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RESUMO

O desenvolvimento de métodos de diagnostico diferencial das flaviroses Dengue e Zika,
que superem as limitagdes de reatividade cruzada, ¢ um desafio que encontra nos
imunossensores uma alternativa promissora pela sua maior seletividade e especificidade.
Neste trabalho, métodos de modelagem molecular foram utilizados para compreender e
elucidar, in silico, as interagdes moleculares especificas de complexos formados pela
proteina ndo-estrutural 1 (NS1) e um anticorpo anti-NS1 requeridas por esses
dispositivos. As simulagdes de dindmica molecular sugeriram a estabilidade energética e
estrutural do anticorpo anti-NS1 e das proteinas NS1, mesmo na auséncia de
glicosilagdes, além de possibilitarem a amostragem estatistica de suas estruturas
representativas em meio aquoso com boa qualidade estereoquimica. As estruturas das
proteinas NS1 e do anticorpo foram submetidas ao protocolo de Docking Molecular para
a predicao da estrutura 3D de complexos com carater nativo. O protocolo proposto
combina Docking Molecular de corpo rigido com diferentes métodos de busca, critérios
de avaliagdo CAPRI, busca por residuos de aminoacidos pertencentes a epitopos descritos
na literatura e calculos quanticos semi-empiricos, e apresentou melhor desempenho para
sistemas estudados com arquivos input cristalograficos do receptor e ligante. A partir da
sua aplicacdo, os modelos mais representativos de cada um dos sistemas estudados foram
preditos pelo webserver ClusPro e selecionados considerando o maior numero de residuos
pertencentes a epitopos conservados nas PPIs caracterizadas por um maior niimero de
ligagdes de hidrogénio, hidrofobicas e interagdes especificas m-m intermoleculares.
Portanto, esses foram descritos como mais representativos da interagdo especifica entre
antigeno e anticorpo. Os dominios distintos wing e -ladder foram, respectivamente, as
regides de interagdo preferencial do anticorpo com as proteinas NS1-DENV2 e NS1-
ZIKV. Ademais, valores de energia livre de liga¢do na faixa de -6,5 a -13,0 kcal mol!,
caracteristica de complexos dessa natureza, e constantes de dissociagdo (K;) em ordens
de grandeza diferentes (10 a 107! M) sugerem seletividade e especificidade para os
sistemas estudados, com potencial aplicabilidade em dispositivos de sensoriamento, em
particular os sensores do tipo AFM, no diagnoéstico diferencial e precoce de Dengue e
Zika.

Palavras-chave: Dengue, Zika, NS1, Docking Molecular Proteina-Proteina, Modelagem
Molecular, Diagnostico Diferencial.



ABSTRACT

The development of differential diagnosis methods between Dengue and Zika
Flaviviruses, which overcome cross-reactivity, is a challenge that finds in imunosensors
a promising alternative due to its greater selectivity and specificity. In this work,
molecular modelling methods were used to understand and elucidate, in silico, specific
molecular interactions of nonstructural 1 protein (NSI) and antibody anti-NS1
complexes, required by these devices. The MD simulations suggested energetic and
structural stability of the anti-NS1 antibody and the NS1 protein, even in the absence of
glycosylation, and allowed the statistical sampling of their representative structures in
aqueous environment with good stereochemical quality. The NS1 proteins and antibody
structures were submitted to the Molecular Docking protocol to predict 3D structure of
near-native complexes. The proposed protocol combines rigid body Molecular Docking
with different pose prediction methods, CAPRI evaluation criteria, search for epitope
amino acids residues and semiempirical approach, and presented better performance for
systems studied with crystallographic ligand and receptor input files. From its application,
the most representative models of each studied system were predicted by ClusPro
webserver and selected considering the higher number of conserved epitopes residues in
the PPIs characterized by a higher number of hydrogen bonds, hydrophobic and n-nt
intermolecular specific interactions. Therefore, these models were described as the most
representative models of antigen-antibody specific interaction. The wing and -leader
domains were, respectively, the preferential interaction region of the antibody with NS1-
DENV2 and NS1-ZIKV proteins. Furthermore, binding free energy values ranges from -
6.5 to -13.0 kcal mol™!, which is usual for this kind of complexes, and dissociation
constants (K,) in different magnitude orders (10 to 1071 M) suggested selectivity and
specificity for the studied systems, with potential application in sensoring devices, in
particular AFM-type sensors, for differential and early diagnosis of Dengue and Zika.

Keywords: Dengue, Zika, NS1, Protein-Protein Molecular Docking, Molecular
Modeling, Differential Diagnosis
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Capitulo 1

| FLAVIROSES

1.1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiade (OMS), as Doengas Tropicais
Negligenciadas (DTNs) sdo uma variedade de patologias causadas por agentes infecciosos e
parasitarios que acometem, em especial, a populagdo dos paises de clima tropical e subtropical.
As DTN, além de comprometer o estado de satide dos habitantes, acabam impondo a eles um
conjunto de o6nus, pois afetam o desenvolvimento econdmico e social dessas regides em func¢ao
da falta de: atencdo a saude publica, recursos para pesquisas, desenvolvimento e tratamentos
especificos (HORSTICK; TOZAN; WILDER-SMITH, 2015). Dentro desse conjunto de
doengas, destacam-se aquelas transmitidas por mosquitos, como a Malaria, Febre Amarela,
Dengue, Zika e Chikungunya, que correspondem, em nivel global, a cerca de 17 % de todas as

infec¢des (WHO, 2019).

Na ultima década, no Brasil, a expansdo e o surgimento dos quadros epidémicos de
Dengue (DENV) e Zika (ZIKV), respectivamente, mereceram a aten¢do e os esfor¢cos dos
orgdos governamentais de satide e da populagdo. Os graficos apresentados na Figura 1.1
mostram a evolucdo temporal nos ultimos anos do niimero total de casos e de diagnosticos

laboratoriais positivos dessas arboviroses no Brasil.

Figura 1.1 — Numero de casos total e confirmados em laboratério de Dengue (a) e Zika (b)
no Brasil nos tltimos anos.
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Fonte: Elaborado pelo autor com base nos dados da OPS (2020)
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Conforme observado nos graficos apresentados na Figura 1.1, o ano de 2015 marcou
um momento importante na saude publica do Brasil. Isso porque, apds os quadros epidémicos
do século passado e a expansdo desde o inicio dos anos 2000, uma nova epidemia de Dengue
foi declarada. Além disso, nesse mesmo ano, também foram registrados os primeiros casos de
Zika e apontada sua associacdo com casos de microcefalia em recém-nascidos de gestantes
diagnosticadas com essa patologia (BRADY et al.,, 2019; LOVER, 2016) e com outras

desordens neuroldgicas, como a Sindrome de Guillain-Barré (BARBI et al., 2018).

Portanto, Dengue e Zika Virus, além de serem as flaviroses de maior ocorréncia no
Brasil possuem em comum o mesmo vetor de transmissdo (a fémea do mosquito Aedes aegypti)
e o quadro clinico caracteristico de uma doenga febril aguda autolimitada. Outros exemplos de
flaviroses de menor ocorréncia sdo: Febre Amarela (YFV), Febre do Nilo do Oeste (WNV) ¢

Febre Japonesa (JEV) (GUARNER; HALE, 2019).

As medidas de prevencdo e controle das doengas se restringem ao combate do agente
transmissor, ou seja, evitar a proliferacdo do mosquito, eliminando possiveis criadouros. Os
métodos profilaticos sdo limitados, porque ndo ha ainda um método eficaz e seguro de
imunizacdo ativa. Dessa forma, tornam-se pertinentes e promissores estudos relacionados ao

agente transmissor e, em especial, ao desenvolvimento de métodos de diagnostico.

Segundo Ferreira (2015, p. 71) , para flaviroses “os testes devem ser padronizados para
o diagnostico durante o periodo febril da doenga. Nessa fase, os testes deverdo ser muito
sensiveis e capazes de diferenciar as infec¢des”. Esse diagndstico preciso, precoce e diferencial
entre essas patologias € essencial no manejo clinico dos pacientes € na orientagdo de agdes

epidemiologicas voltadas aos seus controles (MELO, 2012).

O diagnostico dos casos clinicos de suspeita de Dengue e Zika envolve em um primeiro
momento a avalia¢do, por um profissional médico, dos sintomas observados e relatados. No
entanto, os quadros clinicos dessas patologias, em especial na fase aguda, apresentam
sintomatologias caracterizadas por manifestacdes inespecificas e variaveis conforme a resposta
imunofisiologica do infectado. Isso pode ocasionar subnotificagdo ou notificacdo equivocada
e, por consequéncia, um dimensionamento indevido da ocorréncia dessas patologias (SILVA,

2019).

Nesse sentido, os métodos laboratoriais de diagndstico da infeccdo primdria dessas

patologias sdo de quatro tipos: (1) microbiologico —isolamento do virus, (2) biologia molecular
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—reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e PCR em tempo real (PCR-RT), (3) imunolégicos —
pesquisa de componentes antigénicos do virus por meio de testes imunoenzimaticos como o
ELISA e (4) teste de neutralizagdio por reducdo em placa (PRNT) (MULLER;
DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; PETERS; STEVENSON, 2019; RABE et al., 2016). Cada
um dos testes supracitados, apesar de utilizados, apresentam, respectivamente, as seguintes
limitacdes: (1) baixa especificidade, por conta da reatividade cruzada, (2) sdo dispendiosos e
demandam laboratoristas altamente qualificados, (3) apresentam ocorréncia de falsos resultados
negativos em virtude da forma de detecc¢do indireta inerente ao método e (4) trata-se de uma
técnica complexa, de custo elevada realizada apenas em laboratdrios de pesquisa e centros de

referéncia por utilizar os virus vivos.

E importante salientar ainda que em areas onde ha cocirculagdo dos virus da Dengue e
Zika, como no Brasil, a probabilidade de ocorréncia de reagdo cruzada' em testes diagnosticos
¢ elevada sendo sua principal limitagdo. Desse modo, a circulagdo simultdnea desses virus, que
possuem semelhangas funcionais e estruturais significativas, acaba por dificultar a distingdo
laboratorial entre a viroses (ABRASCO, 2016). Isso porque a reatividade cruzada entre a
flaviroses acaba por impossibilitar a identificagdo especifica do virus infectante ou de seus
outros fatores de viruléncia, em especial, nos casos de reinfec¢do ou de vacina contra outros

flavivirus.

Em resposta a esses desafios, os estudos mais recentes da literatura apontam como
potencial a identificacdo da proteina ndo-estrutural 1 (NS1) como um marcador antigénico para

Dengue e Zika. Isso porque trata-se de um fator de viruléncia encontrado em niveis elevados

no soro de pacientes infectados, da ordem de 50 pg mL_l, desde a manifestagdo dos primeiros
sintomas até cerca de nove dias do quadro febril. Portanto, essa proteina pode ser identificada
por dispositivos analiticos a0 mesmo tempo que o RNA viral, mas antes que seja necessaria
uma resposta imune com formacgao de anticorpos, o que ocorre apenas na fase secundéria das

doencas (FREIRE et al., 2017; MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; XU et al., 2016).

Na busca por métodos mais especificos e sensiveis, diversos grupos de pesquisa tém
dispendido esfor¢os na proposicdo de biossensores para quantificagdo da proteina NSI1
baseados no carater imunogénico do complexo antigeno-anticorpo. No entanto, a exigéncia de
diversas etapas laboratoriais e a auséncia de escalonamento para deteccdo simultanea de

diversos biomarcadores acabam por restringir a aplicabilidade desses métodos no diagnostico

! Reatividade Cruzada refere-se a competigdo direta entre a molécula de interesse e outras moléculas por sitios de
ligacdo do anticorpo devido as suas semelhangas estruturais. Desse modo, ocorre quando um anticorpo dirigido
contra um antigeno especifico ¢ capaz de se ligar eficientemente com outro antigeno diferente.
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Assim sendo, ¢ desafiadora a integracdo das caracteristicas analiticas requeridas por
esses métodos imunoenzimaticos ¢ o escalonamento desses dispositivos para identificar e
discriminar biomarcadores sendo, desse modo, capazes de realizar um diagnostico diferencial

entre as flaviroses.

Nesse contexto, o presente trabalho parte da premissa de que esse desafio tem uma
alternativa promissora no uso da Microscopia de For¢a Atomica (AFM) como ferramenta de
sensoriamento, altamente sensivel e seletiva, das proteinas NS1 das flaviroses. Isso porque o
uso desse tipo de biossensor possibilita 0 mapeamento de grupamentos funcionais no substrato
em escala micro e nanométrica. Desse modo, permite detectar interagdes intermoleculares
especificas ou ndo-especificas em eventos de reconhecimento molecular como os estabelecidos
entre antigeno e anticorpo (BUTT; CAPPELLA; KAPPL, 2005; DEDA et al., 2013; ITO;
IBRAHIM; GRABOWSKA, 2010). Sendo assim, a precisdo desse mapeamento, principio
dessa técnica, associada as caracteristicas especificas das proteinas NS1 da Dengue e Zika,
conferem seletividade ao biossensor. Contornando assim, as limitacdes de reatividade cruzada

associadas aos métodos atuais de diagnostico das flaviroses.

Além disso, pelo seu uso ¢ possivel quantificar forcas entre a molécula de
reconhecimento bioldgico, imobilizada na ponteira do AFM, e a amostra. Logo, ¢ capaz de
mensurar forcas de interacdo na faixa das encontradas em condigdes fisiologicas garantido
assim a sensibilidade requerida para o dispositivo (JALILI; LAXMINARAYANA, 2004; LI et
al., 2002).

Para tanto, o imunossensor em questdo utilizaria um anticorpo anti-NS1 como elemento
de reconhecimento biolégico da proteina NS1 das flaviroses Dengue e Zika. Isso pode ser
realizado pela imobilizacdo do anticorpo na ponteira (tip) do AFM, pelas técnicas de
funcionalizacdo bem descritas na literatura (CAMARA et al., 2013; KATZ, 1990), a fim de que
esse estabelega uma interacdo com a amostra contendo o analito de interesse. Como resultado
da ligagdo biomolecular especifica entre antigeno e anticorpo, uma mudanga na energia livre ¢
induzida (FRITZ, 2000) e, por sua vez, o cantilever, que atua como um transdutor de forga,
sofre uma deflexdo. Essa deflexdo, deve ser diretamente proporcional a concentragdo da
proteina NS1 na amostra analisada (BOWEN; HILAL, 2009; FERREIRA; YAMANAKA,
2006).
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Logo, para analise da viabilidade de aplicacao desse sistema bioldgico em dispositivos
analiticos dessa natureza torna-se fundamental a compreensdo e distingdo das interagdes
moleculares entre a proteina NS1 de ambas flaviroses e um anticorpo anti-NS1. Isso porque
reconhecer e mensurar essas forgas de interacdo, estabelecidas por esses complexos, € essencial

na elucida¢do das bases moleculares dos processos de reconhecimento das proteinas NSI.

Portanto, para os objetivos do presente trabalho a Quimica Teoérica e sua aplicacdo na
area biologica/biomédica, que também pode ser conhecida como Biologia Computacional, se
apresenta, como uma ferramenta potencial. Isso porque, de acordo com Kennely e Rodwell
(2014, p. 99), essa area de estudo busca

desenvolver modelos de computador que apliquem os principios fisicos, quimicos e
bioldgicos para reproduzir o comportamento das moléculas e processos biologicos.
(...) Ao realizar experiéncias e analises virtuais “in silico”, o que significa ser realizada
em computador ou por simulagdo em computador, a biologia computacional oferece
a promessa de acelerar a velocidade e a eficiéncia da descoberta cientifica. (...) A
criagdo de algoritmos computadorizados que imitam com exatiddo o comportamento

das proteinas, enzimas, células, etc. promete aumentar a velocidade, eficiéncia e
seguranca da pesquisa biomédica.

Nesse escopo, as técnicas computacionais de modelagem molecular, como Dindmica e
Docking Molecular, sdo utilizadas para avaliar o efeito do solvente nas dinamicas estruturais,
os modos de ligacdo com carater nativo e a energia de interagdo envolvida no processo de
interagdo entre a proteina NS1 e o anticorpo. Portanto, fornecem uma chave para compreensao
das conformagdes moleculares que estdo relacionadas com os processos de reconhecimento da
proteina em estudo e, por sua vez, podem ser identificadas com boa correlagdo tedrica-
experimental tal como obtido por Franca et al. (2011). Dessa forma, ao utilizar as ferramentas
computacionais, os modelos desenvolvidos neste trabalho poderdao subsidiar e direcionar de
forma direta futuros experimentos de AFM para diagnostico diferencial e precoce de Dengue e

Zika reduzindo seus custos laboratoriais e tempo de bancada.

Estudos similares ao deste trabalho ja foram proposto para doencas autoimunes e
neurodegenerativas (IERICH et al., 2019a; OLIVEIRA et al., 2019) e analitos de interesse na
arca ambiental (AMARANTE et al.,, 2014; BUENO et al., 2014; DEDA et al.,, 2013;
FERREIRA; FRANCA; LEITE, 2017; FRANCA et al., 2011; GUERRA et al., 2019; IERICH
et al., 2015a; OLIVEIRA et al., 2013). Essa abordagem e aplica¢des tém sido objeto de estudo
do presente grupo de pesquisa (Laboratério de Cristalografia e Quimica Computacional) em

parceria com o Laboratdrio Multidisciplinar de Nanoneurobiofisica da Universidade Federal de
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Sdo Carlos, pioneiros na descrigdo do subsidio das técnicas computacionais para

direcionamento do uso de biossenssores de AFM.

1.1.1 Dengue

A Dengue ¢ uma doenga viral ndo contagiosa causada por quatro sorotipos do dengue
virus (DENV 1-4) pertencente ao género Flavivirus e familia Flaviviridae, e transmitido
principalmente pela fémea do mosquito Aedes aegypti e, de modo secundério, pelo Aedes
albopictus. Trata-se da arbovirose de maior ocorréncia em nivel mundial, em especial em
regides de clima tropical e subtropical, ocasionando impactos consideraveis nas areas social e
econdmica em func¢ao da extensdo geografica atingida, do namero de casos e da gravidade da

doenca (BHATT et al., 2013; GUZMAN; HARRIS, 2015).

As primeiras referéncias a uma doenca com manifestagdes clinicas similares as da
Dengue datam do século III na China, mas somente apds o século XVII as taxas de incidéncia
em outras regides cresceram em virtude do comércio maritimo (WEAVER; VASILAKIS,
2009). Em meados do século XVIII na Indonésia, Egito e Estados Unidos da América (EUA),
e, ao longo do século XIX, no Caribe e na regido sul dos EUA, foram registrados os primeiros
quadros epidémicos de Dengue (GUBLER, 1998). Ao longo do século XX, eventos importantes
relacionados a doenca ocorreram: (1) epidemias no sudoeste asiatico nas décadas de 40 e 50
que, em fun¢do da Segunda Guerra Mundial acabaram contribuindo para a difusdo do virus, (2)
na década de 40, pesquisadores japoneses e norte-americanos isolaram o virus da Dengue em
laboratério e, apos testes de inoculacdo em animais, foram capazes de associar o virus aos
sintomas humanos, (3) na década de 50, na regido da Tailandia e das Filipinas, foi reconhecido
que o DENYV era capaz de provocar uma forma mais grave da doeng¢a, a Dengue Hemorragica,
e (4) mosquitos Aedes foram vinculados ao ciclo evolutivo enquanto vetor de transmissao

(HOTTA, 1952; PINHEIRO; CORBER, 1997; SNOW et al., 2014).

Até os anos 70, apenas nove paises haviam registrado quadros epidémicos de Dengue;
no entanto, o virus se propagou ¢ a doenca se difundiu de modo que, segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude, o numero de casos da doenga cresceu 15 vezes nas ultimas
duas décadas. Desse modo, atualmente 129 paises possuem areas de risco de infec¢do, atingindo
cerca 3,9 bilhdes de pessoas, especialmente no sudeste da Asia, Pacifico Ocidental, Américas,

Africa e Mediterraneo, conforme apresentado na Figura 1.2 (WHO, 2020).
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Figura 1.2 — Distribui¢do Mundial das areas de infec¢do e sobreposi¢do para DENV e ZIKV.

ZIKV
DENV
B Ambas

Fonte: Adaptado de Collins e Metz (2017)

Segundo Guzman e Harris (2015), essa rapida disseminagdo da Dengue ao longo dos
ultimos 50-60 anos estd intrinsicamente relacionada aos seguintes fatores: crescimento
populacional sem precedentes, aumento nos movimentos populacionais, urbanizagdo
descontrolada, mudangas climéaticas e falhas nos sistemas de saide em relacdo a infraestrutura

e aos programas de controle do vetor (GUZMAN; HARRIS, 2015).

De acordo com os sintomas, a Dengue pode ser divida em trés categorias segundo a
OMS: dengue sem ou com sintomas de alerta e a dengue severa. Essa classificacio, reformulada
em 2017, estd associada as manifestacdes clinicas da doenga, que sido inespecificas e podem
variar desde casos assintomaticos até quadros graves com choque hemorragico ou néo, ou ainda
evoluir para obito (GUARNER; HALE, 2019; MARTINEZ, GARZA, CUELLAR-
BARBOZA, 2019).

Para cerca de 80 % dos casos, as infecgdes sdo assintomaticas ou caracterizadas por
quadros febris leves. No entanto, quando a doenga se instala, os sintomas comegam a aparecer
janas primeiras 48 horas ap0s a infec¢do (fase aguda), sendo os mais caracteristicos: febre alta,
dor de cabeca intensa, dores musculares e nas articulagdes e rash cutdneo (FERREIRA, 2015;
MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA, 2019). O aparecimento de petéquias
(pequenas manchas avermelhadas) na epiderme, em numero maior que 10 por cm?, é uma
manifestagdo especifica da dengue (GRANDE et al., 2016). Na pequena parcela de pacientes

em que a doenga evolui para manifestagdes mais severas, sdo observados sintomas como
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hepatomegalia, dor abdominal, vOmitos persistentes e hemorragias, desencadeando no
comprometimento do sistema hematoldgico com falha na circulagdo sanguinea. A perda de um
volume critico de plasma leva ao choque, que ¢ caracterizado por alternancia na frequéncia do
pulso, diminui¢do da pressao de pulso, extremidades frias, demora no enchimento capilar, pele

pegajosa e agitacio (GUARNER; HALE, 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Nao ha um tratamento especifico para a Dengue, sendo recomendado o uso de
paracetamol para controle da dor e da febre, além de evitar a administra¢do de aspirina e outros
anti-inflamatorios nao-esteroides para evitar complica¢cdes hemorragicas. Na observagdo de
sinais de alerta, o paciente deve ser mantido em unidade hospitalar apropriada para avaliagao

clinica continua (MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA, 2019).

1.1.2 Zika

Similarmente a Dengue, a Zika pertence a categoria das flaviroses que compartilham do
mesmo vetor de transmissdo: os mosquitos do género Aedes. No entanto, ha evidéncias de que
o Zika virus (ZKV) também seja transmitido sexual e verticalmente (WANG et al., 2016). E
uma patologia sobre a qual ha poucos estudos, visto que surgiu como preocupacdo de saude
publica em nivel mundial ao longo da ultima década. Isso porque foi relatada a sua associag@o
com um aumento significativo de casos de defeitos congénitos e sindromes neurologicas como
microcefalia (BRADY et al., 2019; LOVER, 2016) e sindrome de Guillain-Barré (BARBI, et

al. 2018), respectivamente.

