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RESUMO

O cancer de mama € uma das principais causas de mortalidade entre mulheres,
caracterizando-se pelo crescimento desordenado de células maméarias resultante de
mutacBes genéticas. Embora abordagens terapéuticas convencionais, como cirurgia,
quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia, sejam amplamente empregadas, seus
efeitos colaterais e baixa seletividade ainda representam desafios clinicos importantes.
Nesse contexto, 0 presente estudo teve como proposito investigar o potencial terapéutico
de peptideos com propriedades antitumorais, visando ao desenvolvimento de alternativas
mais seguras e eficazes no tratamento do cancer de mama. Foram selecionadas nove
sequéncias peptidicas previamente identificadas com possivel aplicacdo terapéutica, que
passaram por modificacGes estruturais e analises computacionais utilizando ferramentas
de predicéo de atividade antitumoral e imunogenicidade. As sequéncias com melhores
resultados foram submetidas a estudos de docking molecular, permitindo avaliar a
afinidade e a estabilidade das interacdes entre os peptideos e proteinas-alvo associadas a
carcinogénese mamaria. Os complexos que apresentaram maior estabilidade e interacédo
favoravel indicaram que o aprimoramento das sequéncias contribuiu para o aumento de
seu potencial antitumoral. As sequéncias selecionadas foram entéo sintetizadas em fase
solida e caracterizadas por espectrometria de massas, etapa que antecede os testes de
citotoxicidade in vitro. Os resultados obtidos reforcam a aplicabilidade dos peptideos
como agentes terapéuticos promissores e destacam a importancia das analises in silico
como ferramenta estratégica no desenvolvimento de novas terapias direcionadas contra

0 cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama; peptideos; docking molecular; andlises in silico;

terapias antitumorais.
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ABSTRACT

Breast cancer is one of the leading causes of mortality among women and is characterized
by the uncontrolled proliferation of mammary cells resulting from genetic mutations.
Although conventional therapeutic approaches—such as surgery, chemotherapy,
radiotherapy, and hormone therapy—remain widely used, their adverse effects and lack
of selectivity continue to pose significant clinical challenges. In this context, the present
study aimed to investigate the therapeutic potential of peptides with antitumor properties,
seeking to develop safer and more effective alternatives for breast cancer treatment.
Nine peptide sequences previously identified as potential therapeutic candidates were
selected, structurally modified, and analyzed through computational prediction tools to
assess their antitumor activity and immunogenicity. The most promising sequences were
subjected to molecular docking studies to evaluate the affinity and stability of interactions
between the peptides and target proteins associated with breast carcinogenesis. The
resulting complexes demonstrated that structural optimization enhanced binding stability
and interaction energy, indicating improved therapeutic potential. The selected
sequences were then synthesized via solid-phase peptide synthesis and characterized by
mass spectrometry, preceding future in vitro cytotoxicity assays. Overall, the findings
reinforce the potential of peptides as promising therapeutic agents and highlight the
relevance of in silico analyses as a strategic tool in the design of novel targeted therapies

for breast cancer.

Keywords: breast cancer; peptides; molecular docking; in silico analysis; antitumor

therapies.
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I. INTRODUCAO

O cancer de mama € uma doenca causada pelo crescimento exacerbado de
células da mama, que ocorre devido a mutacdes no DNA da célula normal. Essas
mutacdes podem ocorrer por diferentes fatores como hereditariedade, idade, historico
reprodutivo e uso de contraceptivos orais. Alem disso, o estilo de vida do individuo pode
influenciar no surgimento da doenca, principalmente praticas como o tabagismo, o
alcoolismo e o sedentarismo (Veloso et al., 2024).

No Brasil, o cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais incidente em
mulheres em todas as regides do pais, estimando-se 73.610 novos casos no ano de 2023,
segundo o Instituto Nacional do Cancer - INCA. Aliado a isso, esse tipo de cancer
apresenta uma das maiores taxas de mortalidade em mulheres, com 18.139 ébitos na
populacdo feminina em 2021. Em escala global, a doenca também apresenta indices
elevados de mortalidade em mulheres, alcancando a marca de 11,71 ébitos por 100.000
mulheres, em 2021 (BRASIL, I.N.D.C.I.-. 2023).

Tratamentos locais, que englobam a cirurgia e a radioterapia, e tratamentos
sistémicos, como a quimioterapia e a hormonioterapia, ttm como objetivo impedir a
progressdo da doenca. Tais tratamentos séo escolhidos levando em consideragéo fatores
como o estagio de progressdo da doenca, condicBes clinicas gerais e de saude do
paciente. No entanto, embora contribuam para a sobrevida dos pacientes, muitas dessas
terapias convencionais apresentam baixa seletividade no organismo, afetando, além das
celulas tumorais, tecidos saudaveis do individuo em tratamento (Waks; Winer, 2019).

Os efeitos colaterais provocados pelos tratamentos convencionais podem ser
diversos dependendo da terapia escolhida. No caso dos tratamentos locais, como a
radioterapia, os efeitos mais apontados pelos pacientes sdo a perda de cabelo, enjoos,
vOmitos e feridas na pele. Em relagdo aos tratamentos sistémicos, os efeitos mais
relatados séo fadiga, perda de peso, diarreia e dor abdominal (Kameo, S. et al., 2021).
Considerando os efeitos mencionados e o desconforto destes para os pacientes, faz-se
necessaria a busca por novas terapias para o tratamento do cancer de mama.

Nesse sentido, os peptideos podem ser uma alternativa para o tratamento da
doenca. Alem de serem capazes de atingir receptores diferencialmente expressos nas
células tumorais, eles apresentam como vantagens o fato de serem moléculas simples e
com baixo custo de sintese. Aliado a isso, a investigagdo sobre as aplicacdes dos

peptideos no tratamento do cancer tem demonstrado progresso ao longo dos anos,
16



principalmente na producdo de vacinas, o que reforca o carater promissor desses
compostos na terapia antitumoral (Huang et al., 2023; Wang et al., 2022).

Desse modo, considerando a aplicabilidade desses compostos e a necessidade
de terapias que sejam menos danosas ao paciente, este estudo visou aprimorar sequéncias
peptidicas pré-selecionadas em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa. Através de
andlises in silico, sequéncias que apresentaram capacidade de interacdo com proteinas
superexpressas em duas linhagens tumorais de mama, MDA-MB-231 e MCF-7, foram

avaliadas quanto ao potencial antitumoral.

17



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Aprimorar, a partir de sequéncias identificadas em projeto anterior, sequéncias
peptidicas capazes de interferir no crescimento de células tumorais de linhagens
mamarias ou ainda servirem como biomarcadores para diagnostico da doenca.

2.2. Objetivos Especificos

o Modificar as sequéncias peptidicas selecionadas em projeto anterior
através da utilizacdo de softwares de predicdo de atividade antitumoral e potencial
imunogeénico.

. Determinar os possiveis mecanismos de acdo a partir da avaliacdo da

predicdo de interacdo entre os peptideos modificados e as proteinas alvo de membrana

celular.

18



I11. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cancer de mama

O céancer de mama € uma doenca altamente heterogénea, que apresenta variacdes
significativas em seus tipos histoldgicos, comportamento clinico e resposta aos
tratamentos disponiveis (Guo et al., 2023). No Brasil, a estimativa para o triénio de 2023
a 2025 é de 73.610 novos casos da doenca. O nimero € superior ao projetado para o
triénio de 2020 a 2022, que era de 66.280 casos (BRASIL, I.N.D.C.1.-. 2023). Nos ultimos
15 anos, ocorreram avangos expressivos no entendimento e no manejo do cancer de
mama, em especial com o desenvolvimento de terapias direcionadas para subgrupos
especificos da doenca. Esses tratamentos tém sido especialmente eficazes em canceres de
mama que expressam receptores hormonais, como o receptor de estrogénio (RE) e o
receptor de progesterona (RP), além de tumores positivos para o receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2) (Derakhshan; Reis-Filho, 2022).

No inicio dos anos 2000, o termo cancer de mama triplo-negativo (TNBC) foi
introduzido para descrever um subtipo especifico e extremamente agressivo da doenca
que ndo expressa 0s receptores RE (Receptor de Estrogénio), RP (Receptor de
Progesterona) e HER2 (Receptor para proteina HER?2). Esta classificacdo destacou o
TNBC como um subgrupo unico, com resposta ao tratamento e prognostico distintos dos
outros subtipos. Os avangos na caracterizacdo molecular dos tumores de mama tém sido
fundamentais para orientar estratégias terapéuticas mais precisas e eficazes (Xiong et
al., 2024).

Na prética clinica, a classificacdo dos subtipos intrinsecos do carcinoma de
mama é amplamente adotada. Tumores de mama que expressam receptores de estrogénio
ou progesterona sao classificados como luminal A ou luminal B, com ou sem expresséo
do receptor HER2. O subtipo luminal A, caracterizado por alta expressao de ER, apresenta
um prognostico mais favoravel em comparagdo com o subtipo luminal B (Fernandez-
Tortolero; Reigosa-Yéaniz, 2021). A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas

desses subtipos, incluindo o perfil de receptores e o comportamento clinico associado.
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Tabela 1- Caracteristicas dos subtipos moleculares do cancer de mama de acordo com a expressdo dos

receptores hormonais e comportamento clinico.

Subtipo Caracteristicas Receptores Comportamento
Principais Clinico
Luminal A Crescimento mais lento, RE+, RP+, HER2— Menos agressivo

baixa proliferacéo

Luminal B Maior proliferagdo que = RE+, RP+, HER2+ Moderadamente

Luminal A agressivo
HER2- Alta expressdo de HER2 HER2+, RE—, RP-— Agressivo, rapido
Enriquecido crescimento
Triplo Auseéncia de receptores  RE—, RP—, HER2— Altamente agressivo,
Negativo hormonais comum em mulheres
(TNBC) jovens

3.2. Alteracdes moleculares no cancer

O céncer é uma doenca caracterizada por um conjunto de alteracdes celulares e
moleculares que promovem o crescimento descontrolado e a disseminacao de células
malignas. Essas alteragdes moleculares sdo fundamentais tanto para a iniciagdo quanto
para a progressdo do céancer, envolvendo uma serie de mutagBes genéticas,
modificacdes epigenéticas, alteracdes no metabolismo celular, disfuncdes na
comunicacdo celular e evasdo dos mecanismos de defesa do organismo. Com 0s
avancgos tecnoldgicos e as novas abordagens de sequenciamento de genomas e
transcriptomas, a compreensao das alteragdes moleculares no cancer tem se expandido,
trazendo novos insights sobre os mecanismos patoldgicos e abrindo caminhos para
terapias mais direcionadas e personalizadas (Chaube; Malvi, 2023; Matter; Gkretsi,
2023).

3.2.1. Oncogenes

Os oncogenes sao genes que, quando ativados por mutagdes, ganham funcéo que
favorece a proliferagdo celular descontrolada. Um exemplo estudado de forma ampla é
0 HER2 (ERBB?2), onde seu gene codifica um receptor de tirosina quinase da familia
dos receptores de fator de crescimento epidérmico. A sua ampliagdo ou superexpresséo
esta relacionada a grande agressividade tumoral (Swain et al., 2023). Outro exemplo é
0 KRAS, um oncogene mutado que aparece em alguns tipos de canceres, incluindo
cancer de pulméo, pancreas e célon. Nesse contexto, o termo "oncogene™ refere-se

sobretudo a genes como CDKNZ2A, cuja alteracdo disruptiva pode promover
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crescimento descontrolado e favorecer a carcinogénese mamaria, funcionando de
modo similar a um oncogene convencional quando seus mecanismos de regulagdo sao

comprometidos (Wilcox et al., 2023).

3.2.2. Genes supressores de tumor

Por outro lado, os genes supressores de tumor, como TP53, desempenham papéis
na regulacdo do ciclo celular e no estimulo a apoptose. O gene TP53 codifica a proteina
p53, que atua como uma sentinela contra o cancer, promovendo a morte celular
programada em resposta a danos genéticos. A mutacdo em TP53 est4 associada a uma
série de canceres, incluindo os de pulméo, mama, e c6lon, e sua perda contribui para a

instabilidade genémica caracteristica das células tumorais (Marei et al., 2021).

