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Resumo

Flaviroses, como a Dengue e a Zika, sao doencas causadas pelos virus do género Flavirirus.
Devido aos recorrentes quadros epidémicos, essas doencas tornaram-se emergéncia de
satide publica de preocupacao internacional. Paises de clima tropical, como o Brasil, sao
propicios a tais epidemias, pois apresentam clima favoravel para a proliferacao do mosquito
transmissor. A profilaxia restrita ao combate do agente transmissor e a falta de tratamento
especifico, tornam os estudos de desenvolvimento de diagnosticos mais precisos e precoces,
uma alternativa promissora na mudanca do cenario atual. Neste sentido, muitos estudos
tém voltado a atengao para as proteinas codificadas pelo virus dentro da célula hospedeira.
Dentre elas, a proteina nao estrutural 1 (NS1) recebeu destaque, devido ao importante
papel desempenhado nos processos de replicacao e evasao viral. Atualmente, o diagnéstico
da Dengue e da Zika, é realizado por meio de ensaios imunoenziméticos, como o ELISA,
que utilizam a imunoglobulina IgG como marcador. No entanto, este diagnostico nao é
especifico a nenhuma flavirose e pode fornecer resultados falso-positivos, devido & reacoes
cruzadas. Alternativamente, a proteina sNS1 ja é utilizada como um marcador e pode
fornecer diagnoésticos precoces e sem reagoes cruzadas. No entanto, a capacidade de
discriminacao entre as flaviroses por meio da afinidade do complexo antigeno-anticorpo é
desconhecida. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo compreender as interagoes
moleculares entre a proteina nao estrutural da Dengue sorotipo 2 (NSI-DENV2) e um
anticorpo monoclonal antiNS1 (22NS). Para isso, foi proposto um protocolo de anélise
in silico que combina ancoramento molecular e cédlculos quanticos semi-empiricos para
avaliar a regido e a afinidade de interagdo do complexo antiNS1/NS1-DENV2. Foram
utilizados dois softwares de ancoramento molecular (ClusPro e PatchDock), baseados em
algoritmos de busca global distintos, para obtencao das configuracoes iniciais do complexo.
Depois, o software Rosetta online, foi utilizado para refinamento dessas configuracoes. O
modelo do complexo 22NS/DENV2 ¢ a estrutura cristalografica 22NS/WNV| tiveram a
entalpia de ligagao (AH;,) calculada a partir das informacoes do calor de formacao (AHy).
Ele foi calculado no MOPAC 2016, através do Hamiltoniano semi-empirico PM7, com a
aproximacao MOZYME e modelo de solvatacao implitica. Os resultados, mostraram que
a regiao de interacao do complexo 22NS/NS1-DENV2 localiza-se nas porgoes do dominio
Wing, em acordo com dados experimentais de mapeamento de epitopos. O valor de
AH,;, foi de -460,07 kJ mol~! comparével ao AH;;, do complexo cristalografico (-620,95
kJ mol™"). O protocolo proposto mostrou-se promissor na discriminagao de modelos
precisos e imprecisos, fornecendo modelos em concordancia com estudos experimentais
e, portanto, é util para a avaliacao da regiao e da afinidade de interacao em sistemas

semelhantes.

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



Abstract

Flaviviruses, such as Dengue and Zika, are diseases caused by viruses from the genus Fla-
vwirus. 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 (A Hy;png) of the 22NS/DENV2 model and
the 22NS/WNYV crystallographic structure were calculated from their heat of formation,
Agf. All Agf 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 AHy,
obtained from 22NS/DENV2 was -460.07 kJ mol~!, which is comparable to AH;, the
crystallographic complex (-620.95 kJ mol™!). 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 Introducido

As flaviroses estao entre as doencas que mais causam mortes anualmente, sendo muitas
delas devido ao diagndstico incorreto ou tardio da infec¢ao. Estas doencas sao causadas
pelos virus do género Flavivirus, que podem ser transmitidos para o individuo pela picada
de mosquito de espécies especificas, ou outras formas secundérias como transfusao de
sangue e, em alguns casos, como do virus da Zika, por fluidos corporais, como o sémen. A
Dengue e a Zika sao as flaviroses mais recorrentes, acometendo principalmente a populagao
de paises subdesenvolvidos de clima tropical, onde a proliferagao do mosquito transmissor,
Aedes aegypti, é favoravel. Outros exemplos de flaviroses de menor ocorréncia sao: a
Chikungunya, a Febre Japonesa, a Febre Amarela e a Febre do Nilo do Oeste [1, 2, 3].

O Brasil encontra-se entre os paises que apresentaram maior nimero 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 pais sofreu
com o surgimento de casos de microcefalia associados a Zika. Além disso, em 2018, foi
isolado pela primeira vez o virus da Febre do Nilo do Oeste, encontrado em cavalos no
estado de Santa Catarina, mas hé evidéncias de que essa flavirose ja circulava pelo pais
por pelo menos oito anos. Infelizmente, tanto a Dengue quanto a Zika, se tornaram sé-
rios problemas de satde publica, sendo responsaveis por um grande nimero de casos em
todo o pais. No entanto, a principal medida profilatica promovida pelos 6rgaos governa-
mentais, tem sido a conscientizacao da populacao para eliminagao de focos do mosquito
transmissor [4, 5, 6, 7].

O Flavirirus causador dessas doencas tem como material genético uma fita simples
de RNA positiva que codifica dentro da célula hospedeira trés proteinas estruturais, o
capsidio (C), a pré-membrana (prM) e o envelope (E) e, sete proteinas nao estruturais
(NS1,NS2A )NS2B,NS3,NS4A ,NS4B,NS5). Essas proteinas nao estruturais (NS), desem-
penham papeis essenciais & infecgao viral, seja no processo de replicagao ou na evasao
viral [8, 9].

A falta de um método eficaz e seguro de imunizagao ativa é a maior dificuldade en-
contrada pelas equipes de satide na promocao das medidas profilaticas. Diante disso, o
estudo do agente causador e o desenvolvimento de métodos de diagnoéstico das Flaviro-
ses tornam-se uma alternativa promissora na mudanca deste cenério. Esta acao pode
ter grande impacto em flaviroses endémicas, como a Dengue, uma vez que “o diagnostico
preciso e precoce da dengue é de fundamental importancia para o manejo clinico dos paci-
entes, assim como para a orientacao de agoes epidemiologicas direcionadas para o controle
da doenga” (MELO, 2016, p.36) [10].

O quadro clinico dos individuos infectados com Dengue é genérico e variavel, ou seja,

os sintomas relatados sao comuns a quase todas as flaviroses, mas variam muito diante das
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particularidades do paciente infectado. Logo, torna-se inviavel um diagnoéstico confiavel
apenas pela avaliagao clinica realizada por um profissional médico [11].

Desse modo, o diagnostico atual da Dengue se baseia na observagao dos sintomas apre-
sentados em associacdo a exames laboratoriais. Dentre os quais cita-se: (i) isolamento
viral (dosagem dos niveis de IgG e IgM no soro do paciente) [12], (ii) testes fotométricos
de ELISA [13] e, principalmente, (iii) os testes virologicos de transcrigao seguida da rea-
¢ao em cadeia da enzima polimerase em tempo real, mais conhecidos como PCR-RT [14].
No entanto, todos esses testes apresentam limitagoes que restringem sua ampla aplicacao
sendo, respectivamente, (i) a baixa especificidade em virtude da possibilidade de reativi-
dade cruzada, (ii) ocorréncia de falso-positivos associados a detecgao indiretamente e (iii)
o alto custo associado a necessidade de uma ampla estrutura laboratorial.

Nesse contexto, os métodos baseados na identificagao de proteinas nao-estruturais -
em especial NS1, NS3 e NS5, visto que elas possuem papel importante na replicagao viral
e elevado grau de conservagao estrutural entre os sorotipos [15] - tem emergido como uma,
alternativa para o diagnostico da DENV ainda na fase aguda (infec¢ao primaria). Dentre
as supracitadas, a NS1 participa simultaneamente dos processos de evasao e replicagao
viral, e tem sido alvo de diversos estudos com aplicacoes da area biomédica, devido a sua
versatilidade dentro de tais processos. Mais especificamente, essa proteina é secretada
para o meio extracelular na sua forma hexamérica (sNS1) em concentragoes da ordem de
até 50 pg mL~! no soro de pacientes infectados pelo DENV, portanto, em niveis detectaveis
por dispositivos analiticos [16, 17, 18, 19, 20]. Sendo assim, a NS1 é considerada o maior
biomarcador antigénico de Flaviroses, como a Dengue [21].

