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Resumo

Nas ultimas décadas a Dengue se tornou a mais importante arbovirose a afetar o
homem. A Dengue ¢ causada por um tipo de flavivirus, que s@o virus envelopados
de geometria esférica. Hoje a Dengue ¢ uma das doencas com maior incidéncia no
Brasil, atingindo a populacdo de todos os estados, independentemente de classe
social. O virus da Dengue possui um envelope viral composto por duas proteinas:
a proteina E e a proteina M. A proteina E é considerada uma importante proteina
viral, pois forma projecdes na superficie do virus e possui determinantes
antigénicos para hemaglutinagdo e neutralizacdo. A mesma possui uma sequéncia
de residuos de aminoécidos rica em residuos hidrofobicos e de glicinas chamada de
peptideo de fusdo. O peptideo de fusdo esta envolvido no processo de fusao do virus
com a membrana celular endossomal, necessario para a injegao do material genético
viral no meio intracelular. A proteina E ¢ glicolisada e forma homodimeros
dispostos paralelamente a superficie viral em pH neutro, sendo incapaz de interagir
com a membrana alvo. Com a exposicao ao pH &cido do meio endossomal a
proteina E sofre alteracdo conformacional que a leva para a conformagdo
fusogénica, na qual o peptideo de fusdo esta exposto. Independentemente da
mudanca estrutural sofrida pela glicoproteina viral durante este processo, seu
peptideo de fusdo mantém a mesma conformag¢do em pH neutro e dcido conforme
evidenciado em estruturas cristalograficas. Neste trabalho investigamos a interagao
do peptideo de fusdo da proteina E do virus da Dengue com bicamadas lipidicas,
investigando a diferenca de afinidade (energia livre de ligacao) de duas sequéncias
de residuos de aminoacidos que contém o peptideo de fusao (residuos 88-123 e 98-
110 retirados do PDBID: 10AN) com dois modelos de membrana compostos por
fosfolipidios POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina) e pela mistura de POPC e
POPG (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol) na propor¢do 4:1, utilizando



simulacdes de dindmica molecular e o método Adaptive Biasing Force (ABF).
Nossos resultados indicam uma pequena diferenga na energia livre de ligagdo de
cada peptideo com a bicamada de POPC e POPC com POPG e um pequeno
deslocamento do enterramento do residuo de triptofano, sendo que em ambas as
bicamadas o enterramento estd em acordo qualitativo com resultados experimentais
obtidos por espectroscopia de fluorescéncia. Analises estruturais e da energética de
ligagdo do peptideo de fusdo com as bicamadas estudadas apontam que ele ndo sofre
alteracdes conformacionais significativas ao entrar na bicamada e que existe uma
regido, denominada de “colar” nesse trabalho, responsavel pela maior parte das
interagdes do peptideo com as bicamadas, a qual pode ser alvo de futuros estudos
na busca por inibidores do processo de infec¢do de células humanas pelo virus da

Dengue.

Palavras-chaves: Virus da Dengue, Peptideo de Fusdo, Dinamica Molecular,

Energia Livre, Adaptive Biasing Force



Abstract

Dengue Fever is, nowadays, the most important arbovirosis to affect men. Dengue
fever is caused by a flavivirus, enveloped viruses of spherical shape. Nowadays, it
is one of the highest incidence diseases in Brazil, striking populations in every state
regardless of social class. The Dengue virus presents a viral envelope composed of
two proteins: E and M. Protein E is considered an important viral protein, because
it forms projections on the surface of the virus and has antigenic determinants for
hemagglutination and neutralization. Protein E holds a sequence of amino acids
residue rich in hydrophobic residues and glycine called fusion peptide. The fusion
peptide is involved in the process of the fusion of the virus with the endosomal
cellular membrane important for the injection of viral genetic material into the
intracellular medium. Protein E is glycosylated and forms homodimers parallel to
the viral surface in neutral pH, being unable to interact with the target membrane.
Due to exposure of acid pH of the endosomal medium, protein E undergoes
conformational changes, leading to fusogenic conformation, where the fusion
peptide is exposed. Regardless of the structural change undergone by the viral
glycoprotein during this process, its fusion peptide keeps the same conformation in
neutral and acid pH, as evidenced in crystallographic structures. In this study, we
investigated the interaction of the fusion peptide of protein E of the Dengue virus
with lipid bilayers calculating the difference in the affinity (binding free energy) of
two sequences amino acids residue of the Protein E which contain the fusion
peptide (residues 88-123 e 98-110 from PDBID: 10AN) with two models
membranes composed by phospholipids POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina)
and by the mixture of POPC and POPG (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol) in the
ratio of 4:1, using Molecular Dynamics simulations the Adaptive Biasing Force
(ABF) method. Our results show a small difference in the binding free energy of
each peptide with the membrane POPC and POPC with POPG and a slight



dislocation on the burial of the Tryptophan residue, showing that in both bilayers
the burial is in qualitative agreement with experimental results obtained through
fluorescence spectroscopy. Structural and energetic analyses of the binding of the
fusion peptide with the studied bilayers show that it does not suffer significant
conformational alterations when it enters the bilayers and that there is a region
that we call “collar”, which is responsible by most of interactions between the
fusion peptide with the bilayers, which can be the subject of future studies aiming

at finding inhibitors to the infection of human cells by the Dengue virus.

Keywords: Dengue Virus, Fusion Peptide, Molecular Dynamics, Free Energy,
Adaptive Biasing Force



Lista de Figuras

Figura 1 — Areas de infec¢do do virus da Dengue no mundo. Extraido de (32) .. 33

Figura 2 — Sorotipos do virus da Dengue circulantes no Brasil por Unidade
Federativa. EXtraido de (33) ...t 33

Figura 3 — Situacdo epidemiologica da Dengue no Brasil no periodo de 2004 até
2016. Adaptado de (34). ......ooeeueeeeeeeeieeeeeeee ettt e 34

Figura 4 — Representa¢do esquemdtica da estrutura do virus da Dengue e do
genoma viral. (A) Organizagdo do genoma do virus da Dengue. (B) llustragdo dos
resultados obtidos por crio-microscopia da estrutura da particula viral. Podem ser
observadas duas camadas protéicas mais externas (azuis claro e escuro),
compostas pelas proteinas E e M, uma bicamada lipidica (verde), um
nucleocapsideo (laranja), composto pela proteina C, e finalmente, o RNA genomico
(rosa) empacotado no centro do virus. Adaptado de Smith (43) e Whitehead (44).