3.2.3. Genes de reparo de DNA

Genes envolvidos no reparo do DNA também sdo frequentemente alterados no
cancer. As mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2, que codificam proteinas responsaveis
pela reparacdo de quebras de DNA por recombinacdo homologa, estdo associadas ao
aumento do risco de cancer de mama e ovério (Cheng et al., 2023).

3.2.4. Modificacdes de Histonas

Além das mutacOes genéticas, as alteracfes epigenéticas tambem podem
influenciar no cancer. Tais alteracfes podem ser feitas atraveés de modificacdes de
histonas, como acetilacdo, metilacao e fosforilacdo. Por exemplo, a acetila¢do de histonas
facilita a transcricdo de genes. Inibidores de histona desacetilases (HDACS) tém sido
investigados como terapias potenciais em canceres que apresentam disfuncdo na

regulacdo da cromatina (Lonning et al., 2022; Shi et al., 2024).
3.2.5. Proteinas de Membrana
As proteinas de membrana tém papel central no desenvolvimento e progressdo

do cancer de mama, uma vez que estdo diretamente envolvidas em processos como

sinalizagdo celular, adesdo, migracao e interacdo com o microambiente tumoral.
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AlteracBes na sua expressdo sdo frequentemente observadas em células
neoplésicas, resultando em superexpressao de receptores de tirosina-quinase, como
HER2 e AXL, ou na modulacédo de proteinas relacionadas ao controle da apoptose, como
ANXA5 (Adam- Artigues et al., 2022). Entre essas proteinas, a ANXA5 esta
relacionada frequentemente a estudos de cancer de mama luminal, descritas na linhagem
MCF-7 (Ghasemi et al., 2024). A proteina de membrana IGF1R, por outro lado, esta
associada a maior agressividade devido seu envolvimento em vias que favorecem a
proliferacdo celular, caracteristica da linhagem MDA-MB-231 (Chandran et al., 2012).

Nesse contexto, o estudo de proteinas de membrana torna-se altamente relevante
ndo apenas para compreender os mecanismos moleculares associados a agressividade
tumoral, mas também para identificar potenciais biomarcadores diagndsticos e
prognosticos. Além disso, essas proteinas representam alvos promissores para o
desenvolvimento de novas terapias, como 0 uso de peptideos antitumorais capazes de

interagir de forma seletiva com essas moléculas, bloqueando sua atividade.

3.3. Tratamentos Convencionais

Os tratamentos convencionais do cancer de mama englobam uma variedade de

abordagens, incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia e terapia hormonal.

3.3.1. Quimioterapia

A quimioterapia continua a ser uma estratégia crucial, principalmente para
canceres de mama agressivos e muito avancados, como por exemplo o triplo-negativo,
onde medicamentos como antraciclinas e taxanos combinados tém mostrado melhorar a
sobrevida do paciente. A administracdo antes da cirurgia € comum para reduzir o tamanho
do tumor e tornar a cirurgia mais eficaz (quimioterapia neoadjuvante). Estudos recentes
exploram combinagdes de quimioterdpicos com imunoterapias para aumentar a resposta
em pacientes de alto risco, embora efeitos colaterais sigam sendo uma preocupagéo
continua (Alaluf et al., 2024).

Os efeitos adversos da quimioterapia sd@o variados e podem impactar
consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes. Entre 0s sintomas mais comuns
estdo nauseas, vomitos, fadiga, alopecia (queda de cabelo), neuropatia periférica (danos
nos nervos que causam dor ou dorméncia) e toxicidades gastrointestinais, como diarreia

e constipacdo. Um estudo identificou que 74,2% das pacientes em tratamento
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guimioterapico para cancer de mama relataram nausea, 43,3% dor abdominal, 40,7%
diarreia e 39,2% vomito (Kameo et al., 2021; Pimentel et al., 2024).

A taxa de sucesso da quimioterapia estd intimamente relacionada ao tipo e
estadgio do tumor. No contexto do cancer de mama localmente avangado, a resposta
patoldgica completa & quimioterapia neoadjuvante foi observada em 10,3% das pacientes
em um estudo, indicando que fatores como idade, volume tumoral e comprometimento

axilar podem influenciar os resultados (Kaya et al., 2010).

3.3.2. Radioterapia

A radioterapia tem sido uma opc¢do padrdo para controlar o cancer localmente
apos a cirurgia. Progressos nessa terapéutica, como a Radioterapia Corporal Estereotaxica
(SBRT), oferecem alta precisdo no tratamento do tumor, reduzindo os danos ao tecido
saudavel que estdo ao redor. A SBRT é especialmente favoravel para pacientes com
tumores localizados, permitindo doses mais altas e um tratamento mais curto, o que ajuda
a colaborar para qualidade de vida dos pacientes (Bilski et al., 2024). Na radioterapia é
empregado o uso de radiacbes ionizantes, com o objetivo de eliminar as células
cancerigenas do tumor ou inibir sua capacidade de se reproduzir (BRASIL, M.S.-. 2023).
A perda de apetite, dificuldade de ingerir certos alimentos, cansaco e reagcdes cutaneas

sdo sintomas indesejados que acometem o tratamento (INCA, 2023).

3.3.3. Cirurgia

A cirurgia € um tipo de tratamento que inclui mastectomia e cirurgia
conservadora da mama. Em casos de tumores menores e em estagio inicial, a cirurgia
conservadora combinada com radioterapia torna-se altamente eficaz. Nos ultimos anos,
técnicas como a bidpsia de linfonodo sentinela reduziram a necessidade de disseccao
axilar completa, diminuindo complicagdes e promovendo a recuperagdo (Torras et al.,
2024).

3.3.4. Imunoterapia

A imunoterapia tem ganhado destaque como um campo promissor,
especialmente para tipos mais agressivos, como TNBC e HER2-positivo. Novos estudos

mostram que linfdcitos infiltrantes de tumor (TILs, na sigla em inglés) e terapias de
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inibicdo de pontos de controle imunoldgico podem oferecer beneficios. Além disso, as
terapias combinadas de imunoterapia e quimioterapia tém demonstrado melhores
respostas no cenario neoadjuvante e podem se tornar parte das abordagens padrédo para
tipos especificos de cancer de mama. No entanto, a imunoterapia ainda é limitada em
alguns tipos de cancer de mama e requer mais estudos para determinar sua eficicia em

longo prazo (Alaluf et al., 2024).

3.3.5. Hormonioterapia

Outro tipo de tratamento é a hormonioterapia. Nela existem diferentes alvos,
como inibicdo da aromatase, ou modulacéo seletiva de receptores de estrogénio, e até
mesmo antagonistas dos receptores de estrogénio. Alguns possiveis efeitos colaterais
incluem ondas de calor, fadiga, ganho de peso com diminuicao da massa muscular e perda

0ssea (Rademaker et al., 2025).

3.4. Novos tratamentos para o cancer de mama

O tratamento do céncer de mama tem avancado consideravelmente com a
introducdo de terapias inovadoras, como vacinas terapéuticas e peptideos, que tém o
potencial de melhorar a eficicia e reduzir os efeitos colaterais dos tratamentos
convencionais. Estas abordagens tém o objetivo de estimular o sistema imunolégico a
reconhecer e eliminar as células tumorais de maneira mais eficiente e direcionada, com
menos efeitos colaterais em comparacdo aos tratamentos convencionais, como
quimioterapia e radioterapia (Liu et al., 2021). Embora ainda existam desafios a serem
superados, esses tratamentos emergentes tém o potencial de transformar o manejo do

cancer de mama, proporcionando uma abordagem mais personalizada e eficaz.

3.4.1. Vacinas

As vacinas representam uma das abordagens mais promissoras no tratamento do
cancer de mama, tendo como objetivo estimular uma resposta imune especifica contra as
células tumorais. Essas vacinas podem ser divididas em diferentes tipos, incluindo
vacinas de DNA, RNA, peptidicas e baseadas em células dendriticas. Esse tratamento
melhora a capacidade do sistema imunoldgico de detectar e destruir células cancerigenas,

principalmente aquelas que apresentam antigenos tumorais especificos (Jou et al., 2021).
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Um dos tipos mais explorados de vacinas terapéuticas para o cancer de mama
sdo aquelas baseadas em antigenos tumorais especificos. Estes antigenos, como
HER2/neu, MUC1, Wilms’ Tumor 1 (WT1), e NY-ESO-1, sdo frequentemente expressos
em células tumorais e podem ser alvos de uma resposta imunologica (Coveler et al.,
2010).

O HER2/neu é um dos antigenos mais investigados, especialmente em pacientes
com cancer de mama HER2-positivo. Vacinas que estimulam uma resposta imune contra
0 HER2 tém mostrado resultados promissores em ensaios clinicos. Por exemplo, a vacina
NeuVax, que utiliza uma versdo do peptideo HER2, foi testada em um estudo clinico e
demonstrou aumentar a resposta imune, retardando o retorno da doenga em pacientes com
cancer de mama HER2-positivo em estagio precoce (O'shea et al., 2023).

Vacinas de DNA e RNA tem como acdo a introducdo de material genético do
antigeno tumoral diretamente nas células do paciente. Essas vacinas visam estimular uma
resposta imune robusta através da producdo do antigeno tumoral diretamente nas células
do paciente (Jou et al., 2021; Wang et al., 2023).

3.4.2. Peptideos

Os peptideos terapéuticos estdo ganhando cada vez mais atencdo devido a sua
especificidade, potencial de menor toxicidade e facilidade de producdo. Eles podem ser
utilizados para direcionar respostas imunes especificas ou para interromper as vias de
sinalizac¢&o tumorais diretamente.

Em relacdo a inducdo da resposta imunoldgica ativa, ocorre a participacdo de
células T especificas. Por exemplo, peptideos baseados em HER2 tém mostrado
resultados promissores como parte de vacinas terapéuticas. Um estudo recente
demonstrou que a combinacdo de peptideos HER2 com adjuvantes imunoldgicos pode
aumentar significativamente a ativacdo das células T, resultando em uma maior destruicdo
das células tumorais e controle do crescimento tumoral (Firuzpour et al., 2025; Tobias
et al., 2022).

Além de peptideos que estimulam uma resposta imune, peptideos com
propriedades antitumorais diretas também tém sido investigados. Estes peptideos podem
ser projetados para se ligar a células tumorais e induzir morte celular ou inibir vias de
sinalizacdo essenciais para o crescimento tumoral. Um exemplo promissor é o peptideo
melitina, que foi identificado como capaz de induzir apoptose em células tumorais de

mama, ao se ligar e formar poros na membrana celular das células cancerigenas (Prince et
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al., 2025).

O processo para a classificacdo dos candidatos de interesse para a pesquisa exige
maultiplos niveis de evidéncia, seguindo as diretrizes mais recentes da ClinGen. Varios
filtros, incluindo qualidade de sequenciamento, frequéncia populacional, informac6es
bioldgicas e clinicas, localizacdo e tipo de variante, e ferramentas de previsdo in silico
séo aplicados para identificar variantes relevantes a fim de obter descobertas que levem
a melhores diagnosticos, tratamento mais eficazes e uma melhor compreensao do corpo
humano (Garcia et al., 2022).

3.5. Uso de ferramentas in silico no cancer

Softwares sdo comumente usados para inUmeras pesquisas. A dindmica
molecular é uma técnica computacional que simula 0 movimento de atomos e moléculas
ao longo do tempo, permitindo observar como as intera¢gdes moleculares evoluem em um
sistema dindmico. Enquanto o docking molecular é focado na interacdo estatica entre um
ligante e um alvo, a dindmica molecular leva em conta as flutuacdes e as mudancas
conformacionais que ocorrem durante a interacdo, proporcionando uma Vvisdo mais
detalhada da estabilidade do complexo proteina-ligante ao longo do tempo (Pieroni et
al., 2023).

Os sistemas sdo descritos por potenciais de interacdo que estimam a energia
potencial de cada 4&tomo, permitindo a simula¢do do comportamento das moléculas. O
calculo da energia total do sistema inclui contribuicdes de varias forcas, como ligagdes
covalentes, forcas de van der Waals e interagdes eletrostaticas (Pieroni et al., 2023).

