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Resumo

As proteinas Forkhead box (Fox) sdo uma familia de fatores de transcri¢cdo que
desempenham papéis importantes nos mais diversos organismos. Hoje em dia sabe-
se que existem no genoma humano cerca de 43 genes da familia Fox. Os membros
da familia de proteinas Fox sdo importantes para um amplo espectro de processos
bioldgicos, incluindo metabolismo, desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacéo,
apoptose, migracao, invasao e longevidade. Dado que as proteinas Fox controlam
esses processos essenciais de desenvolvimento e homeostéticos, nédo é inesperado
gue uma perda ou ganho da funcdo da Fox possa alterar o destino celular e levar a
problemas de saude, tal como por exemplo a tumorigénese. Neste contexto escolheu-
se estudar a proteina FoxO3a, como base para esta tese, devido a sua importancia
no organismo humano. O objetivo deste trabalho foi tentar encontrar moléculas
moduladoras da atividade da proteina FoxO3, ou seja, moléculas que conseguem
inibir ou potenciar a ligacdo da proteina FOXO3 ao DNA.. Para tal foram utilizadas
técnicas computacionais de dinamica molecular e de docking molecular, as quais sao
adequadas para este tipo de trabalho. Igualmente foram utilizadas ferramentas
computacionais para a identificacdo de cavidades na superficie da proteina que
pudessem servir de locais de ligacdo. A importancia deste estudo reside na
possibilidade de identificacdo de potenciais ligandos que possam vir a servir de ponto
de partida para o desenvolvimento de novos farmacos, uma forma revolucionéria de

novas terapéuticas.

Palavras-chave: FOXO3, Desregulagdo, Docking, Moléculas moduladoras da
atividade da FOXO3, Terapéutica alternativa, Dinamica Molecular, Desenho

computacional de farmacos, triagem virtual.



Abstract

The Forkead box (Fox) proteins are a family of transcription factors, which play
important roles in the most diverse organisms. Today it is known that there are about
43 genes in the Fox family in the human genome. Members of this protein family are
important to a broad spectrum of biological processes, including metabolism,
development, differentiation, proliferation, apoptosis, migration, invasion, and
longevity. Given that Fox proteins control these essential developmental and
homeostatic processes, it is not unexpected that a loss or gain of function can alter cell
faith and lead to health problems such as tumorigenesis. In this context, the FoxO3a
protein was the subject of study for this thesis, due to its importance in the human
organism. The main objective of this work was attempting to find molecules that may
be able to modulate the function of FOXO3a by promoting or inhibiting its binding to
DNA. In order to achieve the objective, various computational tools were used,
including molecular dynamics simulations, docking, virtual screening and automatic
detection of cavities (pockets) on the protein surface. The importance of this study
resides in its potential to find FOXO3a ligands that could be the first step in the

discovery of new drugs that could lead to successful therapies.

Keywords: FOXO3, Dysregulation, Docking that modulates FOXO3 activity,
Alternative therapy, molecular dynamics, protein-ligand docking, computer aided drug

design, virtual screening
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1. Introducéo

Em 1989 foram descobertos os genes Forkhead na mosca Drosophila
melanogaster ™M e no figado de um rato . A partir dessa descoberta foram
encontrados mais genes Forkhead box (Fox) em diversas espécies, formando assim

a familia Fox.

As proteinas Forkhead box (Fox) sdo uma familia de fatores de transcri¢cdo que
desempenham papéis importantes nos mais diversos organismos. Esta superfamilia
€ caracterizada pela sua Forkhead box (cabeca de garfo). A Forkhead box consiste
em aproximadamente 100 aminoacidos que se ligam ao DNA (zona que se denomina
DBD -dominio de ligagdo ao DNA) Bl. Devido a aparéncia de borboleta, o dominio Fox
também é conhecido como dominio de 'hélice alada' (winged helix). A estrutura
tridimensional do DBD consiste numa asa ou W1, trés alfa-hélices, duas folhas beta e
numa segunda asa ou W2 (figura 1.1) Bl. Devido a sua elevada mobilidade, a W2

geralmente néo é visivel nas estruturas cristalograficas das proteinas Fox.




Figura 1.1: Estrutura tridimensional do dominio Fox com o DNA. A violeta encontra-se o N-terminal; vermelho a
hélice 1; azul a hélice 2; amarelo a hélice 3; castanho as duas folhas beta; azul claro a asa 1; branco o c-terminal
ou asa 2 ; verde as zonas desordenadas. Imagem original realizada no PyMOL.

Hoje em dia sabe-se que existem no genoma humano cerca de 43 genes da
familia Fox que dividem-se em 19 sub-familias desde a FoxA até a FoxS 4. A familia
Fox pode ser ainda dividida nas classes | e Il, sendo a classe | constituida por
proteinas Fox com a regido c-terminal basica. Os membros desta classe séo as sub-
familias A-G, I-L e a Q. Ja a classe Il é constituida por proteinas Fox com a regiao c-

terminal ndo basica. Os membros desta classe sdo as restantes sub-familias .

Apesar do DBD ser altamente conservado, a regulacdo e a funcdo das
proteinas Fox varia significativamente entre as sub-familias, em parte devido a
variacdo da sequéncia fora do DBD, permitindo a regulacao diferencial e diversificagéo
funcional. Algumas pequenas variacdes estruturais ocorrem também dentro do DBD,
principalmente entre a segunda e a terceira hélice, em contraste com as a-hélices e

folhas-B, que sao altamente conservadas .

Os membros da familia de proteinas Fox sdo importantes para um amplo
espectro de processos bioldgicos, incluindo metabolismo, desenvolvimento,
diferenciacéo, proliferacéo, apoptose, migracéo, invasao e longevidade. Dado que as
proteinas Fox controlam esses processos essenciais de desenvolvimento e
homeostéticos, ndo é inesperado que uma perda ou ganho da funcéo da Fox possa
alterar o destino celular e levar a problemas de saude, tal como por exemplo a
tumorigénese [®l. As proteinas Fox podem ativar e reprimir a expressdo génica por
meio do recrutamento de cofatores ou repressores, principalmente histonas
desacetilases (HDACSs). Além disso, as proteinas Fox interagem extensivamente com
outros fatores, como a proteina supressora de tumores (p53) e recetor de estrogénio
(RE). Modular a expressdo génica, e a desregulacdo da atividade ou expresséo da

proteina Fox resulta em alteracdes nos genes alvo diretos e indiretos.

As proteinas Fox podem atuar como alvos diretos e indiretos para intervencgao
terapéutica. No entanto, a natureza complexa das vias de sinalizacado envolvendo o
fator de transcricdo Fox e seus papéis como supressores de tumor e oncogenes
tornam estas moléculas alvos terapéuticos desafiadores. Sendo a familia Fox téao

importante no organismo humano é essencial o estudo dos seus membros e 0 avanco



do conhecimento dos mesmos, na procura de descobertas que poderéo vir a suportar
a prevencao ou terapéutica de certas doencgas. Neste contexto escolheu-se estudar a
proteina FoxO3a, como base para esta tese, devido a sua importancia no organismo

humano.

A FoxO3a é um fator de transcricdo da sub-familia O da familia Fox. A sub-
familia O é constituida por quatro membros, a FoxOl/ FKHR, FoxO3/ FKHRL1,
FoxO4/ AFX e a Fox06 [].

Na estrutura das proteinas FoxO podem observar-se principalmente 4
dominios, o DBD do tipo Forkhead, um sinal de exportacédo nuclear (NES), um sinal
de localizacé@o nuclear (NLS) e um dominio de transativagdo (TAD) (figura 1.2).

FoxO1

NLS NES
)
1 159 235 281 V,., 319 329 363 655
NES
FoxO3 NLS -
- D TAD
1 157 242l 59 300 360l \ ~~ 396 673
251 378 386
NES
FoxO4 NLS
B w ]
1 100 180, o221 300308 358 503~ 505
FoxO6 NLS NES TAD
88 182 432 470 492

Figura 1.2: Isoformas FOXO. Imagem adaptada do artigo 8.

Para além destes 4 dominios a FoxO tem regides desordenadas que
constituem aproximadamente 75% da proteina total [8l. As proteinas FoxO regulam o
metabolismo, a proliferacéo celular, indugdo da apoptose celular [}, resposta ao stress
celular, sobrevivéncia celular, resposta aos danos do DNA 119 e longevidade. A sua
atividade transcricional é regulada por diversos mecanismos pos-traducionais,
incluindo fosforilagcdo pela proteina quinase B (PKB), acetilacdo pela proteina de
ligacdo ao elemento de resposta a cAMP (CBP) e ubiquitinacdo. Os locais de

modificacdo poés-traducdo estdo localizados dentro da regido basica C-terminal ou
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cauda. Todas as proteinas FoxO sdo também reguladas pela sinalizacdo da insulina
ou do fator de crescimento através da via fosfatidilinositol 3-quinase-proteina quinase
B (PISK-PKB) (figura 1.3 e 1.4).

A fosforilagédo é a adicdo de um anido fosfato (POs3) a uma proteina ou outra
molécula. A acetilacdo é a adicdo de um grupo acetilo (COCHs) a uma proteina ou
outra molécula. A ubiquitina é uma pequena proteina (76 amino&cidos) encontrada
nas células eucariotas, a qual desempenha uma funcéao importante na regulacao do
“turnover” proteico. Ela marca proteinas indesejadas (por exemplo proteinas mal
dobradas ou “misfolded”) para que sejam degradadas por um complexo multiproteico

denominado proteassoma.

Insulina/Fator
de crescimento

Citoplasma

Genes ativados

BIN, FasL, NInSOD, P27, GADD45

| 11

Apoptose celular | Resisténcia Paragem do
ao stress ciclo celular
celular

Figura 1.3: Regulacéo das proteinas FOXO através da via fosfatidilinositol 3-quinase-proteina quinase B (PI3K-
PKB). Na auséncia do sinalizador de insulina e/ou fator de crescimento, as proteinas FOXO localizam-se no nucleo
e promovem a transcri¢do de mdltiplos genes-alvo. Imagem adaptada do artigo 4
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Figura 1.4: Regulacéo das proteinas FOXO através da via fosfatidilinositol 3-quinase-proteina quinase B (PI3K-
PKB). Na presenca do sinalizador de insulina e/ou fator de crescimento, as proteinas FOXO sé&o translocadas do
nacleo para o citoplasma por meio da chaperona 14-3-3, com a consequente supressao da sua atividade
transcricional. Imagem adaptada do artigo [,

Na figura 1.3 esta ausente o sinalizador da insulina e/ou o fator do crescimento,
entdo a proteina FoxO liga-se ao DNA no nucleo e ativa 0os genes de sobrevivéncia
celular. Contrariamente na figura 1.4 encontra-se presente o sinalizador da insulina
e/ou o fator do crescimento que ativa a proteina chaperona 14-3-3, que se liga a FoxO
e exporta esta do nucleo para o citoplasma da célula. A proteina FoxO, quando

localizada no citoplasma, ndo € capaz de ativar os genes de sobrevivéncia celular.

A fosforilagdo induzida pela proteina quinase B (PKB ou AKT) em trés sitios
regulatorios (tirosina 32, serina 253 e serina 315) gera dois sitios de ligacdo para a
ligacdo das proteinas chaperonas 14-3-3, o que resulta na translocacédo do complexo
Fox0/14-3-3 do nlcleo para o citoplasma 2. Além disso, a ligacéo das proteinas 14-
3-3 a FoxO é necessaria para a dissociagdo da proteina FoxO do DNA e evita a
retranslocacdo da FoxO para o nucleo, mascarando a fungdo da sequéncia de

localizac&o nuclear (NLS). A proteina FoxO ao sair do nucleo nédo ativa os genes de



proliferacéo celular, resposta ao stress oxidativo e sobrevivéncia celular. As proteinas
FoxO como tantas outras proteinas encontram-se em equilibrio no organismo
humano, isto &, existe proteina FoxO livre e proteina FoxO ligada ao DNA. Uma
desregulacdo deste equilibrio estad relacionada com varios estados patolégicos
associados a desregulagdo do ciclo celular, como o cancro, diabetes, doencas neuro-

degenerativas, cardiovasculares e outras I,

A acetilacdo ocorre principalmente nos trés residuos de Lisina do terminal C da
FoxO, Lys242, Lys245 e Lys262, os quais podem ser acetilados por CBP para diminuir
a afinidade pelo DNA e aumentar a sensibilidade para a fosforilagdo da Ser253 por
PKB.

Diversos estudos demonstram que a delecdo simultanea de FoxO1, FoxO3A e
FoxO4 induz uma condicao progressiva de predisposi¢cao ao cancro caracterizada por
linfomas timicos e hemangiomas, enquanto a perda de genes individuais resultou em
fendtipos de neoplasia menos difundidos e mais modestos, apoiando a no¢ao de que

FoxOs sdo supressores genuinos de tumores 131,

O gene FoxO3 ou FoxO3a encontra-se no cromossoma 6 (NC_000006.12) do

genoma humano e o seu numero de identificagdo é 2309 (figura 1.5).

Chromosome 6 - NC_000006.12

[ 108294551 [ 108769942 p
AFGIL SUMO2PS LOC107986629
LOCL0S377932 LOC113121302 LINCOD 222
LOC100506224 FOX03 5

RNU&-7T70P

Figura 1.5: Localizac&o do gene FoxO3 no cromossoma 6. Figura retirada da livraria nacional de medicina online
[24],

A proteina FoxO3 apresenta-se no organismo humano na sua forma ligada ao
DNA (estrutura com cédigo 2UZK no PDB), e livre (estrutura com cédigo 2K86 no
PDB). A estrutura 2UZK 15 ¢ a estrutura da forma cristalizada, obtida através do
método de difraccdo de raios X, enquanto a estrutura 2K86 4l é a estrutura em solucéo
aguosa, obtida por meio da técnica de ressonancia magnética nuclear (NMR). A
estrutura ligada ao DNA encontra-se predominantemente no nucleo das células,
enguanto a estrutura livre se encontra mais frequentemente no citoplasma, como se

pode ver nas figuras 1.3 e 1.4.



A estrutura cristalina, 2UZK, com uma resolugdo de 2,7A°, compreende 0
dominio de ligacdo ao DNA (FoxO3a-DBD) ligado a um duplex de DNA de 13 pares
de bases (pb), contendo uma sequéncia de ligacdo de consenso FoxO de 7 pb
(GTAAACA). A estrutura 2UZK inicia-se no residuo glicina 158 (GLY) e termina no
residuo serina 253 (SER). A estrutura tridimensional da 2UZK encontra-se na figura
1.1 e a hélice de reconhecimento, ou seja, a hélice que interage com as sequéncias

de consenso do DNA é a hélice 3 (H3).

A hélice de reconhecimento (H3) liga-se no sulco principal (major groove)
numa orientagdo aproximadamente perpendicular ao eixo do DNA, fazendo inUmeras
interacdes com a sequéncia de consenso FoxO. Na regiao entre H2 e H3, os residuos
que precedem a hélice de reconhecimento formam uma estrutura de alga (“loop”)
exposta ao solvente. A asa 1 (Wing 1) interage com o grupo fosfato da regiao
flanqueadora do lado 3’ da sequéncia de consenso de forma ndo especifica. Na regiao
C-terminal de FoxO3a-DBD, os residuos apés a folha beta 2 formam uma estrutura

em espiral que se alinha ao sulco principal e interage com o DNA (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Diagrama esquematico de interacdes entre FOXO3a-DBD e DNA. Os grupos fosfato do DNA séo
representados como circulos vermelhos. Os pares de bases da sequéncia de ligacdo ao DNA do consenso FOXO,
GTAAACA, estdo a laranja. Os residuos da hélice 3, da asa 1 e da bobina C-terminal que fazem contato com o
DNA estdo marcados em verde. As ligagées de hidrogénio e os contatos de Van-der-Waals que participam do
reconhecimento das bases sdo representados por setas com linhas a cheio e a tracejado, respectivamente.
Ligag6es de hidrogénio e contatos de Van-der-Waals que nédo envolvem bases sao representadas por linhas sem
seta, respectivamente a cheio e tracejado. Imagem adaptada do artigo 151,

A hélice de reconhecimento H3 centra-se sobre a sequéncia consenso FoxO3,
com varios dos seus residuos formando liga¢des de hidrogénio, bem como contactos
de Van-der-Waals, diretamente com as bases do sulco maior. Os residuos
conservados Asparagina 208 (Asn), Ser 215, Arg 211 e Histidina 212 (His) dentro de
H3 sdo importantes para o reconhecimento de DNA. A Asn 208 liga-se a base Adenina
4 (A) atraveés de duas ligages de hidrogénio. A Arg 211 reconhece a Timina 50 (T) e
a T70 através de contatos de van-der-Waals e contribui para a especificidade do
Guanina 60 (G) com uma ligacdo direta de hidrogénio. A cadeia lateral de His 212
projeta-se no sulco principal e reconhece as bases T2 e T30 através de um contato
de van-der-Waals e uma ligacdo direta de hidrogénio, respetivamente. A Ser 215
reconhece a T40 através de um contato de van-der-Waals. Entre essas interacées,
nota-se que os grupos metil das bases de timina da sequéncia de ligacdo de consenso
FoxO3 sdo cruciais para o reconhecimento do promotor FoxO3a-DBD. Além do
reconhecimento de base, a Ser 215 também interage com o grupo fosfato de T80 para
estabilizar ainda mais o complexo. A estrutura do complexo FoxO3a-DBD/DNA revela
que Lys 245 interage diretamente com o grupo fosfato do DNA, mas a cadeia lateral
de Lys 242 fica exposta ao solvente em vez de se ligar ao DNA. O C-terminal do DBD
(W2) forma uma estrutura desordenada (“random coil”), a qual interage com 0s grupos

fosfato carregados negativamente no sulco principal do DNA.

A estrutura de RMN, 2K86 inicia-se na serina 151 e termina na alanina 251. A
estrutura tridimensional da 2K86 encontra-se na figura 1.7. Na figura 1.8 consta a
sobreposicao das duas estruturas, 2K86 e 2UZK.



Figura 1.7: Estrutura tridimensional da estrutura 2K86. Amarelo N-terminal; azul Hélice 1; Violeta hélice 2; Laranja
hélice 2; Vermelho hélice 3; Azul claro hélice 4; Castanho claro folhas beta; Castanho-escuro a assa 1; Branco o
c-terminal (asa 2, W2); a verde zonas desordenadas. Imagem original realizada no PyMOL.



Figura 1.8: Sobreposic&o da estrutura 2UZK com a estrutura 2K86. A roxo encontra-se a estrutura 2UZK e a azul
a estrutura 2K86. Presenca da molécula de DNA. Imagem original realizada no PyMOL.

As principais diferencas da estrutura livre e ligada ao DNA séo o c-terminal, que
estdo em sentidos opostos, pois a cauda da 2UZK patrticipa na estabilizacao da ligacao
FoxO3-DNA e a presenca de uma quarta hélice. Os restantes constituintes, ou seja
as hélices 1,2 e 3 as folhas beta, a asa 1 e o N-terminal sdo conservados em ambas
as estruturas e estao praticamente nos mesmos locais. A sobreposicado de ambas as
estruturas tém um valor de RMSD (desvio quadratico médio das posi¢des atomicas)
de 8.44 A, ou seja ambas as estruturas sdo substancialmente diferentes, isto acontece
devido as zonas desordenadas da proteina. Eliminando 177 atomos, que representam
as zonas desordenadas, 0 RMSD é 2.605 A, demonstrando que existem zonas da
proteina que sdo conservadas e outras zonas que ndo se conservam, devido a
diferenca de ambiente em que encontram-se e da molécula de DNA estar ligada a
proteina ou ndo. O valor do RMSD foi calculado no PyMOL, tendo em conta 575

atomos de cada estrutura.
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2. Objetivo

O objetivo desta tese € encontrar moléculas moduladoras da atividade da
proteina FoxO3, ou seja, moléculas que conseguem inibir ou potenciar a ligacdo da

proteina FoxO3 ao DNA.

Uma molécula podera inibir a ligacdo FoxO3-DNA por dois mecanismos

distintos:

1) Interacdo com um local de ligacdo na FoxO3 o qual existe apenas na
forma ndo ligada da proteina. Esta interacdo deslocara o equilibrio de
ligacdo no sentido da dissociacdo. A comparacdo das estruturas livre
(2K86) e ligada (2UZK) da FoxO3 € um primeiro passo nesta
abordagem.

