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Barbosa, Elisa Guimardes. Estudos in silico dos modos de ligagio dos hormonios
tireoidianos T3 e T4 com a Proteina Transportadora Albumina Sérica Humana HSA. 2024.
Tese (Programa de Pds-Graduagao em Biotecnologia) — Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), Séo Carlos, 2024.

RESUMO

No presente trabalho, foram investigados os modos de ligacdo e as interacdes
moleculares entre os hormonios tireoidianos (T4, T3 e os isdmeros posicionais do T3 — T3IP)
e a proteina transportadora (HSA). O T4 possui 4 dtomos de iodo e o T3 possui 3. Foi
realizada a andlise das estruturas cristalograficas dos complexos T4-HSA (1HK1,1HK2-
R218H, 1HK3-R218P - com acidos graxos e 1HK4, 1HK5-R218H- sem 4cidos graxos). O
conhecimento adquirido foi utilizado no estudo do docking molecular para entender o
comportamento do T3, uma vez que ndao ha estrutura cristalografica do HSA com o T3,
sendo que o T3 é a forma ativa do hormonio tireoidiano nas células-alvo. Foi observado que
0 HSA é capaz de diferenciar o T4 do T3. Outro ponto importante foi estudar 3 casos de
complexos HSA-T4 e HSA-T3, com R128, R218H, R218P e explicar a diferenca na afinidade
HSA-ligante hormonal. No caso do ligante T3, que possui 3 atomos de iodo, com posi¢do
especifica, foram avaliados 4 isbmeros posicionais, T3IP. Estudos de docking mostraram que
esses compostos apresentam comportamentos diferentes com a HSA. A presenca de acidos
graxos nos complexos cristalograficos da proteina nativa e da proteina mutante R218H
afetou a disponibilidade de sitios de ligagao, limitando a interagdo com T4 a um Unico sitio
(Cleft). A analise dos isdmeros posicionais de T3 (T3IP) mostrou que a flexibilidade estrutural
dos ligantes é um fator importante na determinagdo das interagdes com HSA. Os achados
deste estudo podem ser aplicados no desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas
ao transporte de hormdnios tireoidianos em condi¢des de mutagdes genéticas ou disturbios
metabdlicos. A compreensdao detalhada das diferengas de afinidade entre T3 e T4 e a
influéncia de mutacdes na HSA fornecem uma base sélida para futuras pesquisas focadas
na modulagao da biodisponibilidade desses hormonios. Os resultados apresentados aqui
servem como ponto de partida para investigagdes experimentais que possam validar as
tendéncias observadas nos estudos in silico e explorar novas aplicacdes no campo da
endocrinologia e biotecnologia.

Palavras-chave: Albumina Sérica Humana (HSA), dinamica molecular, interagdes proteina-
ligante, hormonios tireoidianos.



ABSTRACT

Barbosa, Elisa Guimaraes. In silico, studies of the binding modes of thyroid hormones T3
and T4 with the Human Serum Albumin Transport Protein HSA. 2024. Tese (Programa de
Pés-Graduacdo em Biotecnologia) — Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), Sao
Carlos, 2024.

In the present work, the binding mode and molecular interactions between thyroid
hormones (T4, T3 and the positional isomers of T3 — T3IP) and the transporter protein (HSA)
were investigated. T4 has 4 iodine atoms and T3 has 3. Analysis of the crystallographic
structures of the T4-HSA complexes (1HK1,1HK2-R218H, 1HK3-R218P - with fatty acids and
1HK4, 1HK5-R218H- without fatty acids) was carried out. The knowledge acquired was used
in the study of molecular docking to understand T3 since there is no crystallographic
structure of HSA with T3, with T3 being the active form of thyroid hormone in target cells.
It was observed that HSA is capable of differentiating T4 from T3. Another important point
was to study 3 cases of HSA-T4 and HSA-T3 complexes, R128, R218H, R218P and explain the
difference in HSA-hormonal ligand affinity. In the case of the T3 ligand, which has 3 iodine
atoms, with a specific position, 4 positional isomers, T3IP, were evaluated. Docking studies
showed that these compounds are different compared to HSA. The presence of fatty acids
in the crystallographic complexes of the native protein and R218H mutant protein affected
the availability of binding sites, limiting the interaction with T4 to a single site (Cleft). The
analysis of T3 positional isomers (T3IP) showed that the structural flexibility of the ligands
is an important factor in determining interactions with HSA. The findings of this study can
be applied in the development of therapeutic strategies aimed at transporting thyroid
hormones in conditions of genetic mutations or metabolic disorders. Detailed
understanding of the differences in affinity between T3 and T4 and the influence of
mutations in HSA provides a solid basis for future research focused on modulating the
bioavailability of these hormones. The results presented here serve as a starting point for
experimental investigations that can validate the trends observed in silico studies and
explore new applications in the field of endocrinology and biotechnology.

Keywords: Alboumin Serum Human (HSA), molecular dynamics, protein-ligand interactions,
thyroid hormones.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO GERAL

A biologia molecular moderna tem destacado com crescente énfase a relevancia das
interagdes entre proteinas e hormoénios no funcionamento do corpo humano. Essas
interagdes ndo apenas regulam processos bioldgicos fundamentais, como crescimento e
metabolismo, mas também desempenham um papel central na resposta do organismo a
mudancas ambientais. Em particular, os hormonios tireoidianos, incluindo a tiroxina (T4) e
a trilodotironina (T3), desempenham papéis fundamentais para o controle do metabolismo
basal.

Atiroxina é a 3,5,3',5'-tetraiodo-L-tironina (teraidotiroxina ) ¢ um dos hormonios
sintetizados na glandula tireoide e sdo liberados na corrente sanguinea, junto com o
hormonio o 3,5,3- tri-iodotironina (tri-iodotironina). Cerca de 93% dos horménios liberados
pela tireoide consiste, normalmente, de tiroxina, enquanto a tri-iodotironina corresponde
aos outros 7%. Os dois, tanto o T3 e o T4 servem para regular o metabolismo (GUYTON et
al.,2011).

A tireoide armazena quantidade suficiente de horménios T3 e T4 para suprir o
organismo humano cerca de 2 a 3 meses. Apds a administracdo de uma grande quantidade
de tiroxina em humanos, observa-se uma auséncia de efeitos no metabolismo nos primeiros
2 a 3 dias, da tiroxina antes de sua a¢cdo comecar. Quando a atividade se inicia, ocorre um
aumento gradual, atingindo o pico entre 10 e 12 dias. Em seguida, a atividade comeca a
diminuir, com uma meia-vida de aproximadamente 15 dias. Parte desse efeito pode
permanecer no organismo por até 6 semanas a 2 meses (GUYTON et al.,2011).

Os sintomas do hipotireoidismo, uma das principais doengas causadas pela falta
desses hormonios, sé aparecem apds alguns meses de interrup¢do na producdo dos
hormonios tireoidianos, pois seus efeitos fisiolégicos demoram a se tornar perceptiveis.
Praticamente toda a tiroxina acaba sendo convertida em tri-iodotironina nos tecidos,
tornando ambos os hormonios funcionalmente relevantes. Embora suas fungdes sejam
qualitativamente semelhantes, diferem em termos de velocidade e intensidade de agao.
Com o passar de alguns dias, aproximadamente metade da tiroxina é desiodada

lentamente, gerando mais tri-iodotironina (GUYTON et al.,2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Tri-iodotironina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cerca
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A Albumina Sérica Humana (HSA) é a proteina que faz o transporte de T3 e T4 na
corrente sanguinea (LITWACK, 2018; LINDSEY et al., 2018; FREIRE et al., 2024).

A Albumina Sérica Humana (HSA) destaca-se como a proteina mais abundante no
plasma humano, sendo responsavel por transportar uma ampla gama de substancias, entre
elas hormonios, acidos graxos e farmacos. A HSA possui multiplos sitios de ligacao, cada
gual especifico na interacdo com ligantes endégenos e exdgenos, o que a coloca como uma
peca central na regulagao dos niveis de T4 e T3 no sangue. Essa fungdao torna-se
particularmente relevante quando é considerada a biodisponibilidade dos hormonios
tireoidianos como um fator crucial na modulacdo de processos metabolicos (FASANO et al.,
2005, PEPTIPAS et al., 2024). ModificacGes na conformacdo da HSA, seja decorrente de
mutacdes genéticas ou de interacdes com outros ligantes, pode ter consequéncias
significativas para o transporte eficaz de T4 e T3, potencialmente levando a desordens
metabdlicas (LITWACK, 2018; FREIRE et al., 2024).

O estudo presente adota uma abordagem in silico, utilizando o docking molecular e
para entender, simular e prever as interagdes entre T4, T3 e seus isbmeros posicionais com
a HSA. O docking molecular foi empregado para prever como os ligantes se posicionam nos
sitios de ligagao das proteinas, oferecendo uma visao sobre a formagdao de complexos
proteina-ligantes, permitindo inferir sobre a afinidade dos ligantes as proteinas.

No Capitulo 2, trata de Materiais e Métodos utilizados neste trabalho. O Capitulo 3,
mostra os resultados obtidos do estudo referente aos hormdnios T3 e T4 com a proteina

Albumina Sérica Humana (HSA). No Capitulo 4 sdo apresentadas as Conclusées do trabalho.

1.1 - Os Hormonios Tireoidianos T4 E T3

Os hormonios tireoidianos (TH) desempenham papéis especificos no crescimento,
desenvolvimento e metabolismo em varios tecidos humanos, assim como em modelos
animais experimentais. A presenga dos TH é crucial durante o desenvolvimento do
esqueleto, o crescimento ésseo linear, a manutencao da massa dssea e a cicatrizacao eficaz
de fraturas (BASSETT et al., 2016).

A Figura 1.1 apresenta as estruturas dos hormonios (TH) T3 e T4.
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Nome IUPAC: (2S) -2-amino-3- [4-(4-hydroxy-3-iodo- Nome IUPAC: (2S) -2-amino-3-[4-(4-hydroxy-3,5-

phenoxy) - 3,5-diiodo-phenyl] propanoic acid diiodophenoxy) -3,5-diiodophenyl] propanoic acid
Outros nomes: Outros nomes:

3,5,3'triiodotironina 3,5,3',5'-tetraiodo-L-tironina

Triiodotironina, T3 Tiroxina, T4

Figura 1.1. Estrutura dos Horménios T3 (C15H12I13N0O4) e T4 (C15H1114NO4) que serdo estudados na
formagdo de complexos com a HSA e TR, apresentados em sua forma 2D e 3D As figuras 3D sdo
apresentadas em duas orientagbes diferentes. Em destaque estdo os dtomos de lodo e os 2 anéis: A (um
anel externo que contém um grupo hidroxila) e B (anel interno). Os atomos de H estdo omitidos.

O principal produto secretado pela glandula tireoide é o pré-hormonio tiroxina (T4),
gue requer conversdo em 3,3',5-triiodotironina (T3) por meio da remoc¢do de um atomo de
iodo do anel externo, permitindo sua ligacdo aos receptores nucleares T3 (Figura 1.2). A
conversdo da tiroxina (T4) para sua forma biologicamente ativa, a triiodotironina (T3) é

realizada pela enzima 5’- deiodinase. O hormonio tireoidiano fica inativado ao remover um
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atomo de iodo pela acdo da enzima 5-deiodinase, gerando o T3 reverso (HUANG &

CASTRONEVES, 2010).

anel » anel \:\/I\COOH
externo A interno B

3,3',5'-triiodotironinareversa

@ NH2 » <—) k (T3 reverso, rT3)
COOH

3,3',5-triiodotironina
(T3 normal, T3)

3,3',5,5'-tetraiodotironina 0

(tiroxina, T4)

Figura 1.2. Esquema dos processos ocorridos na conversao da tiroxina (T4) para sua forma biologicamente
ativa, a triiodotironina (T3), ou em suas formas inativas.

A tireoide, uma glandula localizada no pescoco, é responsavel pela producdo dos
hormonios T3 (triiodotironina) e T4 (tiroxina), que controlam varias fungdes vitais do corpo,
incluindo o ritmo cardiaco, o funcionamento do intestino, a concentracdo mental, a
regularidade do ciclo menstrual e a respiracdo celular. Esses hormonios tém um papel
fundamental desde o desenvolvimento intrauterino, ajudando na formacdo adequada do
sistema nervoso central do feto (NUNES, 2003).

Entre os principais problemas de saude relacionados a tireoide estao desequilibrios
na producdo hormonal, podendo causar hipertireoidismo (producdo excessiva) ou
hipotireoidismo (produgao insuficiente), além de alteragdes na estrutura da glandula, como
o surgimento de ndédulos ou até cancer. Aproximadamente 5% das pessoas apresentam
problemas na produgao de hormonios, sendo o hipotireoidismo o mais comum, e cerca de
10% dos adultos tém nddulos palpaveis na tireoide. Conforme dados da Organizacado
Mundial da Sadde (OMS), cerca de 750 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem com

problemas na tireoide, mas aproximadamente 60% desconhecem essa condi¢do. Isso
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reforca a importancia de disseminar informacdes sobre a salde da tireoide, para que mais
pessoas tenham acesso a esse conhecimento (EBSERH, 2024).

Os hormonios tireoidianos (TH) se ligam a trés proteinas principais para o transporte
no soro: a globulina ligadora de tiroxina (TBG), a transtirretina (TTR) e a albumina sérica
humana (HSA). Dentre essas, a TBG apresenta a maior afinidade pelos hormonios
tireoidianos, enquanto a HSA é a proteina mais abundante no plasma (PAPPA et al., 2015).
Os hormonios tireoidianos livres mantém um equilibrio com as proteinas transportadoras.
Portanto, qualquer alteracdo na quantidade ou qualidade dessas proteinas impacta
diretamente a farmacocinética e a farmacodinamica dos hormonios tireoidianos. (KRAGH-

HANSEN et al., 2017, MAHENDHAR et al., 2018).

1.2 Proteina Transportadora Albumina Sérica Humana

A HSA tem sido amplamente investigada por diversos grupos por meio de métodos
experimentais umidos (PETITPAS et al., 2003; ASCENZI et al., 2015; AL-HARTHI et al., 2019).
A proteina HSA desempenha um papel crucial na regulagao hormonal, incluindo a interagao
com os hormonios tireoidianos T3 e T4, o que é essencial para a modulacdo das fungdes
metabdlicas e do crescimento celular. O BioMat (Grupo de Fisica Tedrica de Materiais e
Biomoléculas — UFSCar) tem utilizado métodos de docking molecular e de dinamica
molecular para simular as interagdes intermoleculares e prever alteragées conformacionais
na HSA, oferecendo valiosos insights sobre sua estrutura e funcdo (VENTURINI et al., 2017;
SOUZA et al., 2019; YOGUIM et al., 2022; FREIRE et al., 2024).

A Albumina Sérica Humana (HSA) é a proteina mais abundante no plasma sanguineo
e é sintetizada no figado a partir da proalbumina, que inicialmente se forma como pré-
proalbumina no reticulo endoplasmatico dos hepatécitos (RABBANI & AHN, 2019). Essa
proteina desempenha um papel crucial na modulagao da distribui¢cao de fluidos entre os
compartimentos corporais e é o principal determinante da pressdo oncética plasmatica
(FANALI et al., 2012).