A dindmica molecular € particularmente util na avaliacdo da estabilidade de
complexos proteina-ligante e na identificacdo de regides de interacdo criticas. Ela é
comumente usada em conjunto com o docking molecular, para validar e refinar as
interacdes iniciais preditas pelo docking. A dindmica molecular permite, por exemplo,
observar como um ligante se adapta ao sitio de ligacdo de uma proteina ao longo do
tempo, oferecendo informacdes sobre a flexibilidade das interacGes e a formacdo de
possiveis ligagdes hidrogénio ou intera¢6es hidrofébicas (Salmaso; Moro, 2018). Dessa
forma, bases de dados s&o adquiridas oferecendo informacfes moleculares relevantes
para novas pesquisas como The Cancer Genome Atlas (TCGA), The Catalof of Somatic
Mutations In e UniProt (UNIPROT, 2019).

Diante dos avanc¢os, o emprego de ferramentas computacionais, como docking

molecular e dinamica molecular, tem se mostrado essencial para a modelagem de
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interagBes biomoleculares, auxiliando no desenvolvimento de novos farmacos e terapias
personalizadas. Essas abordagens ndo apenas ampliam o conhecimento sobre os
mecanismos moleculares do cancer, mas também abrem caminho para a descoberta de
novas alternativas terapéuticas. Com a continua evolugdo dessas metodologias, espera-
se um impacto cada vez maior na medicina de forma precisa, permitindo tratamentos
mais especificos e eficazes, além de uma compreensdao mais profunda dos processos

bioldgicos do cancer.
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IV.METODOLOGIA

4.1. Selecdo de modificacdes de sequéncias primarias

Em projeto anterior conduzido por nosso grupo de pesquisa, foram identificadas
nove sequéncias peptidicas com potencial aplicacdo no tratamento de diferentes formas
clinicas do cancer de mama. Agora, deseja-se realizar modificacfes nessas sequéncias,
visando aprimorar suas propriedades antitumorais e reduzir sua imunogenicidade
prevista.

Para avaliar as modificacGes propostas, utilizamos o software AntiCP v.2.0
(disponivel em https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2/). Este software foi empregado
no modo de predicdo, utilizando as sequéncias FASTA dos motivos como dados de
entrada. Especificamente, o Modelo 2 do software foi selecionado, que se baseia na
composicdo de aminoacidos, desenvolvido para discriminar peptideos anticancer de
peptideos ndo anticancer aleatérios. Como o servidor permite diferentes limiares
(thresholds) para classificar o Support Vector Machine (SVM), e considerando que 0s
valores mais altos correspondem a maior probabilidade preditiva de atividade
anticancer, neste estudo foi estabelecido limiar em 0,40, com objetivo de aumentar a
confianca preditiva e reduzir as chances de inclusdo de sequéncias com baixo potencial

anticancer. Sequéncias com um limiar abaixo desse valor serdo excluidas do estudo.

4.2. Avaliacdo do potencial imunogénico

Considerando os possiveis efeitos adversos, como o desencadeamento de uma
resposta imunoldgica severa e o risco de desenvolvimento de doengas autoimunes
associadas ao uso de proteinas ou seus fragmentos na terapia, é essencial avaliar o
potencial imunogénico das sequéncias propostas. Para aprimorar os resultados e
selecionar sequéncias viaveis para o tratamento do céncer, os motivos identificados
anteriormente foram submetidos a analise de seu potencial imunogénico utilizando o
software VaxiJen V.2 (disponivel em
http://www.ddgpharmfac.net/vaxijen/VVaxiJen/VaxiJen.html). No processo de avaliacéo,
0 parametro de busca escolhido foi o organismo alvo "Tumor™, com um limiar definido
em 0,5. Conforme este parametro, sequéncias com um score inferior a 0,50 foram

consideradas ndo imunogénicas e adequadas para uso terapéutico, enquanto motivos com
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score superior a 0,5 foram desconsiderados (Doytchinova; Flower, 2007).

4.3. Docking molecular

Ap0s selecdo de sequéncias com melhor potencial antitumoral e menor potencial
imunogénico, foi conduzido um modelo de acoplamento molecular entre o peptideo e sua
proteina-alvo correspondente, tendo como objetivo predizer as relacdes intermoleculares
entre ambos. As estruturas tridimensionais das proteinas-alvo foram obtidas do banco de
dados Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/). Considerando os peptideos
selecionados e suas respectivas proteinas alvo, para a linhagem MCF 7 utilizou-se a
estrutura tridimensional da proteina ANXA5 (codigo PDB 6K25) e da proteina AXL
(codigo PDB 5U6B). Para a linhagem MDA MB-321, as proteinas GSDMD (cédigo PDB
5WQT), IGF1R (cddigo PDB 5U8R) e RAB5A (codigo PDB 1N6H) foram utilizadas.
As estruturas foram editadas utilizando o software Chimera v.1.15 para remogéo de
residuos padrdo e cadeias proteicas diferentes daquela de interesse. As estruturas
tridimensionais dos peptideos foram criadas pelo software PEPFOLD v.3
(http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/), utilizando as
sequéncias de aminoacidos no formato FASTA para cada peptideo. Foi realizado entdo o
acoplamento molecular entre as estruturas proteicas e seus respectivos peptideos através
dos servidores PatchDock (https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/) e seguido de
validacao pelo servidor Firedock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/). Este docking
foi feito no modo cego (blind docking), no qual ndo foi definido previamente um sitio
de ligacdo especifico na proteina-alvo. Assim todo a superficie da proteina foi
considerada como potencial regido de interacdo. Foram selecionas as conformactes
com base nos parametros energéticos fornecidos pelo FireDock, onde foi avaliado
principalmente os valores de energia global, indicando maior estabilidade do complexo

formado.

4.4. Dinamica molecular

Para confirmar as posicOes resultantes do acoplamento molecular e
compreender o comportamento dindmico dos complexos formados, foi conduzida uma
analise de dindmica molecular utilizando o pacote de software GROMACS versao
2022. Além disso, foi feita uma inspecdo detalhada das moléculas das proteinas-alvo

para identificar e corrigir possiveis falhas estruturais e anomalias nas sequéncias. Para
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validar as conformacgfes de docking, foram realizadas simulagdes de dindmica
molecular (DM) utilizando o pacote GROMACS 2022.1 (Abraham et al., 2015).
Inicialmente, todos os complexos gerados a partir do docking foram inspecionados no
Swiss PDB Viewer para corrigir atomos ausentes (Guex e Peitsch 1997). Residuos
ausentes foram modelados no Modeller versdo 10.2, utilizando a classe “Auto Model”,
limitando a modelagem as regides faltantes para minimizar perturbacdes na estrutura
global (Webb; Sali, 2016). A topologia de cada complexo peptideo-proteina foi gerada
a partir do arquivo PDB correspondente, utilizando o campo de forca CHARMMZ36
(Best et al., 2012). Uma caixa em formato de dodecaedro rombico foi criada ao redor
de cada complexo, com uma distancia minima de 10 A entre a proteina e as bordas da
caixa. O sistema foi solvatado utilizando o modelo de agua TIP3P, e ions Na+ e Cl-
foram adicionados para neutralizar o sistema até uma concentracdo final de 0,15 M. A
minimizacdo de energia foi realizada utilizando 50.000 passos do algoritmo de descida
mais ingreme para aliviar interagdes desfavoraveis (forca maxima < 100 kJ/mol). O
equilibrio do sistema foi realizado sob condi¢cbes NVT e NPT, com duracdo de 1 ns
cada. Durante a fase NVT, a temperatura foi mantida em 310 K utilizando o termostato
V-rescale. Na fase NPT, a pressdo foi mantida em 1 bar utilizando o barostato de
Berendsen. As simulacfes de producdo foram executadas por até 100 ns, utilizando um
integrador “leap-frog” com passo de tempo de 2 fs sob condi¢cbes de contorno
periddicas. As simulacBes foram monitoradas em intervalos de 25 ns e encerradas
antecipadamente caso o0 peptideo saisse do sitio de ligacdo. Interacdes eletrostaticas de
longo alcance foram tratadas pelo método Particle Mesh Ewald (PME) com um cutoff
de 1,2 nm, e um esquema de cutoff de Verlet de 1,2 nm foi aplicado para as interacdes
de curto alcance. Ligacdes entre hidrogénio e atomos pesados foram restringidas
utilizando o algoritmo LINCS. O termostato V-rescale e o barostato de Parrinello-
Rahman foram utilizados durante as corridas de producdo. Energias e coordenadas
foram salvas a cada 10 ps para analises posteriores. Para parametros detalhados,
consulte a secdo "Protein-Ligand Complex" dos tutoriais do GROMACS de Lemkul
(Lemkul, 2018). Todas as analises de DM foram realizadas utilizando ferramentas
nativas do GROMACS e visualizadas com o software R. A dinamica das trajetorias foi
examinada utilizando o VMD (Humphrey et al., 1996). As simulacdes foram
executadas em um computador desktop equipado com processador Intel Core i5-7400
de 3,00 GHz, 16 GB de RAM e GPU NVIDIA GeForce GTX 1060.

As simulagdes de producdo foram realizadas por até 100 ns. Complexos nos

quais o peptideo se dissociou nos primeiros nanossegundos — fato claramente
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identificado pela inspecdo visual das trajetérias — foram descartados. Complexos que
permaneceram estavelmente ligados (RMSD de 10 A em relacdo a pose inicial de
docking por mais de 20 ns foram selecionados para posterior sintese e validacéo

experimental.

4.5. Sintese de peptideos em fase sélida

Os peptideos que apresentaram os melhores resultados nas analises de docking
e dinamica molecular foram ent&o sintetizados e caracterizados para posterior utilizacdo
em ensaios de citotoxicidade in vitro. Para tal, o método de sintese escolhido foi a sintese
em fase sélida desenvolvida por Merrifield em 1965, com algumas adaptacdes. Para
ativacdo da resina, adiciona-se 40 micromoles de resina (104 mg) a um tubo de sintese
contendo dimetilformamida (DMF) suficiente para cobrir toda a resina. O tubo é agitado
continuamente por trés horas a temperatura ambiente. Em seguida, para remover o
grupamento fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) de protecéo, a resina é coberta com 3 mL de
4-metilpiperidina a 20% em DMF e agitada a temperatura ambiente por 20 minutos,
repetindo o procedimento por trés vezes. Posteriormente, a resina é lavada
alternadamente trés vezes com metanol e DMF, utilizando 2 mL de solvente em cada
etapa, com auxilio de uma bomba de vécuo.

Os aminoacidos e outros reagentes auxiliares sao adicionados em concentragdes
quatro vezes superiores (160 micromoles) a quantidade de resina, para favorecer o
acoplamento. Inicialmente, o aminoécido é adicionado ao tubo de sintese contendo 2 mL
de DMF, juntamente com 25 pL de diisopropilcarbodiimida (DIPC) e 23 mg de oxima
[ethyl 2-cyano-2- (hydroxyimino)acetate]. Apds 2 horas de agitacdo a temperatura
ambiente, o liquido é removido e o peptideo em crescimento € submetido a acetilacdo
para prevenir o crescimento de cadeias ndo reagidas com o aminoacido incorporado. Para
isso, adiciona-se 50 pL de uma solucdo 1:1 de DIPC e anidrido acético a 1 mL de DMF
no tubo de sintese, agitando por 30 minutos. Em seguida, a resina é lavada
alternadamente trés vezes com metanol e DMF, e o grupamento amino do primeiro
aminoacido acoplado sera desprotegido lavando-se a resina com 3 mL de uma solugéo
de 4-metilpiperidina a 20% em DMF, por trés vezes de 20 minutos cada, a temperatura
ambiente. O acoplamento dos demais aminoacidos é realizado conforme descrito
anteriormente.

Ap0s os ciclos de acoplamento, remove-se o ultimo grupamento Fmoc com 4-

metilpiperidina a 20% em DMF, lava-se a resina trés vezes com 3 mL de diclorometano
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(DCM) durante 5 minutos. O peptideo € clivado da resina utilizando 5 mL de uma solucéo
aquosa contendo 95% de acido trifluoroacético (TFA), agitando por quatro horas. Os
produtos da sintese sdo precipitados com 50 mL de éter etilico a 4 °C, centrifugados trés
vezes a 1.500 x g por 5 minutos e o sobrenadante é descartado. Por fim, os peptideos sdo
ressuspendidos em 3 mL de agua ultrapura e liofilizados. A Figura 1 apresenta um
esquema resumido das principais etapas desse processo, desde a ativacao da resina até a

precipitacdo do peptideo obtido.

