAM et. al., 2014;
MATSUMOTO et. al., 2007; THORNTON; NEED; CREWS, 2003). Teoriza-se que o RE de
moluscos exerceu atividade constitutiva quando o “interruptor” alostérico do LBD
estagnou-se na posicao agonista (KEAY & THORNTON, 2009). Isso ocorreu devido a
modifica¢des nos residuos da cavidade de ligagdo do RE da maioria dos moluscos, os quais
possuem cadeias laterais volumosas, que obstruem o espago que um ligante poderia ocupar
(BRIDGHAM et. al., 2014). Ja os receptores de vertebrados evoluiram com uma sutil
remodelagdo dos residuos na cavidade de ligagdo, com diferentes substituintes compondo a
mesma estrutura, possibilitando o reconhecimento de esterdides (KEAY & THORNTON,
2009). Para além da historia evolutiva dos REs, do “interruptor” alostérico que pode ter
selecionado receptores constitutivamente ativados ou dependentes de ligantes, a superfamilia
de RNs da ostra do Pacifico apresenta grupos nao descritos em outras espécies € mecanismos

de regulacdo da transcricdo que podem ndo ser o de liga¢do direta do RE ao estradiol, mas
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uma contribuicdo indireta deste ligante, como a regulacdo de outros RNs que sdo parceiros de
ligacdo de CgNR3A e CgNR3B, para a regulagdo de respostas mediadas por estes RNs.

Os RNs candidatos muito favoraveis a ligacdo com E2 CgNRIP10, CgNROB e
CgNR2E2, além de encontrarem-se diferencialmente expressos durante o desenvolvimento de
C. gigas, também apresentam expressdo diferencial em machos e fémeas adultos (VOGELER
et. al. 2016). A maioria dos individuos de ostras do Pacifico se desenvolve primeiro como
machos e podem mudar de sexo para fémea apds alguns ciclos anuais (GUO et. al., 1998).
Hipotetizamos se o contato do xenobidtico E2 com os tecidos da ostra e a posterior ligacao
deste hormdnio com os RNs CgNR1P10, CgNROB e CgNR2E2, pode ocasionar perturbagdes
nos ciclos reprodutivos anuais ¢ nas mudangas de sexo que ocorrem naturalmente na espécie.
Este potencial efeito nos fenomenos reprodutivos em adultos apresenta potencial como um

biomarcador da presenga de E2 no ambiente.

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Propomos em nossa abordagem a identificacao de candidatos de ligagdao favoravel ao
xenobidtico estradiol dentre os representantes da superfamilia de receptores nucleares da ostra
do Pacifico, uma espécie importante no contexto ecotoxicologico. Como demonstrado em
nossos resultados, as metodologias de bioinformatica estrutural viabilizam o estudo, e dessa
forma, a ampliacao do conhecimento bioldgico acerca de organismos para os quais possuimos
poucas informacdes, como invertebrados. Através da combinacdo de metodologias
computacionais de alto desempenho, atingimos modelos da estrutura do dominio LBD de
70% dos receptores nucleares da espécie alvo, para o qual se conhece a estrutura experimental
de apenas um LBD. Utilizando a técnica de atracamento molecular e simulagdes de dindmica
molecular, identificamos candidatos de possivel modulagao direta pelo hormonio estradiol em
uma espécie de molusco bivalve. Os receptores nucleares potenciais alvos de modulagdo por
E2, CgNRIP11, CgNROB, CgNR2E2, CgNR2ES5, CgNR1P10 e CgNRID, demonstram alta
expressao e, dessa forma, participacao na regulagdo do desenvolvimento de C. gigas. Nossos
resultados apresentam informacdes novas sobre a estrutura ¢ a dinamica de interacdo da
superfamilia de receptores nucleares da ostra do Pacifico com moléculas de esqueleto
esteroidal. Possiveis implicacdes da desregulagdo mediada pela interagio do E2 com
CgNROB, CgNR1P10 e CgNR2E2 podem influenciar aspectos reprodutivos de C. gigas,
apresentando potencial como biomarcadores de contaminacdo. Esses resultados sao

importantes para a constru¢do do conhecimento acerca de espécies de invertebrados no
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contexto de toxicologia ambiental e apontam caminhos para estudos posteriores de
investigacdo de alvos de modulagdo por esterdides em invertebrados. Nosso estudo, portanto,
¢ um passo na direcao da compreensdao dos impactos de contaminantes sobre organismos de

interesse ecotoxicologico expostos a poluentes.
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APENDICE A - Cédigo de Acesso das Sequéncias de RNs

Tabela 5. Codigo de acesso do NCBI das sequéncias de receptores nucleares da ostra do

Pacifico utilizadas no trabalho.