A afinidade pela HSA desempenha um papel crucial na distribuigdo e na

concentragao ativa de diversos compostos no corpo. Uma certa afinidade pela albumina é
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benéfica, pois ajuda a solubilizar substancias que poderiam, de outra forma, formar
agregados e ter uma distribuicdo limitada. Em contrapartida, compostos com alta afinidade
pela albumina podem precisar de doses maiores para alcancar concentracdes efetivas no
organismo, ser distribuidos mais lentamente aos locais de acdo e ter uma elimina¢do menos
eficaz (FASANO et al., 2005).

A primeira estrutura tridimensional da HSA foi obtida por difracdo de Raios X por
Carter e He, e suas coordenadas estdo disponiveis no PDB (Protein Data Bank), sob o cédigo
1UOR com uma resolucdo de 2.8 A (CARTER et al.,1990). A estrutura da HSA consiste em
trés dominios homodlogos basicamente constituidos de hélices alfa, sendo estes: | (residuo
1-196), Il (residuo 197-383) e Ill (residuo 384-585), conforme pode ser observado na Figura
1.3, os quais ndo sdo topologicamente idénticos, sendo que cada dominio compreende dois
subdominios que possuem motivos estruturais comuns. A proteina contém 17 ligacGes

dissulfeto e uma cisteina livre (Cys34).

dominio llIB

498-585 dominio IB

108-196 o

FA1

dominio IA

dominio llA
197-297

Figura 1.3. Modelo mostrando cada dominio (numerais romanos) e subdominios (letras A e B) da
HSA com os residuos de aminoacidos numerados. Também estdo indicados os sitios de acidos graxos
(FA)de1a7.
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A HSA possui uma versatilidade de ligacdo que permite atuar como transportador
de uma ampla variedade de compostos enddgenos e exdgenos, como ions inorganicos,
bilirrubina, vitaminas, hormdnios e esteroides (ASCENZI et al., 2006, CHUGH et al., 2019). A
estrutura multidominios da HSA, composta por uma Unica cadeia polipeptidica de 585
aminodacidos e estabilizada por 17 ligacdes dissulfeto, confere a essa proteina a capacidade
de se ligar a varios ligantes e desempenhar diversas funcdes fisioldgicas (ZUNSZAIN et al.,
2008; ASCENZI & FASANO, 2010).

A HSA se destaca como transportador de dcidos graxos de cadeia longa, modulando
indiretamente seu metabolismo, e por essa caracteristica, os sitios de ligacdo da HSA podem
ser classificados quanto a sua capacidade ligacdo com acidos graxos (FA), conforme pode
ser observado na Figura 1.3. Sudlow e seus colaboradores, por outro lado, propuseram
outra classificacdo (Figura 1.4) relacionando com sitios onde podem ligar-se farmacos
(GHUMAN et al., 2005).

O Sitio Sudlow | coincide com os sitios de dcidos graxos, FA7, situado no subdominio
IIA. Por exemplo, é sabido que este sitio é preferencial para o fdrmaco Varfarina, e outros
compostos heterociclicos (ASCENZI et al., 2015).

O sitio Sudlow Il é menor que o sitio Sudlow | e coincide com os sitios FA3 e FA4. Os
ligantes que possuem afinidade a essa regido sdo os ligantes que possuem 4&cidos
carboxilicos aromaticos, como por exemplo: ibuprofeno, acido flufenamico, propofol
diflunisal e diazepam (GHUMAN et al.,2005; ASCENZI et al., 2006). O sitio Il de farmacos
coincide com FA1, fica localizado no subdominio IB, sendo um sitio relativamente aberto,
ocasionando desse modo uma acessibilidade do solvente a regido (AL-HARTHI et al., 2019;

ASCENZI et al., 2015).

1.2.1 Os Sitios De Interagdao Na Proteina Hsa Com Hormonio Tiroxina (T4)

Quatro moléculas do ligante T4 se ligam a HSA nativa, nos sitios de ligagdao Sudlow |,

Sudlow II, FA5a e FA5b (PETITPAS et al., 2003) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Comparagdo dos complexos estruturais HSA-T4 (A) livres de acidos graxos que apresenta quatro
sitios de ligagdo para T4 — Sudlow I, Sudlow II, FA5a e FASb; (B) com a presencga de acidos graxos e apresenta
apenas um sitio para T4 no cleft (fenda).

Quando a tiroxina (T4) se liga ao sitio Sudlow | (FA7) assume uma conformacédo na
gual tanto o acido aminopropidnico quanto o anel fendlico externo estdo posicionados no
mesmo lado do anel aromatico interno da molécula. Essa conformacdo surge por limitacoes
estéricas resultantes da presenca dos residuos W214, R218 e R222, que se estendem a
partir da hélice e impede a rotacdo do dcido aminopropionico do ligante T4. Ao contrario,
os outros trés sitios que interagem com o ligante T4 assumem uma conformacdo onde o
acido aminopropidnico e o anel fendlico externo estdo posicionados em lado opostos
(WOJTCZAK et al., 2001; PETITPAS et al., 2003; ASCENZI et al., 2015).

Se sobrepondo a fenda FA3-FA4 (subdominio IlIA) se encontra o sitio Sudlow II.
Embora o subdominio IlIA seja capaz de acomodar duas moléculas de acidos graxos e de se
ligar a fdrmacos, o T4 ndo consegue penetrar completamente, ligando-se apenas a entrada
do sitio FA4 (ASCENZI et al., 2015). O hormonio T4 pode ligar-se a dois sitios localizados no
subdominio IlIB, o FA5a e FA5b. O sitio FAS5b esta localizado em uma parte muito flexivel da
proteina HSA, essa flexibilidade dificulta a obtencdo de uma densidade eletrénica bem
definida (PETITPAS et al., 2003; ASCENZI et al., 2015).

Na fenda entre os dominios | e Ill, se encontra o sitio de ligagao Cleft (Fenda). Aqui
este sitio serd tratado assim — cleft, pois é o nome comumente da literatura, assim como

Sudlow | ou Sudlow I, FA (acidos graxos) (PEPTIPAS et al. 2003).
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivos Gerais

Os objetivos gerais desse trabalho foram o de investigar os modos de ligacdo e as
interacdes moleculares entre os hormoénios tireoidianos (T4, T3 e os isdbmeros posicionais
de T3 - T3IP) e a Albumina Sérica Humana (HSA) ampliando o conhecimento sobre as
propriedades de ligacdo dos compostos enddgenos T3 e T4 na albumina sérica humana HSA,
uma proteina multidominios (Peptipas et al, 2003). Como nao ha estrutura cristalografica
com complexo HSA com T3, este resultado pode fornecer mais conhecimentos sobre o
transporte de T3 pela proteina HSA. As estruturas tridimensionais (complexos HSA-T4)
existentes no PDB mostram o posicionamento do hormonio com e sem a presenca de acidos
graxos. Dada a similaridade das estruturas dos ligantes, T4 e T3 (um atomo de iodo de
diferenca), pode-se estudar detalhadamente as diferencas entre as interacdes dos
complexos, obtidos por docking molecular, utilizando também a observagao em tela grafica.
Estes resultados serdo comparados com os valores experimentais das constantes de ligacdo
dos hormonios T3 e T4 (MIMOTO & REFETOFF, 2020) quando se complexam com a HSA, e
que mostram uma ordem de grandeza de diferenca (T4, Ka = 1 x 10%°; T3, Ka = 1 x 10°).

Também foram feitos estudos no sentido de entender como uma mutacdo no residuo
R218 pode promover diferengca de afinidade proteinas-T4. Estes resultados serdo
comparados com os valores experimentais das constantes de dissociacdo (Kd) do hormonio
T4 (PETITPAS et al., 2003) quando se complexam com as proteinas HSA, 1HK1, 1HK2
(R218H), 1HK3 (R218P), 1HK4 e 1HKS5 (R218H).

1.3.2 Objetivos Especificos

Com este estudo, pretende-se responder a algumas questdes, do ponto de vista
estrutural.
A primeira pergunta a ser respondida é sobre como a HSA consegue diferenciar T4 de

T3. Dados da literatura mostram diferentes constantes de afinidade para os dois hormonios



27

em relagao a HSA. Os estudos de docking que evidenciam dados estruturais HSA-T4 3 HSA-
T3 conseguem refletir essa situagao?

A segunda pergunta diz respeito a diferengas encontradas para as afinidade entre
HSA-T4 para as proteinas nativa (1HK1, sem acidos graxos e 1HK4, com acidos graxos) e
mutantes (1HK2 e 1HK3, sem 4cidos graxos e 1HK5, com acidos graxos). Os estudos
estruturais conseguem, mais uma vez, considerando dados estruturais dos complexos
refletir as diferengas?

Aterceira pergunta refere-se aos ligantes T3. O hormonio T3 difere de T4 em um iodo,
com posigao especifica. Como ha 4 iodos presentes em T4, foram avaliados 4 isbmeros
posicionais de T3. Os estudos estruturais podem mostrar se estes compostos sdo diferentes

para a HSA?
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CAPITULO 2. MATERIAIS E METODOS

Este tdpico apresenta os procedimentos utilizados nos experimentos in silico para
investigar os complexos HSA (e variantes) com os hormdnios tireoidianos T4, T3 e os T3IP.
A primeira questdo foi a de obter a estrutura dos ligantes T4 e T3 descritos no capitulo
anterior. No caso da proteina HSA, foi necessdrio entender os complexos moleculares:
alinhar as sequéncias, analisar as estruturas cristalograficas, analisar as interacdes
intermoleculares, realizar estudo de docking molecular e a subsequente analise das
interacdes intermoleculares apds a selecdo das poses obtidas nos calculos.

A Figura 2.1 mostra as etapas desenvolvidas no estudo desenvolvido.
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Figura 2.1. Passos principais do estudo realizado: proteinas, ligantes, docking

e analise de interagdes.

Os experimentos in silico foram desenvolvidos no BioMat — Grupo de Fisica Tedrica
de Materiais e Biomoléculas, do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Sao

Carlos (UFSCar).
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2.1 Ligantes T4, T3 e isOmeros posicionais de T3 — T3IP

Neste estudo foram considerados os ligantes cristalograficos T4 e T3, além dos
isdbmeros posicionais de T3 (T3IP)

A estrutura do hormonio T4 foi obtida do complexo HSA-T4 de cédigo pdb 1HK1, e
do composto cristalografico obtido do CSD (Cambridge Structural Database), de cédigo
TYRXEA10 (CODY, 1981), mostrado na Figura 2.2. Os isdmeros posicionais de T3 foram
gerados por modelagem molecular usando o DSVisualizer 3.5, utilizando a estrutura do T4

(TYRXEA10) como molde inicial (T3, T3-2, T3-3 e T3-4).

+
NH3

Figura 2.2. Diagrama do ligante T4, obtido do CSD, de c6digo TYRXEA1O.

O hormonio T4, a tiroxina, possui quatro atomos de iodo em sua estrutura,
distribuidos em dois anéis aromaticos (A e B) (Figura 2.3), o que lhe confere maior
polarizabilidade e estabilidade nas interagdes moleculares. No anel A estdao os lodos 13" e
I5" e no anel B os iodos 13 e I5. O horménio T3, ou triiodotironina, que é a forma
biologicamente ativa do hormonio tireoidiano, possui um atomo de iodo a menos em
relagao ao T4, no anel aromatico A. Ja o T3 reverso que é biologicamente inativo é no anel
B o iodo ausente. Os isdbmeros T3IP foram construidos para explorar como a auséncia de
atomos de iodo, com relacdo a T4, em diferentes posi¢cdes afeta a afinidade de ligacdo e a

interagdo com as proteinas.



30

Figura 2.3. Estrutura dos ligantes do hormonio T4, do T3 (T3 normal), e os ligantes isdbmeros posicionais
T3IP denominados, T3-2, T3-3 e T3-4 (T3 reverso). Em destaque estdo os dtomos de | e os 2 anéis: A (um
anel externo que contém um grupo hidroxila) e B (anel interno). Os atomos de H estdo omitidos.

Nos ligantes T3 e T3-2, o &tomo de iodo ausente se esta no anel aromatico A, sendo
015" ausente em T3 e 0 13’ ausente em T3-2. Ja nos ligantes T3-3 e T3-4, o iodo ausente esta

no anel aromatico B, onde o I3 esta ausente em T3-3 e o I5 esta ausente em T3-4.

2.2 Dindmica molecular com ligantes T4, T3 e isomeros posicionais de T3 — T3IP

Foi realizado dindmica molecular nas moléculas dos hormoénios T4, T3
biologicamente ativa e T3-4 biologicamente inativa para estudar as combinagdes possiveis
dos diedros que conectam o anel B ao anel A (Figura 2.4). Para isso, o sistema foi construido
como uma caixa com condicdes periddicas de contorno, introduzindo as moléculas a serem
estudadas e o volume preenchido com moléculas de dgua e ions de Na* e CI, atingindo uma
concentracdo 0,15 M e neutralizando as cargas do sistema.

O sistema foi equilibrado no ensamble NPT por 1 ns. Em seguida, para melhorar a
amostragem dos possiveis estados dos diedros e calcular a energia livre para essas duas
varidveis, o método OPES (On-the-fly Probability Enhanced Sampling Method) (RAHIMI, et
al. 2023). Este método é baseado em ajustar dinamicamente a probabilidade de amostrar

diferentes configuracdes de um sistema, de forma a explorar mais eficientemente o espaco
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de configuracdes e superar barreiras energéticas. Aqui sdo escolhidas varidveis coletivas
dos sistemas para as quais a funcdo serd construida. Neste, os diedros ¢ e ¢ foram
escolhidos como variaveis coletivas e tiveram sua dinamica acelerada pelo algoritmo do

OPES.

13-4

Figura 2.4. Estrutura dos horménios T4, T3 e T3-4 com os dois diedros ¢ e U que conectam o anel B ao anel A.

2.3 Proteina Transportadora Albumina Sérica Humana

2.3.1 Selec¢ao e Preparacao de Estruturas tridimensionais das Proteinas da HSA

A preparacdo das estruturas proteicas foi uma etapa fundamental para a execugao
dos experimentos in silico, abrangendo as proteinas transportadoras da Albumina Sérica
Humana (HSA).

As estruturas tridimensionais das proteinas de interesse foram obtidas a partir do
Protein Data Bank (PDB). Os Complexos HSA-T4, selecionados para o estudo estdo

apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 Estruturas tridimensionais selecionadas para o estudo, obtidas do PDB. T4 é o horménio
tiroxina; MYR é o 4cido graxo, acido mistico

proteina sitios para T4 nativa ou mutante MYR resolugéo (A) referéncia
1HK1 4 nativa nao 2.65
1HK2 4 R218H nao 2.80 Peptipas et al.,
1HK3 4 R218P ndo 2.80 2003
1HK4 1 nativa 7 2.40
1HK5 1 R218H 7 2.70

As proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3 possuem quatro ligantes T4 posicionados da
mesma forma em 4 sitios de ligagao distintos e equivalentes, e as 1HK4 e 1HK5 tém apenas
um ligante T4 no complexo, e, todos os dcidos graxos que ocupam sitios equivalentes nas
duas estruturas.

Todo o estudo foi feito levando em conta dois grupos de complexos sem &acidos
graxos (1HK1, 1HK2 e 1HK3) e os complexos com acidos graxos (1HK4 e 1HKS5).

Foi feito o alinhamento de sequéncias, utilizando as facilidades do programa

DSVisualizer, depois a superposi¢do das estruturas tridimensionais das moléculas.

2.4 0 Docking Molecular

Para realizar os cdlculos de docking, o programa utilizado foi o GOLD 2024.1.0 (The
Cambridge Crystallographic Data Centre—CCDC), baseado em algoritmos genéticos (JONES
et al., 1995, JONES et al., 1992, CLARK et al., 1989).

A funcdo escore utilizada foi o ChemPLP (SAPUNDZHI, PRODANOVA, & LAZAROVA,
2019), baseada em fungbes empiricas, é a fungado fitness padrao para a atribuicdao de scores,
e o uso desta funcdo de ajuste permite obter diferentes solucdes. PLP, do inglés Piecewise
Linear Potential, representa Potencial Linear por Partes, representada pela fungao de ajuste
ChemPLP, onde todos os atomos de proteina e ligante sdo introduzidos como doador,
aceitador, doador/aceitador ou apolar.

Sao considerados varios potenciais para as ligacdes de hidrogénio, interagdes de van

der Waals e de repulsao.
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ChemPLP = fPLP + flig—clash+ flig—tors + fchem—cov"‘ fchem—prot + fcons +

fchem—hb + fchem_cho + fchem—met

fungao considera
frLp — acomplementaridade estérica entre proteina e ligante
fiig—ciash — pontuacdo interna do ligante consiste no potencial de choque de
atomos pesados
flig—tors — potencial torcional

[ chem—cov — aformacéo de ligagGes covalentes proteina-ligante
fchem—prot  —  aflexibilidade das cadeias laterais

fcons — moléculas de dgua explicitas, e outros constrains

f chem—hb — ligagdo de hidrogénio (HB) dependente da distancia
f chem—cho — ligacdo de hidrogénio (HB) dependente do angulo

fchem—met ~ — ligagdo metalica dependente da distancia

Como o ChemPLP é tomado como sendo o negativo da soma dos termos de energia,
guanto maior o valor do escore, melhor.

Para as trés proteinas transportadoras da HSA (1HK1, 1HK2 e 1HK3) sem &acidos
graxos, o procedimento de redocking foi realizado nos quatro sitios de ligacao, Sudlow |,
Sudlow II, FA5a e FA5b. Ja para as outras HSA com acidos graxos (1HK4 e 1HKS5), o redocking
consistiu em avaliar apenas um sitio. Para todas estas proteinas o ligante é T4.

Em todos os cdlculos de docking realizados, os ligantes foram flexiveis e as proteinas
foram mantidas rigidas. As aguas foram descartadas, uma vez que a analise mostrou que
ndo havia interagdes com os ligantes. Também foram descartados os acidos graxos (FA) no
caso das proteinas 1HK4 e 1HKS5.

O inicio do estudo consiste em realizar o redocking. O redocking é o processo de
reconstruir o complexo cristalografico a partir da proteina e do ligante isolados (Figura 2.5).
E um experimento in silico, no qual sdo determinados os melhores pardmetros para
conseguir um modelo similar a estrutura PDB. Assim determina-se o melhor raio para a
selecdo do sitio onde sera colocado o ligante, se as protonacdes sdo necessdrias ou nao,
moléculas de agua — se devem ou nao ser consideradas. Apds o redocking sdo realizados os

experimentos de docking com os outros ligantes.
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Figura 2.5 Redocking: As moléculas do complexo obtido no PDB sdo separadas e um complexo é
reconstruido por meio de docking molecular. Neste processo sdo determinados os pardametros
necessarios para isso.

O docking molecular foi empregado para prever a formacao de complexos entre os
hormonios tireoidianos T4 e T3 e os T3IP, e as proteina transportadora da Albumina Sérica
Humana (HSA) e seus mutantes na presenca e na auséncia de acidos graxos.

As conformacdes geradas pelo docking foram avaliadas utilizando a funcdo de
pontuacdo ChemPLP, que atribui um valor de score a cada conformacdo, indicando a
adequacdo e a estabilidade da interacdo ligante-proteina. Para cada proteina e ligante,
foram geradas até 10 conformacdes distintas, e os complexos resultantes foram analisados
por visualizagao molecular, utilizando o software DSVisualizer 3.5. Os cdlculos resultaram
em varias poses de docking e a avaliagao das afinidades relativas de ligagao dos ligantes nos
diferentes sitios de ligacdo das proteinas estudadas. Apds a sele¢cdo das melhores poses,
foram feitos estudos sobre as interagdes entre os hormdnios tireoidianos e suas proteinas
alvo, contribuindo de forma significativa para os resultados discutidos nos capitulos

subsequentes.

2.5 Andlise de estruturas e de interagdes

Todas as estruturas obtidas do pdb, as interacdes nao-covalentes e as poses obtidas

do estudo de docking, foram avaliadas com o programa DSVizualiser3.5.
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Na analise de interacdes ndo covalentes, foram consideradas as interacdes de van
der Waals, se empregaram os valores dos raios de van der Waals, as ligagdes e hidrogénio
e as interagdes .

Para completar a analise das interacdes (envolvendo as ligacbes de hidrogénio e
interagdes de van der Waals) que é feita por visualizagdo molecular, a analise das interagdes
7t foi realizada com o programa WIM baseado em mapeamento vetorial (SACCO, 2013,
SACCO et al., 2019), de forma a caracterizar esse tipo de interacGes, com a possibilidade de

medir angulos e distancias das interagdes .
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CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os resultados obtidos para os experimentos in silico, das
cinco proteinas da Albumina Sérica Humana (HSA) com os ligantes T4, T3 seus isdbmeros
posicionais. Neste ponto é necessario destacar, que os resultados de docking sdo avaliados
pelas poses obtidas (conformacdo, posicdo e orientacdo da molécula no sitio de ligacdo em
estudo). Os escores resultantes dos experimentos de simulagao de docking, em geral ndo
costumam ser absolutos na andlise dos complexos. Porém, nestes casos avaliados, dada a
similaridade das proteinas e dos ligantes, o escore foi considerado. Também foi tomado
como uma indicagao da afinidade de ligagdo do ligante a proteina, por isso, relacionamos

aqui diretamente, escore com dafinidade de ligacdo.

3.1 Dindmica molecular com ligantes T4, T3 e isomeros posicionais de T3 — T3IP

O método OPES possibilitou uma rdpida convergéncia da superficie de energia livre.
Esta se mostrou estavel a partir de 3 ns de simulacdo, revelando combinagdes dos diedros
em questao com energia livre minima e regides de alta energia, os quais nao foram visitados
para o intervalo de energia considerado. Para as situa¢gdes em que o anel B possui os iodos
I3 e 15 (T4, T3 e T3-2), existe uma simetria rotacional de aproximadamente 1,57 rad (180°)
para maximos e minimos de energia. Especialmente para regides proximas da coordenada
(0 +£1,57,0 +1,57) (Figuras 3.1 e 3.2) é possivel notar uma vacancia de pontos nos dois
graficos, mostrando que essas regides precisariam de energia maior de 10 kcal/mol para
serem visitadas. Isso pode ser interpretado como um efeito do impedimento estérico entre
os iodos 13 e I5 do anel B e os hidrogénios mais préoximos no anel A.

Ja para situagles em que existe apenas um iodo no anel B (T3-3 e T3-4), o corre um
alargamento das regides de minima energia, e a simetria das regides ndo visitadas passam
a ser de aproximadamente 3,14 na direcdo horizontal (Figura 3.3). Nestes casos, as regides
proibidas se limitardo a situagdes em que o iodo do anel B encontra um hidrogénio no anel
A. Ja as novas regides de alta energia livre, porém ainda visitadas, serdo de coordenadas

onde um hidrogénio do anel A se aproxima de um hidrogénio do anel B. Neste caso, a
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repulsdo estérica € menor pois os hidrogénios ndao se superpdem, como no caso da

interagao com o lodo. Estes resultados corrobora as analises feitas por.
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Figura 3.1: (a) Valores dos diedros visitados durante a simulagéo e (b) superficie de energia livre em kcal/mol
para o T4.
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Figura 3.2: (a) Valores dos diedros visitados durante a simulagéo e (b) superficie de energia livre em kcal/mol
para o T3 biologicamente ativo.
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Figura 3.3: (a) Valores dos diedros visitados durante a simulacdo e (b) superficie de energia livre em kcal/mol
para o T3-4 biologicamente inativo.

3.2 Alinhamento e homologia da estrutura tridimensional das proteinas transportadoras

HSA

Para fins do alinhamento, foi necessario que as sequéncias tivessem todas o mesmo
tamanho. Embora a sequéncia de HSA possua 585 residuos de aminodcidos, as estruturas
cristalograficas, nem sempre contém todos os residuos. A Tabela 3.1 mostra os tamanhos

das sequencias cristalograficas, e foi mantido o menor tamanho.

Tabela 3.1 Sequéncias das estruturas tridimensionais selecionadas para o estudo, obtidas do PDB 1HK1,
1HK2 e 1HK3

proteina | nativa ou mutante | residuo inicial | residuo final | resolugdo (A) referéncia
1HK1 nativa 5 569 2.65 Peptipas et al_,
1HK2 R218H 5 576
2.80 2003
1HK3 R218P 5 575 2.80

Para o alinhamento, foram considerados os residuos de 5 a 569. A Figura 3.4
apresenta o alinhamento das sequéncias das proteinas 1HK1, 1HK2 (R218H) e 1HK3
(R218P). As proteinas analisadas estdo livres de acidos graxos. A andlise revelou uma
similaridade sequencial entre elas, com diferenca pontual limitada ao residuo R218 que

sofreu mutacdes, nomeadamente R218H e R218P.
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Figura 3.4. Alinhamento das sequéncias das proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3.

Para as proteinas 1HK4 e sua mutante 1HK5 (R218P), foram considerados os

residuos de aminoacidos apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Sequéncias das estruturas tridimensionais selecionadas para o estudo, obtidas do PDB 1HK4 e
1HKS

proteina r::m;an?: residuo inicial | residuo final | resolucdo (A) referéncia
1HK4 nativa 3 584 2.40 Peptipas et
1HK5 R218H 3 584 2.70 al., 2003

O alinhamento sequencial das proteinas 1HK4 e sua mutante 1HK5 (R218P) esta
apresentado na Figura 3.5. A analise desse alinhamento mostra que, assim como observado
anteriormente, ha uma similaridade na sequéncia de suas estruturas. As proteinas aqui

analisadas sdo livres de acidos graxos.
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Figura 3.5. Alinhamento das sequéncias das proteinas 1HK4 e 1HKS.

3.3 Os Sitios de Ligagao das Proteinas HSA

Para completar a analise das interacdes (envolvendo as ligacbes de hidrogénio e
interacbes de van der Waals) que é feita por visualizacgdo molecular. Os complexos
cristalograficos, que ndo possuem acidos graxos FA, possuem 4 sitios de ligacdo de T4. A
proteina 1HK1 é nativa e as outras sdao mutantes. A mutacao ocorre no sitio Sudlow | onde
estd o residuo de aminodcidos R218 Figura 3.6. Utilizando programa de visualizacdo grafica,
DSVisualizer, foi feita a superposicdo das 3 proteinas, dando destaque para os ligantes T4
nos sitios. O resultado pode ser observado na Figura 3.7.

Para as proteinas HSA 1HK1 (nativa), 1HK2 (mutante R218H) e 1HK3 (mutante
R218P), livres de acidos graxos, os residuos de aminoacidos nos quatro sitios de ligacdo que
interagem com o ligante T4 foram identificados nas figuras seguintes (Figura 3.8 a 3.11) que

apresentam os Sitios de Ligacdo das Proteinas HSA com o Ligante T4.
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Figura 3.6. Sitio de Ligacdo Sudlow | da Proteina HSA com o Ligante T4 representados na forma de
superficie. O sitio de ligagdo é uma cavidade mais interna da HSA e estdo representados o ligante T4
(superficie cor azul), e o residuo de aminoacido 218 que sofre mutagao.

Figura 3.7. Superposicdo das estruturas das proteinas 1HK1 (azul), 1HK2 (rosa), 1HK3 (verde). Sdo
apresentados os ligantes T4 nos sitios Sudlow I, Sudlow Il, FA5a e FASb. O rsmd, calculado considerando
os Ca, entre as estruturas 1HK1 e 1HK2 foi igual a 0,293 A e entre 1HK1 e 1HK3 foi igual a 0,284 A.
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Com o uso do programa grafico foi feita a identificacdo dos sitos de ligacdo para as
proteinas HSA. A Figura 3.8 apresenta o Sitio Sudlow | para as proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3

e a Figura 3.9 mostra o Sitio Sudlow I, onde estdo superpostas as estruturas, mostrando

gue o sitio é conservado.
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Figura 3.8. Sitio de Liga¢do Sudlow | da Proteina HSA com o Ligante T4. (A) proteina nativa 1HK1 e
proteinas mutantes (B) 1HK2 (R218H) (C) 1HK3 (R218P). Aminoacidos em azul sdo carregados
positivamente e os aminodacidos em vermelho, negativamente. Destaque para os residuos 218.

~ \Asn391

GIn390
Leu387

Figura 3.9. Sitio de Ligacdo Sudlow Il da Proteina HSA com o Ligante T4. (A) proteina nativa 1HK1 e
proteinas mutantes (B) 1HK2 (R218H) (C) 1HK3 (R218P). Aminoacidos em azul sdo carregados
positivamente, negativamente. Observa-se que este sitio, que é conservado nas trés proteinas.

O mesmo estudo foi feito para os sitios FA5a e FA5b, que sdo apresentados nas
Figuras 3.10 e 3.11.
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1HK1 T506

T508

1HK2 =13

1HK3 K524

T508 1513 A528

Figura 3.10. Sitio de Ligacdo FA5a das Proteinas HSA — 1HK1, 1HK2 (R218H), 1HK3 (R218P) — com o
Ligante T4. Aminodcidos em azul sdo carregados positivamente. Também pode ser observado no
destaque a superficie que representa a proteina HSA e a cavidade onde estdo os ligantes T4 no sitio FA5a
e a cavidade vizinha onde se encontra o ligante do sitio FASb.

[ _Fass
F502
F507

Figura 3.11. Sitio de Ligacdo FA5b das Proteinas HSA — 1HK1, 1HK2 (R218H), 1HK3 (R218P) — com o
Ligante T4. Neste sitio ndo foram observados aminoacidos carregados. Também pode ser observado no

destaque a superficie que representa a proteina HSA e a cavidade onde estdo os ligantes T4 no sitio FASb
e a cavidade vizinha onde se encontra o ligante do sitio FA5a.
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As proteinas HSA 1HK4 (nativa com acidos graxos) e 1HK5 (mutante R218H com
acidos graxos) possuem apenas um sitio de ligacdo; os demais sitios de ligacdo sdo ocupados
por acidos graxos. A Figura 3.12 apresenta o Cleft (fenda), um sitio de ligagdo interdominios
| e lll com o ligante T4, para as proteinas 1HK4 (nativa) e a mutante 1HK5 (R218H). Os
complexos cristalograficos, que possuem Aacidos graxos FA, possuem apenas 1 sitio de

ligacdo de T4.

D187
E188
K190
1HK4 Kii
1HKS K195
N429
K432
V433
D451
Y452

* residuo 218

HSA superficie

Figura 3.12. Esta é a fenda interdominios, o Cleft. Pode ser observado que a proteina nativa 1HK4 e a
proteina mutante 1HK5 sdo similares (rmsd = 0.4 A, n3o considerando os residuos 218 — R e H).
Aminoacidos em azul sdo carregados positivamente e os aminoacidos em vermelho, negativamente. No
destaque apresenta-se o ligante T4 no cleft distante do residuo 218 (d > 8 A).

3.4. Andlise das Interag¢des Cristalograficas

O resultado da andlise das interagdes intermoleculares dos complexos

cristalograficos estd apresentado na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 Andlise das interag6es intermoleculares dos complexos cristalogréficos

proteina | mutante ou nativa | acidos graxos | Sudlow I Sudlow I FA5a FASb Cleft
1HK1 nativa nao sim
1HK2 R218H nao sim sim sim sim
1HK3 R218P nao sim
1HK4 nativa sim sim
1HK5 R218H sim sim

Todos os sitios Sudlow | de 1HK1, 1HK2 e 1HK3 foram analisados pelo fato de
conterem o residuo 218 (Figura 3.6), que é o passivel de mutacdo. A andlise dos demais
sitios foi realizada somente em uma das estruturas, devido a sua similaridade, conforme
apresentado na Figura 3.10.

Nos Apéndices 1, 2 e 3, as Tabelas 1A, 2A e 3A apresentam, de forma detalhada, as
interagdes do ligante T4 com o sitio Sudlow | nas proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3,
respectivamente.

A analise das interagdes no sitio Sudlow | com o hormdnio T4 mostra que as trés
proteinas, 1HK1, 1HK2 (R218H) e 1HK3 (R218P), compartilham ligacdes de hidrogénio com
0s aminoacidos Y150, K199 e R257, ja as interagdes m com os residuos L238 e A291. Nas
proteinas mutantes 1HK2 e 1HK3, houve um aumento do numero de residuos que
participam das interagdes, com destaque para a interagao n do residuo H218 em 1HK2 e,
em 1HK3, para as interacdes de P218 (rt) e K195 (HB). A Figura 3.13 apresenta as interacdes
para o sitio Sudlow | nas trés proteinas. As duas proteinas mutantes mostraram maior
afinidade que a nativa, devido ao aumento das interacdes it e a presenca dos residuos H218

e K195, carregados positivamente.
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(R)

Ala291

Lys199

(8)

Ala291
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HB1

Pro218 d

Figura 3.13. Representac¢do das interagdes 1t e das ligagcdes de hidrogénio no Sitio de Liga¢do Sudlow | da
Proteina HSA com o Ligante T4. (A) proteina nativa 1HK1 e proteinas mutantes (B) 1HK2 (R218H) (C) 1HK3
(R218P).

As interacOes dos dtomos de iodo do T4 com as proteinas 1HK1, 1HK2 (R218H) e
1HK3 (R218P) estdo apresentadas nas Tabelas 3.4, 3.5 e 3.6, respectivamente. Nas proteinas
mutantes 1HK2 e 1HK3, observou-se o aumento de uma ligacdo de hidrogénio entre o iodo
I3' e 0 residuo L238 em 1HK2 (R218H), além da inclusdo do residuo Q196. Em 1HK3,
identificou-se a presenca adicional dos residuos K195 e Q196, em compara¢cdao com a
proteina nativa 1HK1. Nos Apéndices 1, 2 e 3, as Tabelas 1B, 2B e 3B descrevem
detalhadamente as interacdes entre os dtomos de iodo do ligante T4 com as proteinas

1HK1, 1HK2 e 1HK3, respectivamente.



49

Tabela 3.4. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK1 com os iodos de T4. Em azul sdo os
residuos carregados positivamente e em lilas as interacdes com os atomos de iodo

Sudlow |
PROTEINA | HGANTE
1HK1 T4-RX | VY150 | K199 | R222 1238 H242 | R257 1200 | A291
13 X X X
B
I5 X X X
A 13" X
(OH) I5' X X X X

Tabela 3.5. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T4. Em azul sdo
os residuos carregados positivamente e em lilas as interagdes com os atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T4-RX Y150 | Q196 K199 R222 L238 H242 R257 1290 A291
13 X X
B
15 X X X X
A 13' X X X
(OH) I5' X X X X

Tabela 3.6. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK3 (R218P) com os iodos de T4. Em azul sdo
os residuos carregados positivamente e em lilas as interagdes com os atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK3 T4-RX Y150 Q196 K199 | R222 L238 H242 R257 1290 A291
13 X X X
B
15 X X
A 13' X X
(OH) I5' X X X X X

A analise de interacdo no sitio Sudlow Il com o horménio T4 apresentou interacdes

mt.com o residuo L394 e ligagdes de hidrogénio com Y411 e S489 na proteina 1HK2 (R218H)

(Figura 3.14). No Apéndice 4, na Tabela 4A apresenta, de forma detalhada, as interagdes do

ligante T4 com o sitio Sudlow Il na proteina mutantelHK2.
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Tyrd11

Leu394

Figura 3.14. Representac¢do das interagdes it e das ligacdes de hidrogénio no Sitio de Ligagdo Sudlow Il da Proteina
HSA mutante 1HK2 (R218H) com o Ligante T4.

No Apéndice 4 na Tabela 4B descreve detalhadamente as interagdes dos atomos de
iodo do ligante T4 com a proteina 1HK2 (R218H) no sitio Sudlow II. Os residuos Q390, N391 e
L407 interagem apenas com o |3, enquanto o aminodcido R410, carregado positivamente,
estabelece interagdes com os atomos I5 e 15°. O residuo L387 interage com os atomos de iodo
I3 e 13’, ao passo que Y411 interage com 13’, e S489 com |5’. As interagdes dos atomos de iodo

do hormonio T4 com a proteina mutante 1HK2 estao detalhadas na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T4. Em azul sdo
os residuos carregados positivamente e em lilas as interagdes com os atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow II
1HK2 T4- RX 1387 | Q390 | N391 | 1394 | 1407 | R410 | Y411 | K414 | S489
B 13 X X X
I5 X X
A 13' X X
(OH) I5' X X X




51

Nos Apéndice 5, a Tabela 5A apresenta detalhadamente as interacdes do ligante T4
com o sitio FA5a na proteina mutantelHK2. Foi observado a presenga de duas interagdes 1t
com os residuos F507 e 1513, e uma ligacdo de hidrogénio com T506 e T508. A Figura 3.15

apresenta as interagdes no sitio FA5a com o hormonio T4 na 1HK2 (R218H).

lle513 ity

Thr506

Figura 3.15. Representagdo das interagdes 1t e da ligagdo de hidrogénio no Sitio de Ligagdo FA5a da
Proteina HSA mutante 1HK2 (R218H) com o Ligante T4.

As interagOes dos atomos de iodo do T4 com a proteina 1HK2 no sitio FA5a
estdo apresentadas na Tabela 3.8. Os residuos F507, F551 e V555 interagem com mais de
um atomo de iodo: F507 interage com I3 e I5, F551 interage com I5 e 15’, e V555 interage
com 13’ e I5. Os residuos K524 e A528 formam interacdes com I3 além dos atomos I3’ e 157,
respectivamente, enquanto 1513 interage tanto com 13’ quanto com 15. No Apéndice 5 na
Tabela 5B descreve detalhadamente as interagdes dos atomos de iodo do ligante T4 com

a proteina 1HK2 (R218H).
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Tabela 3.8. Andlise de Interagdo do Sitio FA5a da proteina 1HK2 (R218H) com os iodos de T4.
Em lilas interagdes com atomos de iodo e os residuos em azul sdo carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE FA5a
1HK2 T4- RX T506 F507 1513 K524 A528 F551 V555
13 X X X
B
15 X X X X
A 13' X X
(OH) I5' X X

O sitio FA5b estd localizado em uma parte muito flexivel da proteina HSA, o que
dificulta a obtengao de uma densidade eletronica bem definida. A analise das interagdes
no sitio FA5b com o hormonio T4 na proteina 1HK2 (R218H) apresentou duas intera¢des 1
com os residuos F502 e L532 (Figura 3.16). No Apéndice 6 na Tabela 6A descreve

detalhadamente as interacdes do ligante T4 com a proteina 1HK2 (R218H).

Phe502 e

Figura 3.16. Representac¢do das interagdes it e da ligagdo de hidrogénio no Sitio de Ligagdo FA5b da
Proteina HSA mutante 1HK2 (R218H) com o Ligante T4.
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As interagdes de cada iodo de T4, avaliadas para a proteina 1HK2 (R218H) no

sitio FASb, estao apresentadas na Tabela 3.9. O residuo F507 interage com I5’, enquanto

A528 interage apenas com I3’. O residuo L532 apresenta interagdes com os atomos I3’ e

I5’. O residuo H535 interagem com I3 e I5” e o L575 apenas com I5. O aminodcido F551

estabelece interagdes tanto com 13’ quanto com I5. No Apéndice 6, na Tabela 6B descreve

detalhadamente as interagdes do ligante T4 com a proteina 1HK2 (R218H).

Tabela 3.9. Andlise de Interagdo do Sitio FAS5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T4. Em lilas
interacGes com atomos de iodo e os residuos em azul sdo carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE FASb
1HK2 T4-RX F502 F507 A528 | 1532 | H535 V547 F551 L575
13 X X
B I5 X X X
A 13' X X X X
(OH) I5' X X X X

As interagdes 1t e as ligagOes de hidrogénio, para as duas proteinas nativas HSA que

contém acidos graxos FA e possuem apenas o Cleft, estdo demostradas na Figura 3.17. A

proteina nativa 1HK4 e a mutante 1HK5 (R218H) apresentam interacdes mcom A291 e Y452.

As ligacoes de hidrogénio em 1HK4 ocorrem com os residuos D187 e K436, enquanto na

mutante 1HKS5, a ligacdo ocorre com D429. Nos Apéndices 7 e 8, nas Tabelas 7A e 8A

descreve detalhadamente as interagdes do ligante T4 com as proteinas 1HK4 e a mutante

1HKS.
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Lys436

Tyrd52

Ala191

Asn429

Figura 3.17. Representagado das interagOes 1t e da ligacdo de hidrogénio no Sitio de Ligagdo Cleft da Proteina
HSA nativa 1HK4 e a mutante 1HK5 (R218H) com o Ligante T4.
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As interacdes de cada iodo de T4, avaliadas para as proteinas 1HK4 e 1HK5 (R218H),
estdo apresentadas nas Tabelas 3.10 e 3.11, respectivamente. Na mutante 1HK5, foi
observado um aumento nas ligagdes de hidrogénio, com uma ligagdo entre o iodo 15' e D187
e outra entre oiodo I13' e o residuo Y452. Nos Apéndices 7 e 8, nas Tabelas 7B e 8B descreve
detalhadamente as interagdes dos iodos do ligante T4 com as proteinas 1HK4 e 1HKS5,

respectivamente.

Tabela 3.10. Analise de Interagao do Cleft da proteina 1HK4 com os iodos do hormonio T4. Em
azul sdo os residuos carregados positivamente, em vermelho os residuos carregados
negativamente e em lilas interacGes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE CLEFT
1HK4 T4-RX | D187 | Q188 | A191 | K195 | D429 | V433 | K436 | D451 | Y452
13 X X
B
I5 X X
13" X X X
A (OH)
I5' X X

Tabela 3.11. Analise de Interagdo do Cleft da proteina 1HK5 (R218H) com os iodos do hormdnio
T4. Em azul sdo os residuos carregados positivamente, em vermelho os residuos carregados
negativamente e em lilas interacGes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE CLEFT
1HK5 T4-RX D187 Q188 Al191 K195 D429 | v433 | K436 | D451 | Y452
13 X X
B I5 X X
A 13" X X
(OH) I5' X X X




3.5 Estudos de Redocking

56

Para o redocking molecular das cinco proteinas HSA — 1HK1 nativa, 1HK2 (R218H),

1HK3 (R218P), 1HK4 nativa e 1HK5 (R218H) — foram testados raios de 5, 6, 7 e 8. A Tabela

3.12 apresenta os parametros adotados para cada complexo no redocking. Nao foi

necessario ajustar os parametros para os outros ligantes T3 e T3IP, uma vez que todos

possuiam o mesmo nimero de atomos.

Tabela 3.12. Parametros determinados para os cdlculos de docking

Acidos Sitios Raio da
Proteina | Tipo de Sitio Raio (A) cavidade Constrain
graxos | . . A
ligacdo (A)
Sudlow | 6 12.8 nao
. o Sudlow Il 6 12.0 ligacdo de H com S489
1HK1 nativa nao 4 FAGa 6 13.4 nao
FASb 8 8.0 centro no I3’
1HK2 R218H nao 4 Sudlow | 6 12.9 nao
1HK3 R218P nao 4 Sudlow | 6 12.8 nao
1HK4 nativa sim 1 Cleft 5 12.7 ndo
1HKS R218H sim 1 Cleft 5 11.3 nao

As mutagdes das proteinas 1HK2 e 1HK3 ocorrem no sitio de ligagdo Sudlow I. Os

resultados do redocking do ligante T4 (RX) nesse sitio para as trés proteinas HSA estdo

apresentados na Figura 3.18.
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1HK1 —62.3
1HK2 o4

(R218H) )
1HK3 678
(R218) )

Figura 3.18. Resultados dos experimentos de redocking, nas proteinas 1HK1 (rosa), 1HK2 (verde) e 1HK3 (azul)
no sitio Sudlow | para o hormdnio T4 (RX). O ligante em cinza é o ligante cristalografico em todos os casos.

Os resultados dos estudos de docking indicam que os escores seguem a ordem: 1HK2
< 1HK3 < 1HK1, sugerindo maior afinidade pelas proteinas mutantes em compara¢do com
a nativa. A diferenca de escores encontrada foi: Aescore (1HK2-1HK1) = 7.1 e Aescore (1HK3-
1HK1) = 5.5.

A Figura 3.19 mostra os residuos que diferenciam o sitio Sudlow I: arginina 218,
histidina 218 e prolina 218 em interagdo com o hormonio T4 (RX), com a superficie de van
der Waals calculada para os trés aminoacidos e o ligante cristalografico. Nesta situacao,

ocorrem dois tipos de mudanca: uma espacial e a outra referente as cargas. Do ponto de
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vista espacial, R218 (1HK1) ocupa um espa¢o maior que os outros residuos, e a prolina
(1HK3) ocupa o menor espaco. A area superficial acessivel as cadeias laterais, determinada
em unidades arbitrdrias para arginina vale 152.9, a da histidina 98.2 e para a prolina 79.5
(EL MAATY, ABO-ELKHIER, ABD ELWAHAAB, 2010). DARBY & CREIGHTON (1993), colocam
para as areas superficiais acesseis dos residuos de aminoacidos, em A2, os valores de 241,
194 e 143 para a arginina, a histidina e a prolina, respectivamente. Do ponto de vista de
cargas, visto que a R218 é um residuo carregado positivamente, quando substituido pela
H218, enfraquece a interacdo, por ser menos positivo. A substituicdo por P218, que é um

aminoacido com cadeia lateral ndo polar, elimina a caracteristica positiva dessa regiao de

interagao.
. CoOo T4 7 coo
HaN*—C—H B
3
NH*
\HN
Sz
Arginina HisTidina
Arg, R His, H
pka=12 pka=6
THK1 THK2

(elele}
NH,*

Prolina
Pro, P

cadeia lateral nao polar
THK3

Figura 3.19. Residuos arginina 218, histidina 218 e prolina 218 com o hormonio T4 (RX) com a superficie de van der
Waals calculada para os trés aminoacidos e o ligante cristalografico.

A Figura 3.20 mostra as poses e os escores obtidos para o sitio de ligacao Sudlow II.
Os escores obtidos seguem a ordem 1HK3 < 1HK1 < 1HK2, mas com diferengas menores em

Compara(;éo a0 SitIO SudIOW I: Aescore (lHKZ‘lHKl) = 1.3 e Aescore (1HK3‘1HK1) = 0.9. ISSO
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sugere uma afinidade semelhante entre as proteinas, o que era esperado, ja que ndo ha

alteragdes nos aminoacidos deste sitio nas trés proteinas.

1HK1 —53.6

1HK2 523
(R218H) )

1HK3 545
(R218P) )

Figura 3.20. Resultados dos experimentos de redocking, nas proteinas 1HK1 (rosa), 1HK2 (verde) e 1HK3 (azul)
no sitio Sudlow Il para o hormonio T4 (RX). O ligante em cinza é o ligante cristalografico em todos os casos.

A Figura 3.21 apresenta as poses e 0s escores obtidos para o sitio FA5a. Os escores
seguem 1HK2 < 1HK1 < 1HK3. Novamente, a diferenca de escores é menor em comparacao

ao SI'tIO SudIOW I: Aescore (lHKZ‘lHKl) = 0.8 e Aescore (1HK3‘1HK1) = 1.2.
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1HK1 —77.4

1HK2 282
(R218H) )

1HK3 6.2
(R218P) )

Figura 3.21. Resultados dos experimentos de redocking, nas proteinas 1HK1 (rosa), 1HK2 (verde) e 1HK3 (azul)
no sitio FA5a para o hormonio T4 (RX). O ligante em cinza é o ligante cristalografico em todos os casos.

O sitio FA5b ndo apresentou conformacgdes que seguissem as orientacdes de T4 (RX)
nas proteinas 1HK1 e 1HK3 (R218P), devido a sua localizacdo em uma regido altamente
flexivel da estrutura proteica. Essa flexibilidade dificulta a obteng¢ao de uma densidade
eletrénica bem definida, comprometendo a precisdo do modelo e das interacdes previstas
nesse local. A saida do redocking do ligante T4 (RX) na proteina 1HK2 (R218H) no sitio de
ligacdo FA5b esta apresentada na Figura 3.22. Dado que os escores para as regioes fora do

sitio Sudlow | foram similares, este valor foi considerado representativo para o sitio FA5b.
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1HK2
(R218H)

— 56.7

Figura 3.22. Resultados dos experimentos de redocking, na proteina 1HK2 (verde) no sitio FA5b para o
hormonio T4 (RX). O ligante em cinza é o ligante cristalografico.

A Figura 3.23 apresenta o redocking para as duas proteinas HSA: 1HK4 (nativa) e
1HK5 (R218H, mutante), que contém acidos graxos em seus sitios de ligacdo e possuem

apenas um sitio de ligacdo para o hormodnio T4.

1HK4 — 63.5
1HKS
— 65.9
(R218H)

Figura 3.23. Resultados dos experimentos de redocking, na proteina 1HK4 (marrom) € 1HK5 (azul) no Cleft

para o horménio T4 (RX). O ligante em cinza é o ligante cristalografico.
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A Tabela 3.13 apresenta os resultados encontrados na literatura dos valores das
constantes de dissociacdo (Kd) para as proteinas, 1HK1, 1HK2 (R218H), 1HK3 (R218P), 1HK4
e 1HK5 (R218H) (PETITPAS et al., 2003).

Tabela 3.13. Constantes de dissociagdo para proteinas HSA complexadas com T4. Dados obtidos PETITPAS
etal., 2003

proteina Kd (nM) acidos graxos
1HK1 - nativa 2300 livre
1HK2 — R218H 170 livre
1HK3 — R218P 260 livre
1HK4 - nativa 4900 sim
1HK5 — R218H 5720 sim

A interagao Proteina P com o Ligante L obedece as leis da Termodinamica, assim
para associar a afinidade de ligagdao do ligante T4 com as proteinas usando a constante de
dissociacdo (Kd), pode-se utilizar a equacdo de afinidade de ligacdo, que é a inversa da
constante de dissociacao:

ky K, [PL] 1

P+ L e PL K, =K, = = ——— ~ K = —
k, AT K, [PIL] TP TOK,

Na equacgdo de afinidade de ligagdo, k1 e k2 sdo as constantes de velocidade de

associagao e dissociagdo, respectivamente, e as constantes K4 e Kp sao as constantes de

equilibrio no sentido de associacdo e dissociacdo. Quanto menor o valor de Kp maior a
afinidade da interagao proteina-ligante (PL).

Estes valores de Kp se referem a situagdao em que todos os ligantes sofreram a
dissociagdo. Para possibilitar a comparagao, foram considerados os escores dos quatros
sitios de ligagdo (Sudlow’s I, Sudlow’s Il, FA5a e FA5b) para o hormonio T4 nos receptores
1HK1, 1HK2 (R218H), 1HK3 (R218P). O valor do escore obtido na proteina 1HK2 (R218H) no
sitio FA5b foi replicado para as proteinas 1HK1 e 1HK3 (R218P), que ndo apresentaram
saidas compativeis com a orientacdo de T4(RX). A soma desses valores estd apresentada na

Tabela 3.14.
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Tabela 3.14. Resultados das somas dos experimentos de redocking, nas proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3 nos

quatro sitios de ligagdo para o horménio T4 (RX)

Ligante Sitio Proteinas escores
1HK1 1HK2 1HK3
T4 (RX) Sudlow | —62.3 —69.4 —67.8
Sudlow Il —53.6 —52.3 —54.5
FA5a —77.4 —78.2 —76.2
FA5b —56.7 —56.7 —56.7
z —250.0 —256.6 —255.2

A soma dos escores fica na seguinte ordem: 1HK2 < 1HK3 < 1HK1, sendo compativel
com os valores de Kp apresentados na Tabela 3.12. No presente estudo, esse resultado pode

estar relacionado principalmente a variagao observada no sitio Sudlow I, uma vez que as
diferencas nos escores dos demais sitios sdo relativamente pequenas.

Em relagdo as proteinas que possuem acidos graxos, 1HK4 e a 1HKS5, os valores de
escores foram — 63.5 para 1HK4 e de — 65.9 para a 1HK5 (R218H). Escores mais negativos
no redocking podem indicar uma maior afinidade de ligacdo. Embora ndo sejam uma

medida direta da afinidade, valores mais baixos tendem a sugerir essa caracteristica.

3.6 Estudo de Docking molecular com os ligantes T3 e T3IP

A albumina sérica humana (HSA) desempenha o papel de transporte tanto para os
hormonios T4 quanto para o T3. Considerando que o hormdnio T3 possui um atomo de iodo
a menos que o T4, foram realizadas modificagdes a partir da estrutura do T4 (RX) para gerar
o T3 e os T3IP. Sendo T3 biologicamente ativo e T3-4 (T3 reverso) biologicamente inativo.
As moléculas de T3 foram denominadas de forma distinta, identificando posi¢des diferentes
para os trés atomos de iodo, demostradas na Figura 2.4 no capitulo 2.

Os resultados dos experimentos de docking com os ligantes T3 e os T3IP nas trés
proteinas a 1HK1 e nas mutantes 1HK2 (R218H) e 1HK3 (R218P) no sitio de ligacdo Sudlow
|, estdo demonstrados na Tabela 3.15. Os escores dos ligantes T3 e T3-2, com o iodo

removido do anel A, foram semelhantes e maiores que os escores dos ligantes T3-3 e T3-4,
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nos quais o iodo foi removido do anel B. Esses ultimos também apresentaram valores

proximos entre si.

Tabela 3.15. Resultados dos experimentos de docking, nas proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3 no Sudlow | para

os ligantes T3 e T3IP

(sitio — raio A) Ligantes Proteinas escores
1HK1 1HK2 (R218) | 1HK3 (R218P)
T3 —55.8 —66.0 —64.3
T3-2 —55.6 —65.7 —64.2
Sudlow | -6
T3-3 —52.4 —58.8 —60.4
13-4 —52.3 —58.4 —60.7

A Tabela 3.16 apresenta os resultados do docking com os ligantes T3 e T3IP nas trés

proteinas HSA no sitio Sudlow Il. Os resultados foram semelhantes aos observados no sitio

Sudlow [, onde os ligantes T3 e T3-2 apresentaram escores maiores que os ligantes T3-3 e

T3-4.

Tabela 3.16. Resultados dos experimentos de docking, nas proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3 no Sudlow Il para

os ligantes T3 e T3IP

(sitio — raio ,&) Ligantes proteinas escores
1HK1 1HK2 (R218) 1HK3 (R218P)
T3 —51.8 —50.2 —52.4
Sudlow II- 6 T3-2 —52.1 —51.7 —52.3
T3-3 —48.5 —44.6 —48.5
13-4 —47.9 —43.9 —46.1

Os resultados do docking para o sitio FA5a com os ligantes T3 e T3IP estao

apresentados na tabela 3.17. Assim como observado nos outros sitios de ligacao, os ligantes

T3 e T3-2 exibiram escores semelhantes e maiores que os T3-3 e T3-4.
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Tabela 3.17. Resultados dos experimentos de docking, nas proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3 no FA5a para os
ligantes T3 e T3IP

proteinas escores
. o ligantes
(sitio — raio A) 1HK1 1HK2 (R218H) | 1HK3 (R218P)
T3 —69.9 —69.3 —66.7
T3-2 —70.1 —70.0 —66.9
FA5a -6
T3-3 —59.9 —62.6 —52.2
T3-4 —58.2 —60.8 —53.5

A Tabela 3.18 apresenta os resultados do docking para o sitio FA5b com os ligantes
T3 e T3IP. Este sitio ndo apresentou saidas que seguissem as orientagdes de T4 (RX) nas
proteinas 1HK1 e 1HK3 (R218P), pois esta localizado em uma regido altamente flexivel da
estrutura proteica. Na proteina 1HK2 (R218H), no sitio FA5b, os ligantes T3-3 e T3-4
apresentaram escores maiores que os ligantes T3 e T3-2 diferindo dos outros trés sitios de

ligacao.

Tabela 3.18. Resultados dos experimentos de docking, nas proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3 no FA5b para os
ligantes T3 e T3IP

. proteinas escores
(sitio — raio A) ligantes
1HK1 1HK2 (R218H) | 1HK3 (R218P)

T3 — —52.7 -

T3-2 — —534 -
FA5b-8

T3-3 — —61.2 —
13-4 — —60.6 —

Para as duas proteinas HSA, 1HK4 (nativa) e a mutante 1HK5 (R218H), que contém
acidos graxos em seus sitios de ligagao e apresentam apenas um sitio de ligagao para o
hormonio T4, denominado Cleft, as saidas do redocking do ligante T4 (RX) estdo
apresentadas na Tabela 3.19. Em todos os ligantes, a mutante 1HK5 (R218H) exibiu escores
maiores que a proteina nativa, com os ligantes T3 e T3-2 apresentando escores superiores

aos dos ligantes T3-3 e T3-4.
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Tabela 3.19. Resultados dos experimentos de docking, nas proteinas 1HK4 e 1HKS5 no Cleft para os ligantes
T3 e T3IP

) proteinas escores
(sitio — raio A) ligantes
1HK4 1HK5 (R218H)

T3 —53.1 —56.7

T3-2 —57.2 —58.9
Cleft-5

T3-3 —48.2 —59.4
T3-4 —47.6 —56.5

Para verificar a influéncia de cada um dos ligantes nas proteinas HSA, foram
somados os escores dos quatro sitios de ligagdo nas trés proteinas: 1HK1, 1HK2 (R218H) e
1HK3 (R218P). Esses valores foram comparados com os resultados de T4 (RX) e estdo

apresentados na Tabela 3.20.

Tabela 3.20. Resultados das somas dos quatro sitios das proteinas 1HK1, 1HK2 e 1HK3 com o ligantes T4,
T3eT31IP

(sitio — raio 10 A) 2 de todos os sitios das proteinas HSA
1HK1 1HK2- R218H 1HK3 — R218P
T4 —250.0 —256.6 —255.2
T3 —230.2 —238.2 —236.1
T3-2 —231.2 —240.8 —236.8
T3-3 —222.1 —227.2 —223.2
T3-4 —219.0 —220.9 —220.8

Os ligantes T3 (biologicamente ativo) e T3-2 sdo considerados equivalentes, assim
como os ligantes T3-3 e T3-4 (biologicamente inativo), devido a capacidade dessas
estruturas de rotacionar em busca da posicdo de menor energia. Essa flexibilidade
estrutural permite que diferentes conformagdes sejam alcangadas, resultando em
interagdes semelhantes com as proteinas HSA. Os ligantes na forma biologicamente ativa
do hormonio tireoidiano T3 e T3-2 apresentaram escores semelhantes e maiores do que os
dos ligantes biologicamente inativo o T3-3 e T3-4 nas cinco proteinas HSA. A soma dos
escores para T3 segue a ordem: 1HK2 < 1HK3 < 1HK1, a mesma observada para o T4.

Os valores experimentais das constantes de ligagdo dos horménios T4 (Ka = 1 x 101°)

e T3 Ka = 1 x 10%, demostram uma afinidade maior para T4 que foram compativeis com os
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resultados encontrados nos escores apresentados na Tabela 3.20 (Mimoto & Refetoff,
2020). O mesmo ocorreu nas proteinas que apresentam apenas o Cleft, onde a mutante

1HKS apresentou escores maior que a nativa 1HK4.

3.7. Andlise das Intera¢des do docking molecular com o ligante T3

Dada a similaridade das estruturas dos ligantes, T4 e T3 (diferindo por apenas um
atomo de iodo), foram realizadas analises das interacdes dos complexos obtidos no docking
molecular para avaliar as diferengas entre eles. As analises das interagdes foram realizadas
de acordo com a Tabela 3.3 da andlise de T4 para comparar com o ligante T3.

As interagdes dos atomos de iodo do horménio T3 com a proteina 1HK1 estao
detalhadas no Apéndice 9, na Tabela 9A. A analise de interagdo no sitio Sudlow | na proteina
1HK1 com o hormonio T3 revelou interacdes m com os residuos L238 e A291, além de
ligacGes de hidrogénio com os aminoacidos K199, R222 e R257 (Figura 3.24). Em
comparagdo ao T4 (Figura 3.13 A), observou-se a auséncia da ligagdo de hidrogénio com
Y150 e a presenca de uma interacdo com R222 (HB). O hormonio T4 apresentou uma maior

afinidade com um escore de -62.3 que T3 com -55.8.
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Leu238
Ala291

Lys199

Arg222

Figura 3.24. Representacdo das interacdes m e da ligacdo de hidrogénio no Sitio

de Ligacdo Sudlow | da Proteina HSA nativa 1HK1 com o Ligante T3.

As interacdes de cada iodo de T3 avaliadas para a proteina 1HK1 estdo
apresentadas na Tabela 3.21. O ligante T3 perdeu a interacdo com o residuo carregado
positivamente R218 (vdW) e as ligacdes de hidrogénio do I5' com o residuo K199 e do 13"
com 1290, que estavam presentes no T4 (Tabela 3.4). No Apéndice 9, na Tabela 9B descreve

detalhadamente as intera¢des do ligante T3 com a proteina 1HK1.

Tabela 3.21. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK1 com os iodos de T3. Em azul sdo os
residuos carregados positivamente e em lilas as interacdes dos atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK1 T3 Y150 | K199 | R222 L238 H242 R257 1290 A291
13 X X X
B
I5 X X X
A 13' X X X
(OH)
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Na proteina 1HK2 (R218H) T4 também apresentou uma maior afinidade com um
escore de -69.4 que T3 com -66.0. A andlise de interacdo no sitio Sudlow | com T3 revelou
interacdes m com os residuos H218, L238 e A291, além de ligacdes de hidrogénio com
aminodcidos Y150, R222 e R257 (Figura 3.25). Em comparacdo ao T4 (Figura 3.13 B),
observou-se a auséncia da ligacdo de hidrogénio com o residuo carregado positivamente
K199 e a presenga de uma interagdo com R222 (HB). As interagdes do hormdnio T3 com a

proteina mutante 1HK2 estdo detalhadas no Apéndice 10, na Tabela 10A.

Tyr150

Ala291

Leu238

Figura 3.25. Representac¢do das interagdes 1 e da ligagdo de hidrogénio no Sitio de Liga¢do Sudlow | da
Proteina HSA mutante 1HK2 (R218H) com o Ligante T3.

As interacOes de cada iodo de T3 avaliadas para a proteina mutante 1HK2 estdo
apresentadas na Tabela 3.22. Foi observado que o ligante T3 perdeu a interagcdo com o
residuo Q196 e uma das ligacdes de hidrogénio com os residuos Y150, K199 e A291, que
estavam presentes no T4 (Tabela 3.5). No Apéndice 10, na Tabela 10B descreve
detalhadamente as interacdes dos dtomos de iodo do ligante T3 com a proteina mutante

1HK2.
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Tabela 3.22. Anélise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3. Em azul
sdo os residuos carregados positivamente e em lilas as interacGes dos atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T3 Y150 | H218 | K199 | R222 L238 H242 | R257 | 1290 | A291
13 X X X
B
I5 X X X
A 13' X X X
(OH)

A analise de interagdo no sitio Sudlow | na proteina 1HK3 (R218P) com o hormonio

T3 mostrou intera¢des m com os residuos P218, L238 e A291 e ligacdes de hidrogénio com

os aminoacidos K195, K199, R222 e R257 (Figura 3.26). Em comparacdo ao T4 (Figura 3.13

C), observou-se a auséncia da ligacdo de hidrogénio com Y150 e a presenca de interacdes

com R222 (HB). T4 também apresentou uma maior afinidade com um escore de -67.8 que

T3 com -64.3. As interagdes do hormonio T3 com a proteina mutante 1HK3 estao detalhadas

no Apéndice 11, na Tabela 11A.
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Ala291

Lys199

Lys195

HB1
Pro218

b 1121

Arg222

Figura 3.26. Representacdo das interagGes 1t e da ligagdo de hidrogénio no Sitio de Ligagdo Sudlow | da
Proteina HSA mutante 1HK3 (R218P) com o Ligante T3.

As interacdes de cada iodo de T3 avaliadas na mutante 1HK3 estdo
apresentadas na Tabela 3.23. Verificou-se que o ligante T3 perdeu uma interacdo com o
residuo Q196, além de uma ligacdo de hidrogénio com o residuo carregado positivamente
R257, que estavam presentes no hormoénio T4 (Tabela 3.6). No Apéndice 11, na Tabela 11B
descreve detalhadamente as interagdes dos atomos de iodo do ligante T3 com a proteina

mutante 1HK3.
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Tabela 3.23. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK3 (R218P) com os iodos de T3. Em azul
sdo os residuos carregados positivamente e em lilas as interacGes dos atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK3 T3 Y150 K199 R222 L238 H242 R257 1290 A291
13 X X X
B
I5 X X
A 13' X X X X X
(OH)

A ordem dos escores de T3 no Sudlow | nas proteinas HSA foi 1HK2 > 1HK3 > 1HK1.
Na proteina mutante 1HK2, observou-se um aumento na interagao do residuo H218
(interagdo m), além de uma ligagdao de hidrogénio entre o 13' e os residuos 1290 e L238. Em
1HK3, foram identificados um aumento nos residuos K195 (HB) e P218 (interacdo m), além
de uma ligagao de hidrogénio entre o 13' e o residuo K199, em comparagdo com a proteina
nativa 1HK1.

Em T4 foram analisados somente o Sudlow | nas trés proteinas HSA pelo fato de
conterem o residuo 218. Os demais sitios sdo similares, e para T3 foram seguidas as mesmas
anadlises de interacdo de T4 (Tabela 3.3).

A Figura 3.27 apresenta a analise das interagdes no sitio Sudlow Il com o hormonio
T3 na 1HK2 (R218H), que manteve as interacdes 1 com o residuo L394 e as ligacGes de
hidrogénio com Y411 e S489, conforme identificado para T4 (Figura 3.14). T4 apresentou
uma maior afinidade com um escore de -52.3 que T3 com -50.2. As interagdes do hormdnio

T3 com a proteina mutante 1HK2 estdao detalhadas no Apéndice 12, na Tabela 12A.
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Figura 3.27. Representacdo das interagdes n e da ligagdo de hidrogénio no Sitio de Ligagdo Sudlow Il da
Proteina HSA mutante 1HK2 (R218H) com o Ligante T3.

As interagdes de cada iodo de T3 avaliadas na mutante 1HK2 estdo apresentadas na

Tabela 3.23. Pode-se observar que o ligante T3 perdeu a interacdo com os residuos

carregados positivamente R410 e K414, além de uma ligagao de hidrogénio do I13' com L387

e duas ligacOes entre I13' e I5' com Y411, que estavam presentes no hormonio T4 (Tabela

3.11). As interagGes dos iodos de T3 com a proteina mutante 1HK2 estdo detalhadas no

Apéndice 12, na Tabela 12B.

Tabela 3.23. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3. lilas as

interacGes dos atomos de iodo

PROTEINA LIGANTE Sudlow Il
1HK2 T3 L387 Q390 N391 L394 L407 Y411 $489
13 X X X
B
15 X X
A
13' X
(OH)
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T4 apresentou uma maior afinidade com um escore de -78.2 que T3 com -69.3. A
Figura 3.28 esta representando as interagdes no sitio FA5a da mutante 1HK2 com o
hormoénio T3. Observou-se uma interacdo 1 com os residuos F507 e duas ligacbes de
hidrogénio com K524, enquanto em T4 (Figura 3.15) a interacdo m foi com residuo F507 e
as duas ligacdes de hidrogénio com T508. As interacdes do ligante T3 com a proteina

mutante 1HK2 estdo detalhadas no Apéndice 13, na Tabela 13A.

Phe507

Lys524

Figura 3.28. Representagdo das intera¢des 1 e da ligagdo de hidrogénio no Sitio de Ligagdo FA5a da Proteina
HSA mutante 1HK2 (R218H) com o Ligante T3.

As interacdes de cada iodo de T3 avaliadas para a proteina 1HK2 (R218H) no sitio
FA5a estdo apresentadas na Tabela 3.24. Foi observado que o ligante T3 perdeu uma
interacdo entre o 15 e o residuo K524, que estavam presentes no T4 (Tabela 3.12). As
interacdes dos iodos de T3 com a proteina mutante 1HK2 estao detalhadas no Apéndice 13,

na Tabela 13B.



75

Tabela 3.24. Anélise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3. Em azul
sdo os residuos carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE FA5a
1HK2 T3 F507 1513 K524 A528 F551 V555
13 X X X
B
15 X X X X
A 13' X
(OH)

A analise das interacdes no sitio FA5b da proteina 1HK2 (R218H) com o hormdnio T3
(Figura 3.29) mostrou que a interagdo m com o residuo F502, observadas em T4 (Figura
3.16), foi mantida. Além disso, houve uma nova interacdo m com L575 e uma ligacdo de
hidrogénio com A508. T4 apresentou uma maior afinidade com um escore de -56.6 que T3
com -52.7. As interagdes do ligante T3 com a proteina mutante 1HK2 estao detalhadas no

Apéndice 14, na Tabela 14A.

Leu575

Phe502

Ala528

Figura 3.29. Representacdo das interagdes 1 e da ligagdo de hidrogénio no Sitio de Ligagdo FA5b da Proteina
HSA mutante 1HK2 (R218H) com o Ligante T3.
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As interacgOes de cada um dos iodos de T3 avaliados na mutante 1HK2 no sitio FASb
estdao apresentadas na Tabelas 3.25. O ligante T3 perdeu a interagao com os residuos F507
e V547, e uma das ligacdes de hidrogénio entre 15’ com F502, L532 e H535 e entre 13’com
os residuos A528, L532 e F551 que estavam presentes no horménio T4 (Tabela 3.13). As

interagdes dos iodos de T3 com a proteina mutante 1HK2 estdo detalhadas no Apéndice 14,

na Tabela 14B.

Tabela 3.25. Anélise de Interagdo do Sitio FASb da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3. Em azul sdo
os residuos carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE FASb
1HK2 T3 F502 A528 L532 H535 F551 L575
13 X
B
I5 X X X
A 13'
(OH)

Para a proteina nativa 1HK4, a analise das interagdes no Cleft com o hormdnio T3 é
apresentada na Figura 3.30. T4 apresentou uma maior afinidade com um escore de -64.0
gue T3 com -54.5. O ligante T3 manteve as intera¢des 1t com os residuos Y452 e A191, além
de uma das ligagdes de hidrogénio com K436, observadas em T4 (Figura 3.14 A), e
apresentou uma nova interagdao m com E188. As interagdes do ligante T3 com a proteina

1HK4 estdo detalhadas no Apéndice 15, na Tabela 15A.
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Glu188

Ala191

\

Figura 3.30. Representacdo das interagdes 1 e da ligagdo de hidrogénio no Sitio de Ligagdo FA5b da Proteina
HSA mutante 1HK2 (R218H) com o Ligante T3.

As interagdes de cada iodo de T3 avaliadas na proteina 1HK4 no Cleft estao
apresentadas na Tabela 3.26. Em comparacao ao T4, o ligante T3 perdeu interacdes com os
residuos D429 e V433, que estavam presentes no T4 (Tabela 3.10). As intera¢des dos iodos

de T3 com a proteina mutante 1HK2 estao detalhadas no Apéndice 15, na Tabela 15B.

Tabela 3.26. Analise de Interagdo do Cleft com a proteina da 1HK4 com os iodos de T3. Em azul

sdo os residuos carregados positivamente
PROTEINA | LIGANTE CLEFT
1HK4 T3 D187 Q188 A191 K195 K436 D451 Y452
13 X X X
B
15 X
A
13' X X X
(OH)
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3.8. Andlise das Interagdes do docking molecular com os ligantes T3IP

Os resultados da dinamica e do docking molecular demonstraram que T3 e T3-2 sao
equivalentes, assim como T3-3 e T3-4. Além disso, os ligantes T3 e T3-2 apresentaram maior
afinidade em comparacdo com T3-3 e T3-4. O ligante T3 é biologicamente ativo, enquanto
T3-4 é biologicamente inativo. Foi realizada uma analise das interagdes desses ligantes com
a proteina mutante 1HK2 (R218H) nos quatro sitios de ligacdo: Sudlow I, Sudlow Il, FA5a e
FA5b. As interagdes dos ligantes T3IP com a proteina 1HK2 (R218H) estao detalhadas no
Apéndice de 16 a 27.

A Tabela 3.27 apresenta as interagdes no sitio Sudlow | com o ligante T3-2.
Comparativamente, os ligantes T3 (Tabela 3.22) e T3-2 demonstraram diferencas, como a
auséncia do residuo Y150 e das interacdes entre o atomo de iodo 13’ e o residuo K199 no
ligante T3-2. Em contrapartida, a interagao entre o residuo A291 e o iodo I3’ foi observada
apenas no ligante T3-2, estando ausente no ligante T3 (Apéndice 16, Tabela 16B). Para os
ligantes T3-3 (Tabela 3.28) e T3-4 (Tabela 3.29), foi observada uma diferenca na interagado
com os residuos especificos da proteina. No caso do ligante T3-3, ndo foi identificada a
interagdo com o residuo A291, enquanto essa interagao esta presente no ligante T4-3. Ja
para o ligante T3-4, destacam-se a auséncia das interacdes com os residuos K199 e H242,
que, por outro lado, estdo presentes no ligante T3-3 (Apéndice 17 e 18, Tabelas 17B e 18B).

Conforme a ordem de afinidade dos escores, T3 biologicamente ativo (Tabela 3.22)
possui maior afinidade em comparagao ao T3-4 biologicamente inativo (Tabela 3.29),
apresentando interagdes com os residuos K199 e H242, além das interagdes com os 13 e I3’

com o residuo L238 e entre 15 e L290, ausentes em T3-4.
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Tabela 3.27. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-2. Em azul
sdo os residuos carregados positivamente e em lilas interagdes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T3-2 H218 | K199 R222 L238 H242 | R257 1290 A291
13 X X X
B
I5 X X
A I5' X
(OH)

Tabela 3.28. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-3. Em

azul sdo os residuos carregados positivamente e em lilas interagdes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T3-3 Y150 H218 K199 R222 L238 H242 R257 1290
B 15 X X
A 13' X X X
(OH) I5' X

Tabela 3.29. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-4. Em

azul sdo os residuos carregados positivamente e em lilas interagdes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 13-4 Y150 H218 R222 L238 R257 1290 A291
B 13 X
A 13' X X X
(OH) I5' X

No sitio Sudlow I, os ligantes T3 (Tabela 3.24) e T3-2 (Tabela 3.30) apresentam
interagdes com os mesmos residuos, mas diferem em interagdes dos atomos de iodos. O
residuo S489 interage com o I3' no ligante T3, enquanto essa interagao esta ausente em T3-
2. Poroutrolado, as interacdes entre o 15 e o residuo N391, bem como entre 0 I15' e o residuo
L394, estdo presentes em T3-2, mas ausentes em T3 (Apéndices 19, na Tabela 19B). Ja T3-3
e T3-4 apresentam os mesmos residuos e interagdes nesse sitio (Tabelas 3.31 e 3.32). De

acordo com os resultados do docking, T3 e T3-2 apresentam maior afinidade em
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comparagao aos outros dois ligantes, possivelmente devido as interagdes com L387 e L407,

gue estdo ausentes em T3-3 e T3-4 (Apéndices 20 e 21, Tabelas 20B e 21B).

Tabela 3.30. Andlise de Interagao do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-2. Em
lilds estdo as interacdes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow Il
1HK2 T3-2 L387 Q390 N391 L394 L407 Y411 $489
B 13 X X X
15 X X X
A I5' X
(OH)

Tabela 3.31. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-3. Em

lilds estdo as interacdes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow I
1HK2 T3-3 L387 Q390 N391 Y411 $489
B I5 X X X
A 13' X X
(OH) I5'

Tabela 3.32. Anélise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-4. Em
lilds estdo as interacdes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE Sudlow Il
1HK2 T3-4 L387 Q390 N391 Y411 5489
B 13 X X
A 13' X X
(OH) I5' X

A Tabela 3.33 apresentam a analise de interagao do sitio FA5a com o ligante T3-2.

T3 (Tabela 3.25) e T3-2 interagem com os mesmos residuos nesse sitio de ligacdo (Apéndice
22, Tabela 22B). Ja os ligantes T3-3 (Tabela 3.38) e T3-4 (Tabela 3.39) se diferem por uma

interagdo entre o residuo V555 e o 13" presentes em T3-4 e ausente em T3-3 (Apéndices 23
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e 24, Tabelas 23B e 24B). Conforme a ordem de afinidade dos escores, T3 biologicamente
ativo (Tabela 3.25) possui maior afinidade em comparagdo ao T3-4 biologicamente inativo

(Tabela 3.35), apresentando interacdes com os residuos F507 e K524, ausentes em T3-4.

Tabela 3.33. Anélise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-2. Em azul sdo
os residuos carregados positivamente e em lilas interacGes com atomos de iodo

PROTEINA LIGANTE FA5a
1HK2 T3-2 F507 1513 K524 A528 F551 V555
13 X X X
B
I5 X X X X
A I5'
(OH)

Tabela 3.34. Andlise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-3. Em lilas
estdo as interacGes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE FA5a
1HK2 T3-3 T506 1513 A528 F551 V555
B 15 X X
A 13' X
(OH) I5'

Tabela 3.35. Analise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-4. Em lilas

estdo as interacGes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE FA5a
1HK2 13-4 T506 1513 A528 F551 V555
B 13 X X
A 13' X X
(OH) I5'

A analise das interac¢Oes do sitio FA5b com os ligantes T3 (Tabela 3.26) e T3-2 (Tabela

3.36), mostraram o T3 interage com os mesmo que T3-2 e as interagdes com os residuos
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nesse sitio de ligacdo (Apéndice 25, tabela 25B). Isso é observado também para os ligantes
T3-3 (Tabela 3.38) e T3-4 (Tabela 3.39). Apenas neste sitio, o ligante T3-4 biologicamente
inativo apresentara uma afinidade maior que T3 biologicamente ativo. O ligante T3-4
interage com o residuo F507 e apresenta mais interagdes com os iodos que o ligante T3

(Apéndices 26 e 27, Tabelas 26B e 27B).

Tabela 3.36. Analise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-2. Em lilas

estdo as interacGes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE FASh
1HK2 T3-2 F502 A528 L532 H535 F551 L575
13 X
B
I5 X X X
A I5'
(OH)

Tabela 3.37. Andlise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-3. Em lilas
estdo as interacGes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE FA5b
1HK2 T3-3 F502 F507 A528 L532 F551 L575
B I5 X X X X
A 13' X X
(OH) I5'

Tabela 3.39. Andlise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-4. Em lilas
estdo as interacGes com atomos de iodo

PROTEINA | LIGANTE FASb
1HK2 13-4 F502 F507 A528 L532 F551 L575
B 13 X X X X
A 13'
(OH) I5' X X
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CAPITULO 4. CONCLUSOES

Este trabalho proporcionou um avango no entendimento das interagdes
moleculares entre os hormonios tireoidianos T4, T3 e seus isOmeros posicionais (T3IP) com
a Albumina Sérica Humana (HSA), por meio de uma abordagem in silico. As andlises de
docking, da dinamica molecular e das interagdes nos sitios de ligagao, revelaram a
complexidade e especificidade das intera¢des, destacando os fatores que influenciam a
afinidade de ligagdo e a estabilidade dos complexos formados.

No inicio deste trabalho foram feitas algumas perguntas:

A primeira pergunta a ser respondida como a HSA consegue diferenciar T4 de T3.
Dados da literatura mostram diferentes constantes de afinidade para os dois hormoénios em
relagao a HSA. Os estudos de docking que evidenciam dados estruturais HSA-T4 3 HSA-T3
conseguem refletir essa situagao?

Diferencas de Afinidade entre T3 e T4: Observou-se que, apesar da semelhanca
estrutural entre T3 e T4, a presenga de um atomo adicional de iodo no T4 contribui para
uma afinidade de ligacdo mais elevada nos sitios de ligacdo da HSA, especialmente em
Sudlow |. Essa diferenga é corroborada pelos escores de docking, que indicam uma
interacdo mais favoravel entre T4 e os sitios de ligacdo da proteina nativa e suas variantes
mutantes.

A segunda pergunta diz respeito a diferengas encontradas para afinidade entre HSA-
T4 para as proteinas nativa (1HK1, sem acidos graxos e 1HK4, com acidos graxos) e mutantes
(1HK2 e 1HK3, sem &acidos graxos e 1HK5, com acidos graxos). Os estudos estruturais
conseguem, mais uma vez, considerando dados estruturais dos complexos refletir as
diferencas?

Impacto das Mutagdes no Residuo R218: As mutagdes no residuo R218, que
resultaram nas variantes R218H e R218P, demonstraram efeitos distintos na afinidade de
ligacdo dos hormonios tireoidianos. As proteinas mutantes 1HK2 (R218H) e a 1HK3 (R218P)
apresentaram uma maior afinidade para o T4, em comparacdo com a proteina nativa

(1HK1), devido ao aumento de interacdes m, ligacGes de hidrogénio e das interacdes entre
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os atomos de iodo de T4 com os residuos do sitio de ligagao. Esses resultados destacam a
importancia do residuo R218 na modulagao das interagdes proteina-ligante.

Influéncia dos Acidos Graxos: A presenca de acidos graxos nos complexos
cristalograficos das proteinas 1HK4 (nativa) e 1HK5 (R218H) afetou a disponibilidade dos
sitios de ligagao, limitando a interagdao com o T4 a um Unico sitio (Cleft). Os resultados dos
experimentos de docking mostraram que a mutante 1HK5 manteve uma maior afinidade
de ligagao.

Aterceira pergunta refere-se aos ligantes T3. O hormonio T3 difere de T4 em um iodo,
com posigao especifica. Como ha 4 iodos presentes em T4, foram avaliados 4 isbmeros
posicionais de T3. Os estudos estruturais podem mostrar se estes compostos sdo diferentes
para a HSA?

Isomeros posicionais de T3 e Flexibilidade Estrutural: A analise dos isdmeros
posicionais de T3 (T3IP) evidenciou que a flexibilidade estrutural dos ligantes é um fator
importante na determinagao das interagdes com a HSA. Os escores de docking dos isbmeros
T3-2 e T3-4 indicaram que a remogao de um atomo de iodo no anel A ou B influéncia de
forma diferenciada a afinidade de ligagao, com T3 e T3-2 apresentando uma interagao
maior. Isso sugere que a posicdo do atomo de iodo pode modular as interagdes de forma
sutil, mas significativa. A andlise dos isdbmeros posicionais de T3 (T3IP) revelou que a
flexibilidade estrutural dos ligantes é um fator determinante para as interacdes com a
Albumina Sérica Humana (HSA). O T3, sendo a forma biologicamente ativa dos hormdnios
tireoidianos, mostrou maior afinidade pela HSA em comparacdo ao T3-4, que corresponde
a forma biologicamente inativa (T3 reverso).

Além disso é possivel supor que os resultados aqui obtidos possam contribuir para
outros avangos:

Contribuicoes para Aplicacdes Terapéuticas: Os achados deste estudo podem ser
aplicados no desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas para o transporte
de hormonios tireoidianos em condigdes de mutagdes genéticas ou desordens metabdlicas.

A compreensao detalhada das diferengas de afinidade entre T3 e T4 e a influéncia
de mutagdes na HSA fornece uma base sélida para futuras pesquisas focadas na modulacao

da biodisponibilidade desses hormonios.
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Este trabalho amplia o conhecimento sobre as interagdes dos hormodnios
tireoidianos com a HSA, contribuindo para uma melhor compreensao dos mecanismos de
transporte e suas variacdes em condi¢cdes de mutacdo. Os resultados apresentados aqui
servem como ponto de partida para investigagdes experimentais que possam validar as
tendéncias observadas nos estudos in silico e explorar novas aplicagdes no campo da

endocrinologia e biotecnologia.
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1. Andlise de Interacdo do Sitio Sudlow | da 1HK1 com o ligante e os iodos de T4

Tabela 1A. Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK1 com T4. Em verde as ligagdes de hidrogénio e em

vermelho as interagdes m e em preto interagGes de van der Waals

HSA-T4 - Suddlow |

interagdo distancia A
TYR150:0H:--T4 :H4’ 2.4
LYS199:HZ1---T4 :0OXT 1.7
ARG218:0H---T4 :H 24
LEU238: CH:--mr T4 (Ct A) 2.9
ARG257:HE---T4:04’ 2.2
ARG257:HH21---T4:04’ 1.9
ALA291: CH:--m T4 (Ct A) 3.0

Tabela 1B. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK1 com os iodos de T4. Em azul sdo os residuos carregados
positivamente

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK1 T4-RX Y150 K199 R222 L238 H242 R257 1290 A291
13 |-~ HE13.2 A |---HD212.6 A |---HE3.0A
B
Is |---HG13.6 A | --033A | I---HA28A
A 13 |---HB3.9A
(OH) I15' l-HE23.0A | I~ HZ235A I--NE13.2A I---HB13.6 A




2. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T4

Tabela 2A. Interacdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com T4. Em verde as ligagGes de hidrogénio e
em vermelho as interagGes 1t

HSA-T4 - Suddlow |

interagdo distancia A
TYR150:0H---T4 :H4 2.3
LYS199:HZ1---T4 :0OXT 1.7
CH---m - HIS218 CTt: H72 2.2
LEU238: CH--7 T4 (Ct A) 26
ARG257:HE---T4:04’ 2.3
ARG257:HH21---T4:04’ 2.1
ALA291: CH---7t T4 (Ct A) 3.4
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Tabela 2B. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T4. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T4-RX Y150 Q196 K199 R222 L238 H242 R257 1290 A291
(E] I+ HE2 3.6 I--HG 3.0 A
A
B
I5 I HE23.3 ~HG2 -0 32A | 1-03.1A
A 39A
3 I--HD113.6 |--HE2.8 | |- HB3.8
A A A A
(OH) 5 I HE223.9 | I+ HZz23.4 I--HE13.2 I HB13.6
A A A A




3. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK3 (R218P) com o ligante e os iodos de T4

Tabela 3A. Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK3 (R218P) com T4. Em verde as liga¢es de

hidrogénio e em vermelho as interagdes

HSA-T4 - Suddlow |

interagdo distancia A
TYR150:0H:--T4:H4’ 2.3
LYS195:HZ3---T4 :0 2.1
LYS199:HZ1---T4 :0OXT 2.1
PRO218: CH---7z T4 (Ct B) 3.0
LEU238: CH---7 T4 (Ct A) 2.6
ARG257:HH21---T4:04’ 2.3
ALA291: CH--- T4 (Ct A) 3.2
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Tabela 3B. Andlise de Intera¢do do Sitio Sudlow | da

carregados positivamente

1HK3 (R218P) com os iodos de T4. Em azul sdo os residuos

PROTEINA | LIGANTE Sudlow I
1HK3 T4-RX Y150 Q196 K199 R222 1238 H242 R257 1290 A291
3 I-- HE1 3.6 |--HD22 3.1 |-~ HA3.2
A A A
B
N |- HG2 | -0 3.4
3.8A A
.| 1--HB3.7
13' |--HE3.0A o
A A
(OH) 5 I-+HE23.2 | I--HE223.9 | I--HzZ23.1 |---HE13.1 |-+ HB1
A A A A 3.7A




4. Analise de Interacdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T4

Tabela 4A. Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com T4. Em

verde as ligagGes de hidrogénio e em vermelho as interacGes 1t

HSA-T4 — Suddlow I

interacdo distancia A
LEU394: CH---7 T4 (Ct B) 29
TYR411:HH---T4:04’ 1.9
SER489:0G-:-T4:H4’ 2.1
SER489:HG:-:-T4:04’ 1.8
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Tabela 4B. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T4. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA LIGANTE Sudlow Il
1HK2 T4-RX L387 Q390 N391 1394 L407 R410 va11 K414 5489
B 13 I--HG3.1 | I---HB12.7 | I---HN 2.6
A A A
15 |---HD22.7 | I---B3 3.4
A A

A 13' | ---HD21 I---0 3.9A
(OH) 3.8A

I5' l-HH 3.9 | 1-+HZ2 | I--HA3.0

A 2.8A A
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5. Analise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com ligante e os iodos de T4

Tabela 5A. Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com T4. Em verde as
ligagdes de hidrogénio e em vermelho as interagdes t

HSA-T4 — F5Aa
interagdo distancia A
THR506:0 --- T4:HT1 2.5
PHE507: CH---r T4 (Ct B) 2.9
THR508:0 --- T4:HT2 2.1

Tabela 5B. Analise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T4. Em azul sdo os residuos carregados
positivamente

PROTEINA | LIGANTE FA5a
1HK2 T4- RX T506 F507 1513 K524 A528 F551 V555
13 I-HD23.9 l--03.3A I~ HN 3.8 A
A
B
I5 I--03.6A |--- HE1 2.7 A [---HG223.9A
A 13' I--HG123.5A | I---HB13.0A
(OH) I5' IHD13.1A




6. Analise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T4

Tabela 6A. Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com T4. Em vermelho as interagdes
T e em preto interagdes de van der Waals

HSA-T4 - FA5b
interagdo distancia A
PHE502: CH--7r T4 (Ct A) 36
ALA528: O--- T4:04’ 2.6
LEU532: CH--7z T4 (Ct A) 2.7
LEU532: N--- T4:04’ 2.6
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Tabela 6B. Analise de Interagdo do Sitio FAS5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T4. Em azul sdo os residuos carregados
positivamente

PROTEINA LIGANTE FA5b
1HK2 T4-RX F502 F507 A528 L532 H535 V547 F551 L575
3 I---HD2 3.4 |-+ HG11 3.9
A A
B
5 |-+ HZ 3.6 |---HE2 2.7 |-+ HG 3.5
A A A
13' |--- HB1 2.9 |---HG 3.2 |---HG13 3.4 |---HB2 3.8
A A A A A
(OH) 5" |--- HD1 |-+ HZ 3.2 |---HA 3.1 |--- HB1 3.5
3.0A A A A




7. Andlise de Interacdo do Cleft da proteina nativa 1HK4 com o ligante e os iodos de T4

Tabela 7A. Interagdes do Cleft da proteina 1HK4 com ligante T4. Em verde as ligages
de hidrogénio e em vermelho as interagbes 1t

HSA-T4 — CLEFT

interagdo distancia A
LYS190:HZ1---T4 :OXT 2.7
ALA191: CH:--m T4 (Ct A) 2.8
LYS436:HD22---T4:N 2.9
LYS436:0D1:--T4:H8 2.3
LYS436:0D1:--T4:H9 2.7
TYE452: CH:--mr T4 (Ct A) 3.1
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Tabela 7B. Andlise de Interagdo do Cleft da proteina 1HK4 com os iodos do horménio T4. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente e em vermelho os residuos carregados negativamente

PROTEINA

LIGANTE CLEFT
1HK4 T4-RX D187 Q188 A191 K195 D429 V433 K436 D451 Y452
I---0 3.8 |---N3.7
B |3 A A
5 1---03.2 |---HN 3.7
A A
13" |---HZ13.0 |---03.7 I---N3.9
A A A A
(OH) I5' I---N 3.7 - HZ2
A 24A




8. Analise de Interagdo do Cleft da proteina 1HK5 (R218H) com o ligante e os iodos de T4

Tabela 8A. Interagdes do Cleft da proteina 1HK5 (R218H) com ligante T4. Em verde as
ligagdes de hidrogénio e em vermelho as interagdes t

HSA-T4 — CLEFT

interagao

distancia A

A191: CH---m T4 (Ct A)

2.7

ASN429:0D1:--T4:H8

2.1

TYE452: CH---1t T4 (Ct A)

3.4
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Tabela 8B. Anadlise de Interagdo do Cleft da proteina 1HKS5 (R218H) com os iodos do horménio T4. Em azul sdo os

residuos carregados positivamente e em vermelho os residuos carregados negativamente
PROTEINA | LIGANTE CLEFT
1HK5 T4-RX D187 Q188 A191 K195 D429 V433 K436 D451 Y452
13 l---03.9A '"'23'7
B IS --03.5 | I--HN3.7
A A
i3 I---HZ13.1 l---03.6
A A A
(OH) . . | 1-N3.8 | -+ HZ2
I5 I--04.0A A iR

9. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK1 com o ligante e os iodos de T3



Tabela 9A. Interagdes do sitio Sudlow | da proteina 1HK1 com ligante T3. Em

verde as ligagGes de hidrogénio e em vermelho as interacGes 1t

HSA-T3 - Suddlow |

interagdo distancia A
LYS199:HZ1.--T4 :04’ 1.9
ARG222:H21:-T4 :N1 2.4
LEU238: CH--rr T4 (Ct A) 3.1
ARG257:HE::-T4:02 2.1
ARG257:HH21--:T4:02 2.1
ALA291: CH---rt T4 (Ct A) 3.1
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Tabela 9B. Anélise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK1 com os iodos de T3. Em azul sdo os residuos carregados
positivamente

PROTEINA LIGANTE Sudlow |
1HK1 13 Y150 K199 R222 L238 H242 R257 1290 A291
13 |---HE1 2.9 |1---HD21 2.5 |---HD2 3.9
A A A
B
5 |---HG1 2.6 | ---HB 3.5 |---HA3.5
A A A
|---HE2 2.6 |---H21 2.8 |---HB32.7
A 13' A A A
(OH)

10. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3



Tabela 10A. Interagbes do sitio Sudlow | da proteina 1HK2 (R218H) com ligante T3. Em

verde as ligagGes de hidrogénio e em vermelho as interagcGes 1t

HSA-T3 — Suddlow |

interagdo distancia A
TYR150:0H-:-T4 :H11 2.4
ARG222:HH12:--T4 :04 2.1
ARG222:HH22---T4 :03 2.0
CH--- T - HIS218 CTt: H72 2.6
LEU238: CH---7r T4 (Ct A) 2.7
ARG257:HE:--T4:02 1.9
ARG257:HH21:--T4:02 2.3
ALA291: CH---7t T4 (Ct A) 34
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Tabela 10B. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T3 Y150 H218 R222 K199 L238 H242 R257 1290 A291
I---HE13.4 A . | ---HD2
13 [---HG2.5A )
3.8A
B
s I HG2 | --036 | 1-HA34
3.3A A A
|.--HD11 3.7 |---HE3.3 | |---HB3.8
A 13 A A A
(OH)




11. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK3 (R218P) com o ligante e os iodos de T3

Tabela 11A. Interagdes do sitio Sudlow | da proteina 1HK3 (R218P) com ligante
T3. Em verde as ligacdes de hidrogénio e em vermelho as interaces 1

HSA-T3 — Suddlow |

interagdo distancia A
LYS195:HZ3---T4 :04 1.8
LYS199:HZ1---T4 :03 2.1
PRO218: CH---7z T4 (Ct B) 33
ARG222:H21---T4:N1 2.3
LEU238: CH---7 T4 (Ct A) 3.4
ARG257:HE:--T4:02 2.4
ARG257:HH21:--T4:02 2.3
ALA291: CH---7t T4 (Ct A) 3.4
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Tabela 11B. Anadlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK3 (R218P) com os iodos de T3. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK3 T3 Y150 K199 R222 L238 H242 1290 A291
13 |---HG23.5A | -0 3.8A |---0334A
B . |---HD22 3.3
15 I---HE1 3.2 A .
A
A 13' I---HE2 2.9 A I---Hz2 3.3 A |---HE12.8A | I---HB3.7A | 1--HB13.A
(OH)




12. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3

Tabela 12A. InteragGes do sitio Sudlow Il da proteina 1HK2 (R218H) com ligante T3.
Em verde as ligacdes de hidrogénio e em vermelho as interacdes 1t

HSA-T3- Suddlow Il

interagao distancia A
LEU394: CH---r T4 (Ct B) 2.9
TYR411:HH---T4:04’ 1.7
SER489:H9---T4:0G 1.6
2.3

SER489:HG:--T4:N1
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Tabela 12B. Anadlise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3

PROTEINA | LIGANTE Sudlow Il
1HK2 T3 L387 Q390 N391 L394 L407 Y411 S489
13 I---HA 2.5 A |---HB12.9 A [---HB3.1A
B
15 |---HD222.7A | 1--HD23.2A
A .
13" l---HG3.5A
(OH)
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13. Andlise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3

Tabela 13A. Interagdes do sitio FA5a da proteina 1HK2 (R218H) com ligante T3. Em
verde as ligagGes de hidrogénio e em vermelho as interacGes 1t

HSA-T3 — FA5a
interacdo distancia A
PHE507: CH---7r T4 (Ct B) 31
LYS524:HZ3 --- T4:N1 2.3
LYS524:HZ3 --- T4:04 2.0

Tabela 13B. Anélise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3. Em azul sdo os residuos carregados
positivamente

PROTEINA | LIGANTE FAS5a
1HK2 T3 F507 1513 K524 A528 F551 V555
I3 I--HD23.7 A |---HB23.5A I--- HB32.7 A
’ I5 I~ HB23.1A I~ HD11 2.9 A I~ HE1 2.5A | |--HG223.6A
A 13" l--- HB2 3.3A
(OH)




14. Analise de Interacdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3

Tabela 14A. Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com T3. Em verde as ligages de

hidrogénio e em vermelho as interacdes 1t e em preto intera¢des de van der Waals

HSA-T3 — FASb
interagdo distancia A
PHES02: CH---7z T4 (Ct B) 2.8
LEU532: N--- T4: N1 3.2
29

LEU575: CH---t T4 (Ct B)
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Tabela 14B. Analise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3. Em azul sdo os residuos carregados
positivamente

PROTEINA LIGANTE FAS5b
1HK2 T3 F502 A528 L532 H535 F551 L575
13 I---HD2 3.8 A
B
I5 I---HZ 3.4 A |---HE23.0A |---HG3.0A
A 13

(OH)
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15. Andlise de Interagdo do Cleft da proteina nativa 1HK4 com o ligante e os iodos de T3

Tabela 15A. Interagdo do Cleft da proteina 1HK4 com T3. Em verde as ligagdes de
hidrogénio e em vermelho as interacdes 1t

HSA-T4 — CLEFT

interagdo distancia A
ALA191: CH:--m T4 (Ct A) 3.0
LYS436:HZ2---T4:13 2.9
TYE452: CH:--m T4 (Ct A) 2.7

Tabela 15B. Andlise de Interagdo do Cleft com a proteina da 1HK4 com os iodos de T3. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE CLEFT
1HK2 T3 D187 Q188 A191 K195 K436 D451 Y452
5 13 [--HB13.6 A | I---HN3.6A | I1---HB13.5A
15
A ) ) . ]
13 |---HZ13.0A |---HB23.4A I---HA3.3A
(OH)




16. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-2

Tabela 16A. Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com T3-2. Em verde as
ligacdes de hidrogénio e em vermelho as interagdes T

HSA-T3-2- Suddlow |

interagdo distancia A
ARG222:HH12---T4: 04 2.0
ARG222:HH22---T4: O3 1.9
CH---m - HIS218 CTt: H72 2.5
LEU238: CH---7 T4 (Ct A) 3.0
ARG257: HE---T4:02 2.0
ARG257: HH21---T4:02 1.7
ALA291: CH---1r T4 (Ct A) 3.4
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Tabela 16B. Anadlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-2. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T3-2 H218 K199 R222 L238 H242 R257 1290 A291
3 I~-H°GZ 3.2 | .0 384 I~-HﬂA3.6
A A
B
I---HE13.0A . |---HD2 3.7
15 |---HG2.5A "
A
|---HD13 3.4
A 1
I5 A

(OH)




17. Analise de Interacdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-3

Tabela 17A. Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com T3-3. Em verde
as ligacdes de hidrogénio e em vermelho as interagdes m

HSA-T3-3- Suddiow |

interagdo distancia A
TYR150: OH:--T4: H11 2.2
ARG222:HH12:--T4: 04 2.1
ARG222:HH22---T4: O3 1.9
CH--- T - HIS218 CTt: H72 2.5
LEU238: CH---7 T4 (Ct A) 3.4
ARG257: HE---T4:02 1.8
ARG257:HH21:--T4:02 2.1
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Tabela 17B. Anadlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-3. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T3-3 Y150 H218 K199 R222 L238 H242 R257 1290
B I5 I---HG22.1A |---HE3.3A
|--- HE2 2.9 I---HE13.4 A .
A 13 . [---HD22.9 A
A
(OH) I5' |---HB3.0A




18. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-4

Tabela 18A. Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com T3-4. Em verde as
ligacdes de hidrogénio e em vermelho as interagdes T

HSA-T3-4- Suddlow |

interagdo distancia A
ARG222:HH12---T4: 04 2.0
ARG222:HH22:--T4: O3 2.1
CH---m - HIS218 CTt: H72 3.1
LEU238: CH---7 T4 (Ct A) 3.4
ARG257: HE---T4:02 1.5
ARG257: HH21---T4:02 2.4
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Tabela 18B. Anadlise de Interagdo do Sitio Sudlow | da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-4. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE Sudlow |
1HK2 T3-4 Y150 H218 R222 L238 R257 1290 A291
B I3 I---HG22.3A
A 13' I~ HE2 2.3 A I---HE 2.4 A |-+~ HB3 2.7A
(OH) I5' I---HB3.0A




19. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-2

Tabela 19A. Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com T3-2. Em verde

as ligagdes de hidrogénio e em vermelho as interagGes m

HSA-T3-2—- Suddlow II

interagdo distancia A
LEU394: CH--7 T4 (Ct B) 37
TYR411:0H---T4:H9 1.7
SER489:HG:--T4:N1 2.3
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Tabela 19B. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-2

PROTEINA | LIGANTE Sudlow II
1HK2 T3-2 L387 Q390 N391 L394 L407 Y411 S489
B 13 l+HA2.4A | 1---HB12.4A l---HN 3.2 A
I5 |---HB13.9A | I---HD222.8A | |---HD22.7A
A I5' I---HD12 2.7 A




20. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-3

Tabela 20A. Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com T3-3. Em
verde as ligagGes de hidrogénio e em vermelho as interagGes T

HSA-T3-3—- Suddlow Il

interagdo distancia A
LEU387: CH---7 T4 (Ct B) 59
TYR411:0H-:-T4:H10 1.9
SER489:HG:--T4:N1 2.3
SER489:0G---T4:H9 2.1
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Tabela 20B. Analise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-3

PROTEINA LIGANTE Sudlow II
1HK2 T3-3 L387 Q390 N391 Y411 $489
B 15 I+ HG 3.7 A |---HB2 2.7 A |---HB2 2.7 A
A 13 -+ HD 3.4 A |---HB22.5A
(OH) I5'




21. Andlise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-4

Tabela 21A. Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com T3-4. Em verde as
ligagcGes de hidrogénio e em vermelho as interagdes

HSA-T3-4— Suddlow Il

interagdo distancia A
LEU387: CH---mr T4 (Ct B) 3.1
ASN391:HD21:::T4:04 1.7
TYR411:0H---T4:H9 2.1

112

Tabela 21B. Anadlise de Interagdo do Sitio Sudlow Il da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-4. Em azul sdo os residuos

carregados positivamente

PROTEINA LIGANTE Sudlow II
1HK2 13-4 L387 Q390 N391 Y411 $489
B 13 I+ HG 2.8 A |---HB12.9 A
A 13' l---HD 3.7 A |---HB22.5A
(OH) I5' I---HB22.7 A
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22. Andlise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-2

Tabela 22A. Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com T3-2. Em verde as liga¢cGes
de hidrogénio e em vermelho as interaces

HSA-T3-2 — F5Aa

interagdo distancia A
PHE507: CH---7z T4 (Ct B) 53
LYS524:HZ3 --- T4:N1 2.1
LYS524:HZ3 --- T4:04 2.0

Tabela 22B. Andlise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-2. Em azul sdo os residuos
carregados positivamente

PROTEINA | LIGANTE FAS5a
1HK2 T3-2 F507 1513 K524 A528 F551 V555
I3 I--HD2 3.4 A |---HB23.9A I-- HB3 2.8 A
’ I5 I--HB23.4A | I---HD112.8A I~ HE1 2.6A I---HG22 3.4 A
A I5'
(OH)
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23. Analise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-3

Tabela 23A. Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com T3-3. Em cinza
as interacdes de vdw e em vermelho as interagdes T

HSA-T3-3 — FA5a

interacdo distancia A
THR506:0 - T4:03 3.1
VALS555: CH-+-7 T4 (Ct A) )8

Tabela 23B. Anadlise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-3

PROTEINA LIGANTE FAS5a
1HK2 T3-3 T506 1513 A528 F551 V555
B I5 I~ HB13.5A I~ HD1 3.1A
A 13' I--03.5A
(OH) I5'




24. Andlise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-4

Tabela 24A. Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com T3-4. Em cinza
as interacdes de vdw e em vermelho as interagdes T

HSA-T3-4 — FA5a

interagdo distancia A
THR506:0 --- T4:03 3.2
VAL555: CH:--t T4 (Ct A) 2.6
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Tabela 24B. Anadlise de Interagdo do Sitio FA5a da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-4

PROTEINA LIGANTE FAS5a
1HK2 13-4 T506 1513 A528 F551 V555
B 13 I+ HB13.9 A I+ HB2 2.8A
A 13' I--035A I+ HG12 2.8A
(OH) I5'
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25. Anadlise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-2

Tabela 25A. Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com T3-2. Em cinza as
interacGes de vdw, as ligacdes de hidrogénio em verde e as interagdes T em

vermelho

HSA-T3-2 — FA5b

interagao distancia A
PHE502: CH--7r T4 (Ct A) 29
LEU532: N--- T4: N1 3.2
LEU575: CH---7z T4 (Ct B) 29

Tabela 25B. Andlise de Interagdo do

carregados positivamente

Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-2. Em azul sdo os residuos

PROTEINA | LIGANTE FASb
1HK2 T3-2 F502 A528 L532 H535 F551 L575
13 I---HD2 3.7 A
B
I5 I---HZ 3.5 A |---HE23.0A |---HG3.3A
A I5'
(OH)




26. Analise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-3

Tabela 26A. Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com T3-3. Em
vermelho as interagbes m

HSA-T3-3 — FAS5b

interacdo distancia A
PHE502: CH---7z T4 (Ct B) 34
LEU575: CH---7z T4 (Ct B) 29
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Tabela 26B. Anadlise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-3

PROTEINA | LIGANTE FA5b
1HK2 T3-3 F502 F507 A528 L532 F551 L575
B I5 I~ HE23.1A I--03.7A I+ HG 3.3 A I---HD23.9A
A 13' I+ HZ3.5 A --03.3A
(OH) I5'




27. Andlise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com o ligante e os iodos de T3-4

Tabela 27A. Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com T3-4. Em
vermelho as interagbes 1

HSA-T3-4 — F5b
interacdo distancia A
PHE502: CH---7z T4 (Ct B) 34
LEU532: CH---7z T4 (Ct B) 3.3
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Tabela 27B. Anadlise de Interagdo do Sitio FA5b da 1HK2 (R218H) com os iodos de T3-4

PROTEINA | LIGANTE FASb
1HK2 13-4 F502 F507 A528 L532 F551 L575
B 13 I--HE23.2A | 1--03.6A l---HG 3.1 A |---HD23.9A
A 13'
(OH) I5' I---HZ3.3A

[---HD112.5A
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