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RESUMO

SOARES, R.O0.S. Processos preliminares da infeccao viral: estudo
estereoquimico da proteina E do Dengue. 2013. 145 p. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

A Infeccdo pelo dengue afeta todas as regibes tropicais e subtropicais do globo,
registra aproximadamente 390 milhdes de casos por ano, e se destaca como um
problema emergente de propor¢cbes crescentes, especialmente no Brasil, que
atualmente responde por 60% dos casos no continente americano. Assim, acdes
para criar, adaptar e atender as condi¢cées para promover avangos na compreensao
do processo de infeccdo pelo virus em nivel molecular pode ser de grande valor,
tanto para enfrentar os desafios impostos pela conjuntura atual do dengue, quanto
pela possibilidade de ampliar o conhecimento de mecanismos moleculares para
outros virus relacionados. Aqui, focando na proteina E do envelope do virus do
dengue, abordamos o problema da infeccdo viral sob os aspectos estruturais da
proteina do envelope (E) quando enfrenta as condigbes ambientais distintas ao
longo do caminho desde o trato digestivo do vetor exotérmico até a maquinaria
celular do hospedeiro homeotérmico. Para este efeito, empregamos simula¢fes de
Dinamica Molecular, avaliando e quantificando 0s processos de rearranjo
conformacional do o dominio Ill isolado da proteina E dos quatro sorotipos de
dengue, os quais sdo induzidos por alteracbes nos parametros termodinamicos
intensivos (pH 3, 5 e 7, T = 298K e 310K). Além disso, a configuracdo quaternaria
pentarradial de cinco dominios Il é estudada, correlacionando flexibilidades
especificas das regifes de loops a ajuste induzido a eventuais ligantes. Nos também
verificamos a estabilidade estrutural do complexo DIl com o fragmento da regido
ligante de antigeno de um anticorpo monoclonal (Fab 1A1D-2), bem como as forcas
de interacao entre a interface de ligacéo, identificando residuos-chave. Além disso,
0s eventos relacionados com a interacdo da proteina E (tanto na forma monomérica
guanto na dimérica) com o envelope lipidico viral sdo minuciosamente estudados,
abrindo o caminho para um possivel estudo centrado na formacédo de trimeros da
proteina E, levando a fusdo de membranas e subsequente inoculacdo do RNA viral
no citoplasma. Finalmente, alternativas sdo propostas para a compreensao do
mecanismo de acdo da fosfolipase do veneno de Crotalus durissus terrificus - a
cascavel sul-americana, que tem se mostrado eficaz na inibicdo in vitro da infeccéo
pelo virus do dengue.

Palavras-chave: dengue, proteina E, dominio Ill, dindmica molecular, ajuste

induzido, envelope lipidico, fosfolipase.



ABSTRACT

SOARES, R.O.S. Preliminary processes of viral infection: stereochemical study
of the E protein of Dengue. 2013. 145 p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2013.

Dengue infection burdens all tropical and subtropical regions of the globe, registers
approximately 390 million cases annually, and stands out as an emerging problem of
increasing proportions, especially in Brazil, which currently accounts for 60% of
cases in the American continent. Thus, actions to create, adapt and meet conditions
to promote advances in understanding the process of virus infection at the molecular
level can be of great value both to meet the challenges posed by current conjuncture
of dengue, and for the possibility to extend the knowledge of the molecular
mechanisms to related viruses. Here, focusing on the E protein of the dengue virus
envelope, we address the problem of viral infection under stereochemical aspects of
the envelope (E) protein when it undergoes the distinct environmental conditions
along the pathway from the exothermic vector’s digestive tract to the homeothermic
host’s cell machinery. To this end, we employ molecular dynamics to assess and
quantify the processes of conformational rearrangement of isolated domain Ill of the
E protein of the four serotypes of dengue, as induced by changes on intensive
thermodynamic parameters (pH 3, 5 and 7; T = 298K and 310K). Further, the 5-fold
quaternary configuration of five domains Ill is studied, correlating specific loop
regions flexibilities with induced fit with eventual ligands. We also check the structural
stability and interaction forces between the interface of the complex DIIl and the
antigen binding fragment of a monoclonal antibody (Fab 1A1D-2), identifying key
residues. Additionally events related to the interaction of the E protein (both as a
monomer and as a dimer) with the viral membrane are thoroughly studied, paving the
way for a possible study focused on the formation of trimers of E protein, leading to
membrane fusion and subsequent inoculation of viral RNA in the cytoplasm. Finally,
alternatives are proposed for understanding the mechanism of action of the
phospholipase from the venom of Crotalus durissus terrificus - the South American
rattlesnake, which has proven effective in vitro inhibition of Dengue virus infection.

Keywords: dengue, E protein, domain Ill, molecular dynamics, induced fit, lipid

envelope, phospholipase.
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Capitulo 1

Introducao: a doenca,o virus
e 0s Instrumentos de
estudo adotados

Prezando a clareza na apresentacdo de nosso trabalho, dividimos esta tese em trés capitulos.
Neste primeiro capitulo, desenvolvemos uma ambientacdo ao tema central, introduzindo por
revisdo bibliografica a tematica do dengue sob aspectos clinicos, fisio/imunolégicos,
estruturais, geogréficos, filogenéticos e socioeconémicos. No segundo capitulo, descrevemos
nossos resultados in silico envolvendo os efeitos de variagdes de parametros termodindmicos
intensivos” sobre regides particulares da estrutural viral, bem como a interacdo destas com um
anticorpo monoclonal efetivo na inibicdo de trés sorotipos. No terceiro capitulo, apresentamos
0 desenvolvimento de um modelo original completo da proteina E, o qual tem seu
comportamento estrutural estudado quando inserido (em forma monomeérica e dimérica) em
uma bicamada lipidica desenvolvida com o intuito de mimetizar aquela presente na particula
viral. Ainda no capitulo trés, descrevemos um estudo em colaboracdo, onde investigamos
propriedades moleculares estruturais que possam explicar o mecanismo de inibigdo viral

observado.

1.1 — O dengue: caracterizaciao e sintomas

O dengue’ ** é uma enfermidade emergente causada por quatro sorotipos (DENV-1, 2, 3 e 4)

do virus de mesmo nome, membro do género Flavivirus, familia Flaviviridae, familia esta

“ Uma variavel é chamada de intensiva quando ela é independente da massa do Sistema, como a presséo,
temperatura e viscosidade. A razdo de duas varidveis extensivas gera uma variavel intensiva, como densidade
(produto da massa pelo volume).

" A etimologia da palavra “dengue” é proveniente da lingua espanhola. O termo “dengue” existe antes mesmo de
sua atribuicdo como denominacdo da doenca, aparecendo no Diccionario de la Lengua Castellana, da Real
Academia Espanhola (1732), com dois significados: (1) melindre feminino, manha; (2) uma faixa de tecido
utilizada como adorno no vestuario feminino." O termo s6 veio a ser utilizado como denominacdo da
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contendo aproximadamente 70 membros® e se constitui por virus cujas estruturas sdo de
relativas pequenas dimensdes (de 40 a 60 nm de diametro). Em aspectos gerais, a infec¢do
causada pelo virus do dengue (detalhes na secdo 1.1.3) é devida a uma unica entidade com
diferentes manifestacGes clinicas as quais podem variar de acordo com a severidade da
infeccdo, idade e condicBes gerais do paciente.* O quadro pode variar desde casos
assintomaticos até manifestacdes mais graves como niveis de descontrole homeostatico com
aumento de permeabilidade capilar, causando hemorragia severa e choque hipovolémico. Em
casos nao fatais, a evolucdo tipica dos sintomas € iniciada com um periodo relativamente
curto de febre (de 2 a 3 dias), com concomitancia ao aumento da viremia e a diminuicdo de
plaguetas*, 0 que pode causar o choque hemorrégico no paciente. Por volta do sexto dia ha um
aumento significativo das imunoglobulinas IgM e 1gG, com a restauracdo progressiva do
nivel plagquetario, do hematdcrito (propor¢do de hemaécias por volume sanguineo), o

estabelecimento da reabsorcéo hidrica e, finalmente, a recuperacéo (Fig. 1.1).

Dias da doenca 1 2 3 45 67 8 9 10
Temperatura —4%\
L AN

Desidratagéo Reabsorgao

Ocorréncias clinicas potenciais Hidrica

Comprometimento de
orgaos
Plaquetas
Mudangas Laboratoriais P,
Hematrécrito . 4 S
IgM/gG
Sorologia e virologia Viremia
Evolucéo dos estagios Febril Critico Recuperagio

Figura 1.1. Evolugdo generalizada dos estagios dos sintomas decorrentes da infeccdo pelo virus do dengue.
Modificado de WHO (2009) e Yip et al. (2006).*°

enfermidade por volta do século XIX, e provavelmente foi associado ao fato de eventualmente a infecgdo por
dengue gerar apenas uma leve indisposicdo no paciente, que se dizia similar a um melindre.? Trata-se de um
substantivo originalmente masculino, no entanto, pela popularizagdo da forma feminina “a dengue”, atualmente
a dualidade de género é aceita pela maioria dos dicionarios oficiais da lingua portuguesa. Neste trabalho,
tratamos a enfermidade no género masculino, seguindo a tradicdo médica brasileira.

* A tipica diminuicdo da contagem de plaquetas no dengue se deve principalmente ao ataque viral aos
megacaridcitos (células produtoras de plaquetas na medula dssea), bem como trombocitopenia imune.®
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Por causa da notavel variacdo do grau de agressividade da infeccdo pelo dengue, desde
1997 a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) vem formalizando as classificagcdes para 0s
diferentes niveis de manifestacBes sintomaticas da doenca, com o intuito de auxiliar a
avaliacdo clinica e manter padronizados os relatos na literatura. O primeiro sistema de
classificacdo (oficialmente instituido em 1997 e amplamente utilizado até hoje) consiste na
divisdo da manifestacdo clinica da doenga em febre indiferenciada, dengue cléssica (dengue
fever - DF) e febre hemorragica do dengue (Dengue hemorrhagic fever — DHF). Dentro deste
sistema, a febre hemorragica (DHF) é subdividida em quatro subgrupos,’ de acordo com a

gravidade crescente, de I a IV*:

e Grau l: a prova do laco é positiva (contagem de petéquias na pele);

e Grau ll: manifesta¢cdes hemorragicas espontaneas na pele;

e Grau llI: colapso circulatério manifestado por pulso fraco e rapido, hipotenséo, pele
pegajosa e fria e inquietacao;

e Grau IV: choque profundo com presséo arterial e pulso indetectaveis.

No entanto, grupos associados a OMS vinham indicando a necessidade de uma
reformulacdo com maior detalhamento desse sistema se mostrava necessaria, e seria essencial
a identificacdo correta e mais rapida do estagio dos casos clinicos, contribuindo, portanto, ao
aumento da eficiéncia do tratamento sintomatico do dengue. Desta forma, em 2009, a OMS
publicou as novas guias de classificacdo do dengue, simplificando a classificacdo geral em
dois grandes grupos: dengue nio severa € dengue severa. Essa divisdo principal é
importante para aperfeicoar o processo de triagem e agilizar o tratamento aos casos mais
severos. Nos casos de dengue ndo severa, considera-se dengue sem sinais de alerta (menor
probabilidade de evolucdo ao quadro severo) e dengue com sinais de alerta (maior
probabilidade de evolucdo ao quadro severo). A identificacdo da infeccdo em areas endémicas
é dada pela presenca do estado febril em concomitancia com pelo menos dois dos seguintes

sintomas:

e nausea/vomitos;

e erupcgOes cutaneas;

e dores difusas e/ou localizadas;

e teste do lago positivo;

e leucopenia (reducdo de leucdcitos no sangue);
e qualquer sinal de alerta.

$ Os grupos 111 e 1V englobam o estado da sindrome do choque do dengue (Dengue shock syndrome - DSS).
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Os seguintes sintomas séo agrupados em um conjunto especifico, e sdo chamados de sinais de
alerta, pois sdo aqueles que exigem maior nivel de observacdo e intervencdo medica, pela

maior probabilidade de desenvolvimento para um quadro severo:

e dor ou sensibilidade abdominal;

vomito persistente;

derrames cavitarios (ascite, derrame pleural e derrame pericérdico)
sangramento das mucosas;

letargia, inquietacao;

hepatomegalia;

aumento no hematocrito com répida queda na contagem de plaquetas
(trombocitopenia).

Finalmente, o dengue severo é caracterizado pela sucessdo:

1. extravasamento plasmatico severo;
2. hemorragia grave e,
3. Comprometimento severo de 6rgéos (figado, coracdo, baco etc).

A gravidade da doenca e sua ampla distribuicdo impdem um dos maiores fardos
sociais e econémicos entre todas as patologias virais transmitidas por mosquitos,® e é
encontrada nativamente em regides tropicais e subtropicais do globo. Até a data, ndo ha
tratamento especifico para o estagio pds-infeccdo (salvo tratamento sintomatico),
adicionalmente, embora a prevengdo por vacinacdo se afirme encontrar-se em um estagio

avancado, seu efeito pratico é elusivo.’

1.1.1 — Origem e filogenia

O dengue, como todo representante da familia Flaviviridae, é caracterizado pelo modo de
transmissdo como um arbovirus™, se relacionando em parentesco, filogeneticamente proximo
a outros membros de seu mesmo género, Flavivirus, os quais também apresentam alta
importancia socioecondmica: sdo 0s membros responsaveis por moléstias como a febre
amarela, a febre do Nilo ocidental, a encefalite transmitida por carrapato (TBE), a encefalite
japonesa, entre outras. Todas as analises moleculares publicadas sobre o virus do dengue até o

ano de 2003 mostram que 0s quatro sorotipos provavelmente emergiram por alopatria

“ Arbovirus: (origem: arthopod borne virus) é um virus que tem como vetor um artrépode.
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(independentemente em regides geograficas isoladas) e compartilham tal grau de distin¢do
filogenética, o qual se assemelha aquele estabelecido entre diferentes “espécies” do genus
Flavivirus. *®* Isso significa que, apesar dos quatro sorotipos do dengue ainda se incluirem
em um mesmo grupo como virus do dengue, a semelhanca de parentesco entre eles € menor
do que se esperaria neste contexto “intraespecifico”. Tal diferenca pode ser vista diretamente
refletida na dificuldade presente no desenvolvimento de vacinas tetravalentes, o qual é
discutido na secdo 1.1.4. Através do sequenciamento e alinhamento genético, no entanto, €
possivel a identificacdo de relacdo de parentesco entre 0s sorotipos e seus diversos genotipos,
bem como a determinagdo aproximada da origem e emergéncia do ancestral do virus do

dengue pela técnica de andlise da taxa de substituicdo molecular (rel6gio molecular).

Pela analise filogenética por maxima parciménia dos 120 genes codificadores da
proteina do envelope (proteina E) de diversos gendtipos, Holmes e Twiddy (2003)™
propuseram que a primeira ramificacdo entre o ancestral direto do dengue e outros virus
proximamente relacionados ocorreu ha aproximadamente mil anos; muito provavelmente na
Asia (Fig. 1.2).

Apos essa segregacdo inicial, o primeiro ramo a se separar dos demais foi aquele que
eventualmente originou o grupo de gendtipos que hoje chamamos de sorotipo DENV-4. O
grupo complementar, por sua vez, sofre mais uma divisdo, originando primeiramente o grupo
que forma o sorotipo DENV-2, enquanto o restante sofre uma divisdo posterior em DENV-1 e
DENV-3". Com a elucidacdo da sequéncia de divergéncias filogenéticas entre os sorotipos e
a analise da taxa de substituicdo molecular, Holmes e Twiddy (2003)* também determinaram
o tempo aproximado da origem das linhagens infectantes humanas atuais, ou seja a
transposicdo de linhagens selvagens por transmissdo-interespecifica: DENV-1, ha 125 anos;
DENV-2, ha 320 anos; DENV-3, ha 100 anos; e DENV-4, ha 75 anos (Fig. 1.2).

" Em anélise similar, utilizando apenas as sequéncias proteicas do dominio Il da proteina E dos quatro
sorotipos do dengue, obtivemos a mesma sucessdo de segregacoes filogenéticas, confirmando o resultado de
Holmes e Twiddy, * bem como demonstrando a alta especificidade sorolégica que esta regido da proteina E
oferece (Cap. 2).
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Figura 1.2. Dendrograma representando o parentesco evolutivo dos quatro sorotipos do dengue, bem como seus
genotipos e cepas selvagens. Os periodos aproximados de divergéncias entre ramos basais e aqueles que
originaram os grupos atuais sdo identificados pelos nimeros a base de cada ramificacdo. As linhas horizontais sdo
desenhadas proporcionalmente (guia a direita, abaixo), de acordo com o grau de substituicGes por loco génico,
indicando o grau de separacéo entre os clados. Modificado de Holmes e Twiddy (2003)."

Uma série de remanescentes basais de linhagens pertencentes a genotipos silvaticos

em cada sorotipo aponta diretamente como uma forte evidéncia de que Dengue era

originalmente um virus que tinha exclusivamente primatas como hospedeiros, e que a

transmissdo-interespecifica para humanos aconteceu de forma independentemente em todos

os sorotipos.** Desta forma, acredita-se que o Dengue teve origem em um ciclo silvético-
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enzodtico,® onde os reservatérios naturais dos virus sio primatas selvagens, e que ocorre até
os dias atuais. Neste ciclo infere-se que os subgéneros de Aedes responsaveis pela
transmiss&o do virus sdo, na Africa, Stegomyia e Diceromyia; na Asia o Stegomyia e Finlaya.
Com a expansdo humana a areas cada vez mais isoladas, mosquitos selvagens deste ciclo,
antes isolados de populagbes humanas, vieram a entrar cada vez mais em contato com
comunidades rurais, eventualmente inserindo o virus e criando um novo ciclo: rural-
epidémico. Neste ciclo, as populacbes humanas ndo sdo grandes o suficiente para
estabelecerem um perfil endémico do dengue, havendo, portanto, apenas a ocorréncia de
surtos pontuais e de relativa rapida duracdo. Como os surtos sdo isolados, neste nivel, as
diferentes variedades do virus que originaram as cepas atuais do Dengue foram submetidas a
selecdo natural promovida pela forte pressdo imunoldgica da espécie recém infectada
(humanos), o que resultou na extingdo de vérias cepas de Dengue ao longo da histéria.'
Infere-se que as espécies responsaveis pela transmissao no ciclo rural-epidémico sdo o Aedes
aegypti (Fig. 1.3), A. albopictus, A. polynesiensis e possivelmente A. mediovittatus (Fig. 1.4).
A migracdo de individuos infectados no ciclo rural-epidémico para centros urbanos de alta
densidade populacional criou um ambiente ideal ao estabelecimento de um cenario endémico-
epidémico, onde a quantidade de individuos passiveis de se tornarem portadores permite a
manutencdo da transmissdo horizontal sustentada, apoiada pela alta resisténcia climética do
vetor e seus ovos, 0 que permite a suplementagédo do ciclo endémico pela transmissao vertical

continua. 13

O ciclo urbano consiste na transmissdo viral pela picada de fémeas®® infectadas dos
himenodpteros Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes albopictus (Skuse, 1894) para seu
hospedeiro humano, este que por sua vez tornar-se-a também um reservatorio, podendo assim
contaminar outros vetores (Fig. 1.4). Todas as espécies citadas oferecem condicGes
apropriadas (em graus diferentes) a encubacdo do virus em sua laténcia, um resultado de um
processo coevolutivo, no entanto A. aegypti é aquela que apresenta maior distribuicdo

geografica e, portanto, maior significancia socioecondmica.

A transmissdo vertical é a passagem do virus diretamente entre os mosquitos, por descendéncia ou
venereamente, e é essencial para a manutencao do reservatorio viral na em areas urbanas endémicas. 2

5 Apenas as fémeas transmitem o virus, pois apenas elas tém o habito alimentar predominantemente
hematofago, enquanto os machos alimentam-se exclusivamente de seiva. Em estudo recente, determinou-se que
uma populacdo local de Aedes aegypti e A. albopictus se alimentam quase que exclusivamente de sangue
humano (>97%, e 100% respectivamente), tendo pouca preferéncia também a cdes, suinos, felinos e
galinéceos.™



Figura 1.3. [llustracdo histdrica descritiva da morfologia do macho (& esquerda) e da fémea (a0 meio em
posicdo dorsal e a direita em vista lateral esquerda) do Aedes aegypti, pelo naturalista e zoologo Suigo-Brasileiro
Dr. Emil August Goldi. Modificado de Géldi (1905)."

H& apenas algumas centenas de anos, o dengue era primariamente uma doenca
selvagem, a qual causava apenas surtos esporadicos em seres humanos, e lembrando o padrao
mostrado ainda hoje pelo virus da febre amarela.’* A migragdo do ciclo exclusivamente
silvatico-enzootico (selvagem, com infeccdo apenas de primatas ndo humanos) e rural-
epidémico para o ciclo urbano-epidémico e depois endémico, s6 foi possivel com o aumento
populacional urbano, e crescentes niveis de densidade populacional, bem como a facilidade

moderna de deslocamento de grande quantidade de pessoas pelos continentes.
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Africa = Aedes (Diceromyia) A. aegypti A. aegypti
Aedes (Stegomyia) A. albopictus A. albopictus
Asia = Aedes (Finlaya) A. polynesiensis
Aedes (Stegomyia) A. mediovittatus ?

? Américas = Aedes sp. ?

Figura 1.4. Inferéncia do ciclo primitivo de transmissdo enzodtica dos virus do dengue, e sua migragdo as areas
urbanas. As setas circulares representam o ciclo de infeccdo mosquito/primata ou mosquito/humano; setas
verticais antiparalelas indicam transmissdo vertical diretamente entre 0s mosquitos; a seta pontilhada vermelha
indica o sentido de propagacéo viral do ciclo silvatico ao rural; finalmente, a seta verde indica a migragdo de
individuos infectados em &reas endémicas para grandes centros urbanos, possibilitando o estabelecimento de um
quadro endémico/epidémico. A lista dos mosquitos Aedes em cada ciclo representa sua respectiva participagao
no mesmo. Primatas basais na Asia e Africa, bem como representativos humanos de areas rurais e urbanas s&o
ilustrados. Modificado de Gubler e Kuno (1997) e Whitehead et al. (2007).3*°

Este padrdo de transmissdo viral de origem selvagem para grandes areas urbanas é
recorrente, e de forma alguma exclusiva do dengue. A mais recente ameaca do subgrupo do
virus influenza, H7N9, é um exemplo, de virus que originalmente circulava apenas entre
populacbes ndo humanas (aves), e vem preocupando a sociedade pela confirmacdo de
infeccBes humanas na regido de Shanghai — China — com consequéncias severas (64 casos, 14
mortes — de 1 de fevereiro a 16 de abril de 2013). No entanto, em meio a muitas incertezas,
acredita-se que a propagacao deste subgrupo permaneca restrita a regido, ja que no momento

ainda ndo se tem evidéncias suficientes de transmissio sustentada entre humanos.*’

1.1.2 — A emergéncia do Dengue: aspectos historicos ao contexto atual

Os primeiros relatos de uma grande epidemia de uma doenca possivelmente tida como o

Dengue ocorreu simultaneamente na Asia, Africa e América do Norte, em 1779 e 1780, com
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casos isolados registrados ainda mais anteriormente.®'® No entanto, o primeiro caso
documentado de uma doenca com sintomas similares ao dengue (virus ancestral
proximamente relacionado) era chamada pelos chineses de “veneno da agua”, e se inferia que
esta seria de alguma forma conectada com insetos voadores com o ciclo de vida associado a
agua. Esta primeira descricdo historica consta da enciclopédia chinesa de sintomas e
remédios, datada durante a dinastia Chin entre os anos de 265 a 420 D.C., e com mais duas
edicBes formais nos anos de 610 (dinastia Tang) e 992 (dinastia Sung do norte).”>™ Em
referéncia a periodos posteriores, em 1635, nas Indias Ocidentais Francesas, e em 1699, no
Panama, ha indicios de que surtos de uma doenca também poderia ter sido dengue.’® De
acordo com este padrdo, € bem provavel que o dengue, ou alguma doenca similar
(provavelmente flaviviroide) ja era bem distribuida geograficamente antes do século XVIII,
que foi quando a primeira pandemia conhecida de dengue comecou, com relatos de surtos em
Jacarta (Indonésia) e Cairo (Egito), em 1779, e no estado americano da Filadélfia, em 1780.%2
A partir desse ponto, até por volta da década de 1940, o dengue tem surgido em epidemias
relativamente infrequentes, ja que turistas suscetiveis contraiam a doenca algum tempo ap6s
sua chegada em grandes centros urbanos tropicais, mesmo em periodos inter endémicos (sem

transmissao aparente da doenca), o que sugere o estabelecimento de endemicidade do virus.

A Segunda Guerra Mundial (1939-1945) foi responsavel por um grande fluxo humano
no globo, e foi nesse cenario que a ruptura ecoldgica de ambientes naturais do sudeste asiatico
e pacifico se desenrolou, criando condicdes ideais para a amplificacdo da transmissdo de
doencas transmitidas por mosquitos. Foi nesse cenario que uma pandemia se estabeleceu com
transmisséo epidémica aumentada e emergéncia de hiperendemicidade [co-circulacdo de mais
de um sorotipo de virus — Fig. 1.5(a)], principalmente no sudeste asiatico. Data de 1953/1954
o0 primeiro relato do surto de uma entdo nova modalidade de dengue mais agressivo, o0 dengue
hemorréagico, ocorridos primeiramente em Manila (Filipinas) e logo e seguida em Bangcoc
(Tailandia).>***?* No fim da década de 1990, j& se registrava uma distribuicdo global dos
mosquitos A. aegypti na regi&o dos tropicos.® Sendo endémico na regido tropical e subtropical
do globo, em uma faixa onde vive aproximadamente metade da populagdo mundial, o dengue

é a arbovirose mais difundida no mundo desde meados da década de 1990.%°

“ apud Gubler (1997, 1998)%*#
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Atualmente o dengue vem sendo considerado como um problema de crescentes
proporcdes” (Figs. 1.5 (b), 1.6). Destacando-se como uma preocupacao crescente na midia nas
ultimas décadas, o dengue se enquadra como uma preocupacdo sazonal, com estatisticas que
se intensificam a cada ciclo anual. Atualmente se estima que aproximadamente 390 milhdes
de pessoas sejam infectadas anualmente no mundo todo, sendo que, entre estas, 96 milhdes de
pessoas manifestam os sintomas.?® A incidéncia destes casos se restringe na atualidade apenas
as faixas tropicais e subtropicais do globo, regido que cobre uma area de risco que comporta
uma populacdo de quase 3 bilhGes de pessoas. Recentes estatisticas, dados de infecgdes em
2010,% indicam a seguinte distribuicdo de infeccdes pelo globo: a alta densidade populacional
da Asia, fator chave para a rapida disseminacio, coloca o continente na lideranca absoluta
com 70% das infecgcbes mundiais (somente a india isolada contribui com 34%); a Africa
apresenta 16% dos casos estimados; as Américas contribuem com 14% (somente o Brasil e
México com aproximadamente 7%); os demais continentes, Oceania, Europa e Antartida ndo

apresentam indices significativos.

2004

Figura 1.5. A evolucdo da distribuicdo mundial dos sorotipos do dengue em 1997 (a) e em 2004 (b)
mostra a recente emergéncia da doenca. Modificado de Guzman et al. (2010).%’
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Figura 1.6. Evolucdo do nimero de casos anuais de dengue e respectivo nimero de paises registrando a doenca.
As barras pretas indicam a média anual do nimero de casos de dengue classico e dengue hemorrégico registrados
pela Organizacdo Mundial de Salde; a linha vermelha segue o nimero de paises que registram casos de infec¢do
pelo virus do dengue, ao longo dos anos de 1955-2007. Modificado de WHO (2009).*

Atualmente, o Brasil vem se destacando nos casos confirmados de dengue: no pais que
detém mais de 60% de todos 0s casos nas Américas,* e em apenas trés meses neste ano (1° de
janeiro a 23 de marco) ja foram registrados 635.161 casos e confirmadas 108 mortes’™" (42%
dos quais sdo idosos), contra 167.279 casos e 117 mortes no mesmo periodo do ano passado
(dados do Ministério da Saude). Obviamente tal aumento vertiginoso do nimero de pessoas
infectadas*** é decorrente de uma combinagdo de vérios fatores dificeis de serem isolados, no
entanto estdo entre eles o aumento da temperatura média global, e a recente introducdo de um
novo sorotipo. O aquecimento global gera condigdes 6timas tanto para a reproducgédo do vetor
Aedes aegypti em suas areas nativas, quanto sua disseminacdo para areas antes frias demais

para sua fisiologia,?® causando um aumento no alcance a populagées antes isoladas de contato

" Em Ribeirdo Preto (SP), foram registrados em 343 casos em janeiro, 1465 em fevereiro e 3409 em marco.
1 Observa-se que mesmo com o aumento das infeccdes, o nimero de mortes vem diminuindo, gracas a
percepcdo da importancia da identificagdo e tratamento sintomatico precoce e do melhor preparo dos servigos
publicos de satde em relagdo ao dengue.
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com o virus. Ademais, a introducdo de um sorotipo invasor (e provavelmente gendtipos
invasores) ndo encontra individuos pré-imunizados, sendo eles possivelmente suscetiveis,
causando, portanto, a rapida propagacdo da epidemia em um numero maior de pessoas. Na
historia recente, o Brasil vinha sendo afligido apenas pelos sorotipos 1,2 e 3, fato que mudou
com a chegada do DENV-4 em 2011. A chegada deste sorotipo j& era alvo de preocupaces, 0
que vem sendo confirmado agora no grande surto de 2013, visto que esse é o sorotipo
dominante, detectado em mais de 50% dos casos (dados do Ministério da Saude e BBC

News).*

Um levantamento recente pelo site healthmap.org®>® mostra que a América Latina, em
especial o Brasil e 0 México, é campea no registro de pacientes infectados com qualquer um
dos quatro sorotipos de Dengue em 2013 (janeiro a abril de 2013 — Fig. 1.7). No entanto,
além da gravidade da situacdo, temos que nos atentar para o fato de que o mapa mostra apenas
casos reportados na midia e nos érgdos publicos, ou seja, ndo leva em consideracdo pessoas
infectadas e ndo registradas. Isso é notavel principalmente na relativa auséncia de marcadores
na regido da India, sendo que o pais respondeu por aproximadamente 34% do total mundial de
infeccBes por dengue ocorridas em 2010.2° Dentro deste contexto, o Healthmap.org se mostra
como uma ferramenta bastante eficiente para a vigilancia em tempo real do aparecimento de
casos recentes, 0s quais de outra maneira sé seriam contabilizados meses depois do inicio de
um possivel novo surto. E valido ressaltar que a eficiéncia deste tipo de registro é diretamente
dependente da qualidade/quantidade de informacfes que as midias locais disponibilizam

online.