2) Interagao com locais de ligagao na interface FoxO3-DNA, interrompendo
ou bloqueando intera¢des cruciais para a formacédo do complexo. Os
segmentos essenciais de ligacdo sdo a Hélice de reconhecimento (H3),

o C-terminal ou cauda e a asa 1, como referenciados na figura 1.7.

Do mesmo modo, uma molécula potenciadora da ligacdo FoxO3-DNA podera
ligar-se a um local exclusivo da estrutura ligada, ou atuar diretamente na interface
FoxO3-DNA, estabilizando-a.

Considerando a importancia do papel que a FoxO3 aparenta desempenhar em
multiplos mecanismos regulatérios e patolégicos, a modelacdo da sua estrutura,
funcdo e ligacdo ao DNA reveste-se de grande importancia. A possibilidade de
modular a interacdo do dominio de ligacdo ao DNA (DBD) da FoxO3 por acéo de
ligandos, em particular, apresenta-se como uma via promissora no desenvolvimento
de futuras terapéuticas. Para tal, torna-se necessario estudar a estrutura e dinamica
desta proteina por meio de simula¢cdes computacionais, tentar encontrar potenciais
cavidades que possam permitir a ligacéo seletiva de ligandos a forma livre ou ligada
da FoxO3 e identificacdo desses ligandos, atraves de docking molecular.

Os estudos de dinamica molecular e de docking sdo adequados para este tipo
de trabalho, pois permitem a observacéo e analise das diferencas estruturais entre as

formas da proteina ligada e ndo-ligada ao DNA, a identificacéo de eventuais cavidades
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ou bolsas de interacdo de ligandos presentes na superficie de uma ou outra das
estruturas e a identificagdo de potenciais ligandos que possam servir de ponto de
partida para desenvolvimento de novos farmacos ou avaliacdo de farmacos ja

existentes para outras patologias que possam ser reusados neste contexto.

Embora tenham sido ja desenvolvidos estudos de indole semelhante [15116]117]
para outras proteinas da familia Fox, as caracteristicas e importancia da FoxO3 numa
variedade de processos celulares justificam um estudo aprofundado de pesquisa de
potenciais moduladores da sua acdo. E expectavel o aparecimento de trabalhos
semelhantes focando outros membros da familia, se considerarmos a potencial
importancia de multiplos membros da familia FoxO enquanto mediadores de variadas

patologias.

3. Enquadramento teorico

3.1 Dinamica Molecular

As simulac¢@es de dindmica molecular (DM) tiveram inicio nos anos 1950, sendo
que a DM é uma técnica computacional que simula a evolugcéo temporal de sistemas
de atomos e moléculas sujeitos a acdo de forcas resultantes de um campo de
potencial que modela as interacdes inter-atbmicas do sistema em estudo. As
simulacées de DM tém sido usadas extensivamente para auxiliar e complementar o
planeamento racional de novos farmacos através do computador, por meio do estudo
da estrutura, funcéo, complexacao e interacbes das biomoléculas no meio. O estudo
da dindmica molecular € essencial para uma posterior pesquisa de conformacgdes e
cavidades moleculares, complementado com estudos de docking computacional para

um melhor planeamento racional de novos farmacos 18I,

A metodologia da DM é fundamentada nos principios da Mecanica Classica 119,
tendo como bases as leis da mecéanica Newtoniana e o célculo das forgas a partir de
um potencial interatdmico de pares (campo de forcas). A DM € uma extensdo da
Mecanica Molecular, onde o comportamento dinamico de um sistema molecular é

simulado através da integracdo numérica das equacdes de movimento.

Segundo a mecanica molecular:
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e O sistema molecular é descrito por uma funcao designada campo de for¢cas que
representa a energia do sistema como fun¢éo da posi¢ao dos centros atbmicos
(aproximacéao de Born-Oppenheimer).

e Os atomos sao descritos como pontos com uma determinada carga (cargas
pontuais) e massa.

e As ligagdes covalentes sao tratadas como “molas” (aproximagao harmodnica),
com uma constante de forca que depende dos atomos ligados e da ordem da
ligacao.

e As ligacbes ndo-covalente podem ser eletrostaticas (interacbes entre cargas
pontuais), ou forgas de Van-der-Waals (termos de Lennard-Jones)

e S&o usados termos adicionais para fixar os valores dos angulos de ligacéao,

torcdes (angulos dihedro) e outros termos de energia.

Existem diversos programas computacionais que podem ser usados para 0s
calculos de dinamica molecular, mas todos se baseiam no mesmo método. De modo
simplificado encontra-se na figura 3.1.9 um esquema do procedimento da dinamica

molecular.

Posigdes atomicas
(ficheiro de coordenadas)

Propriedades atomicas ‘
(ficheiro de topologia) m ‘

Parimetros de simulagio

(ficheiro de input )

Figura 3.1.9: Esquema simplificado do procedimento da dinAmica molecular.

Primeiramente retira-se o ficheiro em formato PDB do site Protein Data Bank e
antes da simulag&o de dindmica molecular tem que programar-se certos parametros,
por exemplo, o tipo de campo de forgas, a forma da caixa, o tamanho da caixa, o tipo
de solvente em solugdo, os ides, o timestep e o timestep compressed. Apds retirar o
ficheiro pdb e escolha do campo de forgas os ficheiros de coordenadas de topologia
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e de input sdo gerados automaticamente. Estes ficheiros sdo essenciais para a corrida
de DM, pois contém as informag¢des sobre os aminoacidos que constituem a proteina

e as suas coordenadas espaciais.

Ainda antes da simulacdo a molécula dentro da caixa tem que passar por um
processo de minimizacdo de energia e duas fases de equilibragdo. Apés todo este

processo da-se a simulacdo de dindmica molecular e obtém-se os seus resultados.

O campo de forca empirico é conhecido como uma funcéo de energia potencial
onde permite que a energia potencial total do sistema, V(r), seja calculada a partir da
estrutura tridimensional (3D) do sistema molecular. O V(r) é descrito como a soma de
varios termos de energia, incluindo os termos para atomos ligados (comprimentos e
angulos de ligacao, angulos diedros) e os termos para atomos nao ligados (interacoes
de Van-der-Waals e de Coulomb). Um tipico campo de forca € representado pela

Equacéo 3.1.1:

V(r) =2 Vi+ 2Vo + 2Vvaw + 2 Velet Equacdo 3.1.1

Onde, Vi é a energia de estiramento da ligacdo em relacdo a seu valor de
equilibrio (ou ideal), o Ve é a energia de deformac¢éo do angulo de ligacdo em relacdo
a seu valor de equilibrio, o V@ é a energia devido a tor¢gdo em torno de uma ligagao,
0 Vvdw representa a energia das interacdes de Van-der-Waals e 0 Velet representa as

energias de atracdo ou repulsdo eletrostatica entre duas cargas.

A energia das interacbes de Van-der-Waals e as energias de atragcdo ou
repulsédo eletrostaticas entre duas cargas sao representados respectivamente pelos

potenciais de Lennard-Jones (Equacéo 3.1.2) e de Coulomb (Equacao 3.1.3).

12 6
oo oo
Voaw = 4&;; [<T_Z) - (U_Z) ] Equacao 3.1.2
_qq; ~
Veter = —47T€osrrl-j Equacdo 3.1.3
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Na Equacéo 3.1.2, £jj é a profundidade do potencial entre a barreira atrativa e

a repulsiva, e ojj € a distancia finita na qual o potencial interparticula é zero. Ambos
sdo parametros ajustados experimentalmente ou por calculos tedricos. No caso das
interacdes eletrostaticas (Equacdo 3.1.3), qi e q; correspondem a magnitude das
cargas pontuais de cada atomo, rij a distancia entre as cargas, £ a permissividade do
espaco livre e & a constante dielétrica relativa do meio. As cargas pontuais sao

geralmente obtidas por célculos quanticos ab initio e ajustes empiricos.

Véarios campos de forcas foram desenvolvidos pela comunidade cientifica de
forma independente e com conjuntos de parametros especificos e geralmente néao
transportaveis entre campos de for¢cas. Alguns incluem outros termos para descrever
especificamente as ligacdes de hidrogénio ou para acoplar oscilagdes entre angulos
e comprimentos de ligacdo, com o objetivo de se obter uma melhor concordancia com
espectros vibracionais e outras propriedades experimentais de conjuntos de
moléculas de teste. A fiabilidade dos resultados obtidos em simulagbes com um
determinado campo de forcas esta totalmente dependente da parametrizacdo rigorosa
desse mesmo campo de forcas. Além disso, o conjunto de moléculas de teste usado
na parametrizacdo condiciona fortemente a aplicabilidade do mesmo. Assim, a
escolha do campo de forgcas depende, em grande parte, do sistema a ser estudado e
das propriedades que serdo investigadas. No caso de sistemas biomoleculares, os
campos de forca mais utilizados sdo CHARMM, GROMOS, AMBER, OPLS, CVFF,

entre outros 9],

Numa simulac&o de dinamica molecular sao definidos, para além do campo de
forcas a utilizar, uma série de outros parametros que descrevem a geometria e
propriedades do sistema, bem como outras propriedades do préprio algoritmo de
simulagéo. Dois deles sé@o a forma e o tamanho da caixa, sendo que este ultimo devera
ser suficientemente grande para evitar artefactos na fronteira do sistema. As
condi¢cbes de fronteira séo frequentemente estabelecidas pela escolha de valores
fixos para as extremidades da caixa (0 que pode causar artefactos) ou pela utilizagao
de condic¢des de fronteira periddicas nas quais um lado da caixa de simulagéo interage
com o outro lado da mesma, artificialmente criando um sistema infinito. Para uma
simulagdo em solugcdo aquosa, o numero de moléculas de agua aumenta com o

tamanho da caixa de simulagédo, e também o peso computacional, tamanho dos
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ficheiros produzidos e tempo de célculo. Assim, simulacdes podem ser feitas em
caixas com diferentes geometrias, tais como cubicas, octaédricas truncadas,
dodecaédricas ou de prisma hexagonal. A geometria da caixa é normalmente
escolhida de acordo com a geometria do sistema macromolecular a simular, por forma
a minimizar o numero de moléculas de solvente necesséarias e reduzir o peso

computacional da simulagao.

Por outro lado, para simular moléculas em solvente € necessaria a escolha
entre solventes explicitos, os quais sdo modelos determinados a partir de mecanica
molecular, mecénica quantica e resultados experimentais e séo definidos tal como as
restantes particulas na simulacdo, ou solventes implicitos que representam o solvente
como um meio continuo, geralmente mais aplicavel a liquidos. Particulas explicitas de
solvente (como os modelos da agua TIP3P, SPC/E e SPC-f) tém de ser calculados
exaustivamente por via do campo de forgas, enquanto os solventes implicitos utilizam
uma aproximacdo de campo médio para o célculo das forcas. A utilizagdo de um
solvente explicito € computacionalmente exigente e requer a inclusdo de cerca de dez
vezes mais particulas na simulacdo. Contudo, a granularidade e viscosidade de um
solvente explicito é essencial para reproduzir certas propriedades das moléculas de
soluto, sendo particularmente importante para reproduzir a cinética dos processos em

estudo.

De forma a garantir a eletroneutralidade do sistema molecular, adicionam-se
ides positivos ou negativos ao sistema em numero suficiente para neutralizar a carga
da macromolécula em estudo. Esta neutralizacdo € obrigatéria quando se usa o
método PME (particle-mesh Ewald) 2% para o céalculo das interacdes electroestaticas

de longa distancia.

A minimizag&o de energia € uma técnica computacional que visa encontrar um
conjunto de coordenadas que minimizam a energia potencial do sistema de interesse.
A minimizacdo prévia do sistema a simular garante a geometria adequada e uma

menor for¢a sobre os atomos.

Os dultimos parametros a serem adicionados sdo o timestep e o timestep
compressed. O timestep € o intervalo de tempo entre as avaliacdes do potencial

resultante da discretizacdo do tempo empregue nos algoritmos de integracdo das
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equacdes do movimento das particulas. Este intervalo de tempo deve ser pequeno, 0
suficiente para evitar erros de discretizacdo (ou seja, menor do que o periodo
correspondente a frequéncia vibracional mais alta no sistema). Um valor tipico do
timesteps para simulacdes de DM é na ordem de 1-2 femtosegundo (10'° s), mas
depende do campo de forgas escolhido e também das velocidades e frequéncias de
vibracdo dos atomos do sistema. Quanto mais altas forem as velocidades das
moléculas, menor terd de ser o valor de timestep, para evitar variagdes significativas
da conformacgdo das moléculas entre timesteps consecutivos. A descrigdo do tempo
numa simulagdo computacional € necessariamente descontinua, sendo necessario o
uso de intervalos de tempo muito pequenos para aproximar a natureza continua das
trajetorias e ndo perder conformacgdes intermédias. Por outro lado, o timestep
compressed é um parametro que indica o intervalo de tempo (em numero de
timesteps) entre escritas sucessivas das coordenadas e outras propriedades do
sistema, ao longo da dindmica molecular (o termo “compressed” resultado do facto de
gue os dados sao escritos num formato comprimido). Os documentos escritos poderao
depois ser analisados e reunidos de modo a criar uma representacdo continua da

simulagéo.

Na fase 1 da equilibracdo a quantidade de substéancia (N), o volume (V) e a
temperatura (T) sdo mantidos constantes, ou seja a simulacdo € realizada no
ensemble canoénico (NVT). Por vezes as simulacdes neste ensemble também se
designam por dindmica molecular a temperatura constante (CTMD). No ensemble
NVT a temperatura € mantida constante por via de trocas de energia com um
termaostato (reservatério de calor, ou banho térmico, virtual). Existem varios algoritmos
capazes de definir o banho térmico virtual, por forma a assegurar a manutencao de
uma temperatura aproximadamente constante. Técnicas populares de controlo da
temperatura incluem o reescalonamento das velocidades, o termostato de Nosé-
Hoover 2122 correntes de Nosé-Hoover, o termdstato de Berendsen, o termdéstato de
Andersen e a dindmica de Langevin. E de salientar que o termdstato de Berendsen
pode introduzir o efeito de “cubo de gelo voador” (flying ice cube), em que toda a
energia do sistema € escoada para os graus de liberdade rotacionais e translacionais
do sistema, com o consequente “congelamento” da estrutura. Este problema é

particularmente comum se as simulagdes forem realizadas em vacuo.
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A fase 2 da equilibracao é realizada num ensemble isotérmico-isobéarico (NPT),
em que quantidade de substancia (N), presséo (P) e temperatura (T) sdo mantidos
constantes. Em adicdo ao termdstato, € necessario um bardstato para manter
constante a pressdo sobre o sistema. Estas condicbes sdo as que melhor
correspondem as condi¢des laboratoriais de um recipiente aberto a temperatura e

pressao ambiente.

Na figura 3.1.10 € possivel observar a proteina pronta para a simulacao.

Figura 3.1.10: Complexo DNA-proteina numa caixa cubica com as moléculas de agua e os ides. Os ides estéo
representados a roxo; a proteina a verde; a vermelho e branco encontram-se as moléculas de 4gua; a laranja a
cadeia do DNA. Imagem original feita no PyMOL

ApOs todos estes processos e uma vez definido o campo de forcas pode-se
passar a simulacdo. Durante a simulacéo calculam-se as for¢cas que atuam sobre cada
atomo, derivando a energia potencial (obtida do campo de for¢a escolhido) em relacéo
as posicoes desses mesmos atomos. A partir da equacéo da aceleracdo da particula
(equacdo 3.1.4) e integrando as equacdes de movimento podem obter-se as

velocidades, cuja integral, por sua vez, fornece a mudanca de posi¢cao de cada atomo.
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Com as novas posicdes e velocidades de cada particula, obtém-se as energias
potenciais e cinética do sistema. Aplicando-se sucessivamente esse procedimento,
obtém-se o que se denomina de “trajetdria”, que nada mais € do que o conjunto de
posicdes e velocidades de cada particula ao longo do tempo. Um dos métodos mais
utilizados em dindmica molecular para integrar as equac¢des de movimento é o
algoritmo de Verlet, que utiliza as posicoes e acelera¢cdes dos atomos no tempo t e as
posicdes do passo anterior, r (t-At), para determinar as novas posi¢des no tempo t+At,
de acordo com a equacéo 3.1.5 %1, Na figura 3.1.11 encontra-se o esquema da etapa

de simulacdo da DM, descrita anteriormente.

Dé aos atomos posicdes iniciais r=?, defina At curto.
'
= Calcule forcas F=-V V(r’)and a = F/m
!
Mova atomos: r*” =) +v At + 1/, a AP + ..

Avance notempo: t=t+ At
|

— Repita tantas vezes quanto for necessario

Figura 3.1.11: Representacéo esquematica das etapas de uma simulagédo de dinAmica molecular.

F(t) = — Wy Equacao 3.1.4
l ar_l
r(t+ At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t)At? Equacdo 3.1.5

A descricéo da realidade fisica € forcosamente aproximada nos métodos de
simulacdo, conduzindo a limitagbes mais ou menos importantes na descricdo das
propriedades do sistema. No caso presente, a descricdo dos varios potenciais
interatdmicos é simplificada de forma mais ou menos grosseira para tornar viavel a
realizacdo de simulacdes em sistemas com elevado numero de atomos (como as
macromoléculas biologicas). As ligacbes de hidrogénio intramoleculares, as

interacdes de Van-der-waals e as forgas eletrostaticas de longo alcance s&o exemplos
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de potenciais com descricdo aproximada. As ligacdes de hidrogénio intramoleculares
ndo sao explicitamente incluidas na maioria dos campos de forcas atuais, mas sao
descritos como interacdes de Coulomb de cargas atdbmicas pontuais. Esta € uma
aproximacao algo grosseira pois as ligacfes de hidrogénio tém em parte um carater
quantico de ligacao covalente. Além disso, as interacdes eletrostaticas sao geralmente
calculadas utilizando a constante dielétrica do vacuo, ainda que o0 meio aquoso
envolvente tenha uma constante dielétrica muito superior (embora a utilizacdo da
constante dielétrica macroscépica para pequenas distancias interatdmicas seja
questionavel). As cargas do sistema sao geralmente representadas como pontos,
ignorando efeitos de polarizacdo e interagdes multipolo de ordem superior. Por fim, as
interacOes de Van-der-Waals em DM séo geralmente descritas pelos potenciais de
Lennard-Jones (teoria de Fritz London), embora em rigor estes se apliquem apenas
no vazio. Porém, todos os tipos de forcas de Van-der-Waals sdo de origem
eletrostatica e portanto dependem das propriedades dielétricas do ambiente. A
medicao direta das forcas atrativas entre diferentes materiais (na forma da constante
de Hamaker) demonstra que "A interacao entre hidrocarbonetos em meio aquoso é
cerca de 10% da sua atracacao no vazio". Normalmente negligencia-se a dependéncia
das forcas de Van-der-Waals em relacdo ao ambiente nas simula¢des, mas esta pode
ser incluida se na simulacao se utilizarem campos de forca com cargas polarizaveis.
Outro problema que estas simulacbes apresentam € o calculo das interacdes
eletrostaticas de longo alcance, as quais sdo fortemente condicionadas pelo meio
ambiente, tornando necessario usar métodos como o Particle Mesh Ewald (PME) 2],
Esta abordagem € necessaria, porque o simples calculo das interacdes entre cargas
da proteina usando como meio ambiente o vacuo nédo leva em consideracao o efeito
da polarizagdo das moléculas de agua e da sua re-orientacdo, a qual num sistema
fisico real ocorre num volume muito maior do que aquele que é definido pela caixa de
simulacdo. Ou seja, o contributo das moléculas de agua que estéo para la do volume
da caixa ndo pode ser desprezado, e tem um efeito significativo sobre as particulas
carregadas dentro da caixa. O método de PME é um processo matematico de
aproximar o contributo desse volume praticamente infinito de agua que circunda a
molécula de proteina. Este calculo torna as simulacdes consideravelmente mais
pesadas, mas é geralmente aceite que o0 sistema se comporta de uma forma
fisicamente mais realista. Para simulagdes usando PME define-se um parametro de

cut-off, o qual é uma distancia (em nandémetros) abaixo da qual as interacdes entre
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cargas sao calculadas pela aplicacéo direta da equacdo de Coulomb a cada par de
cargas. A contribuicdo energética de cargas a uma distancia superior ao cut-off

calculada pelo método PME.