Historicamente, o ZIKV foi isolado pela primeira vez do sangue de um macaco em
Uganda, no ano de 1947, durante um estudo sobre Febre Amarela. Nove meses depois, o virus
foi isolado de mosquitos Aedes africanus coletados na mesma regido. Em 1952, os primeiros
casos de Zika em humanos foram registrados em pacientes da Uganda e Tanzdnia (MLACKER
et al., 2016). Durante mais de cinco décadas, a doenca permaneceu silenciosa, com registro de
poucos casos leves e restritos a determinadas regides dos continentes asidtico e africano. No
ano de 2007, um surto de infec¢do por ZIKV foi notificado na Micronésia, regido do Pacifico
(GOURINAT et al., 2015). Em seguida, durante os anos de 2013 e 2014, a Polinésia Francesa
registrou uma das maiores epidemias de Zika, com a notificagdo de aproximadamente 270.000

casos. Esse quadro epidémico foi superado em 2015, quando o ZIKV chegou ao continente
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americano, com destaque para o grande niimero de casos registrados no Brasil, conforme dados

apresentados na Figura 1.1 (MLACKER et al., 2016).

Nesse contexto, em 1° de Fevereiro de 2016, a OMS declarou a Zika como emergéncia
de saude publica em nivel mundial (ROOS, 2016). Desde entdo, em funcdo da circulacdo do
virus, a sua transmissao ¢ relatada em 55 paises e territdrios, conforme panorama mostrado na
Figura 1.2. Desde 2018, o nimero de infec¢gdes por ZIKV decresceu consideravelmente,
fendomeno que, segundo especialistas, ocorreu em fun¢ao de infec¢des primarias assintomaticas
que conferiram imunizagdo a parte da populacdo. No entanto, as medidas preventivas devem
ser preconizadas até que haja uma vacina para imunizagdo eficaz e segura (OSUNA et al.,

2016).

O periodo de incubacdo do ZIKV ¢ de trés a 12 dias e, em mais de 80 % dos casos, as
manifestagdes da doenca sdo assintomadticas ou subclinicas e provocam sintomas moderados
(MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA, 2019). Os sintomas mais caracteristicos sao:
vermelhiddo em todo o corpo, febre baixa (37,8 — 38,5 °C), conjuntivite, mialgia e dores de

cabeca e nas articulagdes (YADAV; RAWAL; BAXI, 2016).

1.1.3 A Proteina NS1

O Flavivirus causador da Dengue e da Zika possui formato esférico com dimensao de
50-55 nm, e como material genético uma fita simples de RNA de cerca 11 kb com sentido
positivo, responsavel por codificar uma grande poliproteina (Figura 1.3) (LINDENBACH;
RICE, 2003). Essa proteina, por sua vez, ¢ clivada em 3 proteinas estruturais (Capsideo — C,
Membrana — M e Envelope — E) e 7 proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5) (RICE et al., 1985). Na Figura 1.3 ¢ representada a fita de RNA dentro do
capsideo, constituido por proteinas C e envolvido pelo envelope, constituido por proteinas M e

E.
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Figura 1.3 — Representag@o esquematica da organizacdo estrutural e do capsideo esférico da
particula viral de um flavivirus.
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Fonte: Adaptado de Hulo et al. (2018)

Dentre as proteinas ndo-estruturais, a NS1 tem ganhado atencdo no estudo dessas
patologias por se tratar de um fator de viruléncia multifuncional, ou seja, por estar envolvida
em diversas etapas do ciclo de vida do virus como: replicagdo viral, escape do sistema imune e
processos de modulacdo da célula do hospedeiro (AMORIM et al., 2014). A NSI é uma
glicoproteina que se apresenta em diferentes formas oligoméricas sendo elas: (1) o mondmero,
que ¢ encontrado apenas no interior do compartimento das membranas do reticulo
endoplasmatico; (2) o dimero (mNS1), que uma fragdo participa do processo de replicacdo viral
dentro da membrana do reticulo endoplasméatico e outra encontra-se associado & membrana
celular e (3) o hexdmero (sNS1), lipoproteico que trata-se da forma secretada para o meio

extracelular (FLAMAND et al., 1999), conforme esquematizado na Figura 1.4.

Figura 1.4 — Representagdo da via de sintese e processamento da proteina NS1.
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A forma sNS1 € secretada e pode ser encontrada na circulagdo sanguinea de infectados,
ainda na fase aguda das doengas, em concentragdes da ordem de até 50 pg mL™!. Portanto, pode
ser detectada em amostras de soro desde o inicio até o nono dia ap6s o inicio do periodo febril
(YOUNG et al., 2000). Os demais marcadores imunoldgicos IgM e IgG apenas aparecem,
respectivamente, a partir do dia 3 ou ao final da fase aguda (VAUGHN et al., 1997), conforme
apresentado na Figura 1.5. Portanto, a proteina sNS1 € considerada o maior marcador antigénico

de flaviroses.

Figura 1.5 — Biomarcadores da Dengue e Zika ao longo do tempo de evolugao de suas fases
agudas.
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Fonte: Adaptado de Muller; Depelsenaire e Young (2017)

A forma monomérica da proteina NS1, com peso molecular aproximado de 48 kDa, ¢
constituida por 352 residuos de aminoacidos, seis ligagdes dissulfeto intramoleculares e sitios
de glicosilagdio nos aminoacidos Asnl30 e Asn207 (BEESETTI, KHANNA;
SWAMINATHAN, 2014; BLITVICH et al.,, 2001). Além disso, a proteina enovela-se em 3
dominios diferentes: B-roll (azul), wing (amarelo) e B-ladder (vermelho) (Figura 1.6) (AKEY
et al., 2014a).
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Figura 1.6 — Representac@o esquematica dos dominios da proteina NS1.
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O dominio B-roll do mondémero é formado pelos aminodcidos a.a. 1-29 com
enovelamento de folhas B na por¢do N-terminal cujo entrelace entre dois mondmeros formam
0 dominio B-roll do dimero. O dominio wing é formado pela sequéncia de aminoacidos a.a. 38-
151, caracterizado pelas regides de a-hélice e de loops, essas de elevada flexibilidade e
flutuag@o estrutural compreendida entre os aminoacidos 110-130. J& o dominio B-ladder € o de
maior extensdo compreendendo a regido formada pela sequéncia de aminoacidos a.a. 181-352,
em suas por¢des C-terminal, caracterizada por 9 folhas P antiparalelas (AKEY et al., 2014a;

BROWN et al,, 2016).

A forma dimérica mNS1 (Figura 1.7a) apresenta carater hidrofébico, em virtude das
propriedades do dominio B-roll, que confere a ela consideravel importancia bioldgica, pois €
essa propriedade que (1) permite a associa¢do da proteina com a membrana e (2) promove a
estabilidade da conformac@o open-barrel shell da forma hexamérica (Figura 1.7b). Essa forma
secretada sNS1 € constituida pela associagdo entre trés dimeros, unidos por interagdes
hidrofébicas do dominio B-roll, que a conferem um formato de “barril” cujo centro € uma regido
inacessivel ao solvente por onde s3o carregados packs de lipideo da membrana celular
(MULLER; YOUNG, 2013; SCATURRO et al., 2015). Durante o processo de polimerizagdo
da NS1, as enzimas glicosidases e glicosiltranferases removem os agtcares, tornando a forma

secretada sSNS1 isenta de glicosilagdes (RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016).

Figura 1.7 — Representagdo tridimensional das estruturas dimérica (a) e hexamérica (b) da
proteina NS1.
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Para estudar a estrutura, dindmica e termodinamica de sistemas biologicos variados
métodos de Modelagem Molecular tém sido amplamente empregados. A primeira etapa
consiste na obteng¢do e/ou predigdo de estruturas tridimensionais dos componentes do sistema

em questao.

Para realizar a elucidag@o dos sistemas envolvendo as proteinas NS1 das flaviroses e o
anticorpo foram selecionadas as seguintes estruturas dos homodimeros obtidas do banco de
dados RCSC-PDB (do inglés, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics — Protein
Data Bank) registradas sob os codigos PDB-ID: (1) complexo de referéncia WNV-NS1172.35 —
anti-NS1: 4011 (EDELING; DIAMOND; FREMONT, 2014a), (2) DENV2-NS1: PDB-ID
406B (AKEY et al., 2014a) e (3) ZIKV-NS1: PDB-ID 5K6K (BROWN et al., 2016).

E relevante considerar que a estrutura do complexo, contendo o anticorpo anti-NS1
associado ao dominio B-ladder da proteina NS1 da flavirose Virus do Nilo do Oeste, era a inica
disponivel, avalidvel e de carater nativo na base de dados com a estrutura de um anticorpo

protetivo.

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos de cada uma das estruturas estd
apresentado na Figura 1.8. Em termos de estrutura primaria, as proteinas NS1-DENV2 e NS1-
ZIKV apresentam similaridades significativas de, respectivamente, 64,12 % e 59,32 % com a

NS1-WNV172.35.

Figura 1.8 — Alinhamento das sequéncias FASTA das proteinas NS1 PDB ID — NWV: 401],
DENV2: 406B e ZIKV: 5K6K utilizadas nesse trabalho.

— — e e e e e e e e e e 118

o PR R L e L PR L

ZIKV 118
JHRERE wAwEsas 3 Rah % wEaahRER sy

- ]
WNV Vllll-l! T 236
DENV2 GRAKMLSTESHNOT GPE! PNTN S GFGVFT! LKLKE! 236
ZIKV IR ISFVVDGD X p : i GFGVFH VWLEKV PAVIGTA 236

P I L I N e L L L e e L :_ N0 SN

WNV
DENV2
ZIKV

352
352
352

Fonte: Autor utilizando o software Clustal X (LARKIN et al., 2007)



33

Os calculos de Docking Molecular desse trabalho, para os sistemas antigeno-anticorpo
das flaviroses Dengue e Zika, sdo continuidade do estudo prévio apresentado na dissertagdo de
mestrado: “Estudo da interagdo do complexo antiNS1/NS1-DENV2 usando ancoramento
molecular e métodos quanticos semi-empiricos” (SILVA, 2020). Neste trabalho foi proposto
um protocolo para sele¢do do modelo de complexo mais representativo para o sistema NS1-
DENV2/22-anti-NS1 utilizando diferentes softwares de Docking Molecular, incluindo
flexibilidade conformacional, suportados pela determinagdo das entalpias de ligag@o obtidas de
calculos quanticos semi-empiricos em convergéncia com regides de epitopos determinados por
estudos prévios da literatura. As consideragdes finais desse trabalho apontaram que diante da
funcionalidade do protocolo proposto para o complexo da Dengue o mesmo poderia ser
“utilizado para avaliar as interagcdes da proteina NS1 de outras flaviroses, como a Zika” por
possuirem caracteristicas estruturais e funcionais semelhantes (SILVA, 2020, p. 46). Nesse
tocante, o presente trabalho aplicou o protocolo proposto para a estrutura cristalografica da
NS1-ZIKV, bem como realizado por Silva (2020) para a NS1-DENV2 (Sistema /). Além disso,
foram realizadas simulagdes de dindmica molecular para avaliar o efeito do solvente no
comportamento das proteinas envolvidas na forma¢do do complexo. Desse modo, estruturas
representativas da NS1 de ambas flaviroses e do anticorpo também foram utilizadas como input

dos célculos de Docking Molecular.

O protocolo testado baseia a selecao da conformagao mais representativa do complexo
NS1- anti-NS1 (interagdo especifica), predita por webserver de Docking Molecular proteina-
proteina, na concordancia entre os valores de entalpia de formacdo e residuos localizados na
interaface de interacdo pertencentes a epitopos determinados por estudos prévios da literatura.
Os estudos teoricos e/ou experimentais de predi¢do de epitopos das proteinas NS1 considerados

na analise das interfaces de interag@o preditas estdo sumarizados na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 — Levantamento bibliografico de estudos tedrico tedricos e/ou experimentais de
predicdo de epitopos das proteinas NS1 considerados na anélise das interfaces de interacao
preditas neste trabalho.

Referéncia Descricao

(FALCONAR; A partir de imunoenssaios com 9 anticorpos monoclonais, os autores
YOUNG:; " definiram a presenga de epitopos lineares da NS1 do virus da Dengue,
MILES, 1994) identificados por a.a. 25-33; a.a. 61-69; a.a. 111-121; a.a. 299-309.

Estudo tedrico-experimental de selegdo e identificacdo de epitopos na
proteina NS1 da Dengue sorotipo 2 pela técnica de Phage Display
(JIANG et al., utilizando anticorpos policlonais. Os epitopos confirmados pelo uso de
2010) softwares online de bioinforméatica compreendem as 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.

Estudo in silico de identificacdo de epitopos potenciais da proteina NS1-
DENV?2 frente a um painel de anticorpos protetivos. O estudo indica a
(JONES et al., potencialidade do dominio wing nesse processo de reconhecimento NS1-
2017) abd, com relevancia para os seguintes epitopos: a.a. 97-116; a.a. 125-134;
a.a. 143-151.

Estudo de predicao in silico de epitopos da NS1 da DENV2 e ZIKV, pela

(FREIRE et al., metodologia de consenso entre os resultados dos webservers ElliPro,

2017) Epitopia e DiscoTope, com reatividade confirmada experimentalmente
pela técnica de microarranjo de peptideos.

Estudos cristalografico que indicou similaridade de 13 dos 21 residuos de
(WANGetal,, 34 nas interfaces de interacdo entre o dominio B-ladder das proteinas
2017a) NSI1 das flaviroses WNV e ZIKV com o anticorpo 22-anti-NS1.

Estudo experimental de identificacdo de epitopos da NS1-ZIKV e sua
atividade de ligacdo a anticorpos em soro de pacientes infectados. Dos
nove epitopos com 100 % de afinidade, seis encontram-se localizados no
dominio B-ladder. Dos quais as sequéncias compreendias por a.a. 236-
250, a.a. 246-275, a.a. 266-280 e a.a. 341-352 estdo localizadas em regido
com potencial eletrostatico de superficie distinto em relacdo a NSI1-
DENV.

(LEE et al.,
2018)

Portanto, para a NS1-DENV2, conforme critérios adotados por Silva (2020), foram
considerados apenas os epitopos localizados no dominio wing e, portanto, as seguintes
sequéncias a.a. 50-116 (Epitopo 1 — El); a.a. 122-134 (Epitopo 2 — E2) e a.a. 143-151 (Epitopo

3 — E3), conforme representado na Figura 1.9a.
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Para a NS1-ZIKV foram considerados nessa analise tanto os epitopos localizados no
dominio wing quanto no dominio PB-ladder. Portanto, foram consideradas as seguintes
sequéncias: a) Dominio wing: a.a. 70-84 (Epitopo 1 — E1) e a.a. 118-147 (Epitopo 2 — E2); b)
Dominio B-ladder: a.a. 236-280 (Epitopo 3 — E3) e a.a. 341-352 (Epitopo 4 — E4), conforme
representado na Figura 1.9b. (FREIRE et al., 2017; LEE et al., 2018; WANG et al., 2017).

Figura 1.9 — Representacdo new cartoon das superficies B-ladder (esquerda) e de loops
(direita) dos dimeros da proteina NS1 da Dengue (a) e da Zika (b), com identificagdo
wireframe surface dos epitopos descritos na literatura e representados nas cores: verde (E1),
magenta (E2), alaranjado (E3) e azul (E4).

b)

Fonte: Autor
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo compreender e elucidar, in silico, as
interagdes moleculares especificas de complexos antigeno-anticorpo de carater nativo,
formados pela proteina NS1, enquanto marcador antigénico de flaviroses, € um anticorpo
monoclonal. Desse modo, fornecer as bases moleculares e verificar as potencialidades de
aplicagdo do sistema em um imunossensor construido com AFM para diagndstico precoce e
diferencial entre a Dengue e Zika, visando contornar as limitagdes dos métodos atuais, em

especial, a reatividade cruzada.

1.2.2 Objetivos Especificos

J Simular a dinamica estrutural das proteinas envolvidas nos complexos estudados (NS1
DENV2, NS1 ZIKV e 22-anti-NS1) para analisar seus pardmetros estruturais e energéticos, a
fim de selecionar a estrutura proteica mais representativa em solucao salina (Capitulo 2);

. Identificar a regido de interagdo e o modo de ligagdo mais favoravel para os sistemas
antigeno-anticorpo (NS1/22-anti-NS1) com carater nativo, por meio de um protocolo proposto
que utiliza metodologias de Docking Molecular, conhecimento prévio do sistema em estudo e
avaliagdo dos critérios CAPRI (Capitulo 3);

. Calcular as entalpias de formagdo dos complexos antigeno-anticorpo (NS1/22-anti-
NS1), utilizando métodos quanticos semi-empiricos e as energias livres de ligagdo para
mensurar as forcas de interacdo (adesdo) desses complexos com a finalidade de verificar a

viabilidade da aplicagdo no diagnoéstico diferencial das flaviroses Dengue e Zika (Capitulo 4).
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Capitulo 2

PROTEINAS: ANTIGENO NS1 E
ANTICORPO 22-ANTI-NS1

2.1 AMINOACIDOS E PROTEINAS

Dentre as macromoléculas biologicas, as proteinas sdo as mais abundantes, pois estdo
no centro da agdo dos processos biologicos, sendo encontradas em todas as células. O termo
proteina vem do grego, proteios, e significa primario. Tal terminologia foi adotada por G. J.
Mulder (1983) ao denominar uma classe de compostos naturais contendo o elemento quimico

nitrogénio e que sdo essenciais a nutri¢ao animal (VOET; VOET; PRATT, 2008).

As proteinas podem ser encontradas na forma de peptideos ou de moléculas poliméricas
resultantes da combinagdo das suas unidades estruturais, os aminoacidos. Estruturalmente,
todos eles possuem em comum um atomo de carbono central (Ca) ligado a um atomo de
hidrogénio e aos grupamentos amino (NH3) e carboxil (C’OOH). No entanto, se distinguem
pela cadeia lateral (grupo R) ligada ao Ca através de sua quarta valéncia, conforme apresentado

na Figura 2.1 (NELSON; COX, 2011).

Figura 2.1 — Estrutura geral dos a-aminoécidos.

|C’OOH
H,;N— Ca—H
R

Fonte: Autor

Apesar da ocorréncia natural de mais de 300 aminoacidos, apenas 20 deles constituem
unidades fundamentais usadas pelas células para formarem as proteinas. Estes sdo os chamados

a-aminodcidos. Com excecdo da glicina, que possui um atomo de hidrogénio como cadeia
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lateral, a quiralidade ¢ uma caracteristica quimica de todos os aminodacidos, visto que o Ca esta
covalentemente ligado a quatro grupos distintos. Embora haja, para cada uma dessas estruturas,
dois estereoisdmeros (L- e D-), todas compartilham a configuracio absoluta do L-glutaraldeido

sendo, portanto, denominadas, L-a-aminodcidos (MURRAY et al., 2014).

O critério utilizado na classificacdo dos aminodcidos ¢ a natureza quimica da cadeia
lateral (grupamento R), ou seja, de acordo com sua polaridade. Portanto, os aminoéacidos sao
divididos em dois grupos: hidrofobicos (alifaticos e aromaticos) e hidrofilicos (4cidos, basicos
e neutros). Os grupamentos R sdo, portanto, também os responsaveis por determinar as fungdes
bioquimicas proprias dos aminoacidos. Na Figura 2.2 estdo apresentadas as estruturas dos
aminoacidos, classificadas de acordo com as caracteristicas fundamentais da cadeia lateral

(porgdes sombreadas) (NELSON; COX, 2011).

Figura 2.2 — Representacdo esquematica, identificacdo e classificacdo das estruturas dos 20
aminoacidos mais comuns encontrados em proteinas.
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As estruturas apresentadas na Figura 2.2 estdo em seu estado de ionizagdo predominante
em pH neutro, ou seja, nas suas respectivas formas idnicas em que os grupamentos amino e
carboxil estdo carregados positiva e negativamente, respectivamente. Isso se deve a uma
particularidade do comportamento quimico dessas estruturas: o carater zwitteriénico. Um
zwitterion em solugdo aquosa pode se comportar como acido (doador de prétons) ou como base

(receptor de protons) (SOLOMONS, 2005).

Quando muitos desses aminoacidos se ligam, formam-se cadeias polipeptidicas que, na
grande maioria dos casos, isoladas ou aos pares, resultam nas proteinas. Os aminoacidos ligam-
se uns aos outros por meio de uma reagdo de condensagdo, em que o agrupamento g-amino de
um se liga ao agrupamento a-carboxil do outro resultando na eliminagdo de uma molécula de
agua (Figura 2.3a). A ligacdo resultante ¢ denominada ligagdo peptidica, caracterizada por sua
rigidez e planaridade. Isso porque, embora representada por uma ligacdo covalente simples, a
ligagdo peptidica possui carater de dupla ligagdo parcial em funcdo do efeito ressonante
estabilizador. Desse modo, a liberdade de rotagdo em torno dessa ligagdo € restringida, tornando
os atomos O, C’, N e H coplanares. Portanto, o modo como os peptideos se arranjam para gerar
estruturas de ordem superior € direcionada unicamente pelas rotagdes sobre as ligagdes N—Ca.
e Ca—C’. Os angulos definidos por essas rotagdes sdo, por convengdo, denominados de phi (¢) e
psi (W), respectivamente, conforme apresentado na Figura 2.3b (BRANDEN; TOOZE, 2009;
MURRAY et al., 2014).

Figura 2.3 — Reagdo de condensagdo entre aminoacidos formando uma ligag@o peptidica (a)
e suas rotagdes permitidas sobre as ligacdes N—Ca. e Ca—C’ definidas, respectivamente, pelos
angulos diedros ge #(b).
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Fonte: Autor
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A maioria das combinagdes entre angulos ¢ e ¥ ndo sdo permitidas em fungdo do efeito
estérico entre as cadeias lateral e principal, seja no mesmo peptideo ou entre peptideos
diferentes. Os calculos de regides estericamente permitidas foram realizados pelo biofisico N.
G. Ramachandran que apresentou, em 1963, o diagrama de Ramachandran, que contém os pares
desses angulos plotados na forma ¢ versus ¥ (RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN;
SASISEKHARAN, 1963). A Figura 2.4 apresenta o diagrama de Ramachandran dos angulos
¢ e ¥ observados para todos os tipos de residuos de aminoécidos, exceto glicina, de proteinas

cujas estruturas foram solucionadas em alta resolu¢do por meio de cristalografia de raios-x

(RICHARDSON, 1981).

Figura 2.4 — Exemplo de um diagrama de Ramachandran.

180T T T T T

9 | .

-180 S 0 90 180

Fonte: Adaptado de Murray et al. (2014)

Na Figura 2.4 as regides definidas pelos pontos azuis e 0s espagos brancos representam
combinagdes permitidas e proibidas, respectivamente. As regides permitidas correspondem as
conformagdes adquiridas pelos peptideos na estrutura secundaria, em especial, os tipos mais
comuns: a-hélice e folha . Os angulos que as definem caem, respectivamente, dentro dos

quadrantes esquerdos superior e inferior (MURRAY et al., 2014).

A conformagdo a-hélice possui uma estrutural helicoidal torcida por uma quantidade
igual de cada Ca com ¢ e ¥ aproximados de -60° e -50°, respectivamente. Possui a cada volta

cerca de 3,6 residuos com os grupamentos R voltados para fora, de modo que ligagdes de
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hidrogénio sejam formadas entre o &tomo de oxigénio ligado ao C’ e o hidrogénio ligado ao N

do 4° residuo adiante (Figura 2.5a) (BRANDEN; TOOZE, 2009).

Nas folhas 3, os residuos formam um padrdo zigue-zague no qual os residuos apontam
em diregOes opostas. Sua estabilidade advém das ligagdes de hidrogénios estabelecidas entre
segmentos adjacentes da estrutura. Podem se apresentar nas formas paralela (segmentos na
mesma dire¢do) e anti-paralela (segmentos em diregdes opostas) (Figura 2.5b) (BRANDEN;
TOOZE, 2009).

Figura 2.5 — Representacdo esquematica dos tipos mais comuns de estrutura secundaria: o-
hélice (a) e folha B3 (b).

Passo 0,54 nm
(3,6 residuos)

(a) (b)
Fonte: Adaptado de Murray et al. (2014)

2.1.1 Imunoglobulinas: anticorpos

As globulinas, assim denominadas por sua estrutura globular, s8o uma classe de
proteinas que exercem um papel importante no sistema imunologico dos vertebrados. Mais
conhecidas como anticorpos, as imunoglobulinas (Ig) sdo “proteinas soluveis que circulam
livremente e exibem propriedades que contribuem especificamente para a imunidade e protegao

contra material estranho” (COICO; SUNSHINE, 2010, p. 41).
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Os anticorpos sdo, portanto, os mediadores da imunidade humana contra todas as classes
de miroorganismos, sendo suas principais caracteristicas a atividade bioldgica e a

especificidade, intrinsicamente ligadas a sua estrutura molecular.

De modo geral, todas as moléculas de anticorpo apresentam caracteristicas estruturais
basicas idénticas, sendo distintas entre si pela elevada variabilidade existente na regido de

ligacdo aos antigenos.

A estrutura dos anticorpos (Figura 2.6), além do formato caracteristico em Y, &
composta por 3 fragmentos de tamanhos similares: dois fragmentos Fab e um fragmento Fc. O
fragmento Fc € a regido cristalizavel, responsavel pelas fungdes efetoras e propriedades fisico-
quimicas do anticorpo apds sua ligagdo ao antigeno por meio dos fragmentos Fab (do inglés,
fragment antigen-binding) que, portanto, correspondem a duas regides idénticas com
capacidade de se ligarem ao antigeno especifico (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011,
COICO; SUNSHINE, 2010).

Esses dominios, por sua vez, sdo compostos por duas cadeias leves idénticas (Cadeia L
—verde) e duas cadeias pesadas (Cadeia H — azul e vermelho) mantidas juntas por varias pontes
dissulfeto e compostas por dominios constantes (Cr, Cui, Crz € Cus) e variaveis (VL e Vn). As
regides variaveis s3o assim denominadas, pois correspondem a areas de variabilidade na
sequéncia de aminoacidos que diferem os anticorpos e os conferem especificidades diferentes.
Portanto, pelo fato de juntas formarem o sitio de ligagdo ao antigeno sdo as de maior interesse
em estudos de interagdo antigeno-anticorpo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2011; COICO;
SUNSHINE, 2010).

Figura 2.6 — Representag@o esquematica da estrutura geral das imunoglobulinas.

Sitio de
ligagao
ao antigeno

Cadeia
pesada

Cadeia

leve
Sitios de /{
ligagao de

complemento/
receptor
de Fc

Regiao
Fab

Regiao
Fc

Cauda

Fonte: (ABBAS; LICHTMAN; PILLAL 2011)
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As porg¢des variaveis das cadeias leve e pesada sdo ainda compostas por trés regides de
hipervariabilidade, denominadas regides de determinagdo da complementaridade (CDR). Sao
os aminoacidos presentes nas CDRs — CDR1 (a.a. 31-34), CDR2 (a.a. 50-56) e CDR3 (a.a. 93-
99) — que efetivamente participam da ligagdo ao antigeno (SELA-CULANG; KUNIK; OFRAN,
2013).

O anticorpo anti-NS1 desse estudo é monoclonal do isotipo IgG (gene do dominio )
obtido no estudo de Chung e colaboradores (2006), que testou a imunoafinidade de 22
anticorpos distintos em relag@o a proteina NS1 da flavirose Virus do Nilo Ocidental (WNV). A
estrutura da sua regido variavel (Figura 2.7b) foi cristalizada e resolvida na forma de um
complexo 2:2 (cadeias A,B:L,H e A,B:M,I) com o dominio B-ladder da WNV-NS1172.352, com
resolucdo de 3 A e um epitopo estrutural composto por 16 residuos de contato na interface de

loop do dominio em questdo (EDELING; DIAMOND; FREEMONT, 2014).

Figura 2.7 — Sequéncia FASTA da regido Fab do anticorpo 22-anti-NS1 (a) e sua representagdo new
cartoon coloridas em branco (chain L) e bege (chain H) com identificagdo wireframe surface das CDRs
preditas pelo soffware Paratome (b).

Chain L

DIOMTQSPASLSASVGETVTITCRAS WYQOKQOGKSPOQLLVYNAKTLADGVPSRFSASGSGTQYSLKINSLOP 80
EDFGSYYCOHFWSTPRTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVL 160
NSWITDODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNE 213

Chain H
QVQOLOQPGAELVKPGASVKLSCKASG WVKLRPGQGFEWIGDINPNNGGPS YNEKFKRKATLTVDTSSSTAY 80
MQOLSSLTSEDSAVYYCTIDDGYRFGYWGQGTLVTVSAAKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVTLGCLVKGYFPEPVTLTWNS 160

GSLSSGVHTFPAVLOSDLYTLSSSVTVISSTWPSQSITCNVAHPASSTKVDKKIEPR 217

b)

Fonte: Autor e (KUNIK; ASHKENAZI; OFRAN, 2012; KUNIK; PETERS; OFRAN, 2012)
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Conforme sequéncia FASTA da estrutura Fab do anticorpo (Figura 2.7a), nas CDRs ¢
possivel identificar a relevancia dos residuos de aminoacidos polares e ndo carregados, Ser (S)
e Tyr (Y), que correspondem a cerca de 17 % dos residuos e estdo presentes em ao menos um
dos paratopos. Esses residuos estdo presentes na CDR para estabelecer um contato maior com
o antigeno e, portanto, sdo intrinsicamente responsaveis pelo reconhecimento molecular, em
especial, pelo papel especifico de estabelecer ligagdes de hidrogénio diretas ou mediadas
(FELLOUSE et al., 2005, 2006). Além disso, os residuos de Tyr sdo responsaveis por
estabelecer interagdes do tipo n-n ¢ CH-t (OSAJIMA et al., 2014).

O comportamento dessas regides ¢ a forma como ocorre o seu ajuste aos epitopos
(regido de um antigeno que esta diretamente envolvida na interacdo antigeno-receptor) das
proteinas de interesse sdo objetos de estudo do presente trabalho. Isso porque a afinidade de
ligacdo (medida da for¢a de ligagdo) do anticorpo com os epitopos serdo diferentes em
decorréncia das diferencas nos nimeros e na natureza das forcas de ligagdes disponiveis, em
sua maioria intera¢des nao-covalentes fracas, como intera¢des idnicas, ligacdes de hidrogénio,
forcas de van der Waals e interagdes hidrofobicas. Nesse contexto, o estudo das interagdes de
complexos antigeno-anticorpo pode fornecer bases moleculares para compreensao do processo
de reconhecimento das proteinas NS1 das Flaviroses, Dengue e Zika, a ser aplicado no

diagnostico diferencial e precoce.

2.2 MODELAGEM MOLECULAR DE SISTEMAS BIOLOGICOS

A compreensdo de fendomenos/processos nos quais os sistemas biologicos estdo
envolvidos passa pelo conhecimento dos seus detalhes a nivel atdmico e molecular. Pela sua
natureza, a maior parte desses sistemas ¢ composta por macromoléculas como as proteinas.
Desse modo, os fenomenos bioldgicos estdo intrinsicamente ligados a flexibilidade dessas

biomoléculas.

Sendo assim, ¢é relevante o entendimento dos detalhes da dinamica destes sistemas e, em
particular, da anélise da conformagao geral das estruturas proteicas componentes, determinada
diretamente pelas interagdes estabelecidas pela sua estrutura secundéria. Portanto, ¢ necessario
que seja avaliada sua estabilidade conformacional em condigdes fisiologicas para que a

disposicao espacial garanta a funcionalidade e regulagdo da proteina. Isso porque a maior parte
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dos fenomenos bioldgicos, bem como os quimicos, ocorrem em meio condensado, mais

especificamente, em meio aquoso.

Nesse contexto, a modelagem molecular possibilita a representacdo e estudo desses
sistemas biomoleculares em escala atomistica com base na premissa de que a compreensao
sobre sua fungdo bioldgica requer conhecimentos acerca da estrutura e da dinamica e dos efeitos

da presenga do solvente.

De acordo com a IUPAC, modelagem molecular “¢ a investigacdo de estruturas
moleculares e propriedades usando quimica computacional e técnicas de visualizagdo grafica,
a fim de fornecer uma representagdo tridimensional plausivel sob um dado conjunto de
circunstancias”. Resumidamente, os objetivos da modelagem molecular sdo o uso de modelos
tedricos, a nivel atomistico, que permitam o manuseio de estruturas moleculares e a avaliacao
do comportamento quimico visando a descrever ou interpretar as propriedades macroscopicas,
valendo-se de uma série de técnicas computacionais que possibilitam a construgdo, a
visualizac¢do, a manipulagdo e a estocagem de modelos moleculares tridimensionais (LEACH,

2001).

Dentre os métodos de Modelagem Molecular, aqueles de mecanica estatistica classica
tém a vantagem de permitir rapidez na avaliagao de sistemas maiores e mais complexos, sendo
adequados na simulacdo de processos que ndo envolvam a transferéncia eletronica e quebra
e/ou formagdo de ligagdo quimica, visto que os atomos sdo tratados como as unidades
fundamentais e ndo os elétrons ou prétons. Sendo assim, permitem o entendimento das
interagdes intermoleculares, do comportamento das moléculas em solucdo e a previsdo das

propriedades de liquidos, solu¢des e solidos (ALLEN; TILDESLEY, 1993).

As simulagdes de dinamica molecular sdo uma metodologia de vasta aplica¢do e que
fornecem a adequada conexao entre a estrutura tridimensional, obtida com o auxilio de técnicas
como cristalografia de raios-x e RMN, e a dindmica em nivel molecular, que ¢ mais dificil de
ser estudada experimentalmente (KARPLUS; KURIYAN, 2005; PATODIA; BAGARIA;
CHOPRA, 2014). Segundo Karplus e Kuriyan (2005, p. 1, nossa tradu¢ao)

as simulagdes de dindmica molecular fornecem ferramentas poderosas para a
exploracdo do panorama de energia conformacional acessivel a essas moléculas, e o
rapido aumento no poder computacional associado a melhorias na metodologia torna
este um momento promissor para a aplicagdo da simulagdo na biologia estrutural.
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Em 1979, foi reportada na literatura a primeira simulacdo de dinamica molecular de
proteina. A lisozima foi simulada, no vacuo, e obtida uma trajetoria de 9,2 ps (ARTYMIUK et
al., 1979). Anos depois, a mesma proteina foi simulada em meio aquoso numa trajetéria de 210
ps (LEVITT; SHARON, 1988). Desde entdo, o avango computacional nos aspectos
relacionados ao aprimoramento no hardware e software, em especial, o aumento na velocidade
dos célculos, 0 uso de memorias maiores e mais eficientes e a obtencdo de resultados mais
precisos viabilizaram a realiza¢do de dindmicas moleculares de proteinas de pesos moleculares
maiores, com elucidagdo dos efeitos de solvente e concentragdes salinas e em tempos da ordem
de dezenas e centenas de nanossegundos. Portanto, a DM de sistemas biologicos em meio
aquoso permite, que mesmo diante da consideravel complexidade das estruturas, as dindmicas
sejam estudadas e propriedades termodindmicas calculadas com base em estruturas
representativas, que correspondem as médias de um extenso conjunto conformacional.

Nos topicos a seguir, serdo abordados com maiores detalhes os principios da Mecéanica
Molecular e de sua aplicagdo através da Dindmica Molecular, pois se trata da metodologia

principal utilizada neste capitulo para estudo das proteinas em questao.

2.2.1 Simulag¢do por Dindmica Molecular (DM)

Segundo a IUPAC, a “dindmica molecular ¢ um procedimento de simulagdo que
consiste na computacdo do movimento dos a&tomos em uma molécula ou de atomos individuais
ou moléculas em so6lidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton”.
Dessa forma, a descricdo de sistemas moleculares pelos pacotes de Dindmica Molecular se
baseia na Aproximagdo de Born-Oppenheimer, segundo a qual, por conta da diferenga de
massa, a movimentagdo dos elétrons é consideravelmente mais rapida que a dos nucleos
atdmicos. Portanto, o movimento dos elétrons pode ser negligenciado e a energia do sistema
calculada somente em fungdo das posi¢cdes nucleares de modo que as leis de Newton sejam

aplicaveis (LEVINE, 1991).

Portanto, a descri¢do conformacional oferecida para os sistemas baseia-se na resolucao
da 2 Lei de Newton, que fornece a relagéo temporal da forga F,, aplicada ao 4tomo i na posi¢o

x, conforme Equacao 2.1:

dzx,: in

pre e 2.1)
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As equagdes de Newton na forma diferencial sio numericamente integradas simultanea
e sucessivamente para cada um dos N atomos do sistema. Esse processo ¢ conhecido como
passo e a apresentacdo cronologica de n passos gera o que conhecemos como trajetoria. Dessa
forma, a cada novo passo, as equagdes sdo novamente integradas com adi¢cdo de determinado
At, o que acarreta a alteracao da velocidade e da posi¢ao atdmica em func¢do do tempo (CUNHA,
2013). Logo, as propriedades macroscopicas sdo obtidas a partir das médias temporais do
conjunto de trajetdrias em equilibrio (VAN DER SPOEL et al., 2005). A escolha de um tempo
adequado de integracdo tem relagdo direta com o tamanho da simulagdo e, consequentemente,
o custo computacional. Mas vale considerar que esses pequenos intervalos de tempo devem ser
da ordem de femtossegundos (1fs = 10! segundos) ou menores (LEACH, 2001) para que sejam
capazes de modelar com precisdo suficiente eventos moleculares (rotagcdes e vibragdes) que,
caracteristicamente, ocorrem em frequéncias da ordem de 10''-10'* s, referentes a
comprimentos de onda na faixa de 3-3300 cm™!. Além disso, se o tamanho do passo temporal

for muito grande, pode acarretar a supressao de eventos moleculares importantes e ocasionar

erros significativos nos calculos das forgas e da energia potencial total do sistema.

Assim, apesar de cada uma das particulas atomicas do sistema possuirem suas massas
atdmicas conhecidas, elas estdo submetidas a diferentes forgas Fi, por estarem ligadas a outros

atomos formando moléculas, genericamente descritas conforme representado na Equagao 2.2:

3]
F, = _a_:i (2.2)

em que, 7; € 0 raio atomico e ¥ ¢ o potencial descrito por uma fun¢do matematica empirica que

considera as forgas intra e interatdmicas, conforme descritas pelo campo de forca utilizado.

Antes de compreender como as interacdes fisicas entre os dtomos sdo descritas, €
importante considerar que os modelos, utilizados nos métodos de Mecanica Molecular Classica,
sdo representados por sistemas massa-mola. Nesses sistemas, as moléculas sdo tratadas como
colegdo de particulas (esferas macigas e indivisiveis) unidas por for¢cas harmdnicas ou elésticas
(molas devidamente calibradas) conforme representado na Figura 2.8 (VAN DER SPOEL et
al., 2005).
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Figura 2.8 — Representagdo de uma molécula sob a 6tica da Mecanica Molecular.

mola

esfera

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2001).

Portanto, as caracteristicas dos sistemas massa-mola estdo contidas no campo de forga
(GUIZADO, 2008). De acordo com a IUPAC, campo de for¢a pode ser descrito como “um
conjunto de fungdes e parametrizacdo usadas em calculos de mecanica molecular” ao fornecer,
em detalhes, informagdes a respeito dos d&tomos e suas interagdes em uma molécula, considere-
se aqui os termos relacionados as interagdes entre &tomos ligados e ndo-ligados entre si (VERLI

et al., 2014).

Os métodos de mecanica molecular se fundamentam, dessa forma, no grau de
transferibilidade dos pardmetros geométricos de uma molécula a outra, ou seja, na capacidade
de representar as moléculas em termos das estruturas de valéncia. Isso porque o comprimento
das ligagdes e os angulos podem ser transferidos de uma molécula para outra resultando na
diminui¢do da necessidade de determinagdo de pardmetros para compostos diferentes,
respeitando a semelhanca entre suas estruturas quimicas e a dependéncia previsivel dos

parametros da hibridagdo atomica (HEHRE, 2003).

Diferentes equagdes (numero e natureza dos termos) e parametrizagdes podem ser
utilizadas originando diferentes campos de for¢a (VERLI et al., 2014). Dentre os campos de
forca mais utilizados atualmente, cita-se: AMBER (A4ssisted Model Building with Energy
Refinement), GROMOS (Groningen Molecular Simulation packages), OPLS-AA
(OptimizedParameters for Liquid Simulation — all atom), CHARMM (Chemistry at Harvard
Macromolecular Mechanics) e Martini. A escolha por um determinado campo de for¢a ndo ¢é
trivial, ou seja, ndo existe o melhor campo de for¢a. A melhor op¢do de modelo e campo de
forca depende do tipo de sistema molecular e o tipo de propriedade na qual se tem interesse
(VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1990). Portanto, para o desenvolvimento deste estudo
foi escolhido o campo de forca OPLS-AA, visto que seus parametros foram obtidos e

otimizados para a descri¢do adequada de sistemas proteicos, além de sua compatibilidade com
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o software gratuito GROMACS (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996;
JORGENSEN; MCDONALD, 1998).

A forma funcional da energia potencial total desse campo de for¢a ¢ dividida entre
potenciais ligados e ndo-ligados. Os potenciais ligados sdo o potencial harmodnico de ligagao ou
linear (V4 — comprimento de liga¢do), potencial harmonico angular (Ve — angulo de ligacdo),
potencial torsional ou diedral (angulo diedro) proprio (Veprop) € Improprio (Veimprop). Os
potenciais ndo-ligados sdo potencial de van der Waals ou de Lennard-Jones (Viy) e potencial

de Coulomb (V¢ — eletrostaticas).

Viota = Va + Vo + V(p prop + chimprop + VL] + Ve (23)

O significado e as expressdes de cada um dos termos da Equagdo 2.3 para campo de

forca OPLS-AA estao descritos na Tabela 2.1.



Tabela 2.1 — Descrigdo dos termos de potenciais ligados e ndo-ligados do campo de forca OPLS-AA utilizado nos calculos de DM.

Potencial

Descricio

Harmonico Linear

Também conhecido como potencial de ligacdo quimica e descreve a energia associada ao estiramento entre dois 4tomos ligados como o desvio
a uma distancia de equilibrio, do (Equacao 2.4).

Vd = kd (d - d0)2 (24)
em que: d ¢ o comprimento da ligacao entre os dois atomos, dy ¢ o comprimento de equilibrio e k4 € a constante de forca da ligagdo. Sendo dy ¢
kq 0s pardmetros envolvidos no campo de forga.

Harmoénico Angular

Descreve o desvio de angulos, formados entre trés atomos ligados por ligacdes covalentes como o desvio em relagdo ao seu valor de equilibrio]
6y, (Equacdo 2.5).

Vo = kg (6 — 65)? (2.5)
2 Onde: 6 € o angulo definido pela ligagdo, &y é o dngulo de equilibrio e ko é a constante elastica da forca.
2 Considera-se um conjunto de quatro atomos ligados (7, j, k € /) onde o angulo diedro ¢ € definido como o &ngulo entre os planos formados pelos
L0 atomos ijk e jkl, em que o valor zero corresponde a conformacdo cis, na qual os atomos i ¢ j estdo do mesmo lado. Dessa forma, Vy ¢ a
~ Torsional/Diedral | representacdo explicita da barreira energética atribuido a rotag¢do dos atomos i ¢ / ao redor da ligacdo j — k (Equacdo 2.6).
Pr(')prio VX = ZX{%[1+COS (x+f1)]+ %[1—cos (x+f2)]+ %[1+cos (X+f3)]} (26)
em que: V, € a constante que define a altura da barreira de rotacao (coeficientes da Série de Fourier) e £, sdo as fases dos angulos correspondentes
ao numero de minimos para a tor¢ao de uma ligacdo quimica especifica.
Esta associado com deformagdes dos angulos de tor¢do imprdprios, ou seja, aqueles associados a atomos de hibridiza¢do sp? que geram|
deformacdes fora do plano (Equagio 2.7).
Diedral Improrio 1
P V(pimprop = Ek(pimprop ((P - 900)2 2.7)
em que: koimprop € a constante de forga do diedro improprio, ¢ é o dngulo diedral improprio e ¢o € angulo diedral de equilibrio.
O potencial de Lenard-Jones V., € utilizado para descrever interagdes intra e intermoleculares do tipo van der Walls entre atomos nao ligados.
No caso de atomos em uma mesma molécula apenas sdo consideradas interagdes entre atomos separados por trés ou mais ligagdes covalentes|
(Equagdo 2.8).
g Lennard-Jonnes [ Oij N Oij °
E Vi = 4¢;; <—> - <—> ] (2.8)
= Lij Lij
j em que: rij ¢ a distancia entre os atomos i ¢ j, ¢ € a profundidade do pogo de energia potencial € ¢ € o didmetro de Lennard-Jones que ¢ dependente
g da natureza dos atomos envolvidos. O primeiro termo corresponde a repulsdo entre dois 4&tomos e o segundo, a atracio.

Coulomb

O potencial de Coulomb V. ¢ utilizado para descrever as interacdes puramente eletrostaticas (de cargas) entre dois atomos i e j (Equagao 2.9).

_ 4iq;
Ve = / 4me i) (2.9)

em que: r; € a distdncia entre os 4&tomos i €/, g: € ¢; sdo as cargas dos atomos e g a permissividade no vacuo.

Fonte: Dados compilados de Jorgensen; Maxwell e Tirado-Rives (1996) e Jorgensen; Tirado-Rives (1988)



2.2.2 Algoritmo (Leap-Frog)

Para realizar a integracdo das equagdes de movimento dos atomos, sdo utilizados
algoritmos que se baseiam nos métodos das diferencas infinitas, ou seja, que permitem que a
integracdo acontega em intervalos pequenos de tempo (passo de integragdo) de modo a simular
os movimentos mais frequentes no sistema, as vibragdes dos atomos (NAMBA; DA SILVA;
DA SILVA, 2008). Apesar da ampla variedade de algoritmos disponiveis, dentre os
integradores capazes de efetuar a integracdo numérica das equagdes acima mencionadas, os
mais confidveis e utilizados, em fun¢do do menor consumo de memoria RAM e processamento,
sdo: Verlet (VERLET, 1967), Beeman (BEEMAN, 1976) e Leap-frog (HOCKNEY, 1970). O
GROMACS, software de distribuicao livre que foi utilizado na condugao dos céalculos de DM,
utiliza o algoritmo de Leap-frog. Este consiste em um método simplificado para a integracao
das equacdes de movimento que inclui explicitamente a velocidade em seus célculos - composto

por dois passos:
1) Calculo das velocidades na metade do intervalo de integragdo (Equacao 2.10)

v t+18t =v t—l& + Sta(t) (2.10)
(e+300) = v (¢e-32)

2) Calculo das novas posicdes utilizando as velocidades calculadas (Equagao 2.11).

rit+ét)=rt)+ v <t+%5t) + 5tv<t+%5t) (2.11)

nas quais v ¢ a velocidade, a aceleracdo e r posi¢do dos atomos no tempo t e no intervalo do

tempo de integragdo 6t.

A limitacdo em relacdo ao uso desse algoritmo ¢ a ndo-simultaneidade na determinacao

o~ . 1
das posigdes e velocidades pelo fato de eles estarem em descompasso por > ot.

2.2.3 Ensemble NpT

Apos a realizacdo da simulagdo, para estudar o comportamento médio do sistema ¢
necessario calcular a média temporal dos valores que as propriedades fisicas de interesse

assumem nos diversos microestados acessiveis. Para que o calculo das propriedades
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macroscopicas do sistema seja mais preciso, algumas propriedades fisicas podem ser
reproduzidas sendo mantidas constantes outras propriedades ao longo da simulacdo, dentre as
quais cita-se: nimero de particulas (N), energia total (E), pressdo (p), temperatura (T), volume
(V) e potencial quimico (p). Formalmente, uma das alternativas para tanto ¢ a combinagdo e
reproducdo do conjunto de alguns desses parametros, definindo uma equagdo de estado para o
sistema, caracterizando o que chamamos de ensemble. Desse modo, garante que em um
determinado instante um grande numero de sistemas seja caracterizado pelo mesmo
macroestado mesmo podendo estar em qualquer um dos microestados compativeis, ou seja, a

média temporal de uma grandeza se iguala a média do ensemble.