Subfamilia e

Grupo do RN Receptor Nuclear Codigo de Acesso
1A CgNRIA XP 011443300.1
1B CgNRI1B ARM65370.1
1C CgNRI1C XP 011412920.1

CgNRID XP_034303845.1

1D CgNRI1CDEFa XP 011446963.1
CgNRI1CDEFb XP 011445718.1

1E CgNRIE XP 011419905.1
1F CgNRIF XP 011437283.1
1H CgNRIH XP 011416714.1
CgNR1Ja XP_011436006.1

1J CgNR1Jb XP 011428274.1
CgNR1Jg XP 011454352.1

CgNR1P1 XP 011431574.1

CgNR1P2 XP 011449920.1

CgNRI1P3 XP 011431575.1

CgNR1P4 XP 011439771.1

CgNRI1P5 XP 011431105.1

1P CgNR1P6 XP 011423680.1
CgNR1P7 XP 011431570.1

CgNRI1P8 XP 011431576.1

CgNRI1P9 XP 019924080.1

CgNRI1P10 XP 011431624.1

CgNR1P11 XP 011431632.2

2A CgNR2A XP 011451244.1
2B CgNR2B XP 011434498.1
2C CgNR2CD XP 011438114.1
CgNR2E1 XP 011438581.1

CgNR2E2 XP 011438583.1

2" CgNR2E3 XP 011416690.1

CgNR2E5 XP_011433241.1



2F
3A
3B
4A
5A
5B
0B

2DBDNR

Nio atribuido

CgNR2F

CgNR3A
CgNR3B

CgNR4A
CgNR5SA
CgNR5B

CgNROB
Cg2DBDy
Cg2DBD5
CgNHR42
CgNHR43

XP_011456035.1
XP_011424805.1
XP_011414547.1
XP_011451639.1
XP_011438720.1
XP_011413194.1
XP_011442427.1
XP_019919868.1
XP_011428801.1
XP_011436094.1
XP_019924290.1
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APENDICE B - Parametros de Qualidade dos Modelos

Figura 15. Gréafico de Ramachandran do modelo CgNR3A demonstrando que 94.64% dos
residuos do modelo se encontram em regides altamente preferiveis, 3.57% dos residuos se
encontram em regides preferiveis e 1.78% dos residuos se encontram em regides

questionaveis.
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The chart is color-coded for your convenience:

Black|Dark Grey| m_ represent Highly Preferred Conformations. Delta >= -2
Wihite with Black Grid represents preferred conformations. -2 > Delta >= -4

White with Grey Girid represents questionable conformations. Delta < 4

Highly Preferred observartions shown as GREEN Crosses: 212 (94.643%)
Preferred observations shown as BROWN Triangles: 8 3.571%0
Not Shown: 2

Total: 224

Fonte: Ramachandran Plot Server, disponivel em https://zlab umassmed.edu/bu/rama/.


https://zlab.umassmed.edu/bu/rama/
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Figura 16. Diagrama demonstrando a pontuagdo Z-score para o modelo CgNR3A, o qual

demonstra pontuagdo de qualidade para o modelo quando este ¢ comparado a estruturas

determinadas experimentalmente.
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Fonte: Programa ProSA-web, disponivel em: https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php.


https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
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Figura 17. Grafico de Ramachandran do modelo CgNR1D mostrando que 96.09% dos
residuos do modelo se encontram em regides altamente preferiveis, 3.51% dos residuos se

encontram em regides preferiveis e 0.39% dos residuos se encontram em regides

questionaveis.
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The chart is color-coded for your convenience:

m Dark Grey _ represent Highly Preferred Conformations. Delta >= .2
‘White with Black Grid represents preferred conformations. -2 = Delta == -4
‘White with Grey Grid represents questionable conformations. Delta < -4

Not Shown: 2
Total: 256

Fonte: Ramachandran Plot Server, disponivel em https://zlab.umassmed.edu/bu/rama/.


