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Resumo 

BASES MOLECULARES DA DIMINUIÇÃO DA CAPACIDADE FUNCIONAL DO 
RECEPTOR DE ANDROGÊNIO MUTADO ESTUDADAS POR SIMULAÇÕES DE 
DINÂMICA MOLECULAR. 
 
 Receptores de androgênio (AR) são membros da superfamília de receptores 
nucleares que incluem os receptores de esteroides, entre outros. O AR liga os 
esteroides sexuais endógenos diidrotestosterona e testosterona. O desenvolvimento 
normal do fenótipo masculino e do sistema reprodutivo necessita de ações pré- e pós-
natais promovidas pela interação do AR com esses hormônios. Mutações no gene do 
receptor de androgênio podem levar a várias doenças como o câncer de próstata e a 
síndrome de insensibilidade ao androgênio (AIS). Substituições diferentes no mesmo 
resíduo de aminoácido podem resultar em impactos variáveis na atividade do receptor 
levando a diferentes graus de AIS. Um grande número de mutações tem sido reportado 
para o AR envolvendo AIS e células tumorais de câncer de próstata e sua localização e 
função podem ajudar a entender como essas doenças devem ser tratadas. Entretanto, 
pouco se sabe sobre como as mutações mudam a estrutura e a dinâmica do AR, uma 
vez que apenas poucas estruturas cristalográficas de mutantes foram obtidas. 
 Neste trabalho, apresentamos estudos de simulação de dinâmica molecular de 
algumas estruturas do AR humano com mutações localizadas no domínio de ligação do 
ligante (LBD) em comparação com a estrutura nativa complexadas com o ligante 
sintético metiltrienolona (R1881). Nosso objetivo é investigar as bases moleculares das 
mudanças sutis no receptor causadas pelas mutações que afetam sua afinidade pelo 
ligante R1881. Embora nenhum dos resíduos mutados deste estudo interajam 
diretamente com o ligante, os resultados das simulações indicaram que as mutações 
causam mudanças estruturais e dinâmicas no AR-LBD na região onde se localiza a 
mutação e na cavidade de ligação do ligante (LBP). A principal mudança observada foi 
o deslocamento do resíduo Arg752, facilitando a entrada de moléculas de água no LBP 
e o reposicionamento de cadeias laterais dos resíduos do domínio F, uma importante 
região que contribui para a estabilidade da estrutura do AR-LBD e da conformação ativa 
da hélice 12.  
 Os resultados obtidos mostram que essas mutações, que ocorrem naturalmente, 
são exemplos de resíduos que não estão em contato direto com o ligante e não 
pertencem à região de recrutamento do coativador, mas que possuem um importante 
papel na ligação do ligante e na ativação do receptor por estabilizar a hélice 12 e o 
domínio F na conformação ativa.  
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Abstract 

MOLECULAR BASIS OF FUNCTIONAL IMPAIRMENT OF ANDROGEN RECEPTOR 
MUTANTS STUDIED BY MOLECULAR DYNAMICS. 
 

Androgen receptors (AR) are members of the superfamily of nuclear receptors 
that includes the steroid receptors, among others. AR binds the male endogenous sex 
steroids, dihydrotestosterone and testosterone. Normal development of the male 
phenotype and reproductive system requires pre- and postnatal actions promoted by AR 
interaction with these hormones. Mutations in the androgen receptor gene may lead to 
several diseases like prostate cancer (PCa) and the androgen insensitivity syndrome 
(AIS). Different substitutions at the same amino acid residue may result in variable 
impact on the activity of the receptor leading to different degrees of AIS. A number of 
mutations have been reported for the AR in AIS and PCa tumor cells and their location 
and function may help us to understand how these diseases should be treated. 
Nevertheless, not much is known about how the mutations change the structure and 
dynamics of the AR since only a few crystallographic structures of mutants were 
obtained. 

In this work we present molecular dynamics simulation (MD) studies of some 
human AR mutations located in the ligand binding domain (LBD) in comparison with wild 
type (WT) structure in complex with the synthetic ligand methyltrienolone (R1881). Our 
goal is to investigate the molecular basis of subtle changes in the receptor caused by 
mutations in the AR-LBD/R1881 affinity. Although the mutated residues do not interact 
with the ligand, the simulations results indicated that the mutants cause structural and 
dynamical changes in the AR-LBD in the region in which the mutation is placed and in 
the binding pocket (LBP). The principal change observed was the displacement of 
residue Arg752, facilitating water penetration in LBP, and the repositioning of F-domain 
side chains, which makes important contributions to the stability of the AR-LBD structure 
and helix 12 active conformation. 

The results obtained show that these naturally occurring mutations are examples 
of residues that are not in contact with the ligand and do not belong to coactivator 
recruitment region, but which do have an important role in ligand binding and receptor 
activation by stabilizing the helix H12 and the F-domain in the active conformation. 
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1. Introdução 

Uma das linhas de pesquisa de grande interesse do nosso grupo é a 

determinação das bases moleculares relacionadas à função dos receptores nucleares 

(NR, na sigla em inglês), fatores de transcrição intracelulares que regulam a atividade 

da complexa maquinaria dos genes. Estas proteínas definem uma superfamília 

responsável pelos principais aspectos do desenvolvimento dos eucariotos: 

diferenciação, reprodução e homeostase metabólica.1–4 

Devido à natureza dinâmica de muitos dos mecanismos moleculares dos NRs, os 

estudos baseados em estruturas cristalográficas de raios-X ou em estruturas de 

ressonância magnética nuclear nem sempre são capazes de explicar o grande número 

de doenças associadas às mutações destes receptores. Dentre eles, o receptor de 

androgênio (AR) é um dos maiores alvos para o desenvolvimento de fármacos devido a 

seu importante papel na diferenciação e manutenção das características masculinas do 

indivíduo e no tratamento do câncer de próstata. Os ligantes de AR de diferentes 

estruturas químicas e/ou propriedades farmacológicas são largamente usados para 

estas aplicações terapêuticas e os atualmente disponíveis para terapia modulam a 

função do AR via ligação direta com o LBD do receptor.5 

A grande maioria das anomalias do AR está associada a mutações pontuais em 

que um único nucleotídeo é trocado. Por sua vez, a maioria das mutações identificadas 

são mutações germinais associadas com a síndrome de insensibilidade ao androgênio 

(AIS) e/ou ao câncer de próstata (PCa).5 Este defeito em um único resíduo fornece a 

base para uma abordagem estrutural, em complemento a estudos das habilidades 

funcionais do AR in vitro.6 

Neste sentido, o propósito desta Tese é estudar como algumas das mutações 

associadas a AIS e a PCa afetam a função do AR através de mudanças na estrutura do 

AR-LBD, empregando para este fim simulações de dinâmica molecular (MD). Mais 

especificamente, estamos interessados nas bases moleculares das mudanças 

estruturais que possam estar associadas a perda ou diminuição de algumas funções 

biológicas por parte do receptor de androgênio. 
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1.1. OS RECEPTORES NUCLEARES 

 

O primeiro receptor nuclear foi identificado há cerca de 45 anos. Era um receptor 

intracelular que ligava algumas moléculas de esteroides.7,8 Contudo, mais de 20 anos 

se passaram antes que ficasse claro que aqueles receptores de esteroides fazem parte 

de uma superfamília de fatores de transcrição de metazoários que evoluiu antes da 

separação dos vertebrados e invertebrados. Os 48 membros conhecidos dos receptores 

nucleares humanos incluem tanto receptores para os quais ligantes são conhecidos 

como “receptores órfãos” para os quais não há ainda ligantes descobertos.9 

 Receptores nucleares são fatores de transcrição essenciais para o 

desenvolvimento embrionário, manutenção de fenótipos celulares diferenciados, 

metabolismo e morte celular.10 A superfamília dos NRs é tipicamente subdividida em 

três subfamílias, ou classes. A subfamília dos receptores de esteroides (classe I) inclui 

o receptor de progesterona (PR), receptor de estrogênio (ER), receptor de 

glicocorticóide (GR), receptor de androgênio (AR) e receptor de mineralocorticóide 

(MR). A subfamília dos tireóides/retinóides (classe II) inclui o receptor de hormônios 

tireoideanos (TR), receptor de vitamina D (VDR), receptor de ácido retinóico (RAR) e 

receptor ativado de proliferador de peroxissomos (PPAR). A terceira classe de 

receptores foi nomeada família dos receptores órfãos que define um conjunto de 

proteínas identificadas pela análise comparativa da sequência como pertencendo à 

superfamília dos receptores nucleares, mas para os quais o ligante cognato é 

desconhecido. Embora todos os receptores nucleares regulem a expressão gênica, 

entre as três classes existem diferenças sutis nos mecanismos bioquímicos pelos quais 

os receptores desempenham suas funções. Por exemplo, enquanto os receptores da 

classe I, normalmente, formam homodímeros, os da classe II, tipicamente, funcionam 

como heterodímeros.1–4 

À medida que o conhecimento sobre NRs foi crescendo, tornou-se evidente que 

os receptores nucleares formam uma família muito diversa em termos tanto de papel 

fisiológico como o de ação molecular. A visão clássica derivada dos receptores 

endócrinos é que cada um deles é ativado por um único ligante de alta afinidade com 

uma constante de dissociação na faixa de nanomol por litro. Os melhores exemplos 
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desses receptores são os membros da subfamília dos receptores de hormônio esteróide 

como o receptor de estrogênio (ER) e o receptor de androgênio.9 

Mais recentemente, identificou-se que os chamados receptores metabólicos são 

ativados por diversos ligantes, mas de baixa afinidade, com constantes de dissociação 

na faixa de micromol por litro. Por exemplo, PPARs são ativados por vários ácidos 

graxos, eicosanóides e prostanóides e receptores X do fígado (LXRs) são ativados por 

oxiesteróis11. Hoje sabe-se que receptores nucleares podem tanto ativar como reprimir 

a transcrição e que, portanto, o papel dos ligantes pode ser ativar, inativar ou reprimir 

receptores para desativar ou superativar receptores constitutivamente ativos ou, em 

alguns poucos casos, para servir mesmo como correguladores estruturais não 

regulatórios. Somado a isso, descobriu-se que alguns receptores aparentemente 

carecem de uma cavidade de ligação do ligante e, portanto, podem ser regulados por 

outros meios.9 

Devido à diversidade e dos importantes papéis biológicos, os receptores 

nucleares são alvos primários na descoberta de fármacos. A disfunção da sinalização 

do NR leva a doenças proliferativas, reprodutivas e metabólicas tais como câncer, 

infertilidade, obesidade e diabetes. Agonistas ou antagonistas farmacêuticos dos 

receptores nucleares, tais como tamoxifeno para receptores de estrogênio (alvo para 

câncer de mama)12, tiazolidinedionas para PPAR-γ (alvo para diabetes tipo II)13 ou 

dexametasona para receptores de glicocorticóides (alvo para doenças inflamatórias)14, 

estão entre as drogas mais usadas.10 Portanto, é evidente que a elucidação dos 

mecanismos de ativação dos receptores nucleares possuem uma grande gama de 

implicações para o entendimento da regulação biológica, bem como para os esforços 

de explorar receptores nucleares como alvos de fármacos.9 
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1.1.1. Os Domínios Estruturais 

 

NRs são proteínas modulares com domínios de ligação ao DNA (DBD, do inglês 

DNA binding domain) e de ligação ao ligante evolucionariamente conservados. Um 

receptor nuclear típico possui ainda uma região N-terminal pouco conservada, uma 

região dobradiça entre o DBD e o LBD que permite a rotação de um em relação ao 

outro e, em alguns casos, uma região C-terminal chamada de domínio F. Sendo fatores 

de transcrição, receptores nucleares também contém regiões necessárias para a 

ativação transcricional. A função de ativação 1 (AF1) localizada na região N-terminal é 

independente do ligante, já a função de ativação 2 (AF2), localizada no LBD, é 

essencial para a transativação dependente do ligante e é conservada ao longo dos 

membros dos NRs (Figura 1). 

O LBD pode ser visto como um interruptor molecular que, uma vez acionado pelo 

ligante, habilita o receptor a ativar a transcrição dos genes alvo e a interferir com outros 

sinais de caminhos de transdução. Além disso, a ligação do ligante é necessária, em 

muitos casos, para a interação do receptor com seus elementos responsivos de DNA 

cognatos, homo e heterodimerização e, mais importante, posicionar o AF2. Dentro do 

AF2 de vários NRs, um fraco domínio autônomo de ativação, nomeado de AF2 AD, foi 

identificado. A integridade da α-hélice anfipática conservada que constitui o núcleo do 

AF2 AD mostrou-se necessária à transativação e à interação dependente do ligante 

entre o LBD e os fatores intermediários transcricionais (também chamados de 

coativadores ou mediadores) que medeiam a atividade do AF2 na maquinaria de 

transcrição. Por outro lado, também já foi mostrado que LBDs não ligados do TR e do 

RAR podem interagir com fatores que aparentemente medeiam o silenciamento da 

atividade transcricional desses NRs em particular, os correpressores.15 
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Figura 1: Representação da estrutura comum dos domínios de um receptor nuclear. Em cima: 
Esquema 1D. As regiões N- e C-terminal estão indicadas. AF1, função de ativação 1; AF2, 
função de ativação 2; DBD, domínio de ligação do DNA; LBD, domínio de ligação do ligante. Em 
baixo: Estrutura experimental 3D do receptor de estrogênio. As estruturas não determinadas 
NTD, dobradiça e domínio F estão indicadas pelas linhas pontilhadas (vermelho, rosa e laranja, 
respectivamente) (adaptado da ref. 9). 

 

1.1.2. Estrutura e Função das Proteínas 

 

A diferença estrutural entre as famílias de proteínas é formada pela divergência 

sequencial acumulada como consequência da evolução de novas espécies, da 

duplicação de genes e de eventos de anulação, bem como pela pressão seletiva 

evolucionária exercida em cada proteína de acordo com a estrutura tridimensional 

correspondente e a função específica desempenhada.16,17 O balanço entre rearranjos 

genômicos e pressão seletiva para aumentar o repertório funcional disponível para os 

organismos leva ao surgimento de novas subfamílias na escala evolucionária.18 Existem 

muitos aspectos da função de proteínas que contribuem para a evolução da 

organização da família. Estes incluem a conservação global dos mecanismos catalíticos 

(no caso de enzimas), ligação específica a substratos e cofatores, bem como a 

interação com outras proteínas em processos tais como sinalização celular, regulação 

de reações e formação de complexos macromoleculares. Uma hipótese comumente 

aceita é que enquanto posições completamente conservadas estão relacionadas aos 

aspectos funcionais comuns a todos os membros da família, outros resíduos estão 

Ligante 
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relacionados à especificidade funcional, por exemplo, diferença na ligação de 

cofatores.19 

Chothia, Lesk e Gerstein foram os pioneiros nos estudos de flexibilidade de 

proteínas de larga escala por comparações de dois ou mais estados estruturais da 

mesma proteína.20–22 Seus estudos levaram à criação de uma importante base de 

dados de movimentos de proteína.23 Eles sugeriram uma classificação dos principais 

tipos de grandes movimentos proteicos caracterizados por três amplitudes (sem 

movimento, movimentos menores e movimentos maiores), três tamanhos (fragmento, 

domínio e subunidade) e três mecanismos (dobradiça, tesoura e outros).24 

As mudanças conformacionais em resposta à ligação de outra molécula são de 

extrema importância para a função da proteína. Uma mudança pode tanto envolver 

apenas uma simples cadeia ou pode ser tão drástica como um reposicionamento 

(movimento) de longo alcance de fragmentos maiores ou domínios e até mesmo 

enovelamento e/ou reenovelamento parcial.24 

A função da proteína depende em muito da sinergia entre estrutura e dinâmica. A 

dinâmica envolve a interconversão de estados conformacionais em uma complexa 

superfície de energia livre multidimensional. Torna-se muito difícil estudar tais 

transições conformacionais experimentalmente em um nível de detalhes atômicos, 

embora técnicas como a de transferência de energia por ressonância de Förster (single-

molecule FRET),25 cristalografia de raios-X e ressonância magnética nuclear (NMR) 

deem informações úteis, porém limitadas. Por isso é que simulações de dinâmica 

molecular estão desempenhando um papel crescente na determinação de superfícies 

de energia livre, como um suplemento aos estudos experimentais.26 

 

1.1.3. O Papel da Hélice 12 em NRs 

 

A visão corrente da farmacologia de receptores nucleares estabelece que 

quando um ligante liga-se ao LBD, ele causa um rearranjo estrutural no qual a hélice 12 

(H12) C-terminal adota uma das duas posições possíveis dependendo se o ligante é um 

agonista ou antagonista (Figura 2). Neste modelo, que ficou conhecido como “ratoeira”, 

o reposicionamento da H12 abre a rota de entrada e saída para o bolsão de ligação do 
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ligante.27 Baseado na posição da H12, proteínas coativadoras que induzem a 

transcrição gênica ou correpressores que induzem a inibição são recrutados.28 

 A descrição estática e descrita acima é, em muitos casos, suficiente para explicar 

resultados experimentais, mas para entender o processo em detalhe é preciso apreciar 

a natureza dinâmica das moléculas de proteínas e ligantes. Vários estudos envolvendo 

estruturas cristalinas dos LBDs dos receptores nucleares têm mostrado que na 

ausência do ligante ou na presença de antagonistas, a hélice 12 adota uma variedade 

de posições, incluindo posições similares muito próximas da conformação ativa.29–41 

Entretanto, análises bioquímicas e estruturais mostram que a hélice 12 deve ser 

deslocada da posição ativa para permitir a ligação de correpressor.39,42–45 Tomados 

juntos, esses estudos sugerem que a hélice 12 é crucial para regular o recrutamento de 

cofator, mas o papel exato dela no receptor livre do ligante continua incerto.46 

 

 
Figura 2: Representação do mecanismo clássico de ativação/inibição dos receptores nucleares 
pela hélice 12. Agonistas e antagonistas promovem diferentes conformações no receptor. A 
ligação do agonista resulta no reposicionamento da H12 próximo aos resíduos das hélices 3, 4, 
5 e 6 criando uma superfície para a ligação do coativador. A ligação do antagonista inibe a 
capacidade da H12 adotar a conformação ativa. Ao invés disso, a hélice 12 ocupa uma posição 
que impede a ligação do coativador (retirado da ref. 47). 
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1.1.4. As Mutações 

 

Mais de três mil diferentes genes humanos foram identificados onde uma ou mais 

modificações da sequência são causas diretas de doença.48 Essas mutações podem 

afetar a função da proteína através de diversos mecanismos, tais como mudanças na 

transcrição, processamento de RNA, expressão da proteína, enovelamento da cadeia 

polipeptídica, estabilidade do estado enovelado, modificação pós-translacional, 

interações com ligantes parceiros e alterações na catálise. Uma análise do banco de 

dados de mutações genéticas humanas (HGMD)48 mostra que a grande maioria de 

casos conhecidos agem através de mudanças na sequência codificante, com mutações 

pontuais (uma única base muda resultando em uma mudança de um único aminoácido 

da proteína). Este é, de longe, o efeito mais comum, contabilizando mais de 60% de 

todas as doenças de mutações monogênicas. Segundo um trabalho de Yue e 

colaboradores o mecanismo mais comum (mais de 80% dos casos) pelo qual uma 

mudança pontual na base resulta em doença é a desestabilização na estrutura da 

proteína relativa ao estado desenovelado. Observou-se que outros 10% de mutações 

pontuais afetam algum aspecto conhecido da função molecular e os 10% restantes 

operam através de outros mecanismos não identificados.49 

 

1.2. O RECEPTOR DE ANDROGÊNIO 

 

 Os efeitos dos androgênios são mediados por um simples receptor 

nuclear/intracelular, o receptor de androgênio (NR3C4, www.nursa.org),50 uma proteína 

de 110 kDa pertencente à subfamília dos receptores esteroides, cujos membros 

compartilham homologia básica funcional e estrutural.51,52 Ele age como um fator de 

transcrição controlado por hormônio que converte a mensagem tanto de androgênios 

naturais como sintéticos ao nível dos genes. 