Figura 1 - Etapas da sintese de peptideos por fase sélida utilizando a estratégia Fmoc.
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Fonte: Elaborado pela autora

4.6. Caracterizacdo dos peptideos por espectrometria de massas

Os peptideos produzidos foram submetidos a analise utilizando um
cromatografo liquido espectrémetro de massa (LCMS-IT-TOF), o qual utiliza o0 método
de ionizagdo conhecido como electrospray. As amostras sdo introduzidas no sistema por
meio de injecOes diretas de aliquotas de 5 microlitros. Para determinar as massas
moleculares tedricas dos peptideos sintetizados, utilizou-se a ferramenta EXPASy -
Compute Pl / MW tool (http://web.expasy.org/compute_pi/).

Para facilitar a visualizagéo do delineamento experimental, a Tabela 2 resume
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as etapas metodoldgicas, os softwares empregados e o0 nimero de sequéncias
selecionadas ao longo do processo.

Tabela 2 - Sintese das etapas metodoldgicas empregadas na selecdo, avaliacdo e caracterizacdo dos

peptideos.
Experimento Software/Modelo  Sequénciasde  Sequéncias
Entrada Selecionadas
Selegédo de ModificagOes AntiCP 9 iniciais 45
Avaliacéo do Potencial VaxiJen 45 18
Imunogénico
Docking Molecular PatchDock/FireDock 18 8
Dindmica Molecular GROMACS 8 4
Sintese e Caracterizacéo LCMS-IT-TOF 4 2

33



V.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecdo de modificacbes de sequéncias primdrias e avaliacdo do

potencial imunogénico

Para a base da avaliacdo da atividade antitumoral, foram usados os peptideos
promissores adquiridos em estudo anterior, sendo nove deles: WFHGK, CLIINNKNF,
MEPWRQCAQW, TSAYYRGAVG, AFGTVYKGIW, GKVPIKWMA,
RVCGDRGFFF, RTRLALIICN e WYLKMMWQW. Seus valores de AntiCP, podendo
ser verificados na Tabela 3, ndo obtiverem scores inferiores a 0.40, tendo esse valor
como um dos parametros na obtencdo dos novos peptideos. Dessa forma com o objetivo
de encontrar sequéncias com maior atividade anticancer, novas sequéncias foram
geradas e avaliadas pelo mesmo software. Sequéncias com scores de AntiCP inferiores
aos dos peptideos originais foram descartadas, priorizando-se apenas aquelas que
demonstraram um desempenho superior.

Apos a selecdo inicial, os peptideos foram analisados utilizando a ferramenta de
bioinformética Vaxijen v2.0. Essa etapa foi crucial para avaliar a probabilidade de cada
peptideo em desencadear uma resposta autoimune. O Vaxijen opera com base em
propriedades fisico-quimicas da sequéncia de aminoéacidos, gerando um score de
antigenicidade que reflete o potencial de um peptideo ser reconhecido como um antigeno.

Para garantir a seguranca e a especificidade do nosso estudo, foram selecionadas
apenas as sequéncias que apresentaram um score inferior a 0,5, que é o threshold padrao
do software para classificar sequéncias como ndo antigénicas. Peptideos com um score
abaixo desse limite foram considerados menos propensos a induzir uma resposta imune
indesejada. Na Tabela 3 sdo demonstradas todas as sequéncias selecionadas pelo

AntiCP e analisadas no Vaxijen.

Tabela 3 - Sequéncias peptidicas analisadas nos softwares AntiCP e Vaxijen com seus respectivos
valores de score. Em cinza, sdo destacadas apenas as sequéncias que demonstraram os melhores scores em
ambos os softwares. Em negrito estdo os peptideos originais e seus valores de score para os softwares
AntiCP e Vaxijen.

Peptideos score AntiCP  score Vaxijen
Linhagem MCF-7

WFHGK 1.08

WFHKK 0.92
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WFHLK 0.92
KFHGK 0.87
WFKGK 0.87
WFLGK 0.87
CLIINNKNF 0.42 0.3354
WLIINNKNF 0.55 0.6234
CLWINNKNF 0.55 -0.2577
CLIWNNKNF 0.55 0.0252
CLIIWNKNF 0.55 -0.1907
CLIINWKNF 0.55 1.6326
MEPWRQCAQW 0.47 0.0229
MFPWRQCAQW 0.68 0.1422
MEPWRQYAQW 0.66 -0.0433
YEPWRQCAQW 0.65 -0.0689
MEPWRQCFQW 0.65 0.2736
MEPWRQCYQW 0.65 0.0493
Linhagem MDA-MB-231
TSAYYRGAVG 0.41 0.4100
TCAYYRGAVG 0.67 0.1907
TSCYYRGAVG 0.62 0.4710
TSAYYRGCVG 0.62 0.1687
CSAYYRGAVG 0.60 0.0626
TSAYYRGACG 0.60 0.5779
AFGTVYKGIW 0.99 -0.1232
AFGTVKKGIW 0.82 -0.0991
AFGTVLKGIW 0.79 -0.5944
AFGTVCKGIW 0.77 -0.4421
CFGTVYKGIW 0.76 -0.0037
ACGTVYKGIW 0.76 -0.1519
GKVPIKWMA 0.94 -0.8360
GKVFIKWMA 0.86 -1.1501
GKVPIKWKA 0.85 -0.4807
GKVPIKWFA 0.84 -0.8764
GKFPIKWMA 0.83 -0.4718
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GKVPFKWMA 0.83 -0.5924

RVCGDRGFFF 0.48 0.3931
RVCGCRGFFF 0.77 0.5776
RVCGDRGCFF 0.71 0.6840
RVCGDRGFCF 0.71 0.2282
RVCGDRGFFC 0.71 -0.4658
CVCGDRGFFF 0.70 0.2117
RTRLALIICN 0.42 -0.2984
RTRLALIICG 0.68 -0.5233
RTRGALIICN 0.64 -0.7516
RTRLAGIICN 0.64 0.8860
RTRHALIICN 0.62 0.1633
RTRWALIICN 0.62 0.4120
WYLKMMWQW 0.73 0.3481
WKLKMMWQW 0.65 -0.1807
WRLKMMWQW 0.63 -0.1293
WYLKMMWRW 0.63 0.5684
WYLKMMWIW 0.62 0.1388
WYLKMMWPW 0.62 0.6056

5.2. Docking molecular

As interacGes entre peptideos candidatos e proteinas alvo associadas as
linhagens de céancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, foram avaliadas por meio do
docking molecular, sendo 18 sequéncias selecionadas para uma analise aprofundada com
o0 auxilio do software Chimera. O objetivo dessa etapa foi avaliar a estabilidade da
interacdo entre os peptideos candidatos e suas respectivas proteinas alvo. Para isso,
foi analisado primeiramente o nimero de ligacdes de hidrogénio formadas nos residuos
da interface de acoplamento.

As ligacBes de hidrogénio desempenham um papel crucial na manutencdo da
estrutura tridimensional de proteinas e, quando presentes na interface de ligagéo,
contribuem significativamente para a forca e a especificidade da interacdo entre o peptideo
e a proteina alvo. Por serem ligacdes fortes, a identificacdo desse tipo de interacao reforca
a possibilidade de ocorréncia de interacdo entre o peptideo e a proteina alvo em ambiente
real (Madushanka et al., 2023; Tan et al., 2021).
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Além das ligacbes de hidrogénio, as distancias entre os aminoacidos foram
analisadas para avaliar a proximidade entre a proteina e o peptideo. Um critério de corte
de 4 Angstroms (4 A) foi utilizado, por ser um valor frequetemente usado para analises
de proximidade proteina-peptideo. De acordo com Hazarika et al. (2018), atomos que
estejam neste limite sdo considerados de contatos préximos para a andlise, contribuindo
para estabilidade do complexo por meio de interagdes hidrofobicas, eletrostaticas e
forca de Van der Waals.

Por dltimo, sdo demonstradas as energias de ligacdo obtidas para cada par
proteina alvo - peptideo geradas pelo Firedock (Tabela 14). Nesse caso, quanto menor a
energia global mais estavel o complexo se apresenta.

Para cada par proteina alvo - peptideo estdo mostrados respectivamente: a
estrutura do complexo gerada por docking molecular entre a proteina alvo e o peptideo
original (Figuras 2, 4, 6 e 8); a estrutura do complexo gerada por docking molecular
entre a proteina alvo e os peptideos melhorados (Figuras 3, 5, 7, 9 e 10); tabelas com os
valores entre as distancias de atomos nas cadeias laterais dos peptideos selecionados e a
estrutura da proteina-alvo (Tabelas 4, 6, 8, 10 e 12); e tabelas com a identificacdo e 0s
respectivos comprimentos das ligacdes de hidrogénio entre as proteinas alvo e 0s
peptideos selecionados (Tabelas 5, 7, 9, 11 e 13).

O primeiro peptideo que demonstrou a possibilidade de melhorias na sequéncia
original foi o CLIINNKNF. Esse peptideo foi selecionado a partir da rede de interacdo
obtida em projeto anterior para a proteina alvo anexina V. As anexinas representam uma
familia de 12 proteinas, com diferentes funcdes bioldgicas, que estdo presentes em
variados tipos de cancer,como o cancer gastrico, o cancer de ovario e o cancer de mama.
Expressas diferencialmente nos tecidos, as anexinas podem desempenhar diversas
funcBes no cancer, atuando tanto na inibi¢do de vias de sinalizagdo importantes para o
desenvolvimento da doenca, quanto para estimulacdo da angiogénese e da metastase
(Zhang et al., 2023).

A anexina A5 — ANXAS5- (Ghasemi et al., 2024) participa da ativacdo dos
linfécitos T. Aliado a isso, essa proteina também pode desencadear efeitos anti-
inflamatdrios, reparo de membrana celular e participar da anti-coagulacdo. No
cancer de mama, a
superxpressdo dessa proteina estad relacionada ao controle da apoptose através da
regulagéo dos genes Bax e BCL2, influenciando diretamente na reducdo da proliferacéo
celular (Ghasemi et al., 2024).
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Figura 2 - Estrutura ANXA5-CLIINNKNF (complexo proteina alvo - peptideo original). A direita o
complexo inteiro com as superficies moleculares com a estrutura da proteina em azul e do peptideo em
vermelho, e a esquerda uma aproximagédo da regido de interagdo com destaque para as cadeias laterais mais
préximas entre as moléculas (peptideo em verde).

ASN283

‘ ANXAS-CLIINNKNF

Os resultados do docking molecular, do projeto anterior, demonstraram duas
regibes com ligacdes de hidrogénio entre a proteina ANXADS e o peptideo CLIINNKNF
(SER246-ASN6 — 2,794 A) conforme demonstrado na Figura 2 (em vermelho com
traco em preto).

Na Figura 3 estd demonstrado como as sequéncias de peptideos aprimorados
se ligaram a essa proteina-alvo. De acordo com os resultados obtidos no item anterior
as sequéncias CLWINNKNF (Figura 3-A), CLIWNNKNF (Figura 3-B) e
CLIWNKNF (Figura 3-C) para a proteina ANXAS5 mostraram proximidade com a
proteina em regides diferentes quando comparados ao complexo com o peptideo
original. Foi observado que os peptideos A e C se encaixam na mesma regido mas com
aminoacidos diferentes, e que B esta proxima a esse encaixe, porem mais externo a
proteina. A e C se ligam aos aminoécidos ASN232, GLN235, ARG227, GLU228,
TYR257, ALA262, LYS108 da proteina-alvo. Por B estar mais a borda da proteina,
apresenta menos ligacdes de valores menores que 4A. Ha uma regido interessante onde
tanto o peptideo A e C quanto o B tem em comum em proximidade ao aminoacido da
proteina, sendo ela o aminoacido GLU228 da proteina ANXADS5. Os resultados obtidos
com esse experimento demonstram que as sequéncias CLWINNKNF e CLIIWNKNF

tém maior potencial de interacdo com a proteina alvo.
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Figura 3 - Ligacdo dos peptideos selecionados CLWINNKNF (A), CLIWNNKNF (B) e CLIIWNKNF
(C) a proteina alvo ANXAS5. A esquerda o complexo inteiro com as superficies moleculares com a
estrutura da proteina em azul e do peptideo em verde, e a direita uma aproximacéo da regido de interacdo
com destaque para as cadeias laterais mais proximas entreas moléculas.

ANXAS-CLIWNNKNF
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6lu228
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‘ARGIZT

TYR250 61Y263
ANXAS-CLIIWNKNF
‘ THR264
GLU112 THR254
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Tabela 4 - Distancias entre os aminoacidos da proteina alvo ANXADS e de residuos de peptideos que se

apresentaram menores que 4 A.