https://zlab.umassmed.edu/bu/rama/
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Figura 18. Diagrama demonstrando a pontuag¢do Z-score para o modelo CgNRI1D o qual

demonstra pontuagdo de qualidade para o modelo quando este ¢ comparado a estruturas

determinadas experimentalmente.
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Fonte: Programa ProSA-web, disponivel em: https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php.
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Figura 19. Grafico de Ramachandran do modelo CgNRIC demonstrando que 93.83% dos
residuos do modelo se encontram em regides altamente preferiveis, 5.28% dos residuos se
encontram em regides preferiveis e 0.88% dos residuos se encontram em regides
questionaveis. Apesar de apresentar porcentagens de Ramachandran de uma estrutura proteica
de alta qualidade, este modelo ndo apresentou todos os elementos de estrutura secundaria que

formam o sitio de ligagdo do LBD e por isso sua utilizagdo foi descontinuada.
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Fonte: Ramachandran Plot Server, disponivel em https://zlab.umassmed.edu/bu/rama/.
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Figura 20. Diagrama demonstrando a pontuagdo Z-score para o modelo CgNRI1C, o qual
demonstra pontuagdo de qualidade para o modelo quando este ¢ comparado a estruturas
determinadas experimentalmente. Apesar da pontuacdo de qualidade, este modelo nao
apresentou todos os elementos de estrutura secunddria que formam o sitio de ligagdo do LBD

e por isso sua utilizacdo foi descontinuada.
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Fonte: Programa ProSA-web, disponivel em: https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php.
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APENDICE C - Anilise da Decomposi¢io de Residuos

Figura 21. Grafico em colunas da analise de decomposi¢ao de residuos do candidato muito

favoravel a ligacdo com estradiol CgNR1P11.

Energetic Components [Per-residue](Av.)
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Fonte: Modulo gmx_ MMPBSA ana do pacote gmx_ MMPBSA, disponivel em:
https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx_MMPBSA/.


https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx_MMPBSA/
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Figura 22. Grafico em colunas da analise de decomposi¢do de residuos do candidato muito

favoravel a ligagcdo com estradiol CgNROB.
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Fonte: Moddulo gmx MMPBSA ana do pacote gmx MMPBSA, disponivel em:



https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx_MMPBSA/
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Figura 23. Grafico em colunas da analise de decomposi¢do de residuos do candidato muito

favoravel a ligagcdo com estradiol CgNR2E2.
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Figura 24. Grafico em colunas da analise de decomposi¢do de residuos do candidato muito

favoravel a ligacdo com estradiol CgNR2ES.
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Fonte: Modulo gmx MMPBSA ana do pacote gmx MMPBSA, disponivel em:
https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx _MMPBSA/.


https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx_MMPBSA/
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Figura 25. Grafico em colunas da analise de decomposi¢do de residuos do candidato muito

favoravel a ligagdo com estradiol CgNR1P10.
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Figura 26. Grafico em colunas da analise de decomposi¢do de residuos do candidato muito

favoravel a ligacdo com estradiol CgNR1D.
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Fonte: Modulo gmx MMPBSA ana do pacote gmx MMPBSA, disponivel em:
https://valdes-tresanco-ms.github.io/gmx _MMPBSA/.
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APENDICE D - Interacdes Polares

Figura 27. Ligag¢des de hidrogénio encontradas para os complexos receptor-ligante dos
candidatos muito favoraveis a ligacdo com estradiol CgNR2E2, CgNR2ES ¢ para a estrutura
controle IGWR. Para cada receptor, estdo demonstrados um grafico da distincia entre o
atomo doador e aceptor de elétrons ao longo dos 100 ns de simulagdo e um diagrama
bidimensional indicando as interagdes quimicas entre os residuos de aminoacidos do sitio de
ligacdo e o ligante. Linhas tracejadas pretas indicam ligagdes de hidrogénio, linhas sélidas
verdes indicam interacdes hidrofobicas e linhas tracejadas verdes indicam interagdes m—t.

Perfil de interagdes encontradas para IGWR (A), CgNR2E2 (B) e CgNR2ES5 (C).
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Figura 28. Ligacdes de hidrogénio encontradas para os complexos receptor-ligante dos
candidatos muito favoraveis a ligagdo com estradiol CgNR1P10, CgNRI1D e para a estrutura
controle 1GWR. Para cada receptor, estdo demonstrados um grafico da distancia entre o
atomo doador e aceptor de elétrons ao longo dos 100 ns de simulacdo e um diagrama
bidimensional indicando as interagdes quimicas entre os residuos de aminoacidos do sitio de
ligacdo e o ligante. Linhas tracejadas pretas indicam ligacdes de hidrogénio, linhas solidas
verdes indicam interagdes hidrofobicas e linhas tracejadas verdes indicam interagdes m—.

