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Resumo
Flaviroses, como a Dengue e a Zika, são doenças causadas pelos vírus do gênero Flavirirus.
Devido aos recorrentes quadros epidêmicos, essas doenças tornaram-se emergência de
saúde pública de preocupação internacional. Países de clima tropical, como o Brasil, são
propícios a tais epidemias, pois apresentam clima favorável para a proliferação do mosquito
transmissor. A profilaxia restrita ao combate do agente transmissor e a falta de tratamento
específico, tornam os estudos de desenvolvimento de diagnósticos mais precisos e precoces,
uma alternativa promissora na mudança do cenário atual. Neste sentido, muitos estudos
têm voltado a atenção para as proteínas codificadas pelo vírus dentro da célula hospedeira.
Dentre elas, a proteína não estrutural 1 (NS1) recebeu destaque, devido ao importante
papel desempenhado nos processos de replicação e evasão viral. Atualmente, o diagnóstico
da Dengue e da Zika, é realizado por meio de ensaios imunoenzimáticos, como o ELISA,
que utilizam a imunoglobulina IgG como marcador. No entanto, este diagnóstico não é
específico à nenhuma flavirose e pode fornecer resultados falso-positivos, devido à reações
cruzadas. Alternativamente, a proteína sNS1 já é utilizada como um marcador e pode
fornecer diagnósticos precoces e sem reações cruzadas. No entanto, a capacidade de
discriminação entre as flaviroses por meio da afinidade do complexo antígeno-anticorpo é
desconhecida. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo compreender as interações
moleculares entre a proteína não estrutural da Dengue sorotipo 2 (NS1-DENV2) e um
anticorpo monoclonal antiNS1 (22NS). Para isso, foi proposto um protocolo de análise
in silico que combina ancoramento molecular e cálculos quânticos semi-empíricos para
avaliar a região e a afinidade de interação do complexo antiNS1/NS1-DENV2. Foram
utilizados dois softwares de ancoramento molecular (ClusPro e PatchDock), baseados em
algoritmos de busca global distintos, para obtenção das configurações iniciais do complexo.
Depois, o software Rosetta online, foi utilizado para refinamento dessas configurações. O
modelo do complexo 22NS/DENV2 e a estrutura cristalográfica 22NS/WNV, tiveram a
entalpia de ligação (∆Hlig) calculada à partir das informações do calor de formação (∆Hf ).
Ele foi calculado no MOPAC 2016, através do Hamiltoniano semi-empírico PM7, com a
aproximação MOZYME e modelo de solvatação implítica. Os resultados, mostraram que
a região de interação do complexo 22NS/NS1-DENV2 localiza-se nas porções do domínio
Wing, em acordo com dados experimentais de mapeamento de epítopos. O valor de
∆Hlig foi de -460,07 kJ mol−1 comparável ao ∆Hlig do complexo cristalográfico (-620,95
kJ mol−1). O protocolo proposto mostrou-se promissor na discriminação de modelos
precisos e imprecisos, fornecendo modelos em concordância com estudos experimentais
e, portanto, é útil para a avaliação da região e da afinidade de interação em sistemas
semelhantes.

Palavras-Chave: Ancoramento molecular, Semi-empírico, Dengue, NS1, Flaviroses



Abstract
Flaviviruses, such as Dengue and Zika, are diseases caused by viruses from the genus Fla-
vivirus. Responsible for epidemic conditions, they have become a public health emergency
of international concern. Tropical climate countries, such as Brazil, are prone to these
epidemics because they have a favorable climate for the proliferation of the transmit-
ting mosquito. The prophylaxis restricted to combating the transmitting agent and the
lack of specific treatment have made studies focus on developing more accurate and early
diagnoses, a promising alternative in changing the current scenario. In this sense, many re-
searches have been studying the viral proteins encoded within the host cell. Among them,
the non-structural protein 1 (NS1) has received focus due to its important role in repli-
cation processes and viral evasion. Currently, the diagnosis of Dengue and Zika diseases
is performed by using enzyme immunoassays, like ELISA, which uses immunoglobulin
G as a marker. However, this kind of diagnosis is non-specific and may provide false-
positive results due to cross-reactions. Alternatively, sNS1 protein is already used as a
marker, and it provides early diagnostics without cross-reactions. However, the capability
to discriminate between flaviviruses through the antigen-antibody complex affinity is still
unknown. In this context, this study aims to understand the molecular interactions be-
tween the non-structural protein of Dengue serotype 2 (NS1-DENV2) and a monoclonal
antibody antiNS1. In order to evaluate the interacting affinity region through getting
the antiNS1/NS1-DENV2 complex, we are proposing an in silico analysis protocol, which
combines docking molecular and semiempirical approach. By using two molecular docking
softwares (ClusPro and PatchDock), based on different global search algorithms, we got
the initial configurations of the complex. Next, the Rosetta online server was used to re-
fine those configurations. The bonding enthalpy (∆Hbind) of the 22NS/DENV2 model and
the 22NS/WNV crystallographic structure were calculated from their heat of formation,
∆Hf . All ∆Hf were calculated in MOPAC 2016 using the semiempirical Hamiltonian
PM7, along with the MOZYME approach and implicit solvation model. The results
showed that the 22NS/NS1-DENV2 complex interaction region is located on the Wing
domain, in agreement with experimental epitopes mapping data. The value of ∆Hlig

obtained from 22NS/DENV2 was -460.07 kJ mol−1, which is comparable to ∆Hlig the
crystallographic complex (-620.95 kJ mol−1). According to this, the proposed protocol
might be a promising tool for discriminating accurate and imprecise models, providing
models in agreement with experimental data. Therefore, this protocol is useful to evaluate
the interaction region and the affinity for similar systems.

Keywords: Molecular docking, Semiempirical, Dengue, NS1, Flaviviruses
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1 Introdução

As flaviroses estão entre as doenças que mais causam mortes anualmente, sendo muitas
delas devido ao diagnóstico incorreto ou tardio da infecção. Estas doenças são causadas
pelos vírus do gênero Flavivirus, que podem ser transmitidos para o indivíduo pela picada
de mosquito de espécies específicas, ou outras formas secundárias como transfusão de
sangue e, em alguns casos, como do vírus da Zika, por fluidos corporais, como o sêmen. A
Dengue e a Zika são as flaviroses mais recorrentes, acometendo principalmente a população
de países subdesenvolvidos de clima tropical, onde a proliferação do mosquito transmissor,
Aedes aegypti, é favorável. Outros exemplos de flaviroses de menor ocorrência são: a
Chikungunya, a Febre Japonesa, a Febre Amarela e a Febre do Nilo do Oeste [1, 2, 3].

O Brasil encontra-se entre os países que apresentaram maior número de casos asso-
ciado a flaviroses. A primeira epidemia de Dengue tem registro em 1986, e anos depois,
em 2015, foi registrada a segunda epidemia. Além disso, no mesmo ano, o país sofreu
com o surgimento de casos de microcefalia associados à Zika. Além disso, em 2018, foi
isolado pela primeira vez o vírus da Febre do Nilo do Oeste, encontrado em cavalos no
estado de Santa Catarina, mas há evidências de que essa flavirose já circulava pelo país
por pelo menos oito anos. Infelizmente, tanto a Dengue quanto a Zika, se tornaram sé-
rios problemas de saúde pública, sendo responsáveis por um grande número de casos em
todo o país. No entanto, a principal medida profilática promovida pelos órgãos governa-
mentais, tem sido a conscientização da população para eliminação de focos do mosquito
transmissor [4, 5, 6, 7].

O Flavirírus causador dessas doenças tem como material genético uma fita simples
de RNA positiva que codifica dentro da célula hospedeira três proteínas estruturais, o
capsídio (C), a pré-membrana (prM) e o envelope (E) e, sete proteínas não estruturais
(NS1,NS2A,NS2B,NS3,NS4A,NS4B,NS5). Essas proteínas não estruturais (NS), desem-
penham papeis essenciais à infecção viral, seja no processo de replicação ou na evasão
viral [8, 9].

A falta de um método eficaz e seguro de imunização ativa é a maior dificuldade en-
contrada pelas equipes de saúde na promoção das medidas profiláticas. Diante disso, o
estudo do agente causador e o desenvolvimento de métodos de diagnóstico das Flaviro-
ses tornam-se uma alternativa promissora na mudança deste cenário. Esta ação pode
ter grande impacto em flaviroses endêmicas, como a Dengue, uma vez que “o diagnóstico
preciso e precoce da dengue é de fundamental importância para o manejo clínico dos paci-
entes, assim como para a orientação de ações epidemiológicas direcionadas para o controle
da doença” (MELO, 2016, p.36) [10].

O quadro clínico dos indivíduos infectados com Dengue é genérico e variável, ou seja,
os sintomas relatados são comuns a quase todas as flaviroses, mas variam muito diante das



Capítulo 1. Introdução 17

particularidades do paciente infectado. Logo, torna-se inviável um diagnóstico confiável
apenas pela avaliação clínica realizada por um profissional médico [11].