O resultado obtido da simulacdo de dinamica molecular € uma trajetoria do
sistema de particulas, ou seja, € um conjunto de configuracdes que estas mesmas

particulas (dtomos e moléculas) vao adotando ao longo do tempo.

Os tempos de simulacdo de sistemas biolégicos, tais como proteinas ou
fragmentos de DNA em solucdo aquosa, sdo geralmente da escala do nano ao
microssegundo. Apesar de parecer um intervalo de tempo muito curto, os resultados
dessas simulac6es podem fornecer dados fiaveis ja que os eventos de interesse
ocorrem na mesma escala temporal. Ainda que o intervalo de tempo do sistema fisico
a simular esteja na escala dos nanosegundos, para sistemas com elevado numero de
atomos (como € o caso das proteinas e outras macromoléculas biolégicas) o tempo
computacional “real” destas simula¢@es € geralmente de horas a semanas, resultando
ainda na geracédo de ficheiros de dados com gigabytes de tamanho. Desta forma,
torna-se necessario o acesso a sistemas computacionais de capacidade e

performance elevada para levar a cabo este tipo de estudos.

A técnica da dinamica molecular € uma metodologia adequada para este tipo
de trabalho, pois permite a identificacdo e analise das diferencas estruturais entre a
proteina ligada e ndo-ligada ao DNA para um conjunto alargado de conformacdes que

permitem uma visédo dindmica do problema.

3.2 Descoberta de cavidades ou sitio de ligacao

As interacdes proteina-ligando séao cruciais para todos os organismos vivos, e
uma unica alteracdo na sequéncia de aminoacidos de um local de interag&o pode levar
a doencgas devastadoras. Assim sendo, o estudo de sitios de ligacdo €é relevante em
multiplas areas da investigacdo biomédica, incluindo mecanismos de doencas,
planeamento de farmacos e regulacao fisiologica. Para possibilitar este estudo, foram
desenvolvidos diversos algoritmos, ferramentas e softwares fiaveis e eficientes

capazes de detetar cavidades em recetores proteicos.
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Apés descoberta dos sitios de ligacao € possivel fazerem-se estudos e design
de um inibidor para silenciar a funcdo de uma proteina ou de uma molécula
potenciadora da funcdo da proteina, sendo estas duas técnicas muito comuns na

terapia farmacéutica.

Em bioquimica e biologia molecular, um sitio de ligacdo/cavidade/bolso é uma
regido na superficie de uma macromolécula, com potencial capacidade de ligar uma

molécula mais pequena, a qual se da normalmente o nome de “ligando”.

Ja o sitio ativo € normalmente parte de um sitio de ligacdo e € uma combinacao
de residuos de aminoécidos (e por vezes cofatores) que estdo diretamente envolvidos
no mecanismo de catdlise enzimatica. Assim, a ligacdo de um ligando ao centro ativo
desencadeia uma reacdo quimica na qual se forma um produto, enquanto no sitio de
ligacdo se pode ligar um ligando, mas nao ocorre necessariamente nenhuma reacao
quimica. Os sitios de ligacdo sao bastante importantes, pois podem servir de locais
de inibicdo ou potenciadores da fungdo da macromolécula. Estes sitios possuem
frequentemente complementaridade de forma ou outras propriedades com 0s seus
ligandos, de modo a garantir a especificidade e afinidade. A ligacdo do ligando a
macromolécula é frequentemente, mas nem sempre, acompanhada por uma mudanca

conformacional que pode afetar a funcéo da proteina (ajuste induzido) 231,

Os ligandos podem ser outras proteinas, acidos nucleicos, substratos
enzimaticos, segundos mensageiros, hormonas, moduladores alostéricos ou
farmacos e podem ligar-se de forma reversivel ou irreversivel a macromolécula. Se os
ligandos formarem ligacées ndo covalentes, como por exemplo pontes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas e ligagcbes de Van-der-Waals, a sua dissociacdo da
macromolécula é muito mais facil e estamos na presenca de uma ligacao reversivel.
As ligacdes irreversiveis sdo mais raras, ocorrendo geralmente através de ligacdes
covalentes entre a macromolécula e o ligando. Os ligandos podem ser inibidores ou
potenciadores da funcdo da macromolécula, ou seja, se o ligando se ligar a um
determinado sitio de ligacdo pode inibir a funcdo da proteina e se outro ligando se
ligar a um outro sitio de ligagdo ja podera ser um potenciador da funcdo da
macromolécula. Este aspeto justifica a importancia do estudo dos sitios de ligacdo das

macromoléculas e os seus ligandos, pois esse estudo pode conduzir a descoberta de
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ligandos capazes de interferir numa doenga ou numa terapéutica, como por exemplo

0 caso dos beta-bloqueadores.

Nas doencas cardiovasculares, utilizam-se os medicamentos da classe dos
betabloqueadores para tratar pacientes com hipertensédo. Os beta-bloqueadores (-
bloqueadores) sao agentes anti-hipertensivos que bloqueiam a ligacado das hormonas
adrenalina e noradrenalina aos recetores 31 e B2 no coragao e nos vasos sanguineos,
ou seja descobriu-se um conjunto de moléculas que competiam pelo sitio de ligacdo
das hormonas que causam a hipertensao arterial. Essas moléculas foram levadas a
ensaios clinicos e hoje em dia sdo considerados medicamentos para tratar a
hipertenséo arterial. Todo este processo leva muitos anos a ser concluido, iniciando-
se com uma etapa de identificacdo da doenca, do mecanismo desta e selecdo de uma
molécula alvo. Apés a identificacdo do alvo, fazem-se entdo estudos dos sitios de
ligacdo e posterior docking desses sitios de ligagdo com uma variedade de ligandos
por forma a descobrir moléculas capazes de ligar-se ao sitio de ligacdo e

potencialmente mitigar ou inibir totalmente o curso da doenca em estudo.

Na figura 3.2.12 € possivel observar um sitio de ligacéo.

Figura 3.2.12: Sitio de ligagcao da FOXO3. Representacdo da proteina em superficie. A verde encontra-se a zona
hidrofébica da proteina e a azul o resto da proteina. As esferas a vermelho denotam o volume de uma potencial
cavidade/sitio de ligacao prevista pelo software FPOCKET. Imagem original, obtida através do programa FPocket
e visualizada no Pymol.
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Alta afinidade e especificidade sd&o duas caracteristicas fulcrais e
imprescindiveis dos ligandos. Uma afinidade elevada é essencial para que o ligando
se ligue ao recetor no local em estudo e produza o efeito desejado, minimizando a
ligacdo a outros locais do alvo ou outras macromoléculas, o que causaria
possivelmente efeitos colaterais indesejados e/ou inatividade da agao esperada. A
especificidade e afinidade sdo duas caracteristicas que determinam a forga da ligacao
guimica e a natureza do ligando que ira ligar-se. A especificidade desempenha um
papel muito importante no reconhecimento e ligacdo de um ligando com uma molécula
alvo, ou seja, se ocorrer uma pequena mudanca estrutural ou mutacdo no sitio de
ligacdo de uma proteina, isso pode resultar numa perda de ligacdo porque o ligando

deixa de ser capaz de reconhecer a forma 3D ou o arranjo espacial da proteina.

Em um sistema real, a interacdo de um ligando com o seu sitio de ligacdo nao
depende apenas da proteina alvo, mas também de outros fatores ambientais, como
temperatura, natureza do solvente, pH e presenca de ides, cofatores ou outras
moléculas. O tamanho, profundidade e hidrofobicidade da cavidade/sitio de ligacéo

também sdo importantes para a ligacdo com o ligando.

Os softwares para detecdo de cavidades sdo desenvolvidos para diferentes
propadsitos, utilizando diferentes conjuntos de dados para treino e teste, e diferentes
abordagens metodoldgicas. Sendo assim, deve ser feita uma escolha criteriosa do
software a utilizar, tendo em conta o sistema em estudo. Os métodos de detecao de

cavidade podem ser classificados nas seguintes categorias:

e Métodos baseados em sequéncia ou previsdes evolutivas
e Métodos baseados em similaridade estrutural
e Método baseado em geometria ou previsdes baseada em estrutura

e Métodos baseados em energia

O primeiro método a ser descrito foi 0 método baseado em sequéncia ou evolutivos
preveem o sitio de ligagdo usando apenas sequéncias em formacédo. Exploram a
informacéo evolutiva contida em Alinhamentos de Sequéncias Mdultiplas (MSAs) de
sequéncias homologas e extraem um subconjunto de residuos que mostram um alto
grau de conservacao. A suposicao por tras dessa ideia é que a pressao evolutiva

agindo sobre residuos funcionalmente importantes reduzira a sua variabilidade numa
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familia de proteinas. Apesar da sua utilidade para inferir residuos funcionalmente
importantes, todos os métodos baseados em sequéncia sofrem da limitagdo
fundamental de ndo serem capazes de discriminar entre residuos que sé&o
conservados como parte de um sitio de ligacdo de residuos que séo cruciais para a
estabilidade, regulacdo ou folding. Por outras palavras, enquanto os residuos de
ligacdo sdo geralmente conservados numa familia de proteinas, a conservacao por si
s6 nem sempre € um critério suficientemente especifico para identificar um sitio de
ligacdo, uma vez que os residuos podem ser conservados por outras razdes que nao
a ligacdo. Os metodos baseados em sequéncia também né&o fornecem informacdes
geomeétricas e fisico-quimicas sobre o sitio de ligacdo, como area, volume, forma e
propriedades de interacdo molecular. Para superar essas limitacdes, outras
abordagens foram concebidas que levam explicitamente em consideracdo as

informacdes estruturais 241,

Os métodos baseados em similaridade estrutural pressupdem que a similaridade
de sequéncia leva a similaridade estrutural. Ou seja, o sitio de ligagdo em uma
proteina pode ser previsto pela comparacéo de proteinas semelhantes com sitios de
ligacdo conhecidos %, Uma limitacdo deste método é o estar dependente de haver
estrutura de proteinas semelhante a proteina em estudo com ligandos conhecidos.

Nos métodos baseados em geometria as cavidades sdo detetadas na
geometria do recetor, ou seja, a maior cavidade do recetor é a cavidade a qual se liga
o ligando. Laskowski et al, verificaram que 83% das vezes a cavidade a qual se liga o
ligando é a maior do recetor. Ou seja este método baseia-se no tamanho, area ou
volume da cavidade [*9l. Apesar da sua utilidade para a identificacdo de sitios de
ligacdo, as abordagens geométricas tém dificuldade em identificar sitios de ligagédo
gue nao sejam bolsas profundas. Além disso, as abordagens geométricas sao
incapazes de distinguir diferentes tipos de sitios, como hidrofobicos versus polares, o

gue pode fornecer informacgdes adicionais sobre a possivel funcdo de uma proteina
[25]

Os meétodos de identificagdo de cavidades de ligacdo baseados em energia
resolvem este problema usando sondas mutaveis para detetar as diferentes bolsas de
ligacdo. Ao contrario dos métodos anteriormente descritos, os métodos baseados em

energia ndo detetam apenas a maior cavidade do recetor, sendo por isso mais
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amplamente utilizados e fiaveis. Estes métodos consideram o potencial de interagcédo
entre proteina e ligando. Locais energeticamente favoraveis indicam a localizacao da
proteina recetora onde um ligando pode interagir e ligar-se. Sdo geralmente usados
trés tipos de sondas diferentes, para localizar o sitio hidrofébico, os locais aceitador

de ligagdes de hidrogénio e locais dadores de ligaces de hidrogénio 251,

Apés detecdo dos sitios de ligacdo, € importante caracterizar esse sitio,
determinando por exemplo o pKa, flexibilidade, tamanho, forma, hidrofobicidade,
hidrofilicidade e drogabilidade da bolsa e dos grupos quimicos que a formam. Estes
fatores sao importantes para posterior selecdo e testagem de ligandos ao sitio ativo
(exemplo: ndo se ira testar um ligando de grandes dimensfes numa cavidade de

pequenas dimensdes).

A drogabilidade de uma pequena molécula foi definida primeiramente por
Hopkins e Groom como a sua capacidade de modular uma proteina relacionada com

uma doenca especifica 126,

No curso do estudo de um recetor, ap0s identificar as cavidades € importante
rever num banco de dados se essas cavidades estdo presentes/sdo semelhantes as
cavidades encontradas noutras proteinas, de modo a validar a cavidade
(especificidade). Uma boa base de dados para essa comparacao é o sc-PDB, por

exemplo, mas existem mais bases de dados com este propdsito.

3.3 Docking

A Docagem Molecular, também conhecida como Acoplamento molecular,
Ancoragem molecular ou Docking € um procedimento computacional que tenta prever
o modo de ligacdo ndo-covalente de macromoléculas ou, mais frequentemente, de
uma macromolécula (recetor) e uma pequena molécula (ligando) de forma eficiente.
O objetivo do docking é alcancar uma conformacao otimizada para o sistema proteina-
ligando e sua orientacao relativa, de modo a que a energia livre do sistema seja

minima 271,

O docking é atualmente bastante utilizado, para as mais diversas finalidades,

por exemplo:
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e Realizar triagem (screening) virtual de grandes bibliotecas de compostos,
classificar resultados e propor hipéteses estruturais de como os ligandos se
ligam aos alvos, o que € de extrema importancia para a otimizacao de leads.

e Aumenta a probabilidade de encontrar novos inibidores de proteinas-chave de
patégenos, ao prever quao bem um composto pode ligar-se ao alvo, onde ele
pode ligar-se, e que tipos de interacdes poderia formar no local de ligacao.

e Identificar candidatos promissores para testes de laboratério, o que poupa
substancialmente o tempo e custo do trabalho laboratorial.

e Desenho de farmacos com base na estrutura, devido a capacidade de prever a
conformacao de ligacdo de ligandos de moléculas pequenas ao local de ligagédo
do alvo desejado.

e Caracterizacdo do comportamento da ligacdo recetor-ligado, a qual
desempenha um papel importante no design racional de farmacos, bem como

no elucidar de processos bioquimicos fundamentais.

Existem duas abordagens que séo particularmente populares na comunidade
de docking molecular. Uma abordagem usa uma técnica de correspondéncia que
descreve a proteina e o ligando como superficies complementares (Figura 3.3.13). A
segunda abordagem simula o processo de ancoragem real no qual as energias de
interacdo entre ligando-proteina sdo calculadas. Ambas as abordagens tém

vantagens significativas, bem como algumas limitacées.

docking
>

Figura 3.3.13: Processo simplificado do docking. Molécula alvo a preto, ligando a verde e o produto final apos
docking (Molécula alvo-Ligando). Imagem consultada no dia 20/8/22 as 20h, retirada da wikipedia commons, de
acordo com a licenca Creative Commons Attribution-Share Alike 4.0 International [281,
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Os métodos de correspondéncia geométrica/complementaridade de forma
descrevem a proteina e o ligando como um conjunto de caracteristicas que 0s tornam
acoplaveis. Esses recursos podem incluir descritores de superficie
molecular/superficie complementar. Neste caso, a superficie molecular do recetor &
descrita em termos de sua area de superficie acessivel ao solvente e a superficie
molecular do ligando é descrita em termos de sua descricdo de superficie
correspondente. A complementaridade entre as duas superficies equivale a descricéo
de correspondéncia de forma que pode ajudar a encontrar a pose complementar de
encaixar o alvo e as moléculas do ligando. Outra abordagem € descrever as
caracteristicas hidrofébicas da proteina usando voltas nos atomos da cadeia principal.
Ainda outra abordagem €é usar uma técnica de descritor de forma de Fourier. As
abordagens baseadas em complementaridade de forma s&o tipicamente rapidas e
robustas, mas geralmente ndo conseguem modelar movimentos ou a dinamica
conformacional do complexo ligando/proteina com  precisdo, embora
desenvolvimentos recentes permitam que esses métodos investiguem a flexibilidade
do ligando. Os métodos de complementaridade de forma podem varrer rapidamente
varios milhares de ligandos em questdo de segundos e realmente descobrir se eles
podem se ligar ao sitio ativo da proteina e geralmente séo escalaveis até mesmo para
interacOes proteina-proteina. Eles também sdo muito mais acessiveis a abordagens
baseadas em farmacéforos, uma vez que usam descrices geométricas dos ligandos

para encontrar a ligacao ideal 123,

Como ponto de partida do docking, utilizam-se estruturas nao ligadas do recetor
e possiveis ligandos. Essas estruturas que podem ser obtidas por uma variedade de
processos: via experimental (cristalografia de raios X, NMR), simula¢des de dindmica
molecular, de modelag&o por homologia, entre outros), que se encontram em diversas
bases de dados como por exemplo o Pubchem, Protein Data Bank, DrugBank, entre

outros.

Antes de se poder realizar o docking tem que se escolher, conhecer e estudar
a proteina recetora, pois se o docking for realizado apos uma avaliacdo de dinamica
molecular e das potenciais cavidades da proteina recetora, este terd& em conta a

mobilidade da proteina e ira haver uma selecdo prévia das partes importantes da
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estrutura para a corrida de docking, o que diminuira o tempo da corrida, pois ndo se

realiza o docking em toda a proteina.

Outro ponto importante antes do docking € a selecdo dos ligandos, pois
existem varios bilibes de ligandos e nem todos podem ser testados em tempo
significativo, por este motivo € que € tdo importante haver uma selecéo prévia dos
ligandos a serem testados. De modo a selecionar os melhores ligandos podemos usar
alguns conceitos, como por exemplo, a regras dos cinco, lider-similar, fragmento-
similar, farmaco-similar. A regra dos 5 (Lipinski) 29, fragmento-similar, lider-similar e
farmaco-similar, que tem em conta o peso molecular, nUmero de aceitadores ou
doadores de ligacdes de hidrogénios e o coeficiente de particdo calculado para o
sistema 1-octanol/agua e sdo amplamente utilizados como filtro molecular para
projetos de planeamento e design de farmacos devido a sua simplicidade conceitual
e facilidade de aplicagédo. De acordo com a regra dos cinco, a ocorréncia de baixa
absorcdo apo6s administracdo por via oral, ou de baixa permeabilidade, € mais
provavel para compostos que apresentam uma combinacdo de duas ou mais
propriedades da tabela 3.3.1. Os |ligandos para serem bons
fragmentos/lideres/farmacos similares tem que respeitar os valores presentes na
tabela 3.3.1 139,

Tabela 3.3.1: Caracteristicas fisico-quimicas dos diversos conceitos que podem ser

utilizados para selecéo de ligandos.

Propriedade Regra | Fragmento Lider- Farmaco-similar
dos 5 -similar similar
Peso Molecular > 500 < 250 < 350 <500
NUmeros de doadores de >5 2.5 35 <5

ligacGes de hidrogénio
(soma de grupos OH e
NH)

Numero de aceitadores >10 <3 <4 <5
de ligacdes de hidrogénio
(soma de atomos O e N)

Coeficiente de particéo >5 <6 <8 <10
calculado para o sistema
1-octanol/agua (clog P)
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Para além das propriedades fisico-quimicas também se pode olhar a
reatividade quimica e a diversidade estrutural dos ligandos. Tendo em conta estas
guestdes aquando da escolha dos ligandos, aumentam-se as hipoteses de sucesso

na identificagdo de novos compostos bioativos.

Existem diversos programas computacionais para realizacdo de docking, desde
o desenvolvimento do primeiro algoritmo em 1980, mas independentemente do
programa utilizado, o processo de docking envolve dois passos: (1) predicdo da
conformacao, posicdo e orientagcdo do ligando dentro dos sitios de ligacdo e (2)
avaliacdo da afinidade de ligacdo. Estes dois passos tém que ter em conta a
flexibilidade do recetor, o que € um aspeto essencial, pois pode ocorrer uma mudanca

conformacional significativa apds a ligacéo do ligando ao recetor 28],

1) Os algoritmos disponiveis para a pesquisa conformacional, tém em
consideracao os parametros estruturais dos ligandos, os graus de liberdade de tor¢cao
(diédrico), translacional e rotacional, que sdo modificados progressivamente. Existem
métodos de busca sistematicos e estocasticos, cada algoritmo de docking tem um
desses métodos no seu algoritmo. Métodos de busca sistematicos promovem
pequenas variagdes nos parametros estruturais, alterando gradativamente a
conformacao dos ligandos. O algoritmo sonda a paisagem de energia do espaco
conformacional e, apds varios ciclos de busca e avaliacdo, converge para a solucéo
de energia minima, correspondendo ao modo de ligacdo mais provavel. Embora o
método seja eficaz em explorar o espaco conformacional, ele pode convergir para um

minimo local ao invés do minimo global.