Embora uma isoforma do AR (ARα) tenha sido identificada como sendo uma 

proteína de 87 kDa truncada a partir do AR de 110 kDa (ARβ),53 ainda é desconhecido 

se essas isoformas possuem capacidades diferenciadas de sinalização de transdução 

biológica em humanos. Contudo, sabe-se que ARα não é capaz de formar complexos 



9 

 

de alta afinidade com o DNA para modular os genes responsivos do AR.54 Como o 

papel funcional da isoforma alfa continua pouco esclarecido, normalmente ao se referir 

ao receptor de androgênio, faz-se apenas em relação à isoforma beta, nomeada 

simplesmente como receptor de androgênio. 

No citoplasma celular o AR não ligado esta associado a uma série de proteínas 

de choque térmico (HSPs, em inglês). O AR é ativado pela ligação de uma molécula de 

androgênio, normalmente 5α-diidrotestosterona, e a liberação das HSPs. A ligação do 

ligante também promove a hiperfosforilação do AR. O AR alterado assume uma 

conformação na qual os dois dedos de zinco no DBD ficam expostos. Ele é então 

translocado para o núcleo, onde ocorre a homodimerização e o homodímero liga-se aos 

elementos responsivos específicos de androgênio em certos genes, adquirindo a 

capacidade de regular a taxa de transcrição desses genes (Figura 3). Para exercer tal 

regulação, o complexo de um hormônio andrógeno e um AR deve interagir também com 

proteínas transcricionalmente ativas que se ligam ao elemento responsivo do DNA. 

Essas interações com uma série de correguladores, incluindo fatores de transcrição 

basais e proteínas promotoras centrais de elemento de ligação,  determinam o controle 

vetorial sobre a expressão transcricional de uma dado gene alvo de androgênio.55 
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Figura 3: Representação do mecanismo da ação do androgênio na célula. Da ligação à ativação 
do gene para a expressão da proteína. T, testosterona; DHT, diidrotestosterona, N-term, região 
N-terminal; hsps, proteínas de choque térmico; P, sítio de fosforilação, RNA Pol II, RNA 
polimerase II. (retirado da ref. 55) 

 

Como um membro da superfamília dos NRs, o receptor de androgênio é uma 

proteína modular organizada em domínios funcionais (Figura 4A).56 A estrutura 

tridimensional do domínio N-terminal (NTD) ainda é imprecisa e este é o domínio menos 

conservado da família dos receptores esteroides; por exemplo, a similaridade de 

sequência entre o NTD dos receptores de androgênio e de progesterona é de apenas 

20%. Ao contrário, a conservação do DBD é bastante alta (~80%) entre todos os 

receptores esteroides, exceto para o DBD do ER, cuja sequência é apenas 59% (ERα) 

similar ao do AR.57 

A estrutura cristalográfica do AR-LBD revelou que ele possui um domínio 

globular composto por α-hélices dispostas em uma espécie de sanduíche de folhas 

helicoidais antiparalelas (Fig. 4B). O AR-LBD difere de outros NRs por possuir 11 α-
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hélices e não 12, como os demais. Contudo, estas hélices são numeradas de 1 a 12, 

com a hélice 2 sendo omitida para manter a identidade posicional do AR em relação 

aos outros membros da subfamília dos receptores esteroides. 

 

   

A       B 

Figura 4: (A) Representação esquemática da organização estrutural do AR humano. (retirada da 
ref. 58); (B) Representação da estrutura do AR-LBD. Em violeta: alfas-hélices; em azul: hélices 
3-10; em amarelo: fitas beta. O ligante R1881 está representado no modelo “esferas e varetas”. 
O peptídeo mimetizando o coativador, CoA, está em vermelho. 
 

O domínio de ligação com ligantes do AR (AR-LBD), importante para a ligação 

de esteroides, dimerização e interações proteína-proteína com proteínas 

corregulatórias,59,60 possui diferentes regiões as quais desempenham um papel crítico 

no processo de transcrição. Alterações estruturais nestas regiões afetam de maneira 

significativa a função do receptor. A cavidade de ligação do ligante (LBP), a função de 

ativação 2 (AF2) e a extensão carbóxi-terminal, também conhecida como domínio F, 

são três destas regiões. 

 

LBP: Um total de 22 resíduos de aminoácidos, situados dentro do LBD na chamada 

cavidade de ligação do ligante são responsáveis pela interação direta do receptor com o 

ligante (Figura 5A). Embora a maioria destas interações seja de natureza hidrofóbica 

(Figura 5B), o sítio de ligação também compreende, em ambas as extremidades do 

ligante, alguns resíduos polares que prendem firmemente a molécula do esteróide via 



 

uma rede de ligações de hid

pertencem a cinco hélices (H3

H6 e a uma alça entre H11 e 

 

 

A   

Figura 5: Representações da es
ligação do R1881 coloridos seg
Superfície de van der Waals 
hidrofílicos que ancoram o ligant
T877 ligam-se ao grupo OH-17 
estão coloridos segundo o tip
nitrogênio: azul). 
 

AF2: Os receptores esteroid

função de ativação 1 na regi

LBD e do domínio de transat

um sulco hidrofóbico altame

pertencentes às hélices H3, 

opostas (os grampos de carg

esteróide (SRC) da família 

resíduo de aminoácido. O do

receptores esteroides, demo

motivos FXXLF derivados do 

peptídeos contendo LXXLL d

12 

drogênio (Figura 5C). Os resíduos que de

3, H5, H7, H10, e H12), a uma fita β localiz

H12 (Figura 5B).61,62 

   

      B     

strutura do AR-LBP. (A) Resíduos que fazem 
gundo o tipo (apolar: branco, polar: verde e b
 mostrando a cavidade hidrofóbica do LBP
te R1881 através de ligações de hidrogênio (os
e os resíduos Q711 e R752 ao O-3 do grupo c

ipo (carbono: azul; hidrogênio: branco; oxig

des possuem duas regiões predominantes 

ião N-terminal e a função de ativação 2 q

tivação amino-terminal e dependente do lig

ente conservado contíguo ao LBP formad

H4, H5 e H12. Ele é flanqueado por resíd

ga) que ligam motivos LXXLL do coativador

de coativadores (Figura 6), onde X pod

omínio AF2 do AR, entretanto, ao contrá

onstra uma afinidade maior pelos peptí

 NTD e das proteínas correguladoras do A

derivados do coativador. A Figura 4B most

elineiam o LBP 

zada entre H5 e 

  

C 

 parte do sítio de 
básico: azul); (B) 
P; (C) Resíduos 
s resíduos N705 e 
ceto). Os átomos 
gênio: vermelho; 

 de ativação. A 

ue faz parte do 

gante. O AF2 é 

do por resíduos 

duos de cargas 

r do receptor de 

de ser qualquer 

ário dos demais 

ídeos contendo 

AR do que pelos 

tra um peptídeo 



13 

 

de um cofator ligado ao AR-LBD na região do AF2. A conservação de sequência do 

AF2 dos NR’s reflete uma função comum da ligação do coativador.63 

 

 
Figura 6: Representação da superfície do AF2 do AR-LBD. Os resíduos pertencentes ao 
grampo de cargas que flanqueiam o AF2 estão em vermelho (negativo) e azul (positivo). Os 
demais resíduos que compõem o AF2 estão em branco (apolar) e verde (polar). 
 

Domínio F: Em particular, no caso da subfamília dos receptores esteroides existe ainda 

uma sequência curta carbóxi-terminal bem no fim do LBD. Esta extensão C-terminal, 

também conhecida como domínio F, desempenha um importante papel na ligação e 

estabilidade do ligante na cavidade de ligação e também na ativação do AR e dos 

outros receptores esteroides.64–68 Embora não esteja diretamente associado à cavidade 

hidrofóbica, sua deleção completa ou parcial impede a ligação do agonista. No caso do 

receptor de androgênio humano (hAR) já foi demonstrado que a truncagem dos últimos 

13 resíduos de aminoácidos do domínio F (resíduos 907 a 919) suprime a ligação do 

hormônio tanto com agonistas como com vários antagonistas68 alterando a ativação do 

receptor. 

As estruturas cristalográficas do AR, PR e GR mostraram que estes resíduos 

enovelam-se como uma fita β (S4) na conformação ativa e formam uma folha β 

conservada antiparalela com a fita β S3 entre H8 e H9 (Figura 4B).60,69,70 No AR, o 

domínio F é mantido firmemente no lugar não apenas pelas interações de ligação de 

hidrogênio entre os grupos NH da cadeia principal e os átomos de CO de ambas as 

fitas adjacentes S3 (815-817) e S4 (911-913), mas também pelas interações de 
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algumas cadeias laterais dos seus resíduos com a parte interna do LBD (Figura 7). Em 

particular, os resíduos V911, I914 e F916 estão orientados de tal forma que eles estão 

envolvidos em fortes interações de van der Waals com resíduos das hélices 9, 10 e 5. 

Muitos dos resíduos que participam destas interações estabilizantes são 

especificamente conservados na subfamília dos receptores esteroides. Ademais, 

ensaios de mutação sítio-dirigidas do hAR-LBD mostraram que, dos 11 resíduos que 

formam o domínio F, as substituições do resíduos F916, I914 e V911 induziram as 

mudanças mais drásticas nas afinidades de ligação do ligante e na ativação do receptor 

sugerindo, portanto, a relevância fisiológica do arranjo observado. Parece, portanto, que 

a posição particular e a conformação adotada pela extensão C-terminal são necessárias 

para a ativação dos receptores esteroides e análises estruturais sugerem que a 

desestabilização da extensão C-terminal altera a funcionalidade do hAR.6,68 

 

 
Figura 7: Representação das interações específicas entre os resíduos da fita β S4 pertencente 
à extensão C-terminal e outras partes do AR-LBD (S3, H9 e H10). Os resíduos incluídos fazem 
ou ligação de hidrogênio ou contatos de van der Waals. Os átomos estão coloridos segundo o 
tipo (carbono: azul; oxigênio: vermelho; nitrogênio: azul). Para maior clareza, os átomos de 
hidrogênio foram omitidos. A esfera vermelha representa uma molécula de água. 
 

1.2.1. Ligantes do Receptor de Androgênio 

 

Androgênio é qualquer composto natural ou sintético, geralmente um hormônio 

esteróide, que estimula ou controla o desenvolvimento e manutenção das 

características masculinas em vertebrados ao ligar-se ao receptor de androgênio.51,52  
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cerca de 600 em 2004 para mais de 1020 mutações, segundo a última atualização de 

2012 do The Androgen Receptor Gene Mutations Database (ARDB).55,73 

 A síndrome de insensibilidade ao androgênio varia da forma completa (CAIS) à 

suave (MAIS), passando pela forma parcial (PAIS). Esta, que já foi conhecida como 

síndrome da feminilização testicular74, é uma desordem hereditária que possui dentre 

outras características, o desenvolvimento de seios e outras características sexuais 

secundárias na puberdade, ausência ou escassez de pelos pubianos e nas axilas, 

genitália feminina externa e ausência de genitália feminina interna. No LBD existe uma 

surpreendente preponderância de mutações pontuais, com um número 

significativamente maior de casos CAIS75,76 do que PAIS6. Diferentes substituições no 

mesmo aminoácido podem resultar em receptores com diferentes graus de AIS. 

Atualmente, são conhecidas mais de 400 diferentes mutações no AR que levam à 

AIS.57,77,78 

O AR possui um papel central no crescimento e desenvolvimento normal da 

próstata, bem como na carcinogênese da próstata e na progressão da doença, tanto na 

fase dependente do androgênio como na fase não dependente.79 A dependência do 

câncer de próstata pela sinalização do androgênio é conhecida a cerca de 70 anos e 

ainda assim o PCa continua sendo uma das principais causas de morte de homens no 

mundo ocidental. Avanços na metodologia e no tempo de diagnóstico têm permitido a 

detecção de tumores ainda no estágio inicial, quando a doença pode ser tratada 

cirurgicamente ou por radioterapia. Entretanto, apesar dos resultados positivos do 

tratamento, estágios avançados da doença apresentam um prognóstico muito mais 

difícil.80 A biossíntese anormal de androgênio ou mutações que inativem o AR estão 

associadas com o desenvolvimento incompleto ou mesmo o não desenvolvimento da 

próstata em indivíduos XY. Portanto, uma via de sinalização normal é um requisito 

necessário não apenas para o desenvolvimento normal da próstata, mas também para 

o desenvolvimento do câncer de próstata.81 

As mutações selecionadas para este estudo (Tabela 1) ocorrem naturalmente em 

indivíduos XY e foram todas reportadas em estudos clínicos. Além de estarem 

envolvidos nas doenças AIS e PCa, também estão associados a: (i) alterações 

significativas na constante de afinidade ligante-receptor; (ii) alterações na estrutura do 
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sítio de ligação, direta ou indiretamente; e (iii) alteração dos mecanismos de 

estabilização do domínio F. Além disso, escolheu-se estudar mutações que 

transformassem resíduos carregados em neutros e resíduos volumosos em resíduos 

menores e vice e versa. Isso nem sempre leva a modificações importantes na estrutura 

da proteína, mas como critério inicial se mostra válido, inclusive para o mapeamento do 

comportamento deste tipo de receptor. 

 

Tabela 1: mutações selecionadas para o estudo. As cores fazem 
correspondência com as esferas que indicam a localização das 
mutações na Figura 14A. 

Mutação 
Localização 

no LBD 
Fenótipo 

Afinidade relativa 
R1881 (%) 

F916A F PCa 1,3[68] 
P817A S3 PAIS 12[6] 
R840C H9 PAIS 36[82] 
G743V H5 CAIS 40[82] 
R871G H10 MAIS 51[83] 
G909E F PCa 59[68] 
Q919R F PCa 100[68] 

 

1.3. DINÂMICA MOLECULAR 

 

Não existe técnica experimental capaz de fornecer informações dinâmicas com o 

grau de completeza e precisão de processos moleculares que ocorrem na resolução 

temporal da ordem de femtossegundos e com uma resolução espacial atômica. Por 

exemplo, informações de como as moléculas de um determinado sistema químico se 

movem, quais são as energias de interação entre essas moléculas, quais são as 

correlações estruturais e dinâmicas e como essas correlações afetam a atividade 

bioquímica destas moléculas. Embora algumas técnicas modernas de espectroscopia84 

e cristalografia85 resolvidas no tempo tenham obtido resultados importantes e 

promissores, as simulações de dinâmica molecular constituem uma ferramenta muito 

valiosa para a compreensão de fenômenos dinâmicos e de flutuações estruturais em 

escala atômica para sistemas biomoleculares. 
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Por isso, a simulação computacional tornou-se uma ferramenta científica chave 

no estudo de sistemas químicos e bioquímicos. O uso de técnicas de modelagem 

molecular já é bastante comum no estudo de uma grande variedade de sistemas 

químicos, tais como proteínas e DNA, e no estudo de suas interações com candidatos a 

agentes farmacêuticos. O uso cada vez maior de simulações para sistemas moleculares 

tem sido possível devido ao avanço na química teórica e computacional e ao rápido 

desenvolvimento de recursos computacionais mais acessíveis.86,87 

Embora a primeira simulação de dinâmica molecular tenha sido feita em 1957,88 

apenas na década de 1970 é que foi possível simular o comportamento da água89 e de 

biomoléculas90. A primeira simulação de dinâmica molecular de uma macromolécula de 

interesse biológico foi publicada em 1977 por McCammon e Karplus para o inibidor da 

tripsina pancreática bovina (BPTI). Embora essa simulação tenha sido feita na ausência 

de solvente, com um potencial de interação grosseiro comparado com os disponíveis 

atualmente e durado apenas 9,2 ps, os resultados foram fundamentais para substituir a 

visão das proteínas como estruturas relativamente rígidas pela percepção de que elas 

são sistemas dinâmicos, cujos movimentos internos desempenham um papel funcional. 

Contudo, deve-se registrar que dados experimentais, como os de experimentos de troca 

de hidrogênio feitos por Linderstrom-Lang e colaboradores91 já existiam e apontavam 

nessa direção. 

 Dois anos após a simulação do BPTI, foi reconhecido92 que o fator B de 

temperatura calculados durante o refinamento da estrutura cristalográfica obtida por 

raios-X podiam ser usados para inferir movimentos internos de proteínas. Durante os 10 

anos seguintes, uma grande quantidade de fenômenos de movimento foi investigada 

por simulações de dinâmica molecular de proteínas e de ácidos nucleicos. A maioria 

desses estudos focou nos aspectos físicos dos movimentos internos e na interpretação 

dos experimentos.93 

A simulação computacional é uma importante ferramenta também para o 

entendimento da ligação de ligantes a proteínas. Enquanto o poder da biologia 

estrutural está em traduzir o conhecimento das estruturas proteicas em percepções 

sobre suas forças, ligações e mecanismos, o poder complementar da simulação 

computacional está em mostrar “o resto da história”, isto é, como movimentos em 
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conjuntos de confôrmeros alternativos e as entropias e forças que não podem ser vistas 

em estruturas moleculares únicas também contribuem para as afinidade de ligação. Na 

ligação a uma proteína, um ligante pode ligar-se em múltiplas orientações; a proteína ou 

o ligante pode ser deformado pelo evento da ligação; moléculas de água, íons ou 

cofatores podem ter envolvimento inesperado; e entropias conformacionais ou de 

solvatação podem às vezes desempenhar papéis maiores e outras vezes imprevisíveis. 