585 O sitio healthmap.com é uma iniciativa de um grupo de pesquisadores, epidemiologistas e desenvolvedores
de software do Hospital Infantil de Boston (http://www.childrenshospital.org/), e se trata de um servigo gratuito
de vigilancia online para a contabilizagdo em tempo real de registros de surtos doengas infecto-contagiosas
divulgadas nos meios de midia e 6rgdos publicos.
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Figura 1.7. A situagdo de registros de casos confirmados de dengue reportados pelas midias locais nos primeiros
quatro meses do ano de 2013, segundo compilagdo feita pelo site http://www.healthmap.org/dengue. Cada
alfinete vermelho significa um registro local de infecgdo por dengue; as esferas vermelhas (um pouco maiores
que os alfinetes) significam registros em nivel nacional.

1.1.3 — Patogénese e ciclo viral

Nesta secdo tratamos sobre os participantes celulares dos principais mecanismos que levam a
doenca, ou seja, descrevemos aspectos gerais da patogénese do dengue classico. O humano
infectado s0 se torna transmissor do dengue durante o periodo de viremia (com dura¢do média
de trés dias), o qual se estabelece apds o contato inicial e um periodo de incubacdo de cinco a
sete dias, enquanto que 0 mosquito necessita de um periodo extrinseco de incubacao de oito a
doze dias antes de poder transmitir o virus.** Sendo atendidas estas condicdes, a transmissao
horizontal do dengue comeca com 0 mosquito entrando em contato com o virus através de
sangue contaminado do hospedeiro humano e sendo infectado pelas particulas virais em seu
trato epitelial do intestino médio. Em seguida, o virus migra para a hemocele, infectando as
glandulas salivares. Apos periodo de incubacdo (replicacdo viral), os virus estdo disponiveis
para serem secretados na saliva em concentragdo suficiente para a propagacéo sustentada ao
hospedeiro, pela infeccdo do mesmo no ato da inser¢éo da proboscide do mosquito atraves da
pele até o vaso sanguineo do hospedeiro.*? O mosquito, que pode portar outros arbovirus sem
a interferéncia entre suas viruléncias,® entéo identifica sua presa primeiro visualmente (por
movimento) e em seguida por deteccdo de calor corporal e, através de células olfativas nas
antenas, a deteccdo de aromas expelidos, como o do gas carbonico e principalmente o gas de
L-4cido latico.*** Uma vez identificado um vaso sanguineo periférico na pele do humano, o

inseto insere sua probdscide até o alcance do fluxo sanguineo, sugando uma pequena


http://www.healthmap.org/dengue

15

quantidade de sangue (porém relativamente grande para o inseto), ao mesmo tempo em que
ocorre a liberagdo de saliva portadora de particulas virais maduras (Fig. 1.8). Até
recentemente acreditava-se que o a replicacdo viral acontecia primariamente em macréfagos,

%63 o entanto, Navarro-Sanchez (2005) e colaboradores® afirmam

fagocitos ou mondcitos,
que células-alvo em potencial para a infeccdo do dengue deveria se tratar das células
dendriticas dermais/intersticiais localizadas no epitélio, mais especificamente as células de
Langerhans (Fig. 1.8). A funcdo normal das células dendriticas é associada a resposta inicial a
antigenos, capturando-os, processando-os em peptideos imunogénicos, emigracdo para o
paracortex dos ganglios linfaticos e apresentando os peptideos aos linfocitos T.*° Para a
efetiva adsorcdo as células dendriticas, o virus depende de interacGes com a lectina tipo C,
DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin).
A manose, um carboidrato presente na superficie da proteina do envelope do Dengue, tem
sido identificada como fator importante na interacdo com DC-SIGN nos passos iniciais do
processo que precede a fusdo das membranas.** Evidéncias que favorecem esta proposicdo
vém do fato de que anticorpos anti-DC-SIGN inibem a infecgdo do virus do Dengue em

células dendriticas humanas in vitro. 3443

Apos a infeccdo das células dendriticas, estas procedem para seu caminho usual, até
ganglios linfaticos regionais (Fig. 1.8), onde passara pelo processo de maturacdo. Apos este
periodo de maturacdo, os virus sdo propagados pelo corpo do paciente, atingindo os mais
variados oOrgaos, concentrando a infec¢do principalmente nos 6rgdos linfoides, pulmdes e
figado. Especificamente, 0 Dengue também ataca 0s megacariocitos, células presentes na
medula 6ssea, responsaveis pela producédo de plaquetas, causando o sintoma caracteristico da

trombocitopenia e levando ao extravasamento de plasma capilar (hemorragia). **
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Figura 1.8. Esquema dos passos iniciais simplificados da patogénese do dengue, desde a inoculagdo viral ao
hospedeiro do virus pelo vetor Aedes sp., até a migracdo das células dendriticas infectadas para os ganglios
linfaticos. Modificado de Service (1992).%

O virus do Dengue ja foi isolado em leucdcitos, mondcitos, células dendriticas,
progenitores de megacariécitos (CD34+), plaquetas circulantes entre outros.”*® Essa
distribuicdo especifica sugere que a trombocitopenia ocorre por uma série de fatores, sendo 0s
quais divididos em duas frentes, uma constituindo a supressao da medula 6ssea pela interacdo
com megacariécitos, e a outra na acentuada degradacdo plaquetaria direta.”® A supressio da
producdo de megacariocitos (megacariopoese) pode ocorrer tanto diretamente, pela infeccao
viral com supressdo dos precursores hematopoiéticos (provavelmente por indugéo
apoptética),”® ou indiretamente, pela infeccdo das células estromais (células reticulares
adventicias e células dendriticas da medula dssea), as quais sofrerdo alteragdo no perfil de
produgdo de citocinas,*® essenciais para a maturacdo das células progenitoras de
megacaridcitos. Todavia, como descrito, 0 ataque as plaquetas ndo ocorre apenas
indiretamente pela inibicdo de sua producdo, mas também diretamente, pela destruicdo das

unidades circundantes, principalmente por (Fig. 1.9):
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reacao cruzada de anticorpos anti-NS1, com fator de coagulacéo fibrinogénio e
plaquetas™ bem como reacéo cruzada de anticorpos anti-C, anti-pR/M e anti-E
com trombinas, plasminogénio e ativador tecidual de plasminogénio;** isso é
demonstrado em amostras de soro retiradas de pacientes de casos severos de
dengue, que mostraram maior quantidade de IgM (classe de anticorpos
presentes no desencadeamento de clearance de plaquetas)®® circundante do que

pacientes que foram aflitos com a versdo classica mais branda da doenca;*

reacéo cruzada envolvendo células endoteliais ativadas (CEASs),”® além do que
as quais também passaram a mostrar elevada expressao de E-seletina que, por
sua vez, promove aderéncia anormal de plaquetas as CEAs® com consequente
agregacdo de plaguetas-mondcitos em humanos®’ e plaquetas-neutréfilos em

outros primatas;*

0 soro de pacientes DENV positivo causa a atenuacdo na agregacdo de
plaquetas (e portanto seu fator de coagulacdo) pela inibicdo da proteina

dissulfeto isomerase (PDI) por anticorpos anti-NS1;%®

infeccdo direta das plaquetas, o que causa um desequilibrio em seu

metabolismo, impedindo a célula de desempenhar suas funcGes caracteristicas;

estimulo de producdo de conjuntos de citocinas, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-1p (IL-1 B), as quais séo frequentemente
ligadas ao inicio e regulagdo de trombose®® e desenvolvimento de

trombocitopenia.®°
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Figura 1.9. Conjectura atual das principais mecanismos fisiol6gicos propostos como responsaveis pelo
desenvolvimento do quadro de trombocitopenia em pacientes aflitos com infeccdes severas de dengue e
manifestacdes hemorragicas. Modificado de Hottz et al. (2011).*

Uma vez difundido pelo organismo, a adsorg¢ido viral as células hospedeiras € 0

primeiro passo efetuado pelo virus do Dengue (Fig. 1.10), e é intermediado pela ligacdo do
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envelope viral a uma gama de receptores presentes na superficie celular.®* Apesar de
existirem questdes em aberto sobre as localizacbes exatas dos epitopos virais, bem como sua
quantidade, parece ser bem estabelecido que todos eles pertencem a proteina E.®*® A proteina
E sofre acdes de algumas moléculas, como a heparana e certos sulfatos de heparana, evitando
efetivamente o processo de infecgdo pelo virus do Dengue.®® Esta informacao é importante do
ponto de vista terapéutico por causa da conveniéncia de se interromper o ciclo viral antes da
fusdo do virus com a célula. Sulfatos de heparanas sdo oligossacarideos que se encontram
naturalmente nas membranas celulares ou fora das mesmas, e o virus do Dengue, por meio de
suas protefnas E, interage com sulfatos de heparana, fixando-se sobre a membrana celular.®’
Assim, tem sido sugerido que o sulfato de heparana desempenha papel importante no
processo de infeccdo: ele seria necessario para agregar particulas virais sobre a superficie da

célula facilitando a ligacdo da proteina E sobre um receptor especifico.
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Figura 1.10. Esquema simplificado do ciclo viral litico, os principais passos sdo escritos em fonte verde. Para
maiores detalhes, favor referir-se ao texto. Modificado de Pierson (2012).%°
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Ap0s a adsorcao viral, é dado inicio ao processo de penetragio celular pelo processo
de endocitose mediada pela proteina citoplasmatica clatrina. Este processo ndo € muito
eficiente, e se estima que apenas uma pequena porcentagem de virus adsorvidos é
efetivamente interiorizada e fundida com a membrana endossomal.”® Com a ligacéo do virus &
membrana plasmatica, a célula hospedeira é sinalizada a envolver o virus até engloba-lo em
uma vesicula, a qual recebe a denominagdo de endossomo. O endossomo tem a funcéo
priméaria de ataque quimico ao material englobado por acidificacdo de seu interior, 0 que é
alcancado pelo transporte ativo de ions H* para o interior do endossomo. Ao mesmo tempo
em que essa pré-digestdo ocorre, 0 endossomo transporta seu contetdo para ser depositado no
lisossomo, organela responsavel pela grande parte da hidrdlise celular. No entanto, antes do
endossomo fundir-se com o lisossomo, o virus do Dengue passa por processos de mudanca
conformacional mediado pela reducéo do pH (de 6,2 a 5,2)"* no interior do endossomo tardio.
Nesta etapa os dimeros da proteina E se dissociam e se rearranjam em um movimento lateral
progressivo, 0 que a leva a exposicao dos loops de fusdo, que, por sua vez, em contato com a
membrana interna do endossomo, sdo (provavelmente localmente) guiados a formacédo de
trimeros.’® Estes, ligados & bicamada lipidica viral através das ancoras e das hastes da base da
proteina E, se aproximam e possivelmente formam um complexo de um conjunto de cinco
trimeros, contendo 15 loops de fusdo (Fig. 1.11), interagindo com a camada fosfolipidica da
camada interna da membrana do endossomo da célula hospedeira (proveniente da camada
externa da membrana celular). Esta interacdo tem inicio em média em 12 minutos apds a
entrada do virus na célula,” dando continuidade ao processo que levara ulteriormente & fusdo
de membranas (Fig. 1.12),°" 0 que ocorre com sucesso em apenas 17% das ocasifes.”® O
arranjo de cinco trimeros da proteina E interagindo via loops de fusdo (identificado na
proteina E1 do Alfavirus SFV — Semliki Forest Virus) forma um anel que corresponde a um
estagio intermediario da reacdo de fusdo de membranas. Postula-se que tal anel é responsavel
pela interacdo com as cabecas lipidicas e a formacdo de uma cratera, o que induz a formacédo
de uma deformacdo conectora da membrana alvo, levando a fusdo com a bicamada lipidica
viral. Este estado precede a abertura de um poro de fusdo, o que provavelmente requer a

transposicdo de uma barreira energética adicional.”
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Figura 1.11. a) Micrografia eletronica da superficie do virus SFV (Semliki Forest Virus), o qual possui estrutura
similar ao Dengue, ilustrando o padrdo de cinco trimeros formando a estrutura de fusdo (estrelas amarelas
indicam a posic¢do dos loops de fusdo). b) rede de densidade eletrfnica cristalina da disposicdo trimérica em
conjuntos de cinco unidades; modelos proteicos em cartoon foram ajustados para melhor representacdo. ¢) Visdo
superior e (d) lateral da representagdo em superficie do conjunto de cinco trimeros da proteina E1, formando a
estrutura de fusdo do SFV. A coloracdo segue: DI em vermelho, DIl em amarelo, DIl em azul, loop de fusdo em
alaranjado e porcéo da haste em cinza. Modificado de Gibbons et al. (2004).”

No momento da fusdo, o virus sofre o processo de descapsidacdo, liberando seu
material genético no citoplasma, onde ocorre a traducdo, e dando inicio a fase sintética.
Enquanto isso, a replicacdo do RNA viral ocorre em complexos membranosos induzidos pelas
proteinas virais ndo estruturais.®® A montagem da particula viral ocorre nas membranas
derivadas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), de onde os virus brotam na forma
imatura (ndo-infecciosa), exibindo 60 protuberancias triméricas da proteina pré-membrana
(prM) depositadas sobre as proteinas do envelope. Em seguida, o virus entra na via de
exocitose e, enquanto percorre a rede trans-Golgi (TGN),”* sofre mudancas conformacionais

devidas a diminuicdo do pH do microambiente das vesiculas, e pouco antes de sua liberacao
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ao meio extracelular, as proteinas prM sdo clivadas pela endoprotease furina (presente no
TGN), dando origem & proteina transmembrana M, bem como peptideos solGveis pr.”>"® Este
processo modifica superficie da estrutura viral, exportando o virus maduro (infeccioso). Até
recentemente, a superficie do virus maduro era considerada lisa, porém recentemente uma
nova configuragdo levemente acidentada (bumpy) foi proposta por Zhang e colaboradores
(mais detalhes na secdo 1.2).”" Apés certo patamar de infecco viral, o estresse sofrido pela
producdo excessiva de proteinas virais pela célula hospedeira a leva ao desencadeamento do
ciclo apoptético,”® causando eventualmente a sua morte programada, caracterizando o ciclo do

virus do Dengue como um ciclo litico.

a)mmml

Figura 1.12. Representacdo esquematica da atual conjectura da hipdtese de sequencia de eventos que levam a
fusdo de membranas em Flavivirus. a) Dimero metaestavel da proteina E encontra-se na superficie viral. b) Em
meio acidificado do endossomo, ocorre a dissociacdo dos mondmeros da proteina E, com interagdo loop de
fusdo-membrana endossdmica. ¢) Inicio da formacao da trimerizacdo pelo deslocamento do DIII e relocacdo da
haste ao longo do eixo longo da proteina. d) estagio intermediario de fusdo, onde ambas bicamadas externas séo
fundidas. e) ap6s transposicdo energética ainda elusiva, o processo final de fusdo de membranas é completo, o
que leva a formagdo do poro de fusdo. A coloragdo para a proteina E é a mesma utilizada na figura 1.15; a
coloracdo das bicamadas lipidicas segue: camada viral interna em azul, camada viral externa em amarelo, camada
endossggnica interna em vermelho e camada endossémica externa em cinza. Modificado de Stiasny e Heiz
(2006).

O desequilibrio no processo de penetracdo viral € um dos principais fatores que orquestra o
nivel de gravidade com que o dengue se manifesta, bem como aspectos da dinamica de suas
epidemias. Este desequilibrio tem tido causa atribuida ao fendbmeno da imunoamplificagéo
dependente de anticorpos (Antibody Dependent Enhancement — ADE).*® Este mecanismo

imunopatogénico tem risco associado a uma infeccdo secundéria heterotipica (por um sorotipo
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diferente), e ocorre quando complexos virus-anticorpos ndo neutralizantes sdo internalizados
nas células via receptores da via de fagocitose Fcy (FcyR), localizados na superficie da célula,
resultando em infeccdo de um maior numero de células-alvo, levando ulteriormente a maior
replicagdo viral.®® Apés uma primeira infeccéo, o organismo desenvolve imunidade vitalicia
ao sorotipo infectante, porém imunidade cruzada apenas transiente aos demais sorotipos.* A
resposta imunoldgica desta primeira infeccdo gera basicamente dois tipos de anticorpos:
aqueles que possuem a capacidade de bloquear uma parte da replicacdo viral com sucesso
(neutralizantes), e aqueles que ndo produzem uma resposta imune adequada pela falta de
blogueio no ciclo de replicagdo viral (ndo neutralizantes). Em uma segunda infecgdo, os
anticorpos nao neutralizantes presentes no organismo, por utilizarem a via FcyR, facilitam a
adsorcéo viral, levando a intensificacdo da penetracdo celular e consequente replicacdo em

mondcitos, resultando em maior estado de viremia.

Apesar de ser evidente que o aumento da viremia € diretamente responsavel pelo
estabelecimento de sintomas mais intensos e aparecimento de quadro severo de dengue, um
mecanismo complementar tem sido proposto como consequéncia da ADE: a supressdo da
resposta imune ao virus. Quando o Dengue penetra na célula por sua via padrdo, a endocitose,
a célula comeca uma série de reacfes que vao modulando o sistema imune, estimulando uma
linha de defesa contra o antigeno. Porém, se sabe que quando o virus do Dengue penetra em
células THP-1 (linhagem celular monocitica) via FcyR, h& a supressdo da transcricdo e de
producdo de interleucina 12 (IL-12), interferon gama (IFNy), fator de necrose tumoral (TNFa)
e oxido nitrico (NO), ' fatores fundamentais para resposta imunolégica apropriada ao
combate a replicacdo viral. Concomitantemente a essa supressdo imunoldgica, hd o aumento

na produco de citocinas anti-inflamatérias (IL-6, 1L-10).2

Em 2010, Rodenhuis-Zybert et al. demonstraram que particulas virais totalmente
imaturas tornam-se altamente infecciosas quando interagem com anticorpos anti prM via
FcyR.82 Adicionalmente, Dejnirattisai et al. identificaram que anticorpos para o precursor
estrutural da proteina M, a proteina prM, respondem pela grande maioria do componente da
resposta imunoldgica.®® Estes anticorpos promovem intensa reagdo cruzada dos anticorpos
entre 0s quarto sorotipos e, mesmo em altas concentragdes, ndo neutralizam a infecgdo, mas
sim promovem a ADE.® Estes dados apontam que o ADE é um mecanismo pelo qual

particulas imaturas contendo prM (as quais respondem por volta de 40% da produgdo em



24

células C6/36)"° passam a comportar-se como particulas maduras infecciosas e, como visto,

capazes de penetrar na célula, replicar-se e contribuir com a intensificacdo da viremia.

1.1.4 — Primeira linha de protecio: a vacina

Apesar de o dengue ter seus primeiros relatos confirmados desde ao redor de 1780,% foi
apenas em 1944 que comecaram a surgir os primeiros candidatos a uma vacina efetiva.
Naquele ano, Kimura & Hotta® testaram um soro imunizante em ratos, porém sem resultado

satisfatorio. No ano seguinte, Sabin e Schlesinger,®

através de estudos com inoculacdo
intracerebral em ratos de um virus do Dengue modificado, obtiveram imunidade em hamsters,
porcos da india e coelhos. No entanto, esta variante produziu os sintomas de dengue em todos
os voluntarios humanos. O artigo original clama que apds séries de experimentos, essa
variacdo poderia ser utilizada como um prot6tipo de vacina, 0 que ndo procedeu, mesmo apos
vérios trabalhos na é&rea ao longo dos anos.?*® Mais recentemente, com o apoio da
Organizacdo Mundial de Saude, novas possibilidades em direcdo a uma vacina foram

surgindo, %

com candidatos promissores por meio de virus atenuados avaliados em testes na
Tailandia, como formulacdes de mono a tetravalentes, as quais abrangem todos os sorotipos
conhecidos de Dengue. Muito dos novos progressos se devem a técnicas novas e variadas, tais

91,92

como o uso de virus inteiros inativados,® peptideos sintéticos, vacinas a partir de

subunidades virais,” expresséo de vetores,** vacinas clone-derivadas de cDNA infeccioso,*>*

entre outras.

A vacina efetiva para a protecdo contra um virus da mesma familia do Dengue, e
bastante similar em estrutura, o virus da febre amarela (o qual consiste em apenas um
sorotipo), foi desenvolvida h4a muitos anos, em 1937, por Max Theiler.”” O relativo longo
histérico de tentativas frustradas para o desenvolvimento de vacinas para o Dengue € um
reflexo direto da patologia complexa da doenca aliado a necessidade do desenvolvimento de
um controle dos quatro sorotipos simultaneamente (vacina tetravalente), tudo isso a luz da
insuficiéncia de investimentos.”® E absolutamente necessario que a vacina seja tetravalente,
visto que a imunizacg&o parcial protege individuo também parcialmente, porém cria a0 mesmo
tempo uma situacdo de suscetibilidade ao desenvolvimento de um quadro de dengue severa,
caso haja uma infecg¢do por um sorotipo ndo protegido pela vacina (exposicéo a risco de ADE,
secdo 1.1.3). Dada a situagdo critica de coexisténcia dos quatro sorotipos praticamente em
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todas as regides onde o dengue é endémico (Fig. 1.5 b), a aplicagdo em massa de uma vacina
ndo tetravalente pode ter consequéncias sérias, com aumento nas estatisticas de casos
hemorragicos e, possivelmente fatais. Ademais, a falta de modelos animais validados aumenta
as dificuldades do processo de ensaio clinico, causando grande letargia na selecdo de
candidatos a vacinas promissoras, sendo geralmente necessarias varias etapas de fase | de

avaliacdo em humanos.”

Atualmente existem varias vacinas candidatas tetravalentes em ensaios clinicos e pré-
clinicos, sendo que apenas uma se encontra na fase Ill, aquela desenvolvida pela empresa
Sanofi Pasteur.*® Cada candidata foi desenvolvida isoladamente pelas instituicdes publicas ou
privadas, sozinhas ou em parceria, a partir de métodos que variam de acordo com o0 modo de
acdo, sendo que algumas sdo isolados de virus atenuados, antigenos recombinantes,
compostos quiméricos com o virus da febre amarela, ou uma combinagdo destes métodos
(Tabela 1.1). Os EUA se apresentam em condic¢ao de destaque como um grande colaborador
no panorama de candidatos a vacinas contra o dengue, tanto por parcerias que envolvem
financiamento de estudos em outros paises, quanto por desenvolvimento direto ou atraves de
filiais de empresas com sede origindria do pais. Enquanto a maioria de paises sede dos
estudos € pertencente a classe de paises desenvolvidos, grande parte do desenvolvimento e a
totalidade dos ensaios clinicos tém origem nas localidades parceiras ou filiais, 0s quais se
localizam em paises como Tailandia, Indonésia, Cingapura, Brasil, México, india, entre
outros. Destacamos a participacdo macica de paises emergentes como a india, Brasil, Cuba e

Tailandia em lugares de destaque no desenvolvimento de candidatos as opgdes americanas.
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Tabela 1.1. Lista atualizada de candidatos a vacina contra o dengue. Modificado de Guzman et al. (2010)
Halstead e Thomas (2013).7% A identificacdo de siglas dos desenvolvedores seguem em ordem alfabética:
CDC, Centers for Disease Control and Prevention ; CIGB, Center for Genetic Engineering and Biotechnology ;
GSK, GlaxoSmithKline; Fiocruz, Instituto Oswaldo Cruz; TPK, Instituto Pedro Kouri de Medicina Tropical;
NIAID, National Institute for Allergy and Infectious Diseases ; US NIH LID, United States National Institutes
of Health Laboratory of Infectious Diseases; US NMRC, United States Naval Medical Research Center; USP,
Universidade de Sdo Paulo: WRATR. Walter Reed Armv Institute of Research.

. . Pai Ensai
Tipo de vacina Desenvolvedores AlSes . 1,150310
Envolvidos clinico
Vacina viva atenuada tetravalente e .
quimérica de Febre Amarela — DENV Sanofi Pasteur Franca — EUA Fase 11
Vacina viva atenuada tetravalente de EUA - Gra
isolado viral WRAIR - GSK Bretanha Fase Il
Vacina viva atenuada e quimérica de .
DENV2-DENV CDC — Inviragen EUA Fase |
Vacina de subunidade recombinante da Merck EUA Fase |
proteina E (DENV1) (Hawaii Biotech)
Vacina viva atenuada tetravalente com
delecdes na por¢do 3’ do RNA e quimeras US NIH LID — NIAID EUA Fase |
DENV-DENV
Vacina de antigeno recombinante (dominio c o P
111 da proteina E) IPK/CIGB Cuba — India Pré-clinico
Vacina tet lent DNA - .
acina tetravalente de US NMRC — Maxygen EUA Sitaliiss
— GenPhar
Vacina tetravalente purificada e inativada WRAIR — GSK EUA - Gré Pré-clinico
Bretanha
Quimera viva atenuada de Febre . . P
Amarela/DENV Fiocruz — GSK Brasil - EUA Pré-clinico
Vacina tetravalente atenuada Eﬁjﬁntan - USP - US Brasil — EUA Pré-clinico

Ao longo dos estagios clinicos iniciais, a vacina candidata da Sanofi Pasteur vem
obtendo 6timos resultados desde a imunizacdo de macacos rhesus (Macaca mullata —
Zimmermann, 1780), até estagios que envolvem a inoculacdo em pequenos grupos de
voluntarios humanos. No entanto, o relato mais recente sobre a eficicia desta vacina '*
deixou a comunidade um tanto apreensiva, visto que a vacina falhou em proteger
consistentemente criancas em idade escolar a infeccdo pelo Dengue, especificamente o
sorotipo 2, com eficicia total de imunizacdo de apenas 30%. Este foi o primeiro teste
realizado em larga escala de uma vacina contra 0 Dengue (estagio clinico 2b), onde 4002
criancas tailandesas de idade entre 4 e 11 anos foram divididas em dois grupos, sendo que um
deles recebeu trés doses semestrais (n = 2669) e o outro serviu de controle (n = 1333). As
criangas foram acompanhadas por 25 meses, e ndo apresentaram sinais de intolerancia em
momento algum, o que indica grande sucesso em relacdo & seguranga da vacina no organismo

paciente. Apesar da relativa baixa eficacia na protecdo contra o sorotipo 2, este teste sugere
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que a existéncia de uma vacina segura contra o Dengue € uma possibilidade, além do que ndo

devemos desconsiderar 0 sucesso contra 0s demais sorotipos.

No Brasil, duas vacinas sdo desenvolvidas independentemente e se encontram em
estagio pré-clinico. Uma delas, a qual teve o inicio de seu desenvolvimento no ano de 2002, é
resultado de esforco conjunto do Instituto Oswaldo Cruz com a transnacional
GlaxoSmithKline. A vacina é resultado de uma quimera entre o envelope do virus da febre
amarela contendo sequencias de genes do Dengue, os quais ddo origem a peptideos
inofensivos ao paciente, porém sdo estimuladores imunogénicos contra 0s quatro sorotipos do
Dengue. A outra vacina € desenvolvida desde 2005 pelo Instituto Butantan, em colaboracdo
com o Centro de Pesquisas Clinicas do Hospital das Clinicas, da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo e com o National Institute of Health dos Estados Unidos.
Diferentemente da quimera do Fiocruz, a vacina do Instituto Butantan conta com a atenuagéo
da viruléncia das particulas virais inteiras do Dengue, 0 que se espera gerar uma resposta
imunoldgica protetora, e a0 mesmo tempo ndo causar infeccdes aos voluntarios. O Instituto
Butantan aguarda a liberacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep) para ensaios clinico em 50 voluntarios
sadios, que nunca contrairam o dengue bem como nunca foram vacinados contra a febre
amarela.’™ Em luz do presente contexto mundial, 0 progresso recente alcancado indica que
uma estimativa plausivel para o licenciamento de uma vacina em paises endémicos se dé até
2018.%

1.1.5 — Segunda linha de protecio: medicamentos antivirais

Enquanto o desenvolvimento de vacinas contra o Dengue é essencial para o controle de
epidemias pela imunizacdo da populacdo suscetivel em areas endémicas, elas ndo tém
utilidade no tratamento de pessoas ja infectadas. Mesmo em um cenério hipotético, com a
disponibilidade de uma vacina tetravalente efetiva, eventualidades como ineficiéncia na
distribuicdo a populagdo ou o deslocamento de pessoas ndo imunizadas a areas endémicas sdo
alguns exemplos que podem acontecer, possibilitando a infecgdo. Atualmente, nos casos
confirmados de dengue, a abordagem atual se baseia apenas no tratamento sintomatico, com

medidas paliativas como o controle da temperatura corporal com antitérmicos, monitoracao
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dos niveis plaquetérios, tratamento das dores corporais por medicamentos analgésicos
(excetuando-se aqueles com propriedades antitrombdticas, como o acido acetilsalicilico), e
assim por diante. E nesse contexto que se torna altamente desejavel o desenvolvimento de
farmacos que atacam diretamente o virus, ou mesmo algumas de suas vias metabolicas,
minimizando ou blogueando sua reproducdo no organismo hospedeiro, enquanto o proprio
sistema imunoldgico se encarrega de eliminar a infeccdo. Isso propiciaria uma recuperacao
muito mais rapida, com minimizacao de danos aos tecidos corporais mais suscetiveis, além de
minimizar as probabilidades de desenvolvimento de quadro severo com manifestacdes

hemorragicas.