Os métodos estatisticos realizam a busca conformacional modificando
aleatoriamente os parametros estruturais dos ligandos. Para isso, o algoritmo gera
conjuntos de conformacdes moleculares e preenche uma ampla faixa do cenario
energético. Essa estratégia evita aprisionar a solucao final em um minimo de energia
local e aumenta a probabilidade de encontrar um minimo global. Como o algoritmo
promove uma ampla cobertura do cenario energético, o custo computacional

associado a este procedimento € uma limitacdo importante.

2) De modo a avaliar a afinidade de ligacéo, utilizam-se funcdes de pontuacao

para estimar a energia de ligacdo dos complexos ligando-recetor. Essa energia é dada
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pela constante de ligagdo (Kd) e pela energia livre de gibbs. As funcdes de energia
séo categorizadas em 3 grupos: funcdes baseadas em campos de for¢cas, empiricas
e baseadas em conhecimento. A previsao de energia de ligacdo é realizada avaliando
os fendmenos fisico-quimicos mais importantes envolvidos na ligagcéo ligando-recetor,
ou seja, interacdes intermoleculares, dessolvatacdo e efeitos entropicos. Quanto
maior for o nimero de parédmetros fisico-quimicos avaliados, maior a precisdo da

funcdo de pontuacdo e maior é o custo computacional envolvidos.

As funcdes de pontuacdo baseadas no campo de forcas estimam a energia de
ligacdo somando as contribui¢cdes de termos ligados (alongamento de ligacao, flexao
de angulo e variacao diedro) e nao ligados (interacdes eletrostaticas e Van-der-Waals)

em uma funcdo mestre geral, usando a mecanica classica.

Nas funcdes de pontuacdo empirica cada termo da funcéo descreve um tipo de
evento fisico envolvido na ligacéo ligando-recetor (ligacdes de hidrogénio, interacdes
i6nicas e apolares, efeitos de dessolvatacéo e entropicos). As funcdes empiricas sao

mais rapidas que as funcdes baseadas no campo de forcas.

Fungdes de pontuagdo “knowledge-based” usam potenciais de energia
estimados a partir da frequéncia com que dois atomos diferentes sdo encontrados
dentro de uma determinada distancia no conjunto de dados. Esta informacao é usada

para construir uma funcédo empirica de energia.

Cada funcéo de pontuacao tem as suas virtudes e limitacdes, portanto o uso
simultaneo de diferentes metodologias de pontuacao tem sido cada vez mais usado

como forma de obter uma pontuagcéo de consenso.

Na figura 3.3.14 encontra-se o procedimento geral de como funcionam o0s
programas de docking. Primeiro seleciona-se a proteina recetora e os ligandos e
colocam-se ambos no programa. O programa vai encaixando os ligandos um por um

na cavidade da molécula e calculando as suas energias minimas globais.
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Figura 3.3.14: Procedimento geral do programa de docking.

Sendo o docking um método in silico, os resultados finais do docking tém que
ser analisados in vitro, de modo, a confirmar se os ligandos séo veridicos ou se sao
falsos-positivos. Somente apds os estudos in vitro, passa-se aos estudos in vivo, de
modo a assegurar eficacia e seguranca do composto. Por ultimo, se tudo estiver de
acordo com as normas 0 composto passa para o mercado para ser comercializado.
Todo este processo é dispendioso a nivel temporal e monetario. Dependendo da
complexidade do problema estes estudos in silico podem levar meses e 0s in vitro e

in vivo até a comercializacdo, demoram anos (entre 3 e 15 Anos).

4. Materiais e métodos
4.1 Programas computacionais

Foram utilizados 4 programas computacionais, o visualizador molecular PyMOL
(verséo 2.4.0) 1, a suite de modelacéo e dinamica molecular, o GROMACS (versédo
2018.1) B2, um software de detecéo de cavidades de proteinas, o FPOCKET 33l e o

software de docking molecular, o Autodock Vina 34135,



O PyMOL é um software utilizado para visualizacdo de estruturas moleculares
e que permite fazer analises e calculos de propriedades moleculares e comparacéo
de diferentes estruturas. O PyMOL foi criado por Warren Lyford e lancado no ano
2000.

O GROMACS é um software usado para o calculo de trajetdrias de dinamica
molecular, minimizacdo de energia, pesquisa e andlise conformacional. O ano do

lancamento do Gromas foi em 1991.

O Fpocket é um algoritmo de codigo livre e bastante rapido de detecdo de
cavidades de proteinas, baseado no algoritmo de Tesselacdo de Voronoi. Este
algoritmo pertence a classe dos métodos geométricos de detecdo de cavidades/sitios

de ligacéao.

O AutoDock Vina é um software de docking computacional ligando-proteina,

gue realiza docking rigido ou flexivel do ligando e recetor.

Também foi utilizado a base de dados de estruturas Protein Data Bank [2¢], para
pesquisa e guardar as estruturas da proteina FOXOa3 e a base de dados DrugBank
(371, de modo a selecionar os ligando para as corridas de docking.

O Protein Data Bank € um banco de dados de livre acesso contendo a quase
totalidade das estruturas 3D de proteinas e acidos nucleicos. Esses dados
experimentais sao geralmente obtidos através da difracdo de raios X, ressonancia
magnética nuclear e crio-microscopia eletrénica por diversos fisicos, biélogos e
bioquimicos de todo o mundo. O Protein Data Bank tem neste momento 196.779 [22
de outubro de 2022] estruturas no formato PDB. Tal como o Protein Data Bank, o
DrugBank é um banco de dados de livre acesso, mas focado nos dados quimicos e
farmacoldgicos dos medicamentos. O DrugBank regista informacfes sobre a
substéancia ativa, estrutura quimica e via metabdlica dos mais diversos medicamentos
aprovados, em estudo e mesmo dos retirados do mercado. Neste momento o
DrugBank tem um total 14752 moléculas pequenas que incluem varios tipos de
farmacos e drogas, desde os aprovados até aos retirados do mercado [25 de outubro
de 2022]. Possui também informag&o sobre os alvos (quando conhecidos) de muitas

dessas moléculas.
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4.2 Procedimentos Laboratoriais

4.2.1 Dinamica Molecular

Para a realizacéo da dinamica molecular seguiu-se o0 esquema representado
na figura 4.2.1.15.
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Figura 4.2.1.15: Esquema da realizac&o das corridas de dinAmica molecular.
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As simulagdes de dindmica molecular foram realizadas partir de 3 estruturas da
FoxO3: estrutura cristalografica da proteina ligada a um oliomero de DNA duplex
(entrada 2UZK do PDB), a mesma estrutura cristalografica com a molécula de DNA
removida (entrada 2UZK no PDB) e uma estrutura da proteina livre em solucdo aquosa
obtida por ressonancia magnética nuclear (entrada 2K86 do PDB).Todas as estruturas
foram retiradas do site do Protein Data Bank. Para cada uma das 3 estruturas foram
realizadas 4 réplicas de simulacédo, de modo a aumentar a amostragem e verificar a

consisténcia dos resultados obtidos.

Na primeira das duas estruturas obtidas da entrada 2UZK do Protein Data Bank,
foram eliminadas as moléculas de agua e uma das duas copias do dimero DNA-
proteina presentes no ficheiro PDB. Para a segunda estrutura obtida da 2UZK, foi

eliminada também a cadeia de DNA, de modo a obter um sistema com a proteina livre.

No caso da estrutura 2K86 teve de se escolher uma das 20 conformacodes
presentes no ficheiro PDB (as estruturas obtidas por RMN normalmente contém
multiplas conformacdes). Optou-se, neste caso, por escolher a primeira configuracao

presente no ficheiro.

Apés estes ficheiros estarem processados, seguiram-se 0sS seguintes passos
(Figura 4.1.2.16).
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Figura 4.1.2.16: Passos para a realiza¢é@o da corrida de simulagdo de dindmica molecular.

Para todas as simulagdes de dindmica molecular das diferentes estruturas a
ferramenta pdb2gmx do programa GROMACS foi usada para produzir topologias e

ficheiros de coordenadas para as 3 estruturas anteriormente processadas. O campo

37



de forcas usado foi 0 AMBER14sb, que € um campo de forgas “all-atom”, significando
que contém parametros explicitos para todos os atomos dos sistemas em estudos. As
moléculas foram em seguida colocadas numa caixa, que foi preenchida com
moléculas de agua do tipo TIP3P [28], para solvatar o sistema. De modo a garantir a
neutralidade das caixas de simulacdo, foram adicionados ides CI" e Na* em
quantidade suficiente para neutralizar a carga da proteina. O sistema foi de seguida
minimizado. ApOs a minimizacao ocorre a fase de equilibracdo, que consiste em duas
simulagbes consecutivas, uma no ensemble de numero de moles, volume e
temperatura constantes (NVT) e outra no ensemble de nimero de moles, pressao e
temperatura constantes (NPT), usando um terméstato de Anderson e um baréstato de
Parrinelo-Raman para fixar a pressao e temperatura a 300 kelvin e 1 atmosfera. Nas
simulacdes de equilibracdo os atomos pesados do sistema foram fixados através de
uma forca de “restraining”, e os comprimentos das ligacdes quimicas envolvendo
atomos de hidrogénio foram constrangidos com o algoritmo LINCS. A andlise da
pressdo e temperatura ao longo da simulacdo permite verificar a qualidade da
equilibracédo. Apds a equilibracéo, iniciou-se a corrida de producao, removendo a forca
de “restraining” de forma a deixar livres todos os atomos da proteina, mas para o caso
do complexo DNA-Proteina manteve-se a for¢a de “restraining” nos atomos de fésforo
em ambas as cadeias de DNA (cadeia E e B), mantendo as condi¢cdes do ensemble
NPT. As simulacdes de producao foram corridas em parcelas de 10ns, com escrita
das coordenadas do sistema a cada 10 picosegundos (ps). Apds término da corrida é
necessario concatenar os Varios segmentos numa trajetoria continua, a qual é
guardada num ficheiro em formato PDB, que pode ser visualizado no programa
PyMOL. Para efetuar esta concatenacéo utilizaram-se as ferramentas trajcat, trajconv
e fitprogressive do GROMACS. As conformacgdes foram gravadas de 10 em 10 ps, ou
seja num total de 1000 nanosegundos (o0 tempo das simulagdes) correspondem a
100000 configuracdes da proteina. Assim sendo, o ficheiro final contém 100000

conformacdes da proteina sem as moléculas de agua.
Todo o processo acima foi igual para todas as estruturas, exceto:

e Geometria das caixas de simulacdo: para o complexo DNA-proteina
(2UZK) utilizou-se uma caixa cubica com espaco de 1 Angstroms (A)

entre a molécula e a parede da caixa, para a estrutura isolada (2UZK)
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foi usada uma caixa octaédrica com espaco de 1,5 Angstroms (A) entre
a molécula e a parede da caixa e por ultimo a estrutura 2K86 foi colocada
numa caixa octaédrica com espaco de 1 Angstroms (A) entre a molécula

e a parede da caixa.

e Paraasréplicas 1, 2 e 3, variaram-se as condic¢des iniciais da simulacao
através de rotacdes das coordenadas do sistema no software PyMOL e
uso de diferentes valores para o parametro “gen_seed”, o qual controla
a geracao aleatoria de velocidades iniciais do ensemble NVT, para as

vérias réplicas.

Todas as réplicas 1 tém uma rotacdo de 45° em todas as coordenadas (X,y,z),
a réplicas 2 tém uma rotacdo de 90° e as réplicas 3 tém uma rotacdo de 135°,
relativamente as coordenadas do ficheiro original retirado do Protein Data Bank.
Quanto ao geen_seed temos em todas as réplicas 0 o valor -1, nas réplicas 1 o valor
de 654321, nas réplicas 2 o valor 123456 e por fim nas réplicas 3 o valor 43265. Desta
forma garante-se simultaneamente variabilidade e reprodutibilidade das condi¢cdes

das simulagbes de dinamica molecular.

4.2.2 Descoberta de Cavidades ou Sitio de Ligacado

As simulacdes de dinAmica molecular anteriormente descritas produziram 4
réplicas de 1000 nanosegundos da proteina FoxO3 ligada ao DNA (complexo) e da
proteina FoxO3 livre, a partir da forma cristalizada (2uzk) e da forma em
solucdo (RMN) (2k86). Dado que as conformacfes da proteina sdo escritas a cada
10 ps, 1000 nanosegundos correspondem a 100000 configuracdes da proteina, o que
€ um numero excessivamente elevado para ser alvo de uma andlise detalhada. De
modo a analisar-se um numero significativo de configuracdes para estudar o
comportamento da proteina utilizou-se a ferramenta trjconv para reduzir o nimero de
conformacdes para 21 conformacdes, correspondendo a uma amostragem de 50 em
50 ns. O intervalo de 50 ns produz conformacdes que, sendo relativamente proximas,
cobrem o espaco conformacional obtido durante a simulacdo e permitem uma analise

viavel).
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Essas 21 conformacbes de cada réplica foram submetidas ao programa

computacional FPOCKET, por onde passaram pelo seguinte processo 17! (Figura
4.2.2.17).

Ficheiro PDB

Ohull

Analisar ficheiro PDB e filtrar P :
moléculas de agua, atomos ‘ rograma Qvoronoi

de hidrogénio e hétero atomos

Posicdes dos veértices

Analisar as informacdes de voronoi, vizinhos
dos vértices de voronai _ atémicos dos vertices e
arestas

Definir e filtrar as esferas
alfa

Agrupamento baseado nos
vizinhos de vértices
voronoi e refinamento

Clustering de ligacdo Unica do
centro de massa dos
aglomerados de vértices

Agrupamento de multiplas
ligacOes de agrupamentos de
vértices e definicdo de bolsas

Descartar bolsas pequenas
e hidrofilicas

Calcular dos descritores de

bolsa
‘ Resultados
Pontuacéo de classificacao

Figura 4.2.2.17: Processos do programa FPOCKET.
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4.2.3 Docking Molecular

Apés a selecao visual das melhores cavidades através do PyMOL, estas foram
usadas numa analise de triagem virtual (VS, virtual screening), usando o programa
computacional Autodock Vina e varios conjuntos de estruturas de moléculas
pequenas. Depois da identificacdo das melhores cavidades na molécula do recetor é
necessario selecionar o conjunto de ligandos a testar no docking molecular. A colecao
de ligandos do banco de dados de farmacos DrugBank foi usada para o screening
virtual, incluindo 11951 pequenas moléculas. Dessas 11951 moléculas foram retiradas
as moléculas com mais de 20 torc¢des, por serem ligandos de grandes dimensdes,
como menos potencial farmacoldgico e para os quais os calculos de docking molecular
sédo substancialmente mais demorados. Assim sendo das 11951 moléculas foram

utilizadas 10550 moléculas para realizacao do docking.

As estruturas foram obtidas a partir do DrugBank em formato sdf 2D, pelo que
foi necessario produzir a sua conversao em estrutura 3D. Este processo foi levado a
cabo com o software Gypsum-DL [0 Em seguida foi necessario proceder a
conversao do formato sdf 3D no formato “pdbqt” usado como input do software

Autodock Vina, sendo para tal usado o software OpenBabel 411,

Apoés a preparacao dos ligantes, utilizou-se o software PyMOL com o plugin
Autodock-Vina para definir e centrar a grelha de docking no local de cada cavidade
em estudo. Neste processo a estrutura do recetor (FoxO3a) € também convertida em
formato pdbqt para usar como ficheiro inicial para o Autodock Vina. O plugin grava as
estruturas do recetor e ligando em formato pdbqt, assim como o ficheiro de
configuracdo contendo as definicbes necessarias para correr o Autodock Vina. A
figura 3.3.14 referenciada acima representa o procedimento geral do programa de

docking, depois do procedimento referido acima.

Apos a analise visual de todas as cavidades através do PyMOL, selecionaram-
se as melhores cavidades em cada réplica, pois haviam algumas cavidades que nao
eram importantes para o estudo de docking e outras eram repetidas ao longo da
réplica e/ou estrutura. Deste modo foram selecionadas 4 cavidades interessantes para

o estudo de docking rigido. Sendo as seguintes cavidades:

e Cavidade 2 na conformacéo 10 da réplica 3 da estrutura 2K86
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e Cavidade 1 na conformacéo 5 da réplica 1 da estrutura 2UZK
e Cavidade 1 na conformacédo 7 da réplica 3 da estrutura 2UZK

e Cavidade 2 na conformacéo 2 da réplica 1 do complexo (2UZK+DNA)

5. Resultados e Discussao
5.1 Dinamica Molecular

A primeira fase do trabalho realizado na tese consistiu na realizagdo de
simulacdes de dinamica molecular (DM), nas formas livre e em complexo com o DNA
da proteina FoxO3a. As simulacdes de DM permitem mostrar conformacdes das
varias estruturas que poderdo ser consideravelmente diferentes das estruturas
experimentais que servem de ponto de partida. Nesta andlise procura-se detetar
diferencas de estrutura e dinamica entre as formas livre e ligada da FoxO3 e também

mostrar conformacgdes que permitam encontrar potenciais cavidades/sitio de ligacao.

Na tabela 5.1.2 estdo representadas as estruturas e as réplicas realizadas nas

corridas de dinamica molecular.

Tabela 5.1.2: Estruturas e respetivas réplicas das corridas de dinamica molecular.

Estrutura Caixa Réplica | Tempo de simulacao (ns)
0
Cubica com 1 A entre a
2UZK- 1
molécula e a parede da
DNA 2
caixa
(complexo) 3
A 0
Octaédrica com 1,5
2UZK 1 1000
entre a molécula e a 5
parede da caixa 3
0
2K86 Octaédrica com 1 A 1
entre a molécula e a 2
parede da caixa 3
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As diferentes estruturas iniciais da proteina foram colocadas em caixas com
dimensdes e geometrias diferentes, de forma a otimizar o nUmero de moléculas de
solvente na caixa (0 tempo de simulacdo é crucialmente afetado pelo numero de
moléculas de solvente presentes na caixa de simulacdo). Para uma mesma dimensao,
a geometria de octaedro truncado corresponde a um namero significativamente menor
de moléculas de solvente no sistema. A estrutura do complexo apresenta maiores
dimensdes devido a presenca do oligomero de DNA, pelo que € vantajoso reduzir o
namero de moléculas de solvente, usando uma geometria octaédrica para a caixa de
simulacdo. Esta geometria em nada interfere com a qualidade das simula¢des, apenas

influencia a sua duracao.

A distancia entre cada molécula de proteina e a parede da caixa
correspondente varia no decorrer da simulacédo, devido as variacdes de posicdo e
conformacdo da molécula. Este valor de distancia entre a molécula e a parede da
caixa deve ser controlado e mantido acima de um valor minimo, para que a molécula
nao interaja com as suas imagens nas copias vizinhas da caixa (numa simulacédo com
condicbes fronteira periddicas, existem infinitas réplicas virtuais da caixa de
simulacédo, ver introducéo tedrica),o que iria introduzir artefactos e destruir o realismo
fisico da simulacao. A ferramenta mindist do GROMACS foi usada para monitorizar a
distancia minima entre a proteina e as suas imagens e garantir gue a mesma nao
descia abaixo do cut-off definido para as interacdes ndo covalentes. Para garantir este
resultado, as dimensdes das caixas foram escolhidas de modo a que para estruturas
do complexo FoxO3a/DNA e estrutura em solucio 2k86 fossem de 1 A e de 1,5 A para
a estrutura 2UZK. No final dos 1000 nanosegundos, e dado que se escolheu amostrar
conformacdes do sistema a cada 10ps, obtém-se um ficheiro com um total de 100000
conformacdes da proteina. Para tornar o nimero de conformacdes mais manejavel
em termos de andlise, foi gerado uma versao sub-amostrada da trajetéria, com a
ferramenta trajconv e a opgao “--skip 50”, a qual grava uma conformacao de 50 em 50
conformacdes da trajetoria original. Assim o ficheiro final, utilizado para posteriores
analises tém configuracdes de 500 em 500 picosegundos, totalizando no final 20001

conformacgdes para uma trajetéria de 1 uys = 1000 nanosegundos.