Portanto, na literatura sao encontrados diversos estudos direcionados ao desenvolvi-
mento de métodos imunoenziméticos que tem como alvo a proteina NS1 para o diagnostico
especifico e precoce da dengue. As tabelas do Apéndice A, sumarizam de modo sistemético
os principais estudos e seus resultados encontrados durante a realizagao do levantamento
bibliografico desse trabalho.

Através da analise desses estudos, é possivel perceber a existéncia de esforcos direcio-
nados ao desenvolvimento de métodos mais especificos, sensiveis e acessiveis na deteccao
da Dengue. No entanto, quase todos tratam-se de ensaios que requerem diversas etapas
laboratoriais e que nao visam um diagnoéstico diferencial em relacao as demais Flaviroses,
ou mesmo a detecgao simultanea de diversos biomarcadores [22]. Mas, vale ressaltar que,
a maioria dos estudos dedicam seus esforgos a identificao da proteina NS1, mais precisa-
mente, por métodos baseados na especificidade da interacao antigeno-anticorpo, ou seja,
no estudo de sistema antiNS1/NS1.

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

Para o cumprimento do objetivo geral, os objetivos especificos deste trabalho consis-
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tiram em: 1.identificar o local de interacao entre o antigeno e o anticorpo por meio de
calculos de ancoramento molecular e 2.calcular a entalpia de ligagao entre o antigeno e o

anticorpo utilizando métodos quanticos semi-empiricos.
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2 Estrutura proteica

2.1 Aminoacidos e peptideos

As proteinas constituem o grupo mais abundante de biomoléculas presentes no interior
das células, e podem ser encontradas na forma de pequenos peptideos ou de moléculas
poliméricas. Elas derivam-se da combinacao entre 20 diferentes subunidades, denominadas
aminoacidos. Todo aminoacido apresenta uma estrutura comum formada por um atomo
de carbono central (C,), ao qual estao ligados: um atomo de hidrogénio (H), um grupo
carboxilico (COOH), um grupo amino (NHy) e um grupo R ou cadeia lateral, a qual é
responsavel pela diferenciagdo entre os aminoacidos [23|. Na Figura 1 é esquematizado a

estrutura geral de um aminoécido.

Figura 1 — Diagrama esquemético da estrutura comum dos aminoacidos
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Fonte: Branden (1999) [23] - ADAPTADO

Os aminoacidos sao classificados de acordo com as caracteristicas da cadeia lateral,
que inicialmente pode ser hidrofébica (apolar) ou hidrofilica (polar). Dentre as cadeias
laterais hidrofébicas existem as alifaticas e as aroméaticas. Enquanto que as hidrofilicas
podem ser neutras (sem carga), basicas (carregadas positivamente) ou acidas (carregadas
negativamente). A classificagao de cada um dos 20 aminoécidos pode ser vista na Figura
2%. Como veremos em secoes posteriores, a compreensao das diferentes caracteristicas das
cadeias laterais é importante para estudo da conformacao estrutural das proteinas, porque
as interacgoes realizadas entre os d&tomos das cadeias laterais dos aminoacidos definem o
dobramento (em inglés folding) proteico e também a afinidade de interagao com outras

moléculas [24].

2 Os nomes dos aminoacidos na Figura 2 estdo em inglés para facilitar a compreensao da sigla que
representa cada aminoacido. Além disso as letras de identificagdo da sequéncia FASTA (siglas de
tnica letra de aminoacidos) sdo colocados para facilitar a identificagoes de residuos de aminoécidos
posteriormente. Exemplo — nome:Lysine, sigla: Lys, fasta:K
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Figura 2 — Representagao esquematica da classificagao dos aminoacidos.
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Fonte: Cornell (2016)[28] - ADAPTADO.

Todos os aminoacidos encontrados nas proteinas sao L-aminacidos devido a sua forma
quiral L, determinada pelos grupos amino, carboxilico e R no sentido horéario com relacao
ao carbono central (C,). Durante o processo de sintese das proteinas esses aminoacidos
unem-se uns aos outros por ligagoes covalentes. Essas ligagoes sao formadas por meio
de uma reagao de condensagao entre o grupo amino de um com o grupo carboxilico do
outro e, ¢ denominada ligacao petidica (Figura 3). O grupo de aminoécido que se origina
da perda de &gua, durante essa reacao, ¢ denominado residuo.
ligacao seguido durante a sintese, o grupo amino (a-amino) do primeiro aminoacido e o
grupo carboxilico (a-carbonila) do tltimo, ambos ligados a um carbono C,,, encontram-

se intactos nas extremidades da cadeia peptidea, de modo que a cadeia estende-se da

extremidade N-terminal & C-terminal, Figura 3 [24, 23].

Devido ao padrao de
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Figura 3 — Diagrama esquematico de uma cadeia peptidica evidenciando as ligagoes pep-
tidicas e as extremidades N-terminal e C-terminal.
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Fonte: Lehninger (2005) [24] - ADAPTADO

2.2 Conformacido: niveis estruturais

A uniao de varios aminoacidos da origem a longas cadeias peptideas, denominadas ca-
deias polipeptidicas e sao essas cadeias que dao origem as estruturas proteicas. O arranjo
espacial no qual todos 4tomos de uma proteina se encontra é denominado conformagao, ou
estrutura secundaria. Ela é resultante das rotagoes entre as ligagoes simples dos residuos
que formam a cadeia polipeptidica. Devido ao grande ntimero de rotacgoes possiveis, é
esperado que a estrutura proteica assuma uma infinidade de conformacgoes. No entanto,
nem todos os arranjos espaciais sao concebiveis, eles sao limitados pelas condig¢oes do meio,
de maneira que a conformagao que permanece é aquela que apresenta maior estabilidade
termodinamica, definida pelo menor valor de energia livre de Gibbs (AG). Dessa forma,
quando as proteinas estao em sua conformagcao funcional mais estavel, ela é denominada
conformagao nativa. A manutenc¢ao dessa conformacao é feita por meio das ligagoes e
interagoes estabelecidas entre os atomos das cadeias laterais [26].

Os carbonos « dos residuos de aminoécidos adjacentes estao separados por trés ligagoes
covalentes em um arranjo que pode ser representado por C,~C-N-C,. A ligagao C-N
nao apresenta rotagao devido ao efeito de ressonancia observado entre a ligagao dupla do
atomo de oxigénio da carbonila com o &tomo de nitrogénio adjacente. Como consequéncia,
os atomos de um mesmo aminoacido encontram-se em um mesmo plano e os dtomos de
oxigénio da carbonila e o &tomo de hidrogénio da amina estao em posicao trans, Figura
4. A livre rotacao dentro da cadeia peptidea s6 é possivel nas ligacoes N-C, e C,—C, o
que limita o nimero de conformagdes que uma proteina pode assumir |26, 24].

Os angulos de rotagao das ligagoes N-C, e C,~C sao denominados ¢ e 1, respecti-

vamente. Na teoria, esses angulos podem assumir valores que vao de —180° a +180°,
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assumindo ¢ = 1 = 180° em que todos os atomos do grupo peptideos estao no mesmo
plano. No entanto, existem algumas combinagoes que sao inatingiveis devido a efeitos
estéricos, Figura 4. Dessa forma, a analise mais detalhada das combinagoes possiveis
dos valores de ¢ e v fornecem informagoes relevantes sobre a conformacao nativa de um

proteina [24].

Figura 4 — Figura esquematica evidenciando angulos de rotacao ¢ e 1.
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Fonte: Lehninger (2005) [24] - ADAPTADO

Dado a complexidade do arranjo espacial das proteinas, sua conformacao é dividida
em quatro niveis estruturais com ordem crescente de complexidade: estrutura primaria,
secundaria, terciaria e quaternaria. A estrutura primaéria, mais simples de todas, trata-
se da sequéncia linear dos residuos de aminoécidos que formam a cadeia polipeptidica
da proteina. As demais estruturas apresentam definicbes mais extensas, por isso serao

discutidas separadamente.

2.2.1 Estrutura secundaria

A estrutura secundéria consiste no arranjo tridimensional da cadeia polipeptidica ad-
quirido quando os atomos das cadeias laterais adjacentes interagem entre si, dando origem
a padroes estruturais recorrentes denominados conformagoes a-hélice (em inglés, a-helix)
e folha § (em inglés, S-sheet) |24, 27, 23|.