Figura 5 — Diagrama linear dos residuos de aminodcidos correspondentes a cada
dominio da proteina E do virus da Dengue. A cor vermelha representa o dominio
1, a amarela o dominio Il e a azul o dominio Il da proteina E do virus da Dengue.
Extraido de Modis (12). ......ocuoiiiiiiiieeeeeeee e 38

Figura 6 — Rearranjo dos dominios da proteina E durante a transi¢do para trimero.
(A) Estrutura do monoémero na conformagdo pré-fusogénica, encontrada nos
dimeros de proteina E em pH neutro. (B) Estrutura do monomero na conformagao
pos-fusogénica, encontrada nos trimeros apos exposi¢do ao pH acido. Ocorre um
rearranjo dos dominios Il e IIl (demonstrado pelas setas em A), que mudam sua
orientagdo relativa, fazendo com que o C-terminal se aproxime do peptideo de
fusdo, ficando 39 A mais préximo. O peptideo de fusdo permanece essencialmente
com a mesma conformagdo antes e depois da fusdo. Extraido de Modis (12)..... 39

Figura 7 — Representa¢do esquemdatica das estruturas das proteinas de fusdo de
classes 1, Il e 11l no estado conformacional pos-fusogénico. (4) Proteina gp41 do



HIV-1 (classe 1), (B) Proteina E dos flavivirus (classe Il); (C) Glicoproteina G do
VSV (classe I1l). Extraido de WeisSenhorn (52). .....coceeeceeeeceeescieeeeieeeeieeeeveeennns 41

Figura 8 — Mecanismos propostos para o processo de fusdo catalisado pelas
glicoproteinas virais. O dimero é representado na superficie viral, com o seu
peptideo de fusdo interno em verde, dominio I em vermelho, Il em amarelo e Il em
azul (a). A proteina se liga ao receptor especifico e é internalizada por endocitose.
Apos exposicdo ao pH dcido do meio endossomal, ocorre um rearranjo na
orientagdo relativa dos dominios II e IIlI, expondo o peptideo de fusdo (b) e
permitindo a formagao de trimeros e a inser¢do do peptideo de fusdo na membrana
alvo (c). A reestrutura¢do da proteina continua, com o “dobramento” do dominio
III, que aproxima as membranas viral e endossomal. E formada a haste de
hemifusdo (d) e (e) e finalmente o poro de fusdo (f) apos o total rearranjo trimérico
da proteina de fusdo, onde o peptideo de fusdo e a por¢do transmembrana se
encontram proximos. Extraido de Mukhopadhyay (45)......cccceeeeveevceeieieeennenane. 42

Figura 9 — Sequéncia dos residuos de aminodcidos do peptideo de fusdo da
proteina E do virus da Dengue, os residuos estdo coloridos conforme sua natureza
fisica, em azul e vermelho, residuos com carga positiva ou negativa,
respectivamente, em verde, os polares, e em branco os hidrofobicos. (a) mostra o
diagrama linear. (b) Sequéncia de aminoacido do residuo 88 até o 123 da proteina
E do virus da Dengue (peptideo longo), a ponte de dissulfeto entre os residuos
CYS92 e CYSI16 esta representada pela cor amarela e (c) Sequéncia de
aminoacido do residuo 98 até o 110 da proteina E do virus da Dengue (peptideo
&7 0 ) PR 43

Figura 10 — Principais componentes de uma membrana celular. Extraido de (54)

Figura 11 — Movimentos dos fosfolipidios na membrana plasmatica. Extraido de
(50). ettt bbbt b et eaeene et 44

Figura 12 — Estrutura base de um fosfolipidio. Extraido de (59)..........ccc.ou...... 45

Figura 13 — Estrutura do lipideo POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina).
EXIraido de (61). coc.ueieeeeeeeeeeeeee et 46

Figura 14 — Estrutura do lipideo POPG (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol).
EXIraido de (62). .....ooeeeeeeeeeeeee e e 46



Figura 15 — Principais modelos de membranas. Extraido de (63)....................... 48

Figura 16 — Mostra as interagoes das ligagoes do campo de for¢a sendo que v e 0

sdo os comprimentos e angulos de ligacdo e @ é o angulo diedro. Adaptado de
PRIITIDS (83). ettt ettt ettt e s e seeaeeseeneeneens 60

Figura 17 — Representa¢do das condigoes periodicas de contorno em uma
simulag¢do por DM. Somente a caixa central é simulada, enquanto que as réplicas
garantem a continuidade do sistema, isto é, auséncia de contato das moléculas com
0 vacuo. As setas representam o movimento de uma molécula na caixa central e o

mesmo movimento ¢ reproduzido nas caixas réplicas. Extraido de Verli (87)..... 62

Figura 18 — Representagdo do raio de corte para uma célula de simulagdo de
comprimento L. O raio de corte é tragado a partir de um atomo de interesse Z, sendo
que este ndo interage com o atomo j e sim com sua imagem /', muito menos com
sua propria imagem I'. O quadrado tracejado representa a aproximagdo de minima
imagem e o circulo representa o raio de corte. Adaptado de Allen (88). ............. 63

Figura 19 — Peptideo inserido na bicamada de POPC com POPG antes de iniciar
o processo de fechamento da bicamada. As moléculas de dagua estdo representadas
como uma superficie roxa, o peptideo representado em licorice e com os residuos
coloridos conforme sua natureza fisica, em azul e vermelho residuos com carga
positiva ou negativa, respectivamente, em verde os polares e em branco os
hidrofobicos. Na bicamada, os grupos acilicos das moléculas de POPC estdo
coloridos em ciano e das de POPG em vermelho, na regido polar os atomos de
fosforo sdo as esferas marrons, os nitrogénios esferas azuis e os oxigénios esferas
VEFIMEIIAS. ..ot e 71

Figura 20 — Ilustra o cadlculo do pardmetro de ordem. A seta preta representa a
dire¢do da normal da bicamada, em (a) temos a cauda do fosfolipidio, na qual cada
asterisco destaca um grupo no que sera calculado o pardmetro de ordem, em (b)
mostramos os dois vetores que serdo utilizados para obter o parametro de ordem
para um grupo metil, C— HIl e C — H?2 e em (c) mostramos o esquema dos dangulos
a serem calculados. Extraido de (99) ........cccvuveeveeeeoieeeiieeeeeeeee e 73

Figura 21 — Ilustra como é calculado o dngulo de Inclinagdo Lipidica: (a) O angulo
formado entre o fosforo do grupo fosfato e o nitrogénio do grupo colina na regiao
do grupo da cabe¢a com a normal a bicamada de POPC. (b) O dngulo formado



entre o fosforo do grupo fosfato e o carbono do grupo glicerol na regido do grupo
da cabeca com a normal a bicamada de POPG. ..............cccooveeeeiiueeeeecienaaann. 75

Figura 22 — Ilustra o fenomeno de Interdigitac¢do de lipideos das cadeias acilicas.
EXtrardo de(99) .....c.ooeueeeiieieeeeeeeee e 76

Figura 23 — Sistemas gerados com a bicamada de POPC com o peptideo localizado
na interface agua/bicamada em (a) pelo método desenvolvido e em (c) pelo
charmm_gui. Com o peptideo localizado no interior da bicamada em (b) pelo
método desenvolvido e em (d) pelo charmm_gui. As moléculas de dagua estdo
representadas como uma superficie roxa, o peptideo representado em licorice e
com os residuos coloridos conforme sua natureza fisica, em azul, e vermelho
residuos com carga positiva ou negativa, respectivamente, em verde, os polares e
em branco os hidrofobicos. Na bicamada, os grupos aciclicos das moléculas de
POPC estao coloridos em ciano, na regido polar os atomos de fosforo sdo as
esferas marrons, os nitrogénios esferas azuis e os oxigénios esferas vermelhas.