E a simulação computacional está ajudando a elucidar esses fatores.94 

 Em resumo, simulações computacionais podem fornecer o detalhe fundamental 

que permite a compreensão de questões específicas sobre as propriedades de um 

sistema modelo, frequentemente mais facilmente do que experimentos com um sistema 

real. Para muitos aspectos da função biomolecular, são esses detalhes que despertam 

interesse.93 

 

1.3.1. Fundamentos teóricos 

 

Idealmente, a equação de Schrödinger dependente do tempo deveria ser capaz 

de prever todas as propriedades de qualquer sistema com precisão. Entretanto, quando 

uma grande quantidade de partículas está envolvida, como no caso de simulações de 

biomoléculas, é necessário introduzir aproximações para que haja um ganho no tempo 

de cálculo da propriedade desejada. Simulações computacionais dependem de um 

modelo capaz de descrever as interações atômicas em um sistema químico. Para a 

maioria de sistemas biomoleculares, portanto, costuma-se escolher trabalhar com 

parametrizações empíricas dos modelos; por exemplo, interações coulômbicas 

clássicas entre cargas atômicas pontuais ao invés da descrição quântica dos elétrons 

são expressas em funções de energias potenciais. Estas formas funcionais analíticas, 

juntamente com seus parâmetros, relacionam a estrutura química e a conformação à 

energia no chamado campo de força empírico.86,95 

Na prática, campos de força clássicos geralmente incluem um termo de energia 

cinética e termos para estiramento de ligação, deformação angular, torções diedrais e 

deformação fora do plano, bem como interações não covalentes: de van der Waals e 

eletrostáticas. Para a maioria dos propósitos, essas aproximações funcionam bem, mas 
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elas não podem reproduzir efeitos quânticos tais como formação ou quebra de 

ligações.95 Uma forma funcional típica para uma Hamiltoniana contendo estes termos 

é:86 
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H(rN, pN) é a hamiltoniana clássica que descreve as interações no sistema em 

termos das coordenadas r e momentos p de todas as partículas i e j; Cb e b0 são a 

constante de estiramento e a distância de equilíbrio da ligação; Cθ e θ0 são a constante 

de deformação angular e o ângulo de equilíbrio da ligação; Cξ e ξ0 são a constante de 

deformação angular impróprio e o ângulo impróprio de equilíbrio da ligação; Cϕ, ϕ e δ 

são a constante de força torsional, a periodicidade do termo torsional e a fase do 

ângulo; C12,ij e C6,ij são os coeficientes de repulsão e de atração não ligados (Lennard-

Jones); rij é a distância interatômica entre os átomos i e j; qi e qj são as cargas atômicas 

parciais dos átomos i e j; e ε0 e εr são a constante dielétrica efetiva é a constante 

dielétrica relativa do meio. 

Campos de força mais elaborados podem incluir termos cruzados entre 

interações covalentes, termos representando polarização eletrônica ou termos para a 

interação com campos externos. 

Dinâmicas biomoleculares ocorrem em uma larga faixa de escalas espacial e 

temporal e a escolha da abordagem para estudá-las depende da questão a ser 

respondida (Figura 9). 
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Figura 9: Faixa de escala temporal para dinâmicas de sistemas biomoleculares. Embora os 
passos temporais individuais de dinâmicas moleculares seja de 1 a 2 fs, a computação paralela 
permite simular em uma escala de microssegundos e técnicas de computação distribuída 
podem amostrar mesmo processos mais lentos, quase atingindo milissegundos. 

 

Para obter propriedades a partir das simulações moleculares uma coleção de 

configurações do sistema de estudo precisa ser gerada (ensemble) de tal forma que ao 

menos as regiões mais populosas do espaço de fase sejam suficientemente 

representadas. Dois métodos largamente utilizados para gerar um ensemble 

termodinamicamente relevante a partir de uma Hamiltoniana como a mostrada na 

equação 1 são o método Monte Carlo (MC) e o método de dinâmica molecular (MD). 

Sendo que este último tem a vantagem de reproduzir propriedades dinâmicas.86,95 

Nas simulações de Monte Carlo, configurações escolhidas aleatoriamente são 

aceitas ou rejeitadas com base na probabilidade de Boltzmann. Estas configurações 

são subsequentemente usadas para obter médias de ensemble para as propriedades 

de interesse.86 

Em simulações de dinâmica molecular a derivada do gradiente do potencial é 

usada para calcular as forças em cada partícula do sistema. Usando-se um algoritmo 

de integração adequado, essas forças são usadas para obter a evolução temporal do 

sistema. As propriedades são obtidas como médias temporais:86 
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Ψ é a propriedade desejada calculada ao longo do tempo t e Nmd é o número 

total de passos de dinâmica molecular. 

Valores esperados são substituídos por médias do ensemble das simulações de 

Monte Carlo ou médias temporais das simulações de dinâmica molecular, assumindo-

se que o espaço de fase foi adequadamente amostrado no ensemble simulado ou na 

trajetória dinâmica. Propriedades dinâmicas e estruturais podem ser prontamente 

obtidas como médias de ensemble ou de médias temporais se um valor para esta 

propriedade puder ser calculado a partir de uma configuração simples. Energia 

potencial, energia cinética, energias de ligação, temperatura e pressão são exemplos 

de tais propriedades. Uma vez que simulações de dinâmica molecular seguem a 

evolução temporal de um sistema, muitas outras propriedades também estão 

disponíveis, como coeficientes de difusão e tempos de relaxação. Diferentemente, 

energias livres e entropias dependem da extensão total do espaço de fase e não podem 

ser facilmente derivadas das médias estatísticas que as simulações fornecem.86,87 

Na prática, sistemas fisicamente interessantes possuem tantos graus de 

liberdade que não é possível uma completa amostragem do espaço de fase.  A principal 

dificuldade prática enfrentada nos cálculos surge da complexidade e irregularidade 

subjacente do panorama energético das flutuações conformacionais dos sistemas de 

macromoléculas biológicas.86,87 

O  algoritmo básico de simulação biomolecular não mudou substancialmente 

desde o primeiro estudo de MD de uma proteína há mais de 30 anos.96 Embora 

simulações rotineiras de MD com solvente explícito estejam atualmente em 4 ou 5 

ordens de magnitude maiores (100-1000 ns geralmente), estudos modernos de MD 

ainda parecem serem curtos frente ao que é necessário para simulações de equilíbrio 

estatisticamente válidas. Grosso modo, seria mais interessante correr simulações pelo 

menos 10 vezes maiores do que a escala de tempo importante mais lenta em um 

sistema. Infelizmente, muitas escalas de tempo biomoleculares excedem o 1 ms e, em 

alguns casos, por ordens de magnitudes. 
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1.3.2. Etapas de uma simulação de Dinâmica Molecular 

 

Algumas técnicas são necessárias para simular um sistema de partículas usando 

dinâmica molecular para cada etapa do processo de descrição das posições e 

velocidades das partículas a cada instante. De uma maneira geral as etapas incluem a 

geração da configuração inicial do sistema; o cálculo das forças exercidas sobre cada 

partícula por conta das interações intermoleculares; movimentação das partículas; os 

ensembles e controle da simulação; e a análise ou armazenamento de configurações 

(trajetórias)97 (Figura 10). 

 
Figura 10: Fluxograma simplificado das etapas de uma simulação de dinâmica molecular típica. 
A ideia básica é gerar estruturas a partir de um conjunto natural calculando as funções 
potenciais e integrando as equações de movimento de Newton; essas estruturas são então 
usadas para estimar propriedades de equilíbrio do sistema. Um passo temporal típico é da 
ordem de 1 a 2 fs. 
 

Entretanto, simulações utilizando estruturas experimentais como partida sempre 

precisarão de um chamado estágio de equilibração antes que trajetórias utilizáveis 

possam ser coletadas. É entendido que o propósito da equilibração é imprescindível 

para eliminação dos artefatos dinâmicos e estruturais das condições iniciais de não 
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equilíbrio. Portanto, embora esse estágio da simulação não tenha qualquer pretensão 

quanto à exploração de todo espaço de fase de equilíbrio, ele é necessário para 

identificar o ponto de partida da tal exploração. Deve-se notar que qualquer método 

para a equilibração que começa com uma estrutura determinada experimentalmente 

possui um ponto fraco principal: o sistema pode ficar preso em um mínimo local de 

energia que não é o poço nativo da proteína, dependendo das propriedades físicas da 

proteína e da qualidade da estrutura experimental.98 

A Figura 11 resume os passos de uma simulação típica de dinâmica molecular 

de uma proteína partindo de uma estrutura obtida do Protein Data Bank (PDB) 

passando pela etapas de minimização, equilibração e produção e posterior análise da 

trajetória de simulação. 

 
Figura 11: Resumo dos passos em uma simulação típica de MD de proteína. O primeiro passo é 
importar uma estrutura inicial do PDB. Em seguida, solvente é adicionado e a estrutura é 
relaxada via um algoritmo de minimização para remover maus contatos. Então o sistema é 
equilibrado: a estrutura experimental minimizada é submetida à simulação de MD para trazê-la 
para o equilíbrio com as condições de simulação. Apenas após esse estágio de equilibração 
podem as simulações de produção serem realizadas para fornecerem resultados realísticos 
(adaptada da ref. 98). 
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Várias técnicas para a definição deste equilíbrio existem e já foram amplamente 

discutidas na literatura. Entretanto, uma técnica muito comum é a análise do RMSD 

(root mean square deviation, em inglês). Quando o RMSD alcança um valor de platô, o 

sistema atingiu um poço na superfície de energia potencial. Supõe-se que esse poço 

energético corresponde ao espaço de fase no equilíbrio e o sistema é considerado 

apropriado para a etapa de produção da simulação de dinâmica molecular.98 

 

1.3.3. Geração da configuração inicial 

 

 No caso do sistema ser isotrópico homogêneo (um fluído, por exemplo), o 

procedimento mais usual é criar uma caixa de simulação cúbica, podendo ser também 

de outra geometria, onde as N moléculas do sistema são colocadas. As dimensões da 

caixa são escolhidas de tal forma que a densidade numérica, N/V, corresponda àquela 

do sistema real nas condições termodinâmicas desejadas.97 

A construção de caixas de simulação de sistemas mais complexos, como 

soluções de proteínas, não é possível sem o conhecimento prévio da estrutura da 

macromolécula. Por conta disso, as estruturas terciárias de uma proteína podem ser 

obtidas a partir de diferentes técnicas experimentais, como cristalografia por difração de 

raios-X, espectroscopia de RMN e, mais recentemente, de técnicas integradas de 

proteômica com espectrometria de massas.99 

Normalmente, como configuração inicial para estudos de dinâmica molecular de 

estruturas de proteínas inteiras ou de domínios grandes, tais como o LBD dos NRs, 

utilizam-se as estruturas obtidas por cristalografia por apresentarem melhor resolução. 

O dado colhido a partir de um experimento de difração de raios-X não é a estrutura de 

equilíbrio da proteína; mais precisamente, é o mapa da densidade de probabilidade 

eletrônica, produzido sobre muitas células unitárias, a partir das quais uma estrutura 

média pode ser determinada. Isso fornece um “chute” inicial para um conjunto de 

posições atômicas. Estruturas obtidas a partir de ressonância magnética nuclear 

possuem limitações semelhantes.97,98 

Quando uma configuração de partida está muito longe da de equilíbrio, forças 

grandes, devido à sobreposição de átomos, por exemplo, podem causar a queda da 
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simulação ou a distorção do sistema e, nesse caso, é necessário realizar uma 

minimização de energia do sistema antes da simulação de dinâmica molecular. A 

minimização de energia é uma técnica que visa a encontrar um conjunto de 

coordenadas que minimizam a energia potencial do sistema. O procedimento básico 

consiste em “caminhar” sobre a superfície de potencial na direção em que a energia 

decresce até o sistema atingir um mínimo local de energia. Minimizações de energia 

também são normalmente usadas para refinar estruturas experimentais de baixa 

resolução.95,100 

Os algoritmos de minimização mais conhecidos são: o método  steepest descent, 

o método dos gradientes conjugados e o método de Newton-Raphson.87 

 

1.3.4. Condições periódicas de contorno 

 

Em simulações de MD, os sistemas possuem normalmente 102-106 partículas, 

sendo muitas ordens de grandeza menores em comparação com o número de átomos 

de um sistema macroscópico. Assim, o número relativo de partículas na superfície do 

sistema é muito maior em sistemas de MD do que para um sistema macroscópico, 

podendo causar efeitos de superfície indesejados.100 

Tipicamente, simulações de biomoléculas usam condições periódicas de 

contorno para evitar efeitos de superfície, ou efeitos de fronteira, de tal forma que uma 

molécula de água que sai pela direita reaparece na esquerda (Figura 12). Se a caixa é 

suficientemente grande, as moléculas não irão interagir significativamente com suas 

cópias periódicas. Réplicas idênticas da caixa de simulação são consideradas como 

estando dispostas ao redor da célula principal, formando um sistema que procure 

reproduzir de forma mais relista o sistema termodinâmico (com N e V tendendo ao 

infinito, mas N/V uma constante). Isso está intimamente relacionado às interações não 

ligadas, que idealmente deveriam ser somadas sobre todos os vizinhos no sistema 

periódico infinito resultante.95,97 
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Figura 12: Representação de uma caixa de simulação bidimensional (em cinza) e suas réplicas 
periódicas (em branco). As condições periódicas de contorno correspondem à criação de 
réplicas idênticas da caixa de simulação colocadas lado a lado, de modo que qualquer 
movimento que ocorra na caixa de simulação ocorra também nas réplicas (retirado de 
http://kalilbn.wordpress.com, acessado em 20/10/2012). 
 

1.3.5. Convenção da imagem mínima e raio de corte 

 

A implementação das condições periódicas de contorno requer a avaliação das 

forças exercidas sobre cada molécula por todas as demais do sistema. Portanto, esse 

tratamento deve ser acompanhado por uma indicação de como as interações entre as 

imagens de diferentes réplicas periódicas devem ser consideradas. Para o tratamento 

das interações de curto alcance, onde V ~ r-6 (interações de van der Waals), emprega-

se o procedimento de convenção da imagem mínima.87 Nesse caso, é empregada a 

truncagem do potencial em um raio de corte esférico. Cortes simples podem funcionar 

para interações de Lennard-Jones que decaem muito rapidamente, mas, para 

interações de longo alcance (interações de Coulomb), um corte súbito pode levar a 

grandes erros. Uma alternativa é “desligar” a interação antes do corte, como mostrado 

na Figura 13, mas uma melhor opção é usar a soma de Ewald para calcular as 

interações eletrostáticas infinitas pela separação da soma em partes de curto e de 

longo alcance. Para PME, o corte determina apenas o balanço entre as duas partes e a 

parte de longo alcance é tratada pela fixação de cargas em uma grade que é resolvido 

em um espaço recíproco através de transformadas de Fourier.87,95,97,100 
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Figura 13: Alternativas a um corte brusco para interações coulômbicas não ligadas. Em cima: 
desligando a interação (tracejada) antes do corte, a força será a derivada exata do potencial, 
mas a derivada (e, portanto, a força) crescerá extraordinariamente logo após o corte. Em baixo: 
PME é um algoritmo no qual a interação de Coulomb (sólida) é dividida em um termo de curto 
alcance que é resolvido dentro de um corte (tracejada) e um termo de longo alcance que pode 
ser resolvido exatamente em um espaço recíproco com transformadas de Fourier (ponto e 
traço). (retirado da ref. 95) 

 

1.3.6. Controle da temperatura e da pressão 

 

Cortes e arredondamento de erros podem levar a desvios de energia, que fazem 

o sistema aquecer durante a simulação. Para controlar isso, o sistema é normalmente 

acoplado a um termostato que escalona a velocidade durante a integração para manter 

a temperatura ambiente. De forma parecida, a pressão total no sistema pode ser 

ajustada através do escalonamento do tamanho da caixa de simulação, isotropicamente 

ou separadamente nas dimensões x, y e z.95 

Para gerar a distribuição correta do ensemble o sistema pode ser acoplado a um 

reservatório com um banho determinístico ou estocástico. Acoplamentos 

determinísticos geralmente possuem alguma quantidade que é conservada (similar a 

energia total).101 

Durante as simulações de dinâmica molecular o controle de temperatura pode 

ser obtido através de um processo conhecido como termostato de Berendsen,102 que 

mantém a temperatura acoplando o sistema é a um banho térmico com temperatura 

fixa. Durante as simulações as velocidades são reescalonadas a cada passo de 
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integração, a fim de ajustar a energia cinética do sistema até a temperatura 

selecionada.102 

Outros métodos mais sofisticados como os termostatos de Nosé-Hoover103,104 e 

Nosé-Poincaré104 também são utilizados. Para o controle da pressão, as variáveis de 

temperatura são substituídas pelas de pressão, e as velocidades dos átomos pelas 

coordenadas atômicas. Os barostatos mais utilizados são os de Berendsen102 e 

Parrinello-Rahaman.105 O programa NAMD101, contudo, usa uma abordagem de banhos 

estocásticos devido à sua facilidade de implementação e também pelo fato de que os 

termos de fricção tendem a melhorar a estabilidade dinâmica. Para simulações NpT, 

como a deste trabalho, Phillips e colaboradores propuseram um novo conjunto de 

equações de movimento e implementaram um integrador numérico no NAMD.101 

 

1.3.7. Vínculos e restrições 

 

A parte de maior demanda das simulações é o computo das interações não 

covalentes, devido aos milhões de pares que têm de ser avaliados a cada passo de 

tempo. Estender o passo de tempo é, portanto, um importante modo de melhorar 

performance da simulação, mas, infelizmente, erros são introduzidos nas vibrações de 

ligação já em 1 fs. Entretanto, na maioria das simulações, as vibrações de ligação não 

são de interesse por si e podem ser removidas inteiramente pela introdução de 

algoritmos de restrição de ligação como o SHAKE,106 o RATTLE107 ou LINCS.108 Tais 

restrições tornam possível estender os passos de tempo para 2 fs. 95 

 

1.3.8. Tratamento do Solvente 

 

 Dois são os modelos de solvatação utilizados em simulações de MD: o modelo 

de solvatação implícita e o de solvatação explícita. Neste último, milhares de moléculas 

de solvente são incorporadas ao sistema como um componente adicional. Dentre os 

vários potenciais desenvolvidos e parametrizados para descrever moléculas de água 

explicitamente, os mais utilizados são os da família TIP (Transferable Intermolecular 

Potentials), desenvolvidos por Jorgensen e colaboradores:109,110 TIP3P, TIP4P e TIP5P, 
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os modelos de carga pontual, SPC e SPC/E, desenvolvidos por Berendsen e 

colaboradores111 e o modelo ST2 de Stillinger e Rahman112. 