Desse modo, o diagnóstico atual da Dengue se baseia na observação dos sintomas apre-
sentados em associação a exames laboratoriais. Dentre os quais cita-se: (i) isolamento
viral (dosagem dos níveis de IgG e IgM no soro do paciente) [12], (ii) testes fotométricos
de ELISA [13] e, principalmente, (iii) os testes virológicos de transcrição seguida da rea-
ção em cadeia da enzima polimerase em tempo real, mais conhecidos como PCR-RT [14].
No entanto, todos esses testes apresentam limitações que restringem sua ampla aplicação
sendo, respectivamente, (i) a baixa especificidade em virtude da possibilidade de reativi-
dade cruzada, (ii) ocorrência de falso-positivos associados à detecção indiretamente e (iii)
o alto custo associado a necessidade de uma ampla estrutura laboratorial.

Nesse contexto, os métodos baseados na identificação de proteínas não-estruturais -
em especial NS1, NS3 e NS5, visto que elas possuem papel importante na replicação viral
e elevado grau de conservação estrutural entre os sorotipos [15] - tem emergido como uma
alternativa para o diagnóstico da DENV ainda na fase aguda (infecção primária). Dentre
as supracitadas, a NS1 participa simultaneamente dos processos de evasão e replicação
viral, e tem sido alvo de diversos estudos com aplicações da área biomédica, devido a sua
versatilidade dentro de tais processos. Mais especificamente, essa proteína é secretada
para o meio extracelular na sua forma hexamérica (sNS1) em concentrações da ordem de
até 50 µg mL−1 no soro de pacientes infectados pelo DENV, portanto, em níveis detectáveis
por dispositivos analíticos [16, 17, 18, 19, 20]. Sendo assim, a NS1 é considerada o maior
biomarcador antigênico de Flaviroses, como a Dengue [21].

Portanto, na literatura são encontrados diversos estudos direcionados ao desenvolvi-
mento de métodos imunoenzimáticos que tem como alvo a proteína NS1 para o diagnóstico
específico e precoce da dengue. As tabelas do Apêndice A, sumarizam de modo sistemático
os principais estudos e seus resultados encontrados durante a realização do levantamento
bibliográfico desse trabalho.

Através da análise desses estudos, é possível perceber a existência de esforços direcio-
nados ao desenvolvimento de métodos mais específicos, sensíveis e acessíveis na detecção
da Dengue. No entanto, quase todos tratam-se de ensaios que requerem diversas etapas
laboratoriais e que não visam um diagnóstico diferencial em relação as demais Flaviroses,
ou mesmo a detecção simultânea de diversos biomarcadores [22]. Mas, vale ressaltar que,
a maioria dos estudos dedicam seus esforços à identifição da proteína NS1, mais precisa-
mente, por métodos baseados na especificidade da interação antígeno-anticorpo, ou seja,
no estudo de sistema antiNS1/NS1.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo a compreensão das
interações moleculares entre a proteína não estrutural da Dengue sorotipo 2 (NS1-DENV2)
e um anticorpo monoclonal antiNS1 (22NS).

Para o cumprimento do objetivo geral, os objetivos específicos deste trabalho consis-
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tiram em: 1.identificar o local de interação entre o antígeno e o anticorpo por meio de
cálculos de ancoramento molecular e 2.calcular a entalpia de ligação entre o antígeno e o
anticorpo utilizando métodos quânticos semi-empíricos.
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2 Estrutura proteica

2.1 Aminoácidos e peptídeos

As proteínas constituem o grupo mais abundante de biomoléculas presentes no interior
das células, e podem ser encontradas na forma de pequenos peptídeos ou de moléculas
poliméricas. Elas derivam-se da combinação entre 20 diferentes subunidades, denominadas
aminoácidos. Todo aminoácido apresenta uma estrutura comum formada por um átomo
de carbono central (Cα), ao qual estão ligados: um átomo de hidrogênio (H), um grupo
carboxílico (COOH), um grupo amino (NH2) e um grupo R ou cadeia lateral, a qual é
responsável pela diferenciação entre os aminoácidos [23]. Na Figura 1 é esquematizado a
estrutura geral de um aminoácido.

Figura 1 – Diagrama esquemático da estrutura comum dos aminoácidos

Fonte: Branden (1999) [23] - ADAPTADO

Os aminoácidos são classificados de acordo com as características da cadeia lateral,
que inicialmente pode ser hidrofóbica (apolar) ou hidrofílica (polar). Dentre as cadeias
laterais hidrofóbicas existem as alifáticas e as aromáticas. Enquanto que as hidrofílicas
podem ser neutras (sem carga), básicas (carregadas positivamente) ou ácidas (carregadas
negativamente). A classificação de cada um dos 20 aminoácidos pode ser vista na Figura
2a. Como veremos em seções posteriores, a compreensão das diferentes características das
cadeias laterais é importante para estudo da conformação estrutural das proteínas, porque
as interações realizadas entre os átomos das cadeias laterais dos aminoácidos definem o
dobramento (em inglês folding) proteico e também a afinidade de interação com outras
moléculas [24].
a Os nomes dos aminoácidos na Figura 2 estão em inglês para facilitar a compreensão da sigla que

representa cada aminoácido. Além disso as letras de identificação da sequência FASTA (siglas de
única letra de aminoácidos) são colocados para facilitar a identificações de resíduos de aminoácidos
posteriormente. Exemplo – nome:Lysine, sigla: Lys, fasta:K
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Figura 2 – Representação esquemática da classificação dos aminoácidos.

Fonte: Cornell (2016)[28] - ADAPTADO.

Todos os aminoácidos encontrados nas proteínas são L-aminácidos devido a sua forma
quiral L, determinada pelos grupos amino, carboxílico e R no sentido horário com relação
ao carbono central (Cα). Durante o processo de síntese das proteínas esses aminoácidos
unem-se uns aos outros por ligações covalentes. Essas ligações são formadas por meio
de uma reação de condensação entre o grupo amino de um com o grupo carboxílico do
outro e, é denominada ligação petídica (Figura 3). O grupo de aminoácido que se origina
da perda de água, durante essa reação, é denominado resíduo. Devido ao padrão de
ligação seguido durante a síntese, o grupo amino (α-amino) do primeiro aminoácido e o
grupo carboxílico (α-carbonila) do último, ambos ligados a um carbono Cα, encontram-
se intactos nas extremidades da cadeia peptídea, de modo que a cadeia estende-se da
extremidade N-terminal à C-terminal, Figura 3 [24, 23].
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Figura 3 – Diagrama esquemático de uma cadeia peptídica evidenciando as ligações pep-
tídicas e as extremidades N-terminal e C-terminal.

Fonte: Lehninger (2005) [24] - ADAPTADO

2.2 Conformação: níveis estruturais

A união de vários aminoácidos dá origem a longas cadeias peptídeas, denominadas ca-
deias polipeptídicas e são essas cadeias que dão origem às estruturas proteicas. O arranjo
espacial no qual todos átomos de uma proteína se encontra é denominado conformação, ou
estrutura secundária. Ela é resultante das rotações entre as ligações simples dos resíduos
que formam a cadeia polipeptídica. Devido ao grande número de rotações possíveis, é
esperado que a estrutura proteica assuma uma infinidade de conformações. No entanto,
nem todos os arranjos espaciais são concebíveis, eles são limitados pelas condições do meio,
de maneira que a conformação que permanece é aquela que apresenta maior estabilidade
termodinâmica, definida pelo menor valor de energia livre de Gibbs (∆G). Dessa forma,
quando as proteínas estão em sua conformação funcional mais estável, ela é denominada
conformação nativa. A manutenção dessa conformação é feita por meio das ligações e
interações estabelecidas entre os átomos das cadeias laterais [26].

Os carbonos α dos resíduos de aminoácidos adjacentes estão separados por três ligações
covalentes em um arranjo que pode ser representado por Cα–C–N–Cα. A ligação C–N
não apresenta rotação devido ao efeito de ressonância observado entre a ligação dupla do
átomo de oxigênio da carbonila com o átomo de nitrogênio adjacente. Como consequência,
os átomos de um mesmo aminoácido encontram-se em um mesmo plano e os átomos de
oxigênio da carbonila e o átomo de hidrogênio da amina estão em posição trans, Figura
4. A livre rotação dentro da cadeia peptídea só é possível nas ligações N–Cα e Cα–C, o
que limita o número de conformações que uma proteína pode assumir [26, 24].

Os ângulos de rotação das ligações N–Cα e Cα–C são denominados φ e ψ, respecti-
vamente. Na teoria, esses ângulos podem assumir valores que vão de −180o a +180o,
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assumindo φ = ψ = 180o em que todos os átomos do grupo peptídeos estão no mesmo
plano. No entanto, existem algumas combinações que são inatingíveis devido a efeitos
estéricos, Figura 4. Dessa forma, a análise mais detalhada das combinações possíveis
dos valores de φ e ψ fornecem informações relevantes sobre a conformação nativa de um
proteína [24].

Figura 4 – Figura esquemática evidenciando ângulos de rotação φ e ψ.

Fonte: Lehninger (2005) [24] - ADAPTADO

Dado a complexidade do arranjo espacial das proteínas, sua conformação é dividida
em quatro níveis estruturais com ordem crescente de complexidade: estrutura primária,
secundária, terciária e quaternária. A estrutura primária, mais simples de todas, trata-
se da sequência linear dos resíduos de aminoácidos que formam a cadeia polipeptídica
da proteína. As demais estruturas apresentam definições mais extensas, por isso serão
discutidas separadamente.