Figura 24 — Sistemas gerados com a bicamada de POPC com o peptideo localizado
na interface agua/bicamada em (a) pelo método desenvolvido e em (c) pelo
charmm_gui. Com o peptideo localizado no interior da bicamada em (b) pelo
método desenvolvido e em (d) pelo charmm_gui. As moléculas de agua estdo
representadas como uma superficie roxa, o peptideo representado em licorice e
com os residuos coloridos conforme sua natureza fisica, em azul, e vermelho
residuos com carga positiva ou negativa, respectivamente, em verde, os polares e
em branco os hidrofobicos. Na bicamada, os grupos acilicos das moléculas de
POPC estdo coloridos em ciano e das de POPG em vermelho, na regido polar os
datomos de fosforo sdo as esferas marrons, os nitrogénios esferas azuis e os

OXIGENIOS SfEras VErMELINAS. ............cccccueveiviriiiiiiiiiiieiceeee e 79

Figura 25 — Em (a) e (c) representa o RMSD entre as posi¢oes dos datomos de
fosforo da bicamada original e a bicamada pura e mista, respectivamente, no
processo de fechamento apds a inser¢do do peptideo. As linhas preta e verde
representam os sistemas 1 e 2 da bicamada pura, respectivamente. Em (b) e (d)
mostra o RMSD no final do fechamento da bicamada apos a inser¢do do peptideo.

Figura 26 — Resultados da ultima coordenada de posi¢do do sistema 2 depois 45
ns de simula¢do da Dindmica Molecular em (a) e (c) utilizando o método



desenvolvido para a bicamada pura e mista, respectivamente e utilizando o
charmm_gui, em (b) e (d), para a bicamada pura e mista, respectivamente. As
moléculas de agua estdo representadas como uma superficie roxa, o peptideo
representado em licorice e com os residuos coloridos conforme sua natureza fisica,
em azul, e vermelho residuos com carga positiva ou negativa, respectivamente, em
verde, os polares e em branco os hidrofobicos. Na bicamada, os grupos acilicos
das moléculas de POPC estdo coloridos em ciano e das de POPG em vermelho, na
regido polar os atomos de fosforo sdo as esferas marrons, os nitrogénios esferas

azuis e 0S OXIgenios esferas Vermelnas. ..............ccccceevveiveeiieioieiiiesieeeese e 81

Figura 27 — Perfil de Densidade de Massa (PDM) da bicamada pura de POPC (a)
do sistema 1 em relagdo ao eixo z, para os dois métodos em estudo, (b) do sistema
2 em relagdo ao eixo z, para os dois métodos em estudo. Para o script temos como
resultado que as moléculas de dgua estio representadas pela cor preta, os
fosfolipideos pela cor marrom, a bicamada de POPC com a cor vermelha e o
peptideo de fusdo da proteina E do virus da Dengue pela cor verde, para os
resultados do charmm_gui temos que as moléculas de dgua estdo representadas
pela cor amarela, os fosfolipideos pela cor castanha, a bicamada de POPC com a

cor azul e o peptideo de fusdo da proteina E do virus da Dengue pela cor cinza.

Figura 28 — Perfil de Densidade de Massa (PDM) da bicamada mista de POPC
com POPG (a) do sistema 1 em relagdo ao eixo z, para os dois métodos em estudo,
(b) do sistema 2 em relagdo ao eixo z, para os dois métodos em estudo. Nos
resultados obtidos pelo script temos que as moléculas de agua estdao representadas
pela cor preta, os fosfolipideos pela cor marrom, a bicamada de POPC com a cor
azul, a bicamada de POPG com a cor vermelha e o peptideo de fusdao da proteina
E do virus da Dengue pela cor verde, para os resultados do charmm_gui temos as
moléculas de dgua estdo representadas pela cor amarela, os fosfolipideos pela cor
castanha, a bicamada de POPC com a cor magenta, a bicamada de POPG com a
cor laranja e o peptideo de fusdo da proteina E do virus da Dengue pela cor cinza.

Figura 29 — Pardametro de ordem do Palmitoil e Olioil da bicamada de POPC
obtido a partir (a) do sistema 1 e (b) do sistema 2 contendo a bicamada de POPC,
utilizando o método desenvolvido (script) e o charmm_gui. Os circulos em preto
representam a cadeia oleil dos sistemas 1 e 2 do script, os quadrados em vermelho
representam a cadeia palmitoil dos sistemas 1 e 2 do script, os triangulos em



amarelo representam a cadeia oleil dos sistemas 1 e 2 do charmm_gui, as estrelas
em azul representam a cadeia palmitoil dos sistemas 1 e 2 do charmm_gui. ...... 86

Figura 30 — Parametro de ordem obtido (a) do sistema 1 e (b) do sistema 2
contendo bicamada de POPC/POPG considerando somente os fosfolipideos de
POPC, para o método desenvolvido (script) e o charmm_gui. Os circulos em preto
representam a cadeia oleil dos sistemas [ e 2 do script, os quadrados em vermelho
representam a cadeia palmitoil dos sistemas 1 e 2 do script, os triangulos em
amarelo representam a cadeia oleil dos sistemas 1 e 2 do charmm_gui, as estrelas
em azul representam a cadeia palmitoil dos sistemas 1 e 2 do charmm_gui. ...... 87

Figura 31 — Pardmetro de ordem obtido (a) do sistema 1 e (b) do sistema 2
contendo bicamada de POPC/POPG considerando somente os fosfolipideos de
POPG, para o método desenvolvido (script) e o charmm_gui. Os circulos em preto
representam a cadeia oleil dos sistemas 1 e 2 do script, os quadrados em vermelho
representam a cadeia palmitoil dos sistemas 1 e 2 do script, os triangulos em
amarelo representam a cadeia oleil dos sistemas 1 e 2 do charmm_gui, as estrelas
em azul representam a cadeia palmitoil dos sistemas 1 e 2 do charmm_gui. ...... 88

Figura 32 — Parametro de ordem adaptado de (100), tendo em verde as cadeias

oleil e a azul as cadeias palMmitoil. .................cccocevceivuinieiniiiiniiiniiiieeeeeeeee, 89