 Em casos de sistemas muito grandes, envolvendo complexos de proteínas com 

DNA e cofatores, por exemplo, o uso de modelos implícitos de solvatação podem ser 

mais interessantes do ponto de vista do custo computacional da simulação, 

dependendo da propriedade a ser estudada. Em geral, um tratamento implícito 

considera a influência média do solvente através da estimativa direta da energia livre de 

solvatação, mas não considera os graus de liberdade do solvente explicitamente e sim 

como um meio contínuo. Os modelos de solvatação implícita mais comumente usados 

são o de área superficial acessível ao solvente,113,114 o de Poisson-Boltzmann115,116 e o 

modelo generalizado de Born.117,118 A combinação do modelo generalizado de Born 

com o de Poisson-Boltzmann tem sido reconhecida como uma boa escolha para o 

tratamento de implícito do solvente em sistemas biomoleculares. 

 

1.3.9. Velocidades iniciais 

 

Além das configurações iniciais, o método MD requer especificação das 

velocidades iniciais de todos os átomos do sistema, para que as equações de 

movimento possam ser resolvidas. Dentre as maneiras pelas quais as velocidades 

iniciais podem ser estabelecidas, uma possibilidade é a partir da distribuição de 

Maxwell-Boltzmann na temperatura de interesse:87 

   ������ = � 	
�����
� �� ��� �− �� 	
�
���� �    (3) 

 

A equação de Maxwell-Boltzmann fornece a probabilidade p que um átomo i de 

massa mi tenha uma velocidade vix na direção x na temperatura T. Sendo kb a 

constante de  Boltzmann. 

Desta forma, a energia cinética do sistema é determinada pela temperatura 

especificada por: 

     
������ = ��∑ !����"�#�      (4) 

 



31 

 

em que N é o número de partículas e mi e vi são a massa e a velocidade da partícula i, 

respectivamente. Seja qual for a escolha, é importante que a soma dos momentos 

sobre todas as partículas do sistema seja um vetor nulo, evitando o deslocamento da 

caixa como um todo. 

 

1.3.10. Movimentação das partículas 

 

Em dinâmica molecular, configurações sucessivas do sistema são geradas 

através da integração das leis de movimento de Newton. O resultado é uma trajetória 

que especifica como as posições e velocidades das partículas no sistema variam em 

função do tempo. A trajetória é obtida resolvendo equações diferenciais incorporadas 

na segunda lei de Newton. 

Existem muitos algorítimos para a integração das equações de movimento 

usando métodos de diferenças finitas, contudo, o algoritmo de Verlet119 é 

provavelmente o método mais usado para integrar as equações de movimento em uma 

simulação de dinâmica molecular. O algoritmo de Verlet usa as posições e acelerações 

no tempo t e as posições do passo anterior, r(t - δt), para calcular as novas posições em 

t + δt, r(t + δt). As relações entre essas quantidades e as velocidades no tempo t podem 

ser escritas como:87 

 

   $�% + '%� = $�%� + (�%�'% + ��)�%�'%� +⋯   (5) 

  $�% − '%� = $�%� − (�%�'% + ��)�%�'%� −⋯   (6) 

 

Onde r é a posição da partícula, v sua velocidade e a representa a aceleração 

experimentada por ela. 

 

Somando-se as equações (5) e (6), tem-se: 

 

  $�% + '%� = 2$�%� − $�% − '%� + )�%�'%�     (7) 
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As velocidades não aparecem explicitamente no algoritmo de integração de 

Verlet, mas podem ser calculadas de muitas formas. Uma forma simples é dividir a 

diferença nas posições em t+δt e t-δt por 2δt: 

 

  (�%� = [$�% + '%� − $�% − '%�]/2'%     (8) 

 

 A implementação do algoritmo de Verlet é direto e os requisitos de armazenagem 

são modestos. O método é temporalmente reversível, conserva o momento angular e 

requer apenas uma avaliação das forças para cada passo temporal. Uma desvantagem 

do método é que, para um período fixo de tempo, o método exibe um erro global 

proporcional a δt2 o que pode levar a uma perda de precisão.87,101 

 Embora já existam métodos mais exatos (de maior ordem) para a integração de 

equações de movimento, eles não são convenientes para sistemas biomoleculares 

porque requerem várias avaliações das forças para cada passo temporal. Desta forma, 

o algoritimo de Verlet e suas variações (leap-frog120 e Verlet-velocidade,121 por 

exemplo) ainda continuam sendo a opção mais prática e acurada para simulações 

biomoleculares. 

 

1.3.11. Parametrização do Ligante R1881 

 

Foi necessário realizar a parametrização do ligante R1881 uma vez que faltavam 

alguns parâmetros no campo de força CHARMM122 correspondentes a cargas parciais 

atômicas, comprimentos e ângulos de ligação e ângulos diedros deste ligante. 

Parametrizar o ligante consiste basicamente em ajustar ou otimizar um conjunto 

de parâmetros empíricos que dependem da molécula à forma funcional do campo de 

força (Equação 1). De um modo geral, os campos de força têm seus parâmetros 

ajustados de modo a reproduzir algumas propriedades estruturais ou termodinâmicas 

obtidas experimentalmente. Nos casos em que dados termodinâmicos são escassos 

outra forma de determinar parâmetros são os cálculos de estrutura eletrônica ab initio. 

O próprio campo de força CHARMM, por exemplo, foi desenvolvido tanto a partir de 

dados experimentais como de cálculos quânticos. 
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Uma importante característica dos campos de força é a transferabilidade, isto é,  

um mesmo conjunto de parâmetros pode ser utilizado para modelar moléculas 

relacionadas, ao invés de ter que definir um novo conjunto de parâmetros para cada 

molécula individualmente.87 Parâmetros relacionados a graus de liberdade “rígidos”, 

como estiramento de ligação e deformação angular, influenciam pouco o desempenho 

de um campo de força e são especialmente transferíveis. Também costuma-se assumir 

que um mesmo conjunto de parâmetros de van der Waals pode ser usado para a 

maioria, senão todos, os tipos atômicos de um mesmo elemento. As carga atômicas, 

por sua vez, podem ser determinadas por ajuste do potencial eletrostático e os 

parâmetros de torção são comumente obtidos através de cálculos de mecânica 

quântica. 
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2. Objetivo da Tese 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Através de simulações por dinâmica molecular, estudar a estrutura e dinâmica do 

domínio de ligação do ligante do receptor de androgênio, AR-LBD, em suas formas 

nativa e mutadas, complexadas com o ligante sintético metiltrienolona (R1881). 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- determinar as bases moleculares da diminuição da capacidade funcional do 

receptor de AR decorrentes das seguintes mutações: F916A, P817A, R840C, G743V, 

R871G, G909E e Q919R. 

- buscar por alterações estruturais na cavidade de ligação do ligante (LBP), na 

superfície de ligação do cofator (AF2); e na extensão C-terminal (domínio F). 

- estudar como alterações na posição da extensão C-terminal (domínio F) estão 

relacionadas à diminuição da capacidade funcional do AR. 
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3. Materiais e Métodos 

 

A preparação do sistema para a simulação por dinâmica molecular consiste 

basicamente em escolher uma estrutura de partida, no caso, estruturas cristalográficas 

disponíveis no Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb). Para este estudo, a 

estrutura cristalográfica de partida principal foi a de PDB ID 1XOW63 que consiste na 

estrutura do LBD do receptor humano de androgênio ligado ao agonista artificial R1881 

e também a um peptídeo NH2-terminal (peptídeo AR 20-30) que mimetiza parte de um 

coativador. Esta estrutura será denominada AR-LBD-Cofator/R1881. A estrutura de 

PDB ID 1E3G60 foi usada para modelar as partes faltantes das estruturas de partida: o 

loop anterior à hélice 1(resíduos 669 e 670) e parte do loop entre as hélice 8 e 9 

(resíduos 844 e 849). O programa psfgen implementado no pacote NAMD101 foi usado 

para adicionar os átomos de hidrogênio faltantes. 

 

As mutações foram construídas trocando-se computacionalmente os resíduos de 

aminoácidos desejados, já que estruturas cristalográficas do AR-LBD contendo as 

mutações escolhidas para este trabalho não estão disponíveis até o momento. É 

importante ressaltar que todas as mutações escolhidas ocorrem naturalmente em 

indivíduos XY e fazem parte de estudos clínicos reportados (Tabela 1). O programa 

psfgen foi novamente usado para reconstruir as cadeias laterais trocadas 

computacionalmente. 

Todos os modelos foram imersos em uma caixa cúbica com moléculas de água 

utilizando o plugin solvate implementado no programa VMD123; íons Na+ e Cl- foram 

adicionados ao sistema para manter a neutralidade e mimetizar as condições 

fisiológicas, na concentração de 0,15 mol.L-1, usando-se o plugin autoionize também 

implementado no VMD.123 Os sistemas assim construídos totalizaram aproximadamente 

55 mil átomos cada um. 

Todas as simulações de MD foram feitas com o programa NAMD 2.6101 

utilizando-se o algorítimo SHAKE107 para restringir os movimentos dos átomos de 

hidrogênio e o campo de força de átomos explícitos CHARMM22.122 O passo de 
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integração das equações de movimento nas simulações foi de 2 fs com as 

configurações sendo gravadas a cada 2 ps. 

Condições periódicas de contorno foram aplicadas. O método de Particle Mesh 

Ewald (PME) foi empregado para calcular as interações eletrostáticas de longo alcance. 

Todas as simulações foram feitas no ensemble NpT, usando-se o termostato de 

Langevin onde a temperatura foi mantida em 298,15 K. Tanto a estrutura da proteína 

nativa como as estruturas das proteínas mutadas foram submetidas à mesma rotina de 

simulação. 

Para cada configuração do sistema hAR-LBD-Cofator/R1881, isto é, para a 

nativa e para cada uma das sete estruturas mutadas, foram feitas 10 simulações. Para 

cada uma dessas simulações, o seguinte roteiro foi seguido: 

1) uma primeira minimização de 1000 passos, seguida de uma dinâmica de 200 

ps, nesta etapa todos os átomos do receptor são mantidos fixos, exceto as partes 

modeladas, o solvente e os íons adicionados; 

2) uma segunda minimização também de 1000 passos e com uma nova dinâmica 

de 200 ps, nesta etapa apenas o backbone da proteína é mantido fixo; 

3) seguiu-se então para a etapa de produção num total de 8,6 ns para cada uma 

das simulações com o objetivo de melhorar a amostragem do espaço de fase e, com 

isso, tornar mais confiável a posterior análise das propriedades estudadas. 

As análises de todos os resultados foram feitas utilizando-se programas 

desenvolvidos pelo nosso próprio grupo de pesquisa de acordo com as propriedades a 

serem analisadas e as necessidades específicas de cada sistema estudado. Os 

programas de análise estão disponíveis em http://lm-mdanalysis.googlecode.com. 

 

A parametrização do ligante foi realizada em conjunto com os pesquisadores 

Paulo Cesar Telles de Souza e Karen Weber (trabalho não publicado). Os parâmetros 

faltantes no campo de força CHARMM122 correspondentes a cargas parciais atômicas, 

comprimentos e ângulos de ligação e ângulos diedros do ligante R1881 foram obtidos 

empregando cálculos quânticos em nível HF/6-31(d,p) no vácuo, utilizando o programa 

Gaussian 03.124 A geometria do ligante cristalizado com o AR-LBD (PDB ID 1XOW)63 foi 

usada como estrutura de partida para a otimização da estrutura do ligante com o 
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objetivo de determinar os parâmetros geométricos de equilíbrio. Na sequência, cálculos 

das cargas atômicas foram realizados usando o método Merz-Singh-Kollman.125 

Cálculos de frequências vibracionais foram efetuados para obter as constantes de força 

de estiramento, deformação angular e torção. Os parâmetros de van der Waals foram 

obtidos dos arquivos de parâmetros e topologias do campo de força CHARMM. 

Para testar o conjunto de parâmetros obtidos para o ligante, foi feita uma 

minimização de energia do ligante no vácuo, com 2000 passos num gradiente 

conjugado. Em seguida, uma etapa de equilibração de 100 ps foi realizada, seguida por 

uma simulação de produção de 2 ns nas mesmas condições. 

Para a parametrização do ligante R1881 não foi necessário definir tipos atômicos 

diferentes daqueles existentes no campo de força CHARMM,122 de modo que os 

parâmetros de van der Waals puderam ser transferidos diretamente para o nosso 

sistema. O esquema de numeração do ligante R1881, os tipos atômicos atribuídos a 

cada átomo e suas respectivas cargas parciais calculadas estão mostrados no anexo II. 
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4. Resultados e Discussão 

 

Ao se fazer o estudo das bases moleculares da diminuição da capacidade 

funcional através de mutações pontuais no AR-LBD, o interesse reside nas possíveis 

diferenças das propriedades estruturais e dinâmicas entre as configurações nativa e 

mutadas. Variações na posição relativa de estruturas secundárias, nos contatos entre 

os resíduos e na solvatação de uma dada região são alguns dos fatores que podem dar 

pistas dos mecanismos que levam à perda da afinidade pelo ligante e da função do 

receptor. 

A escolha por se fazer múltiplas simulações relativamente menores de 8 ns ao 

invés de uma única mais longa equivalente à soma dos tempos das simulações 

menores deve-se ao fato de que uma amostragem mais efetiva do espaço de fase 

conformacional das proteínas pode ser obtida de múltiplas trajetórias curtas melhor do 

que uma única trajetória longa como mostrado em um estudo de Caves e 

colaboradores.126 Contudo, esta escolha depende da propriedade a ser estudada ou do 

fenômeno que se pretende estudar. É obvio que as simulações não podem ser menores 

do que a escala temporal do fenômeno a ser observado. Além disso, para a tentativa de 

uma melhor amostragem do espaço de fase, as múltiplas trajetórias devem partir de 

diferentes condições inicias. 

Para o melhor entendimento deste trabalho no anexo III é possível encontrar a 

nomenclatura, as estruturas dos aminoácidos padrões e os códigos de 3 letras e de 1 

letra normalmente usados ao se re referir à resíduos de aminoácidos. 

 

4.1. AS MUTAÇÕES DO AR 

 

A Figura 14A mostra a localização no LBD do AR dos resíduos mutados 

selecionadas para este estudo. Mutações que não afetam diretamente a afinidade do 

ligante de forma significativa, mas que, por outro lado, estão envolvidas diretamente na 

atividade de ligação do ligante foram escolhidas para servirem como controle para as 

análises. Os dados de afinidade reportados na Tabela 1 foram obtidos de fontes 

diferentes dependendo da mutação estudada. Por este motivo, estes dados foram 
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normalizados em relação à afinidade do ligante na configuração nativa, tomada como 

100%, para cada mutante (Figura 14B). Vale ressaltar que a constante de afinidade ou 

a constante de dissociação aparente (Kd) determinada experimentalmente deve ser 

usada com cautela pois seus valores podem variar bastante entre estudos diferentes 

para o mesmo mutante. Em alguns casos, os erros relativos das medidas são quase da 

mesma ordem de grandeza do próprio valor estimado para Kd. Um exemplo é a 

mutação G743V que em três estudos diferentes apresentam três conjuntos diferentes 

de valores de Kd para os complexos ligante-nativa e ligante-mutante: 

nativa=0,22/G743V=0,54;82 nativa=0,65/G743V=1,30;127 e nativa=0,40 

±0,20/G743V=0,16 ±0,06.128 Todos os valores expressos em nmol.L-1. Mesmo 

considerando-se a afinidade relativa, os dois primeiros valores apontam para uma perda 

de afinidade da ordem de 41% e 46 %, respectivamente, enquanto o terceiro valor 

aponta para um ganho de afinidade de 60%. Por isso, estes valores serão usados mais 

como uma referência relativa no sentido de apontar quais mutações levam a perdas 

expressivas de afinidade do ligante e quais se mantêm na mesma ordem de grandeza 

da afinidade apresentada pela estrutura nativa. 

 

 

   A       B 

Figura 14: (A) Localização no hAR-LBD das mutações selecionadas para o estudo. As cores 
das esferas fazem correspondência com as cores do texto na Tabela 1; (B) Ordem crescente do 
aumento da perda de afinidade relativa do ligantes. 
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4.2. SISTEMA AR-LBD-COFATOR/R1881 

 

4.2.1 Estabilidade da simulação 

 

 A análise de RMSD (root mean square deviation) dá informações sobre 

variações conformacionais da proteína com relação a uma estrutura de referência que 

pode ser a estrutura nativa ou uma estrutura média obtida ao longo da simulação:  

 

〈0123〉�5� = 6∑ 7$8�5�9$8�:�;<=8 =   (9) 

 

onde N é o número de átomos considerados da proteína inteira ou de cada resíduo; rj(t) 

a posição do átomo j no tempo t e rj(0) sua posição de referência. Geralmente, se está 

interessado em observar o comportamento estrutural da proteína em relação à estrutura 

cristalográfica, mais precisamente dos átomos de carbono α do backbone da proteína.  

Um aspecto importante do cálculo do RMSD é a necessidade do alinhamento da 

estrutura proteica, de maneira a retirar desvios da posição atômica relativos a 

translação e rotação da proteína como um todo. Neste trabalho foi usado o alinhamento 

descrito por Kearsley129 representado na Figura 15. 

 

 
Figura 15: Representação esquemática do alinhamento de corpo rígido, necessário para 
computar o RMSD. 
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A Figura 16 mostra as médias das evoluções temporais dos RMSDs das 10 

simulações feitas para a estrutura nativa tomando-se como referência a estrutura 

cristalográfica da proteína nativa sem as alças. Essa análise é usada para verificar a 

estabilidade e a relaxação da proteína em relação a referência. 

A variação de ±0,3 Å em torno da média no perfil do RMSD (Figura 16) mostra a 

manutenção da estrutura terciária do AR-LBD da estrutura nativa. A ausência de 

mudanças bruscas na configuração nativa indica a robustez dos parâmetros de 

simulação escolhidos e a confiabilidade no que diz respeito à rotina de simulação 

adotada, uma vez  que não era esperada nenhuma modificação no sentido de perda de 

estrutura terciária para este sistema nas condições adotadas para a simulação. 

 

 
Figura 16: Média da evolução temporal do RMSD dos carbonos do backbone do AR-LBD da 
estrutura nativa em relação à estrutura cristalográfica da própria nativa. 

 

Toda a discussão em torno das configurações nativa e mutadas será feita 

usando-se os últimos 8,0 ns de cada simulação, pois, embora não seja possível afirmar 

que esse sistema esteja equilibrado a partir de 0,6 ns de simulação, a principal 

mudança observada ocorre ainda no primeiro nanossegundo, que é a abertura do 

resíduo de arginina na posição 752. As propriedades analisadas associadas a esse 

fenômeno não dependem da equilibração do sistema e serão discutidos nos itens a 

seguir. 

Comportamento semelhante ao da estrutura nativa com relação à estabilidade e 

confiabilidade das simulações pode ser observado nos gráficos de RMSD em função do 

tempo para cada uma das estruturas mutadas (Figura 17). 
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  A         B 

     

   C         D 

        

   E          F 

 

 

G 

Figura 17: Média da evolução temporal dos RMSD’s dos carbonos do backbone do AR-LBD em 
relação à estrutura cristalográfica: (A) F916A, (B) P817A, (C) R840C, (D) G743V, (E) R871G, 
(F) G909E e (G) Q919R. 
 

4.2.2.  Perfil das Interações dos Ligantes Hidrofílicos do LBP 

 

 Outra forma de analisar as variações na estrutura do receptor é estudar o arquivo 

da trajetória, isto é, o “filme da simulação” buscando diferenças de mobilidade em sua 

estrutura tridimensional ao longo do tempo de simulação. Justamente durante essas 
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análises observou-se uma variação brusca na posição do resíduo arginina 752 (R752) 

perdendo sua interação com o átomo de oxigênio carbonílico do ligante R1881 (Figura 

18). Embora os dois resíduos R752 e Q711 localizados nas vizinhanças do ciclo A do 

ligante esteroide interajam com o átomo O3, é provável que o R752, devido à sua carga 

positiva, seja mais capaz de estabelecer interações mais fortes com o grupo ceto. Isto 

está em acordo com o fato de que uma mutação nesta posição R752Q afeta a atividade 

funcional do AR causando AIS.130 

 

             

       A        B     C 

Figura 18: Instantâneos da simulação do F916A mostrando as estruturas do AR-LBD com o 
ligante R1881 e o resíduo R752: (A) 0,0 ns; (B) 2,6 ns; e (C) 3,1 ns. O mesmo comportamento é 
observado nas outras estruturas em que ocorre a perda de contato com o ligante. Os átomos 
estão coloridos segundo o tipo (carbono: azul; hidrogênio: branco; oxigênio: vermelho; 
nitrogênio: azul). 

 

A perda de interação R752-R1881 ocorreu com mais frequência nas estruturas 

mutadas. Das dez simulações realizadas para cada sistema esta alteração ocorreu, por 

exemplo, uma única vez na estrutura nativa (Figura 19A), em cinco simulações para a 

mutação F916A (Figura 19B) e em duas para a P817A (Figura 19C), indicando que o 

fenômeno observado possui relevância no conjunto de simulações realizado. Para as 

demais mutações, o comportamento do resíduo R752 está indicado na Figura 19. Uma 

mudança conformacional semelhante envolvendo o resíduo R752 foi observada em um 

trabalho recente de simulação de Xu e colaboradores131, entretanto, tal fenômeno não é 

relacionado ao perfil de solvatação do ligante. Possivelmente, a análise mais detalhada 

R752 R752 R752 

R1881 R1881 R1881 

H1 

H5 

H3 

H6 

H12 



44 

 

nas estruturas das simulações onde tal fenômeno ocorre pode lançar luz sobre as 

principais diferenças capazes de explicar as bases da diminuição da capacidade 

funcional do AR-LBD quando ocorrem as mutações. Assim sendo, decidiu-se analisar 

com maior atenção as simulações em que ocorre este segundo modo de ligação nas 

estruturas mutadas. 

 

            

A           B        C 

 

        

D           E          F 

 

       

        G     H 

Figura 19: Perfil da variação da distância entre o resíduo R752 e o ligante R1881 em função do 
tempo de simulação: (A) nativa; (B) F916A; (C) P817A; (D) R840C; (E) G743V; (F) R871G; (G) 
G909E; (H) Q919R. Em cada gráfico, as curvas mostram as 10 simulações de 8 ns feitas para 
cada um dos sistemas. 
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4.2.3. Perfil de Solvatação do LBP 

 

A perda de um importante contato como o do resíduo R752, um dos quatros 

resíduos que mantém interações hidrofílicas com o ligante, normalmente está associada 

a mudanças no perfil de solvatação principalmente em torno do ligante. Nos 

histogramas mostrados na Figura 20 pode-se observar uma maior frequência na 

entrada de moléculas de água no LBP ao longo da simulação para quase todas as 

estruturas mutadas, exceto para o R840C que apresenta perfil de solvatação muito 

próximo ao da estrutura nativa. Contudo, essa discrepância é aparente, pois analisando 

o arquivo da trajetória vê-se claramente um maior número de moléculas de água 

entrando no LBP quando da abertura do R752 (Figura 22D), assim como o observado 

nas trajetórias dos demais mutantes. Porém, na simulação em que ocorre a abertura do 

R752 está entrada de moléculas de água ocorre com uma frequência mais baixa do que 

nos demais mutantes, fazendo com que na média seu perfil de solvatação seja muito 

semelhante ao da nativa. 

 

  

A          B     C 

  

D           E     F 

···  
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G 

Figura 20: Distribuição relativa média das moléculas de água posicionadas até 4 Å do ligante 
R1881 no AR-LBD das estruturas mutadas em relação à estrutura nativa: (A) F916A; (B) 
P817A; (C) R840C; (D) G743V; (E) R871G; (F) G909E; (G) Q919R. 

 

Os dados mostrados nos histogramas da Figura 20 confirmam de forma 

quantitativa o comportamento observado ao longo da simulação. A perda da ligação de 

hidrogênio entre o átomo de oxigênio O3 do R1881 e o hidrogênio do grupo guanidina 

do resíduo R752 passa a ser compensada pelas novas ligações de hidrogênio com as 

moléculas de água que entram em maior quantidade nesta região (Figura 21). As 

moléculas de água entram no LBP através de uma conhecida região acessível ao 

solvente entre as hélices 3 e 5 e posicionam-se entre o grupo 3-ceto do ligante e o 

grupo guanidina do R752 e o grupo amida do Q711, agindo como mediador de ligação 

de hidrogênio entre estes grupos.132 
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A     B 

Figura 21: Instantâneo da simulação mostrando estruturas representativas do AR-LBD: (A) Na 
estrutura nativa, a molécula de R1881 interage diretamente com resíduo R752 e com uma 
molécula de água apenas; (B) Na variante F916A, o ligante R1881 perde sua interação com 
R752, mas passa a interagir com maior frequência com um número maior de moléculas de 
água. Comportamento semelhante ocorre nas demais mutações em que há aumento da 
frequência de entrada de moléculas de água devido à perda da interação R752-R1881.  

 

A entrada de moléculas de água desestabiliza a região do LBP, uma vez que 

este é essencialmente hidrofóbico (Figura 5B). Esta é uma evidência que, de uma forma 

geral, corrobora para as perdas de afinidade observadas experimentalmente e, uma vez 

que a região de entrada das moléculas de água é exatamente onde se localiza o 

resíduo R752, esses dados se mostram bastante coerentes. Contudo, o perfil 

demonstrado não permite estabelecer uma relação unívoca entre a extensão da perda 

de afinidade do ligante e o aumento da frequência de solvatação no LBP das estruturas 

mutadas, pois os valores extremos de perda de afinidade não correspondem aos perfis 

extremos de solvatação observados nas simulações. Por outro lado, a maior frequência 

de entrada de moléculas de água no LBP das estruturas mutadas acontece de maneira 

quase que concertada com a mudança brusca de posição do resíduo R752 (Figura 22B 

a 22H) não permitindo estabelecer uma relação de causa e consequência entre estes 

dois eventos. Como contraponto, o perfil de entrada de moléculas de água em uma 

simulação em que não ocorre a abertura da R752 é mostrado para a estrutura nativa 

(Figura 22A). Observa-se que não ocorre acréscimo do número de moléculas de água 

R1881 R1881 

F916 

A916 

R752 R752 

CoA CoA 
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em torno do ligante ao mesmo tempo que a interação R752-R1881 se mantém ao longo 

da simulação. Tal comportamento demonstra o papel das moléculas de água na 

estabilização das interações hidrofílicas do grupo ceto do ligante R1881 levando, 

contudo, à já citada desestabilização do bolsão hidrofóbico do ligante. Os perfis 

mostrados na Figura 22 se repetem para os respectivos casos de abertura e de não 

abertura do R752 observado nas demais simulações. 

 

     

   A       B 

     

  C       D 
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  G       H 

Figura 22: Relação entre a entrada de moléculas de água no AR-LBP e a perda de interação 
entre o ligante R1881 e o resíduo R752. (A) nativa; (B) F916A; (C) P817A; (D) R840C; (E) 
G743V; (F) R871G; (G) G909E; (H) Q919R. 
 

4.2.4. Perfil dos Contatos das Regiões Chaves do AR-LBD 

 

 Buscando uma visão estrutural mais geral de como as mudanças observadas no 

LBP se relacionam com as mutações estudadas e como estas, por sua vez, alteram 

localmente a mobilidade dos resíduos envolvidos em cada um dos processos, decidiu-

se investigar mais de perto as regiões chaves para a função do receptor: em torno do 

ligante R1881, em torno do resíduo mutado, na região do domínio F e na superfície do 

AF2. 
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4.2.4.1 Perfil da Dinâmica do Ligante R1881 

 

Foi contabilizado o número de contatos ao longo da simulação entre o ligante 

R1881 e os resíduos localizados até 4 Å dele. Em todas as estruturas mutadas o único 

resíduo que apresentou mudança significativa na porcentagem de contatos foi o R752, 

como já havia sido observado na análise da trajetória da simulação e quantificado na 

variação da distância R752-R1881 (Figura 19). Dessa forma, baseando-se nas 

evidências das simulações, a perda de afinidade do ligante, no que concerne 

diretamente ao LBP, estaria associada apenas ao aumento da frequência de entrada de 

moléculas de água na região entre o loop H1/H3 e fitas S1/S2 e à perda de contato com 

o resíduo R752. 

 

4.2.4.2 Perfil da Dinâmica dos Resíduos Mutados 

 

Neste item serão mostradas as porcentagens de tempo ao longo das simulações 

em que cada resíduo estudado fica em contato com os demais resíduos distantes até 4 

Å dele. Os valores são mostrados como porcentagem relativa ao tempo total no qual 

dois resíduos quaisquer podem permanecer em contato durante toda a simulação. 

Estão listados os resíduos a n ±3 do resíduo estudado e apenas aqueles que ficam em 

contato superior a 10% do tempo total de contatos na média das 10 simulações. 

 

F916A 

Uma condição importante para proporcionar a conformação adequada para a 

ligação do ligante é a hidrofobicidade principalmente envolvendo os resíduos L907, 

V911 e I914. Estudos mostraram que mutações na posição 907 apresentam um efeito 

drástico na ligação do ligante quando este é substituído por outros resíduos de menor 

hidrofobicidade e/ou menor volume estéreo.68,133 Além disso, embora não conservadas, 

as posições correspondentes V911 e  I914 em outros receptores esteroides são todas 

ocupadas por resíduos hidrofóbicos.68 

Neste sentido, o aspecto mais crítico é a presença da aromática fenilalanina na 

posição 916. Dados experimentais mostram que sob proteólise, o mutante F916A 
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degrada-se,68 indicando que a compactação devida do LBD não pôde ocorrer após a 

ligação do agonista. O que demonstra o envolvimento do resíduo F916 no processo de 

promover a conformação ativa do receptor. 

Dois resíduos próximos ao resíduo F916 são conhecidamente importantes para a 

manutenção da estabilidade da extensão C-terminal, o R831 e o D86468 (Figura 23). 

Estes resíduos, assim como o próprio F916, também são conservados através da 

família dos receptores esteroides. Além disso, algumas mutações no R831 e no D864 

estão associadas à CAIS, demonstrando, portanto, sua importância para a função do 

receptor. 

Neste sentido, enquanto que a porcentagem do tempo de contatos entre os 

resíduos 916 e D864 se mantêm praticamente inalterada ao longo dos 8,0 ns de 

simulação na mutante em relação à nativa, a porcentagem de tempo de contato com o 

resíduo R831 apresenta uma queda significativa: 85% na nativa e 20% na mutante 

(Tabela 2), devido à perda da interação amino-aromática. Além deste resíduo, ocorre 

diminuições bastante significativas de tempo de contato entre outros resíduos 

localizados na hélice 8 (L810), alça H8/S3 (S814) e hélice 9 (I835). É possível que 

como decorrência dessa perda de interação a extensão C-terminal, onde se encontra o 

resíduo 916, diminua sua compactação com a parte interna do sanduíche de α-hélices 

comprometendo a conformação ativa do receptor como proposto por Tahiri.68 
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Tabela 2: Porcentagem de tempo de contato 
entre o resíduo 916 e resíduos até 4 Å dele 
para as estruturas nativa e mutada. 

Localização 
 

Resíduo 

% de contato 

Nativa F916A 

H8 L810* 92 0 

H8/S3 S814 15 0 

H9 R831* 85 20 

H9 I835* 99 0 

H10 F856* 66 0 

H10 T860 100 97 

H10 K861 3 12 

H10 L863* 91 0 

H10 D864* 98 95 

Domínio F Q919 10 9 

 

A  B 

Figura 23: Representação da região em torno da posição 916. (A) estrutura nativa: F916; (B) 
estrutura mutada: A916. Estão incluídos os principais resíduos que fazem ligação de hidrogênio 
ou contatos de van der Waals, indicados na Tabela 2 com o asterisco. Os átomos estão 
coloridos segundo o tipo (carbono: azul; hidrogênio: branco; oxigênio: vermelho; nitrogênio: 
azul). 
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P817A 

A observação de que o resíduo P817 é conservado em todos os receptores 

esteroides, exceto o ER, sugere um papel estrutural específico para este resíduo na 

subfamília. Embora não esteja localizado no domínio F, ao contrário da mutação F916A, 

substituições na prolina 817 também impactam consideravelmente na atividade e 

afinidade do hAR (Tabela 1). Experimentos in vitro confirmaram que a substituição do 

resíduo P817 altera a função do AR e análises estruturais sugerem que tal alteração é 

devida à desestabilização da extensão C-terminal,6 uma vez que este resíduo faz 

interações diretas com os resíduos do domínio F. Assim sendo, o estudo da evolução 

dos contatos envolvendo o resíduo 817 também pode lançar luz sobre o papel do 

domínio F no AR-LBD. 

Dos três resíduos localizados na hélice 5 que fazem contato direto com o resíduo 

817 (A735, V736 e Y739) apenas a tirosina 739 está em contato ao longo de 

praticamente toda a simulação na estrutura nativa (Tabela 3). Na estrutura mutada, o 

tempo de contato desta interação apresenta uma queda significativa deixando a 

interação da fita S3 com a hélice 5 menos efetiva (Figura 24). Com relação às 

interações do resíduo 817 com os resíduos do domínio F, mais especificamente os da 

fita S4, estas se mantêm inalteradas a despeito da mutação operada. Portanto, 

segundo as simulações, a liberação das restrições rotacionais impostas pelo resíduo de 

prolina, ao contrário do proposto por Lumbroso e colaboradores,6 não leva ao 

rompimento da fita β S3 e nem da interação estabilizante com a fita β S4. O que, ainda 

segundo Lumbroso e colaboradores, poderia explicar a redução da estabilidade do AR-

LBD advinda da mutação P817A. Segundo os resultados de nossas simulações, tal 

redução da estabilidade observada quando desta mutação pode estar associada à 

mudanças no perfil dos contatos do resíduos do domínio F. Esta discussão será feita no 

próximo item.  
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Tabela 3: Porcentagem de tempo de contato 
entre o resíduo 817 e resíduos até 4 Å dele para 
as estruturas nativa e mutada. 

Localização Resíduo 
% de contato 

Nativa P817A 

H5 A735 15 6 

H5 V736 13 2 

H5 Y739* 99 76 

S3/H9 G820 99 93 

S3/H9 L821* 100 68 

Domínio F K910 99 96 

Domínio F V911* 100 100 

Domínio F K912 99 97 

 

 

  

 

A     B 

Figura 24: Representação da região em torno do resíduo A817. (A) estrutura nativa: P817; (B) 
estrutura mutada: A817. Estão incluídos os principais resíduos que fazem ou ligação de 
hidrogênio ou contatos de van der Waals, indicados na Tabela 11 com o asterisco. Os átomos 
estão coloridos segundo o tipo (carbono: azul; hidrogênio: branco; oxigênio: vermelho; 
nitrogênio: azul). 
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R840C 

 Os contatos mantidos pelo resíduo 840 e seus vizinhos permanecem 

praticamente inalterados (Tabela 4) e nada no que diz respeito a estas interações 

fornece evidências para a perda de afinidade do ligante quando desta mutação. 

 

Tabela 4: Porcentagem de tempo de contato 
entre o resíduo 840 e resíduos até 4 Å dele para 
as estruturas nativa e mutada. 

Localização 
 

Resíduo 

% de contato 

Nativa R840C 

Coil-H1 C669 36 19 

H9 K836 100 100 

H9 E837 100 100 

H9 A843 93 100 

Loop H9/H10 C844 82 67 

 

G743V 

As simulações mostraram que dentre as interações reconhecidamente mais 

importantes para o resíduo 743,128 duas delas sofrem aumentos significativos em sua 

porcentagem de tempo de contato: as com o resíduos I815, localizado na fita β S3, e, 

principalmente, com o resíduo Q867, localizado na hélice 10 (Tabela 5). Essas 

mudanças podem contribuir para a desestabilização da hélice 5 através da perturbação 

de interações chaves para o empacotamento envolvendo as hélices 10 e 11 (Figura 25), 

como proposto por Poujol e colaboradores em um trabalho de biologia molecular de 

2002127 e por He e colaboradores em um trabalho de cristalografia de 2006.128 
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Tabela 5: Porcentagem de tempo de contato 
entre o resíduo 743 e resíduos até 4 Å dele para 
as estruturas nativa e mutada. 