De forma a avaliar a evolucdo e conservacao da estrutura do sistema ao longo

de cada simulac&o de DM, € usual calcular o desvio quadréatico médio (RMSD) relativo
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a uma conformacéo de referéncia, tipicamente a conformagéo experimental. O RMSD
(desvio quadratico médio — Root Mean Square Deviation) € uma medida do grau de
semelhanca estrutural de duas configuragcdes moleculares, consistindo no desvio
meédio (quadratico) entre as posi¢des dos atomos correspondentes de duas moléculas
sobrepostas. Foi calculado o RMSD de todas as réplicas da mesma estrutura, de
modo a verificar se a corrida de dindmica molecular se tinha mantido ou se teriam
ocorrido diferencas consideraveis. As imagens abaixo (5.1.18-5.1.20) representam as

4 réplicas das trés estruturas utilizadas no trabalho.

2K86

Repli'ca 0 —
Replicall
Reolica:Z

Desvio quadratico médio (A)

02 .

0 ' 'y Il 1
0 200 400 600 800 1000

Tempo (ns)

Figura 5.1.18: Desvio quadratico médio ao longo do tempo para as diversas réplicas da estrutura 2k86 da proteina
FoxO3.
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Figura 5.1.19: Desvio quadratico médio ao longo do tempo para as diversas réplicas da estrutura 2UZK da proteina
FoxO3.
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Figura 5.1.20: Desvio quadratico médio ao longo do tempo para as diversas réplicas da estrutura 2UZK com o DNA
(complexo) da proteina FoxO3.
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O RMSD é uma medida de distancia, a qual permite avaliar os desvios em
relacdo a uma conformacédo de referéncia (neste caso as estruturas cristalograficas
gue serviram de ponto de partida para as simulacdes de DM) Valores de RMSD mais
baixos implicam menores desvios das conformacdes da simulagcéo relativamente a
estrutura de referéncia e sdo uma indicacédo que a simulacao é capaz de preservar as
caracteristicas estruturais da molécula em estudo. Observando as figuras 5.1.18,
5.1.19 e 5.1.20, verificamos que as trajetorias da Figura 5.1.20 tém valores de RMSD
mais baixos e que as réplicas mantém-se mais estaveis ao longo do tempo, 0 que
podera dever-se a proteina estar ligada a molécula de DNA, conferindo uma maior

rigidez e restricdo dos movimentos.

Foi também calculado o RMSD da configuracdo 2K86 comparativamente ao
complexo, utilizando os seguintes conjuntos de atomos: proteina total e hélices H1 e
H3. A escolha das hélices H1 e H3 foi motivada pela maior instabilidade observada
para a hélice H2, a qual invalida esta ultima como medida da conformagé&o global de
cada proteina. As figuras a baixo demonstram o RMSD da proteina ligada ao DNA
(complexo) e da proteina livre de DNA (2k86) para todas as réplicas (figura 5.1.21 até
5.1.24).

Réplica 0

K86
complex

Desvio quadratico médio (A)

0 A A A A
0 200 400 600 800 1000

Tempo (ns)

Figura 5.1.21:Flutuagdo atomica de RMSD do dominio FoxO3 DBD ligado e sem DNA da réplica zero.
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Figura 5.1.22:Flutuacéo atémica de RMSD do dominio FoxO3 DBD ligado e sem DNA da réplica um.
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Figura 5.1.23:Flutuacéo atémica de RMSD do dominio FoxO3 DBD ligado e sem DNA da réplica dois.
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Figura 5.1.24:Flutuagdo atomica de RMSD do dominio FoxO3 DBD ligado e sem DNA da réplica trés.

Observando as figuras de 5.1.21 a 5.1.24 verificamos que a estrutura livre exibe
valores de RMSD mais elevados que a estrutura em complexo. Esta observacao
indica que a estrutura do DBD em complexo apresenta maior estabilidade e rigidez,
previsivel dado o efeito estabilizador da interacdo com o DNA, restringindo a
movimentacdo da proteina, tal como na Figura 5.1.20. As largas flutuacées do RMSD
total observadas em algumas das réplicas parecem poder ser atribuidas as zonas
mais flexiveis da estrutura, tais como a cauda e o loop, e também a variacdes da
orientacdo relativa das hélices. Para testar esta hipétese, foi calculado o RMSD
somente das hélices H1 e H3 para todas as réplicas (figuras 5.1.25 até 5.1.28) da

estrutura 2K86 e 2UZK.

48



Réplica 0

0.35 v T v r
k86 ——
complex
&: 03 g
2
B |02
=
o
o | o2
=
®
8 | 015
o
2 ‘
> 01} -
)
(=]
005 -
0 A A A A
0 200 400 600 800 1000
Tempo (ns)

Figura 5.1.25: Flutuagdo atémica de RMSD da hélice H1-H3 do dominio FoxO3 DBD ligado e sem DNA da réplica
zero.
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Figura 5.1.26: Flutuagdo atomica de RMSD da hélice H1-H3 do dominio FoxO3 DBD ligado e sem DNA da réplica
um.
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Figura 5.1.27: Flutuagdo atomica de RMSD da hélice H1-H3 do dominio FoxO3 DBD ligado e sem DNA da réplica
dois.
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Figura 5.1.28: Flutuacédo atémica de RMSD da hélice H1-H3 do dominio Fox DBD ligado e sem DNA da réplica
trés.
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Embora se mantenha uma diferenca clara entre os valores de RMSD da
estrutura livre e complexo quando o RMSD é calculado apenas para as hélices H1 e
H3, esta diferenca é muito mais constante e ndo se observam praticamente flutuacdes
significativas do RMSD da estrutura livre. Estes resultados apontam para uma
conservacao tanto da conformacao das hélices H1 e H3, como da sua orientacédo
relativa. A conservagdo da hélice H3 € um ponto particularmente importante, pois €
esta a hélice envolvida na interagcdo com o “major groove” das sequéncia de DNA

reconhecida pela FOXO3.

O RMSD foi calculado tendo em conta a estrutura 2k86, pois é a estrutura livre
em solugdo da FoxO3, obtida através do método de RMN, estando provavelmente
mais proxima da estrutura real da proteina em solucao aquosa. A estrutura 2UZK sem
DNA foi estudada para se comparar com a estrutura 2k86 e avalisar se estas
convergiriam para uma estrutura semelhante. Os resultados quanto a este ponto néo
foram conclusivos, sendo provavelmente necessario realizar simulagdes mais longas

para o efeito.

Como os ficheiros finais das simulacfes de dinamica molecular estdo em
formato PDB e contém 2001 conformacdes, a sua analise seria dificil no PyMOL, deste
modo foi preciso utilizar as ferramentas do gromacs, do_dssp e xpm2ps, que
demonstram graficamente as estruturas que a proteina adota ao longo da simulacao.
As figuras abaixo (5.1.29 - 5.1.44) representam as estruturas das diversas
conformacdes quimicas da proteina e das diversas réplicas do tempo zero aos cem
nanosegundos e do tempo novecentos a mil nanosegundos. Deste modo verificou-se
a evolucao inicial e final da simulacdo, conseguindo comparar as mudancas que
ocorreram durante a simulacdo de dindmica molecular, se essas diferencas sao

significativas ou ndo e de que modo influenciam a molécula.
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Réplica 0 da estrutura 2K86
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Figura 5.1.29: Representacéo estrutura 2k86 — réplica 0 desde o tempo 0 até ao s 100 nanosegundos.
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Figura 5.1.30: Representacéo estrutura 2k86 — réplica 0 desde o tempo 900 até aos1000 nanosegundos.



Réplica 1 da estrutura 2K86
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Figura 5.1.31: Representagéo estrutura 2k86 — réplica 1 desde o tempo 0 até aos 100 nanosegundos.
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Figura 5.1.32: Representacéo da estrutura 2k86 — réplica 1 desde o tempo 900 até aos 1000 nanosegundos.
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Réplica 2 da estrutura 2K86
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Figura 5.1.33: Representagéo estrutura 2k86 — réplica 2 desde o tempo 0 até aos 100 nanosegundos.
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Figura 5.1.34: Representacdo da estrutura 2k86 — réplica 2 desde o tempo 900 até aos 1000 nanosegundos.
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Réplica 3 da estrutura 2K86
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Figura 5.1.35: Representacéo estrutura 2k86 — réplica 3 desde o tempo 0 até aos 100 nanosegundos.
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Figura 5.1.36: Representagéo da estrutura 2k86 — réplica 3 desde o tempo 900 até aos 1000 nanosegundos.
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Réplica 0 da estrutura 2UZK+DNA
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Figura 5.1.37: Representacéo estrutura 2UZK com DNA — réplica 0 desde o tempo 0 até aos 100 nanosegundos.
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Figura 5.1.38: Representacdo da estrutura 2UZK com DNA - réplica 0 desde o tempo 900 até aos 1000

nanosegundos.
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Réplica 1 da estrutura 2UZK+DNA
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Figura 5.1.39: Representacéo estrutura 2UZK com DNA — réplica 1 desde o tempo 0 até aos 100 nanosegundos.
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Figura 5.1.40: Representacdo da estrutura 2UZK com DNA - réplica 1 desde o tempo 900 até aos 1000
nanosegundos.
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Réplica 2 da estrutura 2UZK+DNA
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Figura 5.1.41: Representa¢éo estrutura 2UZK com DNA — réplica 2 desde o tempo 0 até aos 100 nanosegundos.

Réplica 2 da estrutura 2UZK+DNA

=TT "W T T T T T TR Y AT L A Tl i —— s ., "
T s T e o s . el D s g MTlDO.-I-RP).JI—J’

Residuo

W Sy g — e — e e ey

l T L] L] I L] L) L] I T L] L] I L] T L ' T L) L) ]

900 920 940 960 980 1000
Tempo (ns)

(] Coil |l B-Sheet |} B-Bridge [l Bend [] Turn | A-Helix [ 3-Helix

Figura 5.1.42: Representacdo da estrutura 2UZK com DNA - réplica 2 desde o tempo 900 até aos 1000
nanosegundos.
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Réplica 3 da estrutura 2UZK+DNA
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Figura 5.1.43: Representa¢éo estrutura 2UZK com DNA — réplica 3 desde o tempo 0 até aos 100 nanosegundos.
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Figura 5.1.44: Representacdo da estrutura 2UZK com DNA - réplica 3 desde o tempo 900 até aos 1000
nanosegundos.
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A ferramenta do_dssp |€é o arquivo da trajetdria e calcula a estrutura secundaria
para cada conformacéo da trajetoria. O xpm2ps converte o documento xv feito pela

ferramenta do_dssp em postscript.

Em todas as figuras verifica-se que a estrutura basica mantém-se ao longo de
toda a simulacdo, ou seja, as hélices alfa, as folhas beta e a asa 2. Vendo-se assim
que a estrutura tem zonas rigidas qgue mantém-se e vé-se que nao houve destruicao
da proteina ao longo dos 1000 ns da simulacdo, o que permite verificar que a
simulacdo foi bem realizada e que se pode continuar com o estudo. (1000 ns ja
representam uma escala temporal consideravel para a evolugcédo da conformacédo de

uma proteina em condigdes fisioldgicas).

As Unicas variacfes significativas ao longo das simulacbes sdo as zonas
desordenadas da proteina FoxO3, o loop e a cauda. Estas variagbes sdo uma
consequéncia natural da flexibilidade intrinseca da FoxO3 e ndo representam
qualguer problema em termos da qualidade simulacéo, pelo contrario contribuem para

a sua validacgdao.

Na estrutura 2K86 observa-se claramente a organizacao da hélice 4, a qual ndo
esta presente nas simulacfes tendo como ponto de partida a estrutura 2uzk. A hélice
4 esta localizada entre os residuos 42 e 50.

5.2 Descoberta de cavidades

Para a descoberta de cavidades foram utilizadas 21 conformacdes, amostradas
de cada trajetéria por meio da ferramenta trajconv com as op¢des “—sep -dt 50000,
guardando assim uma conformacéo a cada 50 nanosegundos do documento inicial
com 100000 conformacdes, obtendo-se no final 21 conformacbes em ficheiros

separados.

Essas 21 conformacgOes foram extraidas das corridas de dindmica molecular

para todas as estruturas e correspondentes réplicas.

De seguida, estas conformacgbes foram submetidas ao programa FPOCKET

para detecédo de potenciais cavidades. Apds a corrida do programa, este gera uma
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pasta com diversos ficheiros contendo informacdo sobre as diversas cavidades

encontradas.

A andlise dos resultados relativos a detecéo de cavidades teve de ser feita sem
perder de vista o0 objetivo desta tese: encontrar moléculas moduladoras da atividade
da proteina FoxO3, ou seja, moléculas que conseguem inibir ou potenciar a ligacao
da proteina FoxO3 ao DNA. O primeiro passo na descoberta dessas moléculas
moduladoras tera necessariamente que ser a identificacdo das potenciais cavidades

onde estas se possam ligar.

Uma cavidade para ser considerada potencialmente inibidora da ligagédo tem
que existir exclusivamente na forma livre da proteina ou existir numa zona crucial de

ligacdo ao DNA, impedindo assim, ou dificultando, a ligacdo da proteina ao DNA.

Ja uma cavidade potenciadora da ligacdo FoxO3-DNA deveria existir apenas

na estrutura ligada, ou atuar diretamente na interface FOxO3-DNA, estabilizando-a.

Deste modo, organizou-se toda a informacao relevante nas seguintes tabelas.
Nestas temos representados diversos parametros relativos a cada cavidade
encontrada; conformacédo onde foi encontrada, pontuacéo da cavidade, pontuacéo de

drogabilidade, volume e centro de massa da cavidade.

As cavidades séo definidas pelos conjuntos de esferas alfa. As cavidades séo
distinguidas pelo nimero de residuos (esferas alfa), a melhor cavidade é sempre a

primeira e a que tem maior nimero de residuos 42,

A pontuacao da cavidade é a probabilidade de esta ser um sitio de ligacédo de
uma molécula pequena. A pontuagdo de drogabilidade representa o quao “drogavel”
€ o local de ligacdo, ou seja, estima a sua capacidade de ligar-se a pequenas
moléculas semelhantes a farmacos. Em termos simples, uma pontuacdo de
drogabilidade 0 ou préxima de 0, indica que a cavidade tem pouco potencial para a
ligagdo de moléculas com as caracteristicas quimicas tipicas de um farmaco. Se a
pontuacao for superior a 0.5, considera-se existir uma possibilidade significativa de
ligacdo de moléculas semelhantes a farmacos na cavidade (note-se que estes séo
valores indicativos apenas) 3. As previsdes de drogabilidade sdo importantes para

evitar alvos intrataveis e para concentrar os esfor¢cos de descoberta de medicamentos
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em locais que oferecem melhores perspetivas, o que faz consequentemente que seja

necessario menos tempo de estudo.

O volume da cavidade é calculado por meio de um algoritmo de Monte-Carlo

que calcula o volume total ocupado por todas as esferas alfa na cavidade 32,

O centro de massa representa o centro da cavidade, este parametro é

necessario para a corrida de docking.

As seguintes tabelas (5.2.3 — 5.2.14) apenas demonstram os melhores valores,
ou seja, as pontuacdes de drogabilidade superiores a 0.5, sendo que se optou por nhao

considerar drogabilidades abaixo deste valor.
o 2k86 réplica 0

Tabela 5.2.3:Parametros das cavidades encontradas a partir do programa FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacdo de | Volume Centro de massa

macdo | cdo | drogabilidade (A3)

2 0.299 0.769 558.116 | 31.49 | 41.65 | 26.34
6 0.247 0.942 892.801 | 32.43 42.66  27.65
7 0.380 0.586 326.915 | 29.39 42.72  28.32
1 8 0.331 0.829 1413.671 | 29.52 | 43.26 = 30.11
9 0.437 0.795 378.778 | 30.13  40.21  26.32
12 0.415 0.751 242559  29.58 40.50 | 30.34
16 0.336 0.738 393.093 | 29.96 41 27.93
2 4 0.325 0.782 592.607 | 36.22 40.96 | 26.44

A cavidade 1 ndo € muito interessante porque em todas as conformacdes estao
localizadas no segmento flexivel da asa 2 e é provavel que néo esteja presente em

uma estrutura em solugéo.
A cavidade 2 também esta localizada na regido da asa flexivel 2.

Apesar de a pontuacdo da cavidade e a pontuacdo de drogabilidade nas
cavidades serem aceitaveis, a localizacdo das mesmas ndo sao interessantes para

este estudo, pois sdo zonas flexiveis e que possivelmente ndo se mantém ao longo
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do tempo. Neste tipo de estudo procuram-se cavidades que sejam suficientemente
estaveis e conservadas ao longo das variagdes conformacionais da proteina de forma
a permitir a associacao estavel de ligandos que possam modular a sua atividade.
Assim sendo, nesta réplica ndo se detetou nenhuma cavidade interessante para a

analise de docking.
e 2k86 réplica 1

Tabela 5.2.4:Parametros das cavidades encontradas a partir do programa FPOCKET.

Cavidades | Confor | Pontua @ Pontuagéo de | Volume Centro de massa
magcao cdo | drogabilidade |  (A3)

1 0.106 0.631 455.608 | 30.62 68.32  28.41
1 8 0.267 0.531 422.855 | 29.94 | 47.27 | 27.23
9 0.463 0.938 549.121 | 43.51 | 61.00 | 38.23
12 0.234 0.515 573.907 | 32.17 42.06 @ 25.26
13 0.299 0.613 507.386 | 32.46 4191 28.94
2 2 0.141 0.576 353.687 | 38.18 | 35.92 | 33.72

A cavidade 1 na conformacdo 9 tem a maior pontuacédo de drogabilidade e a
oportunidade mais interessante para um ligando modular a interacdo DNA-proteina,
uma vez que fica préximo hélice 3, com potencial para interagir com DNA e proteina,
talvez interrompendo o reconhecimento do DNA pela FoxO3a. Uma outra
possibilidade é que o sitio de ligacdo seja mascarado pelo DNA, tornando a afinidade

do ligando muito maior para a proteina nao ligada.

As outras cavidades ficam novamente na cauda altamente flexivel da asa 2 e,
portanto, ndo apresentam uma grande promessa para encontrar ligandos altamente

especificos.

A cavidade 1 na conformacéao 9 revela-se assim como a mais promissora para

0 estudo de docking.
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e 2k86 réplica 2

Tabela 5.2.5:Parametros das cavidades encontradas a partir do programa FPOCKET.

Cavidade | Conform | Pontua¢ | Pontuacdo de Volume Centro de massa
acdo 0 drogabilidade |  (A3)

0 0.466 0.515 374.266 | 30.54 | 48.66  35.81

0.319 0.557 475.340 29.28 | 46.02 35.16

5 0.239 0.968 871.082  37.77 | 42.38 | 39.24

8 0.161 0.600 435936 44.39  63.64 37.49

1 11 0.536 0.863 327.053 | 32.23 | 48.14 | 37.84
15 0.327 0.535 270.098  37.93 | 61.51 39.39

16 0.266 0.584 296.675 | 36.32 | 62.50 38.73

18 0.257 0.756 344.835 | 35.84 | 64.61 38.07

19 0.298 0.685 636.087 | 42.37 | 44.94  40.22

2 17 0.181 0.700 314.051 | 37.04 | 62.97 38.28
3 1 0.348 0.682 374.483 | 45.69 | 61.74 34.36

A cavidade 1 encontra-se, nas conformacdes 0,3,5,8,11,19, entre a cauda C-
terminal flexivel e a hélice H1. Como tal, o seu interesse é discutivel uma vez que a
cauda € uma zona desordenada e varia muito a sua orientacdo espacial. Apesar da
conformacao 5 ter maior pontuacéo de drogabilidade encontra-se numa zona flexivel,

0 gue ndo se adequa ao estudo.

A cavidade 1 nas conformacgfes 15,16 e 18 encontra-se na zona flexivel N-
terminal antes da hélice H1. A cavidade 2 na conformagédo 17 encontra-se nesta

mesma zona.