A conformagao a-hélice possui uma estrutura helicoidal formada pela tor¢ao (para
direita ou para esquerda) da cadeia polipeptidica 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 conformacao folha 3, Figura 5, é formada pela disposicao das cadeias polipeptidicas
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 ligagoes de hidro-
génio formadas entre os seguimentos adjacentes das cadeias polipeptidicas. As cadeias
laterais dos residuos de aminoacidos adjacentes projetam-se em direcoes opostas a partir

da estrutura em zigue-zague, criando um padrao alternado [24, 27, 23].
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Além das conformagoes a-hélice e folha f existem as dobras § (em inglés, beta turn),
também conhecidas como algas (em inglés, loops). Essa conformacao é um elemento de
conexao, formada a partir dos residuos que conectam uma estrutura secundéaria & outra,
sendo constituida por apenas quatro residuos de aminoacidos. Sua estrutura é mantida
fixa gracas a ligacao de hidrogénio formada entre o &tomo de oxigénio do grupo carbonila
do primeiro residuo com o atomo de hidrogénio da amina do quarto residuo, Figura
5 [24, 27, 23].

Figura 5 — Representagao esquematica dos tipos de estrutura secundaria: a-hélice, folha-
[ e dobra f.
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Fonte: Lehninger (2005) [24] - ADAPTADO

2.2.2 Estruturas terciarias e quaternarias

A maneira como as estruturas secundarias estao dispostas no espago é denominada
estrutura terciaria. Esse nivel estrutural é alcangado pelo arranjo global de todos os
atomos da proteina que pertencem a diferentes estruturas secundérias. A conformagcao
adquirida se mantém por meio das interacoes, fracas ou covalentes, entre os residuos,
sejam eles adjacentes ou nao [24, 27, 23|.

Todas as proteinas apresentam estrutura primaria, secundéria e tercidria, no entanto,
um quarto nivel estrutural é observado apenas em proteinas que apresentam mais de

uma cadeia polipeptidica, sejam elas iguais ou diferentes, formando multimeros. A es-
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trutura quaternaria é, portanto, a conformacao obtida por meia das interagoes entre as
subunidades que formam o grupo proteico [24, 27, 23].

De acordo com a complexidade dos niveis estruturais de uma proteina, ela pode ser
classificada em fibrosa ou globular. Proteinas denominadas fibrosas geralmente sao forma-
dos por apenas um tipo de estrutura secundaria e suas cadeias se encontram dispostas em
fios ou folhas longas; enquanto que as globulares apresentam uma mistura de estruturas
secundarias e suas cadeias polipeptidicas se encontram enoveladas em forma esférica ou
globular. O foco serd dado apenas a proteinas globulares, pois as estruturas proteicas
trabalhadas aqui pertencem a essa classificacao (24, 27, 23|.

A estrutura tridimensional de uma proteina globular é formada pela combinacao de
pequenos grupos de estruturas secundarias organizadas em arranjos geométricos espe-
cificos, denominados motivos (em inglés, motifs) conhecidos também como estruturas
supersecundarias. Em geral, essas conformagoes estao associadas & caracteristicas fun-
cionais da proteina e por isso sao arranjos recorrentes. Quando diferentes motivos se
combinam originando uma estrutura globular compacta, esta conformagao é conhecida
como dominio (em inglés, domain). Uma estrutura proteica, seja ela formada por apenas
uma ou varias cadeias polipeptidicas, se enovela (em inglés, folds) em diferentes domi-
nios, os quais tem seu ordenamento espacial de acordo com a funcgao biologica exibida
pela proteina [24, 27, 23|.
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3 Sistema estudado: antiNS1/NSI-DENV2

3.1 Montagem estrutural da proteina NS1

A proteina nao estrutural 1 (NS1) é uma glicoproteina ® e pode ser encontrada na
forma monomérica, dimérica (associada & membrana, mNS1) e hexamérica (forma se-
cretada, sNS1). O monomero, Figura 6, de 48 kDa apresenta dois sitios de glicosagao
(verde) e seis ligagoes de dissulfeto (amarelo) intramoleculares. Esta proteina enovela-
se formando trés diferentes dominios, a saber [3-roll (azul), wing (amarelo e laranja) e
B-ladder (vermelho) [29, 30].

O dominio B-roll é formado pela sequéncia de aminoacidos a.a. 1-29 em um eno-
velamento conhecido como [-harpin e esta localizado na porgao N-terminal da cadeia
polipeptidea. O dominio wing encontra-se entre as extremidades da cadeia polipeptidica
e é constituido pela sequéncia 38-151 em uma combinac¢ao de folhas § e a-hélices. E por
fim, o dominio -ladder (a.a.181-352) é composto por folhas S anti-paralelas que sao co-
nectadas por varios segmentos de conexao formando uma regiao em algas, conhecida como
superficie de al¢as (em inglés, loop surface). A composi¢ao de estruturas secundarias de

cada dominio pode ser melhor visualizada no diagrama topolédgico abaixo [29, 30].

Figura 6 — Diagrama topolégico da estrutura do monoémero NS1.

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

b Glicoproteina é o nome dada & proteinas que tem porcoes de carboidrato ligado em sua estrutura,
geralmente nos residuos de Cisteina.
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A dimerizagao da NS1 ocorre rapidamente dentro do reticulo endoplasmético (RE) por
meio do enlacamento dos dominios 3-roll de dois monoémeros, dando origem & forma dimé-
rica (mNS1), Figura 7-A. O dimero formado sofre processo de glicosagao com carboidratos
de alto teor de manose e, logo depois, é transportado para seus principais locais de atu-
agao: reticulo endoplasmatico (replicagao viral), membrana plasmatica e compartimento
extracelular (evasao viral) |9, 8.

O processo de evasao viral é caracterizado pelo transporte extracelular da NS1 em
sua forma hexamérica ou forma secretada (sNS1), Figura 7-B. Ela é uma lipoproteina
composta por trés estruturas diméricas que se mantém unidas por meio de interagoes
hidrofébicas entre os dominios 3-roll, formando um nicleo lipidico central inacessivel ao
solvente. Esse processo ocorre dentro do complexo de Golgi no reticulo endoplasmético
da célula hospedeira e, a NS1 é transportada para o meio extracelular através de vesiculas
transportadoras. Vale ressaltar que, as glicosilagoes presentes da forma dimérica (mNS1)
nao permanecem na forma secretada (sNS1), elas sdo removidas pelas enzimas glicosidases

e glicosiltransferase durante o processo de polimerizagao da NS1 [8].

Figura 7 — Representacao estrutural da NS1 (A) dimérica e (B) hexamérica, evidenciando
os dominios S-roll, wing e (-ladder.

B-ladder

Fonte: Scaturro (2015) [9]

3.2 Montagem estrutural das imunoglobulinas

Uma resposta imunolodgica surge como resultado da exposi¢ao a um estimulo estranho,
o qual ¢ desencadeado por compostos denominados antigenos. Dentre as respostas imu-
nologicas existentes a de maior relevancia para este trabalho é a adaptativa humoral. Ela

¢é responsavel pela protecao do organismo contra infec¢oes e virus encontrados na porgao
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extracelular. As principais proteinas participantes desse processo sao os anticorpos ou
imunoglobulinas, produzidos e secretados pelas células B ou linfocitos [26].

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

As cadeias leve e pesada estao distribuidas em dois tipos de fragmentos, o fragmento
de unido ao antigeno (Fab do inglés fragment antigen-binding) e o fragmento cristalizavel
(Fc), Figura 8. Cada Fab é composto por dois dominios de cadeia leve e dois de cadeia
pesada e o Fc é formado pelos demais dominios da cadeia pesada. Dentro dessa divisao,
os residuos das cadeias que constituem os dominios do Fab apresentam uma variabilidade
de residuos. Esta regiao ¢ comumente representada pela letra V de variavel, sendo Vg
para regiao variavel da cadeia pesada e V para cadeia leve. Portanto, as demais sao
representadas pela letra C, de constante, seguindo a mesma logica [32].

A regiao responsavel pelo reconhecimento molecular esté localizada na extremidade da
regiao variavel dos Fabs e é denominada regiao de determinagao da complementariedade
(CDR, em inglés Complementary-determining Region), Figura 8. Cada cadeia possui
trés CDRs, as quais sao comumente formadas pelas seguintes sequéncias de aminoacidos:
CDRI1 (a.a.31-34), CDR2 (a.a.50-56) e CDR3 (a.a.93-99) [33, 34].