Sroteina Aminoacidos Aminocidos Dist.élncia da
Central Peptideo Proteina Peptideo Ligacéo
Central em A
CLWINNKFNF GLU 228.A OE2 CYS1CB 2.852A
ALA 262.AN LEU 2 CD1 3.015A
TYR 257.A CD1 TRP 3 NE1 2.621A
TYR 257.A 0 TRP 3 CD1 3.206A
ARG 227.A NH1 TRP 3 CZ2 2.928A
ARG 227.A CG TRP 3 CH2 3.389A
ASN 106.A OD1 ASN50 2.490A
GLU 107.A OE2 ASN 6 ND2 3.260A
LYS 108.ACD ASN 6 O 2.631A
LYS 108.A CB ASN 6 C 2.913A
GLN 235.A NE2 LYS70 2.652A
GLN 235.A OE1 LYS7CB 2.928A
LYS 108.A CE LYS 7 CE 3.029A
GLN 235.A CB ASN 8 OD1 2.740A
ASN 232.AN ASN 8 OD1 2.739A
ASN 232. A OD1 ASN 8 ND2 2.900A
GLU228.A0 PHEQ9O 2.300A
CLIWNNKNF GLU 228.A OE1 TRP4CZ2 3062A
GLU 228.A CB TRP 4 CG 2739A
ANXA5 GLU228.A0 TRP4CB 2872A
THR 229.A OG1 TRP4C 2561A
THR 229.A CG2 ASN 5 CA 2733A
SER 230.A 0 ASN 5 ND2 2739A
CLIIWNKNF ALA 262.A CB CYS10 2738A
ALA 262.A N CYS1CB 2618A
GLY 261.A CA CYS1SG 3004A
GLY 263.A0 ILE 3CD1 3113A
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LYS108.ACD TRP50 2207A

GLN 235.A OE1 LYS70 2456A
LYS 108.A NZ LYS 7 CE 2497A
THR 254.A OG1 LYS 7 NZ 3564A
GLU112.ACB LYS 7 NZ 2568A
GLU 112.A OE2 LYS 7 NZ 3211A
TYR 257.A CG ASN 8 O 2983A
GLU 228.A CA ASN 8 OD1 2248A
GLU228.A0 ASN 8 OD1 3046A
ARG 227.A 0 ASN 8 OD1 2088A
LYS 260.A O PHE 9 CD2 2756A
TYR257.A0 PHE 9 CA 3385A

Conforme demonstrado na Tabela 5, o peptideo CLIWNNKNF foi capaz de
realizar uma ligacdo de hidrogénio com a proteina alvo e o peptideo CLIIWNKNF, duas
ligacBes. Apenas o peptideo CLWINNKFNF néo realizou ligagdo de hidrogénio com a
proteina alvo mas, apesar disso, € possivel observar que tal peptideo encontra-se inserido
em uma regido mais encoberta por residuos da proteina (Figura 3-A), como ARG227,
GLU228, TYR257, ASN232, GLN235. Essa aproximagdo de residuos gera uma interacdo
entre residuos da proteina com caracteristcas carregadas e polares que podem interagir com
0s residuos do peptideo, como o da lisina (K) que possui cadeia lateral carregada
positivamente onde interage de forma elestrostatica com residuos negativos da proteina,
como GLU; também residuo de aspargina (N) que apresenta uma cadeia lateral polar ndo
carregada onde favorece interacdes dipolo-dipolo, 0 que possivelmente contribuiu para a
estabilidade do complexo (Tabela 4).

Tabela 5 - LigacOes de hidrogénio observadas entre aminoacidos da proteina ANXADS e dos aminoacidos
dos peptideos CLIWNNKNF e CLIITWNKNF com seus respectivos comprimentos.

Aminoéacidos da Aminoacidosdo  Comprimento da

Proteina Peptideo
proteina peptideo Ligacdo de H (A)
CLIWNNKNF SER 230.A N ASN 5 0D1 2.395
ANXA5 ASN 232.A OD1 ASN 6 ND2 2.990
CLIIWNKNF  TYR 250.A OH LYS 7Nz 2.072

No cancer de mama, a expressdo da proteina AXL & um importante fator
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progndstico. Isso porque, AXL participa de diferentes atividades no processo de
oncogene, como na regulacdo de importantes vias de sinalizagdo na doenca através das
vias MAPK, PI3K, JAK e NFkB, que sdo vias relacionadas ao processo de migracao
e invasdo celular. Aliado a isso, AXL também participa da degradacdo da matriz
extracelular e atua como um mediador entre as células tumorais e o microambiente
tumoral, sendo sua superexpressdo relacionada a um pior prognéstico na doenca
(Falcone et al., 2020).

Ao realizar o docking entre a proteina AXL e o peptideo original
MEPWRQCAQW, ndo foram observadas interagdes relevantes, conforme apresentado
na Figura 4. Adicionalmente, os resultados de energia global também ndo foram

favoraveis.

Figura 4 - Estrutura AXL-MEPWRQCAQW (complexo proteina alvo - peptideo original). A direita o
complexo inteiro com as superficies moleculares com a estrutura da proteina em azule do peptideo em
verde, e & esquerda uma aproximacao da regido de interacdo com destaque para as cadeias laterais mais
préximas entre as moléculas.

AXL-MEPWRQCAQW

Diferente de seu peptideo original, os resultados do aprimoramento mostraram
diversas interacGes relevantes. Todos os peptideos gerados se encaixam na mesma regido
da proteina ou em uma parte bem préxima a ela (Figura 5). As distancias observadas
entre a estrutura da proteina original e os respectivos peptideos foram menores que 4A
como pode demonstrado na Tabela 6. Os principais aminoacidos envolvidos na
interacdo com os peptideos foram: ASP627, ARG676 e GLU544. Em relacdo as ligagdes
de hidrogénio, apenas um dos cinco peptideos modificados — YEPWRQCAQM — ndo

apresentou esse tipo de interacdo (Figura 5-C). Os demais estabeleceram de uma a cinco
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ligacdes, como evidenciado na Tabela 7. O peptideo MEPWRQYAQW foi o que
apresentou 0 maior nimero, com cinco ligacGes de hidrogénio, enquanto 0s outros
candidatos exibiram apenas uma ou duas. Curiosamente, embora 0 YEPWRQCAQM
ndo tenha estabelecido ligacGes de hidrogénio, foi o que apresentou 0 maior numero de
contatos com distancias inferiores a 4 A, onde pode-se observar na Tabela 6, sugerindo
que sua estabilidade de interacdo pode estar mais relacionada a forgas ndo-covalentes de
curta distancia (como interacdes hidrofdobicas e de Van der Waals) do que a ligacOes
especificas. Esse achado reforca que a analise deve considerar ndo apenas 0 numero de
ligacBes de hidrogénio, mas também a contribui¢do de contatos proximais na formacéao

de um complexo estavel.
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Figura 5 - Ligacdo dos peptideos selecionados MFPWRQCAQW (A), MEPWRQYAQW (B),
YEPWRQCAQW (C), MEPWRQCFQW (D), MEPWRQCYQW (E) a proteina alvo AXL. A
esquerda o complexo inteiro com as superficies moleculares com a estrutura da proteina em azul e do
peptideo em verde, e a direita uma aproximacao da regido de interacdo com destaque para as cadeias
laterais mais préximas entre as moléculas.

¥
o ¥ AXLMEPWRACAQW
\ "8

AXL-VEPvRQCAQW

XL MEPWROCFQW.

AXI-MEPWROCYQW
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Tabela 6 - Distancias entre os aminodacidos da proteina alvo AXL e peptideos que se apresentaram
menores que 4 A.

Aminoécidos ) ) _ _
Proteina ] ] Aminoéacidos Distancia da
Peptideo Proteina ) L
Central Peptideo Ligacdo em A
Central
HIS629.ACE1 MET1CE 2835A
HIS 629.A CB MET 1N 3270A
HIS629.AND1 MET1CG 3101A
ARG 676.A CB MET 10 3112A
ASP 627.A0D2 PHE 2 CEl 3218A
GLY545.ACA PRO3CG 3181A
GLU 544.A 0 PRO3CD 3216A
PHE 547.ACE2 TRP 4 NE1 3373A
ASP 672.A0D2 TRP4CD2 2890A
ANS 677.A
TRP 4 CB 3455A
oD1
MFPWRQCAQW
ARG 676, ACD TRP4CA 2644A
ARG 676, ANE TRP4CA 2554A
ARG 676.A CZ TRP40 3124A
AXL
GLU546.A0E1 ARG5CD 3501A
PRO712.ACG ARG5CZ 3488A
ARG676,ACD CYS7SG 3659A
PRO 712.A N ALA 8 CB 2420A
TRP715.ACZ3 ALAS8CB 2728A
THR748.ACG2 TRP100 2625A
THR 748.A
TRP10C 3187A
0G1
GLY545.ACA GLU2CB 3141A
GLU546.AN GLU2CB 2761A
ARG676,ACD ARG5CZ 2783A
MEPWRQYAQW

GLU546.A OE2 GLN 6 NE2 3626A
TRP715.ACH2 GLN9CB 3165A
THR748.ACG2 GLNO9C 2664A
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ASN 755.A

TRP 10 NE1 2390A
ND2
LYS714.ACD TRP10CA 3408A
ASN 755.A
TRP 10 CG 2694A
oD1
PRO712.ACD TRP 10 NE1 2950A
THR748.ACG2 TYR1CZ 2524A
PRO 749.A 0 TYR 1 OH 2695A
LYS714.ANZ TYR1OH 2069A
HIS629.ACE1 TRP4CZ2 2433A
ARG 676.A
TRP 4 CD1 2429A
NH1
ARG 676, ANE TRP4CA 3113A
ARG 676.A CD TRP40 2843A
GLU546.A OE2 GLN 6 OE1 3681A
GLU546.ACB GLN 6 OE1 2656A
GLUB546. AN  GLN 6 NE2 2660A
GLY545.ACA GLN6CG 2890A
YEPWRQCAQW ARG 676.A0 CYS70 2927A
ASN 677.A
CYS7CB 2917A
oD1
ASP627.A0D2 ALAS8O 2775A
ARG676.,ACB ALAS8CB 3359A
LEU542.A 0 GLN9O 3167A
GLY 545.AN  TRP 10 NE1 2448A
GLY543.A0 TRP10CD1 3379A
LEU 542.A CB TRP 100 3802A
VAL 550.A
TRP 10 CG 3433A
CG2
GLY 548 A0 TRP10CE2 3164A
PHE 547.AN  TRP10CZ2 3331A
MEPWRQCFQW VAL 550.ACG2 MET 1CB 2993A
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GLY 543.A0 MET 1 N 3774A
ASN 677.ACA GLU2OE1 3113A
ASN 677.A
oD1 GLU 2 CG 3148A
ASP 690.A0D2 GLU2CG 3669A
GLY545.ACA  PRO3CG 3565A
GLUS546.,AN  PRO3CB 2676A
PHE 547.AN PRO 3 CG 3280A
GLU544A0  TRP4CB 2213A
ASP627.ACB  ARG5CZ 2603A
ASP627.ACG  ARGS5NE 3232A
MET 679.ASD ARG 5 NH2 2331A
ARG 676, ACA ARG5CD 3814A
ARG 676, ANE  GLN6CD 2773A
LEU633.ACD1 PHES8CZ 2999A
HIS629.ACE1  GLN9CG 2647A
HIS629.ACG  GLN9CD 2896A
PRO712ACD TRP10CZ2 2551A
GLUS544.ACB ARG S5 NH1 3158A
GLY 545.ACA GLN 6 NE2 3511A
GLY545.ACA GLNG6CG 2658A
GLU546., AN  GLN6 NE2 3317A
ARG676.,ACB  CYS7SG 2413A
ARG676. ACA  CYS70 3323A
MEPWRQCYQW
ASP627.AN  TYRS8CD1 3672A
GLY 626, ACA TYRSCE1 3350A
ASP 627.A0D2 TYRS8CA 3489A
VAL550.ACB  GLN9CG 3565A
LYS 567.A CD GLN9O 3451A
VAL550.AN  GLN9NE2 2982A
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GLU544.A0 GLN 9 OE1l
GLY 543.A0 GLN 9 CD
ARG 676.ACD TRP10CE3
ASN 677.A CA TRP 10O

ASN 677.A
TRP 100
OD1

PHE 547.ACD2 TRP 10CZ2

2434A
2588A
3568A
3207A

2657A

3459A

Tabela 7 - Ligacdes de hidrogénio observadas entre aminoacidos da proteina AXL e dos peptideos
MFPWRQCAQW, MEPWRQYAQW, MEPWRQCFQW, MEPWRQCYQW com seus respectivos

comprimentos.