Perfil de interagdes encontradas para IGWR (A), CgNRI1P10 (B) e CgNR1D (C).
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ANEXO A - Oleate Hydratase in Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LBP UFSC

2230 Catalyzes the Reversible Conversion between Linoleic Acid and Ricinoleic Acid.
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Oleate Hydratase in Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
LBP UFSC 2230 Catalyzes the Reversible Conversion between

Linoleic Acid and Ricinoleic Acid
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ABSTRACT Conjugated linoleic acid (CLA) has been the subject of numerous stud-
ies in recent decades because of its associated health benefits. CLA is an intermedi-
ate product of the biohydrogenation pathway of linoleic acid (LA) in bacteria.
Several bacterial species capable of efficiently converting LA into CLA have been
widely reported in the literature, among them Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgari-
cus LBP UFSC 2230. Over the last few years, a multicomponent enzymatic system
consisting of three enzymes involved in the biohydrogenation process of LA has
been proposed. Sequencing the genome of L. delbrueckii subsp. bulgaricus LBP UFSC
2230 revealed only one gene capable of encoding an oleate hydratase (OleH), unlike
the presence of multiple genes typically found in similar strains. This study investi-
gated the biological effect of the OleH enzyme of L. delbrueckii subsp. bulgaricus LBP
UFSC 2230 on the hydration of LA and dehydration of ricinoleic acid (RA) and its
possible role in the production of CLA. The OleH was cloned, expressed, purified,
and characterized. Fatty acid measurements were made by an internal standard
method using a gas chromatography-coupled flame ionization detector (GC-FID)
system. It was found that the enzyme is a hydratase/dehydratase, leading to a re-
versible transformation between LA and RA. In addition, the results showed that
L. delbrueckii subsp. bulgaricus LBP UFSC 2230 OleH protein plays a role in stress tol-
erance in Escherichia coli. In conclusion, the OleH of L. delbrueckii subsp. bulgaricus
LBP UFSC 2230 catalyzes the initial stage of saturation metabolism of LA, although it
has not converted the substrates directly into CLA.

IMPORTANCE This study provides insight into the enzymatic mechanism of CLA syn-
thesis in L. delbrueckii subsp. bulgaricus and broadens our understanding of the bio-
conversion of LA and RA by OleH. The impact of OleH on the production of the ¢9,
t11 CLA isomer and stress tolerance by E. coli has been assisted. The results provide
an understanding of the factors which influence OleH activity. L. delbrueckii subsp.
bulgaricus LBP UFSC 2230 OleH presented two putative fatty acid-binding sites.
Recombinant OleH catalyzed both LA hydration and RA dehydration. OleH was
shown to play a role in bacterial growth performance in the presence of LA.

KEYWORDS biohydrogenation, heterologous expression, homology modeling, cis-9,
trans-11 CLA
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ANEXO B - Emergence of two distinct SARS-CoV-2 Gamma variants and the rapid
spread of P.1-like-Il SARS-CoV-2 during the second wave of COVID-19 in Santa

Catarina, Southern Brazil.
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Abstract: The western mesoregion of the state of Santa Catarina (SC), Southern Brazil, was heavily
affected as a whole by the COVID-19 pandemic in early 2021. This study aimed to evaluate the
dynamics of the SARS-CoV-2 virus spreading patterns in the SC state from March 2020 to April 2021
using genomic surveillance. During this period, there were 23 distinct variants, including Beta and
Gamma, among which the Gamma and related lineages were predominant in the second pandemic
wave within SC. A regionalization of P.1-like-II in the Western SC region was observed, concomitant
to the increase in cases, mortality, and the case fatality rate (CFR) index. This is the first evidence of
the regionalization of the SARS-CoV-2 transmission in SC and it highlights the importance of tracking
the variants, dispersion, and impact of SARS-CoV-2 on the public health systems.
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ANEXO C - Participacio na Dissertacdo de mestrado: Identificacdo de grupos de genes
ortologos em modelos vertebrados e invertebrados: caracteristicas e analises

comparativas.
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