Localização 
 

Resíduo 

% de contato 

Nativa G743V 

H5 Y739 2 16 

H5 S740 100 100 

H5 V746 100 100 

H5 F747 100 100 

H8 L811 100 100 

S3 I815* 0 25 

H10 V866 100 100 

H10 Q867* 9 100 

H10 A870 100 100 

H10 H874 15 11 

 

    

A      B 

Figura 25: Representação da região em torno da posição 743. (A) estrutura nativa: G743; (B) 
estrutura mutada: V743. Estão incluídos os principais resíduos que fazem ou ligação de 
hidrogênio ou contatos de van der Waals, indicados na Tabela 5 com o asterisco. Os átomos 
estão coloridos segundo o tipo (carbono: azul; hidrogênio: branco; oxigênio: vermelho; 
nitrogênio: azul).  
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R871G 

 O resíduo R871 está na extremidade final da hélice 10 e supõem-se que devido 

à sua posição,  mutações nesse resíduo possam interferir com a capacidade da hélice 

12 mover-se apropriadamente afetando a cinética dos ligantes de AR.83 De fato, as 

simulações mostram que ocorre uma diminuição grande no contato desse resíduo com 

o resíduo I906 situado na hélice 12 e uma diminuição menor mas também significativa 

em relação ao resíduo 907 (Tabela 6). Com isso a interação da hélice 12 com a região 

C-terminal da hélice 10 fica comprometida. Contudo, afirmar que tal perda de interação 

leva à perda de capacidade da hélice 12 mover-se dependeria de estudos com maiores 

tempos de simulação e ainda assim talvez não seja possível observar tal movimento 

nos tempos de simulação disponíveis. De qualquer forma, como nos demais casos, 

essas perdas de interações são um importante indicativo no que diz respeito às 

contribuições sutis para a manutenção da estrutura da proteína, pois, como discutido 

para a mutação F916A, a manutenção das interações hidrofóbicas em torno da região 

da extensão C-terminal são fundamentais para promover a conformação ativa do 

receptor. 

 

Tabela 6: Porcentagem de tempo de contato 
entre o resíduo 871 e resíduos até 4 Å dele para 
as estruturas nativa e mutada. 

Localização 
 

Resíduo 

% de contato 

Nativa R871G 

H10 Q867 100 100 

H10 P868 100 100 

H10 H874 100 100 

H10 Q875 100 100 

H12 I906* 79 10 

H12 L907* 100 83 
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A       B 

Figura 26: Representação da região em torno da posição 871. (A) estrutura nativa: R871; (B) 
estrutura mutada: C871. Estão incluídos os principais resíduos que fazem ou ligação de 
hidrogênio ou contatos de van der Waals, indicados na Tabela 6 com o asterisco. Os átomos 
estão coloridos segundo o tipo (carbono: azul; hidrogênio: branco; oxigênio: vermelho; 
nitrogênio: azul). 
 

G909E 

 Embora esta mutação seja uma das que têm o menor impacto no valor de 

constante de afinidade do R1881 dentre as estudadas neste trabalho, sabe-se que o 

papel do resíduo de glicina na posição 909 é o de promover a correta orientação da 

extensão C-terminal, conforme indicam resultados experimentais de biologia molecular 

obtidos por Tahiri e colaboradores.68 Observou-se que, devido à flexibilidade 

conformacional característica do resíduo de glicina, qualquer mutação nesta posição 

modifica as propriedades do receptor. O que confirma a importância deste resíduo para 

a orientação ativa correta da extensão C-terminal. 

Para essa mutação, as simulações mostraram um aumento significativo do 

tempo de interação com o resíduo R871 da hélice 10 e também com o resíduo I906 

localizado no fim da hélice 12 (Tabela 7). Essas interações, juntamente com a da V818 

localizada no fim da fita S3, parecem deixar a região em torno da mutação com menor 

liberdade conformacional quando comparada à estrutura nativa, por conta de uma tripla 

“ancoragem” (Figura 27). Esta menor flexibilidade mostrada pelas simulações 

corroboram para a hipótese defendida por Tahiri e colaboradores.68 
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Tabela 7: Porcentagem de tempo de contato 
entre o resíduo 909 e resíduos até 4 Å dele para 
as estruturas nativa e mutada. 

Localização 
 

Resíduo 

% de contato 

Nativa G909E 

S3/H9 V818* 90 90 

H10 R871* 7 51 

H12 K905 99 99 

H12 I906* 84 100 

Domínio F K912 63 86 

 

 

   

A     B 

Figura 27: Representação da região em torno da posição 909. (A) estrutura nativa: G909; (B) 
estrutura mutada: E909. Estão incluídos os principais resíduos que fazem ou ligação de 
hidrogênio ou contatos de van der Waals, indicados na Tabela 7 com o asterisco. Os átomos 
estão coloridos segundo o tipo (carbono: azul; hidrogênio: branco; oxigênio: vermelho; 
nitrogênio: azul). 
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Q919R 

 Nos outros receptores esteroides a posição 919 é ocupada por um resíduo 

básico de lisina. Provavelmente por isso a substituição do resíduo de glutamina por um 

outro resíduo básico de arginina não tenha grande influência na afinidade do ligante. 

Por outro lado, esta substituição apresenta uma alteração na função da proteína 

associada ao câncer de próstata. Sendo um resíduo pertencente ao domínio F, o Q919 

torna-se importante para a manutenção da orientação correta da extensão C-terminal e 

consequentemente do papel funcional do AR. A tabela 8 mostra que há um aumento 

nas interações com resíduos da hélice 10, mais especificamente os resíduos S865 e 

P868 (Figura 28), além de um pequeno aumento das interações com o já citado resíduo 

D864. Este aumento de interações com a H10 pode levar a um posicionamento não 

adequado para a extensão C-terminal no que diz respeito à  orientação mais efetiva 

para a ativação do receptor. 

 

Tabela 8: Porcentagem de tempo de contato 
entre o resíduo 919 e resíduos até 4 Å dele para 
as estruturas nativa e mutada. 

Localização 
 

Resíduo 

% de contato 

Nativa Q919R 

H10 K861 26 20 

H10 D864 35 41 

H10 S865* 1 20 

H10 P868* 7 44 

Domínio F Y915 67 72 
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A      B 

Figura 28: Representação da região em torno da posição 919. (A) estrutura nativa: Q919; (B) 
estrutura mutada: R919. Estão incluídos os principais resíduos que fazem ou ligação de 
hidrogênio ou contatos de van der Waals, indicados na Tabela 8 com o asterisco. Os átomos 
estão coloridos segundo o tipo (carbono: azul; hidrogênio: branco; oxigênio: vermelho; 
nitrogênio: azul). 
 

4.2.4.3 Perfil da Dinâmica do Domínio F 

 

Por conta do conhecido papel da extensão C-terminal, característica dos 

receptores esteroides, e da importância da necessidade de seu posicionamento correto 

para o desempenho funcional do AR, decidiu-se monitorar também a evolução dos 

contatos dos outros resíduos que formam o domínio F, além daqueles já envolvidos nas 

mutações F916A, G909E e Q919R, a fim de se estudar eventuais mudanças relevantes 

nas interações para esta região. A Figura 29 mostra uma visão geral para cada 

estrutura mutada dos contatos que foram perdidos e ganhos. 

De uma forma geral, pode-se observar que existe uma clara tendência dos 

resíduos do domínio F diminuírem o tempo em que fazem interações com a região do 

AR-LBD onde se localizam as hélices 8 e 9 e a fita S3, ao passo que aumentam as 

interações com a região da hélice 10, principalmente com os dois resíduos 

reconhecidamente importantes para o papel funcional do AR, os já citados R831 e 

D864.68 Desta forma, as evidências sugerem que os resíduos do domínio F passam a 

interagir mais com a fatia externa do sanduíche de alfa-hélices em detrimento das 
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a (Figura 29). Observa-se ainda que, emb

as mutadas, há mudanças estruturais no d

que o balanço entre pequenas perdas d

m lado da proteína e pequenos ganhos de 

amento incorreto, ou menos eficiente, desta

o transcricional. As tabelas com os valores d
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G 

Figura 29: Representação das estruturas médias do AR-LBD mostrando os resíduos que 
diminuem (em vermelho) e os que aumentam (em preto) o número de contatos com o domínio F 
(em verde) ao longo da simulação para cada mutação em relação à estrutura nativa: (A) F916A; 
(B) P817A; (C) R840C; (D) G743V; (E)R871G; (F) G909E; (G) Q919R. Apenas diferenças de 
porcentagem maiores que 5% são apresentadas. 
 

Uma observação complementar a cerca dos contatos envolvendo os resíduos do 

domínio F diz respeito a proposição feita por Lumbroso e colaboradores de que por 

conta da mutação P817A ocorreria um rompimento da fita β S3 e da interação 

estabilizante com a fita β S4 e que isso poderia explicar a redução da estabilidade do 

AR-LBD.6 Tal proposição não foi sustentada pelos resultados observados nas 

simulações (item 4.2.4.2). Contudo, a desestabilização do domínio F decorrente da 

mutação pode estar associada à mudança no perfil das interações de outros resíduos 

do domínio F que não aqueles interagindo diretamente com o resíduo 817. De forma 

parecida como que ocorre na F916A, os resíduos finais do domínio F diminuem o tempo 

em que fazem interações com alguns resíduos da região da fita β S3 e das hélices 8 e 9 

quando da mutação P817A (Tabela 11 – Anexo I) e aumentam o tempo com que fazem 

interações com alguns resíduos da hélice 10 (Tabela 12  – Anexo I), embora de forma 

mais tímida do que no caso da F916A. 
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4.2.4.4. Perfil em torno do AF2 

 

Mesmo tendo partido da estrutura do AR-LBD já com o peptídeo representando o 

cofator ligado, e, portanto, com a região do AF2 já estabilizada, a análise desta região 

poderia mostrar alguma mudança na direção de perdas de ancoramento do peptídeo 

ligado ou na mobilidade do próprio peptídeo. 

Contudo, análises de variação de distância entre os pares de resíduos do 

grampo de carga (K720/E897, K717/E893 e R726/E709) não mostraram nenhuma 

mudança significativa. Análises de mobilidade do peptídeo, bem como de contatos entre 

seus resíduos e os resíduos do AF2 também não apresentaram mudanças. 

Duas são as possibilidades para este comportamento, ou uma vez o cofator 

ligado, a região do AF2 não sofre grandes variações por conta das mutações, ou 

eventuais mudanças na mobilidade do cofator ocorrem em um tempo de simulação 

maior. Na verdade, como a mutação ocorre no gene, uma eventual mudança na 

posição dos resíduos do AF2, incluído os do grampo de carga, ocorreria durante o 

enovelamento e afetariam o próprio recrutamento do cofator. Porém, não foi possível 

realizar simulações desta ordem temporal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



65 

 

5. Conclusões 

 

As análises estruturais do AR-LBD como um todo, mostraram a manutenção da 

estrutura terciária da proteína para todos os sistemas simulados. De fato, devido às 

condições e ao tempo das simulações não esperava-se que alterações drásticas 

ocorressem na estrutura da proteína. Portanto, as simulações são coerentes com o 

comportamento das proteínas em condições experimentais semelhantes. 

As simulações corroboraram para algumas hipóteses da literatura que apontam 

para a importância do papel do domínio F na estabilização de uma conformação ativa 

no AR-LDB. Ao que parece, a manutenção de alguns contatos hidrofóbicos são de 

extrema importância para a estabilidade da conformação ativa do receptor. Como 

aqueles envolvendo o resíduo F916. Por outro lado, embora não leve ao rompimento da 

fita β S3 e nem de sua interação com a fita β S4, como supõe Lumbroso e 

colaboradores, a mutação P817A perturba as interações com a fatia interna do 

sanduíche de α-hélices, alterando, como consequência, as interações do domínio F. 

As demais mutações de uma maneira geral também acabam por aumentar as 

interações do domínio F com a hélice 10 (fatia externa de α-hélices) e, portanto, mudam 

o posicionamento do que se acredita ser a conformação ideal do domínio F que 

contribui para o papel funcional do AR. 

 As simulações sugerem que a perda de afinidade do ligante, no que concerne 

ao LBP, está associada apenas ao aumento da frequência de entrada de moléculas de 

água na região do loop H1/H3 e fitas S1/S2 e à perda de contato com o resíduo R752. 

Contudo, não foi possível estabelecer como as perturbações locais na estrutura da 

proteína decorrentes das mutações se propagam até o sítio de ligação a ponto de 

serem diretamente relacionadas às mudanças no perfil de solvatação da região do LBP 

e nas interações hidrofílicas do ligante R1881. Ficou evidente que mesmo sem provocar 

alterações no posicionamento do ligante estas perturbações contribuem para o 

rearranjo das interações do AR-LBD, alterando a compactação de algumas regiões e é 

possível que estas mudanças contribuam de forma expressiva para a diminuição da 

capacidade funcional do AR. 
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O que mais chama a atenção é que nossos resultados mostram que as 

mutações naturais estudadas são todas exemplos de resíduos que não estão em 

contato com o ligante e não pertencem ao AF2, mas que possuem um importante papel 

na afinidade ligante-proteína e na ativação do receptor através da estabilização da 

conformação ativa, ou melhor dizendo, de um estado conformacional ativo. Outros 

fatores podem contribuir para esta perda de afinidade como mudanças entrópicas ou 

fatores entálpicos presentes em outras partes do sistema. Investigar como as 

mudanças estruturais em torno das mutações se propagam até o sítio de ligação 

alterando a mobilidade de importantes resíduos desta região, como a entrada das 

águas está associada à perda de interação do resíduo R752 e, por fim, como estas 

mudanças afetam outras regiões do AR-LBD importantes para a dimerização e ligação 

do cofator continuarão sendo objetos de investigação. 
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Anexo I: Percentuais de tempo relativo de contatos 

 

Neste anexo, são apresentadas as porcentagens de tempo de contato entre os 
resíduos do domínio F com os demais resíduos até 4 Å deles para cada uma das 
mutações deste estudo. Apenas os contatos que apresentaram diferenças maiores do 
que 5% entre a estrutura nativa e a mutada são apresentados. 

 

Tabela 9: Resíduos que apresentam perda de 
contatos com resíduos do domínio F quando 
da mutação F916A. 

Resíduo % de contato 

F Contato Nativa F916A 

G909 V818 (S3/H9) 90 83 

K912 V818 (S3/H9) 98 89 

I914 F813 (H8) 85 78 

I914 Q867 (H10) 21 14 

H917 K861 (H10) 88 80 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10: Resíduos que apresentam ganho 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação F916A. 

Resíduo % de contato 

F Contato Nativa F916A 

I914 D864 (H10) 9 29 

Y915 Q867 (H10) 81 92 

Y915 P868 (H10) 76 85 

H917 F856 (H10) 17 34 

T918 Y857 (H10) 4 15 

T918 K861 (H10) 6 22 

Q919 K861 (H10) 26 46 

Q919 D864 (H10) 35 70 

Q919 S865 (H10) 1 31 

Q919 Q867 (H10) 1 9 

Q919 P868 (H10) 7 32 
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P817A 

Tabela 11: Resíduos que apresentam perda 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação P817A.  

Resíduo % de contato 

F Contato Nativa P817A 

G909 V818 (S3/H9) 90 58 

V911 V818 (S3/H9) 89 65 

K912 V818 (S3/H9) 98 80 

I914 Q824 (H9) 11 5 

F916 S814 (H8/S3) 15 4 

Q919 K861 (H10) 26 14 

 

 

Tabela 12: Resíduos que apresentam ganho 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação P817A. 

Resíduo % de contato 

F Contato Nativa P817A 

Y915 R831 (H9) 11 17 

Y915 Q867 (H10) 81 88 

Y915 P868 (H10) 76 84 

Y915 R871 (H10) 0 18 

F916 R831 (H9) 85 98 

F916 F856 (H10) 66 72 

Q919 D864 (H10) 35 47 

Q919 P868 (H10) 7 13 
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R840C 

Tabela 13: Resíduos que apresentam 
perda de contatos com resíduos do 
domínio F quando da mutação R840C.  

 

 

 

 

Tabela 14: Resíduos que apresentam 
ganho de contatos com resíduos do 
domínio F quando da mutação R840C. 

 

  

Resíduo 
% de tempo de 

contato 

F Contato Nativa R840C 

G909 K912 (S4) 63 55 

K912 Y915 (F) 31 24 

Y915 T918 (F) 20 9 

F916 L810 (H8) 92 87 

F916 S814 (H8/S3) 15 4 

F916 L863 (H10) 91 79 

F916 Q919 (F) 10 4 

H917 F856 (H10) 17 7 

H917 T860 (H10) 98 91 

Q919 K861(H10) 26 16 

Resíduo 
% de tempo de 

contato 

F Contato Nativa R840C 

P913 R871(H10) 3 12 

P913 I906 (H12) 50 61 

I914 Q867 (H10) 21 28 

Y915 Q867 (H10) 81 92 

Y915 P868 (H10) 76 87 

Y915 Q919 (F) 67 81 

F916 R831 (H9) 85 99 

F916 F856 (H10) 66 74 

F916 Y857 (H10) 0 6 

H917 D864 (H10) 87 93 

Q919 D864 (H10) 35 47 

Q919 S865 (H10) 1 7 

Q919 P868 (H10) 7 17 
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G743V 

Tabela 15: Resíduos que apresentam 
perda de contatos com resíduos do 
domínio F quando da mutação G743V. 

Resíduo % de contato 

F Contato Nativa G743V 

K912 Y915 (F) 31 21 

I914 F813 (H8) 85 77 

Y915 T918 (F) 20 6 

H917 F856 (H10) 17 9 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 16: Resíduos que apresentam ganho 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação G743V. 

Resíduo % de contato 

F Contato Nativa G743V 

G909 K912 (F) 63 78 

K912 I906 (H12) 15 28 

P913 I906 (H12) 50 62 

Y915 Q867 (H10) 81 93 

Y915 P868 (H10) 76 90 

Y915 Q919 (F) 67 92 

F916 R831 (H9) 85 97 

H917 D864 (H10) 87 94 

Q919 D864 (H10) 35 62 

Q919 S865 (H10) 1 16 

Q919 P868 (H10) 7 26 

Q919 Y915 (F) 67 92 
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R871G 

Tabela 17: Resíduos que apresentam 
perda de contatos com resíduos do 
domínio F quando da mutação R871G.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 18: Resíduos que apresentam ganho 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação R871G. 

 

 

Resíduo 
% de tempo de 

contato 

F Contato Nativa R871G 

F916 L863 (H10) 91 84 

H917 F856 (H10) 17 12 

Resíduo 
% de tempo de 

contato 

F Contato Nativa R871G 

G909 V818 (S3/H9) 90 96 

K910 D819 (S3/H9) 13 23 

K912 I906 (H12) 15 26 

P913 I906 (H12) 50 75 

I914 F813 (H8) 85 92 

Y915 Q867 (H10) 81 91 

Y915 P868 (H10) 76 88 

Y915 Q919 (F) 67 83 

F916 R831 (H9) 85 98 

F916 F856 (H10) 66 73 

H917 D864 (H10) 87 94 

Q919 D864 (H10) 35 53 

Q919 S865 (H10) 1 9 

Q919 P868 (H10) 7 23 
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G909E

Tabela 19: Resíduos que apresentam perda 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação G909E.  

Resíduo % de contato 

F Contato Nativa G909E 

909E P904 (H12) 10 4 

K912 Y915 (F) 31 20 

I914 F813 (H8) 85 78 

Y915 T918 (F) 20 11 

F916 S814 (H8/S3) 15 5 

Q919 K861 (H10) 26 16 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 20: Resíduos que apresentam ganho 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação G909E. 

Resíduo % de contato 

F Contato Nativa G909E 

909E R871 (H10) 7 51 

909E I906 (H12) 84 100 

909E K912 (S4) 63 86 

K910 I906 (H12) 31 48 

Y915 Q867 (H10) 81 92 

Y915 P868 (H10) 76 87 

Y915 Q919 (F) 67 74 

F916 R831 (H9) 85 98 

F916 F856 (H10) 66 74 

H917 D864 (H10) 87 92 

Q919 D864 (H10) 35 48 

Q919 S865 (H10) 1 8 

Q919 P868 (H10) 7 18 
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Q919R 

Tabela 21: Resíduos que apresentam perda 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação Q919R.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 22: Resíduos que apresentam ganho 
de contatos com resíduos do domínio F 
quando da mutação Q919R. 

Resíduo 
% de tempo de 

contato 

F Contato Nativa Q919R 

P913 I906 (H12) 50 62 

Y915 Q867 (H10) 81 94 

Y915 P868 (H10) 76 89 

Y915 T918 (F) 20 34 

Y915 919R (F) 67 72 

F916 R831 (H9) 85 95 

F916 F856 (H10) 66 74 

H917 D864 (H10) 87 94 

919R D864 (H10) 35 41 

919R S865 (H10) 1 20 

919R P868 (H10) 7 44 

 

  

Resíduo 
% de tempo de 

contato 

F Contato Nativa Q919R 

V911 V818 (S3/H9) 89 83 

K912 Y915 (F) 31 15 

F916 919R (F) 10 3 

919R K861 (H10) 26 20 
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Anexo II: Parâmetros do Ligante R1881 

 

O esquema de numeração do ligante R1881 é mostrado na Tabela 23, 

juntamente com os tipos atômicos atribuídos a cada átomo e suas respectivas cargas 

parciais calculadas. 

 

Tabela 23: Tipos atômicos atribuídos e cargas parciais calculadas para todos os 
átomos do ligante R1881. 

 

 
 Os arquivos de parâmetros e de topologia do ligante R1881 estão reproduzidos 
abaixo. 
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II.1. ARQUIVO DE PARÂMETROS 

 
CHARMM parameters for components R18 

 

BONDS 

! 

!V(bond) = Kb(b - b0)**2 

! 

!Kb: kcal/mole/A**2 

!b0: A 

! 

!atom type   Kb         b0 

! 

 

C    CTL2    241.582    1.5030 

CEL1 C       344.021    1.4375 

ON1  C       737.018    1.2280 

CEL1 CTL1    178.149    1.5432 

CTL1 CEL1    235.428    1.5190 

 

 

ANGLES 

! 

!V(angle) = Ktheta(Theta - Theta0)**2 

! 

!V(Urey-Bradley) = Kub(S - S0)**2 

! 

!Ktheta: kcal/mole/rad**2 

!Theta0: degrees 

!Kub: kcal/mole/A**2 (Urey-Bradley) 

!S0: A 

! 

!atom types        Ktheta    Theta0    Kub      S0 

! 

 

C    CTL2 CTL2     17.754    109.94 

CEL1 C    CTL2     13.869    113.43 

ON1  C    CTL2      8.089    123.81 

HAL2 CTL2 C        13.134    112.08 

HAL2 CTL2 C         5.140    112.04 

CEL1 CEL1 C        17.693    121.62 

HEL1 CEL1 C        35.078    121.97 

ON1  C    CEL1     35.495    122.67 

CEL1 CEL1 CEL1     21.023    122.84 

CEL1 CEL1 CEL1     15.562    121.17 

CEL1 CTL1 CTL2     11.891    110.21 

CEL1 CEL1 CTL1     11.057    120.13 

CEL1 CEL1 CTL1     13.922    116.19 

CTL1 CTL1 CEL1      5.470    109.75 

HAL1 CTL1 CEL1     17.612    109.08 

CEL1 CEL1 CEL1     18.293    123.95 

CEL1 CEL1 CEL1     20.526    123.64 

CTL1 CEL1 CEL1     21.796    121.36 

CTL1 CTL1 CEL1     15.707    108.34 

CTL1 CTL1 CEL1     22.388    119.93 

CTL3 CTL1 CEL1     19.555    107.06 
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HEL1 CEL1 CTL1      6.808    125.46 

OHL  CTL1 CTL1     11.240    113.87 

OHL  CTL1 CTL3     31.109    110.12 

 

 

DIHEDRALS 

! 

!V(dihedral) = Kchi(1 + cos(n(chi) - delta)) 

! 

!Kchi: kcal/mole 

!n: multiplicity 

!delta: degrees 

! 

!atom types             Kchi     n    delta 

! 

 

CEL1 C    CTL2 CTL2     0.1128   6    233.58 

ON1  C    CTL2 CTL2     0.1112   6     50.17 

CEL1 C    CTL2 HAL2     0.1652   6    108.29 

ON1  C    CTL2 HAL2     0.1408   6    284.88 

CEL1 C    CTL2 HAL2     0.1370   6    180.00 

ON1  C    CTL2 HAL2     0.1264   6    175.43 

CEL1 CEL1 C    CTL2     0.8935   2    155.18 

HEL1 CEL1 C    CTL2     0.7383   2    335.22 

CEL1 CEL1 C    ON1      0.8572   2    338.55 

HEL1 CEL1 C    ON1      0.8397   2    158.58 

CEL1 CEL1 CTL1 CTL2     0.1010   6      0.00 

CEL1 CEL1 CTL1 CTL2     0.1252   6      0.00 

CEL1 CEL1 CTL1 CTL1     0.0949   6      0.00 

CEL1 CEL1 CTL1 CTL1     0.0761   6      0.00 

CEL1 CEL1 CTL1 HAL1     0.1010   6      0.00 

CEL1 CEL1 CTL1 HAL1     0.1053   6      0.00 

CTL1 CTL1 CEL1 CEL1     0.0683   6      0.00 

CTL1 CTL1 CEL1 CEL1     0.1128   6    318.48 

CTL3 CTL1 CEL1 CEL1     0.1339   6      0.00 

CTL1 CTL1 CEL1 HEL1     0.0627   6      0.00 

CTL1 CTL1 CEL1 HEL1     0.0976   6    138.51 

CTL3 CTL1 CEL1 HEL1     0.1041   6      0.00 

 

IMPROPER 

! 

!V(improper) = Kpsi(psi - psi0)**2 

! 

!Kpsi: kcal/mole/rad**2 

!psi0: degrees 

!note that the second column of numbers (0) is ignored 

! 

!atom types             Kpsi        0  psi0 

! 

ON1   X    X   C         90.0       0  0.0000 

 

 

NONBONDED nbxmod  5 atom cdiel shift vatom vdistance vswitch - 

cutnb 14.0 ctofnb 12.0 ctonnb 10.0 eps 1.0 e14fac 1.0 wmin 1.5 

                !adm jr., 5/08/91, suggested cutoff scheme 

! 

!V(Lennard-Jones) = Eps(i,j)*[(Rmin(i,j)/r(i,j))**12 - 2(Rmin(i,j)/r(i,j))**6] 
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! 

!epsilon [kcal/mole]: Eps(i,j) = sqrt(eps(i) * eps(j)) 

!Rmin/2  [A]:         Rmin(i,j) = Rmin/2(i) + Rmin/2(j) 

! 

!atom  ignored   epsilon     Rmin/2  ignored   eps,1-4     Rmin/2,1-4 

! 

! from lipids 

 

HOL      0.0       -0.046     0.2245 

HAL1     0.0       -0.022     1.3200 ! alkane, 3/92 

HAL2     0.0       -0.028     1.3400 ! alkane, yin and mackerell, 4/98 

HAL3     0.0       -0.024     1.3400 ! alkane, yin and mackerell, 4/98 

HEL1     0.0       -0.031     1.25   ! alkene, yin,adm jr., 12/95 

HEL2     0.0       -0.026     1.26   ! alkene, yin,adm jr., 12/95 

! 

CTL1     0.0       -0.0200    2.275 0.0 -0.01 1.9 ! alkane, 3/92 

CTL2     0.0       -0.0560    2.010 0.0 -0.01 1.9 ! alkane, 4/98, yin, adm jr. 

CTL3     0.0       -0.0780    2.040 0.0 -0.01 1.9 ! alkane, 4/98, yin, adm jr. 

CEL1     0.0       -0.068     2.09   ! alkene, yin,adm jr., 12/95 

C      0.000000  -0.110000     2.000000 ! ALLOW   PEP POL ARO 

                ! NMA pure solvent, adm jr., 3/3/93 

! 

OHL      0.0       -0.1521    1.77 

ON1      0.0       -0.1200    1.70   

 

END 
 
 
II. 2. ARQUIVO DE TOPOLOGIA 

 
 

MASS     1    C 12.01100  C !  

MASS     2 CEL1 12.01100  C !  

MASS     3 CTL1 12.01100  C !  

MASS     4 CTL2 12.01100  C !  

MASS     5 CTL3 12.01100  C !  

MASS     6 HAL1  1.00800  H !  

MASS     7 HAL2  1.00800  H !  

MASS     8 HAL3  1.00800  H !  

MASS     9 HEL1  1.00800  H !  

MASS    10  HOL  1.00800  H !  

MASS    11  OHL 15.99900  O !  

MASS    12  ON1 15.99900  O !  

 

RESI  R18         +0.000 ! type from CHARMM 

GROUP 

ATOM   C1 CTL2     +0.084777  ! type from CHARMM 

ATOM   C2 CTL2     -0.270800  ! type from CHARMM 

ATOM   C3    C     +0.763667  ! type from CHARMM 

ATOM   C4 CEL1     -0.506621  ! type from CHARMM 

ATOM   C5 CEL1     +0.121131  ! type from CHARMM 

ATOM   C6 CTL2     -0.105266  ! type from CHARMM 

ATOM   C7 CTL2     -0.112395  ! type from CHARMM 

ATOM   C8 CTL1     +0.270251  ! type from CHARMM 

ATOM   C9 CEL1     -0.138436  ! type from CHARMM 

ATOM  C10 CEL1     -0.039214  ! type from CHARMM 
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ATOM  C11 CEL1     -0.171700  ! type from CHARMM 

ATOM  C12 CEL1     -0.460090  ! type from CHARMM 

ATOM  C13 CTL1     +0.790626  ! type from CHARMM 

ATOM  C14 CTL1     -0.395219  ! type from CHARMM 

ATOM  C15 CTL2     +0.028267  ! type from CHARMM 

ATOM  C16 CTL2     -0.275921  ! type from CHARMM 

ATOM  C17 CTL1     +0.393163  ! type from CHARMM 

ATOM  C18 CTL3     -0.574688  ! type from CHARMM 

ATOM  C27 CTL3     -0.463999  ! type from CHARMM 

ATOM  O83  ON1     -0.598953  ! type from CHARMM 

ATOM  O97  OHL     -0.787213  ! type from CHARMM 

ATOM H12A HAL2     +0.011309  ! type from CHARMM 

ATOM H11A HAL2     +0.032480  ! type from CHARMM 

ATOM  H22 HAL2     +0.076152  ! type from CHARMM 

ATOM  H21 HAL2     +0.072863  ! type from CHARMM 

ATOM   H4 HEL1     +0.180257  ! type from CHARMM 

ATOM  H62 HAL2     +0.053490  ! type from CHARMM 

ATOM  H61 HAL2     +0.079037  ! type from CHARMM 

ATOM  H72 HAL2     +0.028670  ! type from CHARMM 

ATOM  H71 HAL2     +0.055492  ! type from CHARMM 

ATOM   H8 HAL1     +0.017268  ! type from CHARMM 

ATOM  H11 HEL1     +0.155577  ! type from CHARMM 

ATOM  H12 HEL1     +0.193455  ! type from CHARMM 

ATOM  H14 HAL1     +0.097749  ! type from CHARMM 

ATOM H152 HAL2     +0.013403  ! type from CHARMM 

ATOM H151 HAL2     +0.029947  ! type from CHARMM 

ATOM H162 HAL2     +0.072343  ! type from CHARMM 

ATOM H161 HAL2     +0.073849  ! type from CHARMM 

ATOM H183 HAL3     +0.133451  ! type from CHARMM 

ATOM H182 HAL3     +0.150006  ! type from CHARMM 

ATOM H181 HAL3     +0.123282  ! type from CHARMM 

ATOM H273 HAL3     +0.111703  ! type from CHARMM 

ATOM H272 HAL3     +0.113030  ! type from CHARMM 

ATOM H271 HAL3     +0.106104  ! type from CHARMM 

ATOM  H97  HOL     +0.467738  ! type from CHARMM 

BOND   C2   C1   C10   C1  H12A   C1  H11A   C1 

BOND   C3   C2   H22   C2   H21   C2    C4   C3 

BOND  O83   C3    C5   C4    H4   C4    C6   C5 

BOND  C10   C5    C7   C6   H62   C6   H61   C6 

BOND   C8   C7   H72   C7   H71   C7    C9   C8 

BOND  C14   C8    H8   C8   C10   C9   C11   C9 

BOND  C12  C11   H11  C11   C13  C12   H12  C12 

BOND  C14  C13   C17  C13   C18  C13   C15  C14 

BOND  H14  C14   C16  C15  H152  C15  H151  C15 

BOND  C17  C16  H162  C16  H161  C16   C27  C17 

BOND  O97  C17  H183  C18  H182  C18  H181  C18 

BOND H273  C27  H272  C27  H271  C27   H97  O97 

ANGLE   C3   C2   C1    H22   C2   C1    H21   C2   C1 

ANGLE   C5  C10   C1     C9  C10   C1    C10   C1   C2 

ANGLE H12A   C1   C2   H11A   C1   C2     C4   C3   C2 

ANGLE  O83   C3   C2    H22   C2   C3    H21   C2   C3 

ANGLE   C5   C4   C3     H4   C4   C3    O83   C3   C4 

ANGLE   C6   C5   C4    C10   C5   C4     H4   C4   C5 

ANGLE   C7   C6   C5    H62   C6   C5    H61   C6   C5 

ANGLE   C9  C10   C5    C10   C5   C6     C8   C7   C6 

ANGLE  H72   C7   C6    H71   C7   C6    H62   C6   C7 

ANGLE  H61   C6   C7     C9   C8   C7    C14   C8   C7 
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ANGLE   H8   C8   C7    H72   C7   C8    H71   C7   C8 

ANGLE  C10   C9   C8    C11   C9   C8    C13  C14   C8 

ANGLE  C15  C14   C8    H14  C14   C8    C14   C8   C9 

ANGLE   H8   C8   C9    C12  C11   C9    H11  C11   C9 

ANGLE H12A   C1  C10   H11A   C1  C10    C11   C9  C10 

ANGLE  C13  C12  C11    H12  C12  C11    H11  C11  C12 

ANGLE  C14  C13  C12    C17  C13  C12    C18  C13  C12 

ANGLE  H12  C12  C13    C15  C14  C13    H14  C14  C13 

ANGLE  C16  C17  C13    C27  C17  C13    O97  C17  C13 

ANGLE H183  C18  C13   H182  C18  C13   H181  C18  C13 

ANGLE   H8   C8  C14    C17  C13  C14    C18  C13  C14 

ANGLE  C16  C15  C14   H152  C15  C14   H151  C15  C14 

ANGLE  H14  C14  C15    C17  C16  C15   H162  C16  C15 

ANGLE H161  C16  C15   H152  C15  C16   H151  C15  C16 

ANGLE  C27  C17  C16    O97  C17  C16    C18  C13  C17 

ANGLE H162  C16  C17   H161  C16  C17   H273  C27  C17 

ANGLE H272  C27  C17   H271  C27  C17    H97  O97  C17 

ANGLE  O97  C17  C27   H11A   C1 H12A    H21   C2  H22 

ANGLE  H61   C6  H62    H71   C7  H72   H151  C15 H152 

ANGLE H161  C16 H162   H182  C18 H183   H181  C18 H183 

ANGLE H181  C18 H182   H272  C27 H273   H271  C27 H273 

ANGLE H271  C27 H272                                   

DIHED   C3   C2   C1  C10    H22   C2   C1  C10 

DIHED  H21   C2   C1  C10     C3   C2   C1 H12A 

DIHED  H22   C2   C1 H12A    H21   C2   C1 H12A 

DIHED   C3   C2   C1 H11A    H22   C2   C1 H11A 

DIHED  H21   C2   C1 H11A     C5  C10   C1   C2 

DIHED   C9  C10   C1   C2     C5  C10   C1 H12A 

DIHED   C9  C10   C1 H12A     C5  C10   C1 H11A 

DIHED   C9  C10   C1 H11A     C4   C3   C2   C1 

DIHED  O83   C3   C2   C1     C4   C3   C2  H22 

DIHED  O83   C3   C2  H22     C4   C3   C2  H21 

DIHED  O83   C3   C2  H21     C5   C4   C3   C2 

DIHED   H4   C4   C3   C2     C5   C4   C3  O83 

DIHED   H4   C4   C3  O83     C6   C5   C4   C3 

DIHED  C10   C5   C4   C3     C6   C5   C4   H4 

DIHED  C10   C5   C4   H4     C7   C6   C5   C4 

DIHED  H62   C6   C5   C4    H61   C6   C5   C4 

DIHED   C7   C6   C5  C10    H62   C6   C5  C10 

DIHED  H61   C6   C5  C10     C1  C10   C5   C4 

DIHED   C9  C10   C5   C4     C1  C10   C5   C6 

DIHED   C9  C10   C5   C6     C8   C7   C6   C5 

DIHED  H72   C7   C6   C5    H71   C7   C6   C5 

DIHED   C8   C7   C6  H62    H72   C7   C6  H62 

DIHED  H71   C7   C6  H62     C8   C7   C6  H61 

DIHED  H72   C7   C6  H61    H71   C7   C6  H61 

DIHED   C9   C8   C7   C6    C14   C8   C7   C6 

DIHED   H8   C8   C7   C6     C9   C8   C7  H72 

DIHED  C14   C8   C7  H72     H8   C8   C7  H72 

DIHED   C9   C8   C7  H71    C14   C8   C7  H71 

DIHED   H8   C8   C7  H71    C10   C9   C8   C7 

DIHED  C11   C9   C8   C7    C10   C9   C8  C14 

DIHED  C11   C9   C8  C14    C10   C9   C8   H8 

DIHED  C11   C9   C8   H8    C13  C14   C8   C7 

DIHED  C15  C14   C8   C7    H14  C14   C8   C7 

DIHED  C13  C14   C8   C9    C15  C14   C8   C9 

DIHED  H14  C14   C8   C9    C13  C14   C8   H8 
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DIHED  C15  C14   C8   H8    H14  C14   C8   H8 