Jé a cavidade 3 na conformacgdo 1 € muito mais interessante, pois esta entre o
N-terminal e a hélice H3 (a hélice de reconhecimento). Os ligandos alojados nesta
cavidade poderdo eventualmente interromper o reconhecimento do DNA pela FoxO3a

ou seja, poderdo funcionar como inibidores da ligacdo da molécula ao DNA.
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e 2k86 réplica 3

Tabela 5.2.6: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua  Pontuacdo de @ Volume Centro de massa

macao cdo | drogabilidade | (A3)

1 9 0.315 0.771 702.242 | 4.17 | -27.31 | 37.54

14 0.317 0.571 569.578 | 4.29 | -18.27 @ 36.61

2 10 0.351 0.887 553.896 | 13.5 | -4.48 @ 27.16
4

A cavidade 1 nas conformacdes 9 e 14 novamente ndo é tdo interessante
porque é formada principalmente pela cauda da asa 2. No entanto, a cavidade 2 na
conformacao 10 parece mais promissora, pois interage com a hélice 3 e a regido N-
terminal/inicio da hélice 1 e tem a maior pontuacdo de drogabilidade. Logo esta
cavidade revela-se promissora para o estudo de docking molecular, pois podera ser

um local de ligacao para um potencial da ligacdo FoxO3-DNA.

Verifica-se que ao longo das simulacdes das diferentes réplicas, algumas
cavidades aparecem no mesmo local, por exemplo réplica 1 - conformacéo 9, réplica
2 - conformacéo 1 e réplica 3 conformacédo 10. Esta constancia na observacéo de uma
cavidade através das diferentes réplicas torna-a automaticamente mais interessante

como potencial local de ligacao estavel.

Desta forma a cavidade 2, na conformacéo 10 foi selecionada para o estudo de
docking.

A estrutura cristalografica 2k86 (retirada diretamente do site protein data bank,
pré-simulacao), ndo revelou a presenca de nenhuma cavidade com pontuacdo de

drogabilidade superior a 0.5.
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e 2UZK réplica 0

Tabela 5.2.7: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacédo de | Volume Centro de massa

macdo | cdo | drogabilidade = (A3)

1 0.334 0.554 359.217 | 37.73 | 48.07 | 20.13
1 6 0.438 0.897 516.615 | 33.12  49.24 @ 21.68
7 0.209 0.726 473.535 | 40.29  59.54 @ 45.15
16 0.222 0.507 721.990 | 38.93 § 52.39 | 19.42
2 8 0.231 0.530 318.035 | 38.02 @ 46.62 @ 20.87
6 10 0.136 0.624 411.409 | 28.95 48.30 @ 25.25

A cavidade 1 na conformacéo 1 interage com o loop entre a hélice 2 e a hélice
3. Esta regido do loop corresponde a forma desorganizada de hélice 4 prevalente nas
simulacdes da estrutura 2K86. N&o esta claro se deve ser favorecido nas simulacées

ligadas ao DNA.

A cavidade 1 na conformacdo 6 esta inserida entre as hélices 1 e 2 e
parcialmente a cauda N-terminal. Tem algum potencial, pois ndo é muito dependente

das regides mais flexiveis.

A cavidade 1 na conformacéo 7 é criada principalmente pela cauda da asa 2 e

como tal ndo é muito interessante.

A cavidade 1 na conformacao 16 é semelhante a cavidade 1 na conformacao
6, na medida em que fica inserida entre as hélices 1 e 2, e parcialmente a hélice 3.

Pode ser potencialmente interessante.

A cavidade 2 na conformacdo 8 fica no mesmo local que a cavidade 1 na
conformacao 1, no loop desordenado entre as hélices 2 e 3. Pode ser interessante

apenas como recurso de ligacdo ao DNA.

A cavidade 6 na conformacédo 10 é criada pela cauda flexivel do terminal N,

logo ndo é interessante para o estudo.
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Assim sendo, a cavidade 1 na conformacéo 16 e 6 é uma potencial cavidade
para o estudo do docking.

e 2UZK réplica 1
Tabela 5.2.8: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacdo de | Volume Centro de massa
macdo | cdo | drogabilidade = (A3)

0 0.387 0.677 293.390 3447 44.46 | 27.08
4 0.412 0.652 287.593 | 28.24 H 43.90 | 19.16
5 0.486 0.822 370.768 | 38.68 @ 50.08 | 21.08
1 11 0.291 0.707 240.798 # 32.00 56.16 | 20.62
15 0.299 0.739 735.287 | 29.30 @ 58.36 | 24.17
17 0.277 0.572 624.105 | 29.52 @ 59.37 | 20.36
2 0.279 0.731 504.717 # 40.52  45.32 | 22.89
2 12 0.179 0.612 467.746 | 31.48 | 58.08 | 24.45
14 0.291 0.515 410.712 | 30.57 | 56.23 | 23.29

A cavidade 1 na conformacédo 0 é parcialmente formada pelo laco flexivel N-

terminal, como tal, ndo é potencialmente interessante para o estudo.

A cavidade 1 na conformacéo 4 esta na regiao do laco flexivel entre as hélices

2 e 3, 0 que pode ser interessante.

A cavidade 1 na conformacédo 5 esta no lado exposto da hélice 2, parecendo

ser um estavel candidato a um bolso de licitagéo.

A cavidade 1 na conformacéo 11 e 17 fica no loop desordenado entre as hélices
2 e 3, tal como a cavidade 2 na conformacdo 12 e 14. Esta cavidade € um possivel
candidato ao docking, pois mantém-se estavel ao longo da simulagéo e apresenta
valores altos de pontuacéo de drogabilidade. Esta cavidade pode ser um inibidor da
ligacdo da proteina FoxO3 ao DNA.

A cavidade 1 na conformacéo 15 esta localizada no grupo do loop desordenado

entre hélices 2 e 3, e proximo ao terminal N flexivel.
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A cavidade 2 na conformacéo 2 esta entre as hélices 1 e 2 e parcialmente revestida

pelo segmento N-terminal flexivel.

Assim sendo a cavidade 1, na conformacéo 5 foi selecionada para o estudo de

docking.
e 2UZK réplica 2
Tabela 5.2.9: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacédo de | Volume Centro de massa
macdo | cAo | drogabilidade = (A3)

0 0.382 0.720 389.003 # 32.09 48.62 | 38.90
6 0.253 0.502 877.603  30.36 51.31 | 21.44
1 7 0.381 0.720 406.350 | 51.28 | 60.60 33.04
8 0.277 0.588 692.456 @ 35.14 42.18 | 31.20
20 0.301 0.684 645.534  50.48 61.28 | 32.95
2 19 0.184 0.699 471.994 | 32.59 | 41.10 @ 32.71

A cavidade 1 na conformacéo O localiza-se na fenda entre as hélices 1 e 2, o

gue aparenta ser um bom local de ligagao.

A cavidade 1 na conformacdo 6 situa-se entre as hélices 2 e 3, ladeado pelo

loop desordenado, o que pode ser potencialmente interessante.

A cavidade 1 na conformacdo 7 é formada principalmente pelo loop

desordenado e pela asa 2, pelo que nao € tao interessante.

A cavidade 1 na conformacdo 8 esta na hélice 1 e cauda N-terminal. Esta
cavidade é potencialmente interessante, embora parte do revestimento possa ser

instavel.

A conformacao 19 e 20 ndo sao interessantes para o estudo devido, pois
encontram-se em zonas flexiveis da proteina, nomeadamente cauda do N terminal e

a asa 2, respetivamente.
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e 2UZK réplica 3

Tabela 5.2.10: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa
FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacdo de | Volume Centro de massa

macdo | cdo | drogabilidade = (A3)

7 0.372 0.801 405.605 | 29.12 4495  35.09
8 0.311 0.514 564.207 | 29.44 @ 46.42 | 36.26
10 0.210 0.748 970.221 H 31.05 45.52 | 36.18
1 11 0.148 0.634 664.192 2991 44.38 | 3541
14 0.247 0.813 871.179 | 30.38 @ 46.54 37.40
15 0.282 0.574 592.699 27.00 47.67 | 35.16
18 0.346 0.733 600.392  29.85 44.46 | 37.38
2 0 0.179 0.567 182.171 | 28.27 | 51.66 | 35.92
19 0.277 0.502 418.497 | 4454 | 47.98  38.95

A cavidade 1 na conformacéo 7, 8, 11, 14, 15, 18 aparenta ser interessante pois
esta localizada perto da hélice 3 e o laco desordenado conectando para a hélice 2, o
que pode interferir na ligacdo ao DNA. Esta cavidade é um bom candidato ao estudo
pelo docking, pois mantém-se ao longo da trajetoria, tem uma boa pontuacao de

drogabilidade e vai de encontro com o objetivo do estudo.

A cavidade 1 na conformacdo 10 encontra-se na mesma localizagcdo das
conformacdes acima, mas esta cavidade é consideravelmente maior que as
anteriores, volume 970,221. A cavidade encontra-se numa localizacao interessante,
mas devido ao seu tamanho pode ser instavel e alocar ligandos pouco seletivos e
especificos. A cavidade 2 na conformacdo O inserida entre a hélice 1 e o loop
desordenado entre hélice 2 e 3. A maior parte do revestimento do bolso vem do

terminal N cauda flexivel, entdo ndo muito interessante.

A cavidade 2 na conformacé&o 19 esta na face oposta a hélice 3, inserida entre
as hélices 1 e 2, o que a torna uma cavidade potencialmente inibidora da ligacéo ao
DNA.
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A estrutura cristalografica 2UZK (pré-dinamica molecular) também apresenta
uma cavidade com pontuacao de drogabilidade superior a 0,5. A cavidade 1 encontra-
se entre o terminal N e o loop.

Portanto a cavidade 1, na conformacédo 7 foi selecionada para o estudo de

docking.

No caso da estrutura do complexo (2uzk+DNA) antes de analisarmos a
pontuacéao de drogabilidade da cavidade, foi necessario verificar se a cavidade apenas
interagia com o DNA, com a proteina ou com ambos. As cavidades mais importantes
neste contexto sdo aquelas que interagem exclusivamente com a proteina, ou em
simultdneo com a proteina e DNA. As cavidades que interagem apenas com o DNA
nao sdo importantes neste estudo. Através de um script foi possivel ver se a cavidade

interagia com os aminodacidos da proteina e as bases dos &cidos nucleicos do DNA.

Neste estudo foram ignorados todos as cavidades localizados exclusivamente
no DNA. Sdo importantes as cavidades que interagem com o DNA e a proteina e
agueles que surgem apenas na proteina ligada ao DNA, ndo aparecendo na sua forma

livre.
e Complexo réplica 0

Tabela 5.2.11: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa
FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacdo de | Volume Centro de massa
macdo | cdo | drogabilidade (A3)

11 0.568 0.970 1593.920 | 44.13 | 45.33 | 32.26
1 14 0.323 0.684 1699.408  45.86 | 45.35  32.35
18 0.147 0.607 419.910 | 29.69  40.03  34.97
20 0.559 0.661 1837.306 | 33.74 | 44.87 | 26.73
2 2 0.247 0.722 747.790 | 30.12 | 41.74 @ 36.55
7 0.116 0.681 524102 | 31.25  41.84 34.68
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A cavidade 1 e 2 nas mais diversas conformac¢des alojam ligandos que ligam-
se simultaneamente a proteina foxo3 e ao DNA como se pode verificar nas tabelas

8.1 a 8.3 do anexo I.

A cavidade 1 na conformacéo 18 e a cavidade 2 na conformacéo 2 e 7 estéao
entre a H3 e 0 DNA, o que é bastante interessante para potenciar a ligacdo da
proteina-DNA.

Ja a cavidade 1 na conformacé&o 11,14 e 20 sdo pouco interessantes, uma vez
gue se ligam maioritariamente ao DNA e a parte da proteina a que se ligam € uma
zona flexivel. A cavidade 1 nas conformacgfes 11 e 14 encontra-se no entre o DNA e
a asa 2, enquanto que a cavidade 1 conformacao 20 esté entre o DNA e o terminal N.

e Complexo réplica 1

Tabela 5.2.12: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa
FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacdo de | Volume Centro de massa

macdo | cAo | drogabilidade (A3)

2 0.484 0.757 1214.327 | 35.63 | 47.42 | 36.51

3 0.169 0.813 871.370 | 33.09 | 35.42 43.83

5 0.240 0.721 595.605 | 31.29 | 32.65 44.03

9 0.269 0.777 599.405 | 31.93  30.33 | 43.43

11 0.243 0.773 755.555 | 32.67 | 29.47 44.78

1 12 0.235 0.547 648.813 # 33.01 | 29.26 @ 43.57
13 0.280 0.790 726.932 | 33.20 | 29.07 | 44.34

14 0.370 0.803 444228 | 30.40 @ 30.70 | 44.59

15 0.168 0.556 262.825 | 31.68 | 29.86 42.10

18 0.251 0.838 897.106 | 31.88  28.77  44.71

19 0.368 0.687 691.068 @ 30.36 | 30.31 @ 45.00

0.366 0.550 698.860 @ 33.33 | 30.65  44.48

8 0.385 0.739 425564 | 30.18 @ 32.75 | 44.15

2 10 0.254 0.876 393.540 | 31.51 | 32.14 42.30
17 0.139 0.695 292.896 | 31.94 | 30.30 42.38
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A cavidade 1 e 2 nas mais diversas conformacdes alojam ligandos que se ligam
simultaneamente a proteina FOXO3 e ao DNA como se pode verificar nas tabelas 8.4

a 8.6 do anexo Il.

A cavidade 1 na conformacao 2 encontra-se maioritariamente no DNA e uma

pequena parte na asa 2, o que torna esta cavidade pouco interessante.

Em todas as outras conformacgdes, as cavidades encontram-se entre a hélice
H3, a cauda e o DNA, isto faz com que estas cavidades 1 e 2 sejam interessantes

para a ligacdo de potenciadores da interacao da proteina-DNA.
e Complexo réplica 2

Tabela 5.2.13: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa
FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacdo de | Volume Centro de massa
macdo | cdo | drogabilidade (A3)

1 6 0.322 0.960 716.147 | 40.71 | 37.07 | 43.96
11 0.309 0.596 1262.318 | 33.18 | 47.83 | 28.10

2 5 0.342 0.858 797.071 | 34.94 | 45.41 | 41.36
0.392 0.849 497.452 | 36.57 38.68 | 43.82

3 0 0.111 0.716 337.694 | 30.42  24.28 42.89

As cavidades 1 e 2 nas conformacdes 5, 6, 7 e 11 poderé&o alojar ligandos que
se ligam simultaneamente ao DNA e a proteina FoxO3. A conformacéao 0, por outro
lado, liga-se apenas a proteina FoxO3. Estes dados podem ser consultados nas

tabelas 8.7 a 8.9 do anexo IlI.

As cavidades 1 e 2 nas conformacdes 6, 5 e 7 encontram-se entre a hélice H3,

a cauda e o DNA.

A cavidade 1 na conformacao 11 esta maioritariamente no DNA e um pouco na
cauda da proteina a qual, sendo uma regido bastante flexivel, torna esta cavidade

pouco relevante.
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A cavidade 3 na conformacéo 0 encontra-se entre as cadeias beta, a hélice H1
e o loop. Esta cavidade é interessante pois se existir na conformacédo ligada da
proteina e ndo na sua conformacéo livre, podera ser uma cavidade potenciadora da

interacao proteina-DNA.

A cavidade na conformacdo 5 € maior e esta mais deslocada para a cauda da
proteina e para o DNA do que nas conformacdes 6 e 7, as quais Sdo menores e estdo
mais deslocadas para a hélice H3, sendo assim mais interessantes. A cavidade na

conformacao pode ser uma cavidade potenciadora da ligacdo DNA- proteina.
e Complexo réplica 3

Tabela 5.2.14: Parametros das cavidades encontradas a partir do programa
FPOCKET.

Cavidade | Confor | Pontua | Pontuacdo de | Volume Centro de massa

macdo | cdo | drogabilidade (A3)

0 0.115 0.745 368.515 | 24.39 | 28.43 44.17
1 1 0.269 0.609 258.643 | 34.38  42.89 § 39.25
10 0.350 0.859 1099.399 | 44.81 | 36.76 | 25.63
9 0.123 0.520 259.056 | 33.88 | 41.56 @ 40.36
2 11 0.199 0.891 498.011 | 37.25  49.35 | 34.37
17 0.241 0.889 436.972 | 27.28 | 29.18 | 43.45
20 0.386 0.622 259.835 | 32.29 | 47.58 @ 34.27

As cavidades 1 e 2 nas conformacdes 1, 9, 10, 11, 17 e 20 poderdo alojar
ligandos que se liguem simultaneamente ao DNA e a proteina FoxO3. A conformacao
0, por outro lado, interage apenas com a proteina. Estes dados podem ser consultados

nas tabelas 8.10 a 8.12 do anexo |V.

A cavidade 1 na conformacao 10 encontra-se maioritariamente no DNA e um
pouco na cauda da proteina FoxO3, o que nao é importante. Esta cavidade é
observada nas varias réplicas de dindmica molecular, o que demonstra a
reprodutibilidade dos resultados, e da mais peso as conclusdes retiradas do estudo
(as réplicas foram inciadas a partir de estados distintos e mesmo assim parecem

convergir para a exibicdo de propriedades estruturais comuns). Esta cavidade
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observa-se sempre na conformacgéo 1, 11 e 14 da réplica 0, na conformacédo 2 da
réplica 1, na conformacéo 11 da réplica 2 e por tltimo na conformacgédo 10 na réplica
3.

A cavidade 1 na conformacéo 1 e 9 encontra-se entre a hélice H3, o DNA e a

cauda.

A cavidade 2 na conformagéo 11 e 20 encontra-se entre o DNA e a cauda, o
gue pode ser interessante para potenciar a ligacdo do DNA a proteina, pois um
potencial ligando podera assim interagir com ambas as moléculas, fortalecendo a sua
ligacdo. Sabe-se que a cauda é uma zona flexivel da proteina FoxO3, mas esta
mantém-se estavel ao longo da simulagéo de dindmica molecular, pois tem um papel

importante na estabilizacdo e na ligacéo da proteina FoxO3 ao DNA.

A cavidade 1 e 2 na conformacéo O e 17, respetivamente, encontra-se entre o
terminal N e o loop. Esta cavidade podia ser interessante se apenas fosse observada
na estrutura ligada ao DNA. Esta cavidade foi observada aparece na estrutura 2UZK

sem DNA, pré-simulacéo de MD.

A cavidade que se encontra entre a hélice H3, o DNA e a cauda mantém-se em
todas as réplicas e em varias conformacdes da proteina durante a simulacdo de
dindmica molecular, o que torna ainda mais evidente a importancia desta cavidade
para a descoberta de ligando potenciadores da ligacao proteina FoxO3 ao DNA e a

prépria fiabilidade das corridas de dinamica molecular.

A estrutura do complexo pré-dindmica molecular também apresentou uma
cavidade com mais de 0,5 de drogabilidade. Essa cavidade € a mesma que esta

presente na conformacédo 0 e 17 da réplica 3 do complexo.

Encontraram-se cerca de 20 cavidades interessantes para este estudo, mas

dadas as limitagoes de tempo o estudo foi focado em apenas 4 cavidades, a saber:

e Cavidade 2 na conformacéo 10 da réplica 3 da estrutura 2K86
e Cavidade 1 na conformacéo 5 da réplica 1 da estrutura 2UZK
e Cavidade 1 na conformacéo 7 da réplica 3 da estrutura 2UZK

e Cavidade 2 na conformacéo 2 da réplica 1 do complexo (2UZK+DNA)
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A cavidade 2 na conformacao 10 da réplica 3 da estrutura 2K86 interage com
a hélice 3 e com a regido N-terminal (inicio da hélice 1). Esta cavidade tem uma boa
pontuacéo de drogabilidade, uma boa pontuacédo, ou seja profundidade da cavidade
e um bom volume, ligandos de maiores dimensfes tendem a ser menos seletivos e
especificos para o local de ligacao de interesse, pelo que as cavidades de dimensdes
extremas nédo deverdo ser usadas neste estudo. Esta cavidade tem 0,351 de
pontuacéo, 0,887 de pontuacdo de drogabilidade e 553,89 A3 de volume. A cavidade

€ ilustrada nas Figuras 5.2.45 e 5.2.46, estando a proteina representada

respetivamente como superficie e “cartoon”.