2.2.1 Estrutura secundária

A estrutura secundária consiste no arranjo tridimensional da cadeia polipeptídica ad-
quirido quando os átomos das cadeias laterais adjacentes interagem entre si, dando origem
a padrões estruturais recorrentes denominados conformações α-hélice (em inglês, α-helix)
e folha β (em inglês, β-sheet) [24, 27, 23].

A conformação α-hélice possui uma estrutura helicoidal formada pela torção (para
direita ou para esquerda) da cadeia polipeptídica em torno de um eixo longitudinal que
passa pelo centro da hélice. Nesse arranjo as cadeias laterais projetam-se para a face
externa da hélice, como mostrado na Figura 5 [24, 27, 23].

A conformação folha β, Figura 5, é formada pela disposição das cadeias polipeptídicas
lado a lado (paralela ou antiparalela), em zigue-zague, dando origem a uma estrutura
que se assemelha a uma série de pregas. Ela é mantida por meio das ligações de hidro-
gênio formadas entre os seguimentos adjacentes das cadeias polipeptídicas. As cadeias
laterais dos resíduos de aminoácidos adjacentes projetam-se em direções opostas a partir
da estrutura em zigue-zague, criando um padrão alternado [24, 27, 23].
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Além das conformações α-hélice e folha β existem as dobras β (em inglês, beta turn),
também conhecidas como alças (em inglês, loops). Essa conformação é um elemento de
conexão, formada a partir dos resíduos que conectam uma estrutura secundária à outra,
sendo constituída por apenas quatro resíduos de aminoácidos. Sua estrutura é mantida
fixa graças a ligação de hidrogênio formada entre o átomo de oxigênio do grupo carbonila
do primeiro resíduo com o átomo de hidrogênio da amina do quarto resíduo, Figura
5 [24, 27, 23].

Figura 5 – Representação esquemática dos tipos de estrutura secundária: α-hélice, folha-
β e dobra β.

Fonte: Lehninger (2005) [24] - ADAPTADO

2.2.2 Estruturas terciárias e quaternárias

A maneira como as estruturas secundárias estão dispostas no espaço é denominada
estrutura terciária. Esse nível estrutural é alcançado pelo arranjo global de todos os
átomos da proteína que pertencem a diferentes estruturas secundárias. A conformação
adquirida se mantêm por meio das interações, fracas ou covalentes, entre os resíduos,
sejam eles adjacentes ou não [24, 27, 23].

Todas as proteínas apresentam estrutura primária, secundária e terciária, no entanto,
um quarto nível estrutural é observado apenas em proteínas que apresentam mais de
uma cadeia polipeptídica, sejam elas iguais ou diferentes, formando multímeros. A es-
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trutura quaternária é, portanto, a conformação obtida por meia das interações entre as
subunidades que formam o grupo proteico [24, 27, 23].

De acordo com a complexidade dos níveis estruturais de uma proteína, ela pode ser
classificada em fibrosa ou globular. Proteínas denominadas fibrosas geralmente são forma-
dos por apenas um tipo de estrutura secundária e suas cadeias se encontram dispostas em
fios ou folhas longas; enquanto que as globulares apresentam uma mistura de estruturas
secundárias e suas cadeias polipeptídicas se encontram enoveladas em forma esférica ou
globular. O foco será dado apenas a proteínas globulares, pois as estruturas proteicas
trabalhadas aqui pertencem a essa classificação [24, 27, 23].

A estrutura tridimensional de uma proteína globular é formada pela combinação de
pequenos grupos de estruturas secundárias organizadas em arranjos geométricos espe-
cíficos, denominados motivos (em inglês, motifs) conhecidos também como estruturas
supersecundárias. Em geral, essas conformações estão associadas à características fun-
cionais da proteína e por isso são arranjos recorrentes. Quando diferentes motivos se
combinam originando uma estrutura globular compacta, esta conformação é conhecida
como domínio (em inglês, domain). Uma estrutura proteica, seja ela formada por apenas
uma ou várias cadeias polipeptídicas, se enovela (em inglês, folds) em diferentes domí-
nios, os quais tem seu ordenamento espacial de acordo com a função biológica exibida
pela proteína [24, 27, 23].
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3 Sistema estudado: antiNS1/NS1-DENV2

3.1 Montagem estrutural da proteína NS1

A proteína não estrutural 1 (NS1) é uma glicoproteína b e pode ser encontrada na
forma monomérica, dimérica (associada à membrana, mNS1) e hexamérica (forma se-
cretada, sNS1). O monômero, Figura 6, de 48 kDa apresenta dois sítios de glicosação
(verde) e seis ligações de dissulfeto (amarelo) intramoleculares. Esta proteína enovela-
se formando três diferentes domínios, a saber β-roll (azul), wing (amarelo e laranja) e
β-ladder (vermelho) [29, 30].

O domínio β-roll é formado pela sequência de aminoácidos a.a. 1-29 em um eno-
velamento conhecido como β-harpin e está localizado na porção N-terminal da cadeia
polipeptídea. O domínio wing encontra-se entre as extremidades da cadeia polipeptídica
e é constituído pela sequência 38-151 em uma combinação de folhas β e α-hélices. E por
fim, o domínio β-ladder (a.a.181-352) é composto por folhas β anti-paralelas que são co-
nectadas por vários segmentos de conexão formando uma região em alças, conhecida como
superfície de alças (em inglês, loop surface). A composição de estruturas secundárias de
cada domínio pode ser melhor visualizada no diagrama topológico abaixo [29, 30].

Figura 6 – Diagrama topológico da estrutura do monômero NS1.

Fonte: Akey et al. (2014) [29]

b Glicoproteína é o nome dada à proteínas que tem porções de carboidrato ligado em sua estrutura,
geralmente nos resíduos de Cisteína.
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A dimerização da NS1 ocorre rapidamente dentro do retículo endoplasmático (RE) por
meio do enlaçamento dos domínios β-roll de dois monômeros, dando origem à forma dimé-
rica (mNS1), Figura 7-A. O dímero formado sofre processo de glicosação com carboidratos
de alto teor de manose e, logo depois, é transportado para seus principais locais de atu-
ação: retículo endoplasmático (replicação viral), membrana plasmática e compartimento
extracelular (evasão viral) [9, 8].

O processo de evasão viral é caracterizado pelo transporte extracelular da NS1 em
sua forma hexamérica ou forma secretada (sNS1), Figura 7-B. Ela é uma lipoproteína
composta por três estruturas diméricas que se mantêm unidas por meio de interações
hidrofóbicas entre os domínios β-roll, formando um núcleo lipídico central inacessível ao
solvente. Esse processo ocorre dentro do complexo de Golgi no retículo endoplasmático
da célula hospedeira e, a NS1 é transportada para o meio extracelular através de vesículas
transportadoras. Vale ressaltar que, as glicosilações presentes da forma dimérica (mNS1)
não permanecem na forma secretada (sNS1), elas são removidas pelas enzimas glicosidases
e glicosiltransferase durante o processo de polimerização da NS1 [8].

Figura 7 – Representação estrutural da NS1 (A) dimérica e (B) hexamérica, evidenciando
os domínios β-roll, wing e β-ladder.

Fonte: Scaturro (2015) [9]

3.2 Montagem estrutural das imunoglobulinas

Uma resposta imunológica surge como resultado da exposição a um estímulo estranho,
o qual é desencadeado por compostos denominados antígenos. Dentre as respostas imu-
nológicas existentes a de maior relevância para este trabalho é a adaptativa humoral. Ela
é responsável pela proteção do organismo contra infecções e vírus encontrados na porção
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extracelular. As principais proteínas participantes desse processo são os anticorpos ou
imunoglobulinas, produzidos e secretados pelas células B ou linfócitos [26].

A estrutura molecular das imunoglobulinas é composta por quatro unidades básicas:
duas cadeias leves (2.200 Da) e duas cadeias pesadas (5.300 Da), que se unem por meio
de ligações dissulfeto dando origem a uma estrutura em formato de Y, Figura 8. Elas são
enoveladas seguindo um padrão estrutural, denominado de domínio das imunoglobulinas.
Este domínio é formado por folhas β antiparalelas conectadas por ligações de dissulfeto
intra-cadeias em uma estrutura de dobra compacta. Cada cadeia leve se enovela de forma
a obter dois domínios e, cada cadeia pesada é formada por quatro desses domínios [26, 31].

As cadeias leve e pesada estão distribuídas em dois tipos de fragmentos, o fragmento
de união ao antígeno (Fab do inglês fragment antigen-binding) e o fragmento cristalizável
(Fc), Figura 8. Cada Fab é composto por dois domínios de cadeia leve e dois de cadeia
pesada e o Fc é formado pelos demais domínios da cadeia pesada. Dentro dessa divisão,
os resíduos das cadeias que constituem os domínios do Fab apresentam uma variabilidade
de resíduos. Esta região é comumente representada pela letra V de variável, sendo VH

para região variável da cadeia pesada e VL para cadeia leve. Portanto, as demais são
representadas pela letra C, de constante, seguindo a mesma lógica [32].

A região responsável pelo reconhecimento molecular está localizada na extremidade da
região variável dos Fabs e é denominada região de determinação da complementariedade
(CDR, em inglês Complementary-determining Region), Figura 8. Cada cadeia possui
três CDRs, as quais são comumente formadas pelas seguintes sequências de aminoácidos:
CDR1 (a.a.31-34), CDR2 (a.a.50-56) e CDR3 (a.a.93-99) [33, 34].

Figura 8 – Representação da estrutura geral das imunoglobulinas.

-

Fonte: Abbas (2008) [26]- ADAPTADO.



Capítulo 3. Sistema estudado: antiNS1/NS1-DENV2 28

3.3 Interação antígeno-anticorpo

Tanto a NS1 secretada (sNS1) quanto a associada à membrana celular (mNS1) são
altamente imunogênicas, ou seja, são susceptíveis ao reconhecimento pelas proteínas do
sistema imunológico: os anticorpos. Os contatos interatômicos estabelecidos entre o an-
ticorpo e o antígeno são altamente específicos e resultantes da complementariedade quí-
mica entre os resíduos de aminoácido que formam o epítopoc do antígeno e os da CDR
do anticorpo. A complementariedade é obtida por meio de mudanças conformacionais da
interface de interação e, diz respeito à forma e localização dos resíduos polares, apolares e
de ligações de hidrogênio. Sendo, portanto, o fator condutor para formação das interações
reversíveis responsáveis pela manutenção do complexo antígeno-anticorpo [35, 32, 24].

O mecanismo de reconhecimento das moléculas de anticorpo tem sido utilizado na
detecção específica de moléculas em diferentes tipos de amostras [36, 37, 38]. Atualmente,
este princípio tem sido aplicado a amostras biológicas, como o soro, para o diagnóstico de
doenças. Tal procedimento é realizado por meio da detecção de moléculas marcadoras,
como proteínas antigênicas [39, 40].

Desta forma, o estudo das interações de complexos antígeno-anticorpo podem fornecer
bases moleculares para compreensão do processo de reconhecimento. Dessa maneira, a
longo prazo, doenças que compartilham marcadores similares, como a Zika e a Dengue,
podem ser diferenciadas por diagnósticos, que utilizam o princípio de afinidade específica
dos complexos antígeno-anticorpo.

A maneira mais eficiente de estudar interações atômicas entre duas moléculas, é através
da estrutura tridimensional do complexo formado por elas. Dentre as técnicas de maior
relevância para o estudo de estruturas proteicas está a cristalografia de raio X. Esta técnica
permite obter estruturas tridimensionais com resoluções consideravelmente boas, mas, o
procedimento experimental envolvido é demorado, difícil e caro. Diante disso, ferramentas
computacionais, como o ancoramento molecular (em inglês, docking molecular), permitem
o estudo de interações entre proteínas por meio da modelagem computacional. Dessa
forma, os complexos proteicos podem ser avaliados em um tempo muito menor com boa
concordância a resultados experimentais [41].

c Epítopo é a parte de um antígeno que está diretamente envolvida na interação antígeno-receptor
(pequena parte do antígeno) é chamada de determinante antigênico ou epítopo. Um antígeno pode
ter numerosos epítopos que podem ser iguais (epítopos repetidos)
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4 Ferramentas metodológicas

4.1 Ancoramento molecular

Compreender a natureza do reconhecimento macromolecular significa saber como e
onde ocorre a interação proteína-proteína, e isto é um grande desafio. Entretanto, a
partir da estrutura tridimensional do complexo proteico, é possível analisar a região e os
resíduos envolvidos na interface de interação do complexo. Isto permite compreender a
afinidade ou não afinidade entre duas proteínas [42].

Nas últimas duas décadas, uma grande variedade de algorítimos teóricos foram desen-
volvidos com o objetivo de prever estruturas de complexos proteína-proteína. Estes algo-
ritmos constituem o método computacional denominado ancoramento molecular (AM). O
desenvolvimento desta nova metodologia despertou grande interesse da comunidade cien-
tífica acerca do ancoramento molecular de proteínas, o que permitiu a aplicação de abor-
dagens interdisciplinares à modelagem, predição e compreensão deste tipo de interação.
No entanto, a predição correta de complexos proteicos permanece um grande desafio na
biologia estrutural, especialmente quando trata-se de sistemas do tipo antígeno-anticorpo
[43, 44].

O primeiro algoritmo de ancoramento molecular destinado à predição de complexos
proteicos, foi desenvolvido por Janin e Wodak em 1978 [45], dando início à criação de uma
grande variedade de algoritmos de ancoramento molecular. De modo geral, o objetivo
principal de todos esses algorítimos é,

“[. . . ] prever o arranjo tridimensional de um complexo proteína-proteína
a partir das coordenadas de suas moléculas componentes, sendo uma
previsão precisa a que apontará a maioria dos contatos resíduos-resíduos
envolvidos na interação do alvo.” (MOREIRA; FERNANDES; RAMOS,
2010, p.318, tradução nossa)[46].

Para cumprir este objetivo, cada metodologia de AM é composta por dois procedi-
mentos principais: o algoritmo de busca e a função de pontuação.

O algorítimo de busca consiste na pesquisa de todas as possíveis orientações e con-
formações relativas entre o receptor e o ligante. Este procedimento envolve todas as
possibilidade de movimentos no espaço 6D (3 graus de liberdade translacional e 3 graus
de liberdade rotacional) do ligante ao redor do receptor (no caso mais comum, onde o
ancoramento é do tipo rígido). A busca no espaço 6D, torna tal procedimento um tanto
dispendioso, por isso a maioria dos softwares de ancoramento molecular utilizam méto-
dos, tais como Monte Carlo, hashing geométrico ou transformada rápida de Fourier, para
acelerar a busca configuracional [47, 48].
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Uma função de pontuação é uma função matemática simplificada usada para predizer
as forças de interação entre duas moléculas em uma determinada configuração. Elas são
tradicionalmente divididas em três categorias: baseadas em campo de força, baseadas
em conhecimento de pares e empírica. Dentro da metodologia de ancoramento molecu-
lar, essas funções têm como objetivo estimar a energia de ligação entre duas moléculas.
Para isso, diferentes termos relacionados às propriedades físico-químicas das interações
proteína-ligante são considerados e o cálculo da energia de ligação é feito de acordo com
a abordagem aplicada [49].

Funções de pontuação baseadas em campo de força calculam a energia de ligação atra-
vés da soma dos termos de interação individual, os quais são descritos por meio de um
conjunto de parâmetros derivados de algum campo de força. Dentre os termos mais comu-
mente utilizados estão: energias de Van de Waals (VDW), energias eletrostática, energias
de interação ligada (comprimento, rotação, translação), etc [49, 47]. Um exemplo desse
tipo de função é dado por

Eligação =
∑
i

∑
j

(
Aij
d12ij
− Bij

d6ij
+

qiqj
ε(dij)dij

)
, (4.1)

em que, dij representa a distância entre o átomo i da proteína e o átomo j do ligante, Aij
e Bij são os parâmetros de VDW, qi e qj são as cargas atômicas e ε(dij) é a constante
dielétrica dependente da distância.

Funções de pontuação baseadas em conhecimento de pares utilizam a relação inversa
da distribuição de Boltzmann, como uma análise estatística para relacionar os pares de re-
síduos presentes na interação de complexos cristalográficos proteína-ligante. Dessa forma,
a energia de ligação do complexo é calculada a partir dos dados de pares emparelhados.
Para isso, esses dados são convertido em um pseudo-potencial, conhecido como potencial
de força médio (PMF), apresentado na Eq. 4.2. A soma destes potenciais, w(r), fornece
então a energia de ligação do complexo por meio da preferência geométrica dos pares de
resíduos emparelhados [50, 51].

w(r) = −kBT ln[ρ(r)/ρ∗(r)], (4.2)

em que, T é a temperatura absoluta, kB é a constante de Boltzmann, ρ(r) é a densidade
numérica do par proteína-ligante à distância r no conjunto de treinamento, ρ∗(r) é a
densidade do par em um estado de referência onde as interações interatômicas são zero.

Funções de pontuação empírica baseiam-se no princípio de que a energia livre de
ligação pode ser calculada por meio da soma de termos não correlacionados. Dessa forma,
cada termo tem sua contribuição relativa dada por um coeficiente que é parametrizado
de maneira a reproduzir os dados experimentais de afinidade de ligação de complexos
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proteína-ligante existentes. A maneira mais simples de representar esse tipo de função é

∆G =
∑

Wi.∆Gi, (4.3)

em que, Wi é o coeficiente de cada termo ∆Gi relacionado a alguma propriedade físico-
química considerada, por exemplo, energias livres de solvatação (∆Gsolv.), de interações
de Van der Waals (∆Gvdw), de ligações de hidrogênio ∆GligH [49].

As metodologias de AM são implementadas em diversos softwares, os quais diferem-se
entre si de acordo com o algoritmo de busca e a função pontuação utilizados. Eles passam
por um processo de teste e validação, o qual é realizado por meio da avaliação da qualidade
dos modelos preditos. Este processo compreende os experimentos internacionais de Avali-
ação Crítica de Interações Preditas ( CAPRI, do inglês Critical Assessment of PRedicted
Interactions), os quais foram desenvolvidos de acordo com o modelo de Avaliação Crítica
das Técnicas de Previsão da Estrutura Proteica (CASP, do inglês Critical Assessment of
Techniques for Protein Structure Prediction). Nesses experimentos, os modelos gerados
são avaliados de acordo com os critérios de L-RMSD (RMSD global), i-RMSD (RMSD de
interface) e Fnat (fracão de resíduos nativos) estabelecidos pela CAPRI [46].

A maioria destes softwares foram desenvolvidos para o estudo de interações de peque-
nas moléculas em sítios de proteínas alvo. No entanto, avanços computacionais e científicos
permitiram a ampliação para sistemas maiores, como complexos proteína-proteína. Entre-
tanto, apesar do considerável progresso desta área, alguns problemas ainda permanecem
relutantes, dado a complexidade estrutural das proteínas [43, 52].

Durante o processo de formação do complexo proteico é necessário que as interfaces
de ambas moléculas estejam dispostas de maneira favorável, ou seja, em uma orientação e
conformação altamente específicas. Isto significa que a estrutura de ambas moléculas estão
inicialmente em um conformação não ligada (unbound) e, à medida que elas aproximam-se
uma da outra ocorre uma mudança conformacional das cadeias principal e laterais. Ao
final, as moléculas que formam o complexo estão em uma conformação diferente daquela
apresentada antes da interação; este estado é denominado conformação ligada (bound).
Este modelo de interação é denominado modelo de ajuste induzido e, foi proposto por
Daniel Koshland em 1958 [53]. Esse modelo evidencia que ocorre uma adaptação mútua
das duas proteínas durante a formação do complexo, sendo os resíduos de aminoácido da
interface de interação os que sofrem maior perturbação.

Neste sentido, para que uma predição seja considerada perfeita, é preciso que a me-
todologia de ancoramento molecular forneça um modelo de complexo correspondente à
conformação ligada de ambas proteínas; tendo como configuração de partida as estrutu-
ras nas conformações não ligadas. No entanto, dentre as milhares estruturas de proteínas
disponíveis no banco de dados de proteínas (PDB, do inglês Protein Data Bank), apenas
algumas centenas apresentam estruturas não ligadas com alta resolução. Em especial,
para moléculas de anticorpo a maioria das estruturas disponíveis estão na conformação
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ligada, pois complexos do tipo antígeno-anticorpo são complexos transientes, ou seja, são
complexos que permanecem unidos durante um curto espaço de tempo [46].

Dessa forma, o primeiro desafio enfrentado pelo ancoramento molecular é a ausên-
cia de flexibilidade estrutural durante o procedimento de busca conformacional, realizada
através do algoritmo de busca. Essa privação exclui conformações mais energeticamente
favoráveis, pois torna a superfície de energia pouco representativa [54]. Além disso, é ne-
cessário que o complexo proteico de mais baixa energia livre seja encontrado. Entretanto,
devido à complexidade envolvida nos fatores energéticos que regem as interações, esta
tarefa não é nada fácil. É então que surge o segundo maior desafio do ancoramento mo-
lecular, a ineficiência das funções de pontuação em combinar todos os fatores energéticos
a um reduzido custo computacional [55].

De modo geral, o impasse enfrentado pelo AM está na limitada capacidade de discri-
minação entre modelos precisos e imprecisos. Isto significa que não se pode confiar que o
modelo de maior pontuação, ou seja, de energia mais negativa, será o modelo que mais se
aproxima da conformação nativa. Este fato é ainda pior quando uma predição às cegas é
realizada, ou seja, quando não se tem o conhecimento do complexo alvo [56].

No entanto, as falhas envolvidas no processo de discriminação podem ser superadas
quando os modelos obtidos em um ancoramento rígido (ausência de flexibilidade) são
submetidos a um pós-tratamento. Esse pós-tratamento tem como objetivo refinar ou
repontuar os modelos de modo a realizar uma discriminação entre as configurações re-
presentativas e pouco representativas. Diversas abordagens são relatadas na literatura e,
dentre elas está o refinamento a partir da inclusão de flexibilidade conformacional [57, 58].
Para isso, existem alguns softwares, tais como o Rosetta online, que utilizam algoritmos
que permitem uma ligeira flexibilidade das cadeias principal e laterais através de uma
busca local [59]. Além disso, informações experimentais podem auxiliar tanto na orien-
tação quanto na validação do desempenho do ancoramento molecular. Essa abordagem
já foi utilizada em alguns estudos de interação antígeno-anticorpo envolvendo a proteína
de envelope (E) dos vírus da Dengue e Zika e, foi observado sucesso na discriminação de
modelos mais representativos [60, 56, 61].

Neste sentido, no presente trabalho foi proposto um protocolo com o objetivo de seleci-
onar o modelo de complexo mais representativo para o sistema estudado (22NS/DENV2).
Esse protocolo é composto por uma série de procedimentos que englobam diferentes
softwares de ancoramento molecular, incluindo flexibilidade conformacional e, informa-
ções de entalpia de ligação (∆Hlig.), calculada a partir do calor de formação (∆Hf ), o
qual foi obtido por métodos quânticos semi-empíricos. Vale ressaltar que neste estudo,
informações experimentais só foram utilizadas para avaliar a utilidade do protocolo su-
gerido. Detalhes sobre a sequência metodológica utilizada na construção desse protocolo
estão apresentados no Capítulo 5.
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4.2 Método quântico semi-empírico

Na mecânica quântica, a energia total de um sistema é dada pela soma das energias po-
tencial e cinética entre núcleos e elétrons. A partir da aproximação de Born-Oppenheimer,
o termo de energia eletrônica pode ser calculado separado do termo de energia nuclear.
Dessa forma, a equação de Schrödinger pode ser descrita apenas para a parte eletrônica
do átomo

Ĥeψe = Eeψe, (4.4)

em que, Ĥe é o Hamiltoniano eletrônico, ψe é a função de onda mono-eletrônica e Ee é
a energia eletrônica [62, 63, 64]. A solução da Eq. 4.4 pode ser encontrada a partir da
combinação linear dos orbitais atômicos (LCAO do inglês, Linear Combination of Atomic
Orbitals).

Em 1951, Roothaan [65] propôs que um orbital atômico (ψA) pode ser descrito como
a combinação linear de um conjunto de funções de base (Xi),

ψA =
∑
i

ciXi, (4.5)

em que, Xi formam um conjunto completo de funções de base, ci é o coeficiente de
expansão e ψA é o orbital atômico de interesse. Ao aplicar esta ideia para obter a função
de onda ΨM que descreve um orbital molecular, encontramos

ΨM =
∑
i

CiψAi
, (4.6)

sendo ΨM a soma dos coeficientes Ci e das funções de onda atômicas ψAi
que contribuem

para formação do orbital molecular. Aqui, o coeficiente Ci representa a contribuição
individual de cada função atômica ψAi

. A função de onda ψAi
é uma função mono-

eletrônica obtida a partir da aproximação de Hartree-Fock [66].
Os orbitais moleculares (OM) dados a partir da função da Eq. 4.6 são obtidos por meio

da aproximação de Hartree-Fock via método de campo auto-consistente iterativo (SCF,
do inglês Self-Consistent Field). Esse método soluciona de maneira iterativa a equação
de autovalores FΨM = EΨM por meio da aproximação da matriz de Fock. Os elementos
que compõem esta matriz são obtidas via integrais de troca que correspondem as diversas
interações entre os elétrons que estão presentes nos átomos [66, 67, 68].

Para sistemas com um grande número de átomos, a solução dessas integrais torna os
cálculos computacionalmente custoso. Para superar este problema vários pesquisadores,
dentre eles Michael J. S. Dewar [69], desenvolveram novas técnicas com o objetivo de tor-
nar a aproximação Hartree-Fock computacionalmente menos intensa, mas sem sacrificar
drasticamente a precisão do método. A maneira mais eficiente encontrada foi negligenciar
algumas integrais e utilizar aproximações através do emprego de funções paramétricas que
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ajustam-se a dados experimentais. Este novo conjunto de técnicas constitui os métodos
quânticos semi-empíricos.

Durante os anos, o formalismo e os parâmetros que constituem os métodos quânticos
semi-empíricos foram aperfeiçoados e deram origem a diversos métodos padrões, tais como
MNDO [69], AM1 [70], PM3 [71, 72], PM6 [73] e PM7 [74]. Atualmente, esses métodos
encontram-se implementados em pacotes de software de domínio público, tais como o
MOPAC (Molecular Orbital PACkage) [75], e são usados no cálculo da energia eletrônica
para obter orbitais moleculares e calor de formação de moléculas em uma determinada
geometria molecular, além de outras informações como espectro vibracional, propriedades
termodinâmicas, dentre outras informações moleculares [76].

Dentre os métodos semi-empíricos atuais, o PM7, destaca-se devido às melhorias na
descrição de algumas propriedades, como calor de formação, e a inclusão de uma parame-
trização melhorada para descrição de interações não covalentes [77].

De acordo com Nikita e colaboradores (2004) [78], as interações não covalentes es-
tabelecidas em um complexo proteína-ligante estão diretamente relacionadas com a sua
entalpia de ligação (∆Hlig), ou seja, uma ∆Hlig favorável pode indicar que as interações
formadas são relevantes para manutenção do complexo. Dessa forma, as interações não
covalentes, envolvidas na formação do complexo, podem ser melhor caracterizadas por
meio da entalpia de ligação.

Para obter a entalpia de ligação (∆Hlig) é necessário calcular o calor de formação
(∆Hf ) dos componentes do complexo. No software MOPAC [79], o ∆Hf é dado pela com-
binação da energia eletrônica (Eelec) e a da energia total de repulsão núcleo-núcleo (Enucl)
com a soma das energias envolvidas na atomização (Eisol(A)) e ionização (

∑
Eatom(A))

das moléculas num estado gasoso, resultando na seguinte equação

∆Hf = (Eelec + Enucl)−
∑

Eisol(A) +
∑

Eatom(A), (4.7)

em que,

Eelec =
1

2

∑
µ

∑
v

Pµv(Hµv + Fµv), (4.8)

Enucl =
∑
A

∑
A>B

Z ′AZ
′
B < sAsA|sBsB > [1 + F (A) + F (B)]. (4.9)

Na equação Eq. 4.8, os termos P, F e H são as matrizes de densidade, de Fock e de
um elétron, respectivamente, e os subscritos µ e v indicam que os orbitais atômicos são
centrados em um átomo. As matrizes de densidade e de Fock são geradas pelo método
SCF.

A Eq. 4.9 descreve a energia total de repulsão entre o núcleo A e o núcleo B a uma
distância RAB, com cargas efetivas Z ′A e Z ′B, em que < sAsA|sBsB > é a integral de repul-
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são elétron-elétron e F (A) e F (B) são funções que dependem da distância internuclear,
RAB.

Como já dito, a construção da matriz de Fock demanda a resolução de várias integrais e,
na metodologia semi-empírica o número e complexidade destas integrais diminuem. Mas,
os cálculos SCF utilizam métodos de álgebra matricial na sua resolução. Isto implica
que o número de operações aumenta à terceira potência do tamanho do sistema, ou seja,
será necessário realizar N3 operações para um sistema com N número de átomos. Desta
forma, o tratamento de grandes sistemas, como é o caso das proteínas, seria inviável
pelos métodos quânticos semi-empíricos. Uma maneira para solucionar isso, foi proposta
por Stewart no desenvolvimento da abordagem MOZYME [80], disponível no software
MOPAC.

Resumidamente, a abordagem MOZYME faz com que o procedimento padrão para
a resolução das equações do método SCF seja substituído por um método de Orbitais
Moleculares Localizados. Dessa maneira, as funções de base usadas para descrever os
orbitais atômicos são substituídas por funções de Orbital Molecular Localizado (OML).
Isto faz com que a construção da matriz de Fock seja realizada de maneira mais rápida,
pois à medida que aumenta-se o número de átomos também é aumentado o número de
OMLs e, em sistemas macromoleculares a maioria dos OMLs virtuais e ocupados ainda
não têm átomos em comum, o que significa nesse caso que, a interação é automaticamente
nula, diminuindo o número de termos a serem calculado [81, 80].

De modo geral, a abordagem semi-empírica, a partir do formalismo adotado pelos
métodos ab initio, conserva a física essencial à descrição das propriedades de um sistema.
Ao passo que as aproximações aplicadas contribuem para a rapidez do método e, boas
parametrizações corrigem os erros introduzidos por essas aproximações. Dessa forma, a
descrição de um sistema utilizando métodos semi-empíricos, tem visado principalmente
grandes biomoléculas [82].

Neste sentido, a grande vantagem de utilizar os métodos quânticos semi-empíricos é
que eles permitem o estudo de sistemas com um grande número de átomos, o que não
é viável computacionalmente pelos métodos de primeiros princípios e, por considerar a
estrutura eletrônica, estes métodos tornam-se muito mais versáteis do que os mecânico
moleculares no cálculo de propriedades termoquímicas [83, 68].
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5 Metodologia

5.1 Ancoramento molecular

Na metodologia de ancoramento molecular, o objetivo principal foi obter o modelo de
complexo mais representativo para o sistema 22NS/DENV2. Para atingir esse objetivo
foi desenvolvido um protocolo composto por cinco etapas. Na primeira etapa, foi avaliado
a capacidade de predição dos softwares escolhidos por meio de um re-ancoramento da
estrutura cristalográfica 22NS/WNV (PDB.ID:4OII). A segunda etapa, foi destinada à
obtenção de modelos de complexo para o sistema estudado, utilizando softwares online,
baseados em diferentes algoritmos de busca global.

Na terceira etapa, foi realizada a seleção dos modelos de menor energia, uma vez que
cada software gerou 1000 modelos; portanto, todas essas conformações foram classifica-
das de acordo com a energia de ligação, sendo a energia de ligação mínima o critério
para seleção das 10 melhores configurações de cada software. A quarta etapa foi des-
tinada à exclusão das configurações, dentre as selecionadas na terceira etapa, que não
apresentaram susceptibilidade de interação devido à inacessibilidade do domínio β-roll do
antígeno. Dessa forma, todas as configurações que apresentaram interação nessa região
foram excluídas.

Por fim, na quinta etapa foi realizado o procedimento de pós-tratamento, e teve como
objetivo avaliar o comportamento de estrutura nativa. Para avaliar esse comportamento
foi realizado a análise do RMSD de interface (i-RMSD) dos modelos gerados a partir de
cada configuração oriunda da quarta etapa. Todas essas etapas estão sumarizadas na
Tabela 1.

Neste estudo foram utilizados três softwares de ancoramento molecular: dois para
obtenção de configurações e um para o refinamento dos modelos no pós-tratamento. O
critério para a escolha destes programas foi, essencialmente, o método utilizado no algo-
ritmo de busca. Os softwares ClusPro [84] e PatchDock [85] realizam busca global por
meio dos métodos de transformada de Fourier e hashing geométrico, respectivamente.
Enquanto, o Rosetta [59] webserver (ROSIE) realiza uma busca local, utilizando método
Monte Carlo, e emprega um algoritmo que permite uma leve flexibilidade das cadeias prin-
cipal e laterais da proteína. Por esses motivos, é que ele foi utilizado para o refinamento
das configurações obtidas pelos softwares anteriores.

Todos os softwares de ancoramento molecular utilizados são acessíveis online nos
seguintes sítios eletrônicos de domínio público: www.bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/,
www.cluspro.bu.edu e www.rosie.graylab.jhu.edu.
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Tabela 1 – Resumo das cinco etapas do protocolo proposto neste estudo.

Etapa Softwares Sistema Objetivo

1 - Re-ancoramento
ClusPro

PatchDock
Rosetta

22NS/WNV
Avaliar capacidade de predição
dos softwares para o sistema

de interesse.

2 - Busca Global ClusPro
PatchDock 22NS/DENV2 Obter modelos de complexo

para o sistema estudado.

3 - Modelos Top10 - 22NS/DENV2
Selecionar os 10 modelos
de menor energia de

cada software.

4 - Critério de
Acessibilidade - 22NS/DENV2

Excluir dentre dos 10 modelos de
menor energia aqueles
que apresentaram

interação no domínio β-roll.

5 - Pós-tratamento Rosetta 22NS/DENV2

Avaliar comportamento
de estrutura nativa
a partir da análise

do RMSD de interface (i-RMSD).

Fonte: A autora.

5.1.1 Re-ancoramento e modelos iniciais: Etapas 1-4

A estrutura inicial da proteína não estrutural 1 do vírus da Dengue sorotipo 2 (NS1-
DENV2) e do fragmento de união ao antígeno do anticorpo monoclonal antiNS1 (22NS)
estudadas neste trabalho, foram obtidas do banco de dados de proteínas RCSB-PDB
(do inglês, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics — Protein Data Bank)
identificadas pelo código do modelo cristalográfico 4O6B e 4OII, respectivamente.

No cálculo de ancoramento molecular, realizado no ClusPro e PatchDock, as configura-
ções iniciais submetidas foram as estruturas cristalográficas do anticorpo 22NS (receptor)
e do antígeno NS1-DENV2 (ligante). Em ambos, o algoritmo de busca global foi configu-
rado para o modo anticorpo-antígeno, de modo a limitar a região de busca às CDRs do
anticorpo.

De acordo com a etapa 3 do protocolo, em cada programa foram selecionadas como
melhores poses as 10 configurações de menor energia de ligação, conforme padrão adotado
em cálculos de ancoramento molecular. Em particular, para os modelos obtidos no Pat-
chDock, o ordenamento das 1000 configurações foi realizado pelo software FireDock [86].

As etapas descritas acima foram empregadas, da mesma forma, à etapa 1 de re-
ancoramento da estrutura 22NS/WNV. Neste caso, apenas a pose de menor energia de
cada programa: WC01, do ClusPro e WP01, do PatchDock, foi selecionada.

Após a seleção realizada na etapa 3, os modelos foram submetidos à etapa 4 para
avaliar a localização da interação. Isto foi feito de acordo com a área acessível para
interação da estrutura da proteína solúvel (sNS1), a qual apresenta seus domínios β-roll
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internalizados na forma hexamérica. Dessa forma, todos os modelos que apresentaram
interação no domínio β-roll foram descartados. Ao final, dentre as 10 poses resultaram
cinco provenientes do ClusPro, nomeados por DC00, DC01, DC04, DC06 e DC08, e três
do PatchDock, nomeadas por DP07, DP08 e DP09.

5.1.2 Pós-tratamento: Etapa 5

O objetivo da etapa 5 foi realizar o pós-tratamento dos modelos obtidos de um ancora-
mento molecular rígido. Como discutido na Seção 4.1, a realização de um pós-tratamento
faz-se necessária para que as falhas de discriminação entre modelos precisos e imprecisos
sejam superadas. Portanto, neste estudo foi proposto a avaliação do comportamento de
estrutura nativa a partir da análise do i-RMSD. Para isso, os modelos resultantes das
etapas anteriores foram utilizados como conformação inicial para os cálculos de ancora-
mento molecular no servidor online Rosetta. Este procedimento foi utilizado para refinar
os modelos selecionados (DC00, DC01, DC04, DC06, DC08, DP07, DP08 e DP09) por
meio de uma nova avaliação.

Para tanto, todos os modelos e a estrutura cristalográfica do complexo 22NS/WNV,
foram submetidos ao protocolo de busca local, realizado a partir de uma amostragem
translacional e rotacional da orientação das estruturas iniciais, seguido de um refinamento
de alta resolução. Este refinamento conta com a atomização e minimização das cadeias
laterais das estruturas e permite leve flexibilidade da cadeia principal.

Para realizar a nova avaliação proposta, inicialmente, foi utilizado o re-ancoramento
da estrutura cristalográfica do complexo 22NS/WNV, para obter um perfil de compor-
tamento de conformação nativa. Este perfil foi traçado de acordo com a quantidade de
poses que se adequaram aos critérios de i-RMSD, estabelecidos pela CAPRI. Esse critério
avalia o RMSD da cadeia principal dos resíduos da interface do complexo com relação
à configuração inicial [87]. Os intervalos de valores de i-RMSD e suas categorias são: 0
< i-RMSD ≤ 1: EXCELENTE; 1 < i-RMSD ≤ 2: MODERADO e 2 < i-RMSD ≤ 4:
ACEITÁVEL.

Sendo assim, os modelos gerados no Rosetta foram classificados como excelentes, mo-
derados ou aceitos. E a quantidade desses modelos possibilitou a construção de um perfil
de conformação nativa.

O fluxograma abaixo resume a metodologia de ancoramento molecular empregada no
protocolo proposto.
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Figura 9 – Fluxograma da metodologia de ancoramento proposta.
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Etapa 2

Etapa 5

Etapa 3

Etapa 4

Fonte: A autora.

5.2 Cálculo da entalpia de ligação: MOPAC

As configurações obtidas como arquivo de saída nos programas de ancoramento mole-
cular e as estruturas cristalográficas do PDB, não possuem hidrogênios em sua estrutura.
Portanto, os modelos DC08, WC01, WP01 e a estrutura cristalográfica 22NS/WNV, foram
submetidos a um pré-processamento para adição de hidrogênios. Esta tarefa foi realizada
utilizando-se o módulo pdb2gmx implementado no programa GROMACS 2016.4 [88], con-
siderando a forma de protonação dos resíduos de histidina (HIS) como N101.

Adicionalmente, para evitar que pequenos erros nas coordenadas dos átomos da pro-
teína contribuam com energias não realistas no cálculo de energia, as estruturas foram
otimizadas. Dessa forma, foi realizado apenas a otimização dos átomos de hidrogênios
(OPT-H), utilizando o método PM7, juntamente com a aproximação MOZYME, usando
o modelo COSMO [89] como um modelo de solvente implícito e mantendo os átomos
pesados fixos nas suas posições cristalográficas (NOOPT). Considerando a solvatação em
água, a constante dielétrica utilizada foi EPS=78,4 à T= 25oC e, o critério para uma
geometria otimizada foi configurado em GNORM=5.

Utilizando os modelos previamente otimizados, o cálculo do ∆Hf , foi realizado pelo o
método PM7, juntamente com a abordagem MOZYME e solvatação implícita, da mesma
maneira como foi para a otimização. Adicionalmente, nesta etapa foi solicitado a rea-
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lização de apenas um cálculo de campo auto-consistente, 1SCF, para corrigir possíveis
erros no calor de formação. Estes erros podem surgir no uso da abordagem MOZYME
e referem-se à perda de ortogonalidade dos orbitais moleculares localizados. Ao realizar
apenas um cálculo SCF para a estrutura otimizada esses erros são então superados [75].

Por fim, a entalpia de ligação (∆Hlig) de cada complexo foi calculada de acordo com
a equação proposta por Nikitta e colaboradores (2004) [78], expressa por

∆Hlig = ∆Hf(complexo) −
(
∆Hf(anticorpo) + ∆Hf(antigeno)

)
, (5.1)

em que cada um dos valores de ∆Hf para o complexo, anticorpo e antígeno foram obtidos
a partir dos cálculos semi-empíricos realizados no software MOPAC 2016.
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6 Resultados e Discussões

6.1 Ancoramento molecular

6.1.1 Re-ancoramento e modelos iniciais: Etapas 1-4

Re-ancoramento: WNV/22NS

As poses de menor energia do sistema WNV/22NS obtidos no re-ancoramento estão
expostas na Figura 10, em que a estrutura do Fab do anticorpo, composta pelas cadeias
L (leve) e H (pesada), estão na coloração amarela e, as cadeias A e B da estrutura do
antígeno (WNV), em vermelho e azul, respectivamente.

Figura 10 – Representações cartoon da (A) estrutura cristalográfica do sistema
WNV/22NS e, das poses de menor energia obtidas por re-ancoramento (B)
pelo ClusPro e (C) PatchDock.

Fonte: A autora, Pymol [90].

Visualmente, foi possível verificar que ambos programas retornaram configurações de
complexos que apresentam orientação semelhante à encontrada na estrutura cristalográ-
fica. A princípio, essa semelhança pode ser atribuída ao fato de que, ambos softwares
previram corretamente a região de interação. Ela está localizada na porção do domínio β-
ladder, mais especificamente, na região oposta àquela formada pelas estruturas de folhas
β, conhecida como superfície de alça.

Considerando-se apenas o domínio de interação, os resultados do re-ancoramento mos-
traram a capacidade, de ambos softwares, de predizer corretamente a região de interação
para o complexo antígeno-anticorpo. No entanto, uma discussão mais detalhada da inter-
face de interação está apresentada na Seção 6.1.2.
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Sistema estudado: DENV2/22NS

As configurações do sistema DENV2/22NS após a seleção realizada na etapa 4, dos
softwares ClusPro e PatchDock, estão expostas nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
Em ambas figuras, a estrutura do Fab do anticorpo, composta pelas cadeias L (leve) e
H (pesada), estão na coloração amarela e, as cadeias A e B da estrutura do antígeno
(DENV2), em vermelho e azul, respectivamente.

Figura 11 – Representação em cartoon das poses de menor energia selecionadas do web-
server Cluspro 2.0, ordenadas em forma crescente de energia A-E.

Fonte: A autora, Pymol [90].

Figura 12 – Representação em cartoon das poses de menor energia selecionadas do web-
server PatchDock, ordenadas em forma crescente de energia A-C.

Fonte: A autora, Pymol [90].

Todas as poses apresentaram como local de interação a porção do domínio Wing. Este
domínio é constituído pelos resíduos a.a. 38-151. Nesta região já foram identificados três
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possíveis epítopos, evidenciando que a orientação predita, por ambos softwares, trata-se
de uma possível região de interação conforme estudos in silico e in vitro encontrados na
literatura [21, 91, 92, 93].

6.1.2 Pós-tratamento: Etapa 5

De posse das mil configurações geradas a partir do RosettaWebserver e de seus respec-
tivos valores de i-RMSD um perfil de comportamento de conformação nativa foi obtido.

Na Figura 13 é mostrada a relação entre a quantidade de poses, para cada modelo, que
adequaram-se aos critérios de i-RMSD (excelente, moderado e aceito). O perfil utilizado
como referência foi traçado de acordo com os resultados de re-ancoramento da estrutura
cristalográfica WNV/22NS. Este perfil é dado pelo conjunto das três primeiras barras do
gráfico (22NS/WNV) na Figura 13.

Figura 13 – Quantidade de poses por modelo de acordo com o critério estabelecido pela
CAPRI.

Fonte: A autora.

Como dito na Seção 2.2, um complexo está em sua conformação nativa quando a
estrutura tridimensional estabelecida por ele encontra-se em um estado de maior esta-
bilidade termodinâmica. Esta estabilidade está diretamente relacionada com a energia
livre de ligação do complexo, calculada através da função de pontuação implementada
nos softwares de ancoramento molecular.
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Desse modo, a análise da etapa 5 foi realizada baseada na seguinte premissa: se uma
pose apresenta i-RMSD≥ 4 foi necessária mudança conformacional significativa para que
o complexo atingisse energia de ligação favorável. Considerando que a estrutura inicial
é uma estrutura nativa, uma elevada mudança na conformação da interface sugere que,
esta configuração não encontra-se em sua conformação nativa.

Partindo desse pressuposto e sabendo que a estrutura cristalográfica WNV/22NS está
em sua conformação nativa, a análise da quantidade de modelos que adequaram-se ao
critério de i-RMSD da CAPRI pode fornecer um perfil de comportamento de uma con-
formação nativa. Dessa forma, é esperado que a configuração mais representativa seja
aquela que apresenta quantidades de poses semelhantes ao sistema de comparação [87].
Dentre todos os modelos analisados, o DC08 foi o que melhor ajustou-se a esse critério.
Como pode ser percebido, com a ajuda das linhas tracejadas, a quantidade de modelos
excelentes, moderados e aceitos, é semelhante àquela obtida no perfil do modelo crista-
lográfico. Em contrapartida, o modelo DP07 foi o que mais distanciou-se ao apresentar
quantidades abaixo da linha de referencia.

6.2 Análise da viabilidade do procedimento metodológico

A análise de comportamento de estrutura nativa foi validada de duas maneiras: (a)
a partir dos valores de entalpia de ligação, obtidos através de cálculos quânticos semi-
empíricos e (b) pela análise da interface de interação predita.

(a) Entalpia de ligação

Os valores de ∆Hlig para o modelo cristalográfico WNV/22NS e para os modelos
WC01, WP01 E DC08 estão apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 – Valores de ∆Hlig, calculados a partir dos valores de ∆Hf obtidos no programa
MOPAC 2016.

Complexo ∆Hlig(kJ mol−1)
WNV/22NS -620,95

WC01 -614,71
WP01 -44,81
DC08 -460,07

Fonte: A autora.

Para melhor compreensão dos valores de ∆Hlig, foi realizada a comparação das inter-
faces de interação dos complexos, apresentada na Figura 14.
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Figura 14 – Representação em malha da sobreposição da interface de interação da estru-
tura cristalográfica 22NS/WNV, em coloração amarela, com os modelos (A)
WC01, em azul, e (B) WP01, em vermelho.

Fonte: A autora, Appa [94] e Pymol [90].

Analisando-se os valores ∆Hlig, Tabela 2 e os valores de RMSD, notou-se uma con-
trovérsia. Para o complexo WC01, de maior RMSD, o valor ∆Hlig está na mesma ordem
de grandeza do valor para estrutura cristalográfica 22NS/WNV. Enquanto que, para o
WP01, de menor RMSD, o valor de ∆Hlig distanciou-se daquele obtido para a estrutura
cristalográfica. Tal evento pode sugerir que, os resíduos preditos no modelo WC01 são
mais significativos para a formação do complexo e que, alguns resíduos preditos no WP01
contribuem negativamente para a formação do complexo.

Diante do exposto, foi realizada uma análise dos resíduos ausentes ou presentes na
interface de interação, como mostrado na Figura 15. Na figura, esses resíduos estão
identificados pelos código e o identificador (ex: CYS316 - resíduo de cisteína localizado
na posição 316 da sequência FASTA da proteína).
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Figura 15 – Representação em malha da sobreposição da interface de interação da estru-
tura cristalográfica 22NS/WNV, em coloração amarela, com os modelos (A)
WC01, em azul, com resíduos em esferas amarelas e (B) WP01, em vermelho,
com resíduos em esferas vermelhas.

Fonte: A autora, Appa [94] e Pymol [90].

Foi observado que os resíduos CYS316, GLY292, GLY295 E GLU238 (Figura.15-B)
estão presentes apenas na superfície de interação do modelo WP01. Isso pode indicar que,
a baixa estabilidade deste complexo pode estar associada à presença desses resíduos na
interface de interação. Por outro lado, os resíduos THR317, LEU287, TRP210, THR209
e ASP208, presentes apenas na superfície de interação do complexo WNV/22NS, sugere
que tais resíduos pouco contribuem para a estabilidade do complexo.

Neste sentido, o software ClusPro mostrou melhor desempenho na predição de resíduos
que interagem mais significativamente com o anticorpo 22NS. Além disso, foi possível
verificar que o valor de ∆Hlig obtido para o modelo DC08 é comparável ao valor obtido
para a estrutura experimental 22NS/WNV. Isto indica que o DC08 é um candidato em
potencial para o complexo 22NS/DENV2 em sua conformação nativa.

(b) Interface de interação

Inicialmente, foi utilizado o AppA [94] (http://mspc.bii.a-star.edu.sg/minhn/appa.html)
para obtenção das interfacesd. Estas interfaces estão apresentadas na Figura 16 e o Nú-
mero de Resíduos que Pertencem a Epítopo (NRPE) está exposto na Tabela 3.

Como dito no Capitulo 3, a estrutura dimérica da NS1 é formada por dois monômeros
da NS1, que enovelam-se em três diferentes domínios: β-roll, wing e β-ladder. O domínio
β-roll é formado por a.a. 1-29; o wing por a.a. 38-151 e β-roll por a.a. 181-352. Os
domínios de uma proteína apresentam ordenamento espacial de acordo com a função
d A interface de interação é obtida considerando-se os resíduos de contato. Os resíduos de contato

são identificados como resíduos de uma estrutura de anticorpo (antígeno) cujas áreas de superfície
acessível a solvente (ASA) mudam com a formação de seu complexo anticorpo-antígeno e estão a 6Å
do epítopo complexado (paratopo). [95]
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biológica exibida pela proteína. Portanto, no caso de moléculas antigênicas, os domínios
são regiões susceptíveis à presença de epítopos.

Estudos experimentais realizados por Falconar [93] e colaboradores em 1994, com uso
de anticorpos monoclonais, relevaram a presença de epítopos lineares da NS1 do vírus da
Dengue, identificados por a.a. 25-33; a.a. 61-69; a.a. 111-121; a.a. 299-309. Posteri-
ormente Jian [92] e colaboradores (2010), utilizando anticorpos policlonais, identificaram
uma variedade de epítopos lineares, os quais estão compreendidos nas seguintes sequências
de resíduos a.a. 32-40; a.a. 80-89; a.a. 103-112; a.a. 121-130; a.a. 187-196; a.a. 295-304
e a.a. 315-324.

No entanto, alguns desses resíduos encontram-se em regiões inacessíveis quando a NS1
está na forma hexamérica. Estudos teórico e experimental, realizados por Jones [91]
e colaboradores (2017) avaliaram que os resíduos que realmente estão acessíveis para
interação são: a.a. 97-116; a.a. 125-134; a.a. 143-151 e a.a. 170-178. Dentre eles, as
sequências que englobam o domínio wing são as três primeiras. Estas sequências estão em
concordância com outro estudo, por Freire [21] e colaboradores (2017), que identificaram
as seguintes sequências de epítopos pertencentes ao domínio wing : a.a. 50-65; a.a. 74-88
e a.a. 108-129.

Considerando-se apenas os epítopos localizados no domínio wing e, englobando o má-
ximo de resíduos pertencentes a eles, foram consideradas as seguintes sequências a.a.
50-116; a.a. 122-134 e a.a. 143-151, nomeadas por Epítopo 1 (E1), Epítopo 2 (E2) e Epí-
topo 3 (E3), respectivamente. Na análise das interfaces, apenas os resíduos classificados
como expostos excluindo-se os intermediário e enterrados.

Figura 16 – Interfaces de interação dos modelos do complexo 22NS/DENV2 com desta-
que aos resíduos pertencentes aos epítopos E1, na coloração verde, E2, em
magenta e E3, em laranja.

Fonte: A autora, Appa [94] e Pymol [90]
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Tabela 3 – Tabela com o Número de Resíduos Pertencentes a Epítopos (NRPE), em cada
modelo gerado para o complexo 22NS/DENV2.

Modelo NRPE Modelo NRPE
DC00 9 DC08 17
DC01 8 DP07 10
DC04 13 DP08 0
DC06 13 DP09 11

Fonte: A autora.

Analisando as imagens da Figura 16 e os valores na Tabela 3, é possível verificar
que o DC08 é o modelo que apresenta a maior quantidade de resíduos pertencentes a
epítopos. Ou seja, a interface predita apresenta resíduos realmente significativos para
uma interação do tipo antígeno-anticorpo. Enquanto que, o modelo DP08 não foi capaz
de prever nenhum resíduo.

De acordo com os resultados da análise do gráfico da Figura 13, o DC08 foi o modelo
que melhor se ajustou ao perfil traçado para a estrutura cristalográfica. Enquanto que,
o modelo DP07 foi o que mais distanciou-se dos critérios. Disso pode-se inferir que,
o procedimento metodológico, proposto neste trabalho, foi capaz de selecionar o modelo
mais representativo, dentre todos. Apesar do julgamento do modelo menos representativo
ter sido menos preciso e, portanto, ter necessitado de mais metodologias complementares,
este protocolo mostrou-se promissor na obtenção de modelos representativos para sistemas
antígeno-anticorpo semelhantes.
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7 Considerações finais

O presente trabalho permitiu obter um modelo representativo do complexo entre a
proteína não estrutural da Dengue sorotipo 2 (NS1-DENV2) e o anticorpo monoclonal
antiNS1 (22NS). A partir dele, foi possível verificar que o local de interação encontra-se
na região do domínio wing e compreende três tipos de epítopos.

Além disso, o protocolo proposto mostrou-se promissor na seleção de modelos preci-
sos, fornecendo modelos em concordância com estudos experimentais. Dessa forma, tal
protocolo mostrou ser útil para a avaliação da região e da magnitude da afinidade de inte-
ração em sistemas antígeno-anticorpo com características semelhantes. Sendo, portanto,
um estudo prévio acerca da afinidade de interação do anticorpo antiNS1 e com a proteína
NS1 das flaviroses.

Como perspectivas futuras, o mesmo protocolo será utilizado para avaliar as interações
da proteína NS1 de outras flaviroses, como a Zika, com o objetivo de avaliar a capacidade
de discriminação entre flaviroses por meio dos princípios analíticos dos biossensores, em
particular, os baseados na técnica de Microscopia de Força Atômica (AFM).
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