Figura 8 — Representagao da estrutura geral das imunoglobulinas.
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Fonte: Abbas (2008) [26]- ADAPTADO.
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3.3 Interacdo antigeno-anticorpo

Tanto a NS1 secretada (sNS1) quanto a associada & membrana celular (mNS1) sao
altamente imunogénicas, ou seja, sao susceptiveis ao reconhecimento pelas proteinas do
sistema imunolégico: os anticorpos. Os contatos interatomicos estabelecidos entre o an-
ticorpo e o antigeno sao altamente especificos e resultantes da complementariedade qui-
mica entre os residuos de aminoacido que formam o epitopo® do antigeno e os da CDR
do anticorpo. A complementariedade é obtida por meio de mudancgas conformacionais da
interface de interacao e, diz respeito a forma e localizagao dos residuos polares, apolares e
de ligagoes de hidrogénio. Sendo, portanto, o fator condutor para formacao das interacoes
reversiveis responséaveis pela manutenc¢ao do complexo antigeno-anticorpo [35, 32, 24].

O mecanismo de reconhecimento das moléculas de anticorpo tem sido utilizado na
deteccao especifica de moléculas em diferentes tipos de amostras [36, 37, 38]. Atualmente,
este principio tem sido aplicado a amostras biolégicas, como o soro, para o diagnoéstico de
doengas. Tal procedimento é realizado por meio da deteccao de moléculas marcadoras,
como proteinas antigénicas [39, 40].

Desta forma, o estudo das interacoes de complexos antigeno-anticorpo podem fornecer
bases moleculares para compreensao do processo de reconhecimento. Dessa maneira, a
longo prazo, doencas que compartilham marcadores similares, como a Zika e a Dengue,
podem ser diferenciadas por diagnoésticos, que utilizam o principio de afinidade especifica
dos complexos antigeno-anticorpo.

A maneira mais eficiente de estudar interagoes atomicas entre duas moléculas, é através
da estrutura tridimensional do complexo formado por elas. Dentre as técnicas de maior
relevancia para o estudo de estruturas proteicas esté a cristalografia de raio X. Esta técnica
permite obter estruturas tridimensionais com resolugoes consideravelmente boas, mas, o
procedimento experimental envolvido é demorado, dificil e caro. Diante disso, ferramentas
computacionais, como o ancoramento molecular (em inglés, docking molecular), permitem
o estudo de interacoes entre proteinas por meio da modelagem computacional. Dessa
forma, os complexos proteicos podem ser avaliados em um tempo muito menor com boa

concordancia a resultados experimentais [41].

¢ Epitopo é a parte de um antigeno que estd diretamente envolvida na interacao antigeno-receptor

(pequena parte do antigeno) é chamada de determinante antigénico ou epitopo. Um antigeno pode
ter numerosos epitopos que podem ser iguais (epitopos repetidos)



29

4 Ferramentas metodoldgicas

41 Ancoramento molecular

Compreender a natureza do reconhecimento macromolecular significa saber como e
onde ocorre a interacao proteina-proteina, e isto é um grande desafio. Entretanto, a
partir da estrutura tridimensional do complexo proteico, é possivel analisar a regiao e os
residuos envolvidos na interface de interacao do complexo. Isto permite compreender a
afinidade ou nao afinidade entre duas proteinas [42].

Nas tltimas duas décadas, uma grande variedade de algoritimos teéricos foram desen-
volvidos com o objetivo de prever estruturas de complexos proteina-proteina. Estes algo-
ritmos constituem o método computacional denominado ancoramento molecular (AM). O
desenvolvimento desta nova metodologia despertou grande interesse da comunidade cien-
tifica acerca do ancoramento molecular de proteinas, o que permitiu a aplicacao de abor-
dagens interdisciplinares & modelagem, predicao e compreensao deste tipo de interacao.
No entanto, a predi¢ao correta de complexos proteicos permanece um grande desafio na
biologia estrutural, especialmente quando trata-se de sistemas do tipo antigeno-anticorpo
[43, 44].

O primeiro algoritmo de ancoramento molecular destinado & predicao de complexos
proteicos, foi desenvolvido por Janin e Wodak em 1978 [45], dando inicio & cria¢ao de uma,
grande variedade de algoritmos de ancoramento molecular. De modo geral, o objetivo

principal de todos esses algoritimos é,

“l...] prever o arranjo tridimensional de um complexo proteina-proteina
a partir das coordenadas de suas moléculas componentes, sendo uma
previsao precisa a que apontard a maioria dos contatos residuos-residuos
envolvidos na interagao do alvo.” (MOREIRA; FERNANDES; RAMOS,
2010, p.318, traducao nossa)[46].

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

O algoritimo de busca consiste na pesquisa de todas as possiveis orientacoes e con-
formacgoes relativas entre o receptor e o ligante. Este procedimento envolve todas as
possibilidade de movimentos no espago 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 rigido). A busca no espago 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 réapida de Fourier, para

acelerar a busca configuracional [47, 48].
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Uma func¢ao de pontuacao é uma funcao matemaética simplificada usada para predizer
as forcas de interagao entre duas moléculas em uma determinada configuracao. Elas sao
tradicionalmente divididas em trés categorias: baseadas em campo de forca, baseadas
em conhecimento de pares e empirica. Dentro da metodologia de ancoramento molecu-
lar, essas fungoes tém como objetivo estimar a energia de ligagao entre duas moléculas.
Para isso, diferentes termos relacionados as propriedades fisico-quimicas das interagoes
proteina-ligante sao considerados e o calculo da energia de ligacao é feito de acordo com
a abordagem aplicada [49].

Funcoes de pontuacgao baseadas em campo de for¢a calculam a energia de ligagao atra-
vés da soma dos termos de interacao individual, os quais sao descritos por meio de um
conjunto de parametros derivados de algum campo de forca. Dentre os termos mais comu-
mente utilizados estao: energias de Van de Waals (VDW), energias eletrostatica, energias
de interagao ligada (comprimento, rotacdo, translagao), etc [49, 47]. Um exemplo desse

tipo de funcao é dado por

A B G
Eiaéoz - — 4.1
e ;; (d}f d?j i 5(dz’j)dij>’ 4D

em que, d;; representa a distancia entre o atomo ¢ da proteina e o atomo j do ligante, A;;
e B;; sao os parametros de VDW, ¢; e ¢; sdo as cargas atomicas e £(d;;) € a constante
dielétrica dependente da distancia.

Funcgoes de pontuagao baseadas em conhecimento de pares utilizam a relacao inversa
da distribuigao de Boltzmann, como uma anélise estatistica para relacionar os pares de re-
siduos presentes na interagao de complexos cristalogréaficos proteina-ligante. Dessa forma,
a energia de ligacao do complexo é calculada a partir dos dados de pares emparelhados.
Para isso, esses dados sao convertido em um pseudo-potencial, conhecido como potencial
de for¢a médio (PMF), apresentado na Eq. 4.2. A soma destes potenciais, w(r), fornece
entao a energia de ligagao do complexo por meio da preferéncia geométrica dos pares de

residuos emparelhados [50, 51].

w(r) = —=kpTinp(r)/p*(r)], (4.2)

em que, T é a temperatura absoluta, kg é a constante de Boltzmann, p(r) é a densidade
numeérica do par proteina-ligante a distdncia r no conjunto de treinamento, p*(r) é a
densidade do par em um estado de referéncia onde as interagoes interatomicas sao zero.
Fungoes de pontuacao empirica baseiam-se no principio de que a energia livre de
ligagao pode ser calculada por meio da soma de termos nao correlacionados. Dessa forma,
cada termo tem sua contribuicao relativa dada por um coeficiente que é parametrizado

de maneira a reproduzir os dados experimentais de afinidade de ligacao de complexos
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proteina-ligante existentes. A maneira mais simples de representar esse tipo de funcao é

AG =) W.AG, (4.3)

em que, W; é o coeficiente de cada termo AG; relacionado a alguma propriedade fisico-
quimica considerada, por exemplo, energias livres de solvatagdo (AGsew.), de interagoes
de Van der Waals (AG,qy), de ligacoes de hidrogénio AG;,n [49].

As metodologias de AM sao implementadas em diversos softwares, os quais diferem-se
entre si de acordo com o algoritmo de busca e a fungao pontuagao utilizados. Eles passam
por um processo de teste e validagao, o qual é realizado por meio da avaliacao da qualidade
dos modelos preditos. Este processo compreende os experimentos internacionais de Avali-
agao Critica de Interacoes Preditas ( CAPRI, do inglés Critical Assessment of PRedicted
Interactions), os quais foram desenvolvidos de acordo com o modelo de Avaliagao Critica
das Técnicas de Previsao da Estrutura Proteica (CASP, do inglés Critical Assessment of
Techniques for Protein Structure Prediction). Nesses experimentos, os modelos gerados
sao avaliados de acordo com os critérios de L-RMSD (RMSD global), i-RMSD (RMSD de
interface) e Fnat (fracdo de residuos nativos) estabelecidos pela CAPRI [46].

A maioria destes softwares foram desenvolvidos para o estudo de interacoes de peque-
nas moléculas em sitios de proteinas alvo. No entanto, avangos computacionais e cientificos
permitiram a ampliacao para sistemas maiores, como complexos proteina-proteina. Entre-
tanto, apesar do considerédvel progresso desta area, alguns problemas ainda permanecem
relutantes, dado a complexidade estrutural das proteinas |43, 52].

Durante o processo de formagao do complexo proteico é necessario que as interfaces
de ambas moléculas estejam dispostas de maneira favoravel, ou seja, em uma orientagao e
conformacao altamente especificas. Isto significa que a estrutura de ambas moléculas estao
inicialmente em um conformagao nao ligada (unbound) e, & medida que elas aproximam-se
uma da outra ocorre uma mudanca conformacional das cadeias principal e laterais. Ao
final, as moléculas que formam o complexo estao em uma conformacao diferente daquela
apresentada antes da interacao; este estado é denominado conformagao ligada (bound).
Este modelo de interacao é denominado modelo de ajuste induzido e, foi proposto por
Daniel Koshland em 1958 [53]. Esse modelo evidencia que ocorre uma adaptagao mutua,
das duas proteinas durante a formacao do complexo, sendo os residuos de aminoécido da
interface de interacao os que sofrem maior perturbacao.

Neste sentido, para que uma predi¢ao seja considerada perfeita, é preciso que a me-
todologia de ancoramento molecular forneca um modelo de complexo correspondente &
conformacao ligada de ambas proteinas; tendo como configuracao de partida as estrutu-
ras nas conformagoes nao ligadas. No entanto, dentre as milhares estruturas de proteinas
disponiveis no banco de dados de proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank), apenas
algumas centenas apresentam estruturas nao ligadas com alta resolugao. Em especial,

para moléculas de anticorpo a maioria das estruturas disponiveis estao na conformacao
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ligada, pois complexos do tipo antigeno-anticorpo sao complexos transientes, ou seja, sao
complexos que permanecem unidos durante um curto espago de tempo [46].

Dessa forma, o primeiro desafio enfrentado pelo ancoramento molecular é a ausén-
cia de flexibilidade estrutural durante o procedimento de busca conformacional, realizada
através do algoritmo de busca. Essa privagao exclui conformagoes mais energeticamente
favoraveis, pois torna a superficie de energia pouco representativa [54]. Além disso, é ne-
cessario que o complexo proteico de mais baixa energia livre seja encontrado. Entretanto,
devido & complexidade envolvida nos fatores energéticos que regem as interagoes, esta
tarefa ndo é nada facil. E entdo que surge o segundo maior desafio do ancoramento mo-
lecular, a ineficiéncia das fungoes de pontuacao em combinar todos os fatores energéticos
a um reduzido custo computacional [55].

De modo geral, o impasse enfrentado pelo AM esta na limitada capacidade de discri-
minacao entre modelos precisos e imprecisos. Isto significa que nao se pode confiar que o
modelo de maior pontuacao, ou seja, de energia mais negativa, serd o modelo que mais se
aproxima da conformagao nativa. Este fato é ainda pior quando uma predigao as cegas é
realizada, ou seja, quando nao se tem o conhecimento do complexo alvo [56].

No entanto, as falhas envolvidas no processo de discriminacao podem ser superadas
quando os modelos obtidos em um ancoramento rigido (auséncia de flexibilidade) séo
submetidos a um poés-tratamento. Esse pos-tratamento tem como objetivo refinar ou
repontuar os modelos de modo a realizar uma discriminagao entre as configuragoes re-
presentativas e pouco representativas. Diversas abordagens sao relatadas na literatura e,
dentre elas esta o refinamento a partir da inclusao 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, informagoes experimentais podem auxiliar tanto na orien-
tagao quanto na validagao do desempenho do ancoramento molecular. Essa abordagem
ja foi utilizada em alguns estudos de interagao antigeno-anticorpo envolvendo a proteina
de envelope (E) dos virus da Dengue e Zika e, foi observado sucesso na discriminagao 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/DENV?2).
Esse protocolo é composto por uma série de procedimentos que englobam diferentes
softwares de ancoramento molecular, incluindo flexibilidade conformacional e, informa-
¢oes de entalpia de ligacdo (AHy, ), calculada a partir do calor de formacao (AHy), o
qual foi obtido por métodos quanticos semi-empiricos. Vale ressaltar que neste estudo,
informacgoes experimentais s6 foram utilizadas para avaliar a utilidade do protocolo su-
gerido. Detalhes sobre a sequéncia metodologica utilizada na construgao desse protocolo

estao apresentados no Capitulo 5.
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4.2 Método quantico semi-empirico

Na mecanica quantica, a energia total de um sistema ¢ dada pela soma das energias po-
tencial e cinética entre ntucleos e elétrons. A partir da aproximacao de Born-Oppenheimer,
o termo de energia eletronica pode ser calculado separado do termo de energia nuclear.
Dessa forma, a equagao de Schrodinger pode ser descrita apenas para a parte eletronica

do atomo

ﬁe¢e = Ee¢e7 (44)

em que, H. é o Hamiltoniano eletronico, 1. é a funcao de onda mono-eletronica e E, é
a energia eletronica (62, 63, 64]. A soluc¢ao da Eq. 4.4 pode ser encontrada a partir da
combinagao linear dos orbitais atémicos (LCAO do inglés, Linear Combination of Atomic
Orbitals).

Em 1951, Roothaan [65] propos que um orbital atomico (14) pode ser descrito como

a combinacao linear de um conjunto de fungdes de base (X;),

va =Y X, (4.5)

em que, X; formam um conjunto completo de fungoes de base, ¢; é o coeficiente de
expansao e 14 é o orbital atomico de interesse. Ao aplicar esta ideia para obter a funcao

de onda W,; que descreve um orbital molecular, encontramos

Uy = Citba,, (4.6)

sendo V), a soma dos coeficientes C; e das funcoes de onda atomicas 14, que contribuem
para formacao do orbital molecular. Aqui, o coeficiente C; representa a contribuicao
individual de cada funcao atémica v 4,. A funcdo de onda 4, é uma funcao mono-
eletronica obtida a partir da aproximagao de Hartree-Fock [66].

Os orbitais moleculares (OM) dados a partir da fungao da Eq. 4.6 sdo obtidos por meio
da aproximagao de Hartree-Fock via método de campo auto-consistente iterativo (SCF,
do inglés Self-Consistent Field). Esse método soluciona de maneira iterativa a equagao
de autovalores F'U,; = EW,, por meio da aproximacao da matriz de Fock. Os elementos
que compoem esta matriz sao obtidas via integrais de troca que correspondem as diversas
interagdes entre os elétrons que estao presentes nos atomos [66, 67, 68].

Para sistemas com um grande niimero de atomos, a solucao dessas integrais torna os
calculos computacionalmente custoso. Para superar este problema vérios pesquisadores,
dentre eles Michael J. S. Dewar [69], desenvolveram novas técnicas com o objetivo de tor-
nar a aproximagao Hartree-Fock computacionalmente menos intensa, mas sem sacrificar
drasticamente a precisao do método. A maneira mais eficiente encontrada foi negligenciar

algumas integrais e utilizar aproximacoes através do emprego de fungoes paramétricas que
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ajustam-se a dados experimentais. Este novo conjunto de técnicas constitui os métodos
quanticos semi-empiricos.

Durante os anos, o formalismo e os parametros que constituem os métodos quanticos
semi-empiricos foram aperfeicoados e deram origem a diversos métodos padroes, 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 dominio publico, tais como o
MOPAC (Molecular Orbital PACkage) |75], e sdo usados no célculo da energia eletronica,
para obter orbitais moleculares e calor de formacao de moléculas em uma determinada
geometria molecular, além de outras informagoes como espectro vibracional, propriedades
termodinamicas, dentre outras informagoes moleculares [76].

Dentre os métodos semi-empiricos atuais, o PM7, destaca-se devido as melhorias na
descrigao de algumas propriedades, como calor de formacao, e a inclusao de uma parame-
trizagdo melhorada para descri¢ao de interagoes nao covalentes [77].

De acordo com Nikita e colaboradores (2004) [78|, as interagdes nao covalentes es-
tabelecidas em um complexo proteina-ligante estao diretamente relacionadas com a sua
entalpia de ligacdo (AHy;,), ou seja, uma AHj;, favoravel pode indicar que as interacoes
formadas sao relevantes para manutencao do complexo. Dessa forma, as interagoes nao
covalentes, envolvidas na formagao do complexo, podem ser melhor caracterizadas por
meio da entalpia de ligacao.

Para obter a entalpia de ligacdo (AHj,) é necessario calcular o calor de formacao
(AHy) dos componentes do complexo. No software MOPAC [79], o AH; é dado pela com-
binagao da energia eletronica (FEg..) € a da energia total de repulsao nticleo-nticleo (E, )
com a soma das energias envolvidas na atomiza¢ao (Ejs.(A)) e ionizagao (D> Euiom(A))

das moléculas num estado gasoso, resultando na seguinte equacao

AHf - (Eelec + Enucl) - Z Eisol<A) + Z Eatom(A)7 (47)
em que,
1
Eelec = 5 Z Z P,uv(H,u,v + F;w)v (48)
W
Enucl = Z Z 21/421/8 < SASA‘SBSB > [1 + F(A) + F(B)] (49)
A A>B

Na equacao Eq. 4.8, os termos P, F' e H sao as matrizes de densidade, de Fock e de
um elétron, respectivamente, e os subscritos p e v indicam que os orbitais atdémicos sao
centrados em um atomo. As matrizes de densidade e de Fock sao geradas pelo método
SCF.

A Eq. 4.9 descreve a energia total de repulsao entre o ntcleo A e o nucleo B a uma

distancia Rap, com cargas efetivas Z'y e Z;, em que < sas4|spsp > € a integral de repul-
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sao elétron-elétron e F(A) e F(B) sao fungoes que dependem da distancia internuclear,
Rap.

Como ja dito, a construgao da matriz de Fock demanda a resolugao de varias integrais e,
na metodologia semi-empirica o niimero e complexidade destas integrais diminuem. Mas,
os calculos SCF utilizam métodos de &lgebra matricial na sua resolucao. Isto implica
que o niamero de operagoes aumenta a terceira poténcia do tamanho do sistema, ou seja,
serd necessario realizar N® operacoes para um sistema com N ntimero de dtomos. Desta,
forma, o tratamento de grandes sistemas, como é o caso das proteinas, seria inviavel
pelos métodos quanticos semi-empiricos. Uma maneira para solucionar isso, foi proposta
por Stewart no desenvolvimento da abordagem MOZYME (80|, disponivel no software
MOPAC.

Resumidamente, a abordagem MOZYME faz com que o procedimento padrao para
a resolugao das equagoes do método SCF seja substituido por um método de Orbitais
Moleculares Localizados. Dessa maneira, as funcoes de base usadas para descrever os
orbitais atomicos sao substituidas por fungoes de Orbital Molecular Localizado (OML).
Isto faz com que a construcao da matriz de Fock seja realizada de maneira mais rapida,
pois & medida que aumenta-se o nimero de atomos também é aumentado o nimero de
OMLs e, em sistemas macromoleculares a maioria dos OMLs virtuais e ocupados ainda
nao tém atomos em comum, o que significa nesse caso que, a interacao ¢ automaticamente
nula, diminuindo o niamero de termos a serem calculado [81, 80].

De modo geral, a abordagem semi-empirica, a partir do formalismo adotado pelos
métodos ab initio, conserva a fisica essencial a descri¢ao das propriedades de um sistema.
Ao passo que as aproximagoes aplicadas contribuem para a rapidez do método e, boas
parametrizacoes corrigem os erros introduzidos por essas aproximacoes. Dessa forma, a
descricao de um sistema utilizando métodos semi-empiricos, tem visado principalmente
grandes biomoléculas [82].

Neste sentido, a grande vantagem de utilizar os métodos quanticos semi-empiricos é
que eles permitem o estudo de sistemas com um grande ntimero de atomos, o que nao
é viavel computacionalmente pelos métodos de primeiros principios e, por considerar a
estrutura eletronica, estes métodos tornam-se muito mais versateis do que os mecanico

moleculares no calculo de propriedades termoquimicas 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 predicao dos softwares escolhidos por meio de um re-ancoramento da
estrutura cristalografica 22NS/WNV (PDB.ID:40II). A segunda etapa, foi destinada a
obtencao de modelos de complexo para o sistema estudado, utilizando softwares online,
baseados em diferentes algoritmos de busca global.

Na terceira etapa, foi realizada a selegao dos modelos de menor energia, uma vez que
cada software gerou 1000 modelos; portanto, todas essas conformacoes foram classifica-
das de acordo com a energia de ligacao, sendo a energia de ligagao minima o critério
para selegao das 10 melhores configuragoes de cada software. A quarta etapa foi des-
tinada a exclusao das configuragoes, dentre as selecionadas na terceira etapa, que nao
apresentaram susceptibilidade de interacao devido & inacessibilidade do dominio -roll do
antigeno. Dessa forma, todas as configuracoes que apresentaram interagao nessa regiao
foram excluidas.

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

Neste estudo foram utilizados trés softwares de ancoramento molecular: dois para
obtengao de configuragoes e um para o refinamento dos modelos no pés-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 proteina. Por esses motivos, é que ele foi utilizado para o refinamento
das configuragoes obtidas pelos softwares anteriores.

Todos os softwares de ancoramento molecular utilizados sao acessiveis online nos
seguintes sitios eletronicos de dominio publico: 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

ClusPro Avaliar capacidade de predicao
1 - Re-ancoramento | PatchDock | 22NS/WNV dos softwares para o sistema

Rosetta de interesse.

ClusPro Obter modelos de complexo
2 - Busca Global PatchDock 22NS/DENV2 para o sistema estudado.

Selecionar os 10 modelos
3 - Modelos Top10 - 22NS/DENV2 de menor energia de
cada software.
Excluir dentre dos 10 modelos de
4 - Critério de menor energia aqueles
Acessibilidade ) 22NS/DENV2 que apresentaram
interagao no dominio [3-roll.
Avaliar comportamento

de estrutura nativa

a partir da anélise
do RMSD de interface (i-RMSD).

5 - Pos-tratamento Rosetta | 22NS/DENV2

Fonte: A autora.

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

A estrutura inicial da proteina nao estrutural 1 do virus da Dengue sorotipo 2 (NS1-
DENV2) e do fragmento de unido ao antigeno do anticorpo monoclonal antiNS1 (22NS)
estudadas neste trabalho, foram obtidas do banco de dados de proteinas RCSB-PDB
(do inglés, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics — Protein Data Bank)
identificadas pelo codigo do modelo cristalogréafico 406B e 40II, respectivamente.

No célculo de ancoramento molecular, realizado no ClusPro e PatchDock, as configura-
¢oes iniciais submetidas foram as estruturas cristalogréficas do anticorpo 22NS (receptor)
e do antigeno NS1-DENV?2 (ligante). Em ambos, o algoritmo de busca global foi configu-
rado para o modo anticorpo-antigeno, de modo a limitar a regiao de busca as CDRs do
anticorpo.

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

As etapas descritas acima foram empregadas, da mesma forma, & etapa 1 de re-
ancoramento da estrutura 22NS/WNV. Neste caso, apenas a pose de menor energia de
cada programa: WCO01, do ClusPro e WP01, do PatchDock, foi selecionada.

Apobs a selegao realizada na etapa 3, os modelos foram submetidos a etapa 4 para
avaliar a localizacao da interacao. Isto foi feito de acordo com a area acessivel para

interagdo da estrutura da proteina soluvel (sNS1), a qual apresenta seus dominios [3-roll
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internalizados na forma hexamérica. Dessa forma, todos os modelos que apresentaram
interagao no dominio f-roll foram descartados. Ao final, dentre as 10 poses resultaram
cinco provenientes do ClusPro, nomeados por DC00, DC01, DC04, DC06 e DCO08, e trés
do PatchDock, nomeadas por DP07, DP08 e DP09.

5.1.2 Pés-tratamento: Etapa b

O objetivo da etapa 5 foi realizar o pds-tratamento dos modelos obtidos de um ancora-
mento molecular rigido. Como discutido na Secao 4.1, a realizagao de um pos-tratamento
faz-se necessaria para que as falhas de discriminacao entre modelos precisos e imprecisos
sejam superadas. Portanto, neste estudo foi proposto a avaliacao do comportamento de
estrutura nativa a partir da anélise do i-RMSD. Para isso, os modelos resultantes das
etapas anteriores foram utilizados como conformacao inicial para os calculos de ancora-
mento molecular no servidor online Rosetta. Este procedimento foi utilizado para refinar
os modelos selecionados (DC00, DC01, DC04, DC06, DC08, DP07, DP08 ¢ DP09) por
meio de uma nova avaliagao.

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

Para realizar a nova avaliagao proposta, inicialmente, foi utilizado o re-ancoramento
da estrutura cristalografica do complexo 22NS/WNV| para obter um perfil de compor-
tamento de conformacao nativa. Este perfil foi tracado 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 residuos da interface do complexo com relacao
a configuragao inicial [87]. Os intervalos de valores de i-RMSD e suas categorias sao: 0
< i-RMSD < 1: EXCELENTE; 1 < i-RMSD < 2: MODERADO e 2 < i-RMSD < 4:
ACEITAVEL.

Sendo assim, os modelos gerados no Rosetta foram classificados como excelentes, mo-
derados ou aceitos. E a quantidade desses modelos possibilitou a construcao de um perfil
de conformagao 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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Fonte: A autora.

5.2 Calculo da entalpia de ligacdo: MOPAC

As configuragdes obtidas como arquivo de saida nos programas de ancoramento mole-
cular e as estruturas cristalograficas do PDB, nao possuem hidrogénios em sua estrutura.
Portanto, os modelos DC08, WCO01, WPO01 e a estrutura cristalografica 22NS/WNV| foram
submetidos a um pré-processamento para adicao de hidrogénios. Esta tarefa foi realizada
utilizando-se o modulo pdb2gmz implementado no programa GROMACS 2016.4 [88], con-
siderando a forma de protonagao dos residuos de histidina (HIS) como N101.

Adicionalmente, para evitar que pequenos erros nas coordenadas dos atomos da pro-
teina contribuam com energias nao realistas no calculo de energia, as estruturas foram
otimizadas. Dessa forma, foi realizado apenas a otimizacao dos atomos de hidrogénios
(OPT-H), utilizando o método PM7, juntamente com a aproximagao MOZYME, usando
o modelo COSMO [89] como um modelo de solvente implicito e mantendo os &tomos
pesados fixos nas suas posigoes cristalograficas (NOOPT). Considerando a solvatagao em
agua, a constante dielétrica utilizada foi EPS=784 a T= 25°C e, o critério para uma
geometria otimizada foi configurado em GNORM=5.

Utilizando os modelos previamente otimizados, o célculo do AHy, foi realizado pelo o
método PM7, juntamente com a abordagem MOZYME e solvatacao implicita, da mesma

maneira como foi para a otimizacao. Adicionalmente, nesta etapa foi solicitado a rea-



Capitulo 5. Metodologia 40

lizacao de apenas um célculo de campo auto-consistente, 1SCF, para corrigir possiveis
erros no calor de formacao. Estes erros podem surgir no uso da abordagem MOZYME
e referem-se a perda de ortogonalidade dos orbitais moleculares localizados. Ao realizar
apenas um calculo SCF para a estrutura otimizada esses erros sdo entao superados |75].

Por fim, a entalpia de ligacdo (AH;;,) de cada complexo foi calculada de acordo com

a equacao proposta por Nikitta e colaboradores (2004) [78|, expressa por
A}Ilig = Any(complezo) - (AHf(anticorpo) + A1[[]"(amfigeno)) 5 (51)

em que cada um dos valores de AHy para o complexo, anticorpo e antigeno foram obtidos

a partir dos calculos semi-empiricos realizados no software MOPAC 2016.
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6 Resultados e Discussdes

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 estao
expostas na Figura 10, em que a estrutura do Fab do anticorpo, composta pelas cadeias
L (leve) e H (pesada), estdao na coloracao amarela e, as cadeias A e B da estrutura do

antigeno (WNV), em vermelho e azul, respectivamente.

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

B. WCO01 : w‘; "" . C.WP01

Fonte: A autora, Pymol [90].

Visualmente, foi possivel verificar que ambos programas retornaram configuracoes de
complexos que apresentam orientacao semelhante & encontrada na estrutura cristalogra-
fica. A principio, essa semelhanca pode ser atribuida ao fato de que, ambos softwares
previram corretamente a regiao de interagao. Ela esta localizada na por¢ao do dominio (-
ladder, mais especificamente, na regiao oposta aquela formada pelas estruturas de folhas
B, conhecida como superficie de alca.

Considerando-se apenas o dominio de interacao, os resultados do re-ancoramento mos-
traram a capacidade, de ambos softwares, de predizer corretamente a regiao de interacao
para o complexo antigeno-anticorpo. No entanto, uma discussao mais detalhada da inter-

face de interacao esta apresentada na Secao 6.1.2.
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Sistema estudado: DENV2/22NS

As configuragoes do sistema DENV2/22NS apos a selegao realizada na etapa 4, dos
softwares ClusPro e PatchDock, estao expostas nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
Em ambas figuras, a estrutura do Fab do anticorpo, composta pelas cadeias L (leve) e
H (pesada), estdo na coloracdo amarela e, as cadeias A e B da estrutura do antigeno

(DENV2), em vermelho e azul, respectivamente.

Figura 11 — Representacao 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 — Representacao 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 interacao a porcao do dominio Wing. Este

dominio é constituido pelos residuos a.a. 38-151. Nesta regiao ja foram identificados trés



Capitulo 6. Resultados e Discussies 43

possiveis epitopos, evidenciando que a orientacao predita, por ambos softwares, trata-se
de uma possivel regiao de interacao conforme estudos in silico e in vitro encontrados na
literatura [21, 91, 92, 93|.

0.1.2 Poés-tratamento: Etapa 5

De posse das mil configuragoes geradas a partir do Rosetta Webserver e de seus respec-
tivos valores de i-RMSD um perfil de comportamento de conformagao nativa foi obtido.

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

Figura 13 — Quantidade de poses por modelo de acordo com o critério estabelecido pela

CAPRI.
40
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Fonte: A autora.

Como dito na Secao 2.2, um complexo estd em sua conformagao nativa quando a
estrutura tridimensional estabelecida por ele encontra-se em um estado de maior esta-
bilidade termodindmica. Esta estabilidade esta diretamente relacionada com a energia
livre de ligacao do complexo, calculada através da funcao de pontuagao implementada

nos softwares de ancoramento molecular.
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Desse modo, a anélise da etapa 5 foi realizada baseada na seguinte premissa: se uma
pose apresenta i-RMSD> 4 foi necessaria mudanca conformacional significativa para que
o complexo atingisse energia de ligagao favoravel. Considerando que a estrutura inicial
é uma estrutura nativa, uma elevada mudanga na conformacao da interface sugere que,
esta configuragao nao encontra-se em sua conformacao nativa.

Partindo desse pressuposto e sabendo que a estrutura cristalografica WNV /22NS esté
em sua conformacao nativa, a analise da quantidade de modelos que adequaram-se ao
critério de i-RMSD da CAPRI pode fornecer um perfil de comportamento de uma con-
formacao nativa. Dessa forma, é esperado que a configuracao mais representativa seja
aquela que apresenta quantidades de poses semelhantes ao sistema de comparagao [87].
Dentre todos os modelos analisados, o DCO8 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 aquela obtida no perfil do modelo crista-
lografico. Em contrapartida, o modelo DP07 foi o que mais distanciou-se ao apresentar

quantidades abaixo da linha de referencia.

6.2 Analise da viabilidade do procedimento metodolégico

A andlise de comportamento de estrutura nativa foi validada de duas maneiras: (a)
a partir dos valores de entalpia de ligagao, obtidos através de calculos quanticos semi-
empiricos e (b) pela andlise da interface de interagao predita.
(a) Entalpia de ligacdo

Os valores de AH;;, para o modelo cristalografico WNV /22NS e para os modelos
WCO01, WP0O1 E DCO8 estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de AHj;,, calculados a partir dos valores de AH; obtidos no programa

MOPAC 2016.
Complexo | AH;,(kJ mol™t)
WNV /22NS -620,95
WC01 -614,71
WPO1 44,81
DCO08 -460,07

Fonte: A autora.

Para melhor compreensao dos valores de AHj;, foi realizada a comparacao das inter-

faces de interacao dos complexos, apresentada na Figura 14.
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Figura 14 — Representacao em malha da sobreposicao da interface de interagao da estru-
tura cristalografica 22NS/WNV, em coloragao amarela, com os modelos (A)
WCO01, em azul, e (B) WP01, em vermelho.

B.

RMSD: 0,666 RMSD: 0,002

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

Analisando-se os valores AHj;4, Tabela 2 e os valores de RMSD, notou-se uma con-
trovérsia. Para o complexo WCO01, de maior RMSD, o valor AHj;, estd na mesma ordem
de grandeza do valor para estrutura cristalografica 22NS/WNV. Enquanto que, para o
WPO01, de menor RMSD, o valor de AHj;, distanciou-se daquele obtido para a estrutura
cristalografica. Tal evento pode sugerir que, os residuos preditos no modelo WCO01 sao
mais significativos para a formacao do complexo e que, alguns residuos preditos no WP01
contribuem negativamente para a formagao do complexo.

Diante do exposto, foi realizada uma analise dos residuos ausentes ou presentes na
interface de interagao, como mostrado na Figura 15. Na figura, esses residuos estao
identificados pelos codigo e o identificador (ex: CYS316 - residuo de cisteina localizado

na posi¢ao 316 da sequéncia FASTA da proteina).
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Figura 15 — Representacao em malha da sobreposicao da interface de interagao da estru-
tura cristalografica 22NS/WNV, em coloragao amarela, com os modelos (A)
WCO01, em azul, com residuos em esferas amarelas e (B) WP01, em vermelho,
com residuos em esferas vermelhas.

A. B.

GLU238

GLY292

THR317

ASP208

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

Foi observado que os residuos CYS316, GLY292, GLY295 E GLU238 (Figura.15-B)
estao presentes apenas na superficie de interacao do modelo WPO1. Isso pode indicar que,
a baixa estabilidade deste complexo pode estar associada & presenca desses residuos na
interface de interagao. Por outro lado, os residuos THR317, LEU287, TRP210, THR209
e ASP208, presentes apenas na superficie de interagao do complexo WNV /22NS, sugere
que tais residuos pouco contribuem para a estabilidade do complexo.

Neste sentido, o software ClusPro mostrou melhor desempenho na predic¢ao de residuos
que interagem mais significativamente com o anticorpo 22NS. Além disso, foi possivel
verificar que o valor de AHj;; obtido para o modelo DCO8 é comparavel ao valor obtido
para a estrutura experimental 22NS/WNV. Isto indica que o DC08 ¢ um candidato em

potencial para o complexo 22NS/DENV2 em sua conformagao nativa.

(b) Interface de interagao

Inicialmente, foi utilizado o AppA [94] (http://mspc.bii.a-star.edu.sg/minhn/appa.html)
para obtencao das interfaces?. Estas interfaces estdo apresentadas na Figura 16 e o Nu-
mero de Residuos que Pertencem a Epitopo (NRPE) esta exposto na Tabela 3.

Como dito no Capitulo 3, a estrutura dimérica da NS1 é formada por dois monoémeros
da NS1, que enovelam-se em trés diferentes dominios: S-roll, wing e B-ladder. O dominio
[B-roll é formado por a.a. 1-29; o wing por a.a. 38-151 e B-roll por a.a. 181-352. Os

dominios de uma proteina apresentam ordenamento espacial de acordo com a funcao

4 A interface de interagdo é obtida considerando-se os residuos de contato. Os residuos de contato
s@o identificados como residuos de uma estrutura de anticorpo (antigeno) cujas areas de superficie
acessivel a solvente (ASA) mudam com a formagdo de seu complexo anticorpo-antigeno e estao a 6A
do epitopo complexado (paratopo). [95]
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bioloégica exibida pela proteina. Portanto, no caso de moléculas antigénicas, os dominios
sao regioes susceptiveis a presenca de epitopos.

Estudos experimentais realizados por Falconar [93] e colaboradores em 1994, com uso
de anticorpos monoclonais, relevaram a presenca de epitopos lineares da NS1 do virus 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 epitopos lineares, os quais estao compreendidos nas seguintes sequéncias
de residuos 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 residuos encontram-se em regioes inacessiveis quando a NS1
estd na forma hexameérica. Estudos tedrico e experimental, realizados por Jones [91]
e colaboradores (2017) avaliaram que os residuos que realmente estdao acessiveis para
interagao sao: a.a. 97-116; a.a. 125-134; a.a. 143-151 e a.a. 170-178. Dentre eles, as
sequéncias que englobam o dominio wing sao as trés primeiras. Estas sequéncias estao em
concordancia com outro estudo, por Freire [21] e colaboradores (2017), que identificaram
as seguintes sequéncias de epitopos pertencentes ao dominio wing: a.a. 50-65; a.a. 74-88
e a.a. 108-129.

Considerando-se apenas os epitopos localizados no dominio wing e, englobando o ma-
ximo de residuos pertencentes a eles, foram consideradas as seguintes sequéncias a.a.
50-116; a.a. 122-134 e a.a. 143-151, nomeadas por Epitopo 1 (E1), Epitopo 2 (E2) e Epi-
topo 3 (E3), respectivamente. Na analise das interfaces, apenas os residuos classificados

como expostos excluindo-se os intermediério e enterrados.

Figura 16 — Interfaces de intera¢do dos modelos do complexo 22NS/DENV2 com desta-
que aos residuos pertencentes aos epitopos E1, na coloracao verde, E2, em
magenta e E3, em laranja.

Interfaces

& DC00

DCO01 | DC04 DCo06

Dcos | DPO7

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

Modelo | NRPE | Modelo | NRPE
DCO00 9 DCO08 17
DCO01 8 DPO7 10
DC04 13 DPO08 0
DCO06 13 DP09 11

Fonte: A autora.

Analisando as imagens da Figura 16 e os valores na Tabela 3, é possivel verificar
que o DCO8 é o modelo que apresenta a maior quantidade de residuos pertencentes a
epitopos. Ou seja, a interface predita apresenta residuos realmente significativos para
uma interacao do tipo antigeno-anticorpo. Enquanto que, o modelo DP08 nao foi capaz
de prever nenhum residuo.

De acordo com os resultados da analise do grafico da Figura 13, o DCOS8 foi o modelo
que melhor se ajustou ao perfil tragado para a estrutura cristalografica. Enquanto que,
o modelo DP07 foi o que mais distanciou-se dos critérios. Disso pode-se inferir que,
o procedimento metodologico, 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 obtencao de modelos representativos para sistemas

antigeno-anticorpo semelhantes.
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7 Consideracdes finais

O presente trabalho permitiu obter um modelo representativo do complexo entre a
proteina nao estrutural da Dengue sorotipo 2 (NS1-DENV2) e o anticorpo monoclonal
antiNS1 (22NS). A partir dele, foi possivel verificar que o local de intera¢ao encontra-se

na regiao do dominio wing e compreende trés tipos de epitopos.

Além disso, o protocolo proposto mostrou-se promissor na selecao de modelos preci-
sos, fornecendo modelos em concordancia com estudos experimentais. Dessa forma, tal
protocolo mostrou ser 1til para a avaliacao da regiao e da magnitude da afinidade de inte-
ragao em sistemas antigeno-anticorpo com caracteristicas semelhantes. Sendo, portanto,
um estudo prévio acerca da afinidade de interagao do anticorpo antiNS1 e com a proteina

NS1 das flaviroses.

Como perspectivas futuras, o mesmo protocolo sera utilizado para avaliar as interagoes
da proteina NS1 de outras flaviroses, como a Zika, com o objetivo de avaliar a capacidade
de discriminacao entre flaviroses por meio dos principios analiticos dos biossensores, em

particular, os baseados na técnica de Microscopia de For¢a Atomica (AFM).
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