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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV) € o maior causador de infecgbes
respiratorias agudas (IRAs) em recém-nascidos e criangas no mundo inteiro.
Seu genoma codifica 11 proteinas entre as quais as proteinas de superficie F,
G e SH que sao responsaveis pela entrada e instalagao do virus na célula do
hospedeiro. Entre as proteinas de superficie, pouco se sabe sobre a fungéo da
proteina SH. O objetivo do presente estudo foi realizar a modelagem e
caracterizagao da proteina SH e anadlizar o seu comportamento estrutural em
diferentes meios: agua e bicamada fosfolipidica. O modelo da proteina SH foi
gerado pelo servidor |-Tasser, e suas caracteristicas funcionais e estruturais
analisados pelo PredictProtein e PsiPred. Simulagbes de Dinamica Molecular
foram realizadas para analise da hidrofobicidade da regido central da proteina,
do seu comportamento em membrana lipidica e possivel formagdao de
oligbmeros. Os resultados da predicdo do modelo da proteina SH resultou em
uma estrutura linear com uma alfa-hélice compreendida entre os aminoacido
20-42 e as analises realizadas pelo PsiPred indicaram essa regido como sendo
uma regido transmembranica. As simulagdes de Dinamica Molecular
mostraram que, quando em solugao, a proteina muda sua conformacao linear
para globular confirmando a hidrofobicidade do dominio central. A presenga da
proteina SH sozinha ou das cinco estruturas na bicamada resultou num
decréscimo consideravel da area por lipideo, conferindo as cadeias menor
mobilidade e um maior alinhamento. As simulagdes do pentdmero mostraram a
passagem de moléculas de agua pelo poro em ambiente onde os residuos de
histidinas H22 e H51 apresentaram-se na forma protonada, indicando a
dependéncia desta atividade com o pH do meio. Com base nessas analises foi
possivel propor uma estrutura terciaria e quaternaria da proteina SH e, com as

andlises da formagao pentamérica da proteina, analisar sua influéncia no



ambiente composto pela bicamada apresentando uma melhor compreensao da

sua funcao durante a infectividade viral.

Palavras-chave: Proteina SH. RSV. Modelagem molecular. Dindmica molecular



ABSTRACT

The human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is the major cause of
lower respiratory tract illnesses in children and elderly people worldwide. Its
genome encodes 11 proteins including the surface protein F, G and SH which
are responsible for entry and distribution of virus in the host cell. Among the
protein surface, little is known about the function of protein SH. Knowing their
structure and function is fundamental to a better understanding of its
mechanism. The aim of this study was modeling and caracterization of the RSV
SH protein and analysis of structural behavior in different environment : water
and phopholipid bilayer for understanding and evaluating the formation of its
pentameric structure. The SH protein model was generated by I-TASSER
server, and its funcional and structural caracterisct was analyzed by
PredictProtein and PsiPred. Molecular Dynimics Simulation were performed for
analysis of hidrophobicit of protein central region, studies of the protein behavior
on the membrane and pentamer formation. The SH protein model prediction
resulted in a linear model with a helix-alpha between amino acid 20-42 and the
anlysis performed by PsiPred indicated this region as transmembrane region.
Molecular Dynamics Simulation showed that, when in solution ,the proteina
changes its linear conformations for globular conformation confirming the
hydrophobicity of the central domain. The presence of the Sh protein itself or of

the pentamer in bilayer resulted in a considerable decrease of the area per lipid,



giving the chains less mobility and greater alignment. The pentamer simulation
showed passage of water molecules through the pore in an environment where
histidine residues H22 and H51 are protonated, indicating the dependence of
this activity with the pH of the medium. Based on this analysis, it was proposed
the structure tertiary and quaternary of the SH protein and, with the analysis of
the protein pentameric form, analyze its influence on the environment consisting

of the bilayer for understanding its function in viral infectivity.

Keywords: SH Protein. RSV. Molecular Modeling. Molecular Dynamics.
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1. INTRODUCAO

As infeccOes respiratorias agudas (IRAs) sdo as maiores causadoras de morbidade
e mortalidade entre pacientes pediatricos no mundo todo®’, sendo responsaveis por
aproximadamente 30% de todos os 6ébitos em criangas nos paises em desenvolvimento®.
Embora as IRAs causem um menor numero de mortes em paises desenvolvidos, elas
produzem grandes custos diretos e indiretos com assisténcia a saude.

Cerca de 50 a 90% das infecgdes do trato respiratorio inferior em criangas
menores que um ano de idade' s3o atribuidas aos virus, principalmente: Virus da
Parainfluenza Humana (VPIH) I, Il, e Ill, Influenza A e B, Adenovirus, mais recentemente o
Metapneumovirus Humano (MPVH) e o virus em estudo: o Virus Sincicial Respiratério
Humano (hRSV)>*.

As doencas respiratdrias provocadas pelo hRSV vao desde um resfriado comum
em adultos, até quadros de bronquiolite em recém-nascidos e pneumonia e bronquite em
criancas maiores. O virus é responsavel por 40% das bronquiolites e 25% de todas as
pneumonias virais. O periodo de incubacdo do virus é por volta de 4 a 5 dias, porém, a
infecgdo viral poder ter um periodo de transmissdo de até trés semanas’.

O hRSV tem distribuicdo mundial e apresenta surtos principalmente nos paises
em que as estacdes sdo bem definidas. Em paises de clima subtropical, o surto de hRSV
ocorre nos meses mais chuvosos e frios’. No Brasil, a sazonalidade considerada pela
Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) ocorre nos meses de maio a setembro.

Quase 100% das criangas em idade pré-escolar ja foram infectadas e muitas
delas sofrem mais de uma infeccdo pelo hRSV ao longo da vida. Desta forma, pode se
verificar que a infec¢ao pelo hRSV induz a uma memadria imunoldgica fraca, pois sua recidiva
é frequente. Apesar de possuirem anticorpos circulantes contra o virus, pessoas idosas

também se infectam principalmente em fases imunodeprimidas”.
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Os isolados do RSV podem ser classificados em dois grupos, A e B. Esta
classificacdo é baseada nas mutacdes das sequéncias de aminoacidos das proteinas virais,
especialmente na proteina G. Os grupos A e B do virus geralmente circulam
simultaneamente, embora o virus do grupo A seja mais predominante do que o virus do
grupo B. Estudos realizados indicam que as criangas infectadas pelo virus do grupo A
apresentam maior grau de severidade da doenga em relagdo aquelas infectadas pelo grupo
B®. Acredita-se gue o genoma viral e as diferengas funcionais das proteinas relacionadas a
replicacdo do hRSV do tipo A sejam os principais fatores de gravidade para as infec¢des
causadas por esse tipo viral’.

As principais dificuldades encontradas no desenvolvimento de um tratamento
especifico eficiente contra o hRSV é principalmente devido a variabilidade antigénica viral e
as caracteristicas do sistema imune do hospedeiro®.

O RSV é transmitido principalmente pelo contato, apresenta capacidade de
sobrevivéncia, sendo viavel por um periodo superior a 6 horas em uma grande variedade de
locais. Este virus apresenta alta viruléncia e patogenicidade quando localizado em mucosas
nasais e orais, qualquer que seja a fonte de infec¢do. Segundo a Sociedade Brasileira de
Pediatria, ele sobrevive bem em roupas e aventais (45 min), conta-gotas, brinquedos,
objetos sobre a mesa, estetoscdpios e grades de bergo (6 horas), luvas cirdrgicas, pijamas,
lengos de papel e pele.

O virus penetra o hospedeiro através das membranas dos olhos, nariz e boca,
atingindo a mucosa respiratéria. Seu periodo de incubacdo varia de 2 a 8 dias. Apds a
incubacao viral, a sintomatologia apresentada se caracteriza por secre¢ao nasal de cor clara,
tosse moderada e hipertermia baixa, podendo ocorrer sibilancia em alguns casos (Sociedade

Brasileira de Pediatria).
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Classificagdo, Estrutura e Genoma

O hRSV, pertencente ao género Pneumovirus da familia Paramyxoviridae, é um
virus envelopado de tamanho médio de 120 a 300 nm e apresenta um genoma de RNA fita
simples ndao segmentado de polaridade negativa. Este RNA é composto por
aproximadamente 15.222 nucleotideos que formam 10 genes os quais codificam 11
proteinas: NS1 e NS2, que correspondem as proteinas nao estruturais; gene da
nucleoproteina (N); da fosfoproteina (P); da proteina de matriz (M); a pequena proteina
hidrofdbica (SH); o gene da glicoproteina de ligacdo (G); gene da proteina de fusdo (F) e o
gene da proteina polimerase (L)° (figura 1).

NS1 NS2 N P M SH G F M2-1mM2-2 L

Figura 1: Esquema da organizagao genomica do RNA do RSV. Os genes NS1 e NS2 codificam proteinas ndo
estruturais (NS1 e NS2); N, P, L codificam proteinas associadas ao nucleocapisideo viral; M, M2-1 e M2-2
codificam proteinas de matriz; G, F e SH codificam proteinas transmembranicas de superficie responséveis pela
ligagdo, fusdo e adsorcdo viral a célula hospedeira, respectivamente. Fonte modificada a partir de
www.medscape.com/viewarticle/580494.

O envelope é uma bicamada lipidica derivada da membrana plasmatica das
células do hospedeiro e que contem em sua superficie a glicoproteina de adsorcdo (G), a
proteina de fusdo (F) e a pequena proteina hidrofébica (SH). Essas glicoproteinas virais sdo
montadas em "picos" espacados na superficie e exerce funcdes de adesao do virus a célula

infectada® (figura 2).
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Figura 2: Estrutura do Virus Sincicial Respiratério. A principal proteina do nucleocapsideo N, a fosfoproteina P,
a grande subunidade da polimerase L e uma fita simples de RNA com polaridade negativa, compéem o
complexo RNP. Duas das trés glicoproteinas transmembrana de superficie estdo presentes: a proteina de
adesdo G, a proteina de fusdo F. A pequena proteina hidrofébica SH ndo esta representada na figura. A
proteina de matriz M forma uma camada protetora sobre a camada interna do envelope de ligagdo da
membrana viral com o] complexo RNP. Fonte modificada a partir de
www.niehs.nih.gov/research/atniehs/labs/Irb/enviro-gen/studies/rsv/index.cfm.

O Ciclo de Replicagao

A penetracdo do virus na célula inicia-se com a ligacao do virus a célula através
da proteina G. O envelope viral se funde com a membrana plasmatica da célula hospedeira
por meio da proteina F, sendo este um passo necessdrio para a transferéncia da
ribonucleoproteina viral para o interior da célula. Apds a penetracdo, o nucleocapsideo do
virus é liberado no citoplasma celular, onde inicia a transcricdo de seu material genético. O
RNA viral é usado como modelo para sintese do RNA mensageiro (mRNA). O mRNA, por sua
vez, é usado como modelo para traducdo das proteinas virais e transcricdio do RNA do
virion™®. Apés a sintese de suas proteinas e montagem dos virions, as particulas virais sdo
liberadas das células infectadas por brotamento, causando a ruptura e fusdo com as células

adjacentes™. O ciclo de replicacdo do hRSV esta esquematizado na figura 3.
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Figura 3: Esquema do ciclo de replicagdo do hRSV. A proteina G reconhece receptores celulares
desencadeando a fusdo do envelope viral com a membrana do hospedeiro por meio da proteina F. Apds a
liberagdo do nucleocapsideo, o RNA viral é transcrito em mRNA e este, por sua vez, é usado como modelo para
tradugdo das proteinas virais e transcricdo do RNA do virion. Com os virions montados as particulas virais sdo
liberadas por brotamento para infeccdo de novas células. Adaptado de
http://www.profpc.com.br/Virus/Virus.htm.

As Proteinas Virais

A proteina de matriz M forma uma camada no lado interno do envelope viral. Ela
desempenha um papel importante na montagem do virus e brotamento pela mediagao da
associacao entre a nucleoproteina viral e a membrana celular®.

As proteinas N, P e L sdo necessarias para a replicagdo do RNA. A principal
proteina do complexo ribonucleoproteico é a nucleoproteina N. Ela se liga ao RNA genoémico
e antigenOmico que confere resisténcia a RNase no complexo ribonucleoproteico. A

fosfoproteina P é a principal espécie fosforilada. Ela funciona como um chaperonina e é


http://www.profpc.com.br/Vírus/Vírus.htm
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essencial, juntamente com a proteina N para a atividade de encapsidacdo. A proteina P é

também um cofator da polimerase. Parece converter a polimerase por meio da sua
fosforilagdo que é obrigatdria para essa funcdo™.

A proteina M2-1 é um fator de processamento de transcricdo e é essencial para a

replicacdo viral. Ela interage com a proteina N do nucleocapsideo através da media¢do do

RNA™™ com a proteina P®. A fosforilagio da M2-1 parece ser indispensével para a interagdo

com a proteina pi217

. Os virus recombinantes com a delecdo dos genes da proteina M2-2 sao
atenuados in vitro e in vivo em rela¢do ao tipo seragemlg.

NS1 e NS2 s3o proteinas com uma massa estimada em cerca de 14-15 kDa. Elas
sdo encontradas somente em Pneumoviruses e foram classificadas como proteinas nao
estruturais, uma vez que s3o encontrada apenas em tragos nas particulas virais purificadas®®.

As proteinas F, G e SH estdo localizadas na superficie do envelope do virion e
estdo diretamente relacionadas a adsorg3o, fusdo e replicacdo viral®.

A proteina de fusdo (F) é uma das proteinas de membrana que apresentam
importante papel para replicacdo viral. Sua principal funcdo é mediar o processo de
adsorcdo e propagac¢do viral, sendo também responsavel pela formacdo do sincicio,
intervindo na fusdao da membrana das células infectadas com a membrana das células
adjacente521.

Outra caracteristica comum da proteina F do hRSV com a de outros virus
membros da sua familia Paramixovirus, é a sintese da proteina como um precursor inativo,
denominado FO que, para desempenhar sua funcao, necessita ser clivado. Este precursor é
sintetizado com 574 aminoacidos e peso molecular de 67 kDa. A clivagem é feita por
proteases do tipo furina durante o transporte para a superficie da célula nas posi¢cdes 109 e

136, resultando em dois polipeptidios, F1 e F2, ligados por uma ponte dissulfeto, sendo o

polipeptidio F2 proveniente da extremidade N-terminal e o polipeptidio F1 proveniente da
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extremidade C-terminal. Como um dos resultados da clivagem, tem-se um pequeno
peptideo composto de 27 aminoacidos (pep27), localizado entre os dois sitios de clivagem.
Todos os trés possuem cadeias de oligossacarideos N-ligados?’. Na figura 4 est3

representado a composicdo da proteina F.
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Figura 4: Representagdao esquemadtica do genoma da proteina F do hRSV. As setas indicam o ponto de
clivagem da proteina FO .

A glicoproteina G é uma proteina transmembrana integral do tipo Il (ou seja, esta
ancorada a membrana préximo a sua por¢ao amino terminal por um dominio hidrofébico
gue se estende do residuo 38 ao 66), altamente glicosilada, com uma regido localizada no
citoplasma (N-terminal), uma regido transmembrana e um grande ectodominio (C-
terminal)®. Esta proteina é sintetizada como um precursor de peso molecular de 36 kDa,
sendo posteriormente glicosilada originando um complexo intermedidrio de 45 kDa. Estes
acucares sao convertidos para tipos complexos produzindo uma forma madura de 90 KDa.

Sua variabilidade e glicosilagdo estdo localizadas principalmente no ectodominio,
que contém dois segmentos hipervaridveis com alto teor de serina e treonina, entre os
aminoacidos 69-164 e 207-298, com aproximadamente 56% de divergéncia entre as estirpes
A e B®, separados por uma regido altamente conservada entre os aminodcidos 164 e 199, e
quatro residuos de cisteinas (173, 176, 182, 186). Esta sequencia motivo de 13 aminodcidos
(173-186) ¢é considerada como provavel sitio de ligacdo ao receptor da célula

hospedeira®?*®. A proteina G também interage com o receptor celular CX3CR1, modulando
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assim a resposta imunoldgica do hospedeiro e facilitando a infecgio®. A representacdo

esquematica da proteina G pode ser visualizada na figura 5.

cito tm Ectodominio externo
1 38 66 298
B 164 |:| 178 Regigo estritamente conservada
C CONSERVADA VARIAVEL | CONSERVADA VARIAVEL
1 69 163 199 298

Figura 5: Representacdo esquematica da glicoproteina G do hRSV. A) Estrutura primaria de aminoacidos
sendo: TM = dominio transmembrana; cito = dominio interno a membrana citoplasmatica; CCCC = quatro
residuos de cisteinas; B) Regido conservada nas amostras de hRSV; C) Representacdo das duas regides variaveis
da proteina G, ricas em serina e treonina, compreendendo os aminodacidos 69-163 e 199-298 e regido
conservada compreendendo os aminoacidos 164-199. As regides transmembrana e citoplasmatica,
compreendendo os aminoacidos 1-69, sdo conservadas. Extraido de SULLENDER, 2000.

2. PROTEINA SH
Topologia, Estrutura e Localizagao

26,27
627 com

A proteina SH é a menor glicoproteina de superficie codificada pelo RSV
64 ou 65 aminoécidos dependendo do tipo viral, A ou B, respectivamente?®. Assim como a
proteina G, estudos bioquimicos tém mostrado que a proteina SH também é uma proteina
transmembranica do tipo Il com um Unico dominio transmembranico (TM) (figura 6), onde a
regidao C-terminal é orientanda extracelularmente?’. Experimentos utilizando um peptideo
sintético similar ao dominio TM da proteina SH (residuo 18-43) indicou que quando inserida
em bicamadas lipidicas essa regido se apresentava em estruturas helicoidais®.
Caracteristicas da estruturas secundaria da proteina SH também ja foram investigadas por

experimentos de infravermelho por Torres e seus colaboradores em 2006, indicando a

regido N-terminal composta por hélices e a regido C-terminal por folhas®(figura 6).
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EXTRACELULAR
folha-beta (C-terminal 43-64
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N-terminal 1.19

Figura 6: Representagao esquematica da estrutura secundaria da proteina SH do hRSV. Regido
transmembranica (TM) compreendida entre os aminoacidos 20-42 composta por uma alfa-hélice, a regido N-
terminal (1-19) compostas por hélices e a regido C-terminal por folha-beta®.

Estudos realizados em células infectadas por RSV mostram que a maioria da
proteina SH acumula-se em membranas do complexo de Golgi, mas também s3o
encontradas nas membranas do reticulo endoplasmatico e no citoplasma®'. Durante a
infecgdo viral, varias formas da proteina SH estdo presentes>>: duas n3o glicosiladas (um na
forma truncada com 4,5 KDa - SHy; outra completa com 7,5KDa — SHp); uma com uma
glicosilagdo na regido N-terminal - SHg; e uma forma modificada de polilactosaminoglicanos -
SH,. Todas essas formas, exceto a forma truncada ndo glicosilada estdo presentes na
superficie das células infectadas, onde a forma ndo glicosilada SHy é a forma mais
abundante?’.

Papel da Proteina SH

Ao contrdrio das proteinas F e G, pouco se sabe sobre a fun¢gdo desempenhada
pela proteina SH na infeccdo e replicacdo do hRSV. Alguns estudos sugerem que esta
proteina, juntamente com as outras proteina de superficie G e F, participa no processo de
fusdo celular mediada pelo virus*. Recentemente, a proteina SH do hRSV, assim como
outras proteinas de outros virus da familia paramixoviridae (Simian, Parainfluenza, Mump),

tém mostrado inibir a apoptose celular em vérias linhagens de células de mamiferos®*>>>°,
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essa inibicdo de apoptose em células do hospedeiro durante a infeccdo pode dar vantagens
ao virus durante sua replicacdo, pois aumenta o tempo de vida celular dando ambiente
propicio a replicacdo viral.

Perez e seus colaboradores, em 1997, mostraram que a proteina SH também
aumenta a permeabilidade da membrana para compostos de baixo peso molecular quando
expressa em E. coli., sugerindo que esta proteina pertence a classe viroporina, um grupo
pequeno de proteinas virais altamente hidrofébicas que podem se oligomerizarem e
formarem poroszg. A hipdtese da formagdo do poro foi confirmada quando Gan e seus
colaboradores em 2008, com um peptideo sintético correspondente ao dominio TM da
proteina SH (SH-TM) mostraram a forma pentamérica de um canal seletivo de ion formado
pelo peptideo SH-TM em um modelo planar de bicamadas lipidicas®’. Em 2012, Gan e seus
colaboradores examinaram a estrutura da proteina SH em micelas e bicamadas fosfolipidicas
confirmando a regido TM como sendo formada por alfa-hélice e utilizando analises por
experimentos de RMN prop6s a estrutura quaternaria da proteina SH, confirmando sua

formac3o do pentamérica*® (figura 7).

Regido de loop

Figura 7: Estrutura geral do pentamero formado pela proteina SH segundo Gan e seus colaboradores®.
Regido N-terminal e TM composta por hélices e C-terminal por loops.
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A atividade do canal i6nico realizada pelo pentamero da proteina SH pode levar
a um vazamento i6nico mudando o ambiente celular por dissipacdo do potencial da
membrana e perturbacdes da homeostase (equilibrio) celular, sendo essas modificacoes
uma das formas apontadas como fator que possibilita aumento da estabilidade do virus no
ambiente celular ou ainda permite desempenhar um papel importante na apoptose celular
gue nao esta claramente descrito ate o0 momento. Acredita-se ainda que estas atividades
tenham como finalidade contribuir para a liberacdo de novas particulas virais na célula para
aumentar a efetividade de células vizinhas, e ainda existe relatos que esta proteina tem
fungdes importantes no recrutamento de células e mediadores do sistema imunolégico do
hospedeiro.

Estudos futuros sobre atividade vioporina da proteina SH pode ser de grande
importancia para melhor compreensao do ciclo viral do hRSV e seu papel durante a infeccao
pelo hRSV. A descricdo desta proteina como vioporina e associacao futura com as demais
proteinas de superficie viral poderdo apontar o mecanismo no processo de efetividade viral
e a contribuicdo da atividade do canal para o sucesso ou fracasso da infecdo viral. Deste
modo entender como o poro esta organizado na membrana, a disposi¢ao da estrutura
proteica na bicamada lipidica e seu comportamento estrutural com a mudang¢a do ambiente
fisico-quimico contribuira de forma substancial no entendimento do func¢do da proteina SH.

3. OBIJETIVOS

Estudos envolvendo a proteina SH relatam que esta proteina estd ligada
efetivamente na infeccdo viral e sua interagdo com a membrana seja de grande relevancia
na elucidacdo no seu mecanismo de acdo. Sendo assim, o presente trabalho tem por
objetivo:

I.  Modelar e caracterizar a proteina SH;
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II.  Analisar o comportamento estrutural da proteina em diferentes meios: agua e
bicamada fosfolipidica;
Ill.  Montar a estrutura pentamerica;

IV. Correlacionar a fungdo desta estrutura com a importancia para atividade viral;

4. MATERIAIS E METODO

Apesar das proteinas de superficies serem as pecas principais na infec¢do viral,
trata-las experimentalmente (expressdo e purificacdo) ainda é um grande desafio devido as
suas regioes altamente hidrofébicas. Em geral, a expressao dessas proteinas ocorre em baixa
escala, fazendo necessario o uso de artificios (sintese de peptideo e producdo de proteinas
recombinantes) que podem afetar fortemente os resultados finais. Devido a essas
dificuldades, a utilizacdo de ferramenta de bioinformdtica e simulacdes de Dinamica
molecular (DM) no estudo de sistemas envolvendo proteinas transmembranicas associados
aos dados experimentais existentes e modelos conceituais, tem proporcionado
compreensao em nivel molecular, além de interpretacdes e modelos para os dados
experimentais.

FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA UTILIZADAS

NCBI

O NCBI, Centro Nacional de Informagdes Biotecnolégica, € um banco de dados
que oferece acesso a informacgBes biométicas e gendmicas, além de informacdes para
analise de estrutura e funcdo de biomoléculas. Este banco de dados cria sistemas
automatizados para armazenar e analisar o conhecimento sobre a biologia molecular,
bioquimica e genética, facilitando o uso dessas informacdes para a pesquisa. No presente

trabalho o NCBI foi utilizado para a procura de sequencias através do bando de dados
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GeenBank™ e referéncias da proteina SH. Este banco de dados pode ser facilmente acessado
pelo site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

BioEdit

O BioEdit é um editor de alinhamento de sequencias bioldgicas de livre uso e
pode ser adquirido pelo site http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html. Este editor
oferece uma variedade de recursos Uteis automatizados entre eles o alinhamento Clustalw*
e pesquisas BLAST*!. No presente estudo foi utilizado a ferramenta ClustalW*® oferecida pelo
BioEdit para alinhamento das sequencias da proteina SH retiradas do bando de dados NCBI.
A pesquisa BLAST*' também foi utilizada para verificar a existéncia de homologia da proteina
SH com outras proteinas com estruturas ja conhecidas. O alinhamento foi necessario para
analisar a conservago das sequéncias da proteina SH e a pesquisa BLAST*! para optar pelo
melhor método de modelagem da proteina em estudo.