Um exemplo bem estabelecido de medicamentos antiviral é o aciclovir (eficiente
contra virus do Herpes tipo 1 e tipo 2), o qual € um nucleosideo sintético analogo a adenina e
guanina, que é convertido em seu derivado monofosfatado pela timidina quinase (TK) apenas
de origem viral, tendo, portanto, alta seletividade para células infectadas. O monofosfato de
aciclovir, por sua vez, sofre mais duas fosfatacdes, tornando-se o trifosfato de aciclovir.
Finalmente, esta molécula é incorporada a cadeias nascentes de DNA viral pela DNA
polimerase celular, o que causa 0 término abrupto da duplicacdo e impossibilidade do
continuo da replicacédo viral. Sem novos virus sendo sintetizados, o sistema imune do paciente

agora tem possibilidades de combater a infeccéo de forma autdnoma.'®?

De forma analoga, o estudo estrutural da particula viral do Dengue, pode trazer
informacdes importantes em relacdo a processos de infeccdo, possibilitando a proposicédo de
maneiras a se impedir a evolucdo de estagios, desde a adsorcao viral, até a exportacdo. Neste
estudo focamos neste tépico, estudando em detalhes a estrutura molecular da proteina E, e,
sempre que apropriado, levantando informacdes que possam auxiliar o entendimento de
processos infecciosos por sua interacdo estereoquimica com o meio, com ela mesma, e com a

bicamada lipidica viral.
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1.2 — A constituicao do virus: sintese e estrutura

O virus do Dengue é composto por uma fita positiva de RNA envolto por um capsideo
proteico, ambos contidos por uma camada de membrana lipidica e finalmente protegidos por
um envelope (glico)proteico esferoidal (Fig. 1.13). A fita de RNA de aproximadamente
11.000 nucleotideos traduzem dez proteinas distintas, sendo trés estruturais e sete ndo-
estruturais (Fig. 1.14).

Glicanas
Hélices
.,. , o, \?w,.‘ Transmembrana

14,13.;

Bicamada Lipidica

Y

232 240 248 256 264

Figura 1.13.a) Estrutura do virus do dengue a temperatura ambiente, as cores sds proteinas E seguem 0 mesmo
padrdo da figura 1.15. b) Representacdo da densidade eletrbnica por micrografia do virus. Os valores a direita
indicam o raio em que cada estrutura, nomeada por sua respectiva coloracdo, se encontra em relagdo ao centro
geométrico. ¢) Micrografia eletrénica de corte do virus, identificando as principais estruturas visiveis. d) Mapa de
relevo do virus do dengue a temperatura fisioldgica (37°C); a escala abaixo encontra-se em Angstroms, e indica a
mesma distdncia representada no item b. e) representacdo da estrutura viral a temperatura fisioldgica,
identificando os vértices pentarradiais e trirradiais, bem como a aresta da geometria icosaédrica do virus.
Modificado de Zhang et al. (2013a,b), Khun et al. (2002)""102104.103
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Figura 1.14. a) Representacdo da fita de RNA positivo do dengue, e a distribuicdo proporcional das regides que
originam as proteinas estruturais (em verde) e as nao estruturais (em azul); as proteinas com o nome representado
em vermelho ainda ndo tem sua atividade plenamente conhecida. b) Esquema do processamento da poliproteina
do dengue, com setas indicando os sitios de clivagem pelas respectivas enzimas indicadas na legenda.

Modificado de Perera e Khun (2008).1%

Duas destas proteinas estruturais, prM e E, compdem essencialmente o envelope do

virus, que tem a fungdo primordial de protecdo de seu material genético de ataques quimicos,

da mesma maneira que prové todo o aparato para o reconhecimento da célula alvo, ancoracéo,

fusdo de membranas e infeccdo com o RNA invasor.
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1.2.1 — Aspectos estruturais fundamentais da proteina E

A (glico)proteina E do envelope do virus da Dengue (DEN) desempenha papel central no
processo preliminar da infeccdo viral, caracterizado pelos elementos moleculares envolvidos
no primeiro contato entre virus e receptores celulares, e pelo processo de fusao do virus com a

membrana celular.

As 180 proteinas E que recobrem o virus se arranjam dimericamente em sua superficie
icosaédrica. Por sua vez, cada mondmero com 394 residuos (no DENV-2) se organiza
tridimensionalmente por folds baseados principalmente em fitas-p cuja estrutura resultante é
descrita em termos de trés dominios (Fig. 1.15).°***" O dominio I (DI) é a porcéo central da
proteina E; € formado pelo motif estrutural beta-barrel contendo oito beta-strands, e possui
dois sitios de nitrogénio-glicosilacdo, a saber, nos residuos Asn-67 e Asn-153; ambos sdo
conservados em todos os tipos de virus do Dengue e tém sido implicados na ligagdo do virus
com a célula hospedeira. O dominio Il (DII) € a porcdo responsavel pela dimerizagdo da
proteina E, e se conforma numa estrutura alongada, na forma de “dedo” (residuos 88 — 123 da
proteina E). O loop em seu extremo (residuos 98-109) é constituido por uma sequencia de
residuos hidrofébicos que se conserva em todos os flavivirus;®* fato este que o torna alvo de
grande interesse farmacoldgico. Especificamente, experimentos com outro virus do mesmo
genus, a saber, o agente da encefalite do carrapato (TBE), tem mostrado que este loop € a
parte responsavel pela ligacdo do ectodominio da proteina E a membrana da célula
hospedeira.'®® Apés a fusdo, esta fracdo peptidica da proteina se encontra numa conformagéo
trimérica (determinada por difragdo de raios-X), mas os detalhes do processo de sua
formacédo, os quais somente podem ser fornecidos pela dinamica do processo da transi¢do da
forma dimérica para a forma trimérica, concomitante a (ou seguida pela) inserc¢éo do loop na
membrana, ainda ndo se conhece.”® Por sua vez, o dominio Il (DIIl) com 112 residuos

(DENV-4) é um médulo do tipo 1gG (topologia da imunoglobulina),*®

constituido por dez
beta-strands; é considerado como um dominio ligante-receptor auxiliar do envelope do virus,
e constitui a parte da proteina E mais saliente da superficie viral.!%® Na superficie do virus
maduro, dimeros de proteinas E se distribuem orquestralmente de tal forma que em certas
regibes cinco subunidades se contatam formando poros, sobre 0s quais anticorpos ou

receptores podem se ligar.
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Figura 1.15. Distribuicdo da localizagdo dos dominios da proteina E representadas de acordo com a coloragdo
correspondente: a) sequencia primaria dos residuos. b) Representacdo do dimero da proteina E (glicanas
ausentes) em vista a partir da superficie viral; e em e ¢) em vista lateral. Para beneficiar a clareza, um dos
dimeros é representado em transparéncia. As regides da estrutura sdo coloridas: DI em vermelho, DIl em
amarelo, DIIl em azul, LF (loop de fusdo) em alaranjado, regido de ligacdo DIII/H em magenta, Haste em verde
e Ancora em violeta.

Surpreendentemente, os DIllIs tém sido significativamente preservados, pois somente
nove aminoacidos mutantes (~8%) diferenciam o mesmo dominio Ill nas cepas selvagens e
DENV-4.1%° Daj o interesse no estudo estrutural e dinamico do DIII, o qual para o sorotipo 4
(DENV-4 - DIIl) teve também, recentemente, a estrutura solucionada por ressonancia
magnética nuclear (PDB ID: 2HOP).*®

Um agrupamento (“cluster’’) de aminodcidos polares na interface entre os dominios | e

I11 da proteina E do DENV-1 é encontrado, e acredita-se ser o responsavel pela modificacao
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estrutural nessa regido sob pH acido do endossomo.™° O conjunto His-27, His-282, His-317 e
Glu-368, que é conservado entre todos os tipos de Dengue, forma esse agrupamento, e cada
um esta a distancia de uma ligacao de hidrogénio aos demais trés, sendo que dois deles sdo
pertencentes ao dominio | (His-27 e His-282) e os outros dois, ao dominio 11 (His-317 e Glu-
368)." A presenca desse grupo polar nessa regido da proteina, e a obtencdo experimental da
forma trimérica de pds-fusdo do DENV-1 sem a utilizagdo de um meio acidificado, resultado
ndo obtido com o DENV-2, sugere que os tipos diferentes de Dengue apresentam
requerimentos diferentes de acidificacdo do meio, e que esse grupo polar na interface DI e
DIl provavelmente € influenciado por residuos adjacentes ndo conservados entre as

flaviviroses.**

Existe uma regido no dominio | da proteina E do dengue, a qual é responsavel pela
fusdo do trimero a membrana do hospedeiro. Essa regido é chamada de loop de fusdo (LF)
(Fig. 1.15), e se constitui de um loop formado por amino&cidos apolares (grande propor¢édo de
aromaticos) e possui grande afinidade com a constituicdo da membrana fosfolipidica do
hospedeiro. Essa regido sO se torna ativa ap0s o processo de acidificacdo e consequente

trimerizacdo da proteina E.

O trimero de p6s-fusdo do Dengue tipo 2 e do virus da encefalite transmitida por
carrapato (TBE) sdo pouco sollveis na auséncia de detergentes, devido ao carater apolar do
loop de fusdo. No entanto, Nayak et al. (2009)'*' conseguiram essa trimerizacdo com o
DENV-1 mesmo na auséncia de detergentes, o que indica —do mesmo modo que O
agrupamento polar— que os fatores que levam a trimerizacdo, sdo dependentes de fatores
intrinsecos, como as sequéncias ndo conservadas de aminoacidos adjacentes. Detalhes

estruturais abordados pelo presente trabalho sdo apresentados nos capitulos seguintes.

1.3 — A ferramenta de analise: Dinamica Molecular

A dindmica molecular pode ser descrita como uma rotina que trata a movimentacdo dos
atomos de um sistema, seguindo as leis Newtonianas classicas de movimento.'*? Toda a
interacdo atdbmica € regida por um grupo de potenciais pré-determinados, o qual se encontra
detalhado em arquivos ASCII acessiveis ao programa de dinamica molecular. Estas

informacdes estdo inseridas nos chamados “campos de for¢a”, que, apesar de ndo conterem
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forcas propriamente ditas, apresentam os potenciais para a geracdo delas. Apresentamos na
proxima secdo (1.4.1) um apanhado geral dos tipos de potenciais comumente inseridos nos
campos de forca, para em seguida discutirmos um pouco sobre as principais instancias

utilizadas atualmente neste trabalho.

1.3.1 — O conjunto de potenciais: Campo de Forca

H& atualmente dois modelos principais de cinética de folding de proteinas: o modelo dos

caminhos e o funil energético (ou rotas paralelas).'*®

O conjunto de potenciais que governam
0 comportamento da cadeia peptidica em meio fisiologico, é tradicionalmente denominado
campo de forca. A descricdo detalhada dos elementos do campo de forca € de importancia
fundamental para estes modelos de folding, j& que sdo eles que regem toda a trajetdria da
simulacdo. Uma comparagdo entre os principais campos de forca disponiveis atualmente é
feita mais adiante, com o objetivo de ilustrar o quanto suas diferencas influenciam o resultado

final da simulacdo.

Um campo de forca € formado por dois componentes distintos. Primeiro, um conjunto
de funcBes de potencial, usadas para gerar energias potenciais e suas derivadas (forcas) e,
segundo, os parametros usados neste conjunto de equacgdes. Neste trabalho iremos apresentar

0 primeiro caso apenas.

Funcbes de potencial podem ser basicamente divididas em (1) ndo ligadas, (2) ligadas
e (3) restritivas. Interagdes energéticas entre &tomos nédo ligados sdo computadas baseando-se
em uma lista de 4&tomos vizinhos ndo ligados covalentemente; tais interacdes sdao somente
consideradas efetivas dentro de certas distancias chamadas de raio de corte. Por sua vez, as
interacdes ligadas envolvem dois ou mais 4&tomos e sdo representadas por ligacdes covalentes
(potencial de estiramento), dobramento angular, diedros préprios e impréprios. Ligacdes
restritivas remetem a potenciais restritivos (compulsorios) adicionais, 0s quais sao usados
para impor restricdes no movimento dos componentes do sistema, tanto para evitar desvios
irreais ou para incluir dados experimentais especificos. Estas incluem restri¢cdes nas posigdes

relativas, nos angulos, nas distancias e nas orientagdes.
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As energias devidas as interacdes ndo ligadas Vng Sd0 compostas pelos termos
Coloumbiano e de Lennard-Jones, e envolvem todas as moléculas do sistema (intercadeia e
solvente), as quais sdo, essencial e respectivamente descritas por

12

6
= > f ) +4‘9u( —%) (L)

(pares ij) rij u

onde na interagdo Coloubinana f = 1/4mey (g0 € a permissividade elétrica do vacuo), rij € a
distancia entre o centro de massa dos atomos i € j, e g; € g Sd0 suas cargas elétricas. Em
relagéo ao potencias de Lennard-Jones, ojj corresponde a distancia entre os atomos i e j em
que o potencial inter particulas € zero, e &jj corresponde a profundidade do pogo de potencial.

Nas ligacGes covalentes (ligadas), as energias potenciais intracadeia devido ao
estiramento e variagdes angulares da cadeia peptidica sdo representadas por potenciais

harmonicos denominados de estiramento, angular e improprio, respectivamente, Vg, V, € Vimp:

=3 = K(b b)? . V,= > = K(6’ 6,)> "4
Ilga(;oes angulos
Vimp = Z cj(é/ go) (4
extraplaner2

E finalmente, os termos energéticos intracadeia referentes as tor¢cdes envolvendo cada angulo

diedral proprio ¢:

= > K, [1+cos(ng— 5)]

diedral

(1.5)

Na cadeia polipeptidica, descrita com resolucdo atdmica, a cada atomo i € associado uma
massa pontual m;. O potencial descrito pelo campo de forcas finalmente é obtido

relacionando-se as funcGes apresentadas até este ponto, da seguinte maneira:
Vi) =[Vs +V, +Vimp +Vp +Viel (1.6)
A forga F; sobre cada atomo i dentre os N a&tomos da macromolécula, por sua vez é dada pelo

gradiente do potencial no local do atomo i, devido ao conjunto { j} dos N-1 outros atomos

(distintos de i), 0 que é dado por
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dV,J (r;) (L.7)

Cada termo da Equagéo 1.7 é funcéo das coordenadas (rjj), isto é, funcdo da distancia
entre os pares de atomos i e j da macromolécula. Como visto acima, 0s potenciais sdo
separados em dois grupos principais: aquelas envolvendo grupos de dois ou mais atomos
proximos ao longo da cadeia e conectados, por ligacdes covalentes (variacbes nos
comprimentos das ligacdes, nos angulos entre cada trés atomos consecutivos, e tor¢fes entre
uma ligacdo e outras ligacGes vizinhas), e as interacfes entre pares de atomos nédo ligados
covalentemente, a saber, interacGes do tipo Coloumbiana e de van der Waals.

As interacdes entre as moléculas do solvente (moléculas de agua e ions) e entre estas e

a molécula proteica, seguem as mesmas abordagens descritas acima.
1.3.2 — Campos de forca utilizados: OPLS-AA e CHARMM36

No o final da década de 70, as simulag®es moleculares surgiram *** e vinham caminhando
como uma técnica utdpica que dificilmente conseguiria simular grandes moléculas, muito
menos em periodos de tempo longos. Foi entdo que o boom da informatica (inicio dos anos
90) permitiu 0 avancgo de técnicas computacionais cada vez mais complexas, as quais vém
sendo estudadas e desenvolvidas no campo da ciéncia. E neste contexto que tanto a dinamica
molecular quanto a técnico Monte Carlo vem recebendo novas tecnologias para serem
utilizadas em varios campos académicos. O campo de forca computacional chegou com a
necessidade (e permissibilidade) da simulacdo de moléculas in silico, e desde entdo é objeto
sistematico de estudo.

Campos de forca vém sendo modificados para estudo de carboidratos, >

118

proteinas,**’” produtos naturais,**® lipidios** etc., devidamente comparados com dados

experimentais e validados, %%

0 gque demonstra sua versatilidade e confiabilidade. Contudo,
um problema surge da seguinte maxima: se na natureza existe apenas um anico e geral campo
de forca, (pelo menos na Terra; excluem-se singularidades, buracos negros etc) e
presentemente dispomos de Vvarias versdes representativas para 0 mesmo, entdo apenas um
deles deve estar certo ou nenhum estd perfeitamente certo. De fato, muito ainda deve ser
desenvolvido para se aproximar de um unico e completo campo de forcas, e por isso a

existéncia de versdes com aplicaces dirigidas a situacbes mais ou menos especificas. E
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assim, embora indique prospecto pouco agradavel, o estudo comparativo de diferentes campos
de forca se mostra indispensavel ao avanco da area.

Nesta tese, utilizamos basicamente dois campos de forca: OPLS-AA para as
simulagfes com os Dllls (Cap. 2) e CHARMM36¢c para as simulagdes que envolvem
interfaces bicamada lipidica — solvente aquoso com adicdo de proteina transmembrana
(Cap.3).

Desenvolvido por Jogersen em 1988,'® 0 OPLS-AA (Optimized Potentials for Liquid
Simulations — All Atom) é um dos mais populares campos de forgca para simulacdes de

biomoléculas, incluindo proteinas*?® e carboidratos.'*

Apresenta potencial de Lennard Jones
(12-6) mais cargas pontuais para atomos livres ou distantes; e para atomos diferentes é
utilizado ainda mistura de regras geométricas. Interacdes intra-moleculares apresentam
dindmicas do potencial tipo harménico tanto para estiramento de ligacGes quanto para tor¢oes
angulares e angulos diedrais do tipo proprio. Atomos conectados por trés ligacdes também
apresentam tratamento misto, porem em escala distinta: sdo regidos por Lennard Jones e
potencial de Coulomb. Tor¢6es angulares do tipo improprias sao utilizadas em certos &tomos

do tipo sp2 para restringir a planaridade de residuos aromaticos.

O campo de forca CHARMMS36 utiliza regras de potenciais para atomos nao ligados
de Lennard-Jones mais cargas pontuais para atomos livres ou distantes. As interacdes intra-
moleculares apresentam dinamicas do potencial tipo harmonico tanto para estiramento de
ligagBes quanto para tor¢cdes angulares e angulos diedrais do tipo improprio, além de termos
ndo escalados do tipo Coulomb. Torcdes angulares do tipo improprias sdo utilizadas em casos
especiais com fins de restricdo de planaridade de residuos aromaticos. Atualmente,
CHARMMS36 ¢é amplamente utilizado em dindmica molecular, sendo, juntamente com
AMBER, o campo de forca mais popular para simulacdes de bicamadas. CHARMMS36 ¢ o
que melhor consegue reproduzir tens6es superficiais condizentes com o estado de organizagao
dos lipidios de uma bicamada em um ensemble NPT (isotérmico-isobérico).'*®
Adicionalmente, tanto a recente introducdo da parametrizacdo da molécula de colesterol ™%’

a este campo de forca quanto na associacdo a sua interface online para construcdo de

“* A converséo dos parametros nos valores e unidades nativas do CHARMM foram convertidos para o formato
GROMACS por nés.
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membranas mistas (CHARMM-GUI)'?® o transforma em opcdo bastante versétil para a

execucéo deste trabalho.

1.3.3 — GROMACS - Groningen Machine for Chemical Simulations

O pacote computacional GROMACS relne varios programas de relacionados a simulacéo e
analise dindmica molecular e de analise de seus dados gerados. Originalmente desenvolvido
na Universidade de Groningen, o0 GROMACS agora é mantido e codesenvolvido em
diferentes institutos de pesquisa, destacando-se a Universidade de Uppsala, Universidade de

Estocolmo e o Instituto Max Plank para pesquisa de polimeros. %"

O projeto GROMACS nasceu a partir de um aprimoramento do projeto GROMOS,
escrito entdo em Fortran77, substituido assim por uma nova arquitetura, agora na linguagem
de programacdo C. Essa nova ferramenta conta com varios novos elementos especificos,
sendo a reestruturacdo de seu codigo e o suporte a novos recursos computacionais e
processadores suas maiores virtudes: a grande otimizacdo dessa nova compilagdo faz do
GROMACS o0 mais rapido programa de simulagdo por dindmica molecular atualmente.
Adicionalmente, o suporte e a flexibilidade por varios e diferentes campos de forca e seu
codigo fonte aberto (open source) fazem deste pacote uma Gtima opcdo para 0 estudo

envolvendo dindmica molecular.

O projeto folding@home'"'" da Universidade de Stanford é um dos maiores sucessos
na questdo da divulgacdo do software, ja que se trata de um projeto de cooperacdo on-line
para o estudo do folding de proteinas, o qual se utiliza do poder computacional de
colaboradores do mundo todo para dar continuidade as simulagdes de dindmica molecular

suportadas pela plataforma GROMACS.

1.3.4 — O custo computacional da DM: hardware

Como visto anteriormente, a DM consiste basicamente em célculos das posi¢bes e

movimentacdo dos atomos ao longo do tempo (trajetoria), entdo ndo é surpreendente que

"1 http://folding.stanford.edu/
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quanto maior o tamanho da molécula, maior o nimero de 4tomos a serem analisados pelo
algoritmo e, por consequéncia, maior o tempo de simulagdo. Outro problema emergente com
0 aumento do tamanho da proteina, € que esta necessitara de um ambiente maior para habitar,

0 qual abrigara também mais moléculas de 4gua, que por sua vez entrardo no processamento.

Dois agravantes adicionais sdo de ordem técnica e outro de ordem teorica. O primeiro
significa que apesar de as maquinas estarem cada vez mais rapidas, ainda hoje um sistema de
dindmica molecular € um sistema computacionalmente custoso, o que significa que a
simulacdo de tempos muito curtos ainda requer tempo muito longo de processamento. A
segunda questdo é que proteinas apresentam tempos caracteristicos de acomodagdo
conformacional muito variados, sendo que grande parte os tempos caracteristicos de folding
conhecidos atualmente sdo grandes demais para serem plenamente simulados por DM.
Podemos visualizar a situacdo de dados mais praticos: uma curta simulagdo de DM com
duracdo de 1 nanossegundo (10 segundo), de uma proteina muito pequena (35 residuos), em
um computador desktop moderno leva por volta de 1 hora. Uma simulacdo razoavel,

portanto, de um fendmeno de 100 ns, para essa mesma proteina pequena, levaria uma semana.

Um dos grandes trunfos do GROMACS é proveniente ainda do fato de vir preparado
para paralelizacdo, um recurso que distribui igualmente o calculo da trajetéria entre os
nucleos processadores disponiveis na maquina (ou no cluster de CPUs), a fim de aumentar a
velocidade da simulacdo. No entanto, o aumento linear do niumero de processadores nao é
corresponde diretamente ao aumento da velocidade de simulagdo, ja que na divisdo do
processamento entre diferentes nods, existem perdas de velocidade que sdo cumulativas e
sobrepdem a eficacia da adicdo de processadores extras. 1sso evidentemente varia de acordo
com a versdo do programa. Abaixo na Tabela 1.2 encontram-se valores referentes a essa

questéo.
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Tabela 1.2 Resultados de desempenho do GROMACS conforme se aumenta o numero de nucleos de
processamento (cores). Os valores mostrados na tabela correspondem a quantidade de nanossegundos
simulados por dia com um time-step de 5 fs (femtossegundos) em um cluster Core2lnfiniband® Intel™ de 3
GHz. cpn é o0 numero de niicleos de processamento por nés. Modificada de van der Spoel et al. (2005)."*

cores cpn 4 8 16 32 64 128
GROMACS 4 2 3.1 61 118 223 393 655
GROMACS 4 4 31 60 116 216 380 601
GROMACS 3.3 2 28 48 7.7 9.9
GROMACS 3.3 4 27 48 7.0 8.4

Outro fator importante a ser considerado pela forte influéncia no desempenho da
simulacdo é o numero de bits do processador. Uma méaquina 64 bits, possui a capacidade de
armazenamento de dados numéricos com precisdo duas vezes maior que uma de 32 bits, o que
torna o tempo de célculo menor. O usuario pode ainda indagar sobre as vantagens sobre um
(micro)cluster com duas CPU’s de duplo processamento (dual-core) ou apenas um dnico
computador com quédruplo ou éctuplo processamento (quad/octo-core). Obviamente o
resultado pela superioridade nessa comparagdo varia muito de acordo com a qualidade,
fabricante, tipo e quantidade de componentes utilizados (memdria RAM, processadores, placa
mée etc), mas, novamente, quanto menos portas de troca de dados bem como caminhos para o
fluxo de dados houver, melhor seré a resposta do sistema. Portanto, a otimizacdo de elementos

de rede, quando possivel, é desejavel.

Neste trabalho, utilizamos 30% do tempo (72 cores) do cluster Silicon Graphics
International® Altix® XE 1300, adquirido através do projeto tematico FAPESP ndmero
2008/11706-3 e hospedado no Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras de Ribeirdo Preto - USP. Utilizamos também o supercomputador BlueGene/P
localizado na Rice University (Texas - EUA), o qual foi possivel através de recente convénio
da Universidade de S&o Paulo com a Rice University. O supercomputador conta com 24.576
cores do tipo Power PC 450, cada um sendo de 32 bits e rodando a 850MHz. O sistema possui
4GB de RAM por nd (cada no tem 4 cores) e 260TB de armazenamento compartilhado. Neste
espaco, gostaria de agradecer e parabenizar o esforco da USP pelo estabelecimento deste
convénio, permitindo que pesquisadores brasileiros tenham a oportunidade de desfrutar desta

tecnologia de ponta, melhorando nossa competitividade no panorama internacional.
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Capitulo 2

O dominio |l da proteina E:
propriedades estereoquimicas
e seu potencial imunogénico

Neste segundo capitulo, é dado inicio a descri¢do de nosso trabalho com a proteina E do virus
da Dengue, especificamente seu dominio Il (DIIl), sob a perspectiva da simulagdo
computacional, utilizando a técnica de Dindmica Molecular. Como apresentado no Capitulo 1,
o DIII é conhecido pelo seu potencial imunogénico, fato que, aliado as suas dimensdes
apropriadas a demanda computacional, bem como sua contiguidade estrutural primaria, o
torna um 6timo objeto de estudo para sua investigacdo estrutural. Aqui sdo apresentados
resultados referentes a estabilidade estrutural do dominio Il da proteina E (DIIl) dos quatro
sorotipos do Dengue, monitorando o aspecto de seu comportamento estrutural face a variacao
de condicdes de parametros termodinamicos intensivos (pH e temperatura) as quais 0s Vvirus
sdo submetidos durante o caminho viral desde a encubacdo no mosquito vetor, até a fusdo de
membranas dentro da célula do hospedeiro humano. Discutimos nossos principais resultados
obtidos relativos a rigidez do DIIl e a relativa insensibilidade de seu nucleo as variacbes
termodindmicas descritas e a importancia da flexibilidade dos loops em relacdo a futuros
estudos experimentais. Adicionalmente, apresentamos um estudo complementar que consiste
na caracterizacdo da interacdo do DIIl com o fragmento ligante de antigeno (Fab) do
anticorpo monoclonal mAb 1A1D-2, o qual se mostrou bastante eficiente na inibicdo da
adsorcdo viral a célula hospedeira, promovendo neutralizagdo da infeccéo viral em células de
camundongo para 0s sorotipos 1,2 e 3.! Neste capitulo apresentamos mais de 7 ps de tempo

de simulagéo, distribuidos tanto em simulagGes com o dominio Il (DIlI) da proteina E de
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cada sorotipo do virus do Dengue, bem como sua intera¢cdo com o fragmento de anticorpo
monoclonal Fab 1A1D-2. Identificamos residuos-chave na interface DIll-anticorpo, 0s quais

participam da estabilizacdo do complexo através de ligagcdes nao covalentes.

2.1 — Verificacao da estabilidade estrutural do fragmento isolado do DIII

A topologia geral do DIl é do mesmo tipo da imunoglobulina C. O dominio é composto por
cinco fitas B conservadas, e nenhuma hélice estavel (Fig. 1.15, destacado em azul), com uma
ponte dissulfeto (Cis302-Cis333) conectando a por¢do n-terminal do hairpin formado pelas
fitas By e PBo. Esta ligacdo é importante porque estabiliza a regido de conexdo dos dominios
I/III através da “dobradiga” (hinge) entre eles. Por ser uma regido bastante mdvel, ela sofre
consideravel estresse mecanico, o qual poderia levar a uma desestabilizacdo do DIII, no caso
da auséncia desta conexdo S-S. Este fato de carater estrutural, somado a completa
conservacdo dos pares de cisteinas ao longo dos quarto sorotipos é um forte indicativo da

grande relevancia desta ligacéo.

De acordo com anélise por alinhamento das sequencias primarias dos dominios Il dos
quatro sorotipos com utilizagdo do programa ClustalW2,? estes apresentam grau de identidade
que varia da seguinte forma: 68% entre DENV 1-3, 63% entre DENV 1-2, 59% entre DENV
2-3, 58% entre DENV 2-4, 52% entre DENV 1-4 e 49% entre DENV 3-4 (Fig. 2.1). Estes
valores indicam um maior grau de parentesco entre DENV-1 e DENV-3, estes tendo como
grupo irmdao o DENV-2. As similaridades apresentadas se refletem nas propriedades
estruturais entre 0s sorotipos, que tendem a se comportar de maneira similar, mas nao
idéntica, como veremos adiante. Esta similaridade ndo se restringe apenas as estruturas
primarias. Quando alinhados, os DIII dos diferentes sorotipos revelam grande conservacao
estrutural entre as fitas B (Fig. 2.2), fato importante a ser considerado, uma vez que isto pode
ser um indicio de que a funcdo primaria do DIl é manter a conformacdo de seu ndcleo
suficientemente invariavel, e ndo participar de qualquer mudanga conformacional que a

proteina E sofre durante o processo de trimerizacdo na superficie viral.
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DENV—Ill]:III.T].lGISY;HCTGSFI(I.E]I(EVAETQHGT;’IVQVI(YEGTII)APCI(IPFSS:!DEI(GVTQH
DENV-2 HDKLQLEKGHS Y SHCTGKFEKEVVEKEI AETOHGTIVIRYOQYEGDGSPCEIPFEIKDLEEKRHEYL
DENV-3 M DKL KLEKGHSY A MCLENTFVLEKKEVSETOHGTILIKYEYEKEGEDAPCEKIPFSTEDGOQGEKAHHN
DENV-4 HEKLRIKGHS Y THCSGKFSIDKENAETOHGTTYVPEKYKYEGAGAPCEKEYPIEIRDYHNEEEKYVY

B1 B2 =
3?0 3@0 3?0 35}0 390 eV
DENV-1 @R E VT ANE I VT DKEKPVHIEAEPPFCES Y I vvEacER AR KT sHFLE
DENV-2 GRLITVNPIVTEKDSPYHNIEAEPPFGDSYIIIGVEPGOQLEKELNWUFEKE DENV-A
DENV-3 GRLITANPVVTKKEEPVYHNIEAEPPFGESNIVIGIGDEKALKINWYRE {
DENV-4 GRIISSTPLAENTNSYVTHIELEPPEGDSYIVIGVGNSALTLHUMERE | DENV-3
DENV-2

P e L

Figura 2.1. Estrutura priméria do DIII dos quatro sorotipos do DENV utilizados neste trabalho. A numeracéo
dos residuos leva em consideracdo os dominios precedentes (I e I1). A coloracdo dos residuos segue a tabela
Blosum62, com cores de intensas ao branco indicando respectivamente maior e menor conservagdo. Abaixo dos
residuos, um esquema da localizagao das fitas B representativas, bem como os loops (linhas retas). A direita, uma
arvore de ider;tidade, feita pelo método de juncdo por vizinhos no software ClustalW2.? Modificado de Soares e
Caliri (2013).

Figura 2.2 Similaridade estrutural compartilnada entre os DIIl dos quatro sorotipos do dengue. Estas
conformagdes sdo estruturalmente estaveis e resultam de 200ns de simulagdo em pH 7 e temperatura 298K. A
esquerda as estruturas sao orientadas no mesmo angulo de visualizagdo. A direita, o alinhamento estrutural dos
sorotipos. Fitas B sdo indicadas de acordo com sua posi¢do; a numeracdo obedece a ordem do N para o C
terminal. Os simbolos de linha (;) indicam a presenga de uma fita B ndo conservada. Modificado de Soares e
Caliri (2013).2

Antes de promovermos um estudo sobre os efeitos de variacdes de qualquer natureza
sobre uma estrutura, € necessario que conhegcamos o comportamento padrdo da mesma, além
de verificarmos se a estrutura oferece estabilidade estrutural suficiente para a exequibilidade
de um estudo deste tipo. Como o DIl trata-se de um fragmento da proteina E, em principio,
ele manteria sua topologia pelas condi¢des nativas da estrutura viral, isto €, na presenca e

contato direto com os outros dominios adjacentes, bem como a bicamada lipidica viral. Dessa
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forma, o isolamento do DIl em solucdo poderia causar variagOes estruturais severas, de forma
a descaracterizar excessivamente sua configuracdo, impedindo efetivamente um estudo com
esta abordagem. Por isso, uma primeira etapa consistiu na andlise do comportamento
estéreoquimico do DIII isolado dos quatro tipos de dengue em experimentos de dindmica

molecular com solvente explicito, a qual é apresentada a seguir.

2.1.1 — Dinamica molecular: parametros das simulacdes

Para dar inicio a construgdo de nossos sistemas, avaliamos os modelos resolvidos do

DIl mais plausiveis e disponiveis no Brookhaven Protein Data Bank (http:www.pdb.org/):

e DENV-1: uma estrutura disponivel para o ectodominio (auséncia de ancora e haste) da
proteina E e uma estrutura para o fragmento DIII, sob os cddigos 3G7T (difragédo de

raios X)* e 3IRC,” respectivamente;

e DENYV-2: quatro estruturas para o ectodominio da proteina E e uma para o fragmento
DIl sdo resolvidos. As proteina semi-completas, sob os codigos 10AN e 10KE,°
1TG8’ e 10K8,® e um fragmento de DIII sob o c6digo 2SJF (determinado por

ressonancia magnética nuclear - NMR);9

e DENV-3: uma estrutura resolvida por difracdo de raios X, apenas para a o0

ectodominio da proteina E, sob o cédigo de 1UZG;"°

e DENV-4: uma estrutura resolvida por ressonancia magnética nuclear (NMR), apenas

o fragmento D111, sob o c6digo 2HOP.™

De acordo com estes dados, para esta primeira etapa, tinhamos disponiveis
diretamente apenas os fragmentos DENV-1/DIll, DENV-2/DIlIl e DENV-4/DIll para a
simulacéo de solvatacdo. Desta forma, foi necessario um tratamento na estrutura completa da
proteina E do sorotipo 3, para a obtencdo de seu dominio DIII. Esse tratamento consistiu na
retirada de todos os heterodtomos e da sequéncia de aminoacidos desde o inicio do dominio |
até a interseccdo do dominio Il com o Il (resultando o fragmento Met-287 a Lys-392). Esse
processo foi feito com o auxilio do programa VMD e por edicdo direta do arquivo pdb. Apds

a edicdo, o fragmento recém obtido, foi submetido a uma rapida simulagédo de minimizacao de


http://www.pdb.org/
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energia, causando o coil formado pelos residuos préximos a regido de conexdo entre o
dominio Il e Il a se retroceder em direcdo a grande porcdo de massa do DIl (Fig. 2.3),
causando uma diminuicdo em seu raio de giragdo (compactacao), e tornando a molécula mais

esférica, e com energia potencial menor que anteriormente.

a)

Figura 2.3. Detalhes do fragmento DEN3/DIII logo apds sua remocéo da proteina E. Note o coil da proteina (em
branco): (a) se projetando e (b) compactando apds o ajuste energético. Note que agora o coil inicial estd muito
mais proximo do centro de massa da molécula, o que nos permitiu a utilizagdo de uma célula de simulagdo
menor, com menos moléculas de dgua e, portanto, possibilitando uma simulagcdo mais rdpida. Fitas beta sdo
representadas em amarelo, regides de loops em azul e de coils em branco.

Similarmente, 0 mesmo processo foi utilizado para a obtencdo de modelo inicial para
0 DENV-1. Apesar da disponibilidade do DENV-1/DIII no banco de dados (PDB ID: 3IRC),
a falta de artigo publicado e associado a esta entrada se mostrou como um fator restritivo a
sua confiabilidade. Por isso preferimos editar a estrutura completa do ectodominio da proteina
E do modelo 3G7T, isolando o DIIlI dos demais dominios. A preparagdo do modelo de
DENV-2/DIII (PDB ID: 2SJF) se deu pela remocdo da cauda de poli-histidina na porgéo C-
terminal da molécula; um remanescente da metodologia de cristalizagdo para o experimento
de difragéo de raios X, o qual foi utilizado para sua determinacgdo estrutural pelos autores
originais.

Para todas as simulacées e analises utilizamos o pacote GROMACS na versio 4.x.'2*3
As simulagdes de dindmica molecular com inclusdo de todos os d&tomos (peptideo, ions e dgua

explicita) foram realizados nas mesmas condi¢Ges fundamentais, com pequenas variagdes
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apenas no nimero de moléculas de solventes e ions neutralizantes de cargas dos peptideos.
Utilizando o campo de forca OPLS-AA,* o PME (Particle mesh Ewald) foi empregado para
calcular as interacdes eletrostaticas entre os &tomos. As proteinas e o solvente explicito, com
modelo de 4gua SPC™ foram inclusos em unidades simulacionais individuais com geometria
cUbica, de maneira que, em sua posicao inicial, a proteina é centralizada e suas extremidades
ao longo do eixo maior se distanciem em 1,2 nm das faces da caixa (Fig. 2.4). Todos o0s
sistemas variam de 24000 a 38000 atomos, com aproximadamente 1700 deles sendo
pertencentes as proteinas. Buscando uma carga total neutra dos sistemas em pH 7,0 (o qual é
ajustado indiretamente pela fixacdo do estado de protonagdo correspondente dos residuos
ionizaveis e terminais), para cada célula de simulagdo, ions CI" e Na* foram adicionados ao
custo de moléculas de solvente, de forma a antagonizar a carga pré-existente nas proteinas.
Com o proposito de eliminar maus contatos e anomalias energéticas, cada experimento passou
por uma fase preparatéria de minimizag&do de energia através do método steepest descent, com
auxilio do algoritmo SETTLE,™ até a convergéncia de uma energia potencial menor que
2x103 kj mol™. Em seguida, restringindo a movimentacdo da proteina em simulacdes de 2 ns,
a configuracdo de moléculas de 4&gua SPC foi otimizada a uma solvatacdo apropriada ao redor
da macromolécula. Além desta etapa de restricdo, as simulagBes tiveram uma duragdo
individual de 50 ns. O raio de corte das interages ndo ligadas foi ajustado para 1,0 nm, com
inclusdo de condices periédicas de contorno. LINCS'’ foi utilizado para constricdo das
ligacGes covalentes. Em uma configuracdo NPT, a pressdo foi mantida constante a 1 atm e a
temperatura a 298 K pelo barostato de Parrinello-Rahman®® e termostato do tipo V-Rescale,*
respectivamente. O tempo de integracdo para o algoritmo leap-frog no GROMACS foi
ajustado para 2 fs, e a trajetoria foi salva em disco-rigido a cada 10 ps. As visualizacGes

moleculares e tratamentos gréficos foram feitas através dos softwares VMD?® e PyMOL.*
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Figura 2.4. O peptideo de DENV/DIII ¢ inicialmente centralizada em um espago tridimensional cubico com
dimensGes determinadas pela somatéria do comprimento distal da proteina (maior distancia entre um par de
4tomos) mais duas vezes uma distancia d pré-determinada, sendo neste caso d=1,2nm. Logo em seguida, as
moléculas de solvente sdo adicionadas, preenchendo o volume complementar ao volume da proteina na unidade
cubica.

Terminada a etapa de preparacdo das moléculas, cada dominio DIIl dos quatro
sorotipos do Dengue foram submetidos entdo ao processo de simulacdo por dindmica
molecular em caixa solvatada. A composicao dos sistemas simulados é apresentada na Tabela
2.1. A temperatura do sistema foi mantida a 298K, com pH 7, e forga idnica de 150mmol/L.

Tabela 2-1. Composicdo atbmica e estado de ionizacdo dos residuos nos sistemas das simulacées iniciais.

Total Proteina Agua Nat Cl | Ionizacdo® Ionizacado
DENV-1 pH 7 20345 1667 27678 15 15 13K, 1R, 1Ty  4D,10E,1T¢
DENV-2 pH 7 27371 1715 25656 15 15 11K, 3R.1Txy  5DI9E.1T¢&
DENV-3 pH 7 23755 1678 22077 15 17 14K2R 1Ty 4D, 10E.1T¢
DENV-4 pH 7 37672 1732 35940 15 16 11K 4R 1Ty  3D9E1Te

Para nosso objetivo, a monitoracdo da raiz do desvio médio quadratico (Root Mean
Square Deviation — RMSD) é suficiente para determinar quanto, em cada instante da
trajetdria, a estrutura se desviou de sua conformacdo inicial: quanto maior o RMSD, mais
distante de seu estado nativo referencial, como determinado experimentalmente, a
conformacgédo proteica se encontra o DIIl. Todos os valores de RMSDs apresentados neste
trabalho contam com o ajuste das estruturas (fit) antes do célculo do desvio em si. Para cada
passo da simulacdo, a proteina é ajustada espacialmente ao modelo inicial, entdo a seguinte

equacdo (2.1) é aplicada:
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RMSD 1) = \/[%2?21 m ||r; (¢1) — ri(tz)”Z], (2.1)

onde M =Y m; e ri(t) é a posigdo do atomo i da proteina nas configuragées sobrepostas
correspondente ao tempo arbitrario t e tempo inicial t = 0. Para este célculo, as duas
configuracgdes (no tempo arbitrario t e tempo inicial t = 0) s&o alinhadas de forma a minimizar
o valor de RMSD. Para célculo do RMSD, no pacote GROMACS utilizamos o programa

g_rms.

De acordo com os resultados de RMSD obtidos em 50ns de simulacéo (Fig. 2.5), de
forma geral, a solvatacdo dos modelos de DIllIs dos quatro sorotipos em temperatura ambiente
e pH neutro sofrem apenas ajustes estruturais minimos, sem caracterizacdo de perda de

estrutura secundaria (Fig. 2.6; video 2-1.mpg no DVD em anexo).

0.35
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0.25 |
E 0.20 (f'
|
)
=
4
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—— DENV-2/DIlI
0.05 | —— DENV-3/DIlI
DENV-4/DIll
000 b— o v vy

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Figura 2.5. Valores de RMSD (raiz do desvio quadratico médio) durante a simulagdo de solvatacdo dos modelos
do DIII (dados intensivos: temperatura de 298K, pH 7 e forca ibnica de 150mmol/L) apresentam baixo grau de
ajuste estrutural, sugerindo a estabilidade estrutural do fragmento de DIII quando isolado dos dominios I e Il. A
coloracdo das curvas é relacionada ao sorotipo pela legenda inserida no gréafico.
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Figura 2.6. Instantes relativos as simulagdes dos DIII dos quatro sorotipos, como demonstrado na Figura 2.5 (itens
a-d). Os algarismos romanos nomeiam trés colunas que indicam o estagio da simulagdo que as imagens

representam: |, estagio inicial, I, estagio intermediario e Ill, estdgio final. Fitas beta sdo representadas em
amarelo, regides de loop em azul e de coils em branco.
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A evolugdo temporal dos RMSDs, relativo aos quatro sorotipos, apresentam perfis
similarmente lineares (indicacdo de estabilidade configuracional), embora com a distin¢do de
dois patamares para 0 RMSD, um de = 0,15 e o outro ao redor de 0,35nm: todos os sorotipos
apresentam répida convergéncia aos valores médios, indicando niveis baixos de ajuste de
cadeia, no entanto, DENV 1 estabiliza-se em valores de RMSD entre 0,10 e 0,15 nm,
enquanto os DENV 2, 3 e 4 circundam até a marca dos 0,35 nm. No entanto, este fato indica
apenas que cada grupo sofreu graus diferentes de ajuste de cadeia, porém como os valores
registrados variam apenas entre aproximadamente 0,10 a 0,35 nm, este intervalo n&o reflete
flutuacdo de cadeia suficiente para caracterizar desestabilizacdo de estruturas secundarias e
desnaturacdo da conformacdo molecular nativa para uma proteina deste tamanho. Desta
pequena bateria de simulagdes, foi possivel concluir entdo que apesar da diferenca nas suas
estruturas primarias, os RMSDs dos diferentes sorotipos se comportam de maneira similar,
apresentando pouca flutuacdo. Estes resultados, em conjunto, constituem forte evidéncia da
manutencdo da estrutura terciaria suficientemente inalterada, ou seja, os fragmentos DIII se
mostraram estaveis nas condi¢cBes dos experimentos, mesmo na auséncia do restante da
proteina E (dominios | e Il). Esses resultados preliminares permitiram o avanco que levaram

aos resultados descritos na proxima secao.

2.2 — Variac¢oes ambientais de parametros termodinamicos intensivos

Apbs verificacdo da estabilidade estrutural do fragmento do DIII isolado, pudemos proceder
para 0s proximos passos, 0s quais sdo apresentados nesta secédo, a qual € fortemente baseada
em nosso artigo recentemente publicado na Biochimica et Biophysica Acta — Protein and
Proteomics (janeiro de 2013).3 Aqui descrevemos os efeitos das variaveis termodinamicas
intensivas sobre a particula viral, especificamente a proteina E. Estas variagdes sdo
decorrentes da transicao entre ambientes em que o virus se encontra em diferentes estagios de
seu ciclo: durante a incubacéo no trato digestorio do mosquito Aedes, 0 DENV é submetido a
temperatura ambiente (considerada aqui como 25°C, ou seja 298K, pH neutro e forca idnica
fisiologica de 150 mmol/L); com sua inoculagdo na corrente sanguinea do hospedeiro, o virus
passa a enfrentar uma temperatura maior, agora de 310K; e finalmente, no processo de
infeccdo, a incorporagdo do virus da célula via endossomo é caracterizada pela acidificagéo

do meio (de pH 7 para pH~5,5). A variacdo destas condi¢cGes apresenta consequéncias
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estruturais, as quais sdo fundamentais para o rearranjo estrutural de seu envelope, e

consequente fusdo de membranas e inoculagdo de RNA no citosol da célula hospedeira.

2.2.1 — Resposta estrutural do DIII a variacio de forca ionica, temperatura e pH

Nesta secdo nos introduzimos os sistemas de simulacdo que procuram mimetizar diferentes
condi¢cdes termodindmicas que o0s virus possam sofrer durante sua trajetoria, como
exemplificado na segdo anterior. Apresentamos sistemas do DIII solvatado em dois niveis de
temperatura (298K e 310K), com trés niveis de pH (3, 5 e 7°) para cada sorotipo, em cada
temperatura, totalizando 24 sistemas independentes de simulacdo, cada um com duracdo de
200 ns. As simulacdes desta se¢do seguem 0s mesmos parametros descritos na se¢do 2.0.1, e a

composic¢do atbmica de cada sistema é descrita na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Composicdo atdmica e estado de ionizagdo dos sistemas de simulagdo. Cada coluna descreve o
namero correspondente de atomos de cada componente. Também € descrito a relagdo do estado de protonacao
dos grupos ionizaveis da proteina, e suas respectivas quantidades. Ty e T indicam a por¢do N e C-terminal,
respectivamente. Modificado de Soares e Caliri (2013).°

‘ Total Proteina Agua Nat CI™ ‘ Ionizacdo™ Ionizacdo

pH3 41474 1693 30765 0 16 | IBKIRIH,ITy -
DENV-1 pH5 41420 1678 39720 15 16 | 13KAR,IH,1Tx 4D, 10E1Tc
pH 7 41433 1677 39726 15 15 13K,1IR, 1T v 4D, 10E, 1T ¢

pH3 38040 1732 87200 0 17 | 1IK.3R2H.1TN -
DENV-2 pH 5 38514 1717 36765 15 17 | 1IK3R2HITy  5D.9E1Te
pH 7 38507 1715 36762 15 15 1HK.3R,1TxN 5D.9E, 1T

pH3 33063 1678 37266 0 10 | 14K.2R2H1Tx -
DENV-3 | pH5 38021 1663 37224 15 19 | 14K2R2H.1Ty 4D.10E1Tc
pH 7 38920 1661 37227 15 17 14K 2R, 1T N 4D, 10E 1T

pH3 41494 1747 30720 0 18 | 11K, AR2H,1Ty -
DENV-4 | pH5 41455 1734 39690 13 18 | 11IKAR2H 1Ty  3D.9E.1Tc
pH 7 41460 1732 39699 13 16 1K 4R, 1Ty 3D.9E, 1T~

Em nossos sistemas, a variacdo de pH é indireta, ou seja, ndo ha a introducgéo de ions
H*. A calibragio é feita controlando-se individualmente a carga de cada residuo ionizavel
(K,R,H,D e E), de acordo com seus valores de pKa.?? No entanto, a adigéo de cargas introduz
um desequilibrio eletrostatico a estrutura, e para a neutralizacdo do sistema sao adicionados
fons Na* e CI" nas proporcdes correspondentes. Essa introducdo de ions altera a forca idnica

do meio, e por isso, primeiramente, foi feita uma investigacdo dos efeitos dessa alteragdo

“ O pH 7 representa o pH neutro; pH 5 causa a protonagéo dos residuos de histidinas; e pH 3, todos os residuos
acidos séo protonados e possuem carga neutra. Este Gltimo valor ndo tem associagao direta com qualquer estagio
conhecido do ciclo, mas é uma extrapolacao Util a fim de promover mais suporte comparativo as analises finais.
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sobre a estrutura. Submetemos o DENV-2 a temperatura de 310K e pH neutro por cinco séries
independentes de duracdo de 200ns cada, com a variacdo de forga idnica em inicio a 0,10 até
0,30 mol/L, em intervalos de 0,05 mol/L. Analisamos a deformacdo estrutural por RMSD
(Root Mean Square Deviation)” (Fig. 2.7) e constatamos que os resultados mostram uma
relacdo préxima entre as curvas, evidenciando que, neste problema em particular, a variacdo

de forca i0nica neste intervalo, interfere pouco nesta estrutura em particular.
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Figura 2.7. Evolucdo do RMSD (Root Mean Square Deviation) durante 200ns de dindmica molecular, em pH 7
e temperatura 310K. Cada curva representa uma forga idnica (segundo as cores indicadas na legenda), sendo o
inset, um gréafico que indica as médias correspondentes.

Uma vez verificado a relativa insensibilidade do sistema a variacdo de forca ibnica,
decidimos utilizar daqui para frente o valor fisiolégico padrdo de 150 mmol/L. Apds a
simulacdo de todos os 24 sistemas terem sido concluidas, foi possivel uma analise inicial da
deformacéo das cadeias, pela aplicacdo do RMSD nos carbonos alfa do backbone do DIII
(Fig. 2.8). Os valores referentes ao DENV-1, apesar de algum nivel de predominancia de
menores valores de RMSD em pH 3, ndo mostram variacao estatistica significativa: dentre os

sorotipos, 0 DENV-1 € aquele que se mostrou mais insensivel as variacdes de pH em seu

" Como previamente descrito, utilizamos o DIIl na auséncia de seus dominios vizinhos. Isso gera uma
flexibilidade irreal aos seus N e C terminais, 0s quais sdo nativamente fixos. Por esse motivo, excluimos estas
extremidades de todos os calculos de RMSD neste trabalho, para evidenciar apenas as propriedades intrinsecas o
do DIII.



68

nacleo rigido (Fig. 2.8). Adicionalmente, a compactagdo da cadeia e o contetdo de estrutura

secundaria sdo mantidos relativamente constantes durante os 200ns.
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Figura 2.8. Evolugdo do RMSD (Root Mean Square Deviation - carbonos alfa) em de 200ns de dindmica
molecular, diferentes condi¢es de pH e temperatura. Linhas cheias representam temperatura de 310K, enquanto as
pontilhadas s&o referentes a 298K. Os valores de pH seguem a coloragéo indicada na legenda. As curvas mostram
como o DIII responde estruturalmente & mudangas nas condicdes intensivas do sistema, para cada sorotipo. Os
comportamentos sdo diversos, variando de praticamente nenhuma reacdo estrutural (DENV-1) até variacOes
conformacionais significativas para pH e temperatura especificos (DENV-3 e 4, em particular). Inset: média global
do RMSD, (<RMSD>), para cada sorotipo as duas temperaturas distintas. <RMSD> é uma média aritmética
global dos valores de RMSD instantaneos das trés condi¢Bes de pH; ele estima a sensibilidade estrutural geral a
mudancas no pH do sistema. As barras de erro indicam um desvio padrdo de incerteza; elas medem a
especificidade da resposta a diferentes niveis de pH: se a resposta € aproximadamente a mesma para todos os pHs,
a barra de erro é pequena (DENV-1 e 2), caso contrario, ela tende a aumentar (DENV-3 e 4). Modificado de Soares
e Caliri (2013).°

No sorotipo 2 é detectado um afastamento mais significativo da estrutura inicial e
também uma menor resposta (ainda que pequena) a variacdo de temperatura, com a estrutura
se mostrando pouco mais rigida a 298K. Isso mostra a estabilidade deste sorotipo para ambas
as temperaturas, apenas com pequenas modificacbes em certas regides. Grande parte do

rearranjo conformacional identificado é decorrente da flutuagdo dos loops B.—Bs € de Bs—Ps.
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Em ambas as temperaturas, existe uma leve predominancia de maiores valores em pH 5, o que
muito provavelmente ocorre pela ionizacdo dos acidos asparticos e glutdmicos em relagdo ao
pH mais acido. As novas cargas negativas geram novas forcas internas na forma de pontes

salinas, o que dirige o DIII a conformacdes discretamente diferentes.

Os valores de RMSD para o DENV-3 sdo de varias maneiras similares aqueles do
DENV-1, com exce¢do do pH neutro, que neste caso desloca expressivamente a estrutura a
maiores deformacGes. Pela analise de RMSD fracionado, observamos que esse deslocamento
de RMSD ndo se d& exclusivamente pela contribuicdo de uma Unica regido; a estrutura
apresenta um relaxamento generalizado, com um destaque a regido entre Glu340 e Arg350,
que engloba o loop B4—Ps. Isto se deve provavelmente a remocéo da carga positiva da HIS347,

0 que induz uma variacao de menos uma unidade elementar (-e) na carga local.

De forma similar ao sorotipo dois, 0 DENV-4 mostra uma amplitude relativamente
mais alta entre as diferentes simulagfes, o que é evidenciado pela diferenca das amplitudes
das barras de erros das medias entre 310K e 298K (Fig. 2.8 - inset). Em 298K (linha
pontilhada) a estrutura do DIIl em pH 5 mostra um comportamento interessante: durante
aproximadamente 180 ns, a evolugdo da curva de RMSD mostra praticamente 0s maiores
valores para este nivel de pH, até que a regido que envolve B; e P, sofre um pequeno
rearranjo, de modo que, sua estrutura € levada a uma configuracdo mais proxima aquela da
estrutura de referéncia. Em 310K, podemos verificar uma maior diferenca entre as curvas.
Desta vez é o pH 5 que menos flutua, apresentando comportamento similar a estrutura
submetida a pH neutro. A estrutura representativa do ambiente mais acido (pH 3), por sua
vez, apresenta uma clara tendéncia de uma continua deformacao até por volta de 80ns, quando
atinge uma relativa estabilidade assintotica. Novamente, as grandes variacbes no DIl sdo
fruto majoritario da flutuagdo da regido entre B, e B3, envolvendo os residuos entre Arg340 e
Glu368.

O inset da Fig. 2.8 mostra a media temporal total de RMSD, a qual, ilustra

comparativamente a resposta conformacional do DIII as variagdes das condicdes intensivas do

sistema, para cada sorotipo e temperatura. Tal média é obtida pela equagéo 2.2:

<RMSD >= (3 x N)™' ¥,y X5y RMSD; (pH) (2.2)
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onde, < RMSD > ¢é a média tomada sobre todos os trés pHs considerados ao longo da
trajetdria, a qual € composta por um conjunto RMSDi de N valores instantaneos para cada
valor de pH. Estes valores indicam que a maior mudanca conformacional ocorre no DENV-2:
para esse sorotipo, o DIII desvia-se significantemente de sua configuracdo original em todas
0S parametros intensivos impostos. No entanto, a diferenca estrutural do DIIl em diferentes
valores de pH parece ndo ser muito substancial e, neste sentido seu comportamento € um tanto
similar aquele do DENV-1.

Sob a variagdo de pH e de temperatura, os diferentes sorotipos parecem responder de
forma similar, mantendo-se estruturalmente estaveis (enovelados) em todas as condigdes
apresentadas. No entanto, apesar da manutencdo da estrutura como um todo, cada sorotipo
apresenta respostas particulares tanto de forma geral, quanto em por¢des especificas da
cadeia. Esta especificidade foi estudada por fracionamento do RMSD, que consiste na anélise
independente em blocos formados a cada 10 residuos. Esta técnica nos permitiu identificar as
regibes de maiores flutuacdes, as quais contribuem mais para o aumento do RMSD global.
Estas regides sdo basicamente loops, com destaque para a recorréncia de alta flexibilidade
para dois deles (B>—Ps e Bs—Ps), a serem mencionados com mais detalhes mais a frente no
texto. Esta etapa nos levou a utilizacdo de uma ferramenta mais apropriada para esta busca de
flexibilidades distribuidas por regides, mais especificamente as flexibilidades particulares a
cada residuo, calculando as raizes quadraticas médias da flutuacdo (RMSF - Root Mean

Square Fluctuation) pela equagéo 2.3:

(RMSF); = - \/ZZj:l(n(t;-) ~7) (2.3)

onde T é o tempo de amostragem, e 7; € a posi¢cdo média de referéncia do atomo i. Para este

calculo, utiliza-se o programa g_rmsf.

Com o objetivo de comparar resultados experimentais disponiveis para as
flexibilidades de cadeia dos DIlls com aqueles obtidos por nés, seguimos dois protocolos.
Para DENV-1 e DENV-3, os quais sdo originarios de estruturas cristalograficas, o fator de
temperatura (B-factor) de cada atomo é provido no préprio arquivo pdb original e, neste caso,

empregamos a equacdo 2.4 para a conversao em RMSF:%
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(3 x Bfactor )

10(8m)?2 (24)

RMSF = J

Por outro lado, DENV-2 e DENV-4 foram determinados por NMR e ndo possuem
informacao sobre o B-factor no arquivo pdb. Entdo o caminho foi executarmos uma analise de
RMSF aplicada diretamente sobre as variagOes estruturais contidas nas estruturas dos modelos
propostos, conforme apresentado no arquivo pdb correspondente. No entanto, devemos ter em
mente que os modelos de uma estrutura determinada por NMR, conforme registrado no
respectivo arquivo pdb, ndo refletem corretamente a amostragem necessaria de uma
distribuicdo de Boltzmann, podendo resultar (ao contrario daquela obtida de uma trajetéria de

dinamica molecular) em uma amostragem muito pobre.?*

Os dados da Fig. 2.9 indicam que DENV-1 e DENV-2 mostram uma melhor
concordéancia entre experimento e simulacdo; apesar de, em geral, subestimarem as
amplitudes das flutuacbes dos dados experimentais, as simulagfes reproduzem
qualitativamente a maioria dos resultados, concordando muito bem nas regides de picos e
vales.

No caso do DENV-4, ao contrario dos casos abordados acima, os valores numéricos
dos dados experimentais sdo significativamente menores do que aqueles indicados pela
simulacdo. Contudo, a alta flexibilidade de Psfs é evidente. Por sua vez, os dados
experimentais do caso do DENV-3 mostram uma flutuacdo suavizada pouco usual,

delineando, de certo modo, a flexibilidade de B,—3.

E importante notar que os dados experimentais dos quatro sorotipos apresentam
notéveis perfis distintos sobre os padrdes de flutuacdo entre eles, demonstrando assim que as
condicBes experimentais particulares e coleta de dados devem ser devidamente considerados
durante a fase de analise.> Ademais, as estruturas que foram originalmente determinadas
como um mondmero completo do ectodominio da proteina E (DENV-1), como um dimero
(DENV-3), ou isoladamente (DENV 2-4), carregam fatores de temperatura peculiares, ja que
a interacdo entre mondmeros e/ou dominios vizinhos pode causar interferéncia significativa

nesta variavel .
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De posse destas analises, ficou evidente a grande flexibilidade das regides de loops
para 0s quatro sorotipos (Fig. 2.9). Estas regides incluem os residuos GIn316,
(Thr,Asp,Glu,Ala)329, (Lys, Glu, GIn, Asn)343; (Asp, Glu, Lys, Asn)360, Phe373, and (Glu,
Pro, Asp, Asn)384 (aminoacidos agrupados em parénteses significa que estdo na mesma
posicdo nos sorotipos de 1 a 4, respectivamente). Estes residuos, com excec¢do do GIn316 e
Phe373 —os quais sdo conservados nos quatro sorotipos— se encontram em regides de baixa
identidade, ou seja, com propensdo a mutacées, o que reflete nas alteracdes nas flexibilidades
correspondentes. Os resultados de RMSF sdo importantes, pois corroboram as observacoes
obtidas pela analise do RMSD, e indicam que os loops B3 e Bs—Ps sdo de fato duas das
regides mais flexiveis, sendo que a Gltima, devido ao seu elevado fator de temperatura®, tem
sido sugerido como alvo para reconhecimento imunolégico.”®> Note que existem regides ainda
mais flexiveis, os N e C terminais, que ndo devem ser consideradas para qualquer efeito, visto
que na superficie viral, estas regides encontram-se conectadas a vizinhanga, ndo exibindo a

liberdade aqui apresentada.
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Figura 2.9. Representacdo do RMSF (Root Mean Square Fluctuation) sobre 200ns de dindmica molecular em
diferentes condicdes de pH e temperatura. Os valores de pH seguem a coloragdo indicada na legenda. Ao
centro, um guia da estrutura secundaria nativa correspondente (setas indicam regido de fita B) ao residuo
indicado no eixo x. Modificado de Soares e Caliri (2013).°
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2.2.2 — Areas de maior flexibilidade: loops p,—f; e Ps—Ps

Os resultados obtidos na secdo anterior destacam as regides de loops do DIl em particular.
Nestes loops, suas altas taxas de mutagcdo sugerem especificidade; suas altas flexibilidades
sugerem comportamento dindmico (Fig. 2.10); a alta concentracdo de residuos ionizaveis,
incluindo histidinas, sugere sensibilidade a variacdo de pH; e seu posicionamento espacial na
face interna do poro (veja secdo 2.2.3) de simetria pentarradial na superficie do virus imaturo,
sdo boas evidéncias de sua particular importancia. As flexibilidades descritas ocorrem em
praticamente todos os pHs, no entanto, particularmente para o valor de pH neutro, o
comportamento destes loops pode ser relacionado a uma possivel eficiéncia seletiva da

ligacdo do virus a membrana celular do hospedeiro. Para cada sorotipo, a reducédo do pH afeta

diretamente pontos distintos da estrutura, aumentando ou reduzindo localmente sua rigidez
(Fig. 2.9).

Figura 2.10. Configuragdes representativas para os DIlIs dos quarto sorotipos, indicando as &reas mais flexiveis
da cadeia proteica. As colorages é relacionadas ao aumento do valor de RMSF, e respeitam as seguintes regras:
menor que 0,16nm, branco; de 0,16 a 0,25nm, azul claro; de 0,26 — 0,35n, violeta; e maior que 0,36nm, azul
escuro. Note csque a maior parte das altas flexibilidades est4 associada a regides de loops. Modificado de Soares e
Caliri (2013).

Para complementar nossas observagoes, calculamos os autovetores do DIII, por PCA
(Principal Component Analysis),?® método matematico esse que reduz um conjunto de dados
correlacionados a um conjunto menor de dados ndo correlacionados, revelando assim
algumas tendéncias de movimento (Fig. 2.11). Os resultados gerais indicam que os loops em
questdo compartilnam praticamente da mesma direcdo de movimentagdo, ainda que com
sentidos diferentes, de forma semelhante a uma dobradiga. Espera-se que uma nova

abordagem na investigacéo desse local (se¢do 2.2.3) ira trazer mais detalhes sobre a interagédo
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entre estas duas regides. Adicionalmente, linhas de correlagfes atdmicas indicam que DENV-
1 e DENV-3 partilham de uma correlagcdo de longa distancia, outro resultado que indica a
possibilidade de que estes sorotipos tém uma natureza de ndcleo mais rigido (Fig. 2.8). A
correlagdo também € alta dentro dos componentes dos loops, caracterizando grande
interdependéncia de movimentos, o que em outras palavras, indicam que apesar de B33 e Bs—
Bs serem flexiveis como um todo, sua configuracdo é robusta (video 2-2.mpg).

DENV-4

Figura 2.11. Sequencia superior: representagdo tipo “porco-espinho” (porcupine) do primeiro autovetor gerado
por analise do componente principal das estruturas representativas dos quatro sorotipos em pH neutro e
temperatura de 310K. A magnitude dos vetores é proporcional a amplitude do movimento. Os loops de interesse
sdo mostrados em vermelho. Deste angulo em particular, pode-se observar seu movimento antagdnico com
vetores relativamente grandes. Sequencia inferior: representacdo das linhas de correlagdo (conjunto de atomos
que se movem orquestralmente) a um nivel de 70%. Modificado de Soares e Caliri (2013).°

As diferencas de identidade entre os quarto sorotipos, apesar da manutencgéo estrutural
do centro rigido do DIII, exercem influéncia nas regides de flexibilidade das moléculas, bem
como seu superficial eletrostatico. Além da histidina conservada na posicdo 317, apenas o
DENV-2 e DENV-3 possuem histidinas adicionais. Elas estdo localizadas nos loops p,—fs €
respondem ao aumento de uma carga elementar (+e) na passagem de pH neutro para acido.
Essa mudanca na ionizagdo modifica o perfil estéreo-elétrico da regido (Fig. 2.12), 0 que pode
levar a implicagGes importantes com relacdo a incorporacdo ligacdo de diversos possiveis
ligantes (tais como anticorpos e farmacos), bem como ter parte na sinalizacdo e resposta da

célula hospedeira.
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DENV-2

DENV-3

Figura 2.12. Detalhes dos mapas eletrostaticos representativos para os sorotipos, & temperatura de 310K e
diferentes pHs. Na superficie, azul indica cargas positivas, e vermelho, negativas. Areas de transigdo, neutras, sio
brancas. As estruturas estdo alinhadas de uma maneira a evidenciar os loops 3,3 (posicionamento mais inferior)
e B,—Ps(superior). A esquerda, uma referéncia em cartoon, mostrando os loops correspondentes em verde. Os
residuos de histidinas que variam a carga, presentes nos loops, sdo apontados pelas setas pretas. DENV-1 e 4
aparecem apenas em pH 7 pois ndo apresentam diferenga de cargas nos loops nessa variacdo de pH. Modificado
de Soares e Caliri (2013).3

2.2.3 — Configurac¢ao quaternaria do DIII: as regioes dos loops B,—p; e Ps—Ps

como sitio imunogénico

Como visto anteriormente, as regides envolvendo os residuos 338-346 (B,—f3) € 380-386 (Bs—
Bs) compartilham de caracteristicas estereoquimicas notaveis. Adicionalmente, elas séo
localizadas faceando o eixo de simetria pentarradial do virus maduro (Fig. 2.13; video 2-
3.mpg), onde os DIlls sdo intimamente relacionados, consistindo 12 aberturas (poros)
espalhados pela superficie do envelope viral. Cada um destes poros é levemente mais
proeminente e projetado da superficie do virus:** uma caracteristica topoldgica importante
para a capacidade de comunica¢do com moléculas provenientes do ambiente externo, como
por exemplo o inibidor fosfolipase A2 (tratada no Cap. 3). De fato, Zhang e colaboradores’ ja

destacaram a importancia desta regido e seus trés loops proeminentes (0s quais todos
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compartilham fatores de temperatura relativamente altos), sendo dois deles 0s nossos

referidos B—P3 e Ps—Ps.

Figura 2.13. A configuracdo dos DIl no poro pentarradial, como encontrado na superficie nativa do DENV.
lHlustramos a vista inferior do poro, como vista de dentro para fora do virus (a), e também a vista de fora para
dentro (b). A linha preta delimita duas unidades de DIlIs que, uma vez ocultas, produzem a imagem rotacionada
para o plano horizontal em (c), mostrando a distribui¢do interna dos loops (note os diferentes didmetros médios das
regides do poro. O loop B—Ps é colorido em vermelho, enquanto o loop B4—p5 é azulado. Em (d) apresentamos a
simetria icosaédrica do virus, indicando a localizagdo do poro de simetria pentarradial na superficie. As proteinas E
sdo representadas de acordo com sua unidade assimétrica original. A circunferéncia verde indica a regido do poro.

Modificado de Soares e Caliri (2013).

Aqui nds preparamos uma caixa de simulacdo com cinco unidades de DIlls na

configuracdo de poro com o objetivo de discutir em detalhe o comportamento conformacional

associado com a rede eletrostatica nesta regido, especificamente para 0 DENV-2. Cada loop

entre os dominios constituindo o poro concentra alta ocorréncia de (intra) ligacdes internas

(intra loop) de hidrogénio (LH) e, em escala bem menor, também externas (inter) loops

(Tabela 2.2.).

Loop Pares (Doador-Aceptor) <Ocorréncia> (%) AG(kcal/Mol) Papel
Asp341,,-His346,, 83.7 -1.01 Conexao da Base
Glu343,,,-Asp341, 57.4 -0.18 Conexao da regiao mediana

Lys344,,-Asp341,,.. 60.8 -0.27 Conexao da regiao mediana

[32-33 Arg345,,-Asp341, 89.4 -1.31 Conexao da regiao mediana

Arg345,-Asp341 80.4 -0.87 Estabiliza estado fechado

Val347,-His346 37.1 0.32 Ligacdo externa adjacente
Leu348,-His346, 26.1 0.64 Ligacao externa adjacente
11e380,,-Leu387,, 96.8 -2.10 Conexdao da base

Gly385,,-Val382,,, 56.5 -0.16 Conexao da regiao mediana

Ba-Ps GIn386,-Gly381,, 68.2 -0.47 Conexao da regiao mediana
GIn386,,-Glu3dss, . 29.0 0.55 Conexao da regiao mediana
Leu3&7,,-11e380,,, 99.3 -3.05 Conexao da base

Entre loops Lys344,-GIn386 12.2 1.21 conexao Ja-Ba/Ba-Fs
Lys344,-Glu383, 21.4 0.80 conexao [2-53/Ba-Ps

Tabela 2.2. Interacdes ndo covalentes presentes nos loops B,—f3 € Bs—Ps do poro pentarradial. A primeira coluna
lista os pares que interagem através de sua cadeia principal (m: main chain) ou cadeia secundéaria (s: side
chain). Demais colunas indicam a ocorréncia e a energia livre de cada par, bem como seu papel desempenhado

na estrutura local. Modificado de Soares e Caliri (2013).2

Estas interacOes sdo estabelecidas apenas entre um mesmo dominio, pois a distancia

entre as subunidades na regido do loop € maior daquela necessaria para a formacéo de LHs ou
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pontes salinas (PS).> Analise de desvio estrutural na regido dos loops (por RMSD) revela dois
comportamentos distintos: RMSDg; g3 apresenta um desvio médio da estrutura de referéncia
quase trés vezes maior que RMSDpsgs, com valores de 0,27+0,05 e 0,11+0,02,
respectivamente (Fig. 2.14, a). Nota-se que esta afirmacdo também & verdadeira para o
desvio padrdo, o qual é uma reflexdo direta da flutuacéo estrutural que surge da troca entre os
dois principais estados identificados de B,—B3, sendo um deles de configuragdo estreita (o) €

outro mais larga () (Fig. 2.14, c-e).

O loop Po—Ps apresenta um padrdo de ligacdes de hidrogénio que parece ser
centralizado no &cido aspartico na posicdo 341 (Asp341). As razdes principais do porqué
Asp341 desempenhar um papel critico sdo trés: primeiramente, ele liga a regido de base do
loop por uma ligacdo persistente (backbone-backbone) com His346 (ocorréncia média
¢$=83.7%), estabilizando o fold geral desta estrutura secundaria em particular, e tornando-a
mais estreita (a3). Em segundo lugar os atomos Oz e Os, de sua cadeia lateral agem como
dois aceptores eficientes, os quais se configuram perfeitamente em uma geometria em grampo
com o grupo de doadores da arginina na posi¢édo 345 (NH,1 e NH,2). Esta interacdo néo é
presente na estrutura cristalografica e parece que, uma vez estabelecida, tende a persistir.
Adicionalmente, a Arg345 também interage intensamente com a Asp341 através de seu grupo
amida e B-carboxila, respectivamente. Em terceiro lugar, a Asp341 é 100% conservado entre
todas as sequéncias dos quatro sorotipos do Dengue depositadas no banco de dados Uniprot?’
(apesar de ndo ser conservado entre o grande grupo das flaviviroses),”® o que evidencia sua

importancia como uma impressao digital do Dengue.

O par Asp341-His346 apresenta uma ocorréncia média de ¢ = 83.7%, a qual foi
calculada considerando todos os cinco Dllls do poro, adicionando cada tempo individual de
200ns, somando o total de amostragem de 1 microssegundo. Se considerarmos que a atividade
configuracional deste loop ndo € significativamente afetada pela vizinhanca, a energia livre
(AG) relacionada a transi¢do da conformagédo oy para a a, (mais larga para mais estreita) pode

ser estimada pela relaggo:***°

?
(1-o)

AG = RTlniEEE (2.5)
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que fornece AG = —1.01 kcal/mol. Os pardmetros sdo R=1.99 cal/(K mol) (constante
universal dos gases) e T = 310 (temperatura fisiologica absoluta; em K).

Na base do loop Bs—s, 0s pares 11e380(NH)-Leu387(0) e 387Leu(NH)-11e380(0)
respondem pelas maiores ocorréncias (¢ = 99.26% e ¢ =96.84%, respectivamente); ligacoes
de hidrogénio entre Gly385(N)-Val382(0), GIn386(N;,)-Gly381(0) e GIn386(N)-Glu383(0)
também sdo frequentes. Outrossim, interacdes entre B,—P3 € B4—Ps em uma mesma subunidade
sdo mais ou menos frequentes. Elas sdo responsaveis pela ligacdo de ambos os loops, 0s
tornando mais proximos quando pontes salinas entre Lys344(N;)-Glu383(O,.) e Lys344(N)-
GIn386(0;,) sdo estabelecidas (Fig. 2.14, f). Isto caracteriza 0s j& mencionados movimentos
antagonistas (dobradica), como ilustrado na Figura 2.11 (sequencia superior). Esta rede dita a
proximidade entre os loops, bem como seus formatos basicos, tendo também um efeito
evidente no didmetro do poro, de aproximadamente 23A (Fig. 2.13, a,b). Especulamos que
esta rede também pode servir como um agente tampao de cargas que ficariam disponiveis pela
reconfiguracdo da superficie eletrostatica no evento de uma mudanca ambiental, a qual pode
ser originada pela introducdo de cargas locais externas, desencadeado, por exemplo, pela

aproximacdo de outras moléculas (possiveis ligantes).

Figura 2.14. Detalhes das interacdes eletrostaticas de DENV-2 sob a esfera da superficie interna do poro
pentarradial. a) quando desestabilizado, por volta de 25ns, as ligacGes de hidrogénio e as pontes salinas (barras
vermelhas indicam a —minima— ,ocorréncia de ambos) envolvendo Lys344 [como representado em (f)], promove
a reconfiguracdo do loop B,—fs, aumentando a distancia entre ambos os loops em questdo (d;), expandindo
levemente o raio do poro (d;), como demonstrado por d; e d., respectivamente, em (b). Esta reconfiguragéo
destaca a transicdo da configuracdo o; (c-d) para o, (e), com modificagbes sutis na rede de ligacGes de
hidrogénio. Residuos que interagem através de seu backbone e/ou suas cadeias laterais tem seus atomos de
carbono coloridos em verde. LigacBes de hidrogénio e pontes salinas sdo coloridas em linhas amarelas
pontilhadas. Modificado de Soares e Caliri (2013).°
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A propriedade de poder responder as variagOes fisico-quimicas ambientais tem um efeito
direto nas flutuacdes estruturais do DIII; tal intensidade € dependente do sorotipo e tende a ser
mais pronunciada nas regides dos loop Po—Bs e Ps—Ps (Fig. 2.7).% O nicleo rigido do DIII é
composto principalmente por regides de alta similaridade, promovendo estabilidade estrutural
das fitas B, que funcionam como um apoio aos loops B>—P3 e Ps—Ps, € que, por sua vez,
apresenta especificidade do tipo impressao digital, bem como maior capacidade de explorar o
espaco configuracional. Como o padrdo de flexibilidade interna das proteinas é um fator
requerido para reconhecimento molecular 6timo,*! o comportamento estrutural do D111 parece
preencher os atributos conformacionais para o processo de infeccéo transcorrer: as regides de
baixa identidade implicam propriedades fisico-quimicas distintas ao DIIl dos quatro
sorotipos, consequentemente induzindo potenciais eletrostaticos particulares na superficie
viral e, portanto, um perfil especifico de resposta a variacbes externas de parametros
termodinamicos intensivos. As consequéncias de tais especificidades sutis em cada sorotipo
poderia, a priori, contar como um dos fatores responsaveis para a resposta imune em relacédo a
ineficiéncia de neutralizacdo de sorotipos distintos, ja que o status imune e fatores genéticos
do hospedeiro também sdo fatores determinantes para a infeccdo.** A configuracio das
proteinas E constituindo o poro pentarradial, com os DIII orientados simetricamente ao
centro, torna este conjunto uma regido interessante a focar futuros esforcos. Os loops que
mostram as maiores flexibilidades, o0 B3 e Bs—Bs, sdo expostos ao lado interno do poro, e
uma rede intrincada de ligac6es de hidrogénio e pontes salinas na regido é responsavel por
manter as interconexdes dinamicas entre os loops da mesma subunidade, mas ndo entre
subunidades vizinhas. Esta rede é mantida em todos os sorotipos, no entanto, se tratando de
uma area de baixa identidade, residuos participantes distintos sdo encontrados, com excecao
do Asp341, que é conservado e tem papel fundamental na dindmica do loop. Todas estas
caracteristicas adicionam a sugestdo de que esta regido interna do poro pentarradial poderia
constituir um alvo funcional para estratégias antivirais, ja que ele exibe especificidade
estereoquimica e uma rica flexibilidade modulada pelo microambiente circundante. Nesta
regido, outras moléculas e ions especificos podem efetivamente formar ligagdes quimicas,
influindo (possivelmente impedindo) em passos-chave do rearranjo do envelope viral, o qual,

leva a infeccéo da célula hospedeira.
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2.3 — Interacio do DENV-2/DIII com o anticorpo Fab 1A1D-2

Em estudo complementar, n6s buscamos analisar quantitativamente a area de contato entre o
DIl e o anticorpo monoclonal Fab 1A1D-2 (composto de um heterodimero — fragmento
variavel a cadeia leve e a cadeia pesada), apds uma simulacéo de equilibrio, em pH neutro,
temperatura de 310K e forga ionica de 0,15 mol/L. Aproveitamos nossos resultados da secao
anterior, para avaliar os efeitos na superficie eletrostatica no sitio de ligacdo do DIII isolado,
quando submetido as alteragdes descritas de pH e temperatura (Fig. 2.15). Os resultados
(publicados em Soares e Caliri, 2013)* mostram significantes alteracdes nas polaridades,
mesmo que cargas se mantenham aproximadamente na mesma proporgdo. Estes perfis
tendem, porém, a mudar de acordo com seu meio circundante, e serdo diferentes na
proximidade do anticorpo.

As coordenadas iniciais do complexo DENV-2/DIlI-Fab-1A1D-2 foram determinadas
por cristalografia de raios X ! e obtidas do PDB sob o cédigo de 2R29 (Fig. 2.16).

298K, pH 3

R

310K, pH 3 , 310K, pH 7

Figura 2.15. Representacdo da superficie eletrostatica das as estruturas isoladas do DENV-2, exibindo a
distribuicdo de cargas variando de acordo com a condigdo de temperatura e pH. A face mostrada aqui é aquela
com a qual o anticorpo em questdo interage. A coloragéo segue 0 mesmo padrdo da Figura 2.10. Modificado de
Soares e Caliri (2013).°
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Figura 2.16. A esquerda, o complexo DIII/Fab 1A1D-2 em representagio de cartoon. O DIII ¢ colorido em
alaranjado, enquanto os fragmentos das regiGes varidveis cadeias pesada e leve, sdo coloridas em,
respectivamente verde e violeta. A direita um esquema da superficie eletrostatica do anticorpo (pH 7 e
temperatura 298K), em corte, mostrando como a mesma se adéqua ao DIIl (em cartoon). A coloracdo
eletrostatica segue 0 mesmo padréo da Figura 2.15. Modificado de Soares e Caliri (2013).%

O complexo proteico de trés unidades se mostrou suficientemente estavel
estruturalmente (Fig. 2.16; video 2-4.mpg) na janela de tempo atual de simulagdo. Esta
estabilidade estrutural ocorre de duas maneiras, tanto para a integridade do complexo, que se
mantém unido por ligacGes ndo covalentes, quanto para 0s mondmeros, estes que conservam
sua estrutura tercidria. Apés uma rapida acomodacédo estrutural (RMSD ~2nm) o complexo
mostra que suas trés subunidades sofreram pouca variagdo durante os 30 nanossegundos
iniciais quando entdo tanto o DIIl quanto o fragmento da cadeia pesada do anticorpo,
sofreram um pequeno reajuste em um periodo de 20 ns, enquanto o fragmento da cadeia leve
se manteve relativamente estavel (com RMSD ao redor de 2,0+0,3nm) o tempo todo. Dentre
as trés subunidades, o DIII é o que apresenta maiores flutuacdes estruturais recorrentes (isto €,
flutuacbGes ndo desnaturantes). Estes valores do RSMD, relativamente baixos, e juntamente
com o fato da manutencdo das estruturas secundarias, constituem evidéncias de estabilidade

conformacional do sistema.

A compactacdo das cadeias também foi estudada neste caso. Esta analise é dada pelo
parametro do raio de giragdo (Rg), o qual aumenta proporcionalmente a medida em que a
cadeia peptidica se expande ou deforma. A evolugdo do Ry é obtido através do programa

g_gyrate, que se utiliza da equacdo:

Z.”FIHZ m;
Zimi ’

(2.5)
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onde m; € a massa do atomo i e rj é a posi¢do do atomo i em relagdo ao centro de massa da
molécula. O raio de giracdo é apresentado de forma independente para cada subunidade, e
revela pequena compressdo sistematica na cadeia leve, enquanto que a cadeia pesada
apresenta flutuacdes persistentes ao longo do tempo, especialmente entre 30 e 60 ns (Fig.

2.17). A curva do DIII varia suavemente e representa quase nenhuma mudanca em sua

compactacao.
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Figura 2.17. Evolucdo do RMSD (& esquerda) e do raio de giragdo (a direita) para o complexo DIIl/Fab 1A1D-2.
Modificado de Soares e Caliri (2013).%®

A representacdo eletrostatica de superficie identifica padrbes de distribui¢do de carga
(Fig. 2.18). As cargas podem ser originadas tanto por cadeias secundarias de aminoacidos
ionizados quanto por segmentos do backbone, ja que estes Gltimos apresentam nitrogénio e
oxigénio, 0s quais ndo necessitam apresentar carga liquida para gerarem uma polarizacdo. A
presenca de agua causa a internalizacdo de cadeias secundarias hidrofébicas, movimentando
0s grupos polares do backbone para uma localizacdo mais superficial. Da mesma maneira,
estas mesmas cadeias podem rearranjar-se em outra configuracdo particular nos arredores de
outro meio, tal qual a proximidade de outro peptideo, como é 0 caso que ocorre na juncao
entre DIII e o anticorpo.

Nos fomos capazes de identificar alguns residuos-chave no sitio de ligagéo, aqueles
que interagem direta e intimamente, sendo aparentemente importantes para a estabilidade
estrutural do complexo. Eles sdo encontrados em ambas as cadeias; nos destacamos (Fig.
2.19): Lys307 (DIII) — Asp99 (cadeia pesada Fab), Val308(DIll) — Glul101 (cadeia pesada
Fab) e Asn390 (DIII) — Tyr32 (cadeia leve Fab).
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Figura 2.18. Representagdo da superficie eletrostatica para o complexo DIlI/Fab 1A1D-2, mostrando a
distribuicdo de cargas. Azul representa cargas positivas, vermelho representa as negativas e os espacos brancos
séo de transicdo. As setas orientam as rotacOes de visualizagéo, a fim de prover um perfil completo (360°) ao
longo do eixo mais longo. No centro, uma visdo da face oposta do sitio de ligagdo do DIlI. Os pontos amarelos
formam linhas que marcam o contato de ligacdo entre o DIIl e o anticorpo. Note que a maioria das linhas
amarelas ndo corta sitios neutros (em branco), revelando a influéncia eletrostética reciproca entre as partes,
devido ao rearranjo das cadeias. Modificado de Soares e Caliri (2013).%
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Figura 2.19. Detalhe das interacdes ndo covalentes na face de contato entre DIlI/Fab 1A1D-2 no equilibrio. Os
residuos sdo nomeados de acordo com sua posi¢do na cadeia. Apenas Val308, Lys307 e Asn390 pertencem a
porcdo viral. Os tragos amarelos representam ligac8es de hidrogénio entre os residuos. Modificado de Soares e
Caliri (2013).%

Concluimos que variacbes de pH tem o potencial de efetivamente modificar as cargas
dos residuos ionizaveis do complexo, permitindo uma eventual quantificagdo quanto sua
importancia a eletrostatica da ligagdo, que é de valia para a afinidade entre o ligante e 0

receptor.
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Capitulo 3

Interacao membrana — proteina E:
implicacoes no processo de
infecgao

O terceiro capitulo desta tese é também aquele que a finaliza. Seu conteddo reflete o curso
natural da trajetéria de nosso trabalho, compilando nossa experiéncia adquirida sobre o tema e
apresentando o estudo de um sistema mais completo que anteriormente. Motivados pela
auséncia na literatura da resolucdo da estrutura da proteina E completa, isto €, de seu ecto-
dominio (dominios I, Il e I1l) com adicdo da por¢do basal transmembrana (haste e ancora),
nos utilizamos de diferentes técnicas para propor nosso proprio modelo. Em posse da proteina
E completa, agora com um dominio transmembrana, nos dedicamos ao desenvolvimento de
um ambiente propicio que reproduzisse as condi¢des basicas as quais a proteina é nativamente
proveniente, ou seja, uma bicamada fosfolipidica interfaceando o solvente circundante.
Embora nossa experiéncia em simulagdes realizadas até entdo, assim como a interacdo com
outros pesquisadores interessados no problema, tenham sido cruciais, simula¢@es de dindmica
molecular (DM) envolvendo interfaces impde novos desafios, pois sdo bastante diferentes
daquelas envolvendo proteinas globulares em solvente explicito. Foi necessario o
entendimento de novos conceitos aplicados a simulagdo, como tensao superficial e transicao
de estados de fosfolipidios em funcéo de temperatura, ou em funcdo do nivel de solvatac&o."
4 Outra necessidade que se imp6s, foi a busca extensiva na literatura sobre o status atual dos
diferentes campos de forgas quanto a este tipo de sistema, tanto suas limitacGes e pontos
fortes, bem como a adaptacdo apropriada para o formato e unidades nativas do GROMACS,

software utilizado em nossas simulagdes.
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Complementarmente, em um segundo momento (se¢do 3.2) apresentamos 0s
destaques de um estudo ainda em desenvolvimento que surgiu através da interacdo e
cooperacdo estabelecida com o Laboratorio de Virologia de Ribeirdo Preto da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (USP), onde investigamos o mecanismo molecular de interacdo da

enzima fosfolipase A, sobre a estrutural viral.
~ r *
3.1 — Interacio proteina-membrana

A elaboracdo de uma estrutura que possa reproduzir tanto quanto possivel as caracteristicas da
membrana do virus do Dengue é fundamental para o sucesso desta etapa. Fundamentalmente,
as propriedades de uma membrana sdo oriundas de sua composicdo e das condicdes
ambientais em que ela se encontra. Desta forma, a formulagcdo de um modelo de membrana
para nosso propdsito deveria seguir a mesma proporc¢do fosfolipidica encontrada na particula
do Dengue, o que se mostrou uma tarefa impraticavel, visto que esta informacdo até o
momento ndo era direta na literatura. Com a determinacdo de maiores esclarecimentos quanto
quais seriam nossas opg¢des para seguirmos em frente, nos aprofundamos no estudo do ciclo
do dengue, e na composicdo da membrana de outros virus, notadamente o virus da
imunodeficiéncia humana HIV-1 e HIV-2.° A partir disso, percebemos que, se ndo podemos
saber diretamente a proporcdo lipidica da composicdo da membrana constituinte do virus do
Dengue, o melhor que poderia ser feito é utilizar a informacéo sobre sua estrutura de origem:
a membrana do reticulo endoplasmaético rugoso (RER). Ao contrério da membrana do
Dengue, a membrana do RER é abundantemente descrita na literatura, o que nos permitiu,

finalmente, o desenvolvimento de nosso modelo em questdo (se¢éo 3.1.2).

Dividimos esta secdo 3.1 em basicamente duas partes: a modelagem da porgéo
transmembrana do envelope viral (&ncora), sua haste e a ligacdo com o DIII, obtendo um
modelo completo da proteina E; e a constru¢do de uma membrana de coeréncia bioldgica e

apropriada a sua inserc¢éo, tanto na forma monomeérica quando na dimérica.

“ Uma membrana biolégica é uma estrutura composta de uma bicamada fosfolipidica, proteinas e associacdes de
carboidratos, apresentando propriedades fisico-quimicas bastante complexas. Estruturas artificiais ndo atendem
0s critérios para serem consideradas membranas, no entanto, seguindo a convencdo da area, ndo faremos
distincdo entre membrana e bicamada, a ndo ser quando especificado explicitamente. Ademais, ndo abordaremos
a questdo quanto a denominagdo da estrutura correspondente nos virus (portanto a acuidade da expressdo
“membrana viral”) visto que ainda ndo ha um consenso aparente na comunidade.
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3.1.1 — Desenvolvimento de um modelo completo da Proteina E

A glicoproteina E é composta por trés dominios fixados na bicamada lipidica viral por meio
de uma porgdo transmembrana, sendo estes intercalados por uma haste. Pela natureza
hidrofilica dos trés dominios, e, portanto, pela facilidade de extracdo experimental, esta regido
é chamada de sE (soluble E) enquanto o conjunto completo (sE + regido hidrofdbica de haste
e ancora transmembrana) é o que se pode chamar de proteina E. Vale a pena ressaltar que,

apesar de ser o termo correto, nem sempre a literatura faz essa distingéo.

Apesar da auséncia até recentemente de um modelo de proteina E completo resolvido
disponivel na literatura, admite-se que o envelope proteico viral é ancorado no envelope
lipidico através das proteinas transmembranas chamadas de ancora, as quais sdo oriundas de
uma extensdo C-terminal do dominio Il (Fig. 3.1)."*® Por conta de sua insercdo na
membrana viral, existe certa dificuldade na determinacdo experimental exata do conjunto
haste+ancora, o que é refletido na auséncia dessa estrutura em alta resolucdo no PBD. Para
nossos propositos, a melhor estrutura que encontramos depositada no PDB € aquela sob o

codigo 1P58, a qual traz as coordenadas da proteina E quase completa (apenas um pequeno

fragmento ausente) que, por terem sido obtidas por microscopia eletrénica de criogenia,
7

tratam-se apenas de coordenas dos carbonos alfa.

Figura 3.1. Modo de insercdo da regido da ancora na membrana viral. a) Encaixe dos carbonos alfa no mapa das
densidades eletrénicas obtidas a partir do experimento de microscopia eletrdnica criogénica. b) Representacdo
didatica do modelo proposto em (a). Os numerais I, Il e Il correspondem aos dominios da proteina E; E-H1 e E-
H2: hélices de E enterradas ndo membranas (néo transmembrénicas); E-T1 e E-T2: hélices transmembranicas de
E; M-H: hélice ndo transmembranica de M; M-T1 e M-T2: hélices transmembranicas de M. Ambas as figuras sao
adaptadas de Zhang et al. (2003)."’

Apesar de tal modelo ser essencialmente insuficiente para simulagBes de dindmica

molecular, suas informacdes quanto as coordenadas dos carbonos alfa foram suficientes para
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tracarmos um protocolo de reconstrucdo total da proteina E (Fig. 3.2). Primeiramente
tomamos como referéncia os carbonos alfa da regido da ancora e haste, promovendo a
insercdo dos demais atomos constituintes do backbone, bem como os das cadeias laterais por
meio de ferramentas computacionais disponiveis do servidor SABBAC v. 1.3.7° Nesta etapa,
a estrutura resultante necessitava de fortes ajustes no posicionamento angular de suas cadeias
laterais, o que foi feito através do uso do SCWRL4.0.*%

a)

.......

Figura 3.2. Passos para a construgdo do regido de haste e transmembrana da proteina E do DENV-2. a)
Carbonos alfa obtidos em PDB: 1P58 sdo representados como pontos azuis, em contraste com o modelo final
(para referéncia visual). b) reconstrugdo parcial do sistema, com inser¢do de &tomos complementares ao
backbone, e cadeias laterais; alinhamento com a estrutura completa de sE (PDB ID: 10AN). ¢) Detalhe da
ancora, como representado em b). d) Ajuste das cadeias laterais e superposi¢cdo com o modelo anterior. e)
Resultado final do processo de construcéo.

T http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms:: SABBAC
¥ htt://dunbrack.fccc.edu/scwrl4/
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Apbs a reconstrugdo da haste e ancora, promovemos um teste de estabilidade
estrutural em bicamadas constituidas do fosfolipidio 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (POPC) (se¢d03.1.1.2), e conseguimos observar a manutencdo estrutural da
modelo, a partir disso, a base necesséria para sua conjugacdo com s (PDB ID: 10AN).*
Porém, dentre toda a compilagéo que a literatura oferecia no momento, ainda era ausente uma
pequena porcao a qual conecta o dominio Il de sE com a haste. Claramente ndo poderiamos
simular o sistema completo sem esta parte de conexao, ja que nenhuma transmisséo direta de
forcas se daria entre sE e a haste+ancora, inviabilizando a ideia de inser¢do do conjunto da
Proteina E em bicamada lipidica. Pelas informacgdes de sequéncia depositadas na se¢do da
estrutura 1P58 no website do PDB, recuperamos a informacdo primaria sobre os residuos
ausentes (395 a 399, Gly, Ser, Ser, lle e Gly) e procedemos com a reconstrucéo e ajuste inicial

de forma manual com ajuda do software PyMol,?

unindo todos os componentes. Este
protétipo foi entdo submetido para ajuste secundario por homologia com rotina proveniente

do Modeller? pela plataforma ModLoop.?*

Transposto o periodo de estudo para devida capacitacdo em simulacdes de dindmica
molecular envolvendo interface de bicamada lipidica (secdo 3.1.1.1), uma simulacdo de ajuste
final em membrana RER (se¢do 3.1.2) devidamente equilibrada foi feita, recorrendo a
restricbes energéticas em todas as regifes da proteina, exceto pela parte modelada. O
resultado & mostrado na Figura 1.15, e foi o0 ponto de partida para 0s experimentos

apresentados na secdo 3.1.3.

3.1.1.1 — Estudo de metodologias e parametros para simulacio de sistemas

com interface (bicamadas)

A modelagem e simulacdo de membranas ndo segue estritamente as regras que regem
a simulacdo de proteinas globulares em solvente. Primeiramente, é necessaria a escolha
apropriada do conjunto dos pardmetros energéticos (campo de forgas) a ser utilizado nas
simulacdes de membrana. Para nosso estudo, escolhnemos o campo de forca que atualmente
melhor reproduz resultados experimentais com bicamadas,”> o CHARMM36' que, por sua
vez, possui vantagens bem determinadas sobre seu antecessor CHARMM272¢, sendo as duas

principais:*
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e a correcdo dos (excessivamente) altos valores de tensdo superficial (y de 30 a 40
mN.m™) para bicamadas na fase fluida, os quais se estima que devam ser idénticos
a zero para bicamadas microscépicas retas,”’ ou apenas pouco maior que zero
quando existam ondulacBes;?® estas correcdes permitem exclusividade na
utilizacdo do ensemble NPT (isotérmico-isobarico) sem mudanca de estado da
bicamada de cristal liquido para gel;

e e 0 ajuste de valores de ordem de pardmetro mais concordantes com dados
experimentais, resultando em uma descricdo mais acertada da organizacdo das

cabecas lipidicas na superficie da bicamada.

Estas adequacdes resultam do refinamento e correcdo de cargas parciais aberrantes nas
cabecas lipidicas do tipo colina, e otimizacdo de parametros torcionais entre a cabeca e a
regido glicerol da cadeia.! E interessante também mencionar que o campo de forca AMBER
generalizado (GAFF — General AMBER Force Field) também vem mostrando boa capacidade
em descrever propriedades dinamicas e estruturais mesmo para um campo de forca nao
ajustado a dados experimentais de lipidios. No entanto, foi demonstrado que o GAFF tende a
exibir quantidade de solvente por area de lipidio menores que o esperado, bem como valores

mais altos de ordem de parametro de deutério em comparagdo com experimentos.?*%

Todas as distribuicdes do GROMACS 4.+ dispGem apenas de uma conversao
CHARMMZ27,* por isso fizemos o download da versao convertida do CHARMM36 na seco
de contribuicBes de usuarios no site do GROMACS.® Tal conversdo deve ser creditada a
Thomas Piggot, com parametros de lipidios por Par Bjelkman.? Parametros da molécula de
colesterol foram determinados por Lim et al. (2012),%® os quais nés convertemos e

incorporamos em uma versao propria do campo de forcas.

§ http://www.gromacs.org/Downloads/User _contributions/Force fields
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3.1.1.2 — Estudo preliminar da 4ncora em bicamada simples

Como passo inicial, construimos uma membrana exclusivamente de POPC com a ajuda do
software VMD® (Visual Molecular Dynamics) para comecar a entender como funciona a
simulacdo deste tipo de estrutura, até entdo uma novidade em nosso grupo de pesquisa. A
membrana foi gerada pelo modulo “membrane builder”, com a composigdo de 128 lipidios
(8x8 em cada uma das camadas, tamanho minimo para nosso caso) ja dispostos em uma
bicamada. No entanto, essa bicamada ndo é construida de forma que seus componentes
estejam dispostos em configuracdo adequada ao correspondente bioldgico (ndo equilibrada), o
gue nos despertou para a necessidade de um aprendizado denso sobre o tema. Por isso, um
modelo de POPC com 72 componentes, e ja equilibrado, foi obtido eletronicamente no site do
Dr. Jeffery B. Klauda.” Isso foi feito para otimizar nosso tempo: enquanto essa membrana
(pronta para ser utilizada) era simulada em conjunto com o peptideo ancora, havia tempo para
se iniciar o estudo pormenorizado de como montar e equilibrar um sistema dessa natureza,

porém de tamanho maior e com diferentes fosfolipidios.

O peptideo foi inserido no modelo de membrana do Dr. Klauda, em seguida foi entdo
adicionado o solvente e os contra ions, e o sistema foi simulado por 10 nanossegundos com
restricdes de movimento na proteina, assim as caudas dos lipidios puderam ajustar-se mais
adequadamente a proteina. Logo apds este passo, 0 peptideo teve todas as restricbes
removidas, e teve inicio a simulacdo de producdo, a qual correu por 200 ns: o sistema
mostrou-se estavel até o final da simulacdo. As duas hélices da ancora (Ey; e Enp) foram
estabilizadas pelo seu centro hidrofobico e se mantiveram ortogonais aos eixos longos (XY)
da membrana por interacdo das cargas presentes em suas extremidades com a por¢do polar
superficial da bicamada, bem como a o solvente (Fig. 3.3; video 3-1.mpg).

Nesse estagio, porém, nao foi feito nenhuma analise em relacdo a manutencdo dos
parametros de equilibrio da membrana, ja que se tratou de uma bateria de simulagdes de
aprendizado (onde em cada uma se ajustava alguns parametros, como eixos semi-isotropicos
de controle de pressdo, valor da correcdo de dispersdo de longo alcance, eficacia do modo
shift para interaces de van der Waals, modelo de &gua mais apropriado — TIP3PScharMmMm)-

Ademais, fatores de indicacdo de estado da bicamada, como parametro de ordem de deutério,

™ http://terpconnect.umd.edu/~jbklauda/research/download.html
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densidade eletrénica e espessura da membrana, foram estudados e discutidos (em lista de
usuarios GROMACS e CHARMM) e aqui sdo tratados em sistema mais complexo

(membrana mista), introduzido na secédo 3.1.2.

Figura 3.3. O peptideo ancora e haste do DENV-2 inserido na bicamada de POPC. Residuos em azul sdo
carregados positivamente (Arg e Lys), enquanto aqueles coloridos em vermelho sdo negativos (Asp e Glu).
Note a predominéncia hidrofébica do peptideo (em verde) no centro da bicamada (em cinza).

3.1.2 — Um modelo de membrana mais realista

Uma membrana biolégica real ndo é constituida de apenas um tipo de fosfolipidio,
como POPC'™ ou POPE, e por isso estruturas equilibradas que melhor mimetizam alguns
sistemas biologicos ja sdo disponiveis na literatura e, algumas delas procuram reproduzir, por
exemplo, uma membrana plasmatica bacteriana,®* enquanto outras imitam membrana
plasmética de levedura.> Aqui nés utilizamos MD para modelar um fragmento genérico de
membrana do Reticulo Endoplasmético Rugoso (RER), com sua composicdo meédia (em
figado de rato) de aproximadamente 60% POPC, 20% POPE, 10% POPS e 10% Colesterol

' POPC: 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina;
POPE: 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-etanolamina;
POPS: 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina;
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(CHOL).** N6s utilizamos 0 RER como modelo por duas razdes, primeiramente por que ele
oferece sua membrana como plataforma & biogénese do complexo de replicacdo em
Flavivirus,® e por haver falta de estudos na literatura que fornecam a composicdo lipidica

exata das particulas virais do DENV.

As diferentes composicOes das membranas de fosfolipidios influenciam sua fluidez, ja
que as cadeias longas hidrofdébicas dos acidos graxos variam em comprimento. A proporcao
lipidica depende de varios fatores, sendo eles principalmente a classificacdo filogenética do
organismo em questdo, o tipo de célula, e sua localizacdo na mesma. A proporc¢ao constituinte

de lipidios pode flutuar entre a membrana de origem e sua derivada viral,®

e o
desenvolvimento de modelos para cada uma dessas variagbes €, atualmente, uma tarefa
inviavel. No entanto, na pratica, uma grande parte dessas variacdes € modesta, e, para esses

casos, Nosso modelo se encaixa adequadamente.

A falta de estudos relatando a composicdo detalhada da porcédo lipidica do DENV €
uma preocupacao que ainda é levada em consideracdo. Recentemente tivemos contato com o
trabalho de Aloia et al. (1993)," o qual relata a composicdo da membrana do virus HIV, tipos
I e 1l, comparando com 0s componentes originais da membrana plasmatica do hospedeiro.
Esse estudo mostra como o sequestro de lipidios pode dar pistas sobre o processo de infeccao,
ja que foi encontrado um aumento de até 300% de esfingomielina na relacdo hospedeiro:
virus, além de diminuicdo de 80% de fosfatidil-inositol e 50% na POPC. Este panorama nos
motivou a associacdo com o Laboratério de Nanobiotecnologia Aplicada - Sistemas
Miméticos de Biomembranas, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
(USP) e com o Laboratério de Virologia de Ribeirdo Preto da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (USP), com o objetivo de determinar a composicao lipidica do envelope do
Dengue através de espectrometria de massa (Apéndice A). Esta analise nos trard duas
possibilidades como interpretacdo: ou confirmaremos a similaridade de composi¢do do
envelope viral com o RER, ou delinearemos as diferencas fundamentais. No primeiro caso,
nossos resultados com a membrana mimética do RER, juntamente com nossas analises aqui
apresentadas, sdo validos; no segundo caso, temos a possibilidade de confeccionarmos uma
membrana correspondente, e procederemos com o mesmo protocolo de simulacGes. Por se
tratar de uma informacdo inédita e importante, estamos aguardando estes resultados para

inclusdo em artigo em elaboracéo.
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3.1.2.1 — Montagem e equilibrio termodinamico do modelo mimético de

membrana RER

Neste topico, assim como nos dois seguintes, descrevemos 0s passos utilizados para a
montagem da bicamada lipidica em diferentes ensembles simulacionais, incluindo também
certos detalnes computacionais. Moléculas fosfolipidicas distintas em cada camada
(6ropc:2prope:1pops:1cHor) foram montados em uma membrana com 200 unidades (10x10)x2,
através dos médulos iniciais da ferramenta online CHARMM-GUI.? J4 que este servico néo
gera uma membrana totalmente equilibrada, a0 mesmo tempo em que ndo prové instrucdes
para minimizacdo de energia para GROMACS, os passos subsequentes aqui descritos séo
nossos proprios. Comecando a partir de uma estrutura bruta, em um estado energeticamente
estabilizado e com muitas sobreposi¢des entre as cadeias acil dos fosfolipidios, o0 processo de
minimizacao de energia pelo método dos gradientes conjugados (steepest descent method) néo
apresentou eficiéncia satisfatoria. Assim, para desfazer as superposicdes espaciais de atomos,
e para lidar simultaneamente com mais de um tipo de lipidio, tivemos que modificar o script
Inflategro,® afim de ampliar cada componente “x” e “y” de todos os vetores posi¢do,
aplicando um fator 1,5 sobre suas coordenadas originais. Em seguida, e com restricdes no
eixo Z, nos entdo realizamos o processo de minimizacdes de energia, que agora efetivamente
removeram completamente qualquer sobreposicdo restante. Para 0s préximos passos,
construimos um outro script para simular o sistema com uma série de contracdes sistematicas
no sistema, por meio da aplicagdo de um fator 0.95 nas coordenadas “x”e “y” ampliadas,
sendo que cada contracao era seguida, seguido por uma etapa simulacional de minimizacdo de
energia potencial, ajustando termodinamicamente as cadeias oleoil e palmitoil, bem como as
moléculas de colesterol. O processo de minimizacdo energética termina quando a area por
lipidio atinge aproximadamente daquela calculada como apropriada para nosso sistema, via a

seguinte expressao (Eq. 3.1):

N(POPC) + N(POPE) + N(POPS) + N(Colesterol) =4 :51,6A2 (31)
A(POPC ) A( POPE) A( POPS) A(Colesterol)

sendo que, para esse sistema, o nimero de cada lipidio € denominado por Nepopc) = 60,
Npore)= 20, Npops) = 10, e N(colesteroy = 10; enquanto as areas ocupadas por cada molécula séo
dadas por Apopcy = 55A%, Apope) = 52 AZ, Apops) = 52 A2, e Acolesteroly = 30 AZ. Estes valores
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sdo relativamente pequenos em relacdo aqueles tipicos para area por lipidio em membranas,
mas isso se deve a porcentagem de colesterol (10%), o qual provoca uma certa compactacdo

das moléculas.

Devido as propriedades liotropicas dos componentes do sistema, nos adicionamos
6759 moléculas de agua (modelo TIP3Pcharmm)), Satisfazendo a proporcédo agua/lipidio
maior que 33,8, garantindo uma solvatacdo apropriada a membrana na fase correspondente a

de cristal-liquido (L).

Nesta etapa inicial de montagem, para prevenir que moléculas de dgua penetrarem
artificialmente nos eventuais espacos vazios na membrana, nds modificamos provisoriamente
0s raios de van der Waals dos atomos de carbono de 0,15 para 0,38 nm antes de adicionar o
solvente. Em seguida, considerando pH neutro, como cada grupo fosfato de POPS apresenta
carga elementar negativa (-€), adicionamos entdo uma quantidade de ions suficientes para que
fosse atingida a eletroneutralidade do sistema, a uma forca i6nica de 150 mmol/L, o que
corresponde a 62 fons Na" e 42 jons CI". Ao retornar o raio dos atomos de carbono ao seu
valor original, espagos vazios séo criados. Tais espagos puderam ser eliminados facilmente
com uma simulacdo de 5ns em ensemble NVT (ensemble can6nico), o0 que ainda promove a
formagdo da camada de solvatagdo em ambos os lados da membrana. Contudo, tal
procedimento resulta em decréscimo na densidade do solvente. Essa anomalia foi resolvida
com mais uma etapa simulacional de 10 ns para se obter o equilibrio termodindmico no
ensemble NPT, e com pistdo de ajuste na caixa apenas na direcdo Z, calibrado para ajustar a
pressdo do sistema a valores em torno de 1 atm, e valores de 1 kg/L para a densidade do
solvente. Ambos 0s passos, de 5 ns e de 10 ns, foram feitos com restricdo de movimento nos
atomos de fosforo de cada lipidio em relacdo ao eixo Z da caixa; assim suas posi¢des verticais
permaneceram invariaveis durante o processo, protegendo a membrana contra deformacdes
desnecessarias. Apds estes passos iniciais, estas restricdes foram todas retiradas, e assim as
cadeias lipidicas passaram a se mover livremente, regidos pelo efeito hidrofébico lipidio/agua,
permitindo o ajuste em conformagdes biologicamente consistentes. Para a simulagdo de
equilibrio termodinamico no ensemble NVT, utilizamos o termostato de Berendsen® no ajuste
da temperatura para 310K. Esta temperatura corresponde ao valor fisiologico e, sendo
superior ao valor de transigdo L, para os componentes desse sistema, € apropriada para nosso

modelo. Para a etapa de equilibrio no enxemble NPT, n6s mantivemos o mesmo termostato, e
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adicionamos o barostato de Berendsen® para tratar a pressdo do sistema com fator de

acoplamento =20 ps.

3.1.2.2 — Ensembles NPA,T e NPyT

Em geral, os parametros de CHARMM parecem apresentar resultados mais concordantes com
experimentos quando a tensdo superficial do sistema ¢ igualada a zero (y=0 mNm'l)39 no
ensemble NPyT, e que também sdo satisfatorios os resultados de um sistema com a fixagdo da
area por lipidio a um valor constante, no ensemble NPA,T. Aqui, nés executamos duas
simulacdes, na fase de producdo, de 50 ns em cada um destes ensembles, e 0os parametros
utilizados séo descritos a seguir. A temperatura e a pressao foram controladas pelo termostato

4041 @ pelo barostato de Parrinello-Rahman,** em uma configuracdo semi-

de Nose-Hoover
isotropica (eixos XY independentes de Z) no ensemble NPyT (temperatura, pressdo normal, e
tensdo superficial lateral constantes), e com eixos fixos no ensemble NPA,T (temperatura,
pressdo normal, e area de superficie lateral constantes). O passo de integracdo do algoritmo
usado para integracdes numeéricas das equacdes diferenciais, a saber, leap-frog, foi de 1 fs. O
algoritmo LINCS*® foi utilizado para limitar o comprimento das ligacdes e angulos entre
pares de a&tomos, apos as forcas aplicadas no passo de integragdo. Com condicgdes periddicas
de contorno, o raio de corte de van der Waals foi ajustado para 1.2 nm, e 1 nm para as
interaces eletrostaticas do sistema, que foi tratada por PME (Particle Mesh Ewald)* com
aproximacéo de sexta ordem nas interpolagdes. As correlagdes dispersivas de longo alcance
foram zeradas, e as ligagdes com hidrogénios foram convertidas para constricdes. O maximo
espacamento para o grid da transformada de Fourier foi igualado a 0,15 nm. As simulacdes
foram produzidas com a utilizacdo de 30% do tempo total do cluster Silicon Graphics
International® Altix® XE 1300. As producGes em ambos os ensembles apresentados se
deram para fins comparativos, a fim de obtermos uma avaliacdo de ambos os métodos,

procurando delinear os melhores parametros para nosso sistema em particular.

A espessura de uma membrana, representada pela distancia ao longo do eixo-Z entre

os atomos de fosforo presente nos grupos polares dos lipidios em ambas as camadas, é uma

* 1 & a constante de tempo do acoplamento do barostato, ela determina qual a frequéncia que o barostato ira
influir no tamanho dos lados do cubo e adequar a pressao interna ao valor escolhido pelo usuario (em
picossegundos).
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variavel muito importante na caracterizacdo do equilibrio da estrutura e, por isso, foram
cautelosamente monitoradas. A espessura da membrana depende de Vvéarios parametros do
sistema, como a pressao, temperatura, proporcdo agua/lipidio, tipo de lipidio, entre outros. Ja
que estamos lidando com uma mistura de lipidios, suas interacdes produzem um padrédo
particular de espessura. A presenca do colesterol também perturba esse padrdo, pois ele
introduz um aumento quantitativo nas interagdes de van der Waals entre as caudas das
moléculas.*® Aos Gltimos 10 ns de cada simulagdo, uma espessura média de 4,5 nm foi
alcangada; os valores apresentados na Fig. 3.4 mostram concordéncia com a variagdo de
valores padrées de membranas puras de POPC ou POPE.?
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Figura 3.4. Os padrfes de espessura média dos Gltimos 10 ns das simula¢es nos ensembles NPA, T, a esquerda,
e NPyT a direita. Os prefis de espessura seguem as cores da paleta de referéncia, indicando os valores
correspondentes em nm. O eixo X e Y da caixa representa o tamanho do grid (unidade arbitréria) usado na
analise pelo script GridMAT-MD."

IS

Quando a tensdo superficial é controlada com y = 0 m.N.m™, nés observamos o
aumento sistematico na area superficial por lipidio nos 5 ns iniciais, para entdo convergir
lentamente para uma média de 57,8 A (Fig. 3.5). Baixa temperatura e/ou hidratacdo da
camada lipidica sdo condicfes usuais que direcionam o sistema a um estado similar ao de gel,

0 qual apresenta um maior grau de ordem.
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Figura 3.5 Evolucdo da area ocupada por cada lipidio na superficie da bicamada. Quando a tenséo superficial é
controlada em torno de zero, o sistema assume novos valores de &rea por lipidio, 0s quais se ajustam com média
de 57,8 A.

Horta et al. (2010)*® descreve como, em funcdo destes parametros, simulacdes de DM
em uma escala de 10-100 ns poderiam monitorar a transicdo Gel-Cristal liquido em
bicamadas: a orientacdo média das cadeias acil em relacdo ao eixo normal da membrana
(eixo-Z) € um bom método para a avaliacdo da organizacdo dos componentes do sistema, e é
dado pelo parametro de ordem (S;). Essa varidvel revela propriedades relativas ao estado em

gue a membrana se encontra, e é calculado da seguinte maneira:
1
S, =§<coszeZ >-=, (3.2)
2 2

onde &, descreve, para cada cadeia de fosfolipidio e em cada instante, o0 &ngulo entre o eixo Z,
normal & membrana, e a direcdo de cada ligagdo C-C ao longo da cadeia acil do fosfolipidio.
Para 6,= 0, se obtém o valor maximo S, = 1, significando perfeita orientacdo entre a ligagcdo
C-C com o eixo Z, enquanto uma organizacao isotropica é representada por S, = 0. Para cada
cadeia lipidica longa, a cada passo salvo da trajetéria, nds extraimos o valor de S, e
calculamos sua média S¢q entre todos os fosfolipidios. Tendo em mente que a insaturagdo da
cadeia oleoil deve ser considerada nesse célculo, nds realizamos uma avaliacdo em dois
passos, um para a cadeia insaturada e outra para a saturada (palmitoil). De fato, tem sido

discutido na lista de usuarios do GROMACS que (pelo menos até a versdo 4.6+) o programa
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g_order, que calcula S¢q de uma porcédo selecionada do sistema, gera valores inconsistentes
para as cadeias oleoil, devido a sua mono-insaturagdo. Esta questdo foi resolvida por Dr.
Christopher Neale, que disponibilizou um patch que corrige g_order, e passa a gerar valores
mais consistentes (e confirmados por analises no software VMD). Nossos sistemas
mostraram seguir o padrdo esperado para o parametro de ordem meédio, no entanto, o
ensemble NPyT mostra valores menores, mais proximos daqueles da fase cristal-liquido La

(Fig. 3.6), fato que nos fez escolher este ensemble para ser utilizado nas subsequentes

simulag0es.
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Figura 3.6. Pardmetros de ordem relativa aos componentes da membrana mista (RER), representados
separadamente entre as cadeias palmitoil e oleoil. A esquerda temos os valores para 0 ensemble NPA,T e a

direita, aqueles relativos a NPyT. Curvas cinzas, verde escuras e verde claras representam POPC, POPE e POPS,
respectivamente. Observe que em NPA,T, as caudas dos lipidios apresentam maior ordem.

Por conter uma mistura de moléculas com propriedades fisico-quimicas polares e
apolares, esse sistema tende a se auto-organizar de forma a segregar oS componentes

hidrofobicos e hidrofilicos, o que se da eficientemente na forma de bicamadas. Essa
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organizacdo cria um perfil caracteristico de densidade de massas ao longo do eixo normal a
bicamada (eixo0-Z) e, por consequéncia, também gera um perfil de densidade eletrbnica, o que
estd relacionado com a natureza de cada elemento constituinte. O perfil de densidade
eletrobnica € uma medida bastante importante para se ter uma ideia da configuracdo da
membrana, permitindo inclusive a determinacdo experimental da espessura da mesma. Ao
término das simulagdes, pudemos estimar tal densidade em nossos sistemas (Fig. 3.7), e
observar que a liberdade para a reestruturacdo dos eixos da caixa a torna maior, gerando o
aumento da area por lipidio, e como consequéncia, uma membrana menos espessa. No
ensemble NPA,T, os eixos da caixa ndo podem variar no plano XY, o que, neste caso, forca a
membrana a atingir niveis maiores de espessura. Apesar destas diferencas, a concordancia do
perfil resultante em ambos o0s casos € bastante satisfatoria, reproduzindo o resultado de

estudos similares, o que valida nosso sistema.’
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Figura 3.7. Perfil da densidade eletronica resultante das simula¢des da membrana mista nos ensembles NPAzT
(circulos fechados) e NPyT (circulos abertos). Os componentes verificados estdo descritos e associado as cores
correspondentes. Inset: normalizacdo dos resultados entre os dois ensembles para o sistema todo, é evidente um
menor valor (menor espessura de membrana) para a estrutura NPyT.

Apds extensivas analises, apresentamos dois modelos equilibrados, os quais julgamos
serem apropriados para simulacdes envolvendo derivados virais. Evidentemente diferentes
processos bioquimicos podem alterar a proporgéo fosfolipidica em relacéo a fonte do reticulo

endoplasmaético rugoso, e tais mudancas devem ser consideradas nestes casos em particular.
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Estamos cientes que todas as variaches possiveis para a composi¢cdo de lipidios séo
presentemente impraticaveis, no entanto, a partir deste modelo, podemos retirar algumas

conclusdes e parametros que nos guiem a eventuais modificacGes.

3.1.2.3 — Adaptacao da bicamada lipidica mista as dimensoes da Proteina E

O (inesperado) anuncio do estabelecimento da notavel parceria entre a USP e a Rice
University em 27/05/2102, nos possibilitou o uso compartilhnado do supercomputador Blue
Gene/P®®, Ao adicionar esse novo poder computacional ao repertério a nés disponivel,
pudemos explorar sistemas mais complexos e aproximadamente dez vezes mais numerosos
que anteriormente, com a possibilidade de tratar sistemas com grande quantidade de &tomos,
como 300.000 (secBes 3.1.3.1 € 3.1.3.3 ) ou mais.

Com a finalizagdo do modelo completo da proteina E, bem como 0 novo acesso a
maior poder computacional, prosseguimos com a ampliacdo da membrana mista pré-
equilibrada (video 3-2.mpg). A bicamada resultante possui uma &rea muito maior que a
anterior, o que permitiu a inser¢cdo do monémero da proteina E, bem como a insercdo de seu
dimero. Nas se¢des seguintes, reportamos os principais resultados referentes as simulagGes de
dois sistemas: um composto de um mondmero da proteina E na membrana RER, e outro de
um dimero da proteina E na membrana RER. Este ultimo sistema, no entanto, foi tratado de

duas formas separadas, uma em pH 7 e outra em pH 6.

A extensdo do maior eixo da Proteina E, ou seja, da extremidade do DIII até o loop de
fusdo (no DII) é de aproximadamente 140 A, enquanto a diagonal da superficie de nosso
modelo de membrana possui por volta de 100 A. Portanto, para a devida insercio desta
proteina em nosso modelo de membrana de RER, foi necessario seu aumento pela
multiplicagédo de coordenadas, o que foi realizado pelo uso do programa editconf. Desta forma,
duas multiplicacbes foram feitas, primeiramente na direcdo do eixo-X e em seguida, na

diregdo do eixo-Y, através de duplicagdo sucessiva, como representado na Fig. 3.8. Este

88 «“USP e Rice University assinam convénio para uso de supercomputador”-
http://www.usp.br/imprensa/?p=19683
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processo foi utilizado para aproveitar o estado inicial ja equilibrado, bem como a propor¢édo

de ||p|,d|03 de 6popc:2pore:lrors:lcHoL.

Figura 3.8. Padrdo de multiplicacdo das coordenadas na membrana RER (10x10). A esquerda temos o modelo
inicial, que foi duplicado uma vez no eixo-X (centro), que por sua vez foi duplicado uma vez mais, agora na
direcdo do eixo-Y, gerando o novo modelo RER 20x20 (a direita).

Apls este processo, Nnos precavemos em ajustar as jungdes entre as partes
multiplicadas, assim como aquelas que fazem a fronteira das condi¢des periodicas de
contorno, inicialmente por uma minimizacdo simples de energia, e posteriormente por uma
simulacéo curta de dindAmica molecular com os atomos de fésforo com movimentos restritos
ao plano XY, e em seguida uma rodada de simulacdo mais longa, sem qualquer tipo de

restricao.

Ao final, ap6s procedermos com algumas andlises, confirmamos a manutencdo do
estado L, de cristal liqguido da membrana. Isso se deu pela analise do pardametro de ordem, o
qual caracteriza orientacdo geral das cadeias lipidicas no sistema (Fig. 3.9), bem como pela
densidade eletronica (Fig. 3.10), que traca o perfil dos componentes do sistema, de acordo

com sua localizacéo e composicdo atdmica.
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Figura 3.9 Pardmetro de ordem de deutério (|S.q|) das cadeias palmitoil e oleoil dos lipidios componentes da
membrana mista RER (100x100). Os valores sdo condizentes ao estado de cristal liquido, ou seja, aquele
correspondente ao estado bioldgico. Dados obtidos pelo programa g_hbond (v. 4.5.4 — com patch corretor
para cadeias insaturadas — Autor Dr.Christopher Neale), pertencente ao pacote GROMACS.
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Figura 3.10. Densidade eletrdnica dos ultimos 10 ns de simulacdo da membrana RER (100x100). A coloracéao
segue a indicacdo da legenda ao centro do grafico. Dados obtidos pelo programa g density (v. 4.5.5),
pertencente ao pacote GROMACS.

Com estas confirmacdes, verificamos e validamos a adequacdo deste modelo, passo
fundamental para o avango a proxima secdo: a insercdo da proteina E neste modelo de

membrana.
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3.1.3 — Inserc¢ao da Proteina E na bicamada lipidica

Existem vérias técnicas para a insercdo de uma proteina em bicamada lipidica,®> sendo que
basicamente isso pode ser feito de duas formas: criar a membrana ao redor da proteina e
proceder com a termalizagdo, ou construir e termalizar uma membrana, e s6 entdo proceder
com a inser¢do da proteina. Aqui o termo “termalizar” se refere ao ajuste da orientagdo dos
fosfolipidios e colesterol sob a acdo das forcas naturais (representadas no processo
simulacional pelo campo de forcas), de forma que a membrana apresente propriedades fisico-
quimicas caracteristicas da fase desejada a qual, em nosso caso, corresponde a fase de cristal
liquido. Este tratamento € importante, pois um conjunto destoante de pardmetros pode levar a
uma fluidez ou rigidez excessiva da membrana, o que influiria diretamente no comportamento

da proteina a ser estudada.

O pacote GROMACS traz o programa g_membed (Gromacs Membrane Embed),? que
tem a funcdo especifica de auxiliar o usuério a inserir uma proteina ou qualquer outra
molécula que possa ser elegivel para a insercdo. Este programa trabalha com a técnica de
substituicdo, e seu protocolo segue a seguinte progressdo: inicialmente a proteina a ser
inserida é ajustada na posicdo final desejada, com sobreposicdo a membrana e moléculas de
agua; em seguida moléculas de agua, ions, elementos pertencentes a membrana que estejam
sobrepostas a proteina, sdo todos removidos; no estagio inicial do processo, a proteina é
encolhida ao longo do plano-XY, com os atomos da proteina ndo interagindo entre si
(simulacdo sem a computacdo de interacBes ndo ligadas intra-proteina), a fim de impedir o
surgimento de energias espurias; depois, ao longo da simulacdo, a proteina vai inflando
progressivamente, até atingir seu tamanho natural, ao mesmo tempo em que lipidios
circundantes vao se ajustando naturalmente a mesma; ao final, temos um sistema montado
(Fig. 3.11; video 3-3.mpg ). E importante ressaltar que nesta etapa, os &tomos da membrana
ndo estdo associados a nenhuma forga de restricdo: a membrana € livre para ajustar-se ao

redor da proteina.
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Figura 3.11. Método utilizado pelo g_membed para a inser¢do de uma proteina na bicamada. Aqui mostramos a
insercdo de um mondmero da proteina E do virus do Dengue (em amarelo). a) Estagio inicial com a proteina
encolhida no plano-XY. b) e ¢) Aumento progressivo da proteina no plano-XY. d) Estéagio final da insercéo da
proteina na membrana. Para efeito de separagdo visual, a camada lipidica superior é colorida em azul, enquanto
a inferior é colorida em cinza.

Logo apds este estagio, uma breve simulacdo (=5 ns) é processada com todas as forcas
de restricGes devidamente desativadas. A partir dai podemos proceder para continuar com a
simulacdo de producéo, de acordo com o que se pretende estudar.

Uma vez com parametros devidamente calibrados, a insercdo do mondmero da
proteina E pelo g_membed ndo imp6s problema algum, como o usual. No entanto, a insercéo
do dimero se mostrou complicada, ndo do ponto de vista técnico, mas pelo fato de a adi¢do do
segundo mondmero induzir o programa a fechar com erro de aloca¢do de memoria virtual.
Apbs inserir ambos 0os monémeros, cada um em sistema separado, ficou claro que o problema
é proveniente do codigo, o que foi confirmado apds contato com o autor, Dr. Maarten Wolf, o

qual, de posse das mesmas condicdes, conseguiu reproduzir o problema em seu laboratorio.

Por essa questdo, tivemos que lancar mdo de uma solucdo diferente. Apds a
consideracdo sobre as varias opcdes disponiveis na literatura, nos afunilamos a insercdo de
proteinas para dois méetodos. Na primeira bateria de simulacdes, o dimero € posicionado
acima da membrana, a uma distancia suficiente para ndo entrarem em contato, e uma forca
normal ao plano XY da membrana é aplicada na Proteina E, com sentido —Z (para baixo). A

forca aplicada move a proteina em direcdo a membrana, penetrando-a. Uma vez no

posicionamento desejado, 0 movimento cessa e a simulacdo para. Enquanto este método



109

atinge seu objetivo de posicionar a ancora dentro da membrana, a insercdo forcada e o
deslocamento excessivo de fosfolipidios ao longo do eixo-Z causam uma perturbagdo
relativamente grande, a qual poderia ser compensada por um tempo maior de termalizacéo

posterior, porém evidentemente a um maior custo de tempo computacional.

O segundo método tem sua constituicdo bem mais simples: é baseado na inserc¢éo por
substituicdo. Inicialmente a proteina é artificialmente inserida na posicdo desejada na
membrana, através do aplicativo VMD (Visual Molecular Dinamics).*® Essa insercéo traz os
mesmos problemas que o passo inicial do g_membed: sobreposi¢do de d&tomos entre proteina,
agua e lipidios. Contudo, no passo seguinte essa sobreposicao é eliminada, retirando-se todas
as moléculas que estdo a menos de 2 A de distancia” da superficie da proteina E. Desta
forma obtemos um prot6tipo da configuracdo inicial, o qual € entdo submetido a uma
simulacdo com forgas de restricdo em todos os a&tomos da proteina (exceto hidrogénios) e nos
atomos de fosforo (apenas no plano XY) dos componentes da membrana, com a finalidade de
acomodar naturalmente a membrana a proteina. Em seguida, todas as restri¢cbes sdo retiradas,
e todo o sistema € livre para interagir de acordo com o0s potenciais descritos no campo de

forca.

Nos topicos seguintes nds descrevemos os principais resultados obtidos pela simulacéo
destes sistemas, primeiramente 0 monémero (secdo 3.1.3.1), e depois o dimero (secdo
3.1.3.2).

3.1.3.1 — Estudo do monoémero da Proteina E na bicamada lipidica

Antes de iniciarmos o estudo do conjunto dimérico da Proteina E na membrana RER,
optamos por avaliar o comportamento de seu mondmero, de modo a obtermos as primeiras
informacdes sobre este tipo de sistema. Nesta etapa, 0 mondmero foi inserido com o auxilio
do programa g_membed, como ja descrito e representado na Figura 5, com sistema de pH 7 e
temperatura 310K. Sendo a proteina E uma molécula tipicamente alongada, esta foi embebida

na bicamada seguindo a orientacdo da diagonal do fragmento (Fig. 3.12), com isso nds

“ Foi escolhida a distancia de 2 A como uma margem de seguranca em relac&o ao raio de solvatagéo da
molécula de 4gua, que é de aproximadamente 1,4 A.
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evitamos a auto interagdo por condicdes periodicas de contorno (ja que fornecemos maior
distanciamento entre as imagens da propria proteina nas caixas-réplicas) com menor
quantidade de lipidios e solvente, acelerando a simulacdo. O posicionamento da proteina em
relacdo ao plano da membrana RER (Fig. 3.12) se deu de acordo com os dados obtidos por
microscopia eletronica de criogenia,’’ atentando-nos a reproduzir mais proximamente

possivel a profundidade e &ngulos descritos no trabalho original.

Figura 3.12. Viséo geral do estagio inicial da simulagdo do mondmero da proteina E inserido na membrana RER. Acima,
visdo em perspectiva sobre o sistema, evidenciando a orientacdo da proteina E (aqui representada em cartoon e em superficie
transparente amarela) em relagdo ao longo da diagonal do fragmento da membrana. Abaixo, detalhe da insercéo da proteina
E na membrana RER. Observe que, para efeito de clareza, a visdo da membrana conta com um corte e assim se encontra em
um plano mais profundo em relacéo a visdo da proteina, dando a falsa impresséo de que o complexo haste+ancora é maior
em relagdo @ membrana do que ocorre na realidade. Para uma visualizagdo mais representativa, observe o posicionamento
desta regido ja equilibrada, apds o inicio da simulagéo (Fig. 3.15)
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Inicialmente, a fim de verificar o comportamento estrutural da proteina E ao longo do

tempo, analisamos a deformacdo da cadeia proteica através da Raiz do Desvio Médio

Quadratico (Root Mean Square Deviation — RMSD) (Fig. 3.13), assim como o seu nivel de

empacotamento, pelo raio de giracdo (Fig. 3.14) e pela contabilizacdo de ligacdes de

hidrogénio estabelecidas intracadeia proteica (Fig. 3.15).
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Figura 3.13. Anélises do comportamento estrutural da Proteina E e seus componentes individuais. A esquerda,
sdo representadas as curvas de RMSD, e a direita € representado o grafico com os resultados da evolugdo do raio
de giragdo. A correspondéncia de cores com as diversas partes da proteina E é indicada na legenda. As curvas
foram suavizadas (programa Origin 8.0) pelo método de reducao de ruidos “Adjacent-Averaging” com a média de
50 pontos sendo representada por um nico valor.
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bem como a estrutura da proteina E como um todo, durante todo o tempo da simulagdo. A correspondéncia de
cores ¢ indicada na legenda. As curvas foram suavizadas (programa Origin 8.0) pelo método de reducédo de
ruidos “Adjacent-Averaging” com 50 pontos.
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A proteina E, como um todo, sofre um ajuste inicial rapido (até 2 ns), e permanece
mais ou menos constante, com relativamente pequenas flutuacdes até por volta de 28 ns,
qguando uma nova perturbacéo estrutural ocorre (Fig. 3.13, linha preta). Os dominios I, 1l e 11l
sofrem apenas ajustes iniciais tipicos, permanecendo praticamente inalterados durante a
simulacdo, indicando a manutengéo de suas respectivas estruturas nativas. No entanto, a haste
e a ancora apresentam acomodacgdes estruturais maiores, atingindo niveis de flutuacéo
compativeis com aqueles da proteina E como um todo. A ancora sofre sua maior acomodacéo
(um leve ajuste conformacional, de 0.1 nm) no ponto mediano que separa a trajetoria (ao
redor de 15 ns) em duas metades praticamente constantes. A haste, por sua vez, sofre uma
acomodacéo estrutural, de aproximadamente mesma amplitude que a da ancora, por volta de
22 ns. E natural que a ancora apresente os maiores valores de RMSD, ja que se trata da parte
mais diretamente envolvida na interacdo com os lipidios da bicamada, seguindo flutuac6es
decorrentes do movimento individual de seus componentes, bem como das ondulagdes do

conjunto.

Complementarmente, os dados sobre a variacdo da compactacdo da cadeia e de seus
componentes individuais, a evolu¢do do raio de giragdo, mostra que ndao houve nenhuma
distensdo efetiva em qualquer regido da proteina E e seus adendos. Os dados sobre a
frequéncia de ligacBes de hidrogénios estabelecidas por &tomos intracadeia confirmam a
auséncia de qualquer efeito desnaturante em qualquer estrutura secundaria bem como na

configuracao terciaria da proteina E.

Como um todo, tanto a estrutura da membrana quanto da proteina E (global e
localmente), se mantém integras (video 3-4.mpg). As ondula¢fes da membrana transferem
energia para a proteina E, as quais ndo chegam a ser suficientes para sua desestabilizacdo, mas
mesmo assim acabam originando inclinagdes relativas entre o DI/DIII e o DI, intermediadas
pela jungdo DI/DII, a qual funciona como uma dobradi¢a. Tratando-se de uma série de
movimentos periddicos, em alguns instantes o DIl encontra-se relativamente mais elevado em
relacdo ao plano geral da proteina (Fig. 3.15, a0 meio), enquanto ocasionalmente ocorre o
oposto. Estas flutuagdes poderiam ser esperadas para o DIl, ja que este € o dominio mais
afastado da regido de ancoracdo na membrana, porém, surpreendentemente, 0 mesmo
acontece com o DIII, que é justamente o dominio diretamente ligado a haste e ancora. O DIII
apresenta certa liberdade na dire¢éo ortogonal ao plano da membrana e isso é possivel por que

ele ndo esta diretamente ligado a ancora, mas sim pela haste, a qual parece possuir fungédo
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analoga a um amortecedor. Isso € interessante pois, apesar de ser essencialmente uma proteina
transmembrana, a regido SE parece ndo receber transmissao direta de energia por sua insergdo
na membrana (&ncora), mas sim por contato direto com a bicamada. Podemos ver claramente
que existem implicacdes ainda inexploradas sobre esse fato no que diz respeito a liberdade de
elevacdo dos monémeros e formacao de trimeros, os quais acredita terem sua regido de haste
quase que totalmente estirada, o que, neste caso, poderia promover a tragdo mecanica direta

entre membrana do hospedeiro—proteina E-membrana viral.

Outra ocorréncia que vale destaque é a formacao de uma depressdo na camada inferior
da membrana, o que é causado pela polaridade do loop posicionado entre as hélices da ancora
(Fig. 3.15, ao centro e abaixo), o qual interage diretamente com o grupo fosfato da membrana.
Embora poderia se esperar que a bicamada exercesse tracdo e provocasse um alongamento na
estrutura da ancora, isso ndo ocorre. Acreditamos que essa curvatura local, sendo multiplicada
por 180 (nimero de mondmeros na superficie do virus) e, possivelmente somada a influéncia
das sE interagindo lateralmente entre si, possa ser a grande responsavel pelo formato
icosaédrico viral, e pode dar alguma luz a origem da curvatura e formato semiesférico viral a
partir da superficie mais ou menos plana do RER, com a sintese proteica e montagem das
partes durante a génese da particula viral.
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Figura 3.15. Trés momentos representativos distintos identificados ao longo da simula¢do do mondmero da
proteina E devidamente ancorada na membrana RER. No topo, ao inicio da simulacdo, a ancora (em violeta)
ndo apresenta comprimento suficiente para atravessar a bicamada. Ao meio, aproximadamente ap6s 10 ns, o
loop polar (por causa de um residuo de arginina) localizado entre as hélices da ancora causa uma distorgdo em
forma de funil na camada inferior, enquanto o dominio Il apresenta-se levemente destacado da base da
bicamada. Abaixo, a figura mostra a liberdade de deslocamento ao longo do eixo Z que, como o dominio 1, 0
dominio 111 curiosamente também apresenta.
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3.1.3.2 — Estudo do dimero da proteina E na bicamada lipidica

Ap6s o estudo inicial do monémero inserido na bicamada lipidica da membrana RER,
seguimos para 0 passo seguinte aqui apresentado. A insercéo da proteina E em forma dimérica
(cadeia A e B) foi feita pelo método de substituicdo, onde as hastes foram devidamente
posicionadas na membrana, e todos os lipidios que a sobrepunham foram eliminados. Em
seguida, 50 ns de uma simulacéo de restricdo de movimentos na proteina e ajuste dos lipidios
a porc¢do transmembrana foram mais que suficientes para a eliminacdo de pontos de vacuo,
decorrentes do processo de inser¢do da proteina no sistema, concluida a sua adequacdo aos

proximos passos.

Diferentemente do mondmero, aqui foram feitas duas simulagdes mais longas e com
pHs diferentes: pH 6 e 7. A diferenca de pH foi introduzida com o objetivo de estudarmos
eventuais diferencas que possam surgir com a diferenca da protonacdo das histidinas nas
cadeias A e B do dimero. Para isso, langcamos mao das mesmas anélises apresentadas na secao

anterior, bem como inspecao direta (visual) da trajetéria.

Em primeira analise, percebemos a auséncia de grandes flutuacbes em ambos os pHs e
que a deformacdo do complexo se d& de uma forma similar aquela apresentada no monémero,
desde que consideremos as partes isoladas (video 3-5.mpg). De fato, como um todo, os
mondmeros apresentam deformacgdes menores quando em conjunto, do que quando isolados,
0 que é evidenciado na Fig. 3.16. Isso tem como causa direta o efeito que a interface de
interacdo tem sobre seu vizinho, sendo que, as interacBes fracas estabelecidas fornecem
energia estabilizadora adicional, a qual limita consideravelmente a flutuacdo de sE em relacao
ao eixo-Z, bem como a separagdo dimérica, como se observa na Fig. 3.16, item (a). Além
disso, o efeito que a ancora tem sobre a membrana e a consequente formacdo de regides de
menor espessura também s&o observados no dimero, de fato, com maior intensidade, Fig.
3.17, item (b).
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Figura 3.16. Evolucdo do RMSD em pHs diferentes e para cada cadeia separadamente. Em a) e b), temos 0s
dados para o pH6, respectivamente para a cadeia A e B. Em ¢) e d), temos os dados para o pH7, respectivamente
para a cadeia A e B. As curvas foram suavizadas (programa Origin 8.0) pelo método de reducdo de ruidos
“Adjacent-Averaging” com 50 pontos.

Os dominios de sE, como unidades isoladas, ndo apresentam acomodacdes
significativamente distintas em diferentes pHs, o que significa que a estrutura do dimero €
mais estavel, isto ¢, ndo sofre acomodacBes grandes o suficientes para caracterizar alguma
segregacgdo entre os mondmeros, na janela de tempo simulado (50ns). De forma geral, como
ja visto anteriormente, as maiores deformacgdes se concentram na regido de direto contato com
a membrana, a saber, a haste e a ancora, e sdo causadas diretamente por perturbacdes do
movimento molecular dos lipidios e colesterol, bem como pelas ondulacdes deste sistema de
interface. Contudo, dada a pequena amplitude das deformacdes (observe que valores maximos
atingem 0,5 nm), as diferencas entres as curvas séo insignificantes. Note que elas guardam
ainda a memoria das condic¢des estruturais iniciais, como mostram as curvas para a mesma
cadeia em pHs diferentes. Aqui também, a haste parece propensa a sofrer os maiores
rearranjos, como Vvisto para a cadeia B em pH 7, o que é detectado também para pH 6 (cadeia
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B). Entre estes ultimos, a haste parece sofrer um maior rearranjo maior em pH 7, o que é
detectado simultaneamente nas cadeias A e B, eliminando o efeito local que poderia acometer
apenas 0s mondémeros isoladamente. Este rearranjo, porém, é minimo, e consiste apenas em
uma leve angulacdo, a qual é mostrada na Figura 3.17(c). E importante ressaltar que os
valores apresentados na Figura 3.16 devem ser interpretados de acordo com o tipo de estrutura
de referéncia utilizada para o calculo do RMSD. Como nds utilizamos a primeira estrutura
como referéncia (tempo zero), as curvas descrevem bem a transicdo do estado inicial para o

de equilibrio, mas superestimam os valores em que este equilibrio se estabelece.

Figura 3.17. Resultados relevantes quanto a simulagao dimérica. a) Uma visdo representativa do sistema mostra
que até o fim dos 50 ns nenhuma dissociagdo entre os dimeros ocorre, independente do pH, sugerindo que
grandes mudancas conformacionais ocorrem em escalas de tempos maiores. b) Uma grande perturbacdo na
espessura da membrana, e consequente em sua curvatura sao identificadas a partir de alguns nanossegundos de
simulacdo. Este efeito é mais pronunciado com o dimero do que com 0 mondmero. ¢) A principal modificagdo
responsavel pelas diferencas de raio de giracdo e RMSD na cadeia B, discutidas no texto, é causada pelo ajuste
angular entre as hélices componentes da haste, onde o angulo inicial 8; é maior que o final ;. A coloragdo
violeta e amarela corresponde, respectivamente as cadeias A e B.

Como a membrana equilibrada possui uma estrutura onde as moléculas de lipidios ndo
sdo alinhadas regularmente, entdo obviamente o local de insercdo para cada ancora apresenta
vizinhanga com moléculas de configuracdes distintas, o que influi diretamente sobre o
comportamento de equilibrio inicial de regides especificas, em nosso caso as ancoras e hastes.
Uma analise apenas entre as cadeias B, pode fornecer mais informac6es sobre a influencia do
pH no sistema, como apontado acima. Esta diferenca inicial na insercdo nos lipidios, ndo
permite o estabelecimento de uma andlise direta entre cadeia A e B, a ndo ser sobre o efeito da
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configuracdo inicial sobre a final. Assim, simulagdes em janelas de tempo consideravelmente
maiores se fazem necessarias.

Como visto acima, nesta janela de tempo (50ns), a variacdo de pH, ndo nos fornece
resultados definitivos em relacdo a mudancas estruturais de grande extensfes, como também
ndo mostra alteragdes nas interagdes que mantém os mondmeros na forma dimérica. De fato,
a maior variagdo observada n&o ocorreu em diferentes pHs, mas sim em diferentes cadeias (A
e B): de fato, os gréaficos indicam que, em um mesmo pH e nas condicdes inicias adotadas, a
cadeia B sempre apresenta um perfil de ajuste inicial mais pronunciado porém, a curva do
RMSD alcanga um patamar e se mantém praticamente constante a partir do instante de
aproximadamente 20ns. O nivel de compactacdo dos diferentes componentes da proteina
(dominios de sk, haste e ancora) se mantiveram praticamente constante durante a totalidade
das simulages (Fig. 3.18), o que reforca a concluséo de que, apesar de flutuagdes locais para
ajuste relativo dos componentes das cadeias, na janela de tempo adotada, estes praticamente

nédo perdem suas respectivas configuracgdes originais.
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Figura 3.18. A evolucdo do Raio de Giragdo correspondente as simulacdes em pHs diferentes e em separado
para cada cadeia. Em a) e b), temos os dados para o pH6, respectivamente para a cadeia A e B. Em ¢) e d),
temos os dados para o pH7, respectivamente para a cadeia A e B. As curvas foram suavizadas (programa Origin
8.0) pelo método de redugio de ruidos “Adjacent-Averaging” com 50 pontos.
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Outra forte evidéncia da estabilidade estrutural se da pela apresentagdo da grande
constancia das ligacbes de hidrogénio intracadeia (Fig. 3.19). Excluindo-se a ja citada
diferenca inicial na vizinhanca da ancora e haste da proteina E, todos os valores se mantém
muito préximos, com uma pequena excecao da ancora na cadeia A, a qual mostrou um leve
aumento de ligagOes de hidrogénio em sua estrutura, decorrente da diminuicdo do pH6. A
anélise combinada com o Raio de Giragdo, no entanto, mostra que este aumento no nimero de
ligacGes de hidrogénio é acompanhado de uma reducédo do Raio de Giragédo, indicando maior
compactacdo. Ambas as perturbacdes se referem a elongacdo (detectado apenas na cadeia A)

das duas hélices que compdem a &ncora, em detrimento do comprimento do loop que conecta

as mesmas
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Figura 3.19. O nimero de ligagdes de hidrogénio estabelecidos intracadeia correspondentes as simulagdes de
pHs diferentes, separada para cada cadeia. Em a) e b), temos os dados para o pH6, respectivamente para a cadeia
A e B. Em c) e d), temos os dados para o pH7, respectivamente para a cadeia A e B. As curvas foram suavizadas
(programa Origin 8.0) pelo método de reducéo de ruidos “Adjacent-Averaging” com 50 pontos.
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A distribuicdo de cargas da proteina E e alguns de seus componentes isolados revela a
origem das forcas estabilizadoras do sistema, e, tragcando o mapa eletrostatico de superficie
(Fig. 3.20) em pH 7, conseguimos uma avaliacdo mais completa da interacdo intra-proteina e
proteina-membrana. Os célculos foram feitos utilizando o plugin APBS*' no PyMol.
Observamos que a distribuicdo de cargas na superficie externa dos dominios I, Il e Il é
predominantemente negativa, com alguns pontos positivos espalhados ao centro e nas bordas,
enquanto a superficie inferior, aquela em contato com a superficie polarizada e levemente
negativa da membrana, é predominantemente positiva. Além disso, a superficie de contato da
haste com a base da proteina E, também € positiva, 0 que explica a atracdo entre as partes, € 0
papel de amortecimento da primeira sobre a segunda. Finalmente, o perfil da &ncora mostra
uma predominancia de regides eletroneutras, com excecdo da ja citada extremidade do loop

de ligacdo entre as hélices.

Figura 3.20. Perfil eletrostatico em pH 7. a) dimero da proteina E - visdo superior (externa); b) haste+ancora —
visdo superior mostrando a superficie de contato com a parte inferior dos dominios I, Il e I1I; ¢) haste+ancora —
visao inferior mostrando a parte embebida na membrana. A coloracdo segue a seguinte convencdo: azul indica
carga superficial local positiva (carga elementar +e); vermelho indica carga superficial negativa (carga elementar
-e); coloragdes mais claras indicam 4&reas de transicdo, enquanto areas esbranquicadas indicam
eletroneutralidade.
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Compilando todas estas informacdes do perfil eletrostatico de superficie, fica evidente que a
interacdo proteina E (inclusive entre seus componentes) e membrana € finamente ajustada de
modo que haja atracdo mdtua, e, portanto, o estabelecimento de forgas atrativas de

estabilizacéo.

3.2 — Inibicao da infec¢do viral pela Fosfolipase A, de Crotalus durissus

terrificus: estudo tedrico e experimental

Nesta secdo descrevemos um experimento computacional sobre inibi¢cdo da infecgdo viral.
Esta parte de nosso trabalho se desenvolveu em cooperacdo com o grupo do Prof. Dr. Victor
Hugo Aquino Quintana (Laboratério de Virologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto - USP). Tal estudo consiste na utilizacdo da Crotoxina e a Fosfolipase A;
(PLA,-CB), proteinas provenientes da peconha da cascavel sul-americana (Crotalus durissus
terrificus), como agentes inibidores da infeccdo do Dengue em células Vero E6. Nesta
cooperacdo, exploramos a topologia do envelope viral a fim de propor possiveis mecanismos

estruturais que possam explicar a maneira pelas quais a PLA, promove tal inibicao.

A PLA, apresenta uma alta eficiéncia in vitro na inibicdo da infeccdo de células
hospedeiras pelo virus do Dengue (resumo dos resultados experimentais no Apéndice B).
Sendo uma fosfolipase, a hipotese inicial € que sua acdo se daria agindo diretamente sobre a
bicamada lipidica viral, contudo como a PLA, é uma proteina, poderia se sugerir que seu
sucesso na inibicdo viral se deve ao estabelecimento de interagdes do tipo proteina-proteina
(com o envelope viral que protege a bicamada lipidica), por ligacdes de hidrogénio ou pontes
salinas, por exemplo. A PLA, poderia apresentar certas regides em sua superficie com
afinidade a certas regides da superficie do virus do Dengue, mais especificamente com a
proteina E, e de alguma forma bloqueando a infec¢do. Sua suposta complexagdo com o virus
do Dengue poderia dificultar eficientemente a evolugdo configuracional da proteina E na
formacdo de trimeros, quando os loops de fusdo estdo posicionados em uma maneira 6tima
para promover a fusdo de membranas com o hospedeiro. Evidéncias mostram, no entanto, que
este muito provavelmente ndo é o caso. Experimentos adicionais de inibigdo pela PLA, foram
feitos pelo grupo do Prof. Victor Hugo, onde a efetividade da inibigéo viral pela PLA; foi
testada para diferentes familias virais (Rocio — Flavivirus; Mayaro — Alfavirus; Oropoche —

Buniavirus; Coxsackie — Enterovirus), com taxa similar de sucesso. Estas familias distintas
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apresentam composicOes diferentes de aminoéacidos, levando a composi¢fes proteicas
diferentes, o que sugere a impossibilidade deste ser o fator comum sobre o qual a PLA; age.

Por outro lado, todos estes virus apresentam uma camada lipidica interna mais ou
menos acessivel através do envelope proteico, e este pode ser um fator comum, o qual
escolhemos para estudar e justificar os resultados obtidos pelos ensaios de inibicdo do
crescimento viral em cultura de tapetes de células de macaco. Entdo, estudamos aqui possiveis
hipdteses de como a PLA,; age sobre a particula viral ndo através de uma interacao proteina-
proteina, mas sim através de seu caminho catalitico, agindo sobre fosfolipidios individuais

sob o envelope viral.

Aliando a acdo conhecida de hidrolise em ligacdes sn-2 de glicerofosfolipidios da
PLA,,*® bem como os resultados experimentais que confirmam sua eficacia de inibicdo viral
apenas em particulas envelopadas aqui descritas, decidimos investigar a possibilidade da
PLA, conseguir, de alguma maneira, transpor a barreira fisica externa imposta pelo envelope
proteico e acessar seu substrato, a bicamada lipidica. Existem evidéncias que indicam que
virus de simetria icosaédrica, tal qual o virus do Dengue, exibem um padrédo de equilibrio de
forcas bem determinado®® e que pequenas perturbacdes poderiam desestabilizar sua estrutura,
principalmente neste caso, onde a destruicdo de porcbes da bicamada podem levar a um
consequente impedimento de rearranjo estrutural, essencial na dinamica de fusdo de

membranas.

Uma vez sintetizado pelo hospedeiro, o virus do Dengue pode ser encontrado
principalmente em dois estagios: maduro e imaturo (Fig. 3.21). Até o comego de 2013, a
literatura sugeria que o virus maduro teria uma cobertura proteica hermética, sem qualquer
abertura prontamente larga o suficiente para prover acesso de uma molécula das dimensdes da
PLA; a bicamada lipidica, através do envelope proteico. NOs estudamos computacionalmente
estas regides, e nossas evidéncias indicam claramente que os Unicos sitios no virus maduro
gue exibem um diametro de maior acesso a bicamada sdo justamente 0s poros pentarradiais
encontrados nos vértices da assimetria icosaédrica, o qual descrevemos com detalhes no
Capitulo 2, secdo 2.2.3. Estas sdo as aberturas de maior didmetro no envelope proteico, as
quais permitem a comunicagdo do ambiente externo com a bicamada lipidica, tornando nossa

principal hipotese de que a PLA; poderia utilizar justamente esta via de acesso ao substrato.
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Estes poros (12 ao todo na superficie viral), no entanto, mesmo sendo as aberturas
mais largas na estrutura, ndo oferecem espacamento suficiente para o livre acesso da PLA; a

bicamada lipidica, como podemos ver por simples sobreposi¢cdo na Figura 3.22.

virus imaturo virus maduro
(n&o infeccioso) (infeccioso)

Figura 3.21. Reconstrucdo de microscopia eletrénica por criogenia das particulas virais imatura (& esquerda) e
madura (a direita) do Dengue. Abaixo de cada uma das estruturas esta ilustrado como as proteinas E estdo
dispostas em ambos o0s estagios, sendo que no virus imaturo, o espagamento entre estas subunidades é muito
maior, 0 que causa grande aumento na exposicao da bicamada lipidica ao ambiente. Figura adaptada de Perera e
Kuhn (2008). *°

O modelo utilizado para a base de reconstrucdo do virus do Dengue foi o de cddigo
PDB 1THD,* com o alinhamento de um modelo refinado das unidades da proteina E (PDB
ID: 10AN)?, enquanto que o modelo utilizado da PLA; foi o de cédigo 2Q0G.”" Este
empacotamento de alta densidade do envelope viral, no entanto, € transitério. Ele ocorre
apenas no estadgio maduro, onde as proteinas E estdo dispostas paralelamente a superficie
viral, em 90 conjuntos diméricos. O estagio imaturo € constituido por uma formagdo muito
mais espacada, com aberturas mais frequentes e maiores (Figura 3.23), as quais permitem
mais facilmente a passagem através do envelope proteico e o estabelecimento de contato entre

a PLA; e seu substrato: os fosfolipidios da bicamada.
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Figura 3.22. Os pontos de acesso a bicamada lipidica na superficie da particula viral madura. Acima: a direita
uma vista geral do virus maduro, com detalhe aumentado a esquerda, destacando um poro pentarradial (em azul),
com uma molécula de PLA, acoplada (amarelo transparente). Abaixo: uma superficie com atomos representados
em seus respectivos raios de van der Waals, mostrando a grande quantidade de pequenas fissuras que causam
comunicacdo da bicamada com o ambiente, a0 mesmo tempo em que acoplamos a PLA, & maior abertura de
todas, aquela correspondente ao poro (o0 qual ainda se mostra estreito para a difusdo da PLA,).

E importante salientar que um terceiro grupo, os virus parcialmente maduros (podemos incluir
aqui também particulas com pequenas imperfeicdes), sdo perfeitamente capazes de infectar a
célula hospedeira, mas também sdo suscetiveis a desestabilizacdo direta da bicamada nas
regides imaturas.
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Figura 3.23. Os pontos de acesso a bicamada lipidica na superficie da particula viral imatura. Acima: a direita
uma vista geral do virus imaturo (em vermelho), com detalhe aumentado a esquerda, com uma molécula de
PLA, acoplada (amarelo) a abertura do poro pentarradial, que se encontra cercado por outras aberturas largas.
Abaixo: & esquerda, o contorno da PLA, (em verde) posicionada sobre uma superficie do virus imaturo com
seus carbonos-alfa representados em seus respectivos raios de van der Waals (vermelho), em comparacdo a
mesma regido no virus maduro (em preto). Observe a grande diferenca no raio de abertura entre os dois estagios,
evidenciado pelo contorno do local em que estaria posicionada a PLA,. A direita, uma molécula de PLA, (em
amarelo) centralizada na abertura do poro imaturo, evidenciando o espagoso caminho de difusdo até a bicamada
lipidica.

Até este ponto, nossa andlise foi de carater preliminar, mas a simples superposi¢do da
PLA, ao topo do poro pentarradial nos permite perceber que o tamanho do primeiro é
significativamente maior que a abertura do segundo, o que sugere a impossibilidade estérica
de difusdo espontanea através do envelope proteico até a bicamada lipidica enterrada. Apesar
de ser uma hipotese valida, a sobreposicdo as partes envolvidas apenas proveem evidéncia
visual, a qual ndo é suficiente para se tirar conclusdes mais definitivas. Com o objetivo de
avaliarmos mais a fundo as interacGes ocorridas entre as partes envolvidas, nds fizemos uma
série de simulagdes exploratorias, as quais duas delas s&o relevantes, e por isso serdo descritas

aqui. Uma delas consiste no sistema em equilibrio, como um controle, enquanto a outra conta
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com a insercdo de uma forca (perpendicular ao plano da bicamada) aplicada a PLA,
provocando seu deslocamento do topo do poro até sua base (Fig. 3.24), ou seja, mimetizando

0 trajeto que ela teria de fazer in vivo para ter acesso ao substrato.

DIl DIl

Figura 3.24. Sistema montado para a simulagdo de controle sobre o comportamento do complexo PLA,/5DIlIs
(em magenta e roxo, respectivamente) quando os componentes entram em contato (moléculas de agua foram
omitidas por clareza). A seta verde indica a direcdo da forga aplicada na molécula de PLA,, for¢ando seu trajeto
através do poro formado por cinco DllIs.

Inicialmente, nés submetemos nosso modelo pré-equilibrado do pentdmero do
dominio Il da proteina E (0 mesmo descrito na secao 2.2.3) acoplado a PLA;, de acordo ao
servico “GRAMM-X Protein-Protein Docking Server”,** e separamos, entre os resultados de
menor energia de ligacdo, o modelo que representava a melhor orientagdo relativa ao sitio
ativo da fosfolipase em relacdo ao plano da bicamada. A simulacao de equilibrio foi Gtil para
checar como a estrutura da PLA;, se comporta na proximidade de um dos poros do envelope,
avaliando se, e como, um componente exerce uma modulagdo estrutural no outro, como certo
alargamento do diametro do poro ou mesmo se a PLA, sofreria alguma deformacéo
espontanea que permitisse a ocorréncia da difusdo para o centro do poro. Apds um tempo
longo o suficiente (50 ns), uma analise geral do sistema mostrou que, enquanto a PLA;
apresenta certa mobilidade, ela ainda permanece parcialmente ligada a dois a trés Dllls, na
porcdo apical. Alem disso, uma analise estrutural mais especifica aponta a manutengdo da

estrutura praticamente inalterada de todos o0s componentes do sistema, como agora
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demonstraremos em comparacdo a dindmica molecular guiada por uma forca artificial
(Steered MD).

A Figura 3.25 (a) mostra a forca aplicada ao centro de massa da PLA; ao longo de 5ns
de simulacdo. Ja que a velocidade da PLA,; em direcdo ao interior do poro foi mantida
constante, a variacdo de resisténcia gerou o perfil de forga descrito na curva. O aumento da
forca de tracdo mostra a crescente resisténcia da abertura estreita do poro ao transito da PLA,,
até o momento do inicio de sua desestruturacdo (~3,5 ns) devida a alta tenséo aplicada. Na
Figura 3.25 (b), n6s comparamos a distancia percorrida do centro de massa da PLA, ao
centro da base do poro, onde se encontra a camada lipidica. Na simulacdo controle, a PLA;
ndo difunde espontaneamente, entdo a distancia se mantém a mesma. Quando a forca é
aplicada, o centro de massa da PLA; alcanca a regido da bicamada por volta de 4250 ps. No
entanto, como descrito anteriormente, a abertura do poro mostrou-se demasiadamente estreita
para permitir a chegada da PLA; na regido da bicamada sem a consequéncia de uma grande
deformacdo estrutural. Através do RMSD e Raio de Giragdo, nds pudemos quantificar tais
deformacoes [Fig. 3.25 (c)], as quais mostram que t&o logo a marca do 1 ns foi ultrapassada, a
PLA, comeca a desnaturar-se progressivamente. Tal deshaturagdo é também confirmada pelo
declinio numérico de ligagdes de hidrogénio [Fig. 3.25 (d)] intracadeia por parte da PLA;, 0
que é causado pelo destaque e grande estiramento da hélice N-terminal, bem como uma

desestabilizacdo generalizada do ndcleo da estrutura (Fig. 3.26; video 3-6.mpg).
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Fig. 3.25. Andlise comparativa estrutural entre as simulagfes de controle (preto) e com aplicacdo de forca
(vermelho). a) A forca aplicada na PLA, ao longo de 5000 ps de simulagdo; esta forc¢a foi introduzida para gerar
o movimento artificial ao encontro da abertura no eixo de simetria pentarradial no envelope viral. b) a distancia
percorrida do centro de massa da PLA, e a base central do poro. ¢) O raio de giracdo da PLA, e 0 RMSD em
relacdo a sua estrutura original. d) A contagem de ligacdes de hidrogénios estruturais da PLA, ao longo tempo
em que ela é arrastada para dentro do poro e perde progressivamente a maior parte do perfil de sua configuracéo
nativa.

T=0ps T= 3500 ps

Fig. 3.26. Momentos da passagem forcada da PLA, através do poro pentarradial. a) Ao inicio da simulacdo, a
PLA, (mostrada em cartoon azul e superficie transparente) é ligada a abertura do poro pentarradial
(representado em superficie cinza) em um estado de equilibrio. b) Apds 3500 ps, a PLA, esta totalmente
inserida dentro do poro, e mostra sinais de grande desestabilizacéo. ¢) Proximo do fim do movimento de difuséo
forgado, em 4620 ps, o centro de massa da PLA, esta proximo de completar a difusdo, no entanto a cadeia como
um todo se encontra totalmente desestruturada.
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O conjunto de analises mostra que as dimensdes PLA; s&o demasiadamente grandes
para que mesma muito grande para possa difundir espontaneamente através do poro
pentarradial do virus maduro, o que acontece apenas com a aplicacdo de uma forca artificial,
com consequente desestabilizacdo da estrutura da fosfolipase. Por isso, concluimos que tal
difusdo s6 poderia acontecer na estrutura viral de particulas imaturas, parcialmente maduras
ou mesmo naquelas imperfeitas, quando em temperatura ambiente (25°C). No entanto, Zhang
et al. (2013)"" mostraram muito recentemente que a estrutura do Dengue em temperatura
fisioldgica (37°C) apresenta configuracdo drasticamente diferente do que a literatura vinha
descrevendo, e que, de fato, o virus exibe areas de exposi¢do de membrana significativamente
maiores que a dimensdo da PLA; [Fig. 1.13, itens (d) e (e)] em angulagdo de acesso ao
substrato. Esta informacdo indica que a PLA, age diretamente sobre varios pontos da
superficie viral, o que provavelmente desestabiliza sua configuracdo tipica de proteinas do

envelope, caracteristica essencial a infecgéo.

E neste cenario, porém, que apresentamos um dado importante: por volta de 40% das
particulas virais produzidas e exportadas pelo hospedeiro contém a proteina prM associada a
proteina E,>*** configuracdo encontrada apenas em configuragBes imaturas. SO esta
percentagem j& nos descreve que quase metade da carga viral € passivel de sofrer diretamente
a desestabilizacdo pela livre acdo da PLA, na bicamada lipidica em temperatura ambiente. A
parte restante, na qual as particulas sdo maduras (pelo menos parcialmente), quando expostas
a temperatura fisioldgica, podem ter pontos da bicamadas hidrolisados por contato direto com
a PLA,. Toda a carga viral poderia, ainda, sofrer interferéncias adicionais, proveniente dos
subprodutos resultantes das particulas imaturas destruidas pela PLA,. De fato, como
demonstrado na literatura,™ a introducio de fragmentos de porcées de dominio 111 da proteina
E no ambiente viral previne a ocorréncia do evento de trimerizacdo, obstruindo a exposicao
6tima dos loops de fusdo, assim evitando o desenvolvimento do processo de infeccgéo.
Enquanto, neste cenério, o DIII ainda se encontraria associado ao resto da proteina E, seus
padrdes eletrostaticos de superficie e sua topologia ndo séo significativamente diferentes
daquela dos dominios Il isolados, 0 que pode perfeitamente causar a ligacdo do DIII da

proteina sobrenadante a proteina E ancorada na superficie do virus maduro.
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Epilogo

A metodologia central deste trabalho consiste na investigacdo de propriedades
estereoquimicas de macromoléculas de interesse bioldégico em seu microambiente, por meio
de simulacdo computacional de parametros que modelam as caracteristicas fisico-quimicas do
sistema soluto-solvente. A Dindmica Molecular é capaz de fornecer uma série de informacGes
sobre um sistema suficientemente pequeno e em tempos curtos, por meio de interpretacdes
fisicas da movimentacdo atbmica de cada um de seus componentes, e suas interacdes. Esta
técnica € relativamente nova, especialmente no emprego em sistema contendo
macromoléculas, e se apresenta em um panorama de plena expansao. Por se tratar de uma area
de vanguarda, durante a execugdo deste trabalho estivemos sempre em contato com outros
autores de diversos aplicativos/ferramentas, frequentemente trocando cddigos/scripts de
analises, contribuindo, muitas vezes informalmente, ao desenvolvimento do campo. Néo ha
abundancia de protocolos bem definidos e a parametrizacdo de sistemas inovadores muitas
vezes depende de adaptagdes cuidadosamente consideradas. Pela ineréncia multidisciplinar da
DM aplicada a sistemas bioldgicos, bem como seu pleno desenvolvimento aliado ao avanco
vertiginoso do poder computacional das Ultimas décadas, a atencdo as inovacgdes técnicas

sempre consome muito tempo, e deve ser ponderada com as analises dos resultados.

A presente tese compila a investigacdo de sistemas com configuracdes
fundamentalmente distintas, sendo, porém, essencialmente relacionados. Isso se deve
principalmente ao escopo da DM, a qual, como qualquer outra abordagem tedrica, tem seu
corpo de atuacdo delineado e atinge seu apice quando associada a dualidade: teoria
modulando a investigacdo experimental (teoria-experimento) ou resultado experimental sendo
explicado pela teoria (experimento-teoria). Por isso, grande parte de nosso esforgo foi
direcionado ao estabelecimento de cooperacGes que pudessem confirmar ou refutar
experimentalmente nossas hipoteses, estas que, por sua vez, poderiam servir como base

tedrica ou complementar na elaboracéo e/ou analise de experimentos de carater imunoldgico,
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viroldgico e bioquimico. Os ensaios de variacdo de pardmetros termodindmicos intensivos
influindo sob a estrutura do DIl (Capitulo 2) revelam caracteristicas com possiveis
implicacdes antivirais, passiveis de futura investigacdo, principalmente quando se leva em
consideracdo a configuracdo quaternaria assumida na superficie viral (os 12 poros
pentarradiais) em temperaturas diferentes. Adicionalmente, a identificacdo de residuos-chave
na interface de ligacdo do DIIl com o anticorpo Fab 1A1D-2 fornece pistas quanto a
influéncia de possiveis mutac@es sitio-dirigidas sobre a estabilidade do complexo e, portanto,

ao poder neutralizante deste fragmento.

Um exemplo interessante da via experimento-teoria se deu pela investigagdo em
cooperacdo sobre o mecanismo de acdo da inibicdo da infeccdo viral pela fosfolipase A;
(Capitulo 3). A descricdo prévia das dimensbes e propriedades estruturais e eletrostaticas do
DIl na configuragéo de poro pentarradial nos forneceu fundamento para tecer a associagéo de
que este seria um ponto ideal para o acesso da fosfolipase A, a seu substrato tipico, a
bicamada lipidica. A partir de resultados experimentais, nos utilizamos da DM para testar

hipdteses as quais seriam muito dificeis/dispendiosas de serem testadas experimentalmente.

Seguindo o caminho natural de se estudar as partes e depois o todo, associamos dados
provenientes de resultados experimentais com nossos métodos tedricos, para a construcao de
um modelo completo da proteina E, até entdo inedito na literatura. Da necessidade de
acomodacdo da regido transmembrana da proteina, ap0s uma série de ajustes, desenvolvemos
um modelo pertinente de bicamada lipidica cuja composicao se remete a mesma da membrana
da organela celular que a origina (RER). No momento, através de outra parceria,
desenvolvemos um estudo que consiste na determinacdo da composicao lipidica da bicamada

gue compde o virus, buscando confeccdo de um modelo ainda mais realista.

Tal modelo sera de grande importancia nos estudos porvindouros, onde iremos
estender nossa hipdtese em relagdo a uma caracteristica peculiar a0 mecanismo de fusdo de
membranas. De fato, tem sido proposto que em pH &cido a proteina E sofre grandes alteragdes
conformacionais, as quais acabariam por expor a parte extrema do DII, onde se localiza o loop
de fusdo. E como tem sido verificado nos resultados discutidos acima, muito provavelmente
tais mudancas conformacionais se dariam por meio das conexdes inter-dominios. O fato de
termos observado mudancga conformacional apenas discreta na proteina E (a rigor, sequer a

sua dissociacdo dimérica foi observada) pode ser devido a pelo menos duas possibilidades:
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primeiramente, a janela de tempo utilizada neste nosso estudo pode ter sido ainda insuficiente
para que o fenébmeno fosse observado, visto que o tempo caracteristico do processo de
infeccdo viral envolve vérias ordens de grandeza superiores a 50 ns. Contudo, de outra forma,
nossos resultados poderiam também sugerir que durante o processo de infec¢do, com o virus
ja no interior da célula, eventualmente ocorreria o contato entre a superficie viral e a parte
interior da membrana do endossomo, quando entdo o peptideo de fusdo, mais livre devido ao
ambiente de reduzido pH e por meio de eventuais flutuacdes estruturais, seria induzido a
interagir mais intimamente com a membrana do endossomo. Assim, podemos testar por DM
nossa tese de que o contato do envelope viral com a membrana do endossoma poderia
estabelecer uma rede de interagcbes hidrofdbicas, iniciando uma inducdo de grandes
transformacoes estruturais das proteinas E, isto é: todo os demais rearranjos estruturais —como
a formacdo de trimeros— por exemplo, se dariam quase que “enzimaticamente” induzidas por

esta ligacdo inicial.



Apéndice

A — Determinacdo dos componentes da bicamada lipidica do virus do

Dengue por espectrometria de massa

Para a determinacdo dos componentes da bicamada lipidica do virus do Dengue, o Prof. Dr.
Pietro nos orientou que a melhor opg¢éo disponivel para nos seria a espectrometria de massa,
de fécil acesso em seu laboratério (Laboratério de Nanobiotecnologia Aplicada - Sistemas
Miméticos de Biomembranas - FFCLRP). Estdo sendo utilizados em conjunto o UHPLC
(Ultra High Performance Liquid Chromatography) Acquity (Waters) com sistema de bomba
quaternaria e espectrometro de massas Xevo TQ-S com fonte de ionizacdo por ESI equipado
(Waters). No entanto, este 0 novo aparelho (muito mais sensivel — exige menor quantidade de
material viral) havia acabado de ser implementado, e ainda necessitava passar pelo protocolo
de calibracdo. Desde a primeira etapa, onde 50% dos componentes candidatos foram
calibrados com sucesso, 0 avanco do projeto encontra-se em fase final, restando a prospeccéo

de apenas alguns tipos de lipidios.

Enquanto isso, a amostra viral ja foi preparada e encontra-se acondicionada no
Laboratorio de Virologia da FCFRP pela mestranda Sra. Raquel Rinaldi Russo, a qual
gentilmente cedeu as informacoes referentes ao cultivo celular e preparacdo da semente viral
aqui descritas. Estas mesmas informacOGes fazem parte do artigo de coautoria entre o0s

participantes do experimento (em elaboracao).

O cultivo celular das células do mosquito Aedes albopictus, linhagem C6/36,
cultivadas a 28°C em meio de cultura Leibowitz (L-15; Cultilab, Campinas) e suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB; Cultilab, Campinas). Para os repiques das
monocamadas continuas de células, o meio de cultivo do frasco foi desprezado, a
monocamada sera lavada por duas vezes com tampdo fosfato salino (PBS) e as células foram
desprendidas do frasco com o auxilio de um espalhador de células. Finalmente, as celulas
foram homogeneizadas em meio L-15 suplementado com 10% de SFB e distribuidas

igualmente em garrafas de 75cm?, contendo um volume final de 20mL de meio de cultivo.
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A multiplicagdo do virus foi obtida em cultivo de células da linhagem C6/36. As
mesmas foram escolhidas por serem permissivas ao DENV, possibilitando sua multiplicacéo e
demonstrando efeito citopatico (mudanca detectavel na célula hospedeira devido a infecgédo
viral) bem visivel e reprodutivel ao microscépio éptico. As células C6/36 foram crescidas em
frascos de 75cm? contendo meio L-15 suplementado com 10% de SFB. As células foram
incubadas a 28°C por 24h para formagdo da monocamada celular com 80-90% de
confluéncia. Apds esse periodo, as células foram inoculadas com 100uL de DENV-2 NGC
(1,25x10’UFP/mL) e incubadas a 28°C durante 1h, com agitacdo moderada de 15 em 15min.
Posteriormente, foi adicionado20mL do meio L-15 suplementado com 2% de SFB. A
infeccdo foi acompanhada através do efeito citopatico por cinco dias. Transcorrido esse
periodo, o sobrenadante da monocamada foi colhido, separado dos restos celulares por

centrifugacdo (5min a 4000rpm) e armazenado a -80°C.

Na perspectiva iminente da liberacdo do equipamento de espectrometria para o ensaio
de determinacdo lipidica do envelope do DENV, a amostra viral foi descongelada (resultando
em um volume de 20 mL), sendo submetida aos sucessivos passos experimentais pela Dra.

Ana Maria Sper Siméao, sob supervisdo do Prof. Dr. Pietro Ciancaglini:

e centrifugacdo a 11.000 rpm por 10 minutos, em temperatura de 4°C
(Eppendorf Centrifuge 5804R); neste passo ndo houve formacao de pellet;

e centrifugacdo a 50.000 rpm por 100 minutos, em temperatura de 4°C
(Hitachi angle rotor P50AT2);

e descarte do sobrenadante;

e adicéo de 1 mL de solucdo tamp&o (50 mMol/L TRIST + 2 mMol/L MgCI?,
pH 7,5) no pellet;

e homogeneizagdo manual tipo potter ;

e adigdo de 1 mL do tampao;

e adicdo de 1 mL de suspensdo (1mg/mL de cloroférmio/metanol), e levado
ao agitador por 10 s,;

e adicdo de 1mL de cloroférmio 100%;

“ UFP: unidade formadora de placa.
" tris(hidroximetil)aminometano


http://www.google.com/search?q=amss%40usp.br
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e centrifugacdo por 3 min. Na centrifuga clinica, para separacdo de fases
(Fig. A.1);
e extracdo da fase organica (~ 0,5 mL) e acondicionamento para iminente

submisséo ao espectrometro de massa.

[===p¥ Fase aquosa
" 3

— v,
-

Fase organical
(c/ lipidios)

Figura A.1. Separagdo de fases apds os passos de ultra centrifugacdo e adi¢do de tampéo e solventes organicos
(cloroformio e metanol). Observe a formacéo de trés fases: a aquosa, proteica e a fase organica (contendo os
lipidios de interesse).
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B — Principais resultados experimentais sobre o efeito da PLLA2 sobre o
virus do Dengue

Nesta secdo, ilustramos resumidamente um dos resultados experimentais principais obtidos
pelos nossos colaboradores no Laboratorio de Virologia da FCFRP, liderados pelo Prof. Dr.
Victor Hugo Aquino Quintana, com envolvimento direto da Dra. Vanessa Danielle Menjon
Miiller e da mestranda Sra. Raquel Rinaldi Russo. A descricdo da metodologia completa e o

detalhamento maior sdo relatados em nosso artigo em elaboracao.

Os experimentos foram realizados com o objetivo de analisar o efeito virucida da
crotoxina (ctx) (fosfolipase+crotamina) e da fosfolipase isolada (PLA,-CB). Apés a
replicagdo do sorotipo de DENV-2, quantidades iguais de 1,17x10° PFU" tiveram
separadamente a adicdo de PLA2-CB & 8 ng/pl, crotoxina também & 8 ng/pl, e tampéo PBS'
por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, as misturas foram tratadas com 8 pl de
RNAse A (20 pg/mL) ou PBS por 1h a 37°C. Para a andlise dos resultados, foi utilizado a
deteccdo do RNA viral sobrenadante (o qual é indicativo de lise do envelope) via PCR em

tempo real. Abaixo apresentamos um resumo dos resultados.

Virucida Direto

300000-
_, 200000~
E
=]
o
100000+ T
b T
JE . .
N 22) N >
IR
& Y & Q
o R F
O Qv X
v.'\v oq'\
8\/
o‘lo

Figura B.1. Resultado dos experimentos virucida direto, indicando as eficiéncias de diferentes composi¢des
sobre inibicdo na formagdo de PFUs. D2: virus do dengue, sorotipo 2; PLA,-CB: fosfolipase A2; RNAse: enzima
responsavel pela deteccdo de RNA, pela sua hidrdlise; Ctx: crotoxina (PLA,-CB+Crotapotina). Figura
gentilmente cedida pela Dra. Miller.

“ Plague Forming Units
" Phosphate Buffered Saline
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De acordo com a Figura B-1, podemos ver diretamente que "D2(PLA2-CB+RNAse)
vs D2" e "D2(PLA2-CB+RNAse) vs D2(RNAse)" apresentaram diferenca significativa entre
si, 0 que indica que houve a reducdo estatistica da formacdo de placas virais nas amostras

tratadas com a crotoxina ou a fosfolipase.

Um ensaio virucida mais direto com o objetivo de determinar as concentragdes

efetivas para a inibicdo viral foi realizado, e tem os resultados representados abaixo.

Virucida PLA2-CB Virucida Ctx
2000- 2500-
1500+ 2000 l
- -
€ T £ 15001
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c T T T c L] | T
v 2\ N N v N\
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Qs Q°

Figura B.2. Resultado dos experimentos de ensaios virucida indicando as concentragdes indicando efetivas para
a inibicdo viral pela PLA,-CB, a esquerda, e pela Crotoxina, a direita. Figura gentilmente cedida pela Dra.
Mdiller.

As concentracdes de PLA,-CB e a Crotoxina a 8 e 4 ng/pL apresentaram acédo direta
sobre a infecgdo viral em células Vero E6, como € possivel observar por comparacdo com o
controle viral (CV). Podemos ainda observar uma maior eficiéncia na acdo da PLA2-CB em
relacdo a crotoxina mesmo na concentracdo de 0,0004 ng/uL, o que justifica nosso interesse
nesta parceria com o estudo desta molécula por dindmica molecular, identificando
mecanismos de acdo de o porqué essa inibicdo ocorre, mesmo em concentragdes bastante
baixas (0 que € tipico de reacOes cataliticas enzimaticas, como a degradacdo de membranas
celulares).
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