DIHED   C1  C10   C9   C8     C5  C10   C9   C8 

DIHED   C1  C10   C9  C11     C5  C10   C9  C11 

DIHED  C12  C11   C9   C8    H11  C11   C9   C8 

DIHED  C12  C11   C9  C10    H11  C11   C9  C10 

DIHED  C13  C12  C11   C9    H12  C12  C11   C9 

DIHED  C13  C12  C11  H11    H12  C12  C11  H11 

DIHED  C14  C13  C12  C11    C17  C13  C12  C11 

DIHED  C18  C13  C12  C11    C14  C13  C12  H12 

DIHED  C17  C13  C12  H12    C18  C13  C12  H12 

DIHED   C8  C14  C13  C12    C15  C14  C13  C12 

DIHED  H14  C14  C13  C12     C8  C14  C13  C17 

DIHED  C15  C14  C13  C17    H14  C14  C13  C17 

DIHED   C8  C14  C13  C18    C15  C14  C13  C18 

DIHED  H14  C14  C13  C18    C16  C17  C13  C12 

DIHED  C27  C17  C13  C12    O97  C17  C13  C12 

DIHED  C16  C17  C13  C14    C27  C17  C13  C14 

DIHED  O97  C17  C13  C14    C16  C17  C13  C18 

DIHED  C27  C17  C13  C18    O97  C17  C13  C18 

DIHED H183  C18  C13  C12   H182  C18  C13  C12 

DIHED H181  C18  C13  C12   H183  C18  C13  C14 

DIHED H182  C18  C13  C14   H181  C18  C13  C14 

DIHED H183  C18  C13  C17   H182  C18  C13  C17 

DIHED H181  C18  C13  C17    C16  C15  C14   C8 

DIHED H152  C15  C14   C8   H151  C15  C14   C8 

DIHED  C16  C15  C14  C13   H152  C15  C14  C13 

DIHED H151  C15  C14  C13    C16  C15  C14  H14 

DIHED H152  C15  C14  H14   H151  C15  C14  H14 

DIHED  C17  C16  C15  C14   H162  C16  C15  C14 

DIHED H161  C16  C15  C14    C17  C16  C15 H152 

DIHED H162  C16  C15 H152   H161  C16  C15 H152 

DIHED  C17  C16  C15 H151   H162  C16  C15 H151 

DIHED H161  C16  C15 H151    C13  C17  C16  C15 

DIHED  C27  C17  C16  C15    O97  C17  C16  C15 

DIHED  C13  C17  C16 H162    C27  C17  C16 H162 

DIHED  O97  C17  C16 H162    C13  C17  C16 H161 

DIHED  C27  C17  C16 H161    O97  C17  C16 H161 

DIHED H273  C27  C17  C13   H272  C27  C17  C13 

DIHED H271  C27  C17  C13   H273  C27  C17  C16 

DIHED H272  C27  C17  C16   H271  C27  C17  C16 

DIHED H273  C27  C17  O97   H272  C27  C17  O97 

DIHED H271  C27  C17  O97    H97  O97  C17  C13 

DIHED  H97  O97  C17  C16    H97  O97  C17  C27 

IMPR   C3   C2   C4   O83 

PATCHING FIRS NONE LAST NONE 

 

IC C3   C2   C1   C10   1.503  109.94  -57.00  111.36  1.541 

IC H22  C2   C1   C10   1.115  112.03   68.32  111.36  1.541 

IC H21  C2   C1   C10   1.116  112.03  177.74  111.36  1.541 

IC C3   C2   C1   H12A  1.503  109.94   68.26  111.52  1.116 

IC H22  C2   C1   H12A  1.115  112.03 -166.42  111.52  1.116 

IC H21  C2   C1   H12A  1.116  112.03  -57.00  111.52  1.116 

IC C3   C2   C1   H11A  1.503  109.94  177.71  111.47  1.114 

IC H22  C2   C1   H11A  1.115  112.03  -56.97  111.47  1.114 

IC H21  C2   C1   H11A  1.116  112.03   52.45  111.47  1.114 

IC C5   C10  C1   C2    1.488  114.22   32.30  111.36  1.513 

IC C9   C10  C1   C2    1.368  124.60 -148.78  111.36  1.513 
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IC C5   C10  C1   H12A  1.488  114.22  -92.97  111.50  1.116 

IC C9   C10  C1   H12A  1.368  124.60   85.96  111.50  1.116 

IC C5   C10  C1   H11A  1.488  114.22  157.55  111.56  1.114 

IC C9   C10  C1   H11A  1.368  124.60  -23.53  111.56  1.114 

IC C4   C3   C2   C1    1.437  113.43   53.58  109.94  1.513 

IC O83  C3   C2   C1    1.228  123.81 -129.83  109.94  1.513 

IC C4   C3   C2   H22   1.437  113.43  -71.71  112.08  1.115 

IC O83  C3   C2   H22   1.228  123.81  104.88  112.08  1.115 

IC C4   C3   C2   H21   1.437  113.43  178.83  112.04  1.116 

IC O83  C3   C2   H21   1.228  123.81   -4.57  112.04  1.116 

IC C5   C4   C3   C2    1.361  121.62  -24.82  113.43  1.503 

IC H4   C4   C3   C2    1.102  121.97  155.22  113.43  1.503 

IC C5   C4   C3   O83   1.361  121.62  158.55  122.67  1.228 

IC H4   C4   C3   O83   1.102  121.97  -21.42  122.67  1.228 

IC C6   C5   C4   C3    1.520  118.56  177.82  121.62  1.437 

IC C10  C5   C4   C3    1.488  122.84   -0.95  121.62  1.437 

IC C6   C5   C4   H4    1.520  118.56   -2.21  116.41  1.102 

IC C10  C5   C4   H4    1.488  122.84  179.02  116.41  1.102 

IC C7   C6   C5   C4    1.511  111.32  153.15  118.56  1.361 

IC H62  C6   C5   C4    1.114  111.51  -81.62  118.56  1.361 

IC H61  C6   C5   C4    1.115  111.47   27.91  118.56  1.361 

IC C7   C6   C5   C10   1.511  111.32  -28.03  118.59  1.488 

IC H62  C6   C5   C10   1.114  111.51   97.20  118.59  1.488 

IC H61  C6   C5   C10   1.115  111.47 -153.27  118.59  1.488 

IC C1   C10  C5   C4    1.541  114.22   -3.19  122.84  1.361 

IC C9   C10  C5   C4    1.368  121.17  177.84  122.84  1.361 

IC C1   C10  C5   C6    1.541  114.22  178.04  118.59  1.520 

IC C9   C10  C5   C6    1.368  121.17   -0.93  118.59  1.520 

IC C8   C7   C6   C5    1.540  109.11   57.22  111.32  1.520 

IC H72  C7   C6   C5    1.114  112.34 -177.52  111.32  1.520 

IC H71  C7   C6   C5    1.116  112.34  -68.03  111.32  1.520 

IC C8   C7   C6   H62   1.540  109.11  -68.00  111.51  1.114 

IC H72  C7   C6   H62   1.114  112.34   57.26  111.51  1.114 

IC H71  C7   C6   H62   1.116  112.34  166.75  111.51  1.114 

IC C8   C7   C6   H61   1.540  109.11 -177.58  111.54  1.115 

IC H72  C7   C6   H61   1.114  112.34  -52.32  111.54  1.115 

IC H71  C7   C6   H61   1.116  112.34   57.17  111.54  1.115 

IC C9   C8   C7   C6    1.543  110.21  -58.57  109.11  1.511 

IC C14  C8   C7   C6    1.499  110.46  179.98  109.11  1.511 

IC H8   C8   C7   C6    1.114  108.41   60.75  109.11  1.511 

IC C9   C8   C7   H72   1.543  110.21  176.17  112.34  1.114 

IC C14  C8   C7   H72   1.499  110.46   54.72  112.34  1.114 

IC H8   C8   C7   H72   1.114  108.41  -64.51  112.34  1.114 

IC C9   C8   C7   H71   1.543  110.21   66.68  112.33  1.116 

IC C14  C8   C7   H71   1.499  110.46  -54.77  112.33  1.116 

IC H8   C8   C7   H71   1.114  108.41 -174.00  112.33  1.116 

IC C10  C9   C8   C7    1.368  120.13   30.84  110.21  1.540 

IC C11  C9   C8   C7    1.464  116.19 -151.21  110.21  1.540 

IC C10  C9   C8   C14   1.368  120.13  152.71  109.75  1.499 

IC C11  C9   C8   C14   1.464  116.19  -29.34  109.75  1.499 

IC C10  C9   C8   H8    1.368  120.13  -88.07  109.08  1.114 

IC C11  C9   C8   H8    1.464  116.19   89.88  109.08  1.114 

IC C13  C14  C8   C7    1.533  112.52  179.75  110.46  1.540 

IC C15  C14  C8   C7    1.541  116.91  -60.07  110.46  1.540 

IC H14  C14  C8   C7    1.115  100.31   58.13  110.46  1.540 

IC C13  C14  C8   C9    1.533  112.52   58.03  109.75  1.543 

IC C15  C14  C8   C9    1.541  116.91  178.21  109.75  1.543 



92 

 

IC H14  C14  C8   C9    1.115  100.31  -63.59  109.75  1.543 

IC C13  C14  C8   H8    1.533  112.52  -61.30  108.89  1.114 

IC C15  C14  C8   H8    1.541  116.91   58.87  108.89  1.114 

IC H14  C14  C8   H8    1.115  100.31  177.07  108.89  1.114 

IC C1   C10  C9   C8    1.541  124.60 -179.81  120.13  1.543 

IC C5   C10  C9   C8    1.488  121.17   -0.95  120.13  1.543 

IC C1   C10  C9   C11   1.541  124.60    2.40  123.64  1.464 

IC C5   C10  C9   C11   1.488  121.17 -178.74  123.64  1.464 

IC C12  C11  C9   C8    1.347  123.95    0.90  116.19  1.543 

IC H11  C11  C9   C8    1.103  122.48 -179.16  116.19  1.543 

IC C12  C11  C9   C10   1.347  123.95  178.77  123.64  1.368 

IC H11  C11  C9   C10   1.103  122.48   -1.29  123.64  1.368 

IC C13  C12  C11  C9    1.519  121.36   -0.01  123.95  1.464 

IC H12  C12  C11  C9    1.103  113.18  179.97  123.95  1.464 

IC C13  C12  C11  H11   1.519  121.36 -179.96  113.57  1.103 

IC H12  C12  C11  H11   1.103  113.18    0.02  113.57  1.103 

IC C14  C13  C12  C11   1.533  108.34   26.71  121.36  1.347 

IC C17  C13  C12  C11   1.532  119.93  138.48  121.36  1.347 

IC C18  C13  C12  C11   1.548  107.06  -94.29  121.36  1.347 

IC C14  C13  C12  H12   1.533  108.34 -153.26  125.46  1.103 

IC C17  C13  C12  H12   1.532  119.93  -41.49  125.46  1.103 

IC C18  C13  C12  H12   1.548  107.06   85.74  125.46  1.103 

IC C8   C14  C13  C12   1.499  112.52  -56.31  108.34  1.519 

IC C15  C14  C13  C12   1.541  103.93  176.27  108.34  1.519 

IC H14  C14  C13  C12   1.115  114.08   57.11  108.34  1.519 

IC C8   C14  C13  C17   1.499  112.52  178.16   98.52  1.532 

IC C15  C14  C13  C17   1.541  103.93   50.74   98.52  1.532 

IC H14  C14  C13  C17   1.115  114.08  -68.42   98.52  1.532 

IC C8   C14  C13  C18   1.499  112.52   61.56  112.03  1.548 

IC C15  C14  C13  C18   1.541  103.93  -65.85  112.03  1.548 

IC H14  C14  C13  C18   1.115  114.08  174.98  112.03  1.548 

IC C16  C17  C13  C12   1.555  100.56 -164.77  119.93  1.519 

IC C27  C17  C13  C12   1.506  111.99  -45.48  119.93  1.519 

IC O97  C17  C13  C12   1.429  113.87   80.28  119.93  1.519 

IC C16  C17  C13  C14   1.555  100.56  -47.81   98.52  1.533 

IC C27  C17  C13  C14   1.506  111.99   71.48   98.52  1.533 

IC O97  C17  C13  C14   1.429  113.87 -162.76   98.52  1.533 

IC C16  C17  C13  C18   1.555  100.56   69.74  110.79  1.548 

IC C27  C17  C13  C18   1.506  111.99 -170.97  110.79  1.548 

IC O97  C17  C13  C18   1.429  113.87  -45.21  110.79  1.548 

IC H183 C18  C13  C12   1.115  107.01  179.96  107.06  1.519 

IC H182 C18  C13  C12   1.114  113.11  -54.70  107.06  1.519 

IC H181 C18  C13  C12   1.115  113.09   54.75  107.06  1.519 

IC H183 C18  C13  C14   1.115  107.01   61.33  112.03  1.533 

IC H182 C18  C13  C14   1.114  113.11 -173.34  112.03  1.533 

IC H181 C18  C13  C14   1.115  113.09  -63.89  112.03  1.533 

IC H183 C18  C13  C17   1.115  107.01  -47.61  110.79  1.532 

IC H182 C18  C13  C17   1.114  113.11   77.73  110.79  1.532 

IC H181 C18  C13  C17   1.115  113.09 -172.82  110.79  1.532 

IC C16  C15  C14  C8    1.532  101.96 -156.56  116.91  1.499 

IC H152 C15  C14  C8    1.114  115.07  -31.31  116.91  1.499 

IC H151 C15  C14  C8    1.114  115.06   78.21  116.91  1.499 

IC C16  C15  C14  C13   1.532  101.96  -31.92  103.93  1.533 

IC H152 C15  C14  C13   1.114  115.07   93.33  103.93  1.533 

IC H151 C15  C14  C13   1.114  115.06 -157.14  103.93  1.533 

IC C16  C15  C14  H14   1.532  101.96   90.33  109.49  1.115 

IC H152 C15  C14  H14   1.114  115.07 -144.42  109.49  1.115 
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IC H151 C15  C14  H14   1.114  115.06  -34.89  109.49  1.115 

IC C17  C16  C15  C14   1.555  107.62    1.15  101.96  1.541 

IC H162 C16  C15  C14   1.114  112.87  126.39  101.96  1.541 

IC H161 C16  C15  C14   1.115  112.86 -124.07  101.96  1.541 

IC C17  C16  C15  H152  1.555  107.62 -124.11  115.06  1.114 

IC H162 C16  C15  H152  1.114  112.87    1.14  115.06  1.114 

IC H161 C16  C15  H152  1.115  112.86  110.68  115.06  1.114 

IC C17  C16  C15  H151  1.555  107.62  126.38  115.05  1.114 

IC H162 C16  C15  H151  1.114  112.87 -108.37  115.05  1.114 

IC H161 C16  C15  H151  1.115  112.86    1.17  115.05  1.114 

IC C13  C17  C16  C15   1.532  100.56   29.61  107.62  1.532 

IC C27  C17  C16  C15   1.506  112.17  -89.55  107.62  1.532 

IC O97  C17  C16  C15   1.429  107.76  149.08  107.62  1.532 

IC C13  C17  C16  H162  1.532  100.56  -95.62  112.90  1.114 

IC C27  C17  C16  H162  1.506  112.17  145.22  112.90  1.114 

IC O97  C17  C16  H162  1.429  107.76   23.85  112.90  1.114 

IC C13  C17  C16  H161  1.532  100.56  154.82  112.88  1.115 

IC C27  C17  C16  H161  1.506  112.17   35.66  112.88  1.115 

IC O97  C17  C16  H161  1.429  107.76  -85.71  112.88  1.115 

IC H273 C27  C17  C13   1.115  112.05 -180.00  111.99  1.532 

IC H272 C27  C17  C13   1.116  111.29  -54.73  111.99  1.532 

IC H271 C27  C17  C13   1.115  111.32   54.72  111.99  1.532 

IC H273 C27  C17  C16   1.115  112.05  -67.79  112.17  1.555 

IC H272 C27  C17  C16   1.116  111.29   57.48  112.17  1.555 

IC H271 C27  C17  C16   1.115  111.32  166.94  112.17  1.555 

IC H273 C27  C17  O97   1.115  112.05   52.22  110.12  1.429 

IC H272 C27  C17  O97   1.116  111.29  177.48  110.12  1.429 

IC H271 C27  C17  O97   1.115  111.32  -73.06  110.12  1.429 

IC H97  O97  C17  C13   0.950  113.87 -180.00  113.87  1.532 

IC H97  O97  C17  C16   0.950  113.87   69.38  107.76  1.555 

IC H97  O97  C17  C27   0.950  113.87  -53.26  110.12  1.506 

END 
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Anexo III: Lista dos Aminoácidos Padrões 

Os sítios ácidos e básicos são mostrados na forma majoritária encontrada no pH 

fisiológico de 7,4. 

 

Figura 31: Aminoácidos essenciais estão indicados com círculos amarelos. A polaridade, 
basicidade e acidez refere-se à cadeia lateral. (retirado de 
http://www.unc.edu/~bzafer/aminoacids). Acessado em 17 de outubro de 2012. 