Resumidamente, o termo ensemble tem o seu significado associado ao vocabulo
“conjunto” e refere-se, portanto, ao conjunto imaginario de réplicas da caixa de simula¢do com
grandezas fisicas idénticas (ATKINS; PAULA, 2009). Dessa forma, possibilita a ligagao entre
os microsestados possiveis e as propriedades fisicas macroscopicas do sistema por meio dos

principios fundamentais da Mecanica Estatistica (SOUZA, 2009).

Nas simulagdes realizadas no presente trabalho, foi utilizado um ensemble isotérmico-
isobarico (NpT) caracterizado por manter ao longo de toda a simula¢do a mesma composigao,

pressao e temperatura.

Para a manutencdo do equilibrio térmico e da pressdo, € necessario o acoplamento do
sistema molecular a um banho de aquecimento externo e de pressdo, respectivamente
(BERENDSEN et al., 1984). Uma das vantagens desse tipo de ensemble ¢ o fato de as particulas
ndo ficarem restritas a entrar ou sair do sistema de acordo com as condi¢des perioddicas de

contorno, descritas na se¢ao a seguir.

2.2.4 Condigoes Periddicas de Contorno

Em simulacdes de MD, os sistemas, compostos pela molécula de interesse
(biomolécula) e as moléculas do solvente (explicito), sdo introduzidos em um espago
tridimensional (caixa de simula¢do). As formas de caixa de simulacdo empregadas com maior
frequéncia sdo cubicas, retangulares, octaédricas e dodecaédricas (VERLI et al., 2014). No
entanto, essa forma de descrever condigdes experimentais ocasiona dois problemas a serem

contornados, visto que afetam significativamente os resultados:
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e Efeito de superficie: as moléculas da margem da caixa de simulacdo estdo sujeitas a
forcas diferentes daquelas do centro (HINCHLIFFE, 2003);

e Numero de 4&tomos limitado: o quantitativo de particulas dentro da caixa ¢ da ordem de
103-109, valor pequeno quando comparado aos sistemas macroscOpicos que apresentam
numero de 4tomos da ordem de Avogadro, que é da ordem de 10> (VAN GUNSTEREN
et al., 2006).

Para minimizar esses efeitos, aplicam-se as condi¢oes periddicas de contorno que
consistem na realizagdo de copias da caixa de simulacdo em todas as direcdes, conforme
representacdo tridimensional apresentada na Figura 2.9. Trata-se de uma abstracdo em que uma
molécula, ao sair de um lado da caixa original, tem sua imagem entrando na face oposta da
caixa imagem com mesma velocidade ao longo de toda a simulagdo mantendo, dessa forma,

constante o nimero de atomos na caixa central e no sistema como um todo.

Figura 2.9 — Representagdo das condigdes periddicas de contorno em trés dimensdes.
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Fonte: (VERLI et al., 2014)

2.2.5 Raio de Corte

Em relagdo ao tamanho da caixa de simulacdo, ¢ necessario que ndo seja definido um
tamanho excessivamente pequeno, de modo a evitar que a molécula interaja com suas imagens

geradas conforme definido pelas condi¢des periddicas de contorno. Para tanto, ¢ necessario
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restringir a interagdo desses &tomos com suas imagens através de um cut-off, ou seja, estabelecer
um raio de corte (R¢) que deve ser da ordem de L/2 (R¢< L/2, na qual L é o comprimento da
caixa de simulacgdo), procedimento conhecido como convengdo da imagem minima (Figura
2.10). Outra vantagem do uso do raio de corte ¢ a economia de memoria computacional, visto
que, em metodologias de DM, o célculo das interagdes ndo-ligadas (Coulomb e Lennard-

Jonnes) ¢ a parte mais dispendiosa computacionalmente.

Figura 2.10 — Representacao do Raio de Corte esférico para um sistema periddico em duas
dimensdes.
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Fonte: Adaptado de Franca (2009).

Enquanto o potencial de Lennard-Jonnes decai rapidamente com o aumento da distancia
entre as particulas na propor¢do de r® (Equagdo 2.8), as interagdes de longo alcance (interagdo
couldmbicas) ndo podem ser tratadas da mesma forma, ja que o potencial V¢ decai com o
inverso da distancia entre as particulas. Dessa forma, a eliminagdo da avaliagdo dessas
interagdes de longa distancia pelo estabelecimento de um corte pode ocasionar instabilidade e,
por conseguinte, erros significativos na amostragem de simulagdes, em especial, aquelas que
envolvam espécies carregadas (SCHLICK, 2010). Sendo assim, para descrever adequadamente
essas forcas de longo alcance, os métodos mais utilizados sdo: a soma de Ewald, sua varia¢ao
PME (do inglés, Particle Mesh Ewald) e a aproximag¢do do campo de reagdo (reaction-field).

O método soma de Ewald ¢ mais utilizado na descricdo de sistemas altamente
carregados ou polares e, neste método, uma dada particula interage com todas as demais
particulas da caixa de simulagdo e, também, com todas as suas imagens num arranjo infinito de
células periodicas, de modo que, no limite, esse adquire formato esférico (EWALD, 1921). Ja

a aproximagdo do campo de reagdo (reaction field) é utilizada para tratar as interagdes
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Coulombicas em sistemas em fase condensada como, por exemplo, macromoléculas em
solugdo, visto que considera o ambiente fora do raio de corte como um continuo dielétrico com
constante dielétrica ¢ referente ao solvente utilizado e permite que esse ambiente apresente

também atomos e moléculas de soluto (LINDAHL; HESS; VAN DER SPOEL, 2001).

2.2.6 Modelos de moléculas de dgua para solvatagdo explicita

O solvente de um sistema, em particular a dgua, exerce influéncia consideravel sobre a
estrutura do soluto e a termodinamica do sistema. As enzimas, por exemplo, requerem um
elevado grau de hidratacdo para que possam exercer sua funcdo bioldgica. Por essa razao, ¢
importante, em simulagdes computacionais de sistemas biomoleculares solvatados, recriar o
ambiente aquoso da forma mais precisa possivel, de modo a incluir os efeitos do solvente, seja
pelos métodos implicitos ou explicitos (MAKAROV; PETTITT; FEIG, 2002; NUTT; SMITH,
2007).

O modelo de solvatacdo implicita ndo considera os graus de liberdade do solvente, mas
o trata como um meio continuo que contém as propriedades médias do solvente real. Nesse
tratamento, a influéncia do solvente ¢ considerada através da estimativa direta da energia livre
de solvatacdo, que se trata de uma medida da afinidade do soluto com o solvente.
Conceitualmente, essa propriedade pode ser definida com o trabalho reversivel requerido para
a transferéncia do soluto em uma configuracio fixa do véacuo para a solucio (NAMBA; DA

SILVA; DA SILVA, 2008).

Na solvatagao explicita, o solvente ¢ tratado como parte do sistema, ou seja, como um
elemento adicional. Dessa forma, ¢ necessaria a parametriza¢ao do potencial para a reproducao
das propriedades macroscopicas e, portanto, um modelo que descreva apropriadamente a

molécula de agua.

Dentre os varios modelos de dgua disponiveis mais utilizados na solvatacdo de sistemas
simulados por dinamica molecular, tem-se o SPC (do inglés, Simple Point Charge) e o conjunto
dos potenciais TIP (do inglés, Transferable Intermolecular Potentials). Assim, no modelo SPC,
as moléculas de dgua sdo tratadas como cargas pontuais com trés sitios de interagdo para as
interacdes eletrostaticas e as cargas parciais dos atomos de hidrogénio balanceadas
apropriadamente pela carga negativa do atomo de oxigénio (BERENDSEN; GRIGERA;
STRAATSMA, 1987). Os modelos rigidos do tipo TIP#P sdo simples e se baseiam na
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interacdes ndo-ligadas, ja que as interagdes ligadas sdo tratadas implicitamente. As moléculas
de dgua do tipo TIP3P apresentam trés sitios de interagdo de modo analogo ao SPC, enquanto
as do tipo TIP4P e TIPSP utilizam, respectivamente, 4 e 5 sitios de intera¢do, conforme
mostrado na Figura 2.11. A comparacao descritiva entre as caracteristicas desses modelos pode

ser observada na Tabela 2.2.

Figura 2.11 - Representagdo dos modelos de agua do tipo: SPC e TIP3P (a), TIP4P (b) e
TIPSP (c); I; e I> representam as distancias entre o d&tomo hidrogénio e oxigénio; q; € g2
representam as cargas atomicas do hidrogénio e oxigénio, respectivamente; 6 ¢ @ sdo os
angulos de ligacdo e o ¢ a distancia para o potencial zero.

Fonte: (CHAPLIN, 2000)

Tabela 2.2 — Comparacdo dos pardmetros de diferentes modelos de molécula de agua.

Parametros SPC TIP3P TIP4P TIPSP
/A 1,0000 0,9572 0,9572 0,9572
L/A 0,15 0,70
qile +0,4238 +0,4170 +0,5200 +0,2410
q:/e -0,8476 - 0,8340 - 1,0400 -0,2410
o/A 3,16600 3,15061 3,15365 3,12000

0/ graus 109,47 104,52 104,52 104,52
@ / graus --- --- 52,26 109,47
w/D 2,35 2,35 2,18 2,29

Fonte: Dados compilados de (BERENDSEN; GRIGERA; STRAATSMA, 1987; JORGENSEN
et al., 1983; MARK; NILSSON, 2001; NERIA; FISCHER; KARPLUS, 1996).
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Dinamica Molecular

Os sistemas estudados nessa etapa inicial do trabalho foram as proteinas NS1 do
flavirus da Dengue Sorotipo 2 (DENV?2) e da Zikavirus (ZIKV) e o anticorpo monoclonal 22-
anti-NS1. As estruturas tridimensionais da NS1-DENV2, NS1-ZIKV ¢ do 22-anti-NS1 foram
retiradas do banco de dados de proteinas RCSC-PDB registradas, respectivamente, sob os
codigos 406B (AKEY et al., 2014b), SK6K (BROWN et al., 2016) e 401l (EDELING;
DIAMOND; FREMONT, 2014b). As regides de loop ausentes na estrutura 406B foram
modeladas conforme protocolo apresentado por Freire et al. (2017) e os atomos faltantes na
estrutura SK6K (atomos CG, CDI1, CD2, CEl, CE2, CZ ¢ OH do residuo TYR1) foram
modelados utilizando o sofiware Modeller implementado na interface grafica UCSF Chimera
(YANG et al., 2012). A estrutura final da modelagem da NS1-ZIKV foi escolhida com base
nos parametros GA341 (MELO; SANCHEZ; SALI, 2002), zDOPE (SHEN; SALI, 2006),
RMSD e Overlap estimados (ERAMIAN et al., 2008). As simula¢des foram conduzidas para
as estruturas diméricas isentas de glicosilacdes com a finalidade de avaliar a influéncia da
auséncia dos residuos de N-acetilglicosamina na manutencdo estrutural das proteinas. Os
dimeros foram escolhidos para esse estudo considerando a boa qualidade dessas estruturas
disponiveis nas bases de dados, a existéncia de estudos comparativos e o fato de que a forma
hexamérica seria computacionalmente muito dispendiosa, tanto para os calculos de DM quanto
para as etapas seguintes de Docking Molecular e calculos semi-empiricos. Os sistemas

simulados estdo descritos na Tabela 2.3 apresentada a seguir.

Tabela 2.3 — Descri¢ao dos sistemas simulados.

) Cadeias da N° atomos N° total de
Sistema ] , ,
Proteina Proteina atomos
NSI1-DENV2 AeB 10996 469742
NS1-ZIKV AeB 11181 469967
22-anti-NS1 LeH 6477 163517

Fonte: Autor
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As simulagdes de dindmica molecular de cada uma das proteinas descritas na
Tabela 2.3 foram, separadamente, conduzidas no pacote computacional GROMACS 5.1.2
(ABRAHAM et al., 2015) utilizando o campo de forca OPLS-AA (JORGENSEN; TIRADO-
RIVES, 1988).

Inicialmente, as proteinas foram inseridas a 1,5 nm de distancia das arestas da caixa
de simulagdo cubica, em seguida, preenchida com moléculas de 4gua do tipo TIP4P. A forca
ionica dos sistemas foi ajustada para 150 mM a fim de mimetizar as condi¢des do soro
sanguineo (WANG et al., 2017a). Em seguida, a energia foi minimizada com o algoritmo
steepest descent (QIAN, 1999) utilizando-se 1000 passos de integracdo numérica. Este
algoritmo utiliza a derivada primeira para determinar a direcdo do minimo de energia do
ensemble simulado. Os sistemas foram termalizados por 100 ps, com aumento gradual e
sucessivo da temperatura, a 50 K, 150 K, e finalmente a 310 K, sendo mantida constante a esta
temperatura, com o acoplamento soluto-solvente realizado a cada 0,1 ps. Nesta etapa, as
coordenadas dos atomos mais pesados, com exce¢do do hidrogénio, foram fixadas com uma

forca constante de 1,0.10% kJ mol! nm (FREIRE et al., 2017).

As simulagdes por dindmica molecular foram realizadas utilizando o intervalo de
tempo de integracdao (Af) de 2 fs, totalizando 100 ns em um ensemble isotérmico-isobarico
(NPT), utilizando o algoritmo leap-frog (HOCKNEY, 1970) para integracao das equagdes de
movimento de Newton. Além disso, o barostato de Parrineclo-Rahman (PARRINELLO;
RAHMAN, 1981) e o termostato v-rescale (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007) foram
utilizados para manter constantes a pressao e a temperatura, respectivamente, em 1,0 bar (tempo

de relaxagdo de 2,0 ps e constante de compressibilidade de 4,5 x 107 bar) e 310 K.

O movimento de estiramento linear e angular dos 4tomos de hidrogénio e o
comprimento das liga¢des foram restringidos usando-se o algoritmo LINCS (do inglés, Linear
Constraint Solver) (HESS et al., 1997). Visando a caracterizagao das interagdes eletrostaticas e
de van der Waals de curto alcance, foi utilizado um raio de corte de 1,5 nm e as contribui¢des

eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pelo método PME.

As trajetdrias obtidas foram analisadas utilizando o software VMD (do inglés, Visual
Molecular Dynamics) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) e os graficos e andlises
estatisticas realizadas nos softwares GRACE (do inglés, Graphing Advanced Computation and
Exploration of Data) (STAMBULCHIK, 2008) e Origin 8.0. Os valores médios e seus
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respectivos desvios-padrdo para as propriedades calculadas apresentaram nivel de confianga de

95 %.

2.3.2 Analise da populagdo (cluster) das simulag¢des por Dindmica Molecular

Os ultimos 20 ns (convergéncia estrutural e energética) das dindmicas moleculares de
todos os sistemas foram clusterizados para obtenc¢do de uma estrutura representativa da proteina
em solug¢do, ou seja, considerando o efeito do solvente. Para tanto, foi utilizado o método single
linkage do modulo g_cluster disponivel no programa GROMACS 5.1.2 (ABRAHAM et al.,
2015).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As simulag¢des por DM de biomoléculas, como as proteinas dos sistemas em estudo, sdo
realizadas para observar seu comportamento temporal em meio aquoso, ou seja, para estudar a
proteina buscando mimetizar seu ambiente nativo. Para tanto, ¢ importante que exista a
manuten¢do das suas estruturas secunddria e terciaria, ou seja, que nao ocorra desnaturacao.

Dessa forma, foi necessaria a avaliagdo das suas respectivas estabilidades energética e

estrutural.

Considerando o parametro energético, a Figura 2.12 apresenta a evolugdo temporal da
energia total para os sistemas: NS1-DENV2 (azul), NS1-ZIKV (vermelho) e 22-anti-NS1
(preto), sendo possivel observar um patamar estavel dos valores de energia para todos os
sistemas. Os niveis energéticos encontram-se estabilizados e com pequenas flutuacdes (baixos
valores de desvio padrdo), respectivamente, em -4,137x10° (+0,003), -4,147x10% (+0,003) e
-1,44x10° (+ 0,002) kJ mol"!'. Portanto, o equilibrio energético pode ser sugerido para os
sistemas em estudo sendo possivel observar alta similaridade nos pardmetros energéticos para

os sistemas das proteinas NS1 de ambas flaviroses.

Figura 2.12 — Energia Total dos sistemas das proteinas NS1 (a) e do anticorpo (b) simulados
em meio aquoso.
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Fonte: Autor

Verificada essa propriedade para os sistemas, torna-se viavel analisar seus pardmetros
estruturais ao longo das simulagdes. Portanto, foi verificada a evolugdo temporal da raiz
quadrada do desvio quadratico médio (do inglés, root mean square deviation, RMSD) e do Raio

de Giro (Ry) que avaliam, respectivamente, o distanciamento das posi¢des atdmicas da proteina
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em relagdo a estrutura nativa e uma aproximac¢do da medida da compactagdo de sua estrutura.
Essas propriedades sdo calculadas pelas equagdes que se seguem e os graficos para os sistemas

em estudo estdo apresentados na Figura 2.13:

N
RMSD (t,t2) = [ Y me Ire) = (el @.12)

em que, M = YN, m;, corresponde a somatéria da massa de todos os N dtomos da molécula e
1;(t) é a posigdo do atomo i no tempo ¢.
2|, /2
=1 |T |m (2.13)
1:1 m;

em que, m; ¢ a massa do atomo i e r; € sua posi¢do em relagdo ao centro de massa.

Figura 2.13 — RMSD (a) e Raio de Giro (b) dos sistemas das proteinas NS1 e do anticorpo
simulados em meio aquoso.
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Fonte: Autor

Para o anticorpo, os valores médios de RMSD e Raio de Giro (Rg) foram de,
respectivamente, 0,253 (+ 0,032) e 2,44 (+ 0,02) nm associados a pequena mobilidade estrutural

em solucdo aquosa salina, ou seja, uma leve e sistematica flutuagdo conforme observado na

Figura 2.14.
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Figura 2.14 — Representacgdo new cartoon da sobreposi¢do entre a estrutura do anticorpo no
inicio (cinza) e ao final da simulagdo (preto).

Fonte: Autor

Para as proteinas NS1-DENV2 e NS1-ZIKV, os valores médios de RMSD e Raio de
Giro (Rg) foram, respectivamente, 0,449 (+ 0,082) e 3,15 (+ 0,02) nm; 0,376 (+ 0,057) e 3,09
(£ 0,01) nm. Esses valores e os graficos indicam maior flutuagdo da estrutura da NS1-DENV2
quando comparada com a NS1-ZIKV, em particular, nos ultimos nanossegundos de simulagdo
associados aos movimentos mais acentuados no dominio f-roll. Isso pode ser observado na
Figura 2.15 que apresenta a sobreposi¢@o das estruturas das proteinas no inicio da simulagdo e

a estrutura representativa das proteinas em meio aquoso.
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Figura 2.15 — Representacdo new cartoon da sobreposi¢do entre a estrutura das proteinas NS1-

Fonte: Autor

No entanto, dentro dos intervalos de desvio-padrao dos valores médios, foi observada
similaridade nas propriedades estruturais das proteinas NS1 da Dengue e da Zika e, portanto,
auséncia de diferengas significativas no comportamento e na dindmica geral dos dimeros. Esse
fato estd em concordancia com o apresentado por Brown et al. (2016) e Song et al. (2016),
segundo os quais as dobras e o arranjo dos dominios sdo praticamente idénticos entre as

proteinas.

Vale considerar ainda que os sistemas simulados correspondem a forma ndo glicosilada
das proteinas NS1. Isso porque a forma secretada sNS1 e, portanto, detectdvel em um
dispositivo de sensoriamento, estd isenta de glicosilagdes. Comparativamente aos estudos
teoricos de Freire et al. (2017) e Gongalves (2017), nos quais essas proteinas foram simuladas
nas suas formas glicosiladas, os parametros estruturais sdo semelhantes indicando que a

auséncia dos residuos de agucar parece ndo afetar na manutengdo estrutural das proteinas.
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Portanto, as simulagdes em questdo ndo apresentam eventos moleculares significativos

que indiquem a perda da estrutura ou desnaturacio das proteinas em solugdo aquosa salina.

Para avaliar com maior rigor a flexibilidade dos sistemas proteicos, foram obtidos os
valores de raiz quadrada da flutuagdo média (do inglés, root mean square fluctuation, RMSF).
O RMSF ¢ calculado como a média temporal para cada um dos 7 &tomos de aminoacido da

proteina sem levar em consideragdo seu peso molecular, conforme equagio a seguir:
1
RMSF; = (Ir; — Timéaiol)? (2.14)

em que 1;(t) € a posi¢do do atomo 7.

Figura 2.16 — RMSF para os residuos de aminoécido das proteinas NS1-DENV2 e NS1-ZIKV
e indicacdo das regides de maior flutuagio.
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O gréfico da Figura 2.16 indica amplitudes de RMSF maiores para a quase totalidade
dos residuos de aminoacido do dimero da DENV2 em relagido aos da ZIKV. No entanto, ha
conformidade nas faixas de residuos de maior flutuacdo, corroborando com o observado nas
analises de RMSD e Raio de Giro. Essas regides de maior flutuagdo estdo relacionadas a regides

de importancia funcional para a proteina.

Na Figura 2.16 estdo identificadas na estrutura secundaria das proteinas duas regides

importantes: (1) a.a. 108-130: regido pertencente ao dominio wing e composta por loops nao
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estruturados, caracterizados por sua maior flexibilidade. A flutuagao consideravel, da ordem de
até¢ 1,7 nm, tem relagdo com a auséncia dos residuos de agucar estruturalmente ligados a
Asp130. Portanto, a auséncia de glicosilacdo, apesar de ndo afetar a manutencdo estrutural,
influencia nas flutuagdes da proteina, em especial, nas regides proximas; e (2) a.a. 152-180:
regido conectora entre os dominios wing e 3-ladder, portanto, composta por algas flexiveis que

ligam duas folhas  importantes no reconhecimento imunogénico da proteina.

Uma terceira regido de flutuacdo consideravel pode ser apontada: a.a. 1-25 (DENV) e
10-30 (ZIKV): regido que compreende o dominio B-roll e, portanto, as por¢cdes N-terminal. Os
valores maiores para a DENV2 devem-se em especial a uma maior desorganizacao das folhas-
B ao final da simulagdo visualmente anotado (Figura 2.15). No entanto, vale considerar que
para a finalidade do presente trabalho a fungdo dessa flutuacao ¢ secundaria, visto que, na forma
sNS1 esse dominio encontra-se na parte interna hidrofobica da proteina ndo acessivel para

deteccao.

Portanto, mesmo que os dimeros de NS1 e o anticorpo apresentem regides instaveis e
flexiveis, evidencia-se a manutencao estrutural ao final da simulagdo e a importancia bioldgica

dessas regides nas provaveis interagdes antigeno-anticorpo.

A estrutura terciaria das proteinas, ou seja, o arranjo tridimensional das estruturas
secunddrias, ¢ estabilizada majoritariamente por ligacdes de carater ndo-covalente como, por
exemplo, as ligagdes de hidrogénio, as pontes salinas e interagdes hidrofobicas (KESSEL;
BEN-TAL, 2010). Nesse sentido, o nimero de ligacdes de hidrogénio e de pontes salinas foi
adotado como parametro para avaliagdo dos efeitos de hidratacdo, manutencao da estrutura
tridimensional e estabilidade estrutural conforme proposto por Franca et al. (2011). Os critérios
adotados para as analises de liga¢des de hidrogénio entre as proteinas e as moléculas de dgua
foram 3,5 A para a distancia em relacio ao raio de corte e 30° para o angulo entre os centros de
referéncia escolhido entre os atomos doador e aceptor (TORSHIN; WEBER; HARRISON,
2002). Nas analises de interacdo eletrostatica entre residuos de aminoéacidos de cargas opostas
(pontes salinas), foi adotada uma distancia de 3,2 A entre os atomos de oxigénio de residuos
acidos e atomos de nitrogénio de residuos basicos (TRABUCO; VILLA, 2011). A Tabela 2.4
sumariza o nimero de ligacdes de hidrogénio e pontes salinas monitorado ao longo das

simulagdes por DM, em intervalos de 20 ns.
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Tabela 2.4 — Numero de ligacdes de hidrogénio entre moléculas de 4gua e a proteina, e pontes
salinas quantificadas durante as simulagdes por DM.

Sistema Interacao 0 ns 20 ns 40 ns 60 ns 80 ns 100 ns
NS1- ﬁiﬁi‘gagn‘%ﬁ 1511 1504 1479 1457 1473 1477
DENV?2 > gt
onte 49 54 52 49 49 53
Salina
Iﬁlﬁa@ﬁ? de 468 1522 1497 1515 1438 1484
NS1-ZIKY O OSEHO
onte 63 66 71 69 72 75
Salina
Ligagao de
22-anti-  Hidrogénio 859 860 874 888 865 896
NS1 Ponte 35 32 31 30 26 21
Salina

Fonte: Autor

Para o anticorpo, observou-se uma tendéncia inversa entre o nimero de ligagdes de
hidrogénio e de pontes salinas. Esse resultado indica que a diminui¢do no nimero de pontes
salinas ao longo da simulagdo esta associada as interagdes estabelecidas entre os residuos de
aminoacidos carregados (ARG, ASP, GLU e LYS) e as moléculas de agua. Portanto, a
solvatagdo do sistema leva a formagao de novas ligacdes de hidrogénio e, consequentemente, a
manuten¢do da estabilidade estrutural do sistema. Essa tendéncia esta em consonancia com 0s
resultados obtidos utilizando esse protocolo ao avaliar a estabilidade de proteinas como, por
exemplo, acetil coenzima A carboxilase (ACC) (FRANCA et al., 2011), acetohidroxiacido
sintase (AHAS) (IERICH et al., 2015b) e complexo da glicoproteina MOG e a regido Fab do
anticorpo (MOG e anti-MOG Fab) (IERICH et al., 2019b).

No entanto, essa mesma tendéncia ndo ¢ observada para as proteinas NS1 de ambas as
flaviroses. Para a NS1-DENV2, a tendéncia foi inversa: com o aumento do nimero de pontes
salinas, houve a diminui¢do do niimero de ligagdes de hidrogénio; para a NS1-ZIKV: os dois
parametros aumentaram ao longo dos 100 ns de simulagdo. Nesses casos, a analise deve ser
relativizada em relagdo a contribui¢dao das por¢des polar e apolar de cada uma das proteinas.
Para tanto, a Area Acessivel ao Solvente (SASA, do inglés, Solvent Accessible Surface Area)
foi calculada utilizando o software online Getarea (FRACZKIEWICZ; BRAUN, 1998) com

raio de 1,4 A e os resultados estio apresentados na Figura 2.17.



73

Figura 2.17 — Area acessivel ao solvente (SASA) e suas contribuigdes polar e apolar para as
proteinas NS1 de ambas as flaviroses no inicio a 0 ns (a) e final a 100 ns (b) de simulagao.
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Fonte: Autor

De modo geral, houve diminuicdo e aumento na area acessivel ao solvente,
respectivamente, para NS1-DENV2 e NS1-ZIKV. No entanto, € preciso levar em consideragao
que a contribuicdo da regido polar dessas proteinas ¢ mais significativa em implicagdes de
resposta imune, visto que se trata da parte externa (hidrofilica). Isso porque a parte apolar ¢
responsavel pela estabilizagdo do hexdmero por meio de ligagdes hidrofobicas entre os dimeros,

que ficam inacessiveis nessa forma detectavel da proteina.

Para tanto, ¢ preciso compreender ainda que, segundo Freire e colaboradores (2017), a
regido polar acessivel ao solvente, essencialmente a regido de loop (dominio wing) apresenta
diferenca significativa em termos de superficie de energia potencial. Sendo a NS1-DENV2

carregada positivamente e a NS1-ZIKV, negativamente.

Dessa forma, a SASAnsi-penv2 da regido polar diminuiu (Asasa= -153,64 A?), porque
apesar da carga positiva dessa regido da proteina, cerca de 43 % dos residuos de aminoéacido
carga positiva (Arg, His e Lys) estdo na regido interna da proteina (burried residues), ou seja,
inacessiveis ao solvente. Portanto, o efeito da solvatagdo ndo foi efetivo, ocasionando a
diminui¢do na forma¢do de ligacdes de hidrogénio intermoleculares entre os residuos de
aminoacido e as moléculas de agua e, consequentemente, possibilitando que os residuos
carregados pudessem estabelecer interagdes do tipo ponte salina cujo nimero aumentou. Vale
considerar ainda que, mesmo com a diminui¢ao da SASA ap6és a DM para esse dimero, em
termos absolutos, essa ¢ superior a da ZIKV, sendo sua estabilidade adquirida pelo aumento da

entropia do solvente.
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Paralelamente, a SASAnsi-zikv da regiio polar aumentou (Asasa= +112,40 A?) em
funcdo de o efeito de solvatacdo ter sido mais efetivo, j4 que uma parcela maior (67 %) dos
residuos de aminoacidos carregados estarem localizados na parte externa da proteina. Portanto,
o efeito do solvente foi mais efetivo, resultando no aumento da formagdo de ligacdes de
hidrogénio e, por sua vez, numa estrutura relativamente mais estavel que a NS1-DENV2,

conforme observado nas analises acima.

No entanto, os calculos de docking molecular proteina-proteina a serem conduzidos na
préoxima etapa necessitam, como arquivo de entrada, de uma estrutura tridimensional Unica,
tanto para a proteina receptora quanto para a ligante. Desse modo, foi realizado um
agrupamento de parte das estruturas obtidas ao longo da trajetoria de simulagdo, com objetivo
de encontrar um elemento representativo desse grupo que (1) representasse a estrutura
otimizada da proteina, levando em conta sua flexibilidade e (2) considerasse o efeito do

solvente.

Essa analise foi realizada no modulo g_cluster do GROMACS, considerando as ultimas
20.000 estruturas da trajetéria da dinamica molecular (tempo de simulagdo de 80-100 ns), para
as quais foi possivel anotar convergéncia energética e estrutural para as trés proteinas em
estudo. Isso fica evidenciado pela obtengdo de apenas um cluster para cada um dos trés
sistemas, ou seja, 0o RMSD das distancias entre pares de atomos de cada uma das estruturas em
relagdo a todas as demais era menor que o limite definido. Os snapshots obtidos como
representativos do cluster das estruturas NS1-DENV2, NS1-ZIKV e 22-anti-NS1 foram os
correspondentes, respectivamente, aos frames dos tempos 90.250 ps, 89.108 ps e 90.324 ps da

respectiva simulacdo (Figura 2.18).

Figura 2.18 — Representacdo new cartoon das estruturas representativas das proteinas a)
NS1-DENV2, b) NS1-ZIKV e ¢) 22-anti-NS1 em solu¢@o aquosa.

Fonte: Autor
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A qualidade estereoquimica desses modelos foi avaliada pela distribui¢do dos angulos
torcionais ¢ e ¥ da cadeia principal e apresentados na forma dos diagramas de Ramachandran
obtidos utilizando o webserver PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993; MORRIS et al., 1992)
e apresentados na Figura 2.19. As areas interiores as marcagdes em vermelho (4, B e L), amarelo
claro (a, b, | e p) e branco indicam, respectivamente, regides favoraveis, permitidas e ndo

permitidas de distribui¢cdo dos angulos torcionais ¢ e ‘.

Figura 2.19 — Diagramas de Ramachandran das estruturas representativas das proteinas a) NS1-
DENV2, b) NS1-ZIKV e ¢) 22-anti-NS1.
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A maior parcela dos residuos se encontra em regides favoraveis ou permitidas sugerindo
que os aminoacidos das proteinas tendem a ocupar regides bem definidas e que, portanto, os
comprimentos e angulos das ligacdes e dos diedros dos modelos sdo razoaveis. Sendo assim, a
analise dos diagramas indica boa qualidade estereoquimica para os 3 modelos obtidos. Portanto,
essas estruturas serdo utilizadas como arquivos de entrada (inpuf) nos calculos de docking

molecular.
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2.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Os parametros estruturais e energéticos, obtidos a partir das simula¢des por dindmica
molecular das proteinas NS1 das flaviroses DENV2 e ZIKV e do anticorpo anti-NSI,
evidenciaram a manutencdo estrutural dessas proteinas. No entanto, as regides a.a. 108-130 e
a.a. 152-180, além de importancia biolodgica nas provaveis interagdes antigeno-anticorpo,

apresentaram maior flutuagao.

As ligagdes de hidrogénio e pontes salinas possuem papel importante na avaliagdo dessa
estabilidade estrutural, em especial, em relacdo ao efeito do solvente que ¢ mais significativo
para a NS1-ZIKV. Por outro lado, a auséncia de glicosilagdes, apesar de contribuir para maior
flutuacdo no dominio wing nas estruturas diméricas simuladas, ndo afeta na manutencao
estrutural delas apontando para a representatividade dessas em relagao aos sistemas bioldgicos

reais, que envolvem a detec¢do da forma hexamérica.

Estruturas de boa qualidade estequiométrica foram estatisticamente amostradas, a partir
das simula¢des por DM, para cada uma das biomoléculas em estudo e serdo utilizadas como

arquivos de entrada no protocolo de Docking Molecular.
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Capitulo 3

INTERACAO ANTIGENO-ANTICORPO:
DOCKING MOLECULAR PROTEINA-
PROTEINA

3.1 DOCKING PROTEINA-PROTEINA

De modo geral, as interagdes das proteinas com outras moléculas e, em particular, com
outras proteinas, formando complexos de carater permanente ou transiente, influenciam
diretamente nas fungdes por elas desempenhadas. Portanto, as interagcdes proteina-proteina
(PPL, do inglés, protein-protein interaction) constituem processos-chave de muitos eventos
biologicos basicos essenciais para a manutencao da vida. Nesse sentido, compreender os modos
de reconhecimento molecular entre as superficies de interacao de duas proteinas torna-se uma
tarefa relevante para diversas aplicagdes envolvendo sistemas bioldgicos, como os complexos

antigeno-anticorpo deste estudo.

A obteng¢do da estrutura tridimensional desses complexos ¢ o0 modo mais adequado de
compreender as interagdes atomicas presentes nas interfaces. Essas interfaces de interagdo, em
nivel atdmico, podem ser caracterizadas por métodos experimentais como Cristalografia de
Raios-X e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) que, além de demandaram grande
quantidade de recursos, tem suas aplicagcdes limitadas a questdes de ordem técnica como,
respectivamente, a obtencao de cristais de boa qualidade para difra¢do e o tamanho da proteina
em estudo (DESTA et al., 2020; HIGA, 2009). Nesse contexto, na auséncia de dados estruturais
do complexo formado entre proteinas, torna-se promissor o uso de abordagens computacionais,

em especial, o Docking Molecular.

O Docking Molecular proteina-proteina pode ser definido como uma técnica
computacional rapida e acessivel de predicdo da conformagdo do complexo (estrutura 3D) a
partir de suas estruturas proteicas componentes como base para o reconhecimento, afinidade e

especificidade (LYSKOV; GRAY, 2008; PEDOTTTI et al., 2011).

Segundo Higa (2009, p. 3), “basicamente, os algoritmos de molecular docking executam

um processo de busca para encontrar a orientacao espacial preferencial de uma molécula com
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relacdo a uma segunda, de acordo com uma fun¢do de mérito” também denominada fungado de

scoring ou fun¢do de pontuacdo caracteristica de cada software utilizado.

Apesar de se tratar de uma técnica recente e em constante desenvolvimento capaz de
obter estruturas de complexos multi-moleculares, com qualidade similar a de técnicas
experimentais, o Docking Molecular possui uma das tarefas mais desafiadoras e interessantes
da bioinformatica estrutural. Isso se deve a algumas razdes como: (1) elevado numero de
combinagdes possiveis para ajuste de superficies; (2) as estruturas das moléculas nao sdo exatas,
possuindo erros experimentais; (3) as biomoléculas sofrem uma mudanga na conformagao de
cargas quando associadas, chamada de ajuste induzido (DUHOVNY; NUSSINOV;
WOLFSON, 2002; KOSHLAND, 1958).

Portanto, os algoritmos de Docking Molecular proteina-proteina devem considerar esses
fatores na busca do melhor modelo para a descri¢do da interagdo desses complexos. Logo, ¢
necessario que as fungdes de scoring ponderem, conforme abordagem aplicada, os parametros
estruturais e energéticos, relacionados as propriedades fisico-quimicas, envolvidos nas PPI

(GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).

Fundamentalmente, ¢ necessario destacar a classificagdo das técnicas de Docking
Molecular proteina-proteina conforme as estruturas individuais das moléculas componentes:
(1) ligado (Bound), estrutura do complexo experimentalmente determinada; (2) ndo-ligado
(Unbound), estruturas das proteinas experimentalmente determinadas de modo individual,
sejam elas livres ou ligadas a outro par; (3) modelada (Modeled), estruturas preditas por
modelagem por homologia e/ou outras técnicas computacionais como predigdes ab initio ou

dindmica molecular (PEDOTTTI et al., 2011).

No presente trabalho, para a busca global, foram utilizadas estruturas nao-ligadas como
conformagdes de partida, em especial, por se tratar de um complexo antigeno-anticorpo. Isso
porque, a maioria das estruturas de anticorpo, disponiveis no banco de dados, estdo na forma
de complexos, visto que, estruturas de anticorpos livres ndo sdo uteis ja que mudam
drasticamente sua conformacdo apds a ligacdo (RINI; SCHULZE-GAHMEN; WILSON,
1992).

Dentre os principais servidores de docking disponiveis na internet para interagdes
proteina-proteina temos: ClusPro (COMEAU et al., 2004), GRAMM-X (TOVCHIGRECHKO;
VAKSER, 2006) ¢ ZDOCK (CHEN; LI; WENG, 2003) com métodos de busca baseados em
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Transformada Répida de Fourier (FFT, do inglés, fast-Fourier Transform), PatchDock e
SymmDock (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al, 2005) baseados nos principios de
complementariedade de forma e restricdes simétricas (hashing geométrico) e Hex (RITCHIE;

KEMP, 2000) baseado na representacdo de esferas harmonicas.

Foram escolhidos para uso no presente trabalho os softwares ClusPro e PatchDock pelas
seguintes razdes: (1) caracterizados por serem métodos sistematicos de docking de busca global
e de corpo rigido, nos quais a flexibilidade da proteina ¢ minima, sendo permitidas apenas
algumas sobreposi¢des — os métodos de corpo rigido possuem a vantagem de tolerar diferencas
moderadas entre as estruturas ligada e ndo-ligada (DESTA et al., 2020); (2) possuem versao
on-line disponivel necessitando, portanto, de um menor tempo computacional para predizer
modelos all-atoms e dispensando o uso de clusters; (3) dispdem do modo anticorpo (antibody
mode), que restringe a regido de busca as CDRs do anticorpo; (4) a qualidade dos modelos
preditos ¢ periodicamente avaliada, desde 2002, pelos experimentos internacionais em
andamento de Avaliagdo Critica de Interacdes Preditas (CAPRI, do inglés, Critical Assessment
of PRedicted Interactions) (JANIN, 2002); (5) possuem busca global baseada em métodos
distintos, ampliando a amostragem de estruturas de complexos para avaliagdo. Nos topicos a
seguir serao descritos com maiores detalhes os métodos de busca e as fungdes de scoring

adotadas por ambos os softwares.

3.1.1 ClusPro

O ClusPro trata-se de um webserver de docking de corpo rigido entre proteinas que
utiliza o PIPER, um algoritmo baseado na abordagem da correlagdo de Transformada Rapida
de Fourier (FFT) — introduzida, em 1992, por Katchalski-Katzir e colaboradores — e que usa

potencial de pares como parte da funcdo de scoring.

Neste método, uma das proteinas (receptor) ¢ colocada na origem do sistema de
coordenadas em um grid (grade tridimensional) fixo e a outra proteina (ligante) ¢ inserida em
um grid mével com passos rotacional e translacional randomicos de 5° e 1 A, respectivamente.
A energia de interagdo ¢ entdo escrita na forma de uma fun¢do de correlagdo. A eficiéncia
numérica do método parte do principio de que as func¢des de energia podem ser eficientemente

calculadas usando FFT e resulta na habilidade de amostrar exaustivamente bilhoes de
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conformagdes (10°-10!° conformagdes) de duas proteinas interagindo com a energia sendo

avaliada a cada ponto (KOZAKOV et al., 2017).

Esses métodos atuais de FFT para docking introduzem fungdes de scoring mais
complexas e precisas incluindo, simultaneamente, termos que representam as interagdes
eletrostaticas e de desolvatacdo. A funcdo de scoring do servidor possui a seguinte forma

(BRENKE et al., 2012; COMEAU et al., 2004; KOZAKOV et al., 2017; VAIDA et al., 2017):
E = Epgw + W3Eeiec + W4-Epair (31)

na qual, o termo E,;, corresponde a implementacdo da energia de van der Waals com os
componentes repulsivo (E,.,) € atrativo (Eg;) (Equagdo 3.2), E. a energia eletrostatica

couldmbica (Equagdo 3.3) e E, ;- denota o potencial de pares.

Eyqw = W Erep + wy Eqee (32)

Ny N;

qiq; (3.3)

i=1j=1 [TL%' + D2exp (_Tij/4D2)]1/2

Eelec =

na qual, g; e q; sdo as cargas dos atomos i € j, 1;; a distancia entre esses dtomos na proteina e

D o raio de van der Waals para cada atomo.

Enquanto a forma matematica desses dois termos ¢ idéntica independente de qual seja
a natureza do complexo proteico, o potencial de pares (Epq;-) possui para complexos antigeno-
anticorpo uma forma especifica, adaptada da forma inicial do potencial baseada em estrutura
de pares desenvolvida pelo Decoys as the Reference State (Epgrs). O Eapars (assymetric
DARS) foi adequadamente adaptado para complexos dessa natureza considerando que eles sdo,
em grande parte, planos, menos hidrofobicos e possuem assimetria inerente entre os dois lados

da interface. Portanto, esse termo ¢ responsavel por otimizar a localizacdo da interface
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permitindo a sua obten¢do com conformag¢do mais proxima a nativa. Isso porque as estatisticas
de interagdo de complexos desse tipo foram obtidas com base na premissa de que um atomo de
determinado tipo no anticorpo (pertencente ao paratopo) difere das preferéncias de um atomo

do mesmo tipo no antigeno (pertencente ao epitopo) (BRENKE et al., 2012).

Ap6s a obtengdo dos modelos dos complexos, o programa opera uma segunda etapa, a
organizacdo de clusters das 1000 estruturas melhor ranqueadas dentro do paradmetro energético.
Portanto, sdo selecionados os centros (estrutura média) dos 10 clusters mais populosos de
estruturas de baixa energia, em contraponto aos demais softwares que usualmente selecionam
as conformagdes de mais baixa energia. Para tanto, sdo calculados os valores de iRMSD
(RMSD de interface) para cada uma das 1000 estruturas e, por sua vez, localizada aquela com
maior nimero de estruturas vizinhas dentro do raio de 9 A formando, assim, o primeiro cluster.
O processo ¢ entdo sucessivamente repetido com as estruturas restantes até a obten¢ao de todos
os clusters. Como as estruturas de cada cluster sdo selecionadas em uma faixa energética de
baixa amplitude, mesmo com os erros associados a essas medidas, ¢ razoavel considerar que a
energia da estrutura média representa as demais dentro do cluster. Além disso, o ranqueamento
dos cluster ¢ baseado no fato de que a probabilidade de ocorréncia de cada cluster (Py) €

proporcional ao tamanho da sua populagdo (Ny,) conforme equagao 3.4:

P, = exp (_E/RT)x N"/Z 3.4

em que, E ¢ a energia da estrutura média do cluster de ordem k e Z a fungao de parti¢do do
espaco conformacional amostral considerado como um esemble canonico (KOZAKOV et al.,

2005, 2013; SHORTLE; SIMONS; BAKER, 1998).

Por fim, o software realiza uma etapa final de minimizacdo da energia, utilizando o
campo de forca CHARMM, das estruturas preditas pelo docking, responsavel por remover
potenciais efeitos estéricos, mas sem mudancas significativas na conformacdo dos complexos

(BROOKS et al., 1983; KOZAKOV et al., 2013).

Além disso, cabe salientar que o webserver tem cerca de 15.000 usudrios registrados e
realizou 98.300 calculos de docking, em 2019, tendo um impacto relevante na literatura ao ser

citado por, aproximadamente, 600 publica¢des (DESTA et al., 2020).
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3.1.2 PatchDock

O PatchDock ¢ um webserver de docking de corpo rigido entre proteinas que utiliza um
algoritmo baseado nos principios de complementariedade molecular de forma introduzidos por
Connolly (1986) e Kuntz et al. (1982). Portanto, trata-se de um modelo baseado na geometria
que tem o objetivo de encontrar transformag¢des que induzem amplas areas de interface e
numero reduzido de efeitos estéricos garantindo boa complementariedade molecular de forma

(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2005).

O software foi testado e validado tanto para complexos proteina-ligante quanto
antigeno-anticorpo, com boas taxas de acerto para estruturas proximas as nativas. Para tanto, se

utiliza basicamente de trés etapas descritas a seguir (CHEN et al., 2003).

Apos o upload dos arquivos, € realizada a etapa de representacdo da forma molecular
na qual € calculada a superficie molecular das proteinas pelo programa MS (CONNOLLY,
1983). Essa superficie € entdo segmentada em trés porgdes geométricas de areas similares
(concava, convexa ou plana — Figura 3.1a) conforme calculo da fungido de forma. A fungdo de
forma em cada ponto pode ser definida como a fragdo ndo-acessivel ao solvente, de uma esfera

de raio 6 A, colocada sobre esse ponto. Portanto, para cada ponto é anotado um valor entre 0 e
1 i . 2
1, no qual, valores menores que 3 correspondem a regides convexas (knobs), maiores que 54

regides concavas (hole) e no intervalo entre esses limites a regides planas (flar) conforme

histograma apresentado na Figura 3.1b (DUHOVNY; NUSSINOV; WOLFSON, 2002).

Figura 3.1 — Identificacdo dos fragmentos geométricos (azul: concavo, vermelho: convexo e
verde: plano) em uma proteina (a) conforme fun¢ido de forma (b) aplicada pelo algoritmo
implementado no webserver PatchDock.
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Essas porcdes sdo divididas conforme o nimero de centros de gravidade de cada face
(1, 2 ou 3 atomos) que, por sua vez, sao computados como um centroide e projetados na dire¢ao
normal da superficie, sendo chamados de pontos criticos, representados em amarelo na Figura
3.1a. Esses pontos sdo o input para a segunda etapa responsavel por realizar a correspondéncia
entre os fragmentos. Vale considerar que ao operar no modo anticorpo, a busca por esses pontos

criticos se restringe aos fragmentos geométricos que se intersectam nas CDRs do anticorpo.

Portanto, dados os fragmentos do receptor e do ligante entdo sdo computadas as
transformagdes hipotéticas de encaixe baseados na complementariedade geométrica local a
partir do Hashing Geométrico (WOLFSON; RIGOUTSOS, 1997). A ideia central ¢ de que os
fragmentos concavos se conectem a fragmentos convexos e fragmentos planos a qualquer outro
tipo. Poses com valores de RMSD menor que 4,0 A (pardmetro definido na interface grafica de
upload dos arquivos das estruturas input) sdo entdo clusterizadas (SCHNEIDMAN-
DUHOVNY et al., 2005; STOCKMAN, 1987).

Por fim, as poses candidatas, selecionadas na etapa anterior, sdo avaliadas em relacdo a
existéncia de impedimento estérico entre os d&tomos do receptor e do ligante. Sdo descartadas
poses cuja distancia entre o grid de transformadas do ligante e as coordenadas de cada ponto da
superficie do receptor sejam maiores que o limite de penetragdo (5.0 A). Por fim, é realizada a
pontuacdo das poses restantes de acordo com uma fun¢do de complementariedade de forma

(DUHOVNY; NUSSINOV; WOLFSON, 2002).

Para refinamento dos resultado ¢ sugerido o uso do FireDock que otimiza as

conformagdes da cadeia lateral na interface das poses ranqueadas (MASHIACH et al., 2010).

No entanto, mesmo apos a realizacdo de uma busca global a discriminagdo entre
modelos precisos e imprecisos, ou seja, correspondentes a estrutura de conformacao nativa,
ainda ¢ uma tarefa complexa. Nesse sentido, ¢ sugerido um reranking dessas estruturas, ou seja,
repontuar os modelos de modo a realizar uma discriminagao entre configuragdes representativas
e pouco representativas. Uma das alternativas ¢ conferir graus de liberdade aos complexos
(cadeias laterais e regides de loop) por meio de um software de Docking Molecular baseado em
métodos de busca local, ou seja, em regides pré-selecionadas (PIERCE; WENG, 2008). Nesse
caso, foi utilizado o software Rosetta (LYSKOV; GRAY, 2008) que possui uma ampla
aplicabilidade em estudos computacionais envolvendo anticorpos, além de também possuir uma

versdo on-line disponivel. Abordagens similares de reranking ja foram aplicadas com sucesso
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em estudos de sistemas antigeno-anticorpo que vislumbravam a proteina de envelope (E) das
flaviroses Dengue e Zika como marcador antigénico (SIMONELLI et al., 2010, 2013; WANG
etal., 2017b).

3.1.3 Rosie

O ROSIE (do inglés, The Rosetta Online Server that Includes Everyone) é a versdo
online e totalmente automatizada (LYSKOV et al., 2013) do amplamente utilizado software

Rosetta, que de acordo com Moretti et al. (2018, p. 260, nossa tradugao)

¢ um pacote de modelagem molecular que fornece uma ampla gama de ferramentas
para predicdo e design de macromoléculas biologicas. Rosetta tem sido utilizado em
um nimero de publicagdes diversas, desde a previsao de estrutura de proteina,
estrutura de 4cido ribonucleico (RNA), interagdes proteina-proteina, interacdes
proteina-peptideo e interagdes proteina-pequenas moléculas, para o uso de
ressondncia magnética nuclear e informagao de densidade de elétrons na predicao e
refinamento de estrutura e para o design de nova proteinas.

Para aplicagdes no estudo de PPI, o RosettaDock ¢ uma ferramenta de docking
molecular de corpo rigido e busca local que se utiliza de um algoritmo de busca de Monte Carlo
requerendo para tanto uma conformacdo de partida entre as proteinas indicando a regido de
busca. O protocolo utilizado (Local Docking) realiza uma amostragem ativa da orientag¢do dos
pares de docking com passos de translacdo e rotacdo de 5°e 0,7 A, respectivamente (perturbagdo
de baixa resolu¢do). Em seguida, ¢ realizado um refinamento de alta resolugdo que inclui a
otimiza¢do e minimizac¢ao das cadeias laterais das estruturas iniciais ¢ uma pequena melhoria
do corpo rigido dos pares. Portanto, os autores indicam o uso do software para o refinamento e
reranking de poses candidatas obtidas a partir de qualquer software de docking de busca global

(GRAY et al., 2003; LYSKOV; GRAY, 2008).

Dados de Moretti e colaboradores (2018) apontam que o webserver tinha cerca de 5.000
usuarios registrados e realizou mais de 31.000 célculos desde sua implementacdo, em 2012,
com uma média mensal de 875 calculos. Em termos de demanda computacional, foram

necessarias mais de 3,5 milhdes de horas de CPU ou o equivalente a aproximadamente 100
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CPUs em uso continuo nos ultimos quatro anos fornecidas pelo cluster Stampede (Texas -

EUA).

3.2 METODOLOGIA

Primeiramente, a avaliacdo da capacidade de predicdo dos softwares ClusPro e
PatchDock foi realizada por meio do redocking da estrutura cristalografica do complexo
formado pelo anticorpo 22-anti-NS1 e da NS1 do Virus do Nilo do Oeste (NS1-WNV), PDB
ID 40I1. Os resultados de Silva (2020) serdo apresentados na Se¢do 3.3, visto que se trata de
uma estrutura nativa cujas caracteristicas e propriedades sdo relevantes na discussdo dos

resultados.

Para identificar a regido de interacdo e o modo de ligacdo mais favoravel para os
sistemas antigeno-anticorpo (NS1/22-anti-NS1) da Dengue e Zika, foi aplicado o protocolo

proposto por Silva (2020) composto por quatro etapas descritas a seguir:

Etapa 1: Busca Global - Docking Molecular Proteina-Proteina

Os modelos de complexos para os sistemas estudados foram obtidos utilizando os
softwares online de Docking Molecular Proteina-Proteina ClusPro (BRENKE et al., 2012) e
PatchDock (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2005) cujos algoritmos de busca global se

baseiam, respectivamente, nos métodos de transformada de Fourier e hashing geométrico.

Os arquivos de entrada, no formato PDB, para ambos os softwares eram constituidos
das coordenadas estruturais das proteinas, de modo que o anticorpo 22-anti-NS1 foi definido
com o receptor e a proteina NS1 como ligante. Todos os célculos foram realizados no modo
antigeno-anticorpo, que restringe a regido de busca as CDRs do anticorpo, e em quintuplicata,

para evitar possiveis predi¢des geradas equivocadamente por erros de software.

Ambos softwares sdao de uso livre em suas plataformas disponiveis nos seguintes sitios

eletronicos: www.bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/ e www.cluspro.bu.edu.
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Etapa 2: Top 10 - Selecdao dos 10 modelos mais favoraveis segundo critério energético

Cada software gerou 1000 modelos ranqueados de acordo com a fun¢do de scoring
propria para cada um dos sistemas. A energia de ligacdo minima foi o critério utilizado para a
selecdo das 10 melhores configuragdes de ambos os softwares (Top 10). Em particular, para os
modelos obtidos no PatchDock, o ranqueamento das 1000 configuragdes foi realizado pelo

software FireDock (MASHIACH et al., 2008).
Etapa 3: Viabilidade Biologica — Exclusdo por Inacessibilidade

Considerando o fato de que a sNSI1 ¢ a forma detectavel dessa proteina, formada por
interacdes hidrofobicas entre os dominios B-roll de trés unidades da forma mNS1, foi realizada
a exclusdo das configuragdes, pertencentes ao Top 10, que apresentavam interacao nessa regiao
ou nas proximidades. A visualizagdo que possibilitou a exclusdo dos complexos, por nao
apresentarem susceptibilidade de interacdo em virtude da inacessibilidade do dominio B-roll do
antigeno, foi realizada no sofiware de visualizacdo grafica VMD (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996).

Etapa 4: Busca Local e Reranking — Aplicacdo dos critérios CAPRI

Por fim, foram realizados célculos de docking com busca local com objetivo de
repontuar todas as estruturas dos complexos, selecionados na etapa anterior, com base no
critério de comportamento de estrutura nativa. O reranqueamento das estruturas foi realizado
utilizando o ROSIE (LYSKOV et al., 2013). O moédulo Docking 2 do webserver foi utilizado
com o protocolo Local Docking e a sequéncia LH AB como pares de docking. Os arquivos
PDB input combinados dos complexos foram preparados conforme critérios estabelecidos por
(LYSKOV; GRAY, 2008). Os graficos de score versus RMSD de interface ({RMSD) foram

avaliados para aplicagdo dos critérios CAPRI.

Esse software também ¢ de uso livre em sua plataforma disponivel no sitio eletronico:

https://rosie.rosettacommons.org/.

O fluxograma apresentado na Figura 3.2 sintetiza a metodologia de docking molecular

empregada no protocolo proposto.



Figura 3.2 — Fluxograma da metodologia de Docking Molecular.
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Para realizar a analise das interfaces de interagdo dos complexos foi utilizado o software

AppA (NGUYEN et al., 2017; NGUYEN; VERMA; ZHONG, 2019), disponivel no sitio

eletronico http://mspc.bii.a-star.edu.sg/minhn/appa.html. As interfaces de interacdo foram

obtidas considerando os residuos de contato que sdo identificados como sendo aqueles cuja area

acessivel ao solvente (ASA) na estrutura do anticorpo ou do antigeno muda com a formagao do

complexo e estdo a 6,0 A do epitopo ou paratopo na forma complexada (NGUYEN et al., 2017).

As interfaces obtidas foram analisadas e as imagens confeccionadas utilizando o software

Pymol (DELANO, 2020). As intera¢des do tipo m- foram computadas utilizando o webserver

RING 2.0 (PIOVESAN; MINERVINI; TOSATTO, 2016).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Redocking

Os resultados de redocking, previamente apresentados por Silva (2020), indicam a
capacidade de ambos os soffwares de predizer corretamente a regido de interagdo para o
complexo antigeno-anticorpo. Essa conclusdo € corroborada pela analise das superficies de
interagdo da pose mais bem ranqueada (top 1) predita por cada um dos webservers, conforme

pode ser observado na Figura 3.3.

Figura 3.3 — Representagdes new cartoon da estrutura cristalografica do sistema WNV/22-
anti-NS1 (a) e das poses melhor ranqueadas preditas pelo redocking realizado utilizando os
webservers ClusPro (b) e PatchDock (¢).

C;"’ )

Fonte: Autor e (SILVA, 2020)

Na estrutura cristalografica (PDB ID 40II) sdo anotados 31 e 29 residuos de contato do
anticorpo e da proteina NS1, respectivamente. Para a pose 1 predita pelo ClusPro 29 e 23 desses
residuos idénticos foram identificados indicando fitting de 0,94 (RMSD: 0,0 e Z-Score: 34,80)
e 0,82 (RMSD: 0,7 nm e Z-Score: 12,31) entre as interfaces das estruturas do anticorpo e da
proteina, respectivamente (NGUYEN et al., 2019). Ja a pose mais bem ranqueada pelo
PatchDock (top 1) a predigdo foi de elevada precisdao com fitting de 1,00 (RMSD: 0,02 nm e Z-
Score: 40,80).
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Figura 3.4 — Representagdo em malha do fifting entre a interface de interacdo da estrutura
cristalografica WNV/22-anti-NS1, em coloracdo amarela, com poses melhor ranqueadas
preditas pelo redocking realizado utilizando os webservers ClusPro, em azul, e PatchDock,
em vermelho.

Fonte: Autor

Nesse sentido, o redocking indica a capacidade de predizer com precisdo consideravel
a superficie de interagdo das poses mais bem ranqueadas em ambos webservers em comparagao
com o complexo cristalizado sendo, portanto, utilizados nos calculos de docking molecular

realizados a seguir.

3.3.2 Docking Molecular

As configura¢des dos sistemas, apos avaliagcdo do critério de viabilidade biologica,
realizada na etapa 3, estdo apresentadas nas Figuras 3.5-3.8, nas quais, a estrutura do Fab do
anticorpo, composta pelas cadeias L (leve) e H (pesada), esta representada na cor amarela, e as
cadeias A e B da estrutura do antigeno (NS1) de ambas flaviroses, em vermelho e azul,
respectivamente. Vale considerar que a nomenclatura DC e DP foi adotada para indicar poses
preditas para os sistemas envolvendo a proteina NS1-DENV2 (D), respectivamente, pelos
webservers ClusPro (C) e PatchDock (P). Analogamente, ZC e ZP sdo as nomenclaturas
adotadas para as poses preditas para os sistemas envolvendo a proteina NS1-ZIKV. Os nimeros
cardinais que seguem essas notagdes indicam a posi¢do de cada uma das poses dentro das 10

melhor ranqueadas (fop 10) na predi¢do dos webservers.
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Figura 3.5 — Representagdo new cartoon das poses de menor energia selecionadas dos webservers PatchDock
(a-c) e ClusPro (d-h), conforme critério de viabilidade bioldgica, ordenadas em forma crescente de energia para
a NS1-DENV?2 Cristalografica (/).

g) DC07 h) DCO09
Fonte: (SILVA, 2020)



96

¢) ZP09

Figura 3.6 — Representagdo new cartoon das poses de menor energia selecionadas dos webservers PatchDock (a-
¢) e ClusPro (d-j), conforme critério de viabilidade biologica, ordenadas em forma crescente de energia para a

NS1-ZIKYV Cristalografica (2).

f) ZC03

e) ZCO02

d) ZCo1

g) ZC04

Fonte: Autor
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Figura 3.7 — Representagdo new carfoon das poses de menor energia selecionadas do webservers PatchDock

(a-e) e ClusPro (f-k), conforme critério de viabilidade biologica, ordenadas em forma crescente de energia para
a NS1-DENV2 MD (3).

Fonte: Autor
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Figura 3.8 — Representagdo new carfoon das poses de menor energia selecionadas do webservers PatchDock
(a-c) e ClusPro (d-1), conforme critério de viabilidade bioldgica, ordenadas em forma crescente de energia para
a NS1-ZIKV MD (4).

Fonte: Autor

Acerca do apresentado nas Figuras 3.5-3.8, € possivel observar que em relagdo a
predicdo dos dois webservers, o ClusPro foi capaz de predizer maior numero de poses
biologicamente vidveis no fop 10 para as proteinas de ambas flaviroses, tanto em sua forma
cristalografica quanto sob efeito de solvatagdo. Isto esté intrinsicamente relacionado ao método
de busca empregado pelo algoritmo de cada um dos softwares. Do ponto de vista
exclusivamente estrutural e da complementariedade (método de busca do PatchDock), pode-se

sugerir que, os sitios de ligacdo dos anticorpos sdo superficies amplas capazes de acomodar
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epitopos conformacionais de antigenos extensos a fim de assegurar que haja uma forca de
ligacdo adequada para garantir a estabilidade do complexo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011). Nos resultados do docking molecular com a estrutura dimérica das proteinas NS1, os
padrdes de folhas-f dos dominios B-roll e B-ladder encontram-se disponiveis na superficie -
ladder. Na face oposta (superficie de loop), o dominio B-ladder ¢ caracterizado por regides de
alcas. Portanto, sugere-se que pode ter havido uma indicagdo preferencial desse sofiware pela
regido de folhas-f do dominio B-roll, por seu carater similar ao das cadeias leve e pesadas do
anticorpo. No entanto, essas nao estdo acessiveis na forma hexamérica e, portanto, ndo atendem
ao critério de viabilidade bioldgica. Além disso, segundo Duhovny; Nussinov e Wolfson (2002)
a complementariedade de forma ¢ muito mais proeminente em interfaces concavo/convexo,
como ¢ o caso de complexos enzima-inibidor, em detrimento de interfaces planas, caso dos
complexos antigeno-anticorpo. Isso indica uma limitacdo do principio de busca do webserver

PatchDock em relagdo a sistemas dessa natureza como € o caso do presente trabalho.

Ainda em relagdo as Figuras 3.5-3.8, no tocante aos dominios de interagao preferenciais
para cada um dos sistemas temos: (/) todas as poses apresentaram o dominio wing como regiao
de interacdo; (2) todas as poses preditas apresentaram o dominio B-ladder como regido de
interagdo, com excec¢do da configuracdo ZCO1; (3) todas as poses preditas pelo ClusPro
apresentaram interfaces de intera¢do no dominio wing, bem como as poses DP04 e DP10. Ja as
poses DP03 e DP09 indicam interacdo na regido de interface entre os dois dominios e, apenas
a pose DP07 apresentou intera¢do exclusivamente no dominio B-ladder; (4) todas as poses
apresentaram o dominio wing como regido de interagdo, com exce¢ao, das configuragdes ZC02
e ZCO03 que apresentaram interacdo, respectivamente, na interface entre os dominios e apenas
no dominio B-ladder. Esses resultados podem ser adequadamente compreendidos sob a

perspectiva dos estudos tedrico-experimentais sintetizados na Tabela 1.1:

e No estudo de Jiang e colaboradores (2010), ao utilizarem anticorpos policlonais, foi
identificada uma série de epitopos lineares para a proteinas NS1-DENV2, sendo eles os
correspondentes as seguintes sequéncias: 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, na forma hexamérica,
detectavel como analito, nem todos estdo acessiveis. Posteriormente, Jones e
colaboradores (2017) indicaram que os residuos que de fato estdo acessiveis para
interacdo com anticorpo correspondem a sequéncias pertencentes ao dominio wing: a.a.

97-116; a.a. 125-134; a.a 143-151 e a.a. 170-178. Esses dados sdo corroborados pelo
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estudo tedrico-experimental de Freire et al. (2017) que apontou a localizagdo de trés
epitopos nesse dominio: a.a. 50-65; a.a. 74-88 e a.a. 108-129. Portanto, os epitopos da
proteina NS1-DENV2 encontram-se preferencialmente localizados no dominio wing de
acordo com a maioria das configura¢des de docking obtidas pelos dois webservers para
os sistemas / e 3;

e A divergéncia de regido de interagdo preferencial nos sistemas envolvendo a NS1-ZIKV
(sistemas 2 e 4) tem relacdo com o fato de essa apresentar uma interface, caracterizada
por uma superficie variada e potencial eletrostatico divergente, que pode afetar as
propriedades de ligagdo a anticorpos protetivos (XU et al., 2016);

e Nesse sentido, o trabalho de Wang e colaboradores (2017) aponta que a NS1-ZIKV
apresenta maior similaridade estrutural em relagcdo a NS1-WNV em detrimento da NS1-
DENV2. Dessa forma, ao interagir com o anticorpo 22-anti-NS1 a interface entre as
proteinas ocorre na regido de loops do dominio B-ladder, com conservacdo de 13 dos 21
epitopos identificados na NS1-WNYV. Portanto, ¢ justificavel a orientacdo preferencial
da maioria das poses do sistema 2,

e No entanto, no estudo de Lee et al. (2018) foram identificados oito epitopos para a
proteina NS1-ZIKV sendo dois deles (a.a. 70-84 e a.a. 118-147), localizados no dominio
wing, apontados como de alta especificidade para esse antigeno. Nesse sentido, os
autores apontaram que essa regido do dominio wing na superficie de loop, apresenta
diferengas significativas entre as proteinas, inclusive em termos de potencial
eletrostatico, indicando sua importancia para a ligacdo a anticorpos protetivos. A
relevancia desses epitopos justifica as configuragdes preferencialmente obtidas para o
sistema 4. Todavia, ndo se sobrepde a importancia de as interfaces de intera¢do terem
sido identificadas em regides diferentes das proteinas, no sentido de viabilizar o

diagnostico diferencial entre as flaviroses.

3.3.3 Reranking

O reranking das estruturas selecionadas, conforme critério de viabilidade biologica,
permitiu a obtencdo de 1.000 novas configuragdes que foram avaliadas de acordo com sua

qualidade, conforme definido pelo CAPRI (JANIN ef al., 2003). De acordo com esse critério
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as estruturas sdo classificadas da seguinte forma e representadas com a notagdo que se segue:
iRMSD < 1: Excelente (***), 1 <iRMSD < 2: Moderado (**) e 2 <IiRMSD < 4:
Aceitavel (*) (LENSINK; MENDEZ; WODAK, 2007). Portanto, a notagdo adotada, seguindo
o modelo utilizado pelo CAPRI, ¢ a seguinte (x***, y** z*) na qual x, y e z s3o numeros
naturais e indicam, respectivamente, o nimero de estruturas de qualidade excelente (***),

moderada (**) e aceitavel (*).

Como ndo ha conhecimento da estrutura nativa do complexo para as flaviroses em
estudo, uma abordagem aplicavel € o comparativo dos resultados das poses candidatas com os
de uma estrutura nativa de caracteristicas e/ou naturezas semelhantes. Caso os resultados
apresentem um comportamento igual ou similar aos observados na estrutura nativa ha
indicativos de que a pose escolhida possui carater nativo (JANIN, 2005). Isso porque a estrutura
de um complexo na sua conformagdo nativa encontra-se no seu estado de maior estabilidade
termodinamica, associada a sua energia livre de ligacdo. Dessa forma, se uma pose candidata
apresenta valor de iRMSD >4, foram necessarios ajustes consideraveis, durante o
refinamento/otimizagdo realizado pelo ROSIE, para que o complexo atingisse energia de
ligacdo favordvel. Portanto, mudancas conformacionais significativas sugerem que esta

configura¢do ndo se encontra em sua forma nativa.

Nesse sentido, ¢ esperado que a configuracdo mais representativa da forma nativa do
complexo seja aquela que apresenta um nimero de poses com qualidades semelhantes ao do
sistema definido com referéncia. O perfil utilizado como referéncia foi o da estrutura
cristalografica do complexo NS1-WNV/22-anti-NS1 representada nos graficos da Figura 3.9
pelo conjunto das trés primeiras barras (4***+7**+30%). Desse modo, esse complexo apos
refinamento possui quatro estruturas de excelente qualidade (barra verde nos graficos), sete
estruturas de qualidade moderada (barra azul nos graficos) e 30 estruturas aceitaveis (barra

alaranjada nos gréficos).
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Figura 3.9 — Numero de poses ap0ds reranking conforme critério estabelecido pela CAPRI para os
sistemas: (a) NS1-DENV?2 Cristalografica, (b) NS1-ZIKV Cristalografica, (c) NSI-DENV2 MD e
(d) NS1-ZIKV MD.
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Conforme percebido, pelo auxilio das linhas tracejadas, as poses que possuem
comportamento mais similar ao da estrutura de referéncia conforme nimero de modelos
excelentes, moderados e aceitaveis sdo, para os sistemas: (/) NSI1-DENV2: DCO09
(5***+13**+35%); (2) NS1-ZIKV: ZC02 (6***+14**+30%), ZC04 (4***+14**+4]1*) e ZP09
(3***+17**+46%*); (3) NSI-DENV2 MD: DCO7 (3***+9**+50%) e (4) NS1-ZIKV MD: ZC02
(3**F*+20**+46%*) e ZP02 (5***+10**+40%).

Desse modo, o reranking possibilita a discriminacdo entre os modelos preditos com base
nas suas precisdes. Além disso, ¢ possivel observar que houve um melhor desempenho, em
termos de qualidade, dos modelos preditos pelo webserver ClusPro. Esse resultado esta em
consonancia com o observado nas ltimas rodadas do CAPRI (2009, 2013 e 2016) que apontam

o ClusPro como o servidor automatizado de Docking com melhor desempenho, quando
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comparado a outros servidores, e com desempenho similar ou superior ao de grupos humanos
de pesquisa em predigdo, para alvos de dificuldade moderada (VAJDA et al., 2017). O bom
desempenho se refere aos complexos do tipo proteina-inibidor, proteina-proteina e antigeno-
anticorpo. Os autores sugerem que a etapa de ranqueamento do algoritmo, baseada no tamanho
do cluster, torna confidvel a predi¢ao de configuragdes de elevada precisdo (KOZAKOV et al.,

2013; KOZAKOV; SCHUELER-FURMAN; VAJDA, 2008).

No entanto, vale ainda colocar que bons resultados, nas avaliagdes do CAPRI, tém sido
obtidos por outros softwares de docking que realizam busca global, como PatchDock, ZDOCK
¢ GRAMM-X (LENSINK; WODAK, 2010, 2013).

3.3.4 Analise das Interfaces de Interacao

A andlise das interfaces de interagdo foi realizada para avaliagdo das poses preditas e
classificadas acima como candidatas a configurag¢des de conformacao nativa. Nessa etapa, serao

avaliados separadamente os sistemas referentes as flaviroses Dengue (/ e 3) e Zika (2 e 4).

a) Dengue

Considerando-se as conclusdes obtidas na se¢ao anterior ¢ os estudos in silico € in vitro
apresentados na Tabela 1.1 foram considerados nessa anélise apenas os epitopos localizados no
dominio wing. Portanto, conforme critérios adotados por Silva (2020), 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 Epitopo 3 (E3), respectivamente.

Para o sistema (/), o modelo DCO09 ja foi definido como a estrutura mais representativa
do sistema com 18 residuos de aminoécidos na superficie pertencentes aos epitopos. Em relagao
ao sistema (3), a estrutura DCO7 foi a inica que apresentou parametros de iRMSD similares a
da estrutura nativa com 12 residuos de aminodacidos na superficie pertencentes a epitopos. Além
disso, essa similaridade se verifica ainda nas interagcdes presentes nas interfaces de ambas as

configuragdes (Figura 3.10), sumarizadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Numero de residuos pertencentes aos epitopos e das interagdes presentes na
interface dos modelos preditos.

Ligagdes Interagdes

Sistema Modelo Num,e ro de de de van 1ntera,9(‘>es Int? ragoes
Residuos . A hidrofobicas  Idnicas
Hidrogénio der Waals
1 DCO09 18 14 105 39 8
3 DCO07 12 18 110 28 7

Fonte: Autor

Figura 3.10 — Interfaces de interagcdo dos modelos dos complexos NS1-DENV2/22-anti-NS1:
DCO09 (a) e DCO7 (b), com os residuos pertencentes aos epitopos E1, E2 e E3 destacados nas
cores verde, magenta e alaranjado, respectivamente.

Fonte: Autor

Os dados apresentados na Tabela 3.1 estdo de acordo com o estudo de Dalkas et al.
(2014), segundo o qual as interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio e as de van de
Waals/hidrofobicas sdo as mais frequentes e, portanto, contribuem mais significativamente para
a estabilidade de complexos antigeno-anticorpo. Esse estudo destaca ainda que interagdes do
tipo m-1 (interagdes hidrofobicas envolvendo dois anéis aromaticos) e m-cation, apesar de
presentes em menor quantidade, favorecem a estabilidade das interfaces de interagdo
envolvendo antigeno e anticorpo. Portanto, tratam-se de intera¢des relevantes no

reconhecimento especifico desses complexos.
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Os residuos His-50, Glu-51 e Gly-53 encontram-se presentes em ambas interfaces de
interagdo estabelecendo com as CDRs do anticorpo — DCO09, sistema /, e 0 DC07, para o sistema
3 —, respectivamente, trés e cinco ligagdes de hidrogénio, cinco e nenhuma interacao idnica e
18 e 21 interacdes vdW. Nesse sentido, indica-se a importancia, em especial, das liga¢des de
hidrogénio dentre as PPIs estabelecidas por esses residuos para a formacao das superficies de

interagio, em especial, pelo carater hidrofilico dos residuos de Histidina e Acido Glutimico.

Para o modelo DCO09 (sistema /), as interacdes do tipo m-m intermoleculares ocorrem
entre os residuos Tyr-32(H) --- His-50(B) e Trp-33(H) --- His-129(B) indicando que esses

residuos nos seus respectivos epitopos contribuem para o reconhecimento especifico.
b) Zika

Considerando-se as conclusdes obtidas na se¢ao anterior ¢ os estudos in silico € in vitro
realizados, foram considerados nessa andlise tanto os epitopos localizados no dominio wing
quanto no dominio B-ladder. Portanto, foram consideradas as seguintes sequéncias: a) Dominio
wing: a.a. 70-84 (Epitopo 1 — E1) e a.a. 118-147 (Epitopo 2 — E2); b) Dominio p-ladder: a.a.
236-280 (Epitopo 3 — E3) e a.a. 341-355 (Epitopo 4 — E4) (FREIRE et al., 2017; LEE et al.,
2018; WANG et al., 2017). As andlises do nimero de residuos pertencentes a epitopos e das
interagdes identificadas nas interfaces de cada configuragdo bem como suas representagdes

estdo apresentadas, respectivamente, na Tabela 3.2 e na Figura 3.11.

Tabela 3.2 — Numero de residuos pertencentes ao epitopos e das interacdes presentes na
interface dos modelos preditos.

Ligacbes Interagdes
. Numero de de ¢ Interagdes  Interagdes
Sistema Modelo , . . de van . o .
Residuos Hidrogénio hidrofobicas  Ionicas
der Waals
7C02 15 23 150 40 25
2 ZC04 13 27 171 31 15
ZP09 10 10 218 42 11
p 7C02 14 13 100 43 13
ZP02 0 4 176 37 0

Fonte: Autor



Figura 3.11 — Interfaces de interag@o dos modelos dos complexos NS1-ZIKV/22-anti-NS1: ZC02 (a), ZC04 (b) e ZP09 (c) referentes ao sistema 2 e ZC02
(d) e ZP02 (e) referentes ao sistema 4, com os residuos pertencentes aos epitopos E1, E2, E3 e E4 destacados nas cores verde, magenta, alaranjado e azul,
respectivamente.

Fonte: Autor
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Analisando as imagens da Figura 3.11 e os valores na Tabela 3.2, ¢ possivel verificar
que ZC02, para o sistema 2, e ZC02, para o sistema 4, sdo os modelos que apresentam a maior
quantidade de residuos pertencentes a epitopos. Nesse sentido, € relevante anotar a importancia,
em especial, do epitopo E2 e também do E3 nos modelos preditos, indicando que tanto o
dominio B-ladder quanto o wing contribuem para uma configuracdo nativa nos complexos
formados por proteinas NS1-ZIKV. Por outro lado, o epitopo E1, localizado no dominio wing,

apesar do carater imunogénico ndo possui contribui¢do para os modelos preditos.

Vale destacar que os residuos Glu-237, Glu-238, Asp-240, Arg-261, Val-264, Lys-265
estdo conservados nas superficies de interagdo dentre todos esses modelos preditos. Dentre os
modelos selecionados para os sistemas 2 e 4 estdo descritas a seguir a contribui¢do, em termos

de interagdes, dos principais dentre os residuos supracitados:

7.C02 (sistema 2): Glu-237 e Glu-238 (3 h-bond, 4 interagdes idnicas e 20 vdW), e Lys-265

(9 h-bond e 2 interagdes i0Onicas).

7.C02 (sistema 4): Glu-237 e Glu-238 (4 h-bond, 4 interacdes ionicas e 19 vdW) e Lys-265

(4 h-bond e 2 interagdes i0Onicas).

Nesse sentido, destaca-se a relevancia das ligagdes de hidrogénio e das interagdes
ionicas, dentre as PPIs estabelecidas por esses residuos para a formagdo das superficies de

interagcdo, bem como a similaridade no nimero e natureza dessas interagdes.

Para o modelo ZC02 (sistema 2), ocorre uma interagdo do tipo n-nt Tyr-92(L) --- His-
253(A) e uma m-cation Tyr-98(H) --- Arg-261(A). J4 para o modelo ZC02 (sistema 4) as
interagdes do tipo m-m intermoleculares ocorrem entre os residuos Tyr-98(H) --- Trp-98(A) e
Trp-92(L) --- Tyr-175(A). Essas interagdes reforcam a importancia dos residuos identificados
nas interfaces no reconhecimento molecular especifico entre a proteina NSI-ZIKV e o

anticorpo.

Dessa forma, essas interfaces preditas apresentam residuos realmente significativos para
uma interacao do tipo antigeno-anticorpo, com carater de nativa. Numa tendéncia geral, esses
modelos tém, em comparagdo com os demais, nimero maior de ligagdes de hidrogénio e
interagdes hidrofobicas e idnicas, e menor numero de interag¢des do tipo van der Waals. Segundo
Abbas; Lichtman e Pillai (2011, p. 102) “a relativa importancia de cada uma destas interagdes
depende das estruturas do sitio de liga¢do de cada anticorpo e do determinante antigénico” nao
sendo possivel estabelecer uma relagdo genérica entre o nimero dessas interacdes nao-

covalentes e o carater nativo e/ou afinidade dos complexos. No entanto, ainda assim nesse caso,
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observa-se similaridade entre a natureza e o nimero de interagdes estabelecidas na PPIs para
os modelos selecionados, principalmente em relacdo aos residuos conservados nas interfaces

de interagao.

3.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Nesse capitulo foi apresentado e aplicado um protocolo para o uso de webservers de
docking molecular em complexos das flaviroses Dengue e Zika. O procedimento utiliza o
modelo de corpo rigido totalmente automatizado com diferentes métodos de busca, critérios
CAPRI e conhecimento prévio dos sistemas em estudo. O protocolo mostrou-se promissor na
obtencdo de modelos representativos, com boa precisdo e concordantes com estudos
experimentais, para sistemas antigeno-anticorpo de natureza semelhante ao das flaviroses,
superando assim as principais limitagdes da técnica de Docking Molecular Proteina-Proteina.
Nesse sentido, o conhecimento prévio do sistema em estudo ¢ primordial para a aplicacdo do

protocolo proposto.

Nesse sentido, o método de busca global baseado em correlagdo de Transformada
Répida de Fourier (FFT), implementado no webserver ClusPro, foi mais eficiente na predi¢ao
das configuragdes selecionadas. Portanto, os modelos selecionados — DCO09 (sistema /), ZC02
(sistema 2), DCO7 (sistema 3) e ZCO02 (sistema 4) — apontaram convergéncia das regides de
interagdo entre os sistemas envolvendo as proteinas em sua forma cristalografica e sob efeito
de solvatagdo bem como a conservagdo de residuos pertencentes a epitopos entre os modelos
analisados. Os dominios wing e P-ladder sdo, respectivamente, as regides de interacdo
preferencial do anticorpo com as proteinas NS1-DENV2 e NS1-ZIKV. Essa diferenga entre as
regides de interacdo para os complexos das flaviroses Dengue e Zika, em um primeiro
momento, indica a possibilidade de aplicacdo dos complexos estudados em diagnostico
diferencial. A predominancia das intera¢des do tipo ligagdo de hidrogénio e hidrofébicas em
maiores quantidades, bem como interagdes especificas do tipo m-m e m-cation nas interfaces de

interagdo reforcam o carater nativo dos complexos selecionados.

No préximo capitulo, pardmetros fisico-quimicos serdo utilizados para complementar a
escolha dos modelos, realizada com base no protocolo proposto neste capitulo, e definir a

magnitude da afinidade de ligagdo em cada um deles.
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Capitulo 4

CALCULO DE PROPRIEDADES
TERMODINAMICAS DOS COMPLEXOS
NS1/ANTI-NS1

4.1 INTRODUCAO

Os fundamentos da mecanica estatistica sao oriundos de uma série de experimentos
realizados no final do século XIX, mas que se consolidaram no século XX, sendo a mecéanica
quantica e seus métodos considerados um dos grandes avangos da ciéncia nos ultimos tempos.
Suas teorias fornecem uma descri¢do matemadtica da estrutura molecular de um sistema em
termos das interacdes entre os nicleos atdmicos e a distribui¢ao eletronica ao seu redor, levando
em considera¢ao dados sobre a estrutura eletronica, baseando-se no formalismo de orbitais

moleculares com diferentes abordagens (LEVINE, 1991).

Dentre as vantagens dos métodos de mecanica quantica destaca-se o rigor metodolégico
e, por consequéncia, a precisdo dos resultados na descri¢do de propriedades quimicas e fisicas
dos sistemas em estudo. Para tanto, tais métodos demandam um maior tempo e capacidade de

memoria computacional.

4.1.1 Mecanica Quantica — O Método Hartree-Fock

Fundamentalmente, para modelar um sistema, os métodos da Mecanica Quantica
envolvem a resolucdo da equacdo de autovalores do operador hamiltoniano do sistema
composto por nucleos e elétrons descritos, respectivamente, pelos vetores de posicdo Rye 13,

conhecida como Equagdo de Schrodinger:
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em que E ¢ a energia eletronica em unidades atdmicas, ¥ ¢ a fun¢do de onda ou, ainda, chamada
de fun¢do de coordenadas dos elétrons e H ¢ o operador hamiltoniano, uma expressao
matematica que relaciona a energia cinética dos elétrons e a energia potencial do sistema. O
operador hamiltoniano genérico para um sistema multieletronico tem suas unidades atdmicas

dadas por:

elétrons nicleo elétrons nucleo elétrons

1 1 1 7 1 m’lcleoZZ
== 2 _Z v, - Za - A%B 4.2
A DI DR AP DA NDIEADIDIS I
i A i A A<B

i<j

em que, os termos correspondem, na sequéncia em que sdo descritos, as energias cinética
eletronica, cinética nuclear, potencial elétron-nucleo, potencial entre elétrons e potencial entre
nucleos. Na equagdo, Z ¢ a carga nuclear, M, ¢ a razdo entre a massa do nucleo A e a massa do

elétron, Ryp € a distdncia entre o niicleo A e o ntcleo B, 735 € a distancia entre os elétrons i € j

e 14 € a distancia entre o elétron i e o nlicleo A.

Dessa forma, ao solucionar a equacao de Schrodinger obtém-se uma fung¢ao que possui
todas as informagdes referentes ao sistema podendo, portanto, serem calculadas intimeras

propriedades da molécula, inclusive as eletronicas (HEHRE, 2003; LEVINE, 2000).

A equacdo 4.1 ndo possui solucdo analitica, para sistemas de mais de um elétron, sendo
necessaria a aplicagdo de aproximagdes e simplificacdes para a descricdo de sistemas
moleculares. A primeira delas, chamada aproximagao de Born-Oppenheimer considera que o
nicleo possui massa muito superior aos elétrons, da ordem de 1000 vezes, e, por esse motivo,
esses se movimentam mais rapida e independentemente, proximos da velocidade da luz. Além
disso, em virtude de suas cargas opostas ha uma forca de atragdo mutua entre nucleo e elétrons.
Como a magnitude da aceleragdo ¢ inversamente proporcional a massa (Eq. 2.1), a aceleragao
dos elétrons ¢ grande e dos nucleos atdmicos pequena. Por consequéncia, os elétrons se movem
e respondem as forcas muito rapidamente em detrimento dos ntcleos. Nesse sentido, uma
aproximagao razoavel ¢ descrever os estados eletronicos de uma molécula considerando os
nucleos estaciondrios. Nesse sentido, € possivel separar o hamiltoniano nuclear do hamiltoniano
eletronico (Eq. 4.4) para resolver a Equacdo de Schrodinger eletronica (Eq. 4.3)

(DEMTRODER, 2010; LEVINE, 2000):

Heletrénico q’eletrénica = Eeletr(mica q’eletrénica (4'3)
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elétrons elétrons nucleo elétrons

1 Z, 1
Heetronico = —= % vZ - E E —+ E E — 4.4)
2 rid ri
i i A i<j

nas quais a W,errenica deve ser assimétrica e dependente do conjunto de coordenadas
eletronicas (3 eletronicas e 1 de spin) € Hgjerronico descreve o movimento dos elétrons do
sistema definidos em uma regido com N particulas fixas e carregadas eletricamente. Nesse
sentido, os elétrons podem ser representados por uma fun¢do de onda, denominada orbital
molecular (MO). Essa fun¢do de onda ¢ assumida levando-se em conta que o movimento dos
elétrons ¢é independente entre si e que esses estdo dentro de um campo médio (vF) e resultante

da presenca dos demais (TRSIC; PINTO, 2009).

De acordo com essa aproximagao o modo mais simples de se escrever a fun¢do de onda
eletronica antiassimétrica, garantindo assim o principio de exclusdo de Pauli, ¢ utilizando o

determinante de Slater (Eq. 4.5):

Xi(e)  xj(x) o xe(xq)
W= LG xi() o Xe(x2) (4.5)
VNI i : - :
Xiten) xjCGen) 0 xe(xw)

1, . ~ , . ~
na qual 7y € & constante de normalizacdo dependente dos N elétrons do sistema e y sdo as

funcdes ortonormais que representam os spin-orbitais para cada um dos elétrons (ZERNER,

1991).

Nesse ponto, ¢ necessario que sejam determinadas as fungdes y do determinante de
Slater, de modo que, esse forneca a aproximacao mais adequada para o estado fundamental do
sistema. Isso porque o melhor conjunto de spin-orbitais € o responsavel pela minimizag¢ao da
energia, conforme preconiza o Principio Variacional. Esse conjunto ¢ determinado pelo método
conhecido como campo auto-consistente (SCF, do inglés, self-consistent field), sendo este o
principio do método de Hartree-Fock. Esse método soluciona a equagdo de autovalores de
Hartree-Fock (Eq. 4.6) de modo iterativo por meio da aproximag¢do da matriz de Fock (F) cujos
elementos sdo obtidos via integrais de troca que correspondem as diversas interagdes entre 0s

elétrons que estdo presentes nos atomos (ZERNER, 1991).

Fx(x) = € x(x) (4.6)
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Essa teoria € o ponto de partida dos métodos ab initio que buscam resolver problemas
quanticos diretamente dos postulados da mecanica quantica, sem aproximagdes € sem
correlacdo a dados experimentais (HOLLAUER, 2008). Portanto, o seu uso envolve a avaliagao
de uma grande quantidade dessas integrais cujo niimero cresce exponencialmente com o
niumero de funcdes de bases chegando a ordem de milhdes para pequenas moléculas,

demandando tempo e memoria computacional consideraveis.

Portanto, ¢ necessario que se estabeleca um objetivo considerando a linha ténue
existente entre a precisdo do método (rigor tedrico) e o custo computacional, em especial, em
se tratando de sistemas envolvendo proteinas como € o caso do presente trabalho. Nesse
contexto, os métodos semi-empiricos se apresentam como uma alternativa viavel no estudo de
sistemas grandes (de centenas até¢ milhares de 4&tomos) em funcdo de sua elevada velocidade
quando comparada aos calculos DFT ou ab initio, demasiadamente custosos

computacionalmente (LASCHUK, 2005; ZERNER, 1991).

4.1.2 Métodos Semi-Empiricos: PM7

Os métodos semi-empiricos introduziram uma série de parametrizagdes e aproximagdes
para deduzir os elementos da matriz de Fock juntando pardmetros experimentais ao formalismo
do SCF para os elétrons de valéncia, o que permite negligenciar algumas integrais de troca para
os elétrons de caroco (DEWAR; THIEL, 1977; LEACH, 2001). Dentro desse conjunto de
métodos os mais utilizados sdo aqueles baseados na aproximagdo ZDO (do inglés, Zero
Differential Overlap Approximation) (POPLE; BEVERIDGE, 1970): Modelo Austin 1 (AM1)
(DEWAR et al., 1985), Modelo Recife 1 (RM1) (ROCHA et al., 2006), Método Paramétrico 3
(PM3) (STEWART, 1989), 6 (PM6) (STEWART, 2007) ¢ 7 (PM7) (STEWART, 2013). No

entanto, vale considerar que ndo ha unanimidade em relagdo as suas aplicagdes visto que

alguns métodos sdo parametrizados para calores de formagao, geometrias moleculares
e momentos de dipolo; outros sdo parametrizados para reproduzir os espectros de
transi¢oes eletronicas. Nao existem métodos semi-empiricos de aplicabilidade geral
capazes de reproduzir resultados uteis para uma gama ampla de propriedades
(LASCHUK, 2005, p. 6).
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Nesse sentido, o método PM7 foi selecionado para aplicacdo nesse trabalho pelos
seguintes motivos: (1) teve seus parametros ajustados e testados para uma correta otimizagao
geométrica e precisdo no calculo da entalpia de formagdo de proteinas (HOSTAS; REZAC;
HOBZA, 2013; STEWART, 2013); (2) os dados de calor de formagdo, obtidos por sua
aplicacdo, ja foram utilizados com sucesso para complementar a fun¢do de scoring no
reconhecimento de estruturas de proteinas de carater nativo, conforme proposto para o sistema
em estudo (URQUIZA-CARVALHO; FRAGOSO; ROCHA, 2016) e (3) encontra-se
adequadamente implementado no software de distribui¢do livie MOPAC 2016 (STEWART,
2016).

De modo geral, esse método foi parametrizado considerando que as grandezas energia
de ligacdo total (E;) ¢ numericamente equivalente as entalpias de atomizagdo a 298 K,

respectivamente, expressas pelas equacdes 4.7 € 4.8:

E, = Eror — Z En 4.7)

AHZES, = AHZ = ) AHZ(n) (48)
n

em que Eror € a energia molecular total, E,, as energias de cada um dos n d&tomos constituintes

e AHZ%®(n) o calor de formagdo do 4tomo n a 298 K.

Combinando-se as equacdes 4.7 e 4.8 temos que o valor de formagao ¢ dado por:
AHP = Eror — Z(En — AHPS(n)) (4.9)

Vale considerar ainda que o uso da abordagem de escalonamento linear MOZYME, ao

introduzir a aplicagdo dos Orbitais Moleculares Localizados (OMLs, do inglés, Localized
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Molecular Orbitals), auxilia na diminui¢do da demanda computacional para os céalculos das

propriedades de interesse de grandes biomoléculas (STEWART, 1996).

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Calculo da Entalpia de Ligag¢ao

Apo6s a execucdo do protocolo proposto (Fig. 3.2) para a escolha dos modelos mais
representativos, conforme apresentado na Se¢do 3.3, suas informagdes estruturais foram
preparadas e entdo convertidas em um formato compativel com o programa MOPAC 2016
(STEWART, 2016) utilizado na realizagdo dos calculos de Mecanica Quantica para obtencao das

médias das propriedades termodinamicas dos complexos.

O pré-processamento dos arquivos de coordenadas das estruturas dos modelos em
estudo consistiu na adi¢gdo de hidrogénios realizada com a utilizagdo do moddulo pdb2gmx
implementado no sofiware GROMACS 2016.4, considerando a forma de protonagao dos residuos

de aminoacidos no pH sanguineo fisiologico: 7,4 (SOARES; FERREIRA, 2004).

De acordo com Stewart; D’Elia e Attwood (2014) uma etapa inicial de otimizacao foi
realizada mantendo fixas as posi¢des de todos os atomos (NOOPT), com exce¢ao dos atomos de
hidrogénio (OPT-H). Os célculos foram realizados utilizando o modelo COSMO (KLAMT;
SCHUURMANN, 1993) de solvatagdo implicita, considerando a constante dielétrica da agua:
78,4. Todos os sistemas foram otimizados considerando o método PM7, a aproximagdo MOZYME
e a norma do gradiente menor que 5.0 (GNORM = 5.0). Valor considerado rigoroso e, portanto,

satisfatorio para sistemas moleculares grandes como os proteicos.

Em seguida, para as estruturas tridimensionais obtidas na etapa anterior (PDBOUT)
foram realizados calculos HF para obtengédo da Entalpia de Formagéo (Hy) considerando o método
PM?7, a aproximacdo MOZYME, solvatacao implicita (EPS 78,4) e a norma do gradiente menor
que 5.0. Adicionalmente, um calculo de campo auto-consistente (1SCF) foi realizado para
correcdo de erros no calculo dessa propriedade termodinamica, decorrentes da perca de

ortogonalidade dos orbitais moleculares localizados, ocasionada pelo uso da abordagem Mozyme.

A entalpia de ligagdo dos complexos foi calculada conforme metodologia proposta por

Nikitina e colaboradores (2004):
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Hlig = Hf(complexo) - (Hf antigeno + Hf anticorpo) (410)

em que, H, ¢ a entalpia de formacdo de cada um dos componentes do complexo (antigeno ou

anticorpo) ou desse como um todo.

4.2.2 Calculo da Energia de Ligacdo

O célculo de predicdo das energias de ligacdo dos modelos de complexos antigeno-
anticorpo previamente selecionados foi realizado utilizando o software PRODIGY no moédulo
protein-protein (VANGONE; BONVIN, 2015; XUE et al., 2016). Esse software estabelece
uma correlacdo entre forca de interagdo e o nimero de contatos interfaciais (ICs) no complexo.
De modo que, por defini¢do, dois residuos estdo em contato de algum de seus atomos, com
exce¢do dos hidrogénios, estio em uma distdncia de até 5,5 A. O modelo de predicio
implementado ¢ dado pela seguinte equagdo de regressao linear simples entre as ICs e algumas
propriedades das superficies que ndo interagem (NIS, do inglés, non-interacting surfaces)

(KASTRITIS et al., 2014):

AGpredi(;éo = —0,094591 CScarga - 0,10007 ICs carga + 0,19577 ICSpozar

carga apolar polar

(4.11)
—0,22671 ICS potar + 0,18681 %NISsporar + 0,3810 %NIS g5 — 15,9433

apolar

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 4.1 estdo apresentados os valores de entalpia de ligacdo de cada um dos

modelos dos sistemas previamente selecionados e do modelo do redocking.
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Tabela 4.1 — Valores de AH;;,; calculados pelo método semi-empirico PM7.

Sistema Complexo AHy; 4 (k] mol™)

Redocking -NS1-WNV/22-anti-NS1* PDB ID 4011 - 620,95
1 —NS1-DENV2/22-anti-NS1 (PDB)* DC09 - 460,07
2 —NSI- ZIKV /22-anti-NS1 (PDB) 7C02 - 739,24
2 —NSI- ZIKV /22-anti-NS1 (PDB) 7C04 - 716,20

2 —NSI- ZIKV /22-anti-NS1(PDB) ZP09 +1.063,79
3 —NS1-DENV2/22-anti-NS1 (MD) DCO07 - 707,27
4 —NS1- ZIKV /22-anti-NS1(MD) ZC02 - 655,84

Fonte: Dados do autor ¢ (SILVA, 2020)*

Os dados de Silva (2020) mostraram concordancia entre as analises da superficie de
interagdo para os modelos preditos pelos softwares de Docking Molecular e, posteriormente,
selecionados conforme critérios adotados no protocolo de reranking para o sistema / (NSI-
DENV2/22-anti-NS1). De modo similar, para o sistema 2 (NS1-ZIKV/22-anti-NS1) ¢ possivel
anotar que os resultados indicam a tendéncia de proporcionalidade entre maior nimero de ICs
pertencentes a epitopos (Tabela 3.2) e estabilidade termodinamica, sob o ponto de vista
entdlpico, confirmando as conclusdes parciais previamente apresentadas. Portanto, os modelos
DCO07 e ZCO02 foram selecionados, respectivamente, como representativos para os sistemas 3 €

4 seguindo o protocolo proposto.

Além disso, foi possivel verificar que os valores de AH;;, obtidos para os modelos DC09
(sistema /), ZCO02 (sistema 2), DC07 (sistema 3) e ZC02 (sistema 4) sdo comparaveis, ou seja,
da mesma ordem de grandeza do valor obtido para a estrutura cristalografica PDB ID 4OII. Isso

indica que esses modelos sdo candidatos em potencial para, respectivamente, os complexos

NSI1-DENV2/22-anti-NS1 e NS1-ZIKV/22-anti-NS1 em sua conformagao nativa.

Portanto, os modelos cristalograficos DC09 e ZC02 indicam interagdo das proteinas
NS1 da Dengue e Zika, Uinica e respectivamente, nos dominios wing e -ladder. Bem como os
modelos obtidos da amostragem da MD, DC07 e ZC02, indicam, respectivamente, o0 dominio
wing e a interface entre os dominios wing e -ladder como regides de interagdo das proteinas
NS1 com as CDRs do anticorpo. Essas diferengas corroboram os distintos valores de

AH);4. Portanto, os resultados apontam que as proteinas interagem de modo distinto com as
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CDRs do anticorpo vislumbrando a viabilidade de aplicagdo dos sistemas no diagndstico

diferencial das flaviroses.

Considerando a aplicagdo proposta nesse trabalho, um biossensor de afinidade
envolvendo complexos antigeno-anticorpo (FURTADO et al., 2008), a avaliagdo da energia
livre de ligagdo (AG;;4) permite complementar as andlises anteriores € mensurar a forga de
ligacdo entre antigeno e anticorpo no complexo. Isso porque essas forcas de interagdo/adesao
especificas regem o processo de reconhecimento do analito pelo elemento bioldgico sensivel
em um dispositivo de AFM enquanto biossensor (FRANCA; AMARANTE; LEITE, 2010).
Segundo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2011, p. 102)

a forga da ligag@o entre um Unico sitio de combinagdo de um anticorpo ¢ um epitopo
do antigeno ¢ chamada afinidade do anticorpo. A afinidade ¢ comumente representada
pela constante de dissociagdo (Kj), que indica a facilidade de separagdo do complexo
antigeno-anticorpo em seus constituintes. Uma K, baixa indica maior afinidade de
interacdo, uma vez que uma menor concentragdo de antigeno ou anticorpo € necessaria
a formacgao do complexo.

A relagdo matematica entre as grandezas AGy;4 € Ky pode ser adequadamente descrita

pela Equagdo 4.12 (GILSON et al., 1997; WOO; ROUX, 2005):

4.12)
AGlig == RT ln Kd

em que R ¢ a constante ideal dos gases (kcal K~ mol™1) e T a temperatura (K).

A constante de associacdo (K,) também ¢ uma medida da afinidade da interacdo do
complexo antigeno-anticorpo no equilibrio e estd intrinsicamente relacionada com a constante
de dissociagdo pois ¢ medida pelo inverso dessa grandeza (OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI,
2013).
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Tabela 4.2 — Valores de AGy;, € constantes de dissociagdo (K;) € associagdo (Ky), a 298,15 K,
para os modelos preditos pelo protocolo proposto.

Sistema Complexo  AGy4(kcal mol™") K, (M) K, (M™1)
NSl_ﬁijggfzﬁﬁ_Ns | PDBID4OII -12,7 49x101°  20x10°
1= Ns;gfg\];‘g)zz'anﬁ' DC09 116 31%x10°  32x 108
2- Ns;}gflggéz)z'ami' 7C02 135 13x101°  77x10°
INS ;I;fmi/)zz'anﬁ' DCO7 - 124 8,7x10°  11x 10°
4= Nsll\;szllﬁgiz'ami' 7C02 29,7 74x10%  14x107

Fonte: Autor

Os valores de AGy;4 obtidos para os complexos estdo dentro ou proximos da faixa geral
para complexos antigeno-anticorpo que varia entre -6,5 € -13,0 kcal mol"! (CHUANG et al., 2008).
Esses valores quando convertidos em K,;, como medida de afinidade dos complexos, fornecem
resultados da ordem de 10® a 107'°. De acordo com Kastritis et al. (2011), a afinidade para
complexos antigeno-anticorpo segue a seguinte escala: K; < 10719 M (alta afinidade), 10° < K,; <
101 M (média afinidade) e K;> 10° M (baixa afinidade). Essas diferengas podem ser mais
adequadamente mensurdveis quando analisados os valores de K, cujos valores maiores indicam
maior afinidade do complexo em se tratando da ligacdo. Portanto, os sistemas em estudo
apresentam afinidade alta/média indicando especificidade, ou seja, mesmo a baixas concentragdes
de antigeno esse ¢ reconhecido pelo anticorpo. Vale salientar que os estudos de predigdo teorica
das interacdes entre complexos, sejam enzima-inibidor e antigeno-anticorpo, conduzidos pelo
presente grupo de estudo e citados no Capitulo 1, mostram boa concordancia com resultados
experimentais de AFM. Esses indicam que interagdes intermoleculares especificas ou nao-
especificas sdo distinguiveis entre si em eventos de reconhecimento molecular de um analito por
seu inibidor. Desse modo, essas diferengas na magnitude das afinidades observadas para os

sistemas dao indicativos de especificidade dos sistemas em questao.

Considerando os sistemas / e 2, DC09 e ZC02, ¢ possivel observar que ha uma diferenca
significativa (aproximadamente 25 vezes) na afinidade das proteinas NS1 da DENV?2 e da ZIKV

pelo anticorpo em questdo. Portanto, o reconhecimento das proteinas NS1 pelo anticorpo ocorre
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em escalas diferentes sugerindo forcas de adesdo distinguiveis entre si. A diferenca entre as

afinidades observadas para esses sistemas se deve a dois fatores:

J4

i) Numero de contatos interfaciais entre residuos carregados ¢ maior entre a
proteina NS1-ZIKV e o anticorpo em comparacdo a NS1-DENV2, que por sua
vez possui um maior numero de contatos entre residuos polares na superficie de
contato. Logo, as interagcdes coulombicas sdo mais fortes e significativas na
formag¢do do complexo em detrimento das interagdes do tipo van der Waals;

ii) Similaridade significativa entre as ICs da proteina NS1-ZKV e NS1-WNV e o
anticorpo 22-anti-NS1 conforme alinhamento observado na Figura 4.1. Apenas
o residuo polar Asn27 da Cadeia Leve 1 (CL1) diferencia a contribuicdo das

CDRs na formacao dos complexos.

Figura 4.1 — Alinhamento das sequéncias das CDRs do anticorpo identificando os residuos de
aminodcidos pertences as ICs com as proteinas NS1 das Flaviroses WNV (PDB ID 40II),
DENV2 (DCO09) e ZIKV (ZC02).

CL1 CL2 CL3 CH1 CH2 CH3
WNV GNIHNYLA LLVYNAKTLAD QHFWSTPR YTFTSYWMH WIGDINPNNGGPSY TIDDGYRFGY
DENV2 GNIHNYLA LLVYNAKTLAD QHFWSTPR YTFTSYWMH WIGDINPNNGGPSY TIDDGYRFGY
ZIKV GNIHNYLA LLVYNAKTLAD QHFWSTPR YTFTSYWMH WIGDINPNNGGPSY TIDDGYRFGY

Fonte: Autor

Para os sistemas 3 e 4, observa-se diferenca ainda mais significativa (aproximadamente
85 vezes) na afinidade dos complexos DC07 e ZC02. No entanto, uma tendéncia inversa ¢é
observada em relagdo ao anotado para os complexos cristalograficos DC09 e ZC02, visto que
nesse caso, a proteina NS1-DENV2 apresentou maior afinidade com o anticorpo. Apesar de
ainda sugerir forcas de adesdo distinguiveis entre si, esse resultado reflete uma das limitagdes
de célculos e/ou protocolos de Docking Molecular de corpo rigido. Movimentos locais e
significativos da cadeia principal acontecem na interface de interagdo e os complexos antigeno-
anticorpo, em geral, exibem grandes movimentos e/ou transi¢des desordenadas (KASTRITIS

etal., 2011).
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Nesse caso, essa divergéncia deve estar associada ao aumento na area acessivel ao
solvente da proteina NS1-ZIKV que ocasionou mudangas estruturais mais significativas, no
dominio de interagdo B-ladder, em relagdo a estrutura cristalografica conforme resultados do

Capitulo 2.

Desse modo, considera-se que o protocolo de Docking Molecular proposto, ao utilizar
os webservers ClusPro e PatchDock, minimiza a contribui¢do dos efeitos entropicos na busca
global. Isso porque, apesar de suportarem diferengas moderadas entre as formas ligada e nao-
ligada das estruturas envolvidas nos complexos, ndo foram capazes de reproduzir com elevada
precisdao as mudangas estruturais das proteinas sob efeito de solvatacdo na formagdo dos
complexos. Assim sendo, sugere-se que o protocolo proposto tem resultados mais satisfatorios
ao utilizar arquivos de entrada (imput) de natureza cristalografica, em fungdo da maior

organizag¢do estrutural das cadeias principal e lateral das proteinas receptora e ligante.

Além disso, de acordo com Kastritis et al. (2011) os valores de K, por serem validos
apenas dentro de uma faixa pequena de temperatura, forca idnica e pH, ndo devem ser tomados
como absolutos, mas sim para auxiliar a compreender a ordem de magnitude da interagdo. Nesse
sentido, calculos teoricos de outra natureza, como Potencial de Forca Média obtido a partir da
amostragem estatistica de calculos umbrella sampling, devem ser aplicados para emular
experimentos de AFM e predizer a for¢a de ligagdo propriamente dita dessas interagdes

especificas.

Logo, mediante a verificacao da seletividade e da especificidade dos sistemas em estudo
sugere-se a viabilidade de um dispositivo de sensoriamento do tipo AFM com aplicabilidade
no diagnostico diferencial entre as Flaviroses Dengue e Zika, utilizando a proteina NS1 como

marcador antigénico.

4.4 CONSIDERACOES FINAIS

A entalpia de ligagdo (AH);4), foi utilizada para confirmar a escolha do modelo predito
pelos servidores de Docking Molecular Proteina-Proteina, mais representativo, para os sistemas
envolvendo as proteinas NS1 das flaviroses Dengue e Zika. As propriedades termodinamicas

corroboram as analises prévias das superficies de interagdo dos complexos, indicando que os
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modelos DCO9 (sistema /), ZC02 (sistema 2), DCO7 (sistema 3) e ZC02 (sistema 4) possuem
carater nativo. Nesse sentido, o protocolo proposto possui ineditismo ao mostrar que a
associacdo de técnicas computacionais de diferentes abordagens aplicadas no estudo de
sistemas, dos quais se possui um conhecimento preliminar, é capaz de fornecer para este uma

descricao, a nivel molecular, mais precisa.

Os modelos selecionados indicam que a intera¢do do anticorpo com as proteinas NS1
de ambas flaviroses ocorrem em dominios diferentes e, portanto, a interacao ¢ seletiva e essa

caracteristica reforca a hipdtese do uso do sistema para um diagnoéstico diferencial.

As propriedades termodindmicas para o complexo ZC02 (sistema 2) apresentam maior
similaridade com as do complexo nativo de WNV. O residuo de a.a. Asn27 da CL1 desse
modelo, ¢ o responsavel pelas diferengas nas propriedades anotadas entre esse complexo e o
DCO09. Portanto, pode ser um indicativo no design racional de anticorpos mais especificos, para

aplicacdo no desenvolvimento de vacina.

As constantes de dissociacdo (K, ), para os modelos DCO09 (sistema /) e ZC02 (sistema
2) estdo em ordens de grandeza diferentes (10° e 10°'° M) sugerindo forgas de adesdo
distinguiveis entre si, com maior afinidade da NS1-ZIKV pelo anticorpo em detrimento da NS1-

DENV2.

O protocolo aqui detalhado e utilizado na modelagem molecular desses sistemas
apresentou desempenho mais adequado para arquivos input cristalograficos do receptor e
ligante. Isso em virtude das limitagdes de pondera¢do das mudangas conformacionais nas
interfaces de interacdo em célculos de docking rigido. Ainda assim, indica potencialidades
descritivas para serem aplicadas em sistemas de carater similar e nos mecanismos envolvidos

em tais doengas.

Portanto, verificados os critérios de seletividade e especificidade, h4 indicativo da
viabilidade de uso dos sistemas em estudo no direcionamento do desenvolvimento de

imunossensores para diagnostico diferencial e precoce de flaviroses.

Nesse sentido, os calculos computacionais utilizados ao longo do estudo desses sistemas
mostraram-se estar em consonancia com informacoes da literatura obtidas de estudos in silico
e in vitro sobre as proteinas NS1 das viroses Dengue e Zika. Portanto, a modelagem e simulagao
podem subsidiar consideravelmente pesquisas futuras nesta area, em particular, na reducao dos

custos e uso de modelos animais.
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4.5 TRABALHOS FUTUROS

e Realizar célculos de Dinamica Molecular Direcional (SMD) para calcular o potencial
de for¢a média para os complexos selecionados nesse trabalho;

e Aprimorar o protocolo proposto (analise do fop 30) para que os efeitos entropicos sejam,
em associacdo com os fatores entalpicos, mais adequadamente ponderados na sele¢do
de complexos de carater nativo visualizando a aplicacdo em diferentes sistemas;

e Aplicar protocolos de mutagénese computacional a fim de descrever estruturalmente

anticorpos mais especificos para as flaviroses.



128

REFERENCIAS

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Anticorpos e Antigenos. In: Imunologia
Celular e Molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2011. p. 89—108.

CHUANG, G.-Y. et al. DARS (Decoys As the Reference State) Potentials for Protein-Protein
Docking. Biophysical Journal, v. 95, n. 9, p. 4217-4227, 2008.
https://doi.org/10.1529/biophysj.108.135814

CUSTODIO, R. et al. Quatro alternativas para resolver a equacdo de Schrédinger para o
atomo de hidrogénio. Quimica Nova, v. 25, n. 1, p. 159-170, 2002.
https://doi.org/10.1590/S0100-40422002000100025

DEMTRODER, W. Basic Concepts of Quantum Mechanics. In: Atoms, Molecules and
Photons. Graduate Texts in Physics. Berlin: Springer, 2010. p. 129-157.
https://doi.org/10.1007/978-3-642-10298-1 4

DEWAR, M. J. S. et al. Development and use of quantum mechanical molecular models. 76.
AMI: a new general purpose quantum mechanical molecular model. Journal of the
American Chemical Society, v. 107, n. 13, p. 3902-3909, 1985.
https://doi.org/10.1021/;a00299a024

DEWAR, M. J. S.; THIEL, W. Ground states of molecules. 38. The MNDO method.
Approximations and parameters. Journal of the American Chemical Society, v. 99, n. 15, p.
4899-4907, 1977. https://doi.org/10.1021/j2a00457a004

FRANCA, E. F.; AMARANTE, A. M.; LEITE, F. L. Introduction to Atomic Force
Microscopy Simulation. In: MENDEZ-VILAS, A.; DIAZ, J. (Eds.). Microscopy: Science,
Technology, Applications and Education. 4. ed. Badajoz: Formatex Research Center, 2010.
p. 1338-1349.

FURTADO, R. F. et al. Aplicacdes de biossensores na andlise da qualidade de alimentos.
1. ed. Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical, 2008.

GILSON, M. K. et al. The statistical-thermodynamic basis for computation of binding
affinities: a critical review. Biophysical Journal, v. 72, n. 3, p. 1047-1069, 1997.
https://doi.org/10.1016/S0006-3495(97)78756-3HEHRE, W. J. A Guide to Molecular
Mechanics and Quantum Chemical Calculations. Irvine: WaveFunction, 2003.

HOLLAUER, E. Quimica Quantica. Rio de Janeiro: LTC, 2008.

HOSTAS, J.; REZAC, J.; HOBZA, P. On the performance of the semiempirical quantum
mechanical PM6 and PM7 methods for noncovalent interactions. Chemical Physics Letters,
v. 568-569, p. 161-166, 2013. https://doi.org/10.1016/j.cplett.2013.02.069KASTRITIS, P. L.
et al. A structure-based benchmark for protein-protein binding affinity. Protein Science, v.
20, n. 3, p. 482491, 2011.

KASTRITIS, P. L. et al. Proteins Feel More Than They See: Fine-Tuning of Binding Affinity
by Properties of the Non-Interacting Surface. Journal of Molecular Biology, v. 426, n. 14, p.
2632-2652, 2014. https://doi.org/10.1016/j.jmb.2014.04.017

KLAMT, A.; SCHUURMANN, G. COSMO : A New Approach to Dielectric Screening in



129

Solvents with Explicit. Journal of Chemical Society Perkin Transactions 2, n. 5, p. 799—
805, 1993. https://doi.org/10.1039/P29930000799

LASCHUK, E. F. Novo formalismo semi-empirico para calculos quimico-quinticos. Tese
(Doutorado em Quimica) — Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, 143 p., 2005.

LEACH, A. R. Molecular Modelling: Principles and Applications. 2. ed. New York:
Pearson Prentice Hall, 2001.

LEVINE, I. N. Quantum Chemistry. 4. ed. New York: Pearson Prentice Hall, 1991.
LEVINE, I. N. Quantum Chemistry. 5. ed. New York: Pearson Prentice Hall, 2000.

NIKITINA, E. et al. Semiempirical Calculations of Binding Enthalpy for Protein-Ligand
Complexes. International Journal of Quantum Chemistry, v. 97, n. 2, p. 747-763,
2004https://doi.org/10.1002/qua.10778

OLIVEIRA, M. B. S. de C.; RIBEIRO, F. C.; VIZZONI, A. G (Org.). Conceitos Basicos e
Plicados em imuno-hematologia. Rio de Janeiro: EPSJV, 2013.

POPLE, J.; BEVERIDGE, D. L. Métodos semiempiricos de quimica quintica no ensino da
entalpia das reacdes quimicas. New York: McGraw-Hill, 1970.

SILVA, L. A. Estudo da interacio do complexo antiNS1 / NS1-DENV2 usando
ancoramento molecular e métodos quanticos. Dissertacdo (Mestrado em Quimica),
Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia, 58 p., 2020.

SOARES, T. A.; FERREIRA, R. Aplicacdo da equagdo de Poisson-Boltzmann ao calculo de
propriedades dependentes do pH em proteinas. Quimica Nova, v. 27, n. 4, p. 640-647, 2004.
https://doi.org/10.1590/S0100-40422004000400019

STEWART, J. J. P. Optimization of parameters for semiempirical methods I. Method.
Journal of Computational Chemistry, v. 10, n. 2, p. 209-220, 1989.
https://doi.org/10.1002/jcc.540100208

STEWART, J. J. P. Application of localized molecular orbitals to the solution of
semiempirical self-consistent field equations. International Journal of Quantum
Chemistry, v. 58, n. 2, p. 133—146, 1996. https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-
461X(1996)58:2<133::AID-QUA2>3.0.CO;2-Z

STEWART, J. J. P. Optimization of parameters for semiempirical methods V: Modification
of NDDO approximations and application to 70 elements. Journal of Molecular Modeling,
v. 13, n. 12, p. 1173-1213, 2007. https://doi.org/10.1007/s00894-007-0233-4

STEWART, J. J. P. Optimization of parameters for semiempirical methods VI: More
modifications to the NDDO approximations and re-optimization of parameters. Journal of
Molecular Modeling, v. 19, n. 1, p. 1-32, 2013. https://doi.org/10.1007/s00894-012-1667-x

STEWART, J. J. P. Stewart computational chemistry MOPAC2016. Colorado,
ColoradoSprings, 2016. Disponivel em: <http://openmopac.net/>.

STEWART, J. J. P.; D’ELIA, D.; ATTWOOD, T. A quick guide to MOPAC. Disponivel
em: <https://www.embnet.org/shared/quickguides/04-MOPAC-en UK.pdf>. Acesso em: 2



130

abr. 2020.

TRSIC, M.; PINTO, M. F. S. Quimica Quéantica - Fundamentos e Aplicacdes. Barueri:
Manole, 2009.

URQUIZA-CARVALHO, G. A.; FRAGOSO, W. D.; ROCHA, G. B. Assessment of
semiempirical enthalpy of formation in solution as an effective energy function to
discriminate native-like structures in protein decoy sets. Journal of Computational
Chemistry, v. 37, n. 21, p. 1962—-1972, 2016. https://doi.org/10.1002/jcc.24415

VANGONE, A.; BONVIN, A. M. J. J. Contacts-based prediction of binding affinity in
protein—protein complexes. eLife, v. 4, 2015. https://doi.org/10.7554/eLife.07454

WOO, H.-J.; ROUX, B. Calculation of absolute protein-ligand binding free energy from
computer simulations. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 102, n. 19, p.
68256830, 2005. https://doi.org/10.1073/pnas.0409005102

XUE, L. C. et al. PRODIGY: a web server for predicting the binding affinity of protein—
protein complexes. Bioinformatics, p. btw514, 2016.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw514

ZERNER, M. C. Semiempirical Molecular Orbital Methods. In: LIPKOWITZ, K. B.; BOYD,
D. B. (Eds.). Reviews in Computational Chemistry. 1. ed. Nova Jersey: John Wiley & Sons,
Ltda, 1991. p. 45-81.