PredicProtein

PredicProtein® é um servidor que baseado em pesquisas de banco de dados de
proteinas, a partir de uma dada sequencia de aminodcidos, faz previsdes de estrutura
secunddria, acessibilidade do solvente, hélices transmembranicas, sitios de ligacao proteina-
proteina e proteina-DNA, modificagGes pds-traducionais, presenca de pontes dissulfeto,
entre outras. Essas analises sdo feitas rapidamente pelo site
http://www.predictprotein.org/. No presente trabalho, o PredictProtein®? foi utilizado para
analise estrutural e funcional da proteina SH.

PSlpred

O PSlpred® é um servidor de andlises de sequencias de proteinas que agrega
varios métodos de predicdo de estruturas em um Unico local. No site
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ os usudrios podem enviar uma sequéncia de uma

determinada proteina, executar as predicdes de sua escolha (estrutura secundaria, regides
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transmembranicas, predicdo de hélice transmembranica) e receber os resultados da
predicdo via e-mail ou web. O PSipred® foi utilizado para predicdo de estrutura secundaria
e regioes transmembranicas da proteina SH.

I-TASSER

O servidor I-TASSER™ foi utilizado para modelagem da proteina SH, uma vez que,
por se tratar de uma proteina transmembranica, pouco sdo suas informac¢des estruturais
experimentais. O |-TASSER™ utiliza 0 método de Threading. Esse método é baseado no
principio em que o numero dos diferentes motivos proteicos é bem mais limitado que o
ndmero de sequéncias existentes depositadas no Protein Data Bank® (PDB). Desta forma,
este método tem por objetivo encaixar a sequéncia alvo de uma proteina de estrutura ndo
conhecida a uma biblioteca de estruturas com motivos conhecidos*®. E uma ferramenta de
facil acesso, sendo necessario apenas um registro para utiliza-lo. O site onde o registro e as
predicdes de estruturas podem ser realizadas é o http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/.

SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR
As simula¢Ges de Dindmica Molecular (DM) tém sido rotineiramente utilizadas

4748 " Sua metodologia é fundamentada

para investigar a estrutura e fun¢do de biomoléculas
nos principios da Mecanica Classica e tem como ideia principal descrever como as posicoes,
as velocidades e as orienta¢des dos dtomos que constituem o sistema em estudo variam em
funcdo do tempo.

As moléculas sdao tratadas como uma colecdo de dtomos pontuais ou esferas de
Van der Waals que interagem entre si através das forcas que atuam sobre cada particula.

Essas forcas sdo calculadas através da primeira derivada do potencial em relacdo as posicoes

e reavaliadas a cada passo da simulacdo. O potencial deve ser complexo o suficiente para
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uma analise realistica do sistema em estudo, no entanto, simples para uma maior eficiéncia
dos calculos.

A partir da estrutura tridimensional (3D) de uma proteina, por exemplo, um
arquivo PDB (arquivo que contém as coordenadas dos atomos das estruturas de uma
determinada proteina) sabe-se as posicdes de cada atomo. Com as coordenadas e os
momentos de cada dtomo podendo escrever a Hamiltoniana como sendo a soma das

energias cinéticas e potencial do sistema:

H=y", 24 y(@)} (1)

=1 2m;

Sendo N e m; o numero total de atomos contidos e a massa de cada atomo
respectivamente.

A partir da primeira derivada da equacdo 1 em relacdo as posicées e momentos
desses atomos é possivel obter as equagbes de movimento de Newton (equagdes 2 e 3) que

fornecem a evolugdo temporal de cada particula do sistema:

OH _ov{(®)} _ # _  dw
5 Vi T Mg @)
OH _ P _ & _ 4%

6p_l_mi_vl_ dt (3)

Onde F é a forga sobre o atomo i e t é tempo.
As coordenadas de posicdes e velocidades das particulas sdo gravadas em
intervalos de tempo durante as simulagdes por dindmica molecular. Essas coordenadas em

funcdo do tempo sao utilizadas posteriormente para analises do sistema.

Campo de Forga



29

Para descrever a energia potencial total do sistema sdo utilizadas funcoes
potenciais classicas, uma vez que um tratamento quantico seria bastante custoso
computacionalmente. Desta forma, os parametros utilizados para descrever a energia
potencial sdo ajustados a partir de calculos quanticos e dados experimentais e a esse
conjunto de parametros é denominado Campo de Forgas.

De maneira geral podemos dividir os potenciais em duas categorias: potenciais
ligados (torcional e harmonicos); e potenciais ndo-ligados (reapresentam os atomos
separadas por trés ou mais ligagcdes quimicas).

Os potencias ligados descrevem as interacdes covalentes entre dois atomos,
distor¢do do angulo formado por trés atomos e torcao do angulo diedro formado por quatro
atomos.

Nas InteracGes covalentes entre dois atomos (equacdo 4) este potencial é
descrito em termos das posicoes de equilibrio de ligacdo covalente (ro) e da constante
elastica de ligacdo (Ky) que é obtida através de estudos espectroscépicos;

Vi, = Kp(r — 1p)? (4)

Em relacdo a distorcido do angulo formado por trés datomos ligados
covalentemente (equacdo 5) o potencial é descrito através do angulo entre as ligagdes num
certo instante (0), o angulo de equilibrio entre as ligagcdes (6;) e a constante de forca da
ligacdo (Keg);

Vg = Kg(8 — 6,)? (5)

Por fim, a descricdo da tor¢do do angulo diedro formado por quatro atomos
(equacdo 6) é feita por expansdo em funcdes periddicas. Nesta funcdo a periodicidade do
potencial é dada pela fungdao cosseno, sendo n o niumero de minimos para tor¢ao de uma
ligagdo quimica, y a diferenca de fase podendo ser 0° ou 180°, @ o angulo diedral e K¢ a

constante que define a barreira de torgao.
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Vdie = Zn K(p [1 + COS(TI(Z) - )/)] (6)

Os potencias nao-ligados representam as interagdes coulombianas (equagao 7)
entre as cargas parciais atribuidas aos &tomos ndo ligados quimicamente e as interacoes de
Van der Waals (equacdo 8) descrita pela funcdo de Lennard-Jones. Os potenciais ndo ligados

sdo apresentados nas equagdes 7 e 8:

Vo =16y |(2) = (2)

(8)

Sendo i e j os dois atomos integrantes, g; e oj; 0s parametros da fun¢do de Lennard-Jones e g;
e g; as cargas parciais atribuidas aos atomos i e .

Desta forma, a energia potencial total do sistema, V(r), calculada pelo campo de
forcas é dada pela equacdo 9:

V(r) =Vi+ Ve + Vaie + Viaw + Vere (9)

Neste trabalho, foi utilizado o campo de forcas GORMOS53a6 para descrever as
interacGes da proteina SH. Este campo de forgas trata os atomos de hidrogénio ndo-polar
como parte de um atomo maior, ou seja, € um campo de forcas &tomo-unido resultando em
683 atomos para a proteina SH. Nas simula¢des contendo moléculas de lipideos utilizou-se o
campo de forca Berger™® que é baseado no campo de forca OPLS. Este também é um campo
de forgas dtomo-unido, sendo assim, o nimero de atomos em cada molécula de fosfolipidio
POPC é reduzido de 130 para 52 atomos. O campo de forgas Berger50 emprega 0s
parametros de ligacdes quimicas, angulos, diedrais e diedrais impréprios para atomos da
regido da cabeca polar obtidos do GROMOS53a68. Os parametros que descrevem as

interagdes entre os lipideos e a proteina SH foram retirados do tutorial “Montagem de uma
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Membrana POPC” fornecido pelo Prof. Dr. Hubert K. Stassen durante a VI Escola de

Modelagem Molecular de Sistemas Biologicos realizada em Petrépolis em agosto de 2012.

Minimizag¢ao de Energia

A funcdo energia potencial de um sistema molecular é muito complexa. Ela
possui um ponto de minimo global e varios outros pontos de minimo local, onde todas as
derivadas da funcdo energia potencial sdo zero e as segundas derivadas sao positivas.

O método de minimizacdo é uma maneira de explorar esta superficie
multidimensional de energia. Este método consiste basicamente em caminhar ao longo de
toda superficie em estudo em direcdo da energia mais baixa, ou seja, do minimo local.

A minimizacdo de energia é um passo bastante importante em uma simulacdo de
dindmica molecular, uma vez que ela pode ajustar as posicdes atdmicas relaxando os
conflitos histérico entre os atomos.

A otimizacdo do processo de minimizacdo consiste na comparac¢do do valor da
funcdo energia potencial em duas posicGes consecutivas x; e x;+; prevalecendo a de menor
energia onde x;,; é um vetor e dado pela equacdo 10.

Xep1 = X + A%, (10)
Sendo t o passo que estd sendo analisado e AX; uma pertubacdo aleatéria nas coordenadas
gue estdao sendo otimizadas.

Nas simulacdes realizadas neste trabalho, utilizou-se dois algoritmos de
otimizacdo o Steepest Descent (declinio acentuado) e o Conjugate Gradient (gradiente

conjugado).

Steepest Descent (declinio acentuado)
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O Steepest Descent, por se tratar de um método de primeira derivada e que
converge vagarosamente para o minimo local, € um método mais eficaz em situacdoes em
gue o vetor posicao se encontra muito afastado do minimo de energia.
Neste método, o incremento 4%, (equacdo 11) nas coordenadas de um dtomo i é
dado pela diregdo e sentido da forga resultante sobre este mesmo atomo (equagao 12).

ft=1 = ft + A.ft (11)

i} 7,
A%, = K, (W) (12)

Sendo (I%) um vetor unitario na dire¢do e sentido da forga resultante sobre o atomo i e K,
um parametro de ajuste do passo utilizado para acelerar a minimizag¢ao de forma que se no
passo n o potencial total dado pela equac¢ao 9 diminuir em relagdo ao potencial n-1 do passo
anterior a constante k, € aumentada pela multiplicacdo de uma constante C positiva e maior
que um (equacdo 13), caso contrario, ou seja, o potencial total n foi maior que o potencial n-
1, a constante C sera positiva porem menor que um.
Kni1 = KnC (13)
A cada passo é verificada a diferenca entre os potencias nos passos n e n-1. Se

esta diferenca for menor que um certo valor estabelecido o processo de minimizacdo

termina.

Conjugate Gradient (gradiente conjugado)

O Gradiente Conjugado é um método de segunda ordem em que nas vizinhangas
do minimo local, ele converge mais rapidamente que o Steepest Descent. Este método utiliza
para a determinag¢dao do passo seguinte o valor do gradiente no ponto atual e o valor do
gradiente obtido no passo anterior (equacdo 15). Assim AX, é representado pela equagdo

14.
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AJ_C)t = Knai,n (14)
Onde:
5 F - |Fin|”
Oin = = | + Oin-1|= - 2 (15)
’ |Finl ’ |Fin-1]

Os dois métodos descritos anteriormente podem ser usados em conjunto, como
foi feito em algumas simulagdes do presente trabalho, sendo usado primeiramente o
Steepest Descent, uma vez que quando se estd muito longe do minimo este método se faz
mais eficaz, e posteriormente, ja proximo de atingir o ponto de minimo, o método de
Gradiente conjugado, pois é mais rapido e preciso.

Métodos de Integragao

Muitos métodos de integracdo numérica estdo disponiveis pra resolucdo das
equacdes de movimento. Varios sdo rapidamente dispensdveis devido ao alto poder
computacional exigido. Para integracdo numérica das equagbes de movimento em
simulaces de dindmica molecular utilizando o pacote GROMACS®* é utilizado o algoritmo de
Leapfrog™ (pula-cela em portugués). Este método é o método de integragio mais simples
usado em simulagdes de DM. Proposto por Beeman em 19763, este método apresenta
excelentes propriedades de conservacdo de energia e os requerimentos de informacdes
sobre estados passados do sistema é minimo.

O método de Leapfrog possui dois passos. Primeiro calcula-se a velocidade no
instante de tempo t + At/2 (equacgdo 16). As posi¢Bes, entdo, sdo calculadas no instante de

tempo t + At (equagdo 17), a partir das velocidades calculadas.
At At
v(t+7) = v(t—?) + At.a(t) (16)
At
r(t+ At) =r(t) + At.v (t + 7) (17)

O nome leapfrog vem do fato de que as posi¢cdes e as velocidades nao sao

calculadas simultaneamente, como consequéncia disto, as energias cinética e potencial ndo
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podem ser calculadas no mesmo instante. No entanto, este fato pode ser contornado
calculando-se a velocidade no instante t como média das velocidades nos instante t + At/2

et — At/2 (equacdo 18).

v(t) = U(H%)_U(t_%) (18)

MODELO BASEADO EM ESTRUTURA

O modelo baseado em estrutura é um modelo minimalista que descreve as
propriedades do enovelamento de proteinas e permite explorar uma grande faixa de
parametros dos sistemas em razodvel custo computacional®*>>.

Esta caracteristica de ser um modelo minimalista e de pouco -custo
computacional se deve a duas simplificacOes: a primeira se refere ao potencial de interacdo
entre os componentes do sistema; e a segunda se refere aos proprios componentes do
sistema (todos os 4tomos ou somente os carbonos alfas). O escolha de qual modelo utilizar,
modelo com todos os &tomos ou modelo C,, é baseada nas informacdes que se deseja obter.
Se as informagdes sobre as cadeias laterais sdo importantes para o entendimento do
problema em estudo, como por exemplo, empacotamento e interagao entre os residuos de
aminodcidos, aplica-se a modelo com todos os dtomos. Caso contrario, o modelo C, alfa é o
mais indicado, pois além de permitir uma economia de tempo computacional é o melhor
modelo testado e utilizado. No presente estudo, foi utilizado o modelo com todos os
atomos, uma vez que as informacdes sobre as cadeias laterais sdo importantes para o
entendimento do problema em estudo.

O potencial do modelo baseado em estrutura é construido a partir da

conformacdo nativa do monOGmero, ou seja, os parametros da expressdao do potencial sdo

alcancados por meio da estrutura nativa da proteina depositada no Protein Data Bank (PDB)
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obtidas por técnicas experimentais como cristalografias de raio-X e ressondncia magnética
nuclear (RMN). Esses modelos cujos potenciais sdo construido a partir da estrutura nativa

56

sdo conhecidos como modelo Go . O potencial de uma determinada configuracdo I' de

uma proteina, tendo [}, como sua configuragado inicial, é dado pelo expressdo:

VT = ) el —n)

ligagdes

+ Z £9(0 — 0,)?

angulos

+ Z 5;(()( — Xo)?

improéprios

+ Z eppFp(P)

cadeia principal

+ Z escFp ()

cadeia lateral

by e[ -2(D)]

ligados

R (CoN

nao-ligados

Com

F($) = [1~ cos (¢ — o] +3 11~ cos (3(p — 9o)]
e & =100, &g = 20, &, = 40 e eyy = 0,01 em unidades de €., a energia de interagdo entre
os contatos (aproximadamente 1 Kcal/mol por ser um modelo reduzido). Nessa equacdo,
rorepresenta a distancia entre dois atomos da estrutura nativa diretamente ligados entre si,
0,é o angulo entre trés atomos consecutivos da estrutura nativa e , analogamente, ¢, é o
angulo diedral entre quatro atomos. O parametro o;; do termo de van der Waals é

determinado através do mapa de contatos entre os atomos na estrutura nativa da proteina.
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O mapa de contatos é obtido utilizando o algoritmo Contact of Structural Units (CSU)*’). O

parametro gyy serve para manter uma distancia de maxima aproximagao entre os atomos

(sendo para este caso oyy = 2,5 A). Os arquivos de entrada podem ser obtidos facilmente
utilizando a interface grafica do servidor SMOG@ctbpsg.

Neste trabalho, como o proteina SH ndo possui estrutura depositada no

Protein Data Bank, utilizou-se as coordenadas do arquivo PDB geradas pelo I-TASSER como

estrutura nativa, ou seja, como estrutura inicial.

5. ANALISES REALIZADAS
RMSD e RMSF
O valor do desvio da raiz média quadratica (RMSD) é a medida da distancia
média entre os 4&tomos de uma estrutura de uma molécula em relagdo a uma estrutura de
referéncia, podendo esta ser a estrutura inicial. No estudo de conformagbes de proteina o
RMSD é calculado através da sobreposicdao de uma estrutura qualquer com uma estrutura de
referéncia. Esta sobreposi¢cdo pode ser com todos os atomos ou somente o com os atomos

da cadeia principal (N, Cq e C). O RMSD pode ser calculado através da equacdo 19.

1
RMSD (ty,t5) = |3 20 mylin(ey) = n(e)II2]? (19)
Ondem = Y X, m; e r;(t) é a posigdo do 4tomo i no tempo t.

J4 a flutuacdo da raiz média quadrada (RMSF) calcula a flutuacdo das posicoes
atébmicas durante a trajetdria. A partir do calculo do RMSF é possivel também obter um
arquivo .pdb com valores de RMSF convertidos em valores do fator beta. O fator beta
representa através de um espectro de cores qual regido é mais estavel ou menos estdvel
durante a simulagdo, sendo as regiGes mais estaveis representadas em azul e as regides

menos estaveis em vermelho.
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Raio de Giro
Para analisar a compactacdo de uma estrutura, pode-se calcular o raio de giro
desta estrutura ao longo de sua trajetodria. Esse raio de giro pode ser calculado através da

equagao 20.

1

Ry = (Brilmy: (20)

xim;

Onde m; é a massa do atomo i e 1; € a posi¢ao do atomo i em relagdo ao centro de

massa da molécula.
No presente estudo o raio de giro foi utilizado para analise do comportamento

estrutural da proteina SH em solucdo e escolha da estrutura mais linear para compor o
sistema proteina-membrana.

Perfil Densidade de Massa

Através de uma varredura ao longo do eixo z (eixo normal a membrana) é detectada
a quantidade de massa de cada molécula presente em cada ponto que faz parte do sistema.
Este mapeamento gera um perfil de densidade de massa PDM. Desta forma, pode-se
determinar a regido ocupada pelo solvente, a regidao ocupada pela membrana e a regido
ocupada pelos residuos da proteina SH.

Sobrepondo esses perfis de densidade é possivel observar a interface solvente-
membrana e a altura da membrana, ou seja, sua espessura.

Area por lipideo

Os lipideos possuem uma area superficial determinada principalmente pela cabeca
polar. Em simulacGes de membranas, quando o sistema esta equilibrado, o valor da area de
uma monocamada da bicamada dividido pelo nimero de lipideos em cada monocamada

tende a permanecer constante. Desta forma, esse area é considerado um parametro de
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equilibracdo. Para o calculo da area por lipideo para os sistemas contendo a proteina SH, foi
utilizado o ferramenta de analises de membrana GridMAT-DM>°.

Parametro de Ordem

O Parametro de Ordem (P.0.) é um parametro normalizado que indica o grau de
organizacdao do seu sistema. No presente estudo este parametro foi calculado para as
cadeias hidrofébicas (Palmitoil e Oleoil) das moléculas de POPC para analise do seu
alinhamento. Quanto mais préximo de zero for o P.O., menor o alinhamento das cadeias
alifaticas, sendo um o valor para o estado ordenado absoluto®. A expressao usada para o

calculo do parametro de ordem esta representada na equagdo 21.
PO; = ~(3cos?6; — 1) (21)

Sendo 6; o angulo entre o eixo molecular i e a dire¢gdao do vetor normal (IV) a
bicamada.

Helical Wheel (Roda Helicoidal)

A roda helicoidal (Helical Wheel) é uma representacdo visual usada para ilustrar
as propriedades das alfa-hélices de proteinas. A sequéncia de aminodacidos que forma a
regido hélica das proteinas sdo tracadas de forma que o angulo de rotacdo entre os

aminodcidos consecutivos é de 100° conforme podemos observar na figura 8.
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Figura 8: Um exemplo de uma sequéncia de aminoacidos representada em uma roda helicoidal indicando o
angulo de rotacdo entre os aminodacidos consecutivos. Residuos hidrofébicos estdo representados por
diamantes, hidrofilicos por circulos, carregados negativamente por triangulos e carregados positivamente por
pentagonos. O grau de hidrofobicidade estd representados por cores sendo verde os residuos mais
hidrofébicos e vermelho os hidrofilicos. O grau de hidrofobicidade e hidrofilicidade variam de acordo com a
intensidade das cores verdes e vermelhas. Criado por Don Armstrong e Raphael Zidovetzki.

Desta forma, a representacgdo revela os aminoacidos hidrofébicos orientados em
um dos lados da hélice e os aminoacidos polares ou hidrofilicos para o outro lado. Este
arranjo é caracteristico em proteinas globulares e que formam canais i6nicos. No presente
estudo a analise de roda helicoidal foi utilizada para a montagem da estrutura pentamérica

formada pela proteina SH.

6. DETALHES COMPUTACIONAIS

Sele¢ao e Analise das sequéncias

Foram selecionadas 14 sequéncias da proteina SH do RSV tipo A a partir do
banco de dados internacional GenBank>®. O programa BioEdit™ foi utilizado para a realizacdo
do alinhamento multiplo através da ferramenta CLUSTAL-W*® afim de verificar possiveis

mutacgdes entre as sequéncias.


mailto:don@donarmstrong.com
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Predicbes de estruturas secundarias e regides transmembranicas foram feitas
usando os servidores PSIPred® e PredictProtein*’. O servidor PredicProtein® também foi

utilizado para determinar possiveis modificagcdes pds-traducionais.

Modelagem da proteina SH

As informacdes estruturais experimentais de proteinas de superficies sdo poucas,
uma vez que estas proteinas possuem uma regido altamente hidrofébica dificultando sua
producdao em laboratério. Desta forma, ha uma necessidade de compreender seus
mecanismos e conhecer sua estrutura e funcdo. Sendo assim, a determinacdo da estrutura
tercidrias da proteina transmembranica SH foi realizada pela técnica de modelagem

molecular usando o servidor I-TASSER*,

Simulagdes da proteina SH em agua

Com o objetivo de avaliar as caracteristicas estruturais da proteina SH em
solucdo e analisar o comportamento das regides N-terminal e C-terminal em dgua, foram
realizadas simula¢des das estruturas da proteina SH em solucdo. Todas as simula¢cées em
solucdo foram executadas com o pacote GROMACS vers3o 4.5.5°* usando o campo de forcas
GROMOS53a6%°, uma vez que as simulacbes desenvolvidas visaram sistemas liquidos
contendo biomoléculas.

Para a simulacdo dos sistemas proteina SH em agua, foram construidas 3 caixas
clbicas de lado 10 nm, uma para cada modelo, contendo em cada uma o modelo da
estrutura da proteina SH, ~ 32800 moléculas de d4gua e umion Cl".

n61

O modelo de dgua utilizado foi o SPC “Simple Point Charge”"". A otimiza¢do dos

sistemas foram realizadas com alteracdo de 5000 passos de Steepest Descent (declinio
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acentuado) e Conjugate Gradient (gradiente conjugado). O N-terminal de cada modelo da
proteina em estudo foi tratado como um grupo carregado positivamente (NH3") e o C-
terminal carregado negativamente (COO’), uma vez que é desta forma que essas regides se
apresentam em pH 7.0. Primeiramente foi realizada para cada modelo uma simulagao de 20
ps com restricdo de posicao dos dtomos da estrutura da proteina para permitir a relaxagao
dos ions e dos solventes, em seguida uma simula¢dao de 100 ns foi realizada para aquisicao
de dados. O passo de integracao para as equac¢des de movimento foi de 2 fs. A temperatura
e pressao foram mantidas constantes a 1 bar e 310 K, respectivamente, utilizando o
algoritmo de Berendsen® com constantes de tempo 1.0 ps e 0.1 ps. Condicbes Periddicas de
contorno foram impostas nas simulagcdes com raio de corte igual a 1,4 nm e a lista de
vizinhos foi atualizada a cada 5 passos de integracdo. O algoritmo LINCS® foi usado para
restringir ligacGes covalentes da proteina. As interacdes eletrostdticas de longa distancia
foram tratadas usando o método PME®* (particle mesh Ewald) com raio de corte de 1 nm.
Para o calculo das contribuicGes eletrostaticas de curto alcance e das interacbes de Van der
Waals empregou-se raio de corte igual a 1,4 nm.

Posteriormente, uma simulacdo com restricio de posicdio dos atomos
localizados na regidao transmembranica foi realizada para cada modelo com a finalidade de
analisar o comportamento das regides N-terminal e C-terminal na agua. As condi¢Ges para as
simulagdes com restricdo da regido transmembranica foram as mesma das simulagdes sem

restricao.

Construcgao do sistema Proteina SH - Membrana

Para estudar o comportamento da proteina SH inserida na membrana

fosfolipidica, a estrutura do canal ibnico e sua atividade foram necessdrios o ajuste do
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modelo escolhido para uma estrutura mais linear e a construcdo da bicamada lipidica com
dimensdes especificas.

Para gerar a estrutura linear do sistema proteina-bicamada foi utilizado o
modelo Baseado em Estrutura®.

Para esta simulagdo foi utilizado o modelo baseado em estrutura com todos os
atomos>> sendo o potencial inicial calculado com base no arquivo de coordenadas atémicas
do modelo da proteina SH gerado pelo I-TASSER* que apresentou maior linearidade na sua
estrutura (modelo 5). Da mesma forma que nas simula¢des anteriores, o N-terminal da
proteina em estudo foi tratado como um grupo carregado positivamente (NH3") e o C-
terminal carregado negativamente (COO’). A simulacdo foi realizada em temperatura
elevada e com restricdes de posicdo nos atomos localizados na regido transmembranica (20-
42), uma vez que esta regido teria alcancado a estrutura secunddria esperada, alfa-hélice. Os
arquivos iniciais de topologia (TOP) e estrutura inicial (GRO) para a simulacdo foram obtidos
pela interface grafica do servidor SMOG@ctbp2.

Uma simulacdo de 20ns foi realizada para gerar um modelo mais linear, ou seja
com as regides terminais mais abertas. A estrutura linear foi escolhida analisando-se o
grafico de raio de giro pelo tempo do sistema simulado. O modelo com maior raio de giro (o
modelo mais aberto) foi escolhido para compor a estrutura inicial do sistema proteina-

membrana e montagem do poro.

Construgao da Bicamada fosfolipidica Hidratada

Moléculas de 1-palmitoil-2-oleilfosfatidilcolina (POPC) foram escolhidas para
compor a bicamada fosfolipidica (figura 9). Estas moléculas por serem fosfolipideos
zwinteridbnicos, ou seja, carga resultante nula, melhor representam as membranas

eucarioticas e sdao bastante utilizadas em experimentos biofisicos.
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Figura 9: Estrutura do lipidio POPC (1-palmitoil-2-oleilfosfatidilcolina). As chaves indicando os grupos
presentes na estrutura molecular do lipideo: colina, fosfato, glicerol e caudas palmitoil e oleoil.

Para a montagem da bicamada fosfolipidica hidratada foram utilizadas as
ferramentas do pacote GROMACS 4.5.5°' Os pardmetros do lipideos foram retirados do
campo de Forcas Berger® que possui compatibilidade com a campo de forcas
GROMOS53a6™.

A construgdo da bicamada foi realizada em trés passos:

1) Criou-se uma monocamada no plano xy com dimensées 15 nm em x e 15nm

em y contendo 225 moléculas POPC;

2) Criou-se uma segunda monocamada a partir da inversdo da primeira pelo eixo

3) Finalmente, as duas monocamadas foram acopladas produzindo uma

bicamada POPC com 450 moléculas POPC.

Tendo em vista que a bicamada foi formada por configuracdes idénticas de
moléculas POPC, uma minimizacdo de 1000 passos foi realizada para permitir a relaxacao
das moléculas POPC.

Para hidratar a bicamada construida, foram criadas duas caixas de dgua com a
mesma dimensdo xy da bicamada apds a minimizacdo (~15 nm), uma para a parte superior
da bicamada e outra para a parte inferior. As espessuras das caixas de agua (eixo z = 6 nm)

foram escolhida com base no comprimento da proteina neste mesmo eixo. O modelo de
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agua utilizado foi o SPC “Simple Point Charge Uma representacdo esquematica da

construcdo da bicamada fosfolipidica pode ser visualizada na figura 10.

Figura 10: Passos da constru¢io da bicamada hidratada. E criada uma monocamada no plano xy e uma
segunda monocamada a partir da inversdo da segunda. As duas monocamadas sdo “ligadas”. Duas caixas de
dgua com as mesmas dimensdes xy das monocamadas sdo criadas e “ligadas” uma a parte superior e outra a
parte inferior da bicamada. Assim completando a construcdo da bicamada hidratada.

Apds a montagem da bicama hidratada, uma minimizacdo de 1000 passos foi
realizada para rearranjo das moléculas e do sistema. Posteriormente, uma simulagdo de 10
ns foi realizada para aquisicdo de dados. O passo de integracdo para as equagdes de
movimento foi de 2 fs. A temperatura e pressdao foram mantidas constantes a 1 bar e 310 K,
respectivamente, utilizando o algoritmo de Berendsen®® com constantes de tempo 1.0 ps e
0.1 ps. Condicbes Periddicas de contorno foram impostas nas simula¢cdes com raio de corte
igual a 1,4 nm e a lista de vizinhos foi atualizada a cada 10 passos de integracdao. O algoritmo
LINCS® foi usado para restringir ligacdes covalentes da proteina. As interacdes eletrostaticas
de longa distancia foram tratadas usando o método PME®* (particle mesh Ewald) com raio de
corte de 1 nm. Para o calculo das contribuicGes eletrostaticas de curto alcance e das

interacGes de Van der Waals empregou-se raio de corte igual a 1,4 nm.

Proteina SH em Membrana POPC
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A estratégia para a insercdo da proteina SH na bicamada lipidica consistiu da
solvatacdo da proteina com a membrana. Para isto, as dimensdes da caixa criada para a
proteina foram as mesmas que as dimensdes da caixa da membrana apds simulagcdo de 10
ns (11.8 nm, 11.8 nm, 23.5 nm), além de a proteina estar apropriadamente orientada ao
longo do eixo z e centrada na caixa. A estratégia para inser¢do da proteina SH esta

esquematizada na figura 11.

o
P
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Figura 11: Estratégia utilizada para a inser¢ao da proteina na bicamada lipidica. A) Proteina centrada em caixa
com as mesmas dimensdes da membrana (11.8,11.8,23.5). B) Solvatacdo da proteina com a membrana.

Esse mesmo sistema foi neutralizado pela adicdo de um ion Cl . Um minimizacao
de 5000 passos do sistema proteina SH - bicamada foi realizado para rearranjo das
moléculas do sistema.

Apds uma simulacdo de restricdo de 5 ns do sistema proteina-membrana,
observou-se que o comprimento da bicamada hidratada na direcdo z era bem maior que o
comprimento da estrutura da proteina. Desta forma, para melhorar o desempenho das

simulagdes e com a intengdo de diminuir seu tempo, diminuimos o tamanho do sistema em
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Utilizando o VMD®® retirou-se todas as moléculas de dgua localizadas em z <
37,5 A e z>197,5 A, resultando em um sistema final com dimensdes x, y, € z iguais a 11.8
nm, 11.8 nm e 16 nm respectivamente.

Posteriormente, a simulagdo do sistema proteina—membrana foi continuada,
porém sem restricbes, por mais 24 ns a uma temperatura de 310 K, a fim de analisar
caracteristicas estruturais da proteina SH inserida na membrana. No entanto, verificou-se
gue o tamanho do comprimento da bicamada hidratada na direcdao z ainda era bem maior
gue o comprimento da estrutura da proteina. Desta forma, o tamanho da caixa em z foi
diminuido mais uma vez utilizando o VMD®® para melhor desempenho das simulacdes. O
sistema proteina—membrana final ficou com dimensodes x, y, e z iguais a 11.8 nm, 11.8 nm e
12 nm respectivamente. Os demais parametros da simulacdo foram similares aos da
simulacdo anterior. A simulacdo do sistema proteina SH — membrana foi continuada por

mais 120 ns a uma temperatura de 310 K.

Estrutura do Pentamero

Para analisar a estrutura pentamérica da proteina SH, primeiramente foi
realizada uma busca de como orientar cada oligdbmero dessa estrutura quaterndria. A
proteina SH possui 64 residuos sendo os residuos 20 ao 42 referentes a regido
transmembranica e composta por alfa-hélice®®. Assim, baseou-se na analise de Helical Wheel

(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi?sequence=ABCDEFGHIJLKMNOP&submit=Sub

mit) para propor a primeira orientacdo: quais residuos permaneceriam voltados para dentro
do poro (residuos de carater mais hidrofilico) e quais estariam em contato com os lipidios

(carater hidrofdbico).


http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi?sequence=ABCDEFGHIJLKMNOP&submit=Submit
http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi?sequence=ABCDEFGHIJLKMNOP&submit=Submit
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Figura 12: Helical Wheel dos residuos da proteina SH. Os residuos hidrofilicos como circulos, residuos
hidrofébicos como diamantes, potencialmente carregados negativamente como tridngulos, e potencialmente
carregados positivamente como pentagonos. O residuo mais hidrofdébico é verde, e a intensidade do verde
diminui proporcionalmente a hidrofobicidade, com zero de hidrofobicidade codificado como amarelo. Residuos
hidrofilicos sdo codificados com vermelho e a intensidade do vermelho diminui proporcionalmente a
hidrofibicidade.

Analisando a figura 12 e com base nos resultados experimentaisSS, uma
conformacdo do poro foi montada, a poro-membrana, orientando os residuos de histidinas

para o interior do poro (figura 13).

Figura 13: Esquema da montagem do poro formado pela proteina SH com base na analise Helical Wheel. A)
Visualizagdo de cima do poro. B) Visualizagdo de lado do poro. O espectro de cores varia do azul para o
vermelho sendo azul a regido N-terminal e vermelho a regido C-terminal. Em rosa estd destacada o residuo de
histidina na posicdo 22. C) Poro inserido na membrana em roxo o dominio transmembranico TM da proteina
SH.
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Conforme pode ser observado na figura 13, nem todos os residuos de histidina

foram orientados para o interior do poro. Isto ocorreu pois quando os mondmeros eram
rotacionados, afim de orientar os residuos hidrofilicos para o interior do poro e os

hidrofdbicos para o exterior, ocorria uma sobreposicdo das regides terminais.

Sabendo-se que para o arranjo dos monémeros para a formacdao do pentamero
com as regides hidrofilicas e hidrofébicas devidamente orientadas levaria um tempo de
simulacdo razoavel devido ao tamanho do sistema, construiu-se uma nova estrutura
terciaria da proteina SH utilizando a ferramenta Molecule Factor(referencia) do VMD®®, com
base no modelo gerado pelo I-TASSER (regides N e C-terminais sem estrutura e dominio

transmembranico composto por hélices).

N-terminal

£

(1
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1
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Figura 14: Estrutura terciaria da proteina SH gerada pelo VMD utilizando a ferramenta Molecule Factor.
Regido em azul representa a regido hidrofilica da proteina e a regido em vermelho a hidrofébica. O dominio
transmembranico (TM) foi construido conforme topologia dos modelos terciarios criados pelo I-TASSER: regido
compreendida entre os aminodacidos 20 ao 42 composta por alfa-hélice.

Com a nova estrutura tercidria gerada pelo VMD*®® (figura 14) um novo poro foi
montado com as regides hidrofilicas e hidrofébicas devidamente orientadas como podemos

observar na figura 15.
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Figura 15: Esquema do poro construido pelo VMD. A) Imagem vista de cima da estrutura secunddria do poro
construido pelo VMD, em roxo o dominio TM, em azul a regido N-terminal. B) Imagem vista de cima da
estrutura quaternaria da proteina SH construida pelo VMD. C) Imagem da lateral da estrutura quaterndria da
proteina SH construida pelo VMD. Em azul estdo representadas as regides hidrofilicas e em vermelho as regides
hidrofébicas da proteina SH.

Desta forma, foram realizadas duas simula¢cdes: uma simulacdo com o sistema
poro-membrana (figura 14) com o modelo da proteina SH gerado pelo I-TASSER e , outra
com o sistema poro-membrana (figura 15) onde a estrutura tercidria da proteina SH foi

construida pelo VMD®® com base na topologia gerada pelo I-TASSER (figura 15).

Posteriormente, os sistemas foram neutralizados pela adi¢gao de cinco ions CI’
cada. Uma minimizacdo de 5000 passos para cada sistema poro-bicamada foi realizado para

rearranjo das moléculas do sistema.

Inicialmente, desenvolveu-se uma simulacdo de 5 ns mantendo as coordenadas
dos oligdmeros restritas para relaxacao do solvente e ions.
Posteriormente as simulagdes dos sistemas foram continuadas, porém sem

restricdes a 310 K e utilizando os mesmos parametros das simulacdes anteriores.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecdo e Andlises da estrutura primaria da proteina SH

A partir de 15 sequéncias de aminodcidos da proteina SH, um alinhamento
realizado pelo CLUSTAL-W*® confirmou a caracteristica conservada da proteina, resultando
em uma identidade de 100%. A sequéncia de cédigo AEO45887.1, foi escolhida para as
analises funcionais e estruturais.

Na figura 16 s3o apresentadas os resultados das predicdes das estruturas
secunddrias da proteina realizadas pelo PSIPred®®. Tanto o PSIPred® quanto o
PredictProtein®® indicaram a regido compreendida entre os aminodcidos 20 ao 42 como
sendo uma regido transmembranica composta por 1 alfa-hélice. Este resultado esta de
acordo com resultados experimentais realizados anteriormente, em que um peptideo
sintético da regido 18 a 43 da proteina inserida em bicamada lipidica, apresentou a mesma

conformac3o estrutural®’.

conf : JINNzziiRinnnnn-sENERERRRRRRRRRRRRENIREEEEDD0oo00on0nlnnnaEi

Pred: —f) )
Pred: CCCCEEEEEECCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCC
ARA: MENTSITIEFSSKFWPYFTLIHMITTIISLLIIISILNKLCEYNVEFHNKTFELPRARVNT

6

10 20 30 50

o0

Figura 16: Predi¢do da estrutura secundaria da proteina SH realizada pelo servidor PSlpred. As barras em azul
na primeira linha representa a confiabilidade (Conf) da estrutura; A seta amarela indica uma folha beta na
regido N-terminal, o cilindro rosa representa alfa-hélice que compreende a regido transmenbranica da proteina
SH. Linha continua representa regiGes com estruturas ndo definidas. Na ultima linha da figura esta a sequéncia
primdria da proteina SH.

Os resultados preditos pelo PredictProtein** mostram ainda a presenca de dois
sitio de glicosilacdo nos residuos N3 e N52 e um sitio de fosforilacdo no residuo S11. Essas
mudancas poés-traducionais sdo essenciais, pois determinam a forma como a proteina se

apresenta durante a infeccdo viral podendo ela ser: duas formas ndo glicosiladas (uma
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truncada SH: e outra completa SHg), uma forma N-glicosilada SH; e uma
polilactosaminoglicano-modificada SH,. Além disso, essas modificagcBes, por estarem
localizadas nas regides terminais, podem estar diretamente ligadas a sinalizacdo para o
funcionamento do canal i6nico formado pela proteina.

Os sitios de interagdes com outras proteinas também foram indicados pelo
PredictProtein®. Na regido N-terminal os residuos E2 e S12 e na regido C-terminal N48, V49,
F50, H51, K53, P58, R59, R61, V62 e N63. Estes dados concordam com estudos ja realizados
gue mostram possiveis interacdes entre as proteinas de membrana do RSV: G, F e SH®73368
indicando que estas interaces estejam diretamente ligadas a atividade de fus3o do virus®.
Além das interacGes com proteinas virais, a proteina SH é necessaria para inibicdo do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) induzida por apoptose, sugerindo possiveis interacdes com

proteinas do hospedeiro também?>*%°.

Modelagem da Proteina SH

Os resultados da Modelagem com a sequéncia de cédigo AEQ45887.1, utilizando
o servidor I-TASSER** gerou 5 modelos da proteina SH (figura 17). Desses cinco modelos,
escolheu-se os modelos 1, 4 e 5 para prosseguir com as analises (figura 17: A, D e E), uma
vez que suas estruturas secundarias foram bem similares as estruturas secundarias preditas
anteriormente pelo PSlpred®® e PredictProtein® e corroboram com a topologia estrutural
dos resultados experimentais obtidos da literatura: regido transmembranica compreendida

entre os aminoacidos 20-42, composta por uma alfa-hélice®’.
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Figura 17: Modelos da proteina SH gerados pelo servidor I-TASSER*. A) Modelo 1; B) Modelo 2; C) Modelo 3;
D) Modelo 4; E) Modelo 5. O espectro de cores varia do azul para o vermelho sendo azul a regido N-terminal e
vermelho a regido C-terminal.

Simulagdo da Proteina SH na Agua

Com a finalidade de analisar o comportamento da proteina em meio totalmente
hidrofilico, um sistema contendo proteina solvatada em dgua e neutralizada com um ion
cloreto foi simulado para cada modelo (1, 4 e 5).

As figuras 18 e 19 indicam respectivamente o raio de giro e a posicdo média dos
atomos de cada residuo que compde cada modelo em fung¢do do tempo de simulacdo. Estes
dados indicam um empacotamento da proteina, ou seja, uma diminuicdo do raio de giro e
uma instabilidade principalmente dos residuos terminais dos modelos que possuem maior
liberdade de movimento quando comparados aos que estdo no interior da estrutura. Este

comportamento é caracteristico de proteinas transmembranicas que, quando expostas a
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ambientes hidrofilicos, mudam sua conformacdo estrutural devido ao efeito hidrofébico

causado pelas moléculas de dgua explicando a dificuldade de trata-las experimentalmente’.

3 T | T T I |
L — Modelo 1 B
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2,51 —
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0 20 40 60 80 100
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Figura 18: Raio de giro dos modelos 1, 4 e 5 em fung¢ao do tempo de simulagao. Simulagdes em agua a 310 K.
A queda no valor do raio de giro indica a mudanca estrutural dos modelos para uma conformagdo mais

globular.

Os resultados da figura 19 mostra também que esta alta variagao da flutuagao
média dos residuos terminais dos modelos 1, 4 e 5 comparados aos residuos compreendido
entre os aminoacidos 25 ao 40, reflete a instabilidade da proteina como um todo, indicando

a d4gua como sendo um ambiente ndo apropriado para desempenho de sua funcao.
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Figura 19: Flutuagao média da posicao de cada residuo dos modelos 1, 4 e 5. Simulagdes em agua a 310 K. As
flutuagBes sdo maiores nas regides terminais indicando um maior grau de liberdade das extremidades.

Analisando as estruturas médias dos modelos apds a simulagdo de 100 ns (figura
20), confirmamos a mudanca estrutural dos trés modelos (1, 4 e 5) de uma conformacao
mais linear para uma conformacdo mais compacta. Observa-se ainda que o dominio TM dos

trés modelos sofreu mudanca estrutural, principalmente no modelo 5, onde essa regidao

apresenta-se em sua maioria desenovelada.

C-terminal B)

N-terminal

N-terminal

C-terminal

C-terminal

Figura 20: Modelos da proteina SH apds simula¢cdo em agua a 310 K. A) Modelo 1; B) Modelo 4; C) Modelo5.
Em rosa a regido transmembranica (TM), em azul a regido N-terminal e em vermelho a regido C-terminal.
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Uma vez que os modelos em estudos ja apresentavam a estrutura secundaria
esperada para o dominio TM, analisou-se o comportamento estrutural apenas das regides N-
terminal e C-terminal em solucdo.

Um sistema contendo proteina solvatada em agua, neutralizada com um ion
cloreto e com restricao de posicdo aplicada a regidao transmembranica (20-42) foi simulado
para cada modelo da proteina SH durante 100 ns.

Comparando a posicdo média dos atomos de cada residuo que compde cada
modelo sem restricdo do dominio TM (figura 19) com a posicdo média dos atomos de cada
residuo que compde cada modelo com restricio do dominio TM (figura 21), os resultados
mostram que hd uma maior flutuacdo nas regides N-terminal e C-terminal dos modelos sem
restricdo. Este comportamento é devido a maior liberdade de movimento principalmente
nas regides terminais desses modelos. Devido as restrigdes dos atomos do dominio TM, as
regidoes transmembranica desses modelos apresentam menor flutuacdo comparado aos

modelos sem restricado.
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Figura 21: Flutuacdo média da posi¢do de cada residuo dos modelos 1, 4 e 5. Simulagbes em agua, com
restricdo da regido transmembranica (20-42) a 310 K. Nos trés modelos, as flutuagdes dos residuos sido

menores na regido com restri¢do (20-42) e maiores nas regides terminais.

Os resultado obtidos em simulagdao de 100 ns com restricdo da regido TM,
nenhum dos modelos alcangou a estruturacao das regidoes terminais (figura 22), sugerindo
que interagdes especificas entre a proteina e a bicamada ou interagdes proteina-proteina

sdo importantes para a formacao estrutural completa desta proteina.
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Figura 22: Modelos da proteina SH apds simulagdo em agua a 310 K com restrigées de posi¢do nos atomos
localizados na regidao transmembranica (20-42). A) Modelo 1; B) Modelo 4; C) Modelo5. Em rosa a regido
transmembranica (TM), em azul a regido N-terminal e em vermelho a regido C-terminal.
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Desta forma, para modelagem completa da proteina SH, houve a necessidade de
analisar o comportamento de cada modelo (1, 4 e 5) inserido na bicamada.

No entanto, para a montagem do sistema proteina-bicamada, verificou-se que as
extremidades N-terminal e C-terminal estavam em posi¢des ndo favoraveis, de modo que
quando inseridas na membrana fosfolipidica suas extremidades também estariam no
interior da membrana. Assim, simula¢gdes com restricdo de posicdo aplicada a regiao
transmembranicas foram realizadas em altas temperaturas de modo a “desenovelar” as
regides terminais dos modelos da proteina.

Apds a realizacdo dessas simulacdes, verificou-se que elas ndo apresentaram
modelos lineares o suficiente para serem inseridos na bicamada lipidica. Desta forma,
considerando que ambos os modelos seriam equivalentes quando suas extremidades
estivessem “linearmente desenoveladas”, escolheu-se o modelo 5 para gerar a estrutura
linear do sistema proteina-bicamada utilizando o modelo baseado em estrutura®. O modelo
5 foi escolhido pois sua estrutura era mais linear comparada as estruturas dos modelos 1 e 4.

O modelo inicial escolhido para os sistema proteina-bicamada foi aquele que
apresentou o maior raio de giro, em torno de 3,107 nm em 9.509 ps de simula¢do conforme

pode ser observado na figura 23.
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Figura 23: Estrutura da proteina SH escolhida pelo modelo baseado em estrutura’ a partir do raio de giro por
tempo de simulagdao. O modelo escolhido apresentou raio de giro em torno de 3,107 nm em 9.509 ps de
simulagdo. Regido rosa corresponde ao dominio transmembranico (TM).

Andlises da Bicamada composta por POPC

O sistema hidratado composto por 225 moléculas de POPC por monocamada foi
simulado por 10 ns.

Analisando o grafico do Perfil de Densidade de Massa (PDM) do sistema
bicamada hidratada podemos detectar, através de uma varredura ao longo do eixo z, a

quantidade de massa de cada molécula (Agua ou POPC) ao longo de cada ponto desse eixo.
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Figura 24: Perfil de Densidade de Massa da bicamada de POPC hidratada. Em vermelho a densidade do
sistema proteina-bicamada, em azul a densidade de 4gua e em preto a densidade de moléculas POPC.

O perfil apresentado na figura 24 mostra que a densidade da membrana esta
entre aproximadamente 9,8 nm e 13,1 nm, essa distancia entre os dois picos do perfil de
densidade da molécula de POPC corresponde a espessura da bicamada fosfolipidica.
Observa-se também que o perfil de moléculas de dgua é nulo neste intervalo, o que permite
afirmar que nao ha presenca de moléculas de agua no interior da bicamada.

Na regido das cabecas polares, onde o perfil de densidade da membrana é
maximo, comegam a aparecer moléculas de dgua na interface bicamada-agua. Ja para a
regido localizada ao centro, devido a grande mobilidade das terminacdes das cadeias
alifaticas dos fosfolipidios, confere a essa regidao um carater de menor densidade.

Para verificar o alinhamento das cadeias alifaticas (palmitoil e oleoil) foi utilizado

o calculo do parametro de ordem.
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Os resultados dos parametros de ordem das cadeias Palmitoil (18 carbonos,

saturada) e Oleil (16 carbonos, com insaturacdo no carbono 9) sdo mostrado na figura 25.
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Figura 25: Parametro de ordem das cadeias Palmitoil e Oleil. Palmitoil em vermelho e Oleil em preto. Apés 10
ns de simulagdo a cadeia saturada (Palmitoil) apresentou maior alinhamento que a cadeia insaturada (Oleil).

De acordo com a definicdo de P.O., quanto maior o alinhamento dos atomos de
carbono na cadeia, maior o parametro de ordem. Analisando os dados, pode-se observar um
maior alinhamento da cadeia saturada quando comparada a insaturada. Esta diminuicdo da
ordem da cadeia insaturada se deve a presenca da insaturacdo que dificulta o ajuste dessas
cadeias. Verificou-se também que os atomos de carbono localizados no inicio da cadeia
apresentam maior parametro de ordem do que aqueles das extremidades, este
comportamento é devido a grande mobilidade da regido terminal. Os valores médios dos
parametros de ordem de moléculas de POPC calculados: 0.28+0.1 para oleoil e 0.3710.1
palmitoil estdo de acordo com os valores médios encontrados na literatura, 0.30+0.1 para

palmitoil e 0.3740.1 para oleoil”*.
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A figura 26-A mostra o resultados da area calculada por lipidio durante toda a

simulacdo. Observa-se que no periodo de equilibracdo ocorre uma queda dos valores da
area do sistema e a partir do sétimo nano segundo ocorre a convergéncia deste valor para
61,70£0,3 A% O valor médio da &rea por lipideo encontrado estd préximo dos dados
encontrados na literatura, onde simulagdes de membranas composta com o mesmo

fosfolipidio apresentou area por lipideo média igual a 63,50,2 A2

. Analisando a figura 26-
B, verifica-se que o coeficiente linear B = 22,8.10°+ 0,7.10° mostrou-se bem proximo de

zero indicando uma variagdo de 22,8.10° + 0,7.10” A? para cada 1 ns segundo de simulagao.

Esta analise mostra que o sistema apresenta-se equilibrado.

Al [Tl [ " [#]% [ o ]*]°? B)ﬁz,z — T T

Xx=A+Bx
A=603:£0,1 )
B=22810"£07.10"

Area por lipideo A
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Figura 26: Evolugdo temporal da area por fosfolipidio para o sistema bicamada POPC: A) Area por lipideo por
tempo de simulagdo. Apds uma queda do valor da area por lipideo, nota-se uma convergéncia apds 7 ns de
simulagio para 61,70+0,3 A%.B) Ajuste linear dos valores de area por lipideo apds o sétimo nano segundo. O
valo baixo do coeficiente linear (B = 22,8.10 + 0,7.10”) indica a estabilidade da area por lipideo da bicamada
constituida de POPC apds 7 ns de simulagao.

Os resultados da tabela 1 mostram os dados obtidos da simulacdo da bicamada

fosfolipidica constituida de moléculas de POPC.
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Tabela 1: Dados da simulagdo do sistema bicamada POPC. (POPC): nimero de moléculas de lipideos POPC;
(SOL): nimero de moléculas de agua; (x,y,z): dimensdes x, y e z final da caixa de simulagdo em nm; Tempo da
simulacdo de restru¢do em ns; Tempo da simulacdo para aquisicio de dados em ns; (Ap): Area por lipideo em
A% ; (P.0. palmitoil): pardmetro de ordem as cadeia palmitoil; (P.O. oleiol): Parametro de ordem da cadeia
oleail.

Dados da Simulagao do Sistema Bicamada POPC Dados da literatura
POPC 450 -
SOoL 88704 -
X, Y,z (nm) (11.8, 11.8, 23.5) -
Tempo da simulacdo de restricdo (ns) 5 -
Tempo da simulacdo para aquisicdo de dados (ns) 10 -
Ap (A?) 61,7+0,3 63,5+0,2"*
P.O. palmitoil 0,3710,1 0.3710.1%
P. 0. oleoil 0,2810,1 0.30£0.17

Analises da simula¢ao da proteina SH na bicamada de POPC

O sistema proteina-bicamada foi simulado durante 144 ns para analise estrutural
da proteina SH inserida em uma bicamada fosfolipidica, sendo 24 ns em um sistema com
dimensdes x, y e z iniciais iguais a 11.8 nm, 11.8 nm, 16 nm e 120 ns em uma caixa com
dimensdes x, y, e z iniciais iguais a 11.8 nm, 11.8 nm, 12 nm.

A figura 27 mostra a estrutura mais provavel da proteina SH nos ultimos 70 ns de
simulacdo do sistema proteina-bicamada gerada pela ferramenta do GROMACS™, o g-
cluster. Observa-se que o dominio TM da proteina foi conservado durante a simulacdo,
enquanto as regides N-terminal e C-terminal foram direcionadas para perto das cabecas
hidrofilicas dos fosfolipidios. Essa aproximacdo das regides terminais do modelo pode ser
observada também no grafico do raio de giro do sistema proteina-bicamada em fung¢do do

tempo de simulagdo (figura 28).



63

Figura 27: Estrutura mais provavel do sistema proteina-bicamada. Em relagdo as estruturas secundarias,
observa-se a conservacdo da hélice do dominio TM da proteina SH em roxo e regibes terminais
desestruturadas. Verifica-se também uma inclinagdo da proteina em relagao ao eixo normal da bicamada.

Os resultados da analise da estrutura da proteina SH (figura 27) mostra que as
regides terminais ainda ndo estdo estruturadas. Estes resultados sugerem que a estabilidade
das estruturas dessas regides seja devido as intera¢des entre seus oligdmeros quando ela se
apresenta na forma pentamérica. Isso foi verificado com as simulacdes do pentamero
inserida na bicamada fosfolipidica (poro-bicamada) que estdo discutidas na préxima secao.

Na figura 28, verifica-se também a queda do valor do raio de giro por tempo
simulado do sistema proteina SH — bicamada durante os vinte primeiros nano segundos de
simulacdo, apds este tempo ndo ha variacdo considerdvel na sua compactacdo. Este
comportamento indica uma preferéncia da regides terminais por ambientes mais

hidrofébicos confirmando sua caracteristica de proteina de membrana.
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Figura 28: Raio de giro do sistema proteina-bicamada em fung¢do do tempo a 310 K. Nos primeiros nano
segundos de simulacdo ocorre uma queda do valor do raio de giro, apds 20 ns esse valor se mantém com
pequenas variacdes até o fim da simulagdo.

Para analise do parametro de ordem da bicamada e area por lipideo, foi utilizado
os ultimos 120 ns de simulagcao do sistema.

A figura 29 mostra o parametro de ordem das cadeias dos fosfolipideos. Neste
resultado observa-se que os parametros de ordem da bicamada na presenca da proteina nos
dois ultimos intervalos de simulacdo (24-74 ns e 74-144 ns) sdo maiores quando comparados
ao parametro de ordem da bicamada (tabela 1). Verifica-se também que os parametros de
ordem das cadeias dos fosfolipidios nos dois ultimos intervalos de simulagdo foram
semelhantes, indicando uma estabilidade do sistema e sugerindo que a presenca da proteina

SH sozinha na bicamada nao desestabiliza a estrutura da membrana.
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Figura 29: Parametro de ordem das cadeias Palmitoil e Oleil da bicamada POPC e do sistema proteina-
bicamada a 310 K. Nota-se um aumento do PO para o sistema proteina-bicamada comparado ao PO da
bicamada sozinha porém, para os dois ultimos intervalos, os valores mostram-se similares indicando uma
estabilidade do sistema.

Outra caracteristica que foi analisada do sistema bicamada na presenca da
proteina SH foi a variagdo da area por lipideo por tempo simulado. O resultado da figura 30
mostra que, durante os ultimos 120 ns de simulagdo, o valor da area por lipideo oscilou em
torno de um valor médio de 57,30,6 A’ (tabela 2) este valor se mostra menor que o valor
médio obtido somente para a bicamada, 61,7+0,3 A? (tabela 1). Analisando a regressao
linear da area por lipideo por tempo simulado, observa-se uma valor baixo do coeficiente
linear B (4.10°+3.10°A%ns™) indicando uma estabilidade da bicamada durante esses Ultimos
120 ns de simulagdo. Os resultados mostram que com a insercdo da proteina na bicamada
de POPC a drea por lipideo teve um decréscimo considerdvel, conferindo as cadeias menor
mobilidade e um maior alinhamento, o que explica o aumento do parametro de ordem para

esse sistema.
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Figura 30: Area por lipideo do sistema proteina SH — bicamada para os tltimos 120 ns de simulag¢do. O ajuste
linear indica uma estabilidade do sistema para os ultimos 120 ns de simulagao, resultando em um valor médio
da area pé lipideo de 57,3+0,6 A”.

Os resultados da tabela 2 mostram os dados obtidos da simulagdao do sistema

proteina SH inserido na bicamada fosfolipidica constituida de moléculas de POPC.

Tabela 2: Dados da simulagdo do sistema proteina SH - bicamada. Tempo (ns): intervalos de tempo da
simulagdo para aquisigdo de dados em ns; (POPC): numero de moléculas de lipideos POPC; (SOL): nimero de
moléculas de agua; (Proteina): nimero de proteina; (CL-): nimero de ions cloreto (x,y,z): dimensdes x, y e z
final da caixa de simulagio em nm; (Ap): Area por lipideo em A’ ; (P.O. palmitoil): parametro de ordem das
cadeia palmitoil; (P.O. oleiol): parametro de ordem da cadeia oleoil.

Dados da Simulagao do Sistema proteina SH - bicamada

Tempo (ns)
POPC
SOL
Proteina
CL-

X, ¥,z (nm)
Ap (A%)
P.O. palmitoil
P. O. oleoil

0-24
387
48026
1
1
(10.8, 10.8, 16.6)

24-74
387
29849
1
1
(10.8, 10.8, 12.0)
56,7+0,5
0,37+0,1
0,30+0,1

74-144
387
29849
1
1
(10.8, 10.8, 12.0)
57,3+0,6
0,37+0,1
0,30+0,1




67

Analises das simula¢6es do Pentamero inserido na bicamada de POPC

Para estudo da estrutura do pentamero, dois modelos foram criados conforme
consta na secdo Detalhes Computacionais. Para melhor identificarmos os dois modelos
chamaremos o sistema com o poro construido com o modelo da proteina SH gerado pelo I-
TASSER* de sistema 1, e o sistema com o poro construido com o modelo da proteina SH
gerado pelo VMD®® de sistema 2.

Utilizando a ferramenta do GROMACS, o g-cluster, gerou-se a estrutura mais
provavel do poro construido com o modelo da proteina SH gerado pelo I-TASSER* (figura
31- A e B) e do poro construido com o modelo da proteina SH gerado pelo VMD®® (figura 31-
C e B). Para o primeiro sistema, foram gerados 21 grupos, sendo o mais populoso aquele que
continha 3384 estruturas e o segundo mais populoso 1884. Para o segundo sistema, 126
grupos, sendo o mais populoso aquele que continha 289 estruturas e o segundo mais
populoso 88. A figura 31 mostra as estruturas representativas dos grupos com maior

numero de elementos dos dois sistemas.
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Figura 31: Estrutura mais provavel da estrutura pentamérica construida com o modelo da proteina SH gerado
pelo I-TASSER* e VMD®. A) Visualizagio de lateral da estrutura pentamérica (I-TASSER). B) Visualiza¢io de
cima da estrutura pentamérica(l-TASSER). C) Visualizagdo lateral da estrutura pentamérica (VMD). D)
Visualizagdo de cima da estrutura pentamérica (VMD). O espectro de cores varia do azul para o vermelho
sendo azul a regido N-terminal e vermelho a regido C-terminal.

Analisando a figura 31, verifica-se que as estruturas secundarias das regioes
transmembranicas do pentdmero permaneceram estruturadas nos dois sistemas simulados,
porém houve uma maior reorientacdo dos monémeros do sistema 1 quando comparamos a
sua estrutura inicial (figura 14). J4 para o sistema 2 esta reorientagdo dos monémeros foi
menor, uma vez que esta etapa ja tinha sido realizado durante a construcdo da estrutura
pentamérica. Pode ser observado também nas regides terminais o aparecimento de
estruturas secundarias no modelo do sistema 1, sugerindo que as interacdes entre os
mondmeros sao essenciais para a estruturacdao C e N-terminais do pentamero. Sendo assim,

analisou-se a formacdo de pontes de hidrogénio entre os mondmeros e verificou-se a
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presenca destas, principalmente, nas regides terminais dos oligbmeros. A tabela 3 apresenta
os resultados obtidos da analise de ligacdes de hidrogénio entre os residuos de monémeros
vizinhos (1-2, 1-5, 2-3, 3-4, 4-5,) e também interacGes entre os mondémeros nado vizinhos (1-
3, 1-4, 2-4, 2-5, 3-5), todas as interagbes de pontes de hidrogénio identificadas estao
localizadas em residuos das regides terminais de cada monémero.

Tabela 3: Dados da analise de pontes de hidrogénio entre os monémeros dos poros da proteina SH. Sistema 1
representa o sistema da bicamada que contém o poro construido com o modelo da proteina SH gerado pelo I-
TASSER™ e o Sistema 2 representa o sistema da bicamada que contém o poro construido com o modelo da
proteina SH gerado pelo VMD®. Na tabela estdo listados os monémeros que apresentam interagbes de
hidrogénio, o nimero de pontes de hidrogénio e quais residuos participam dessas interagdes.

SISTEMA 1 SISTEMA 2
Numeros de Numeros de
Monomeros pontes de Residuos pontes de Residuos
hidrogénio hidrogénio
15TRP — 10PHE
13LYS - 8ILE
le2 5 11SER - 6ILE - -
10PHE — 13LYS
8ILE — 11SER
le3 - - - -
led - - 1 2GLU - 13LYS
47TYR —46GLU
les 2 46GLU — 46GLU ; ;
2e3 2 61ARG — 52ASN 2 19THR-17TYR
59ARG - 51HIS
2e4 - - - -
2e5 - - 2 14PHE — 5SER
22HIS — 29SER
3e4 - - 1 2GLU —13LYS
3e5 1 1MET — 14PHE - -
19THR — 19THR
19THR - 17TYR
4e5 - - 5 17TYR — 15TRP

19THR — 19THR
17TYR—-17TYR

Os resultados obtidos do grafico do parametro de ordem da bicamada na
presenca tanto do porol como do poro2 (figura 32) teve o mesmo comportamento do
grafico do sistema proteina SH — bicamada (figura 29): a presenca das cinco estruturas na

bicamada aumentou o alinhamento das cadeias hidrofébicas dos fosfolipidios. Para as



70
cadeias saturadas o valor obtido para o sistema 1 foi de 0,401+0,1 e para as cadeias
insaturadas 0,3240,1 e para o sistema 2 foi de 0,38+0,1 e para as cadeias insaturadas

0,30+0,1, valores estes maiores aos calculados pelo sistema proteina SH — bicamada (tabela

2).
0,5 T | T | T [ T | T | T | T | T | T
— DD..B.D o D —

())4_ 5 .g—#{——a-‘B\E‘. |
. L _
8
z >
o (),3 T ]
=
s 3 2
3 e "
= 02+ O—0 Palmitoil bicamada |
(g ©—0 Qleoil bicamada
A — | O - -0 Palmitoil poro -

0.1 ©- - © Oleoil poro

? & —0O Palmitoil poro-vimd
— | © —© Oleoil poro-vind -
0.0 i Eof o § ¢ oo§ o foF§ o f f 0§
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Carbono

Figura 32: Parametro de ordem das cadeias Palmitoil e Oleil da bicamada POPC e dos sistemas 1 e 2. A linha
continua representa o sistema da bicamada; a linha pontilhada o sistema bicamada-poro 1 e a tracejada
bicamada-poro 2 (VMD). Os pontos circulares e as linhas em preto representam os valores do PO das cadeias
Oleoil e os pontos quadriculados e as linhas em vermelho as cadeias Palmitoil.

Na anadlise da area por lipideo por tempo simulado (figura 33), observa-se que na
presenca das cinco estruturas (pentamero), a area por lipideo torna-se menor. A area por
lipideo média para os dltimos 50 ns de simulacdo do sistema 1 foi de 48+3 A’ e para o
sistema 2 48,7+0,2 AZ, valores estes menores que a do sistema com uma proteina SH
inserida na membrana (57,3+0,6 A?).

Na analise da flutuacdo dos valores da drea por lipideo, o ajuste linear do sistema
bicamada-porol mostra que o coeficiente linear B = - 0,18+0,04 A%nst indica gue ainda ndo

ocorreu uma estabilidade na drea por lipideo como no sistema proteina SH — bicamada, o
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mesmo comportamento foi observado no sistema 2 (VMD), no entanto o valor do
coeficiente linear foi menor comparado ao sistema 1 (B = 0,0+0,01 A’ns™). Este resultado
sugeri uma maior estabilidade do sistema 2 uma vez que ha uma orientacdo mais adequada

dos monémeros em relagdo ao sistema 1.
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Figura 33: Area por lipideo dos sistemas bicamada-poro e bicamada-poro (VMD). O ajuste linear foi realizado
para andlise da flutuagdo dos valores da area por lipideo por tempo de simulagdo. O coeficiente linear para o
sistema 1 foi de B = - 0,18+0,04, indicando que o sistema ainda apresenta uma pequena flutuagdao nos valores
da area por lipideo. O coeficiente linear para o sistema 2 foi de B = 0,03+0,01, indicando uma maior
estabilidade do sistema.

Os resultados da area por lipideo e do parametro de ordem mostram que assim
como na inser¢do da proteina SH, a inser¢ao do pentamero na bicamada de POPC diminui a
area por lipideo, conferindo as cadeias menor mobilidade e um maior alinhamento,
conforme pode ser observado no aumento do parametro de ordem para esses sistemas.
Este comportamento de proporcionar uma maior estabilidade da estrutura da membrana
pode ser interpretado como uma estratégia do virus para prolongar seu ciclo de replicacao,
uma vez que estudos mostram que a presenca da proteina SH tem diminuido o efeito
citopatico e apoptoses em linhagens de células epteliais do pulm&o®.

Outra caracteristica analisada foi se a atividade do poro poderia ser visualizada
com a orientacdo dos oligdmeros. Para verificar a passagem de moléculas de agua através do

poro foi calculado a barreira de energia livre da penetracao da dgua pela equacdo abaixo:
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AG(2) = —KT Inpsgua(2),

onde psguq(2z) € a densidade de dgua normalizada ao longo do eixo normal a bicamada
obtida da simulagdo e KT é a constante de Boltzmann vezes a temperatura da simulagdo (310
K). Como pode ser visto na figura 34, durante a simulacdo, observa-se a passagens de
algumas moléculas de dgua pelo interior do poro dos dois sistemas simulados. Esta atividade
ndo era observada nos outros sistemas (bicamada e bicamada-proteina SH). A passagem de
moléculas de aguas e ions pelo canal formado pela proteina SH ja foi observado em vdrios
experimentos, e corrobora com a caracteristica da proteina SH pertencer ao grupo das
vioporinas’®. Estudos realizados por Gan e seus colaboradores mostram também que a
atividade do canal da proteina SH é dependente dos residuos de histidinas, H22 e H51, que
devem estar na forma protonada para que ocorra a passagem de moléculas®. Como citado
anteriormente, todas as simulagdes foram realizadas em pH 7.0. Desta forma, nestes
sistemas os residuos de histidinas, H22 e H51, estao na forma protonada, colaborando com
os resultados que indicam a dependéncia do funcionamento do poro da proteina SH com o

estado de protonacdo dos residuos de histidinas.

A)

Figura 34: Imagem obtida das simulagdes dos sistemas contendo a estrutura pentamérica da proteina SH. A)
Sistema 1 contendo a estrutura da pentamero da proteina SH gerado pelo I-TASSER. B) Sistema 2 contendo a
estrutura do pentamero da proteina SH gerado pelo VMD. Podemos observar a passagem de moléculas de
agua nos dois sistemas, confirmando a atividade da estrutura pentamérica.
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Durante a simulagdo, observou-se a passagens de moléculas de dgua conforme
mostrado na figura 34. Analisando os resultados da figura 35, observa-se que a barreira de
energia para os dois sistemas estdo bem préximos e é da ordem de 18,2 KJ/mol e 24 KJ/mol
para os sistemas 1 e 2, respectivamente. A barreira apresentada pelos sistemas apresentou-
se menor comparado com resultados de simulagdes de um sistema contendo 12
hexapeptideos antimicrobianos em bicamada de DPPC (dipalmitoilfosfadidilcolina), onde a
barreira apresentada foi de 28,7+1,7 KJ/mol”. Os resultados com os peptideos
antimicrobianos mostraram que a sua presenca afeta a barreira de dgua permitido a
passagem dessas moléculas’®. Com base neste resultado, verifica-se que a presenca da
estrutura pentamérica, assim como o peptideo antimicrobiano, favorece a passagem de

agua através da membrana.
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Figura 35: Perfil da densidade de agua e energia livre da barreira de dgua ao longo do eixo normal da
membrana para os dois sistemas simulados durante 120 ns a 310K. A) Em preto densidade de dgua do sistema
com a estrutura do pentamero construido pelo modelo da proteina SH gerado pelo I-TASSER, e em vermelho
densidade de dgua do sistema com a estrutura do pentamero construido pelo modelo da proteina SH gerado
pelo VMD. B) Em preto a energia livre da barreira de agua do sistema com a estrutura do pentamero
construido pelo modelo da proteina SH gerado pelo I-TASSER, e em vermelho a energia livre da barreira de
dgua de agua do sistema com a estrutura do pentamero construido pelo modelo da proteina SH gerado pelo

VMD.
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Na tabela 4 estdo listados os dados obtidos da simulacdo do sistema bicamada-

poro construido com o modelo da proteina SH gerado pelo I-TASSER (sistema 1) e os dados
da simulacdo do sistema bicamada-poro construido com o modelo da proteina SH gerado

pelo VMD (sistema 2).

Tabela 4: Dados dos ultimos 50 ns de simulagdo dos sistemas 1 (I-TASSER) e 2 (VMD). Tempo (ns): intervalos
de tempo da simula¢do para aquisicdo de dados em ns; (POPC): nimero de moléculas de lipideos POPC; (SOL):
numero de moléculas de agua; (Proteina): nUmero de proteina; (CL-): nimero de ions cloreto (x,y,z): dimensdes
x, y e z final da caixa de simula¢io em nm; (Ap): Area por lipideo em A% ; (P.O. palmitoil): pardmetro de ordem
as cadeia palmitoil; (P.O. oleiol): Parametro de ordem da cadeia oleoil.

Tempo (ns) 70-120 70-120
POPC 341 341

SOL 45864 39811
Proteina 5 5

CL- 5 5

X, y, z (nm) (10.4, 10.4, 17) (10.8, 10.8, 15.6)
Ap (A?) 4813 48,740,2

PO palmitoil 0,40+0,1 0,3840,1

PO oleoil 0,3240,1 0,30+0,1
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8. CONCLUSAO

A metodologia utilizada apresentou-se eficiente e muito satisfatoria no estudo
da proteina SH e formacdo de seus oligbmeros. Predicdes de estruturas secunddrias da
proteina SH indicou a presenca de uma alfa-hélice compreendida entre os aminodacidos 20-
42. Esta mesma regido apresentou-se como altamente hidrofébica nos teste de
hidrofobicidade indicando ser um dominio transmenbranico. Os mesmo resultados de
estruturas secundarias foram identificados nos modelos terciarios da proteina SH, e a
hidrofobicidade do dominio central foi confirmada nas simula¢des de dinamica molecular
em que, quando em solucdo, a proteina SH muda sua estrutura linear para uma
conformacao globular.

As modificacdes pds-traducionais foram identificadas nas regides terminais da
proteina, estas modificacdes estdo envolvidas principalmente na sua distribuicdo celular
durante a infecc¢do viral. Sitios de interacdo localizados nas regides terminais da proteina
indicam que a proteina SH interage com outras proteinas virais, entre elas a F e G, sugerindo
estar ligada ao mecanismo de fusdo celular e também com proteinas do hospedeiro, uma
vez que esta proteina é necessaria para a inibicdo da TNF-a induzida por apoptose.

Os resultados obtidos da simulagdo da bicamada POPC construida reproduz um
ambiente bastante semelhante as membranas celulares, onde a proteina SH desempenha
sua fungdo. Durante o tempo de simulagdo do sistema proteina SH - bicamada ocorreu uma
estabilidade do dominio central da proteina SH quando inserida na membrana, no entanto
as regides terminais permaneceram desestruturadas. Nas simulacdes com a presenca da
estrutura pentamérica, observa-se o inicio da estruturacdo das regides terminais e a
presenca de ligacoes de hidrogénio entre os residuos terminais da proteina SH. Estes
resultados indicam que essas interacbes entre os mondmeros s3o essenciais para

estruturacdo completa desta proteina.
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A presenga das cinco estruturas na bicamada resultou num decréscimo
consideravel da area por lipideo, conferindo as cadeias menor mobilidade e um maior
alinhamento, ou seja, ndo afetou a estabilidade da membrana, sugerindo que a membrana é
necessdria para a estruturacao e funcionamento do poro. Esta estabilidade da membrana
proporcionada pela presenga da proteina SH sozinha ou em sua forma pentamérica, além de
necessaria para a estruturacao da forma quaterndria da proteina, aponta ser uma estratégia
do virus para prolongar seu ciclo de replicagao durante a infeccao viral.

A passagem de moléculas de agua pelo poro ocorreu nas simula¢gdes com a
presenca da estrutura pentamérica. Esta atividade do poro da proteina SH ocorreu em
ambiente onde os residuos de histidinas H22 e H51 apresentaram-se na forma protonada,
indicando a dependéncia desta atividade com o pH do meio. No entanto, esta atividade
pode também estar relacionada com algum tipo de interacdo com outras proteinas virais ou
do hospedeiro ou por meio da sinaliza¢cdes decorrentes de mudancas pés-traducionais.

Com base nestas andlises, foi possivel propor uma estrutura tercidria e
guaternaria da proteina SH e, com as analises da formacdo pentamérica da proteina, analisar
sua influéncia no ambiente composto pela bicamada e apresentar uma melhor compreensao

da sua fun¢do durante a infectividade viral.
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Anexo |

Trabalhos realizados
Durante o periodo de mestrado, além do trabalho de pesquisa desenvolvido ja descrito,

outros trés trabalhos foram desenvolvidos dos quais geraram os artigos: “Interaction model
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between HRSV G-protein and flavonoids”, “Molecular Model of Interaction between HRSV
Fusion Protein and Inhibitors of Viral Infection” e “Biophysical and structural characterization
of the recombinant human elF3L”. Os manuscritos “Interaction model between HRSV G-
protein and flavonoids” e “Molecular Model of Interaction between HRSV Fusion Protein and
Inhibitors of Viral Infection” foram desenvolvidos juntamente com Haroldo Lima Pimentel
Cravo e Mariana Pela Sabbag sob orientacdo da Prof2 Dra. Fatima Pereira de Souza. O artigo
“Biophysical and structural characterization of the recombinant human elF3L”, foi realizado
em colaboragcdo com a Dra. Ana Thereza Morais sob orientacdao do Prof. Dr. Mauricio L
Nogueira. Os trés trabalhos abordaram aplicacbes das ferramentas de bioinformatica e
modelagem molecular no estudo funcional e estrutural de proteinas. Até a presente data, os
trabalhos ja foram submetidos, sendo que “Biophysical and structural characterization of the
recombinant human elF3L” e “Interaction model between HRSV G-protein and flavonoids”

foram aceitos, e o terceiro aguardando resposta.