Figura 5.2.45: Representacgdo da proteina foxO3, na estrutura 2k86, réplica 3, conformac¢éo 10. Representacéo da
cavidade 2, na forma da proteina em superficie. A azul encontram-se as zonas hidrofilicas e a verde as zonas
hidrofébicas. As esferas a azul representam o local da cavidade.
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Figura 5.2.46: Representacao da proteina foxO3, na estrutura 2K86, réplica 3, conformacgéo 10. Representacao da
cavidade 2, na forma da proteina em superficie. A azul encontram-se as zonas hidrofilicas e a verde as zonas
hidrofébicas. As esferas a laranja representam o local da cavidade.

Esta cavidade € uma boa candidata a alojar ligandos inibidores da ligacdo da
proteina ao DNA, pois se o ligando for suficientemente grande vai impedir a ligacédo
da hélice de reconhecimento ao DNA e assim deslocamos o equilibrio da proteina
ligada para a proteina desligada. Esta cavidade também esta presente em outras
réplicas, demonstrando reprodutibilidade do estudo. E é observada também em
réplicas das trajetorias de 2k86 e 2UZK. A cavidade foi selecionada para docking de
entre as varias observadas neste local com base nas suas propriedades

comparativamente as outras conformacdes.

A cavidade 1 na conformacéo 5, da estrutura 2UZK- réplica 1, esta no lado
exposto da hélice 2, parecendo ser um estavel candidato a uma bolsa de ligacdo. Esta
cavidade tem uma boa pontuacdo (0,486), uma boa pontuacdo de drogabilidade
(0,822) e um bom volume (370,768 A3).
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Figura 5.2.47: Representacdo da proteina foxO3, na estrutura 2UZK, réplica 1, conformacdo 5.
Representacdo da cavidade 1. A azul encontram-se as zonas hidrofilicas e a verde as zonas hidrofébicas.
As esferas a vermelho representam o local da cavidade.

77



Figura 5.2.48: Representagéo da proteina foxO3, na estrutura 2UZK, réplica 1, conformacao 5. Representagéo da
cavidade 1. A azul encontram-se as zonas hidrofilicas e a verde as zonas hidrofébicas. As esferas a vermelho
representam o local da cavidade.

Esta cavidade aparentemente ndo é constante nas outras conformacgdes e

réplicas, mas € uma cavidade interessante para o estudo.

A cavidade 1 na conformacéo 7 da réplica 3 da estrutura 2UZK esta localizada
perto da hélice 3 e o laco desordenado conectando para a hélice 2, o que pode
interferir na ligagdo ao DNA. Esta cavidade é um bom candidato ao estudo pelo
docking, pois mantém-se ao longo da trajetéria como se vé nas conformacdes 7, 8,
11, 14, 15, 18 desta réplica. Esta cavidade tem pontuacédo (0,372), pontuacédo de
drogabilidade (0,514) e volume (405,605 A3), o que vai de encontro com o objetivo do

estudo.

Figura 5.2.49: Representacdo da proteina foxO3, na estrutura 2UZK, réplica 3, conformagao 7. Representacéo da
cavidade 1. A vermelho encontram-se as zonas hidrofilicas e a verde as zonas hidrofébicas. As esferas a azul

representam o local da cavidade.
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Figura 5.2.50: Representacéo da proteina foxO3, na estrutura 2UZK, réplica 3, conformacgéo 7. Representacéo da
cavidade 1. A vermelho encontram-se as zonas hidrofilicas e a verde as zonas hidrofobicas. As esferas a azul
representam o local da cavidade.

Esta cavidade aparecia noutras réplicas e conformacfes, mas escolheu-se a

réplica 3, conformacao 7 devido as suas caracteristicas.

A cavidade 2 na conformacédo 2 da réplica 1 do complexo (2UZK+DNA) podera
alojar ligandos que se ligam simultaneamente a proteina FoxO3 e ao DNA,
localizando-se maioritariamente entre a hélice H3, o DNA e um segmento da cauda.
Esta cavidade pode ser potenciadora da ligacdo da proteina ao DNA. Esta cavidade
tem uma pontuacéo de 0,157, uma pontuacao de drogabilidade 0,750 e um volume

de 339,68 A3,
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Figura 5.2.51: Representacdo da proteina foxO3, na estrutura docomplexo, réplica 1, conformacdo 5.
Representacéo da cavidade 1. A vermelho encontram-se as zonas hidrofilicas e a verde as zonas hidrofobicas. As
esferas a azul representam o local da cavidade.
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Figura 5.2.52: Representacdo da proteina foxo3, na estrutura do complexo, réplica 1, conformagdo 1.
Representacéo da cavidade 2. A verde encontram-se as zonas hidrofilicas e a vermelho as zonas hidrofobicas. As
esferas a azul representam o local da cavidade.

As duas primeiras cavidades sdo mais a superficie da proteina e as duas

Gltimas sdo mais internas, tanto que se vé nas imagens.

5.3 Docking Molecular

Uma colecdo de 10550 moléculas pequenas foi retirada da base de dados
DRUGBANK. Nas moléculas que constam desta base de dados inclui-se uma larga
fracdo de compostos aprovados para uso como farmacos ou que se encontram em
fase de investigacdo e testes. Assim, potenciais “hits” desta colecdo de moléculas
poderdo ter uma via mais curta até a sua utilizacdo como inibidores da FoxO3, visto
ja terem sido aprovados para outras indicacdes (estratégia conhecida como “drug
repurposing”). Esta colecdo de compostos foi utilizada num estudo de “screening"
virtual, no qual é realizado o docking computacional de cada um dos ligandos as
cavidades dos alvos que se pretendem estudar. Para este estudo foi usado o software
de “docking” Autodock Vina. Como resultado do protocolo de triagem de alto
rendimento (“virtual high-throughput screening”), obtém-se uma lista de compostos
ordenados pela energia de interacdo com a cavidade, calculada pela funcéo de
energia (campo de forcas) do Autodock Vina. Estes resultados foram organizados
numa tabela da qual constam outras propriedades de cada composto, incluindo o
codigo de acesso do DRUGBANK, a posicao, a energia, a massa molecular, a carga,

coeficiente de particdo (logP), nimero de tor¢cdes e nUmero de atomos pesados.

A carga é referente ao estado de ioniza¢do predominante a pH neutro e pode

ser positiva, negativa ou neutra.

A energia listada é a energia de docking (binding) calculada através da “scoring
function” do Autodock Viva - quanto mais negativa, maior sera a estabilizacdo da
molécula na cavidade. Os compostos estdo ordenados na tabela por energia

crescente, comecando com 0S compostos mais estaveis.

O coeficiente de particdo (logP) é a medida diferencial da solubilidade dos

compostos quimicos em dois solventes imisciveis, geralmente uma fase organica
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apolar e uma fase aquosa. Este coeficiente é calculado como o logaritmo da razéao
das concentragbes do composto nas duas fases, geralmente octanol (solvente
organico) e agua. O lopP da-nos uma medida do carater hidrofilico ou hidrofobico da
molécula. Um valor de logP positivo e elevado denota uma solubilidade mais alta em
octanol do que em agua, o que reflete o caracter lipofilico/hidrofébico do composto,
enquanto um valor negativo implica a hidrofilicidade da molécula. Um valor igual a
zero significa que a molécula é igualmente soltvel nas duas fases. Alguns estudos
indicam que a absorcdo 6tima de um medicamento ocorre para valores de logP na

vizinhanga de 1.8.

Da lista ordenada de “hits” (potenciais ligandos) produzida pelo software de
docking, foram estudadas as 100 moléculas com energias de docking mais negativas
(interacdo mais estavel com a cavidade), e simultaneamente com estado de
“aprovadas” (pela FDA). As moléculas aprovadas pela FDA sao importantes pois estas
moléculas ja sdo farmacos aprovados e comercializados, ou seja as propriedades
fisico-quimicas, farmacocinética (ADMET) e de seguranca, jA foram testadas e
aprovadas e pode-se usar esses ligandos para outros objetivos terapéuticos, com
mais segurancga e menos investigagdo e investimentos iniciais. Os ligandos muito
grandes sao pouco especificos e seletivos para a proteina e tém piores propriedades
farmacocinéticas, razado pela qual foram excluidas dos resultados moléculas com mais
de 40 atomos de carbono. Também se teve em conta as moléculas que néo respeitam
a regra dos 5 de Lipinski. A regra de Lipinski d4 uma indicacdo de boa
biodisponibilidade oral, baseando-se em duas das propriedades mostradas na tabela
3.3.1 (logP e peso molecular), e também no numero de ligacées de hidrogénio que o

composto pode formar como dador ou aceitador.

De acordo com a regra dos cinco, € esperada uma melhor absorcao por via oral
para compostos que possuam uma massa molecular inferior a 500, um valor de logP
inferior a 5, sejam dadores de um maximo de 5 ligacdes de hidrogénio e aceitadores
de um maximo 19 ligacdes de hidrogénio. Estas propriedades foram calculadas para
0S compostos estudados a partir da sua informacédo estrutural, usando a livraria de
Python para Cheminformatica RDkit [3]. A colecdo de moléculas do DRUGBANK inclui
moléculas “aprovadas”, “em investigacdo” e “experimentais”. As moléculas

experimentais encontram-se em estudo e ja demonstraram ser promissoras, mas
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ainda ndo entraram na fase de ensaios clinicos [¥7]. As moléculas em investigacéo séo
moléculas promissoras e que ja se encontram na fase de ensaios clinicos, e por Gltimo
as moléculas aprovadas sdo aquelas que, apdés passarem pela fase de estudos
experimentais e ensaios clinicos e tendo sido comprovado o seu efeito terapéutico,
receberam a aprovagdo pela FDA (ou outra entidade reguladora) para a

comercializagdo e ja se encontram no mercado [B71137],
Assim sendo os critérios de excluséo foram:

e Moléculas com mais de 40 atomos de carbono

e Moléculas que ainda néo foram aprovadas

Em todas as réplicas e conformacgfes selecionadas olhou-se para os 100
primeiros ligandos aprovados e apos esta sele¢cdo descartaram-se os ligandos que

nao seguiam a regra dos 5 de Lipinski.
1. Estrutura 2K86 - Réplica 3 - Cavidade 2 - Conformacéo 10

Das 10550 moléculas usadas para o docking, apenas 10097 moléculas ligaram-
se a proteina FoxO3. Dessas 10097 moléculas verifica-se uma variacdo da energia
de ligacéo desde o valor zero até ao valor -10,7 kcal/mol. Na Figura 5.3.53 pode ver-
se um histograma da distribuicdo de energia dos 10097 “hits”, estando o maximo da

curva em cerca de -6 kcal/mol.

As primeiras 100 moléculas da lista de resultados foram analisadas
manualmente, e selecionaram-se as 40 moléculas que respeitam a regra dos 5. Na
tabela 5.3.15 encontram-se os melhores 10 ligandos e as suas caracteristicas fisicas
quimicas, estando representadas na figura 5.3.54 as estruturas quimicas das
mesmas. Na figura 5.3.55. representa-se a estrutura do complexo FoxO3-DB00894, o

ligando com o melhor score (mais negativo) da lista.
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Z2K86: Réplica 3 — cavidade 2- conformacédo 10
Energia de distribuicdo dos ligandos
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5.3.53: Histograma da distribuigdo das energias do docking para a cavidade 2 da conformagéo 10 da réplica 3 da
estrutura 2k86.

Tabela 5.3.15: Caracteristicas dos melhores 10 ligandos.

Ligando ID Energia Massa Carga logP | Tor¢ = Atomos
(kcal/mol) | molecular ao | pesados
Testolactona | DBO -9.2 300.397 | -2.08x10" | 3.58 0 22
0894 16
Exemestano = DBO -9.0 296.409 @ -9.71x10° @ 4.02 0 22
0990 17
Lurasidone DBO -8.9 493.696 0.99 3.67 4 35
8815
Eltrombopag | DBO -8.9 441.467 -0.99 1.38 5 33
6210
Drospirenona | DBO -8.9 366.500 | -2.01x10- | 4.30 0 27
1395 16
Fluocortolone | DBO -8.9 376.467 | -2.77x10" | 2.63 4 27
8971 16
Boldenone DBO -8.8 286.414 = 4.37x10° @ 3.65 1 21
1541 16
Netarsudil DB1 -8.7 453.541 | 9.43x10° | 490 10 34
3931 16
Vibegron DB1 -8.7 444 534 | 5.55x10° | 2.77 8 33
4895 17
Canrenoic DBO -8.7 357.469 -1 2.55 4 26
9015
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Testolactone (DBO0894) Exemestane (DBO0990) Drospirenone (DB01395)

Boldenone (DB01541) Eltrombopag (DB06210) Lurasidone (DB0O8815)
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Fluocortolone (DBO8971) Canrenoic acid (DB09015) Netarsudil (DB13931)

Vibegron (DB14895)

5.3.54: Estruturas quimicas dos melhores 10 ligandos para a cavidade 2 da conformagdo 10 da réplica 3 da
estrutura 2k86.
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5.3.55: Interacao do melhor ligando com a proteina. Sendo o ligando a Testolactona e a proteina FoxO3, estrutura
2K86.

2. Estrutura 2UZK - Réplica 1 - Cavidade 1 - Conformacéo 5

Das 10097 moléculas que se ligaram a proteina, verifica-se uma variacao da
energia de ligacdo desde o valor zero até ao valor -9,4 kcal/mol.

ApoOs a analise manual das primeiras 100 moléculas dos resultados e exclusédo
das que néo respeitam a regra dos 5, ficam apenas 32 moléculas. Na tabela 5.3.16
encontram-se 0s melhores 10 ligandos e as suas caracteristicas fisicas quimicas,
estando representadas na figura 5.3.56 o histograma da distribuicdo das energias de
docking, na figura 5.3.57 as estruturas fisicas e quimicas das mesmas. Na figura
5.3.58 representa-se a estrutura do complexo FoxO3- DB08815, o ligando com o

melhor score (mais negativo) da lista.
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2UZK: Replica 1 — cavidade 1- conformacgdo 5
Energia de distribuicdo dos ligandos
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5.3.56: Histograma da distribuigdo das energias do docking para a cavidade 1 da conformacéo 5 da réplica 1 da
estrutura 2UZK.

Tabela 5.3.16: Caracteristicas dos melhores 10 ligandos

Ligando ID Energia Massa Carga logP | Tor¢c = Atomos

(kcal/mol) | molecular oes | pesados
Lurasidona = DB088 -8 493.696 0.99 3.67 4 35
Grapiprant DéfZS -1.7 491.616 4.1(3(10' 4.34 8 35
Lumacaftor DSC?QZ -1.7 451.404 1 341 5 33
Tepotinib DB8:?51 -1.7 492.582 5.8%()3(10' 341 3 33
Risdiplam DSfSS -7.6 402.481 1 1.38 2 30
Eltrombopag DI;)(?GZ -7.6 441.467 0.99 1.38 5 33
Paliperidona DE::L(())12 -7.5 426.491 8.3%;(10' 3.08 5 31
Sulfasalazin DEE:;(;O7 -7.5 396.384 -2 1.73 6 28
Larotr?actinib DI391547 -7.5 428.442 0 2.94 3 31
Sertindole DEL>2§61 -7.5 440.949 1.3?2(10' 4.62 5 31
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Sulfasalazine (DBOD795) Paliperidone (DBO1267) Sertindole (DB06144)
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Eltrombopag (DB06210) Lurasidone (DBO8815) Lumacaftor (DB09280)
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Crapiprant (DB12836) Larotrectinib (DB14723) Tepotinib (DB15133)

Risdiplam (DB15305)

5.3.57: Estruturas quimicas dos melhores 10 ligandos para a cavidade 1 da conformacao 5 da réplica 1 da estrutura
2UZK.
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5.3.58: Interacdo do melhor ligando com a proteina. Sendo o ligando a Lurasidona e a proteina FoxO3, estrutura
2UZK.

3. 2UZK - réplica 3 - Cavidade 1 - Conformacao 7

Nesta estrutura obteve-se um total de 10105 moléculas ligadas a proteina
FoxO3, com uma variacédo da energia de ligacdo desde o valor 2,5 até ao valor -11,5

kcal/mol. Obteve-se um total de 56 moléculas das 100 estudadas.

Na Figura 5.3.59 pode ver-se um histograma da distribuicdo de energia dos
“hits”, estando o maximo da curva em cerca de -8 kcal/mol. Na tabela 5.3.17
encontram-se 0os melhores 10 ligandos e as suas caracteristicas fisicas quimicas,
estando representadas na figura 5.3.60 as estruturas fisicas e quimicas das mesmas.
Na figura 5.3.61 representa-se a estrutura do complexo FoxO3-DB09280, o ligando

com o melhor score (mais negativo) da lista.
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5.3.59: Histograma da distribuigdo das energias do docking para a cavidade 1 da conformacéo 7 da réplica 3 da

estrutura 2UZK.

Tabela 5.3.17: Caracteristicas dos melhores 10 ligandos

Ligando ID Energia Massa Carga logP | Tor¢ | Atomos
(kcal/mol) | Molecular 0es | pesados
Lumacaftor | DB09 -10.8 451.404 -1 3.41 5 33
280
Oxazepam | DBOO -10.3 286.717 | 4.99x10°  2.44 2 20
842 16
Ziprasidone | DB0O -10.2 412945 | -7.21x10° | 3.80 3 28
246 16
Bexaroteno = DBOO -10.1 347.477 -0.99 4.76 3 26
307
Flunarizine | DB04 -9.9 405.511 1 3.96 6 30
841
Paliperidon | DBO1 -9.9 426.491 | 8.31x10 3.08 5 31
a 267 17
Risperidona | DB0OO -9.9 411.500 0.99 3.00 4 30
734
Bictegravir | DB11 -9.9 447.368 -1.99 1.78 4 32
799
Olaparib DB09 -9.7 434.470  -1.66x10° | 0.55 5 32
074 16
Tecovirimat | DB12 -9.7 375.325 -1 3.18 4 27
020
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Olaparib (DB0O9074) Lumacaftor (DB09280) Bictegravir (DB11799)

Tecovirimat (DB12020)

5.3.60: Estruturas quimicas dos melhores 10 ligandos para a cavidade 1 da conformacao 7 da réplica 3 da estrutura
2UZK.
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5.3.61: Interacdo do melhor ligando com a proteina. Sendo o ligando Lumacaftor e a proteina FoxO3, estrutura
2UZK.

4. Complexo réplica 1 cavidade 2 conformacéo 2

Das 10097 moléculas que se ligaram a proteina, verifica-se uma variacdo da
energia de ligacdo desde o valor zero até ao valor -11,5 kcal/mol. Neste caso o
histograma da distribuicdo de scores tem 0 seu maximo um pouco mais abaixo, num
score de aproximadamente -8.0 kcal/mol, diminuindo a distancia aos hits de menor

energia.

Totalizando 31 moléculas finais selecionadas, tendo em conta os parametros
acima descritos nas outras cavidades. Na figura 5.3.62 esta representado o
histograma da distribuicdo das energias do docking molecular. Na tabela 5.3.18
encontram-se os melhores 10 ligandos e as suas caracteristicas fisicas quimicas,
estando representadas na figura 5.3.63 as estruturas fisicas e quimicas das mesmas,
na figura 5.3.64 a estrutura do complexo FoxO3- DB15305, o ligando com o melhor

score (mais negativo) da lista.
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Complexo: Réplica 1 — cavidade 2- conformacao 2
Energia de distribuicdo dos ligandos
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5.3.62: Histograma da distribuigdo das energias do docking para a cavidade 1 da conformacéo 2 da réplica 1 da

estrutura do complexo.
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Tabela 5.3.18: Caracteristicas dos melhores 10 ligandos

Ligando ID Energia Massa Carga logP | Tor¢ = Atomos
(kcal/mol) | molecular ao | pesados
Risdiplam | DB15 -9.9 402.281 1 1.38 2 30
305
Avapritinib | DB15 -9.9 498.569 | 6.25x1016 | 2.60 4 37
233
Lumacafto = DB09 -9.6 451.404 -1 3.41 5 33
r 280
Eltrombop | DB06 -9.4 441.467 -0.99 1.38 5 33
ag 210
Capmatini | DB17 -9.3 412.427 @ 4.30x1016 | 3.63 5 31
b 60
Talazopari | DB11 -9.3 380.357 | -7.63x101% | 1.67 2 28
b 760
Dasabuvir | DB09 -9.3 491.568 2 4.24 6 35
183
Paliperido | DBO1 -9.3 426.491 @ 8.23x10' | 3.08 5 31
na 267
Crizotinib | DB0OO -9.2 451.352 1 4.45 5 30
8865
Tecovirima | DB12 -9.2 375.325 -1 3.18 4 27
t 020
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Risdiplam (DB15305)

5.3.63: Estruturas quimicas dos melhores 10 ligandos para a cavidade 1 da conformacao 2 da réplica 1 da estrutura
do complexo.
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5.3.64: Interagdo do melhor ligando com a proteina. Sendo o ligando Risdiplam e a proteina FoxO3, estruturado
complexo.

Os histogramas nas figuras 5.3.53/56/59/62 representam a distribuicdo das
energias para os dockings das diversas estruturas e cavidades. Os valores proximos
do minimo destacam-se da média das energias, tendo deste modo o maior potencial
para serem significativos. Por este, motivo olhou-se para os valores extremos ou seja,

0S mais negativos.

Como se pode ver nas tabelas 5.3.15 ao 5.3.18 alguns ligando repetem-se nas
diferentes cavidades, como por exemplo a paliperidona, o eltrombopag e Lurasidona.
Naturalmente, estes ligandos séo previsivelmente menos especificos, pelo que seria

desejavel focar-nos em moléculas que séo Unicas em cada lista. Note-se, no entanto,
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que algumas das moléculas repetidas apresentam variagdes de energia de ligacao
muito grandes de cavidade para cavidade.

Selecionado um pequeno conjunto de compostos para cada cavidade, o
préximo passo poderia ser testar experimentalmente a afinidade de ligacdo destes
para com o dominio FoxO3. Uma das técnicas que poderia ser utilizadas para este
propoésito seria um ensaio baseado em fluorescéncia na presenca e na auséncia do
DNA. S¢6 assim se tém a percecao de que como se ligaria o ligando (potenciador ou

inibidor da ligacdo DNA-FoxO3 e se teria uma boa especificidade para a proteina).

6. Concluséao

O presente estudo permitiu fazer uma analise comparativa das estruturas 2k86
e 2uzk da proteina FoxO3a. Foram comparadas as propriedades dinamicas e
conformacionais das proteinas livres e ligadas ao DNA por meio de simulagbes de
dindmica molecular, e as conformacdes extraidas da DM foram usadas para identificar
potenciais cavidades capazes de ligar moléculas pequenas. Finalmente as cavidades
assim identificadas foram usadas num estudo de screening virtual com vista a
identificacdo de potenciais moléculas pequenas capazes de interagir com a FoxO3a
e modular a sua capacidade de ligacdo ao DNA. A comparacdo da DM evidenciou a
maior estabilidade da proteina em complexo com o DNA, o que aponta para a
possibilidade de existirem diferencas conformacionais capazes de serem exploradas

no sentido de encontrar compostos capazes de se ligar a uma ou outra forma.

Neste trabalho foram produzidas 4 réplicas de cada simulacdo de dinamica
molecular, o que permitiu avaliar a reprodutibilidade e a constancia das caracteristicas
estruturais e dindmicas dos varios modelos no decurso das simulacdes. Os resultados

obtidos oferecem suporte ao realismo fisico e fiabilidade das estruturas simuladas.

Também foram encontradas cerca de 20 cavidades com potencial interessante
para modular a atividade da proteina FoxO3, embora o estudo tenha sido focado em
apenas 4 cavidades. A andlise de outras cavidades poderia fornecer informacdes

adicionais importantes para a modelacéao da proteina.

Nas corridas de docking molecular (virtual screenig) utilizou-se uma colegao

alargada de compostos extraidos da base de dados Drugbank, com vista a

97



identificacdo de potenciais ligandos, nas quais detetou-se ligandos exclusivos para o
complexo e para a proteina livre. Como por exemplo no caso do complexo: avaprinib,
capmatinib e talazoparib. Descobriram-se também ligandos iguais para diferentes
conformacdes da proteina, o que levaria primeiramente a estudar os ligandos
exclusivos para a conformacéo livre e ligada ao DNA, pois os ligandos que se ligam a
multiplas cavidades sdo previsivelmente menos especificos na sua interagdo com a

proteina.

Embora este estudo tenho contribuido para um melhor conhecimento da
estrutura e interacdo da FoxO3a com potenciais ligandos, existem varios aspetos

importantes que seria necessario abordar para se conseguir um trabalho completo:

Comparacao dos resultados obtidos com os de outras ferramentas de docking,

de forma a obter resultados de consenso que tornariam o estudo mais fiavel

Uso de outras bases de dados com distintas e mais alargadas cole¢des de
moléculas ligandos. (mais diversidade no estudo)

Uso e comparacao dos resultados de diferentes ferramentas de detecdo de
cavidades de forma a ter indicacbes mais fidveis sobre as cavidades realmente

significativas e que mereceriam ser exploradas.

Determinacédo experimental da afinidade de ligacdo ao dominio FoxO3 de pelo
menos alguns dos compostos identificados no screening virtual. Uma das técnicas que
poderia ser utilizadas para este efeito seria um ensaio baseado em fluorescéncia na
presenca e na auséncia do DNA. A validacao experimental € essencial para qualquer
estudo de docking computacional.

Realizac&o de simula¢des de dinamica molecular com a FoxO3 em complexo
com os melhores ligandos com intuito de avaliar a estabilidade das conformacoes

previstas pelo docking.

Célculo da energia livre de binding dos melhores complexos pelo método MM-

PBSA (dinamica molecular combinada com célculos de electrostatica continua)
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Célculo e re-ordenacéo (re-scoreing) das energias de ligacdo dos melhores
ligandos com fun¢des de energia diferentes da funcéo usada pelo software Autodock

Vina.

Apesar das muitas possibilidades de estudos adicionais com a FoxO3, o
presente trabalho j& contribuiu para o avanco do conhecimento sobre o
comportamento da proteina FoxO3 no organismo humano e obter algumas pistas para

a modulacédo da sua atividade.

Assim sendo, pode concluir-se que se cumpriu parcialmente o objetivo do
trabalho, pois foram encontrados varios ligandos para a possivel modulacdo da
proteina FoxO3. Faltou o teste experimental da capacidade de modulacdo dos

melhores compostos como forma de validacao final do trabalho.
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8. Anexos
Anexo | — COMPLEXO REPLICA 0

Tabela 8.1: Intera¢cBes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica O

Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma

dade | macdo | macao | magdo | macado | magcdo | macao cao 6
0 1 2 3 4 5
1 DNA DNA DNA+F | FOXO | DNA+F | DNA+F | DNA+FOX
OX03 OX03 0OX03 03
2 DNA+F | DNA+F | DNA+F | DNA+F | DNA+F DNA DNA+FOX
OX03 OX03 OX03 OX03 OX03 03
3 FOXO3 | DNA+F | DNA+F DNA DNA DNA+F FOXO03
OX03 0OX03 0OX03

4 FOXO3 | DNA+F | DNA+F | DNA+F | DNA+F | FOXO3 FOXO3
OX03 OX03 OX03 OX03
5 FOXO3 | FOXO3 | DNA+F | DNA+F | FOXO3 | DNA+F DNA

OX03 OXO3 OX03
6 DNA+F | DNA+F | DNA+F | FOXO3 | DNA+F | DNA+F FOXO3
OX03 OX03 OX03 OX03 OX03
7 DNA+F | FOXO3 | DNA+F | DNA+F | DNA+F | FOXO3 FOXO3
OX03 OX03 OX03 OX03
8 DNA+F DNA FOXO3 | DNA+F | DNA+F | FOXO3 DNA
OXO3 OXO3 OXO3
9 DNA+F | FOXO3 | DNA+F | DNA+F | DNA+F | FOXO3 | DNA+FOX
OXO3 OX03 OXO3 OXO3 03
10 FOXO3 | DNA+F | FOXO3 | DNA+F DNA+F | DNA+FOX

OX03 0OX03 OX03 03

11 DNA DNA+F | DNA+F | FOX03 DNA DNA+FOX
OXO03 OX03 03

12 DNA+F | DNA+F | DNA+F | DNA+F DNA+F | DNA+FOX

OXO3 OX03 OX03 OXO3
13 FOXO3 | DNA+F DNA DNA

OX03
14 DNA+F | DNA+F | DNA+F | FOXO3

0K

DNA+FOX

OXO3 OX03 OX03 03

15 DNA+F | FOXO3 | FOXO3 | DNA+F DNA+FOX
OXO3 OXO3 03

16 DNA+F DNA+FOX
OXO3 03

17 FOXO3

18 DNA+F
OXO3

19 FOXO3
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Tabela 8.2: Interacbes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 0

Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma
dade | macdo | macdo | magdo | macao | magcdo | macao céo 13

7 8 9 10 11 12
1 DNA+F | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03 | FOX0O3+D
0OX03 +DNA +DNA +DNA +DNA NA
2 DNA+F DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOXO3+D
0OX03 +DNA +DNA +DNA NA
3 DNA+F | FOXO3 | FOX03 | FOXO03 DNA FOX03 FOXO03
0OX03 +DNA +DNA +DNA +DNA
4 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03 FOXO03
+DNA +DNA
5 FOX0O3 | FOXO03 DNA DNA FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA NA
6 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA NA

7 FOXO3 | FOX0O3 | FOXO3 | FOX0O3 | Foxo3 | FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA
8 DNA FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
9 DNA+F | FOXO3 | Foxo3 | FOXO3 | Foxo3 | FOXOS3 FOXO3
OX03 +DNA +DNA +DNA
10 FOXO3 | FOX0O3 | FOXO3 DNA FOXO03
+DNA +DNA
11 FOXO3 | FOX03 | FOXO3 | FOX03 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA
12 DNA+F | FOXO3 Foxo3 | FOXO3
0OX03 +DNA
13 DNA+F | FOXO03
0OX03 +DNA
14 DNA+F | FOXO03
0OX03 +DNA
15 DNA+F | FOXO03
0OX03 +DNA
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Tabela 8.3: Interacbes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 0

Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma
dade | macdo | macdo | magcdo | macdo | macdo | macao ¢éo 20
14 15 16 17 18 19
1 FOXO3 | FOX03 | FOXO03 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
2 FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
3 FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
4 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
5 FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
6 FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 FOX03
+DNA +DNA +DNA
7 DNA Foxo3 | FOXO3 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA NA
8 FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 FOXO03
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
9 FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03 | FOX03 FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA
10 FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3+D
+DNA +DNA NA
11 FOXO3 | FOX03 FOXO03 DNA FOXO3+D
NA
12 FOXO03 FOX0O3 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA
13 FOXO03 FOXO03 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA
FOX03 | FOXO03
+DNA +DNA
Foxo3 DNA
DNA FOX03
+DNA
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ANEXO Il - COMPLEXO REPLICA 1

Tabela 8.4: Interacdes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 1

Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma
dade | macdo | macao | magdo | macado | magcdo | macao cao 6
0 1 2 3 4 5
1 FOX03 | FOX0O3 | FOXO3 | FOXO3 | FOX03 | FOX03 | FOX03+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
2 FOXO3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 DNA FOXO03 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
3 FOXO3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 DNA
+DNA +DNA +DNA +DNA
4 FOX03 | FOX03 | FOXO3 DNA FOXO03 | FOX03 | FOX03+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
5 FOXO3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 DNA FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
6 FOXO3 DNA FOXO03 | FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA NA
7 FOX03 | FOX03 | FOXO3 | FOXO3 | FOX03 | FOX03 | FOX03+D
+DNA +DNA +DNA NA
8 FOXO3 | FOXO3 DNA FOXO3 | FOX03 | FOXO03 FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
9 FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 DNA FOXO3
+DNA +DNA +DNA
10 FOX03 | FOX03 | FOXO3 | FOXO3 DNA FOX03 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
11 FOX03 | FOX03 | FOXO3 | FOXO3 | FOX03 DNA FOXO03
+DNA +DNA +DNA
12 FOXO3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA NA
13 FOX03 | FOX03 | FOXO3 FOXO03 | FOXO03
+DNA
14 FOX03 | FOX03 | FOXO3 FOXO03 | FOXO03
+DNA 3 +DNA
15 FOXO03 | FOX0O3 | FOXO3 FOXO03 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA
16 FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA
17 FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA
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Tabela 8.5: Interacdes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 1

Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma
dade | macdo | macdo | macdo | macdo | macdo | macao ¢céo 13
7 8 9 10 11 12
1 DNA DNA FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3 | FOX03+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
2 FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 DNA FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
3 FOX0O3 | FOXO3 DNA FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
4 FOXO3 | FOX0O3 | FOXO3 DNA DNA FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA
5 FOXO03 DNA | FOX0O3 | FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
6 FOXO3 | FOX0O3 | FOXO3 | FOX0O3 DNA FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
7 FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
8 FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO3 DNA FOXO03 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
9 FOXO3 DNA FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA NA
10 FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOXO03+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
11 FOXO3 | FOXO3 | Foxo3 | FOXO3 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA
FOXO3 | FOXO03 FOXO03+D
+DNA +DNA NA
FOXO3 | FOX03
+DNA
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Tabela 8.6: Interacdes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 1

Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma
dade | magdo | macdo | macao | magdo | macao | magéo céo 20

14 15 16 17 18 19
1 FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 DNA
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
2 FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3+D

+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
3 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
4 DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 DNA
+DNA +DNA +DNA
5 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA NA
6 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA NA

7 FOXO3 DNA DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 FOXO3
8 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOX0O3 FOXO3

+DNA +DNA +DNA
9 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
10 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA

11 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO03 FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA

12 FOXO3 FOXO3 | FOXO3 FOXO3

+DNA +DNA +DNA

13 FOXO3 FOXO3 | FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA

14 FOXO3 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA NA

15 FOXO3

16 FOXO3 FOXO3+D
+DNA NA

17 FOXO3
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ANEXO Il - COMPLEXO REPLICA 2

Tabela 8.7: Interacdes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 2

Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma
dade | macdo | macdo | magdo | macado | magdo | macao cao 6
0 1 2 3 4 5
1 FOX03 | FOX0O3 | FOXO3 | FOX0O3 | FOX03 DNA FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
2 FOX03 | FOX03 | FOXO3 | FOXO3 | FOX03 | FOX03 | FOX03+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
3 FOXO3 | FOX0O3 | FOXO03 DNA DNA FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA
4 FOXO3 DNA DNA FOXO3 | FOX0O3 | FOXO3 | FOXO3+D
NA
5 FOX03 | FOX03 | FOXO3 | FOXO3 | FOX03 | FOX03 DNA
+DNA +DNA +DNA +DNA
6 FOXO3 | FOXO3 DNA FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
7 FOXO3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 DNA FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA
8 FOX03 | FOX03 | FOXO3 | FOXO03 DNA DNA FOXO0O3+D
+DNA +DNA +DNA NA
9 FOXO3 | FOXO3 FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA NA
10 FOX0O3 | FOXO3 FOXO3 | FOX03 | FOX03 FOXO03
+DNA +DNA +DNA
11 FOXO03 DNA FOXO03 | FOX03 | FOXO3 DNA
+DNA +DNA
12 FOXO3 | FOXO03 FOXO3+D
+DNA +DNA NA
13 FOX0O3 | FOXO3
14 FOXO03 | FOXO03 FOXO0O3+D
+DNA
15 FOXO03 | FOXO03
+DNA

109



Tabela 8.8:

Interacdes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 2

Cavida | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor
de macdo | magcao | macado | macao | macdo | macao | macéo
7 8 9 10 11 12 13
1 FOXO03 | FOXO03 DNA DNA FOXO03 DNA FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
2 FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO03 DNA
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
3 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 DNA FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA
4 FOXO03 DNA DNA FOXO03 | FOXO3 | FOX0O3 | Foxo3
+DNA +DNA +DNA
5 FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
6 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
7 FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA
8 FOXO03 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA
9 FOXO03 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03
+DNA +DNA +DNA
10 FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | Foxo3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
11 FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
12 DNA FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03
+DNA +DNA
13 FOXO03 FOXO03 | FOXO3
+DNA +DNA
14 DNA FOXO03 | FOXO03
15 FOXO03 FOXO03 | FOXO3
+DNA
16 FOXO03 FOXO03 | FOXO3
+DNA +DNA

110



Tabela 8.9: Interacbes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 2

Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma
dade | magdo | macdo | magdo | macado | magcdo | macao ¢éo 20

14 15 16 17 18 19

1 FOXO3 | FOXO3 | FOX0O3 | FOXO3 | FOXO3 DNA FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA

2 FOXO3 DNA DNA DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA NA

3 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA

4 FOXO3 | FOXO3 | FOX0O3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA

5 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
6 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
7 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D

+DNA +DNA NA
8 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA

9 FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA
10 FOXO3 | FOXO3

FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 DNA
+DNA +DNA
FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D

+DNA +DNA +DNA NA
FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA NA

FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 FOXO3
+DNA +DNA +DNA
FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D

+DNA NA
FOXO3 | FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA NA

FOXO3+D
NA
FOXO3+D
NA
FOXO3+D
NA

ANEXO IV — COMPLEXO REPLICA 3

111



Tabela 8.10:Intera¢cBes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica

3
Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Conforma
dade | macdo | macdo | macdo | macdo | macdo | macao céo 6
0 1 2 3 4 5
1 FOXO03 | FOXO03 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
2 FOX0O3 | FOXO03 DNA FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 DNA
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
3 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03+D
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA NA
4 FOXO03 DNA DNA FOXO03 DNA FOX0O3 | FOX0O3+D
+DNA NA
5 FOXO03 DNA FOXO03 DNA FOXO03 DNA FOX03
+DNA +DNA
6 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 DNA FOXO3 | FOX0O3+D
+DNA NA
7 FOXO3 | FOX03 | FOX03 DNA FOXO03 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA NA
8 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 DNA
+DNA +DNA +DNA +DNA
9 DNA DNA FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX0O3+D
NA
10 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOX03 | FOX03 | FOX0O3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA +DNA NA
11 FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
12 FOXO03 DNA FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 DNA
+DNA
13 FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03 FOX03 FOX03
+DNA +DNA +DNA +DNA
14 DNA FOXO03 | FOXO03 FOX03 FOX03
+DNA +DNA +DNA
15 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 FOXO3 | FOXO3+D
+DNA +DNA +DNA NA
16 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03
+DNA +DNA +DNA
17 FOXO03 DNA

Tabela 8.11: Interacdes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica

3

112



Cavida | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor
de macdo | magao | macado | macao | macdo | macao | macéo
7 8 9 10 11 12 13
1 FOXO3 DNA DNA FOXO3 DNA DNA DNA
+DNA +DNA
2 FOXO3 DNA FOXO3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
3 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX03 DNA FOXO3 DNA FOXO03
+DNA +DNA +DNA
4 FOX0O3 | FOXO3 DNA FOXO3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
5 FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
6 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO3 DNA DNA FOXO03
+DNA +DNA
7 DNA FOXO3 DNA FOXO3 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
8 FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
9 FOXO03 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA +DNA
10 FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOX0O3 | FOXO03
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
11 FOXO03 FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
12 FOXO03 FOXO3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
13 FOXO3 FOXO03 | FOX0O3 | FOX03 | FOX0O3 | FOX03
+DNA +DNA
14 FOXO03 FOXO3 | FOX03 | FOXO03
+DNA
15 FOXO03
+DNA
16 FOXO3
+DNA
17 FOXO3
+DNA

Tabela 8.12:Interacdes das cavidades com o DNA e a proteina no complexo réplica 3

113



Cavi | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor | Confor
dade | macdo | macdo | macdo | macdo | macado | macdo | macao

14 15 16 17 18 19 20
1 FOXO3 DNA FOXO3 DNA DNA DNA DNA
+DNA +DNA
2 DNA FOXO3 DNA FOXO3 DNA FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
3 DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO03 DNA

+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
4 FOXO3 DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO03 DNA FOXO3

+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
5 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 DNA DNA FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA

6 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA
7 FOXO3 | FOXO3 DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3

+DNA +DNA +DNA
8 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO03
+DNA +DNA
9 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA

10 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA
11 FOXO3 | FOXO3 DNA DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO03

+DNA +DNA +DNA
12 FOXO3 | FOXO3 DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA
13 FOXO3 DNA FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
14 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3
+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
15 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOX0O3
+DNA +DNA +DNA +DNA
16 FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOX03

+DNA +DNA +DNA +DNA +DNA
FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3 | FOXO3

+DNA +DNA +DNA

114