Aminodacidos da

Aminoacidos do

Comprimento

Proteina Peptideo ] ] daLigacdodeH
proteina peptideo
A)
MFPWRQCAQW ASP 627.A OD1 MET 1N 3.340A
GLU544.A0 MET 1N 2.240A
GLUB544.A0 GLU2N 3.138A
MEPWRQYAQW  THR 748.A OG1 ALA 8O 1.914A
AxL ARG 676.A NH1 GLN 9 OE1 3.236A
LYS 714.A NZ TRP 100 2.070A
ARG 676.A O ARG 5 NH1 2.072A
MEPWRQCFQW
THR 748.A OG1 GLN 9 OE1 2.861A
SER 630.A OG TRP 4 NE1 2.728A
MEPWRQCYQW
GLY 548.A 0 GLN 9 NE2 3.166A

Gasdermina D (GSDMD) ¢é uma proteina que atua como substrato para as

caspases inflamatdrias e participa do processo de piroptose. Essa proteina atua em

variados tipos de cancer, sendo encontrada superexpressa em tecidos de cancer de

mama, quando comparado aos tecidos normais da mama. Essa superexpressao

demonstrou ser um importante fator para o prognostico da doenga, uma vez que

GSDMD pode atuar como um supressor tumoral na doenca e, portanto, sua alta

expressao foi relacionada a um melhor prognostico nos pacientes (Chen et al. ; Yang;

Tang, 2023)

Os resultados do docking entre a proteina GSDMD e o peptideo RTRLALIICN
ndo demonstraram bons resultados em relacdo a energia global. Adicionalmente, nenhuma

interacdo relevante foi observada, conforme pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6 - Estrutura GSDMD-RTRLALIICN (complexo proteina alvo - peptideo original). A direita o
complexo inteiro com as superficies moleculares com a estrutura da proteina em azule do peptideo em
verde, e & esquerda uma aproximacao da regido de interacdo com destaque para as cadeias laterais mais
préximas entre as moléculas.

\<C.L 207

GSDMD-RTRLALIICN

Ja em relacdo as sequéncias aprimoradas obtivemos diferencas entre 0s
peptideos dessa mesma proteina. Entre as variantes testadas, o peptideo RTRLALIICG
destacou-se por se acomodar de forma mais central e interna na estrutura da GSDMD
(Figura 7-A), proporcionando maior superficie de contato e maior probabilidade de
interacdes estaveis com residuos funcionais da proteina. Em contraste, RTRGALIICN
ligou-se a uma extremidade da molécula (Figura 7-B), regido normalmente mais exposta
e associada a interagdes menos estaveis; RTRHALIICN apresentou um encaixe
semelhante ao do peptideo A, com contatos proximos a LEU124, GLU20, ARG16 e
TYR195 (Figura 7-C); jA RTRWALIICN ficou préximo a uma cadeia solta, o que reduz

sua probabilidade de ancoragem duradoura (Figura 7-D).
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Figura 7 - Ligacdo dos peptideos selecionados RTRLALIICG (A), RTRGALIICN (B), RTRHALIICN
(C), RTRWALIICN (D) & proteina alvo GSDMD. A esquerda o complexo inteiro com as superficies
moleculares com a estrutura da proteina em azul e do peptideo em verde, e a direita uma aproximagéo da
regido de interacdo com destaque para as cadeias laterais mais proximas entre as moléculas.

GSDMD-RTRLALIICG

7 ( GSDMD-RTRGALIICN
(
J

GSDMD-RTRHALIICN

GSDMD-RTRWALIICN

50



Tabela 8 - Distancias entre os aminoacidos da proteina alvo GSDMD e peptideos que se

apresentaram menores que 4 A.

Proteina Aminoacidos Aminoacidos Distancia da
Central Proteina Central Peptideo Ligacdo em A

GLU 20.A CG ARG 3 CG 2789A

GLU 27.A OE2 ARG 3 CD 2937A

SER 23.A OG ARG 3CZ 3371A

ARG 16.A NE LEU 4 CD2 2470A

GLU 20.A OE2 LEU 4N 3175A

RTRLALIICG  GLU 20.A OE1 LEU 4 CG 3094A

TYR 195.A OH ILE 7 CG2 2643A

ARG 16.A NH1 ILE 8 CD1 2592A

GLU 128.A OE1 ILE8O 2533A

GLU 128.A OE2 CYS90 2365A

LEU 124.A CD1 GLY10C 3134A

LEU 92.A CG ARG 1 CA 3654A

LEU 29.A CD2 ARG 1 NH1 3607A

VAL 89.A CG2 THR2C 3155A

GLU 91.A OE1 GLY 40 2889A

RTRGALIICN GLU91.ACD ALAS5SN 2809A

GLU91.ACG LEUG N 3420A

GLU91.ACB LEU 6 CD1 3044A

LEU 28.A CB ILE 8 CG2 2835A

GSDMD ASP 30.AN CYS90 2586A

ASP 30.A CA ASN 10 O 3634A

GLU 128.A OE2 ARG 3 NH2 3314A

LEU 124.A CD2 HIS 4 NE2 2613A

LEU 127.A CD2 HIS 4 CE1 2957A

RTRHALIICN ARG 16.A CZ LEU 6 CD2 3208A

GLU 20.A OE2 LEUG6C 2459A

GLU 20.ACD LEU6 O 2554A

TYR 195.A OH ILE 7 CD1 2794A

GLU 27.A OE1 ILESC 2579A
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GLU 27.AOE2 ILE 8 CA 2480A

LYS 24.A CE CYS9CB 2771A
LYS 24.ACD CYS90 3628A
GLU27.A0 ASN 10 ND2 2578A
GLU27.ACB ASN 10 CA 3564A
GLN 188.A NE2 TRP 4 CH2 2970A
PHES.AO TRP 4 CZ2 3080A
PHE 8.A CB TRP 4 NE1 2463A
RTRWALIICN PHE 8.A CE2 ALA5CA 2613A
ALA7.AO ILE 8 CG2 3685A
PHE 8.A CD2 ILE 8 CG1 2639A
PHES.AO CYS90 3389A
GLU 10.A CG ASN 10 C 2469A

Tabela 9 - Liga¢des de hidrogénio observadas entre aminoacidos da proteina GSDMD e os peptideos
RTRLALIICG e RTRGALIICN com seus respectivos comprimentos.

Aminoacidosda Aminoacidosdo Comprimento da

Proteina Peptideo ] ] L
proteina peptideo Ligacéo de H (A)
GSDMD RTRLALIICG ALA199.A0 ARG 3 NH2 3.478A
RTRGALIICN LEU88.AO ARG 3 NH1 1.894A

A expressdo da proteina IGF1IR - Receptor do Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina 1- demonstrou estar relacionada a uma baixa sobrevivéncia em
pacientes em cancer de mama com receptor hormonal positivo. Isso porque, essa
proteina atua em vias de sinalizacdo responsaveis pelo aumento da proliferacdo tumoral,
influencia a producédo de citocinas que auxiliam na remodelacdo da matriz celular e no
desenvolvimento de um tumor agressivo (Obr et al., 2018).

O docking entre o peptideo RVCGDRGFFF e a proteina IGF1R havia
demonstrado que o peptideo se insere na interface entre um dos dominios ricos em leucina
(L) e um dos dominios de fibronectina (Fnlll-1). No entanto, verificou-se que a
conformacdo apresentava residuos que ndo interagiam bem devido a impedimentos
estéricos, como os residuos GLN399 e LY S423. Embora ndo tenha apresentado uma pose
valida no docking, procedeu-se com as simulacdes de dindmica molecular para este

complexo, na qual, apos a retirada dos impedimentos estéricos, uma conformacdao valida
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foi atingida.

Figura 8 - Estrutura IGF1IR-RVCGDRGFFF (complexo proteina alvo — peptideo original). A direita o
complexo inteiro com as superficies moleculares com a estrutura da proteina em azule do peptideo em
verde, e & esquerda uma aproximacao da regido de interacdo com destaque para as cadeias laterais mais
préximas entre as moléculas.

IGF1R-RVCGDRGFFF

Estabelecendo uma comparagdo com as sequéncias aprimoradas, observamos que
as trés sequéncias modificadas se inseriram em regies proximas a original. A sequéncia
RVCGDRGFCF (Figura 9-A) se localizou na parte mais externa do meio da molécula,
ndo ficando encoberta pela proteina. Apesar de permitir contatos, essa posi¢do exposta
tende a gerar interagdes menos estaveis e mais suscetiveis a influéncia do solvente, o que
pode reduzir sua afinidade global. Em contraste, os peptideos RVCGDRGFFC (Figura
9-B) e CVCGDRGFFF (Figura 9-C) apresentaram um padrdo de ancoragem mais envolto
pela estrutura da IGF1R, sugerindo um encaixe mais firme e protegido pela proteina.
Esse tipo de posicionamento é relevante, pois amplia a superficie de contato e favorece
a formacdo de interaces ndo covalentes adicionais que podem contribuir para maior
estabilidade do complexo. Além disso, ambos os peptideos compartilharam uma
interacdo recorrente com o residuo GLU507, o que sugere a presenca de um possivel
“hotspot” de ligagdo, refor¢ando a plausibilidade dessas interagdes. Os trés peptideos
modificados apresentaram intera¢fes do tipo ligagdo de hidrogénio com a proteina-
alvo. Os peptideos RVCGDRGFCF e RVCGDRGFFC formaram uma ligagdo de
hidrogénio cada, enquanto o peptideo CVCGDRGFFF formou duas ligacdes de
hidrogénio (Tabela 11).
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Figura 9 - Ligacdo dos peptideos selecionados RVCGDRGFCF (A), RVCGDRGFFC (B),
CVCGDRGFFF (C), a proteina alvo IGFIR. A esquerda o complexo inteiro com as
superficiesmoleculares com a estrutura da proteina em azul e do peptideo em verde, e a direita uma
aproximacdo da regido de interacdo com destaque para as cadeias laterais mais proximas entreas

moléculas.

TYR437

Nspus

METSS8

IGF1R-RVCGDRGFCF

[
/
GILIS70

X \ / . i L
<P 2 A 7 | VT IGF1R-RVCGDRGFFC

IGF1R-CVCGDRGFFF
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Tabela 10 - Distancias entre os aminoacidos da proteina alvo IGF1R e peptideos que se apresentaram

menores que 4 A.

Proteina Amoinoéacidos Aminoacidos Distancia da
Central Peptideo Proteina Central Peptideos Ligacdo em A
MET 558.A CE PHE 8 CZ 3222A
ARG 488.A CZ PHE 10 C 2825A
ARG 488.A NH2 PHE 10 0 3236A
RVCGDRGRCE MET 558.A CE PHE 10 CE1 3203A
ARG 488.A CD PHE 10 CA 3802A
ARG 488.A NE PHE 100 2583A
GLU 459.A OE1 GLY 4CA 2594A
GLU 459.A CD GLY 4C 3417A
CYS458.A 0 GLY 40 2068A
CYS 458.A CA GLY 40 2973A
GLU 428.A OE1 ASP50 3174A
GLN 400.A CB ARG 6 CG 2737A
GLN 400.AN ARG 6 NH1 3305A
IGFIR GLN399.A0E1 ARG 6 NH2 2731A
RVCGDRGFFC  SER457.A0 GLY 7CA 2691A
SER 460.A OG GLY70 3526A
LYS 568.A NZ PHE 8 CE2 2255A
LYS 568.A CD PHE 9 N 2978A
LYS 568.A CB PHE 9 CB 3144A
GLU 507.A CB PHE 9 CE2 2770A
LYS 568.A O PHE 9 CD1 3301A
VAL 462.A CB PHE 9 CE1 3425A
VAL 462.A CG1 PHE9 CZ 3155A
ASN 504.A ND2 CYS30 3083A
ASN 504.A CG CYS30 3098A
CVCGDRGFFF
ASN 504.A CB CYS30 2341A
ASN 504.A 0 GLY 4 CA 3918A
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THR 506.A CG2 ASP5N 3043A

GLU 345.A OE1 ARG 6 C 3794A
SER 342.A OG ARG 6 NH1 2320A
ALA 341.ACB ARG 6 CD 2967A
TRP 404.A CZ2 PHE8O 2783A
GLU 507.A OE2 PHE 9 CD1 3119A
GLU 507.A OE2 PHE 9 CE1 3133A
HIS406.AND1  PHE 10 CD1 2909A

HIS 406.A CG PHE 10 CE1 3546A
HIS 406.A CD2 PHE 10 CE2 3670A
HIS 406.A NE2 PHE 10 CD2 3129A

Tabela 11 - LigacBes de hidrogénio observadas entre aminodcidos da proteina IGF1R e os peptideos
RVCGDRGFCF, RVCGDRGFFC e CVCGDRGFFF com seus respectivos comprimentos.

. . Aminoacidosda  Aminoacidos Comprimento da
Proteina Peptideo

proteina dopeptideo Ligacdo de H (A)
RVCGDRGFCF  TYR487.A0 CYS9SG 3.519A
G RVCGDRGFFC GLU 507.A OE2 CYS 10 SG 3.559A
IGF1R
THR 506.A OG1 ASP 5 0OD1 2.609A
CVCGDRGFFF
SER 370.A OG ARG 60 2.636A

A alta taxa de expressdo de RAB5A - Proteina relacionada a Ras Rab-5A - é
um importante biomarcador no cancer de mama. Essa proteina, que pertence a uma
familia composta por outras trés isoformas, RAB5A, RAB5B e RAB5C, encontra-se
presente em diferentes canceres, como cancer de mama, de pulméo e de ovéario. No
cancer de mama triplo-negativo, RAB5A atua na polarizacdo de macrofagos e na
maturacao dos endossomos, influenciando na progressao da doenca (Qiao et al., 2024).

No trabalho anterior, o docking entre a proteina RAB5A e 0 peptideo
TSAYYRGAVG ndo foi incluido entre os melhores resultados por apresentar energia
global abaixo de — 20. No entanto, o docking realizado com as sequéncias aprimoradas
demonstrou ligagbes aparentando um bom encaixe no complexo. Os trés peptideos

tiveram suas ligacdes na proteina em regides similares entre si (Figura 10).
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Figura 10 - Ligacdo dos peptideos selecionados TCAYYRGAVG (A), TSAYYRGCVG (B),
CSAYYRGAVG (C), a proteina alvo RAB5A. A esquerda o complexo inteiro com as superficies
moleculares com a estrutura da proteina em azul e do peptideo em verde, e a direitauma aproximagao da
regido de interacdo com destaque para as cadeias laterais mais préximas entre as moléculas.

RAB5A-TCAYYRGAVG

RAB5A-CSAYYRGAVG

57



Tabela 12 - Distancias entre os aminoacidos da proteina alvo RAB5A e peptideos que
seapresentaram menores que 4 A.

Amino&cidos
Proteina ] . Aminoéacidos Distancia da
Peptideo Proteina ) L
Central Peptideo  Ligacdo em A
Central
LYS134.ANZ CYS2CA 2548A
LYS134.ACD CYS2SG 2.313A
PHE48AC  TYR4OH 2.489A
PHE 48.A CA TYR 4 CZ 2.626A
GLU47.A0 TYR4CDZ 2.991A
GLN49.A0 TYR4CE2 2.528A
TCAYYRGAVG
ALA30.AO0 TYR5CD2 2.637A
ALA30ACB TYR5CB 2.702A
ALA30.ACA TYR5CG 3.570A
GLN 79.ANE2 VAL 9CG1 2.872A
GLN79.ACD VAL9CG1 2.613A
SER29.A0G VAL9CG2 2.588A
LEU38.ACG THR1CG2 2.948A
RABS5A
GLN 49.A NE2 THR 1N 2.464A
GLUS0.AN ALA3CB 2.725A
LYS42.ANZ TYR4CE2 2.264A
GLN44.AOE1 TYR4CZ 2.709A
HIS46.ACE1 TYR4CD1 2.625A
TSAYYRGCVG
LEU5S8.ACD1 TYR5OH 2.924A
GLUS50.ACD ARG 6 NH1 2.851A
GLU50.A OE1 ARG 6 NH1 2.439A
HIS 46.ACD2 VAL 9 CG1 3.585A
PHE48.A0 VALO9CG2 2.371A
HIS 46.A NE2 GLY 100 2.460A
LYS 140.A NZ SER2N 2.460A
CSAYYRGAVG

THR103.A0G1 SER2CB 3.640A



LEU 137.ACD1
LYS 140.ACE
LEU 137.A CD2
ASN 104.A ND2
ASN 103.A CG
ASP101.ACB
SER 107.A OG
ALA30.ACB
ALA30.A0O
LYS 134 ANZ
GLU47.A0
PHE 48.A CA
GLU 47.A OE2
GLN49.A0
GLN 49.ACB
SER51.AN

TYR S5 CD2
TYRS5CE2
TYRS5CE2

ARG 6 NH1

ARG 6 CZ

ARG 6 NH2
ARG 6 NH2

ARG 6 CB
ARG 6 CG
ARGG6 N
ALAB8O
ALA 8O
ALA8CB
VAL9C
VAL9 O
GLY 10 CA

2.636A
3.532A
3.060A
2.011A
3.237A
2.668A
2.542A
2.736A
2.817A
3.078A
2.563A
2.816A
3.496A
2.504A
2.411A
3.305A

Tabela 13 - LigagBes de hidrogénio observadas entre aminoécidos da proteina RAB5A e os peptideos
TCAYYRGAVG, TSAYYRGCVG e CSAYYRGAVG com seus respectivos comprimentos.

Aminoacidosda Aminoacidos Comprimento da

Proteina Peptideo _
proteina do peptideo  Ligacdode H (A)

GLU 47.A OE2 THR1N 2.302A

TCAYYRGAVG ASP 101.A OD1 CYS2SG 3.587A

SER 35.A OG TYR5OH 2.520A

SER34.A0 THR 1 OG1 3.203A

RAB5SA ASP75.A0D2 THR10G1 2.955A
TSAYYRGCVG

GLU50.AO SER 2 OG 1.910A

GLN 44.A NE2 TYR 4 OH 2.894A

ASP 101.AOD1 ARG 6 NE 2.649A
CSAYYRGAVG

GLN49.AN ALA 8O 2.259A
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Embora o peptideo CSAYYRGAVG tenha apresentado o menor nimero de

ligacGes de hidrogénio em comparacdao aos demais peptideos avaliados para a mesma

proteina (Tabela 13), € possivel observar na Tabela 12 que este peptideo obteve 0 maior

nimero de aproximagcdes inferiores a 4 A, sugerindo a presenca de multiplas interagdes

intermoleculares que podem favorecer a estabilidade da interacdo peptideo-proteina.

Além da avaliacdo estrutural, foi realizada também a avaliacao da energia global

e interacOes fisicas para a selecdo das sequéncias que seriam utilizadas para etapas

posteriores. Assim, foram verificados: energia de contato atomico (ACE), energias de

Van der Waals atrativas e repulsivas (aVdW e rVdW) e energia proveniente de ligacGes

de hidrogénio (HB). Os valores se encontram na Tabela 14. Em negrito sdo mostrados

0s peptideos originais e em texto normal assequéncias modificadas.

Tabela 14 - Resultados de energia relacionados a estabilizacdo dos complexos proteina alvo - peptideo
originais (em negrito) e modificados (texto normal) fornecidos pelo software Firedock.

Proteina central Peptideo glob ACE avdw rvdw HB
MCF-7
CLIINNKNF -23.6 -436  -13.85 7.1 -0.5
ANXAS CLWINNKNF -710  -354  -18.15 12.82 -0.65
CLIWNNKNF -9.02 0.49 -21.78 6.19 -3.11
CLIWNKNF -13.59 -398 -18.36 5.76 -0.72
MEPWRQCAQW  -3855 -591  -26.38 14.94 -1.97
MFPWRQCAQW  -22.67 -148 -27.61 10.24 0.00
AXL MEPWRQYAQW  -18.05 -7.36  -19.73 12.45 -1.20
YEPWRQCAQW  -21.06 -572 -27.60 18.72 -3.81
MEPWRQCFQW -6.88 -6.77  -28.88 26.88 -4.47
MEPWRQCYQW  -10.38 0.70 -23.71 6.86 -3.61
MDA-MB-231
TSAYYRGAVG -16.39 054  -21.04 15.85 -1.68
TCAYYRGAVG -3.98 -579  -23.54 12.46 -2.83
RAB5A
TSAYYRGCVG -1153  -221  -20.25 9.71 -6.63
CSAYYRGAVG -8.03 -3.08 -17.54 4.63 -2.57
RVCGDRGFFF -50.95 -147 @ -24.22 8.80 -451
RVCGDRGFCF -21.76 073 -34.36 12.70 -4.30
GFIR RVCGDRGFFC -16.33 253  -20.97 1.64 -0.92
CVCGDRGFFF -26.17 063  -29.20 6.52 -2.65
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RTRLALIICN -46.74  -8.20 -20.70 5.16 -0.99
RTRLALIICG -9.56 0.03 -21.62 5.31 -0.99
RTRGALIICN -11.51  -258 -17.47 4.17 -3.89
RTRHALIICN -1899  -721  -19.95 6.91 -1.32
RTRWALIICN -1482 -854 -19.31 7.35 -2.08

GSDMD

A partir dos resultados da anélise estrutural e de energia obtidos com o docking
molecular, foram selecionadas as melhores sequéncias para seguir para a dinamica
molecular. Tal analise foi realizada com base em trés critérios: score Anticp, score
Vaxijen e energia global. Assim, para a linhagem MCF-7, foram selecionados quatro
peptideos: CLWINNKNF e o CLIIWNKNF capazes de se ligar a proteina ANXADS;
YEPWRQCAQW e MEPWRQYAQW capazes de se ligar a proteina AXL. Em relacéo
a linhagem MDA-MB-231 também foram selecionados quatro peptideos:
CSAYYRGAVG capaz de se ligar a proteina RAB5A; RVCGDRGFFC capaz de se ligar
a proteina IGF1R; e RTRLALIICG e RTRGALIICN capazes de se ligar a proteina
GSDMD. Observa-se que, apesar de apresentarem valores de energia global maiores em
relacdo aos complexos realizados com os peptideos originais (portanto, menor
estabilidade) tais modificagBes indicam maior potencial antitumoral e menor potencial

imunogénico tornando tais modificacdes interessantes do ponto de vista terapéutico.

5.3. Dinamica molecular

Os experimentos de dindmica molecular foram realizados a fim de se validar os
resultados obtidos a partir do experimento com docking molecular e para que se
confirmassem as moléculas que seguiram para 0s experimentos de bancada a seguir.
Os resultados obtidos permitiram eliminar quatro das oito sequéncias selecionadas no
topico anterior. Para a dindmica, sdo utilizadas as estruturas tridimensionais do complexo
formado entre o peptideo e a proteina obtidas no docking. A partir disso, hd a montagem
do sistema, quanto ao solvente e ions, mimetizando um ambiente fisiol6gico. Durante a
simulacdo, os atomos interagem entre sidevido aos potenciais de energia atribuidos
levando em consideracéo as ligacGes de Van der Waals, ligacdo de hidrogénio, interagdes
hidrofébicas e interagdes eletrostaticas. Assim, € possivel obter trajetorias resultantes do
processo, 0 que resulta na avaliagdo da conformacdo e estabilidade do complexo

peptideo-proteina (Figura 11).
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Figura 11 - RMSD dos peptideos ancorados as suas respectivas proteinas alvo.
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Pelo RMSD dos peptideos, CSAYYRGAVG e CLWINNKNF (Figura 11)
exibiram um comportamento altamente dindmico e instavel. O peptideo
CSAYYRGAVG demonstrou uma grande e abrupta oscilagdo a partir de
aproximadamente 10 ns, sugerindo uma rapida dissociacdo do sitio de ligacgdo.
Similarmente, CLWINNKNF mostrou uma oscilacdo significativa em torno de 70 ns,
indicando que ndo foi capaz de manter sua conformacdo e interacdo com a proteina-alvo
por todo o periodo da simulacdo. A incapacidade de ambos os peptideos em
permanecerem ancorados no sitio por um periodo superior a 100 ns justificou sua
exclusdo. O peptideo RTRGALIICN embora tenha demonstrado periodos de relativa
estabilidade, também apresentou grandes variagfes de RMSD ao longo da simulacéo. A
estabilidade intermitente pode indicar que ele se move para outros residuos, mas ndo se
mantém de forma consistente no sitio de ligacdo primario, resultando em sua eliminacéao
da anéalise. Os demais peptideos apresentaram maior estabilidade. Para que tenha uma
vizualizagcdo mais detalhada de determinadas trajetérias do RMSD, foi elaborada a
Figura 12. Como pode ser observado nela, o peptideo CLIIWNKNF demonstra
oscilacdes frequentes durante todo o periodo da simulagédo sendo eliminado das analises
subsequentes. Os peptideos RTRLALIICG e MEPWRQYAQW apresentaram
trajetorias mais estaveis, mantendo-se no sitio de ligacdo ao longo da simulacéo de 100
ns, dessa forma sendo selecionados. O peptideo YEPWRQCAQW tem sua trajetéria
variada até 30 ns, porém, depois atinge um platd de estabilidade que se manteve até o
final da simulacdo. Essa estabilizacdo tardia, mas duradoura, justifica sua selecédo

para as proximas etapas. Por fim, o complexo RVCGDRGFFC também apresenta
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trajetoria estavel. Dessa forma, foram selecionados quatro peptideos para a execugdo da

sintese organica.

Figura 12 - RMSD dos complexos proteina alvo - peptideo.
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5.4. Sintese e caracterizacdo de peptideos

Com base nos resultados da analise in silico, os peptideos MEPWRQYAQW,
YEPWRQCAQW da linguagem MCF-7 e RVCGDRGFFC, RTRLALIICG da
linhagem MDA-MB-231 foram selecionados para a etapa de sintese. Feita a sintese, 0s
peptideos foram encaminhados para analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa para confirmacdo de sua identidade (Figura 13) e grau de
pureza. Para o preparo, 2 mg das amostras foram solubilizadas em diferentes

solventesconforme a tabela abaixo (Tabela 15).

Tabela 15 - Preparo e solubilizacdo das sequéncias peptidicas para posterior caracterizacdo.

Sequéncia peptidica Solvente utilizado
MEPWRQYAQW Agua MilliQ
YEPWRQCAQW Agua MilliQ
RVCGDRGFFC Solucdo de acetonitrila e &gua MilliQ 83,3: 16,7 % (v/v)

Solucdo de acetonitrila e &gua MilliQ: 80: 19 % (v/v) e 1%
RTRLALIICG
B-mercaptoetanol
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Figura 13 - Espectro de massas dos peptideos analisados no LC-MS-MS, destacando o0s
picoscorrespondentes as massas de cada peptideo sintetizado. O petideo 1 corresponde ao
MEPWRQYAQW, o peptideo 2 ao YEPWRQCAQW, o peptideo 3 ao RVCGDRGFFC, e o peptideo 4
ao RTRLALIICG.
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Realizada a analise por espectrometria de massas, procedeu-se com o calculo

da pureza,conforme a equagéo abaixo.

Pureza (%) = Soma da intensidade dos ions do peptideo x 100

Soma da intensidade dos ions totais

A tabela 16 demonstra as sequéncias peptidicas e as purezas resultantes.
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Tabela 16 - Sequéncias peptidicas e suas respectivas purezas.
Pureza obtida na SPFS com

rink amide resin LL (%)

Sequéncia peptidica

MEPWRQYAQW 100%
YEPWRQCAQW 67%
RVCGDRGFFC 51%
RTRLALIICG 100%

Proteinas podem se organizar em diferentes estruturas secundarias, sendo as
estruturas em alfa-hélice e folha beta as mais observadas. A formacao das estruturas esta
relacionada ao tipo de aminoacido presente na sequéncia, de forma que alguns
aminoéacidos podem favorecer uma estrutura em detrimento de outra, como por exemplo
a presenca de histidina, metionina, leucina,acido glutamico e alanina que favorecem a
formacédo da alfa-hélice. Em contrapartida, outros aminoécidos sdo mais provaveis de
serem encontrados em estruturas de folha-beta, como glicina, prolina e serina (Banerjee
etal., 2018).

Observando as estruturas dos peptideos originais e dos peptideos derivados da
linhagem MCF-7, é possivel verificar que ndo houve alteracdo na estrutura secundéria
inicial dos peptideos em comparacdo as estruturas aprimoradas apés a alteracdo dos
residuos, de forma que os peptideoscontinuam se comportando em estruturas em alfa-
hélice (Tabela 17). O mesmo acontece para os peptideos originais e 0s peptideos
derivados da linhagem MDA-MB-231, ndo sendo observadas mudangas quanto a
organizacao da estrutura secundéria inicial (Tabela 18 e 19).
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Tabela 17 - Representacdo da estrutura linear e estrutura secundaria 3D do peptideo original e dos
peptideos derivados da linhagem MCF-7, obtida pelos softwares ferramentas Pepdraw e PEP-FOLDA4,
respectivamente. Em cinza destacado o amino4cido alterado em comparacéo ao do peptideo original.

Peptideo Estrutura Linear Estrutq ra
Secundaria

Peptideo original

S
&
A

MEPWRQCAQW

Peptideos derivados

MEPWRQYAQW €
=
.

YEPWRQCAQW ;[)
.

Tabela 18 - Representagdo da estrutura linear e estrutura secundaria 3D dos peptideos originaise dos
peptideos derivados da linhagem MDA-MB-231, obtida pelos softwares ferramentas Pepdraw e PEP-

FOLD4, respectivamente. Em cinza destacado o aminoacido alterado em comparagdo ao do peptideo
original.

Peptideo Estrutura Linear Estrutg ra
Secundaria

Peptideo original

RTRLALIICN

Peptideo derivado
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RTRLALIICG

Tabela 19 - Representacdo da estrutura linear e estrutura secundaria 3D dos peptideos originaise dos
peptideos derivados da linhagem MDA-MB-231, obtida pelos softwares ferramentas Pepdraw e PEP-
FOLD4, respectivamente. Em cinza destacado o aminoacido alterado em comparacdo ao do peptideo
original.

Estrutura

Peptideo Estrutura Linear ..
Secundaria

Peptideo original

_\.

RVCGDRGFFF ?/L/YYXL/Y;LBY\JSEYBXQY ) J

Peptideo derivado

RVCGDRGFFC

Em comparacdo as estruturas secundarias em cada linhagem, compreende-se
que, na linhagem MCF-7, todos 0s peptideos se comportam em estruturas alfa-hélice, o
que pode ser explicado pela presenca de residuos de metionina, &cido glutdmico e
alanina, que demonstraram serem mais frequentes nesse tipo de estrutura.
Adicionalmente, na linhagem MDA-MB-231, as sequéncias que se apresentaram em
alfa-hélice séo aquelas compostas por dois residuos de leucina e 1 residuo de alanina
proximos na sequéncia, demonstrados anteriormente como favoraveis a formagéo da
hélice. As sequéncias peptidicas que se apresentam em folha beta nesta linhagem mantém
em sua estrutura dois residuos de glicina, que apresentam baixa propenséo a formacéao da
hélice, e grupos volumosos alocados proximos (dois residuos de fenilalanina), que podem
causar impedimento estérico e favorecer a formacdo da estrutura em folhas-beta em
detrimento a alfa-hélice (Haimov; Srebnik, 2016).

No presente trabalho, foram propostas modificagdes em sequéncias peptidicas
com potencial atividade antitumoral, gerando versdes melhoradas que foram comparadas
com suas sequéncias originais. A avaliacdo foi realizada a partir de certos parametros
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cruciais para a producdo de um possivel farmaco antitumoral com probabilidade de
atividade anticancer (AntiCP), antigenicidade (VaxiJen) e energia global de interacéo
obtida por meio do FireDock. Os resultados demonstraram que as quatro sequéncias
peptidicas selecionadas apresentaram aumento na pontuacdo AntiCP e reducdo dos
valores de VaxiJen, o que indica maior potencial antitumoral e menor risco de inducdo
de resposta imunogénica indesejada. Por outro lado, a anélise de energia global revelou
que os peptideos originais exibiram valores mais negativos, sugerindo interacdes
intermoleculares energeticamente mais favoraveis em condic6es estaticas de docking.

Esse contraste entre métricas merece atencdo. O AntiCP e o VaxiJen fornecem
informagdes sobre propensBes biolégicas dos peptideos, relacionadas a eficicia e
seguranca como potenciais farmacos. Ja a energia global avaliada pelo FireDock reflete
uma estimativa da afinidade inicial em um modelo estatico e simplificado, que nédo
contempla de forma integral a flexibilidade conformacional e o ambiente dinamico do
sistema bioldgico (Pantsar; Poso, 2018). H& estudos onde relatam que métodos de
docking, séo Uteis para triagem inicial, mas apresentam limitacdes significativas quando
utilizados isoladamente, devendo ser complementados por abordagens mais robustas,
como simulacdes de DM (Li et al., 2019). Em nosso estudo, as analises de dindmica
mostraram que, apesar das energias menos favoraveis em docking, os peptideos
melhorados foram capazes de manter interacGes estaveis e relevantes com as proteinas-
alvo ao longo do tempo, demonstrando sua relevancia como candidatos.

Quando comparamos os residuos dos peptideos originais e os melhorados,
conseguimos ver substituicbes de aminoacidos que valem a discussdo. Quanto aos do
alvo AXL, 0o MEPWRQCAQW - MEPWRQYAQW: houve uma substituicdo do Cys7 pelo
Tyr7. A introducdo de um residuo aroméatico com grupo hidroxila no lugar da cisteina
potencializou interacdes de hidrogénio e empilhamento m, ampliando a superficie de
contato e melhorando a estabilidade potencial da ligacdo (Shiroishi et al., 2007). Em
relagdo ao par MEPWRQCAQW - YEPWRQCAQW: substituicdo Metl pelo Tyrl,
Podemos perceber que a adi¢do de um residuo aromético na extremidade N-terminal
favoreceu interagdes hidrofobicas e m-m, o que pode contribuir para ancoragem mais
eficiente ao sitio alvo (Shiroishi et al., 2007).

Ja para o par RVCGDRGFFF - RVCGDRGFFC (proteina-alvo IGF1R) houve
substituicdo do Phel0 pelo Cysl10. A troca de um residuo aromatico por uma cisteina
reduziu a contribuicdo hidrofobica terminal, mas abriu a possibilidade de novas
interacdes via grupo tiol (Mazmanian et al., 2016).

Para o alvo GSDMD, no par RTRLALIICN - RTRLALIICG a substituigdo foi

feita entre Asn10 e Gly10. A presenca da glicina na posicdo terminal pode ter aumentado
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a flexibilidade conformacional, permitindo melhor adaptac&o ao sitio de interacdo. Essa
caracteristica pode justificar o desempenho favordvel em AntiCP e VaxiJen, mesmo

diante de uma energia global menos favoravel (Baddam; Bowler, 2006).
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VI. CONCLUSAO

Este estudo representa um esforco meticuloso para selecionar e aprimorar
peptideos com potencial para combater o cancer de mama. Focando em proteinas-chave
associadas a essa doenca, como ANXAS5, AXL, GSDMD, IGF1R e RAB5A, realizamos
uma andlise abrangente que combinou técnicas computacionais e experimentais.

Os resultados obtidos mostraram que os peptideos otimizados demonstraram
interacdes mais eficazes com as proteinas-alvo em comparagdo com seus equivalentes
originais. Esses achados ressaltam o potencial terapéutico desses peptideos na luta
contra o cancer de mama.

Além disso, ao examinar as estruturas secundarias dos peptideos, observamos
padrdes consistentes que podem ser cruciais para sua atividade e especificidade.

Ao integrar abordagens computacionais e experimentais, este estudo contribui
significativamente para a compreensdo e o desenvolvimento de terapias direcionadas ao
cancer de mama. Esses peptideos aprimorados representam promissoras opcdes
terapéuticas que poderiam ser consideradas para estudos clinicos futuros, potencialmente
oferecendo novas perspectivas no tratamento personalizado do cancer de mama e,

possivelmente, de outros tiposde cancer.
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VII. PERSPECTIVAS
Continuar o projeto atraves da sintese e analise do potencial citotoxico das

estruturas mais promissoras a fim de se comparar com o resultado obtido para as

moléculas precursoras.
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