Figura 33— Mostra o cdlculo da diferenca de energia livre utilizando o método

integragdo terMOAdINAMICA. .............cccccevvuirieiiiiiiiieiieese et 106

Figura 34 — Posigoes aonde foi inserido o peptideo longo em fun¢do da coordenada
e L =T el o SO 109

Figura 35— Desmembramento do peptideo longo em (a) e do peptideo curto em (b).
O Colar esta representado pela cor vermelha, a Regido Interna pela cor verde e a
Regido Externa pela cor Qzul. .................coooooueiiiiiiiiiiiiiieeiiecie et 112

Figura 36- - Desmembramento dos fosfolipideos de POPC e POPG, em (a) o
POPC, esta dividido pelo grupo Fosfato representado pela cor vermelha, o grupo
Colina pela cor azul e Cauda pela cor verde e em (b) o POPG esta divido pelo
grupo Fosfato representado pela cor vermelha, o grupo Glicerol pela cor amarela
e a Cauda pela COr Verde. ...............couuveicieiieeiieiieeieeeeeee e 113

Figura 37 - O Perfil de energia livre em funcdao do caminho de reagdo obtido pelo
método ABF em bicamada de POPC (a) e POPC/POPG (c) para o peptideo de



fusdo da proteina E do virus da Dengue. Amostragem da coordenada de reagdo
para 10 ns de simulagdao em (b) para POPC e em (d) para POPC/POPG. A curva
azul representa o peptideo longo e a vermelha o peptideo curto. ...................... 115

Figura 38 - Perfil da energia livre ao longo de todo o caminho de reagdo obtido
pelo método ABF em bicamada de POPC, para o peptideo longo. A simulagdo de
10 ns esta representada pela cor vermelha, a de 15 ns pela cor azul, a de 20 ns pela
cor verde, a de 25 ns pela cor alaranjada e a de 30 ns pela cor preta. ............. 116

Figura 39 — Perfil de energia livre em fun¢do do caminho de reagdo obtido pelo
método ABF em bicamada de POPC (a) com o peptideo longo e (b) com o peptideo
curto. Para a simulagdo de 10 ns a simulagdo esta representada pela cor vermelha,
15 ns pela cor azul, 20 ns pela cor verde, 25 ns pela cor alaranjada e 30 ns pela
COV PFOIG. .vveeeeeaeeeeeeeeeeeeiteeeeate e s te e et e e e steeeansteeeaseeeanseessnseesenseeennseesnnseesnnseeens 117

Figura 40 — Perfil da energia livre em fungdo do caminho de reagdo obtido pelo
método ABF em bicamada de POPC/POPG com o peptideo longo (a) e com
peptideo curto (b). Para a simulag¢do de 10 ns a simula¢do esta representada pela
cor vermelha, 15 ns pela cor azul, 20 ns pela cor verde, 25 ns pela cor alaranjada,
30 ns pela cor magenta e 35 ns pela cor preta. ..............ccccoceeveeceeneesccnceinenncns 118

Figura 41 — Perfil de energia livre em fung¢do do caminho de reagdo obtido pelo
método ABF em (a) para a bicamada de POPC em (c) para a bicamada de
POPC/POPG com o peptideo de fusdo da proteina E do virus da Dengue. A
amostragem da coordenada de reagdo para a bicamada de POPC (b) e em (d) para
a bicamada de POPC/POPG. O sistema contendo o peptideo longo esta

representado pela cor azul e peptideo curto representado pela cor vermelha... 120

Figura 42 - A posi¢do do centro de massa do indol do Triptofano em relagdo ao
centro de massa dos fosforos da superficie da bicamada de POPC (a) e
POPC/POPG (b) mais proxima do peptideo, para os dois sistemas simulados. A
curva azul representa o peptideo longo e a vermelha o peptideo curto. ............ 121

Figura 43 — O valor médio do RMSD em cada janela com relagdo a estrutura
inicial, do peptideo longo e do peptideo curto ao longo do caminho de reagdo para
sistema (a) com bicamada de POPC e (b) com POPC/POPG. A curva em azul
representa o valor médio do RMSD do peptideo longo e em vermelho o valor médio
do RMSD do peptideo CUTTO. ..........cc.ooeeeiceieiieeiieieeeeeeeee e 123



Figura 44 — Conformacgoes finais (em vermelho) e iniciais (em azul), e os
respectivos RMSD médios, do peptideo longo e do peptideo curto em dois diferentes
pontos do caminho de reag¢do para sistema com bicamada de POPC e
POPC/POPG. O primeiro ponto (a), (c), (e) e (g) representa o peptideo fora da
bicamada e o segundo ponto (b), (d), (f) e (h) o peptideo estd localizado dentro da
bicamada na regido na qual esta localizado o minimo de energia livre. ........... 124

Figura 45 — RMSD em fungdo do tempo para o peptideo longo e para o peptideo
curto (a) para a bicamada de POPC e (b) para a bicamada de POPC/POPG, na
regido no qual estd localizado o minimo de energia livre. A curva em azul
representa o RMSD do peptideo longo e em vermelho o RMSD do peptideo curto.

Figura 46 — Porcentagem de estrutura secundaria média do peptideo longo (a) e
do curto (b) para a bicamada de POPC, para uma regiao compreendida entre -27
A a 1 4 do caminho de reagdo, nos uiltimos 5 ns de simulacdo da DM. A linha preta
esta sendo representada pela estrutura secunddria em hélice, em vermelho a
estrutura secundaria beta e em verde a estrutura secundaria turn. ................... 127

Figura 47 — Porcentagem de estrutura secundaria média do peptideo longo (a) e
do curto (b) para a bicamada de POPC/POPG, para uma regido compreendida
entre -28 A a 0 A do caminho de reacdo, nos ultimos 5 ns de simulagcdo da DM. A
linha preta estd sendo representada pela estrutura secundaria em hélice, em

vermelho a estrutura secundaria beta e em verde a estrutura secundaria turn.
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Figura 50 — Numero de ligagoes de hidrogénio médio para cada janela entre o
peptideo longo e o peptideo curto com a dgua em (a) para a bicamada de POPC e
em (b) para a bicamada de POPC/POPG ao longo do caminho de reagdo. A linha
em azul representa as ligagoes de hidrogénio médio entre o peptideo longo e a dgua
e a linha em vermelho as liga¢oes de hidrogénio médio entre o peptideo curto e a
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Figura 51 — Numero médio de ligagoes de hidrogénio, por janela, entre o peptideo
longo e o peptideo curto em (a) com as moléculas de POPC e em (b) com as
moléculas de POPC/POPG, ao longo do caminho de reacdo. A linha em azul
representa as ligagoes de hidrogénio entre o peptideo longo e a bicamada e a linha
em vermelho as ligagoes de hidrogénio entre o peptideo curto e a bicamada.

Figura 52— Numero de ligagoes de hidrogénio em fun¢do do tempo entre o peptideo
longo e o peptideo curto em (a) com moléculas da bicamada de POPC e em (b)com
as moléculas da bicamada de POPC/POPG, na regido do minimo de energia livre.
A linha em azul representa as ligagoes de hidrogénio entre o peptideo longo e a
bicamada e a linha em vermelho as ligacoes de hidrogénio entre o peptideo curto
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Figura 53 — Ligagoes de hidrogénio mais frequentes entre o peptideo longo e o
curto com as moléculas de POPC da bicamada e o peptideo com ele mesmo, para
a regido do caminho de reacdo de -8 a -6 A. Em (a) As esferas em azuis representam
os atomos de N e NHI da ARG99, o atomo de NZ da LYS110 e o atomo N da GLY
106, a esfera em vermelho representa o atomo N da GLY109 do peptideo longo, jad
as esferas em marrom estdo indicando os datomos das moléculas de POPC
envolvidas nas ligagoes. O peptideo esta em licorise e seus residuos estdo coloridos
conforme sua natureza fisica, em azul e vermelho residuos com carga positiva ou
negativa, respectivamente, em verde os polares e em branco os hidrofobicos e as
moléculas de POPC em marrom. Em (b) as esferas em azuis representam os atomos
de N e NHI da ARG99, o atomo de NZ da LYS110 e o atomo N da GLY 106 e as
esferas em marrom estdo indicando atomos de moléculas de POPC. O peptideo
estd em licorise e seus residuos estdo coloridos conforme sua natureza fisica, em
azul e vermelho residuos com carga positiva ou negativa, respectivamente, em
verde os polares e em branco os hidrofobicos e as moléculas de POPC em marrom.



Figura 54 — Liga¢oes de hidrogénio mais frequentes entre o peptideo longo e o
curto com a moléculas de POPC/POPG, para a regido do caminho de reagdo de -
11 a-9 A. Em (a) a esfera em azul representa o datomo de NZ da LYS110, a esfera
em branco do atomo N da PHEI108 do peptideo longo, ja as esferas em marrom
estdo indicando os dtomos das moléculas de POPC/POPG envolvidas nas ligagoes.
O peptideo esta em licorise e seus residuos estdao coloridos conforme sua natureza
fisica, em azul e vermelho residuos com carga positiva ou negativa,
respectivamente, em verde os polares e em branco os hidrofobicos e as moléculas
de POPC/POPG em marrom. Em (b) as esferas em azuis representam os dtomos
de NHI e NH2 da ARGY9 e o NZ da LYS110 do peptideo curto, ja as esferas em
marrom representam os dtomos de moléculas de POPC/POPG. O peptideo esta em
licorise e seus residuos estdo coloridos conforme sua natureza fisica, em azul e
vermelho residuos com carga positiva ou negativa, respectivamente, em verde os

polares e em branco os hidrofdbicos e as moléculas de POPC/POPG em marrom.

Figura 55 — Valores médios para cada janela da energia de interacdo nao ligada
entre o peptideo longo (cor preta) e peptideo curto (cor vermelha) com a bicamada
de POPC em fungdo do caminho de reagcdo de -27 a 1 A...........c.c.cocceveueuen.. 141

Figura 56— Valores médios para cada janela da intera¢do ndo ligada entre o
peptideo de fusdo com a bicamada de POPC/POPG, na regido de -28 a 0 A do
caminho de reag¢do, em (a) entre o peptideo longo com a bicamada e em (b) entre
o peptideo curto com a bicamada. A linha vermelha representa a contribui¢do dos
fosfolipideos de POPC, a linha verde a contribui¢do dos fosfolipideos de POPG e
a linha preta a contribuigdo dos fosfolipideos de POPC/POPG........................ 142

Figura 57 — Valores médios para cada janela das energias de interagdo ndo ligadas
entre o peptideo de fusdo, Colar, Regido Interna e Regido Externa com a bicamada
de POPC em fungdo do caminho de reagio de -27 a 1 A. Em (a) para o peptideo
longo e em (b) para o peptideo curto. A cor preta representa as interagoes do
peptideo completo com a bicamada, as interagoes do Colar com a bicamada pela
cor vermelha, as interagoes entre a Regido Interna com a bicamada pela cor verde,
e pela cor azul estdo representadas as interagoes entre a Regido Externa com a
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Figura 58 — Valores médios para cada janela das energias de interagdo ndo ligadas
entre o peptideo longo, Colar, Regido Interna e Regido Externa com a bicamada
considerando a contribui¢do em (a) dos fosfolipideos de POPC, em (b) dos



fosfolipideos de POPG e em (c) dos fosfolipideos de POPC/POPG, na regido de -
28 a 0 A do caminho de reacdo. A cor preta representa as interacdes do peptideo
longo com a bicamada, as interagoes do Colar com a bicamada pela cor vermelha,
as interagoes entre a Regido Interna com a bicamada pela cor verde, e pela cor
azul estdo representadas as interagoes da Regido Externa com a bicamada. ... 145

Figura 59— Valores médios para cada janela das energias de interagdo ndo ligadas
entre o peptideo curto, Colar, Regido Interna com a bicamada considerando a
contribui¢do em (a) dos fosfolipideos de POPC, em (b) dos fosfolipideos de POPG
e em (c) dos fosfolipideos de POPC/POPG, na regido de -28 a 0 A do caminho de
reagdo. A cor preta representa as interagoes do peptideo longo com a bicamada,
as interagoes do Colar com a bicamada pela cor vermelha, as interagoes entre a
Regido Interna com a bicamada pela cor verde. ..............oueeueeveueieceeenceannnn. 146

Figura 60 — Valor médio para cada janela das interagoes energéticas entre cada
regido da bicamada de POPC com o Colar do peptideo de fusdo, em fungdo do
caminho de reacdo de -27 a 1 A em (a) para o peptideo longo e em (b) para o
peptideo curto. A cor preta representa as interagoes energéticas entre o Colar com
a bicamada, as interagoes entre o Colar com o grupo Fosfato pela cor vermelha,
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Figura 61 — Valor médio para cada janela das interacoes energéticas entre cada
regido da bicamada de POPC/POPG com o Colar do peptideo longo, considerando
a contribui¢do em (a) dos fosfolipideos de POPC, em (b) dos fosfolipideos de
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Figura 63 — Valor médio para cada janela das interagoes energéticas entre cada
regido da bicamada de POPC com a Regido Interna do peptideo de fusdo, em
funcdo do caminho de reagdo de -27 a 1 A em (a) para o peptideo longo e em (b)
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Regido Interna com a bicamada, as interagoes entre a Regido Interna com o grupo
Fosfato pela cor vermelha, pela cor verde as interagoes entre a Regido Interna com
o grupo Colina e as interagoes entre a Regidao Interna com a Cauda pela cor azul.

Figura 64 — Valor médio para cada janela das interagoes energéticas entre cada
regido da bicamada de POPC/POPG com a Regido Interna do peptideo longo,
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Capitulo 1: Introducdo

Os seres vivos sdo vulneraveis a diversas doengas, tais como tuberculose,
candidiase, gripe, catapora, maldria, etc. Essas doencas podem ser causadas por
bactérias, fungos e virus, podendo apresentar sintomas diferentes no organismo do
ser humano.

A Dengue ¢ uma doenga febril aguda causada por um virus, sendo uma das
mais importantes doengas infecciosas emergentes da atualidade (1-4). Ela ¢ uma
arbovirose (5) que afeta 0 homem e representa um sério problema de saude publica
no mundo, especialmente nos paises subtropicais e tropicais (2), onde as condi¢des
do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferagdo do mosquito
Aedes aegypti, seu vetor. A Dengue € causada por um tipo de flavivirus (1-3,6-8),
que sdo virus envelopados de geometria esférica, seus sintomas podem ser
assintomaticos ou apresentar amplo espectro clinico, podendo até evoluir para o
obito. Hoje ¢ uma das doencas com maior incidéncia no Brasil, atingindo a
populagdo de todos os estados, independentemente da classe social.

O virus da Dengue tem o nucleocapsideo constituido pela proteina C e
envolvendo este conjunto temos duas proteinas virais: a proteina E e a proteina M
(2,3,8). A proteina E ¢ considerada uma importante proteina viral, pois forma
projecdes na superficie do virus e possui determinantes antigénicos para
hemaglutina¢do e neutralizagdo (7-9).

A mesma possui uma sequéncia de aminodcidos rica em residuos
hidrofobicos e de glicinas chamada de peptideo de fusdo (10). O peptideo de fusdo
esta envolvido no processo de fusdo do virus com a membrana celular endossomal,
ele ¢é responsavel pela injecdo do material genético viral no meio intracelular.

A proteina E ¢ glicosilada (11) e forma homodimeros dispostos
paralelamente a superficie viral em pH neutro, sendo incapaz de interagir com a
membrana alvo. Com a exposi¢dao ao pH acido do meio endossomal a proteina E

sofre alteracao conformacional que a leva para a conformag¢do fusogénica, na qual



30

o peptideo de fusdo esta exposto. Independentemente da mudanca estrutural sofrida
pela glicoproteina viral durante este processo, seu peptideo de fusdo mantém a
mesma conformacdo em pH neutro e acido conforme evidenciado por trabalhos
experimentais (2,12).

Para tentar entender o mecanismo de como o peptideo de fusdo da proteina
E do virus da Dengue se liga a célula, os métodos de simulagdo e modelagem
computacional sao sem duvida uma ferramenta poderosa. Estes métodos de
simulagdo complementam e estreitam a ligag@o entre a teoria e o experimento.

A técnica de simulagdo por Dinamica Molecular (DM) ¢ um método que
simula o comportamento de um sistema de muitos corpos em escala molecular
utilizando a Mecanica Classica. A ideia ¢ bastante simples: podemos calcular o
comportamento de um sistema conhecendo o conjunto de condigdes iniciais, mais
as forcas de interagdo entre os constituintes do sistema, para observar como o
sistema evolui com o tempo (13-16).

O método de Dinamica Molecular tornou-se um método popular e poderoso
para o estudo de bicamadas lipidicas (17) e proteinas de membrana na tltima década
devido aos avancgos nas areas de software € hardware (18,19). Entretanto, algumas
simula¢des de Dinamica Molecular podem envolver um nimero elevado de atomos,
resultando em tempos de simula¢do muito altos, o que ¢ altamente indesejavel,
especialmente na fase de equilibragdo do sistema (20).

Neste trabalho apresentamos o estudo da interagdo do peptideo de fusdo da
proteina E do virus da Dengue em bicamadas lipidicas, investigando a diferenga de
afinidade (energia livre de ligacdo) de duas sequéncias de residuos de aminodcidos
da proteina E do virus da Dengue que contém o peptideo de fusdo (residuos 88-123
e 98-110) com dois modelos de membrana compostos por fosfolipidios POPC
(Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina) e pela mistura de POPC e POPG (Palmitoil-
Oleil-Fosfatidil-Glicerol) na propor¢ao 4:1 utilizando simulacdes de dindmica
molecular e 0 método Adaptive Biasing Force (ABF).

Faremos uma analise estrutural a fim de verificar se o peptideo sofreu
alguma alteracdo na sua estrutura quando inserido na bicamada e sera realizado um

estudo da interagdo energética entre o peptideo de fusdo com a bicamada, para
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verificar qual regido do peptideo de fusdo interage melhor com a bicamada, com o
objetivo de, futuramente, encontrar mecanismos que inibam o processo de infecgao
do virus da Dengue.

Também foi desenvolvido um script cuja finalidade € inserir proteinas de
membrana em bicamadas lipidicas causando a minima perturbacdo possivel, de
modo a minimizar o tempo de simulagdo necessario para o reestabelecimento do
estado de equilibrio do sistema. Este método foi aplicado na inser¢ao do peptideo
de fusdo da proteina E do virus da Dengue em bicamadas de POPC (puras) e POPC
com POPG na proporcao 4:1 (mistas) e o resultado foi comparado com o mesmo
processo realizado em um site de preparagdo de arquivos de entrada para
simulagdes, o charmm_gui (21-23).

Dessa forma, para termos uma base tedrica para o desenvolvimento deste
trabalho, apresentaremos, nos topicos seguintes, alguns conceitos sobre a Dengue,

membranas ¢ Dindmica Molecular.

1.1 - Dengue

1.1.1 — Virus da Dengue

Os virus sdo pequenos agentes que podem infeccionar seres humanos,
animais e plantas, causando doengas. Eles sdo capazes de se replicarem somente no
interior de células de outros organismos e sdo encontrados em quase todos os
ecossistemas, sendo descobertos em 1898 por Beijerinck’ (24).

Os virus sdo constituidos de material genético (RNA ou DNA) e um
capsideo de proteinas, que envolve o material genético, ndo possuindo estruturas
celulares (25).

Dentre os virus de fita simples positivo (+ssRNA), os flavivirus tém
consideravel importancia epidemiologica (25,26). Mais de 50% dos virus

classificados neste grupo estdo associados a febres hemorragicas e encefalites que
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podem ser letais para o ser humano. H4 muitas flaviviroses tais como a febre
amarela, a encefalite do Nilo ocidental, a encefalite japonesa, a encefalite europeia,
mas a Dengue ¢ a principal flavivirose tropical (27).

Os flavivirus sao virus envelopados e de geometria esférica, possuem um
tamanho relativamente pequeno, com cerca de 40 a 60 nanometros de diametro, e
aproximadamente 11Kb em tamanho (28).

Os primeiros casos de Dengue no continente americano datam do final do
século XVIII. No entanto, a doenga ainda era branda e ndo apresentava risco de se
tornar algo de importancia mundial (29). Tal cenédrio mudou radicalmente com a
Segunda Guerra Mundial, na qual o virus da Dengue foi espalhado por véarias partes
do mundo e sua proliferagao se intensificou com o rapido crescimento populacional.
Além disso, em 1954, surgiu a Dengue Hemorrégica o que fez com que a doenca
se tornasse mais conhecida.

A Dengue ¢ uma virose transmitida para o ser humano por mosquitos do
tipo Aedes. O vetor ¢ um mosquito da familia culicidae, género Aedes, subgénero
stegomyia, espécie aegypti. Ele ¢ mais conhecido como Aedes aegypti (que significa
casa egipcia) ou mosquito da Dengue, é proveniente da Africa e ja pode ser
encontrado em varios paises, com maior ocorréncia nas regidoes tropicais e
subtropicais (2), como observado na Figura 1.

O mosquito da Dengue ¢ sensivel a repelentes baseados no composto N,N-
dietilmetatoluamida. A Dengue ¢ transmitida pela fémea do Aedes aegypti, tendo o
mosquito um ciclo de reproducao de 10 dias. Quando o mosquito nasce, ele passa
por quatro estadgios de crescimento, que sdo ovo, larva, pupa e adulto (30).

Em todo o mundo existem quatro tipos de Dengue, ja que o virus causador
da doenga possui quatro sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4. No Brasil,
conforme ilustrado na Figura 2, j& circulam os quatro tipos, sendo que o tipo 4 nao
era registrado ha mais de 28 anos. A Dengue tipo 4 apresenta risco a pessoas ja
contaminadas com os virus 1, 2 ou 3, que sdo vulneraveis a manifestacao alternativa
da doenga. Complicagdes podem levar pessoas infectadas ao desenvolvimento da

Dengue Hemorragica (31).
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Figura 1 — Areas de infec¢do do virus da Dengue no mundo. Extraido de (32)
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Figura 2 — Sorotipos do virus da Dengue circulantes no Brasil por Unidade Federativa. Extraido
de (33)

A Figura 3 representa a situagdo epidemiologica da Dengue no Brasil no

periodo de 2004 a 2016 (34). Pode-se observar que 2013 foi um ano no qual o surto
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da Dengue foi elevado e depois em 2014 ocorreu uma queda no surto, isso porque
0 Ministério da Saude investiu em politicas de prevengdo que tiveram como
resultado a diminui¢do acentuada do numero de casos da Dengue,
aproximadamente 59,5%, o que explica a queda brusca de 2013 para 2014 (35). Em
2015, o cenario volta a ser preocupante quando os casos de Dengue tém um
aumento de 180% em relacdao ao ano de 2014. Tal aumento esta relacionado com
os periodos estendidos de calor, lixo acumulado e 4gua parada, além disso, 2015 foi

0 ano mais quente da historia (36).
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Figura 3 — Situagdo epidemiologica da Dengue no Brasil no periodo de 2004 até 2016. Adaptado
de (34).

A Dengue pode se apresentar — clinicamente — de quatro formas diferentes:
Infecgdo Inaparente, Dengue Classica, Febre Hemorragica da Dengue e Sindrome
de Choque da Dengue. Dentre eles, destacam-se a Dengue Cléssica e a Febre
Hemorragica da Dengue.

Apos a transmissao do virus da Dengue por meio da picada do mosquito, a
primeira replicacdo ocorre em linfonodos locais, fibroblastos, células musculares
estriadas e lisas. Com isso, hé a dissemina¢do do microrganismo. Quando o virus
entra no sangue, as membranas do virus se fundem com a das células dos tecidos

que envolvem os vasos sanguineos € entdo comega a se multiplicar. Ocorre entao



35

uma inflamag¢do nesses vasos € o sangue comeca a circular lentamente na corrente
sanguinea, prejudicando a oxigenagdo dos nossos 6rgaos, causando cansago tipico
de pessoas contaminadas. As dores abdominais provém da inflamacao do figado
quando o virus invade e ataca nosso sistema circulatdrio. O virus também diminui
a producao de plaquetas no sangue, que sdo responsaveis pela coagulacio (5).

A forma mais leve da doenga ¢ a Dengue Cléssica que ¢ semelhante a gripe.
Os sintomas duram até uma semana. A pessoa infectada tem febre alta (39°C a
40°C), dores de cabega, cansaco, dor muscular e nas articulagdes, indisposigao,
enjoos, vomitos, manchas vermelhas na pele, dor abdominal, entre outros sintomas.

A Dengue Hemorragica ¢ uma doenca grave e se caracteriza por alteragdes
da coagulacdo sanguinea da pessoa infectada. A producdo de plaquetas diminui
tanto que além dos sintomas da Dengue “comum”, aparecem sangramentos
(hemorragias) na pele, na forma de manchas vermelhas. A Dengue Hemorragica
pode provocar hemorragias nasais, gengivais, urindrias, gastrointestinais ou
uterinas. A Dengue mata quando os vasos ficam tdo frageis, que acontecem
vazamentos de liquidos do sangue, que podem se acumular na pleura (membrana
que envolve o pulmao) e no abdémen, fazendo com que o doente entre em estado
de choque (31,37).

Para formar as proteinas virais necessarias para a montagem viral, o genoma
do virus da Dengue codifica uma poliproteina processada pela combinagdo de
serino-proteases virais € enzimas celulares. Como resultado desta clivagem, sdo
obtidas trés proteinas estruturais (C, prM, e E) e sete ndo-estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (3,28,38-41) esquematizadas na Figura 4. O RNA
gendmico do Dengue apresenta uma longa janela aberta de leitura (ORF - open
reading frame), na montante e na jusante da ORF existem duas regides nao
traduzidas denominadas 5'-UTR e 3"-UTR (untranslated regions), que apresentam
estruturas secunddrias que sdo importantes ao processo de traducdo, a montagem

do virus e a interagdo do RNA no complexo de replicagdo (42).
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Figura 4 — Representa¢do esquemdtica da estrutura do virus da Dengue e do genoma viral. (4)
Organizag¢do do genoma do virus da Dengue. (B) Ilustracdo dos resultados obtidos por crio-
microscopia da estrutura da particula viral. Podem ser observadas duas camadas protéicas mais
externas (azuis claro e escuro), compostas pelas proteinas E e M, uma bicamada lipidica (verde),
um nucleocapsideo (laranja), composto pela proteina C, e finalmente, 0 RNA genomico (rosa)
empacotado no centro do virus. Adaptado de Smith (43) e Whitehead (44).

A proteina C estd envolvida no empacotamento do genoma viral e ¢
composta por 120 residuos de aminoacidos. Ja a proteina glicosilada prM de
aproximadamente 18,5 kDa, ¢é clivada tardiamente por uma protease tipo furina
presente na célula hospedeira, gerando a proteina estrutural M de 8 kDa. A proteina
M, juntamente com a proteina E, formam a estrutura externa da particula viral. prM
possivelmente funciona auxiliando a correta montagem e enovelamento da proteina
E (45). A proteina E, exposta na superficie do virus, apresenta peso molecular de
aproximadamente 50 kDa. Essa glicoproteina ¢ responsavel pelas principais
propriedades biologicas do virus, incluindo a interagdo com receptores de superficie

da célula, fusdo com a membrana endossomal da célula hospedeira em pH 4cido,

age como hemaglutinina viral (liga o virus a célula hospedeira) e constitui o
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principal componente antigénico do virus, sendo responsavel pela neutralizagao de
anticorpos (46).

A proteina NS1 possui peso molecular de aproximadamente 46 kDa, existe
sob trés formas: associada a célula, na superficie da célula e no meio extracelular.
Inicialmente ela foi caracterizada como um antigeno solivel presente no soro e em
tecidos de animais experimentalmente infectados. Hoje esta fortemente relacionada
com a indugdo de uma resposta imune humoral. Contudo, sdo varias evidéncias
sobre a participagdo de NS1 na replicacdo do RNA viral.

As proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sdo pequenas proteinas
hidrofébicas que estdo associadas & membrana, com um peso molecular de 22, 14
16 e 27 kDa, respectivamente. Em particular, a NS2B estd associada a NS3
formando um complexo ativo serino-protease.

A proteina NS3 possui aproximadamente 70 kDa, ¢ uma proteina
multifuncional que, além de promover o processamento da poliproteina, tem a
atividade helicasica (dissociacao da fita dupla de RNA), NTPasica (hidrolise do
ATP como fonte de energia) e RTPasica (capeamento do RNA viral) (47,48). Ela ¢
considerada uma proteina essencial para o processo de replicagdo viral.

Ja a NS5 ¢ a maior e a mais conservada dentre todas as proteinas nao
estruturais dos flavivirus apresentando um peso molecular na ordem de 104 kDa.
Ela ¢ caracterizada pelo motivo metiltransferase no dominio N-terminal e pela
atividade RNA dependente de RNA polimerase (RdRp) localizada no dominio C-
terminal (41).

1.1.2 — Proteina de Envelope (E)

O envelope viral ¢ composto por duas proteinas: a proteina E e a proteina
M. A proteina E forma proje¢des na superficie do virus, e possui determinantes
antigénicos para hemaglutinacdo e neutralizagcdo, sendo considerada a principal

proteina viral (49). Tal proteina desempenha atividades importantes como por
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exemplo: participa do processo de fusdo de membrana; montagem do virus;
receptor de ligacdo e € o principal alvo para anticorpos neutralizantes (9).

A proteina E ¢ glicosilada e forma homodimeros dispostos paralelamente a
superficie viral em pH neutro, com seu peptideo de fusdo inacessivel ao meio
externo, sendo que cada mondmero ¢ constituido de trés dominios distintos
denominados: dominio I, que constitui a regido central N terminal; dominio II, o
qual compreende uma regido de dimerizagao e peptideo de fusdo; e dominio III, que
abriga a regido do receptor de ligacdo (1,12,11).

O dominio IIT tem sido sugerido como o receptor de reconhecimento e
ligacdo do virus a membrana celular, devido ao seu dobramento semelhante a
imunoglobulina, sendo entdo associado com estruturas que tem a fun¢do de adesdo.
Além disso, essa regido estd projetada perpendicularmente a superficie do virus
mais do que qualquer outra parte da proteina E (50).

A proteina E ¢ classificada como uma proteina de fusao de classe II, devido
a sua estrutura ser formada principalmente por folhas-f e de seu peptideo de fusao
estar localizado no meio da sequéncia da proteina (12).

O diagrama linear dos residuos de aminoacidos da proteina E do virus da

Dengue esta esquematizado na Figura 5.,

1 52 132 193 280 296 394 495
RN

Figura 5 — Diagrama linear dos residuos de aminodcidos correspondentes a cada dominio da
proteina E do virus da Dengue. A cor vermelha representa o dominio I, a amarela o dominio Il e a
azul o dominio IIl da proteina E do virus da Dengue. Extraido de Modis (12).

A reorganizacdo estrutural necessaria para aquisicdo da conformagao
fusogénica ¢ desencadeada pela exposi¢ao da proteina E do virus da Dengue ao pH
acido e se inicia pelo rearranjo das orientagdes relativas dos dominios da proteina
E esquematizada na Figura 6 (12). O dominio II gira aproximadamente 30° em
relagdo ao dominio I. J& o dominio III sofre um maior deslocamento na transi¢ao

de dimero para trimero, pois gira cerca de 70° e desloca seu centro de massa em
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36A a frente do dominio II, fazendo com que ele ndo se encontre mais estendido

linearmente junto com os dominios I e II.

Figura 6 — Rearranjo dos dominios da proteina E durante a transi¢do para trimero. (A) Estrutura
do monémero na conformagdo pré-fusogénica, encontrada nos dimeros de proteina E em pH neutro.
(B) Estrutura do mondémero na conformagdo pos-fusogénica, encontrada nos trimeros apos
exposi¢do ao pH acido. Ocorre um rearranjo dos dominios Il e 11l (demonstrado pelas setas em A),
que mudam sua orientagdo relativa, fazendo com que o C-terminal se aproxime do peptideo de
fusdo, ficando 39 A mais proximo. O peptideo de fusdo permanece essencialmente com a mesma
conformagdo antes e depois da fusdo. Extraido de Modis (12)

No caso da proteina E do virus da Dengue, ocorre a formagao de trimeros e
exposicao dos peptideos de fusao no topo da molécula desencadeada pela exposicao
ao pH acido do meio endossomal. Apesar da glicoproteina viral sofrer uma
mudanga estrutural durante este processo, seu peptideo de fusdo mantém a mesma

conformac¢do em pH neutro e 4cido (12).

1.1.3 — Peptideo de Fusao

Para que ocorra a infec¢@o dos virus envelopados € necessaria a fusdo entre
as membranas viral e celular, que ¢ mediada pelas glicoproteinas (51), e que, por
essa razao, sao denominadas proteinas de fusdo. Estas glicoproteinas contém uma
parte de sua sequéncia de aminodcidos com grande nimero de residuos
hidrofébicos e de glicinas, capaz de interagir com a membrana alvo, conhecida
como “peptideo de fusao” (10).

As proteinas de fusdo tém as seguintes caracteristicas (10):

- a maior parte de sua massa ¢ composta da por¢ao externa a membrana viral,
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- 0 N-terminal estd sempre localizado no dominio externo;

- 0s dominios transmembrana e C-terminal sdo relativamente pequenos;
- contém carboidratos N-ligados;

- formam oligdmeros;

- estdo presentes em alta densidade na membrana viral.

A Figura 7 mostra as 3 classes de proteinas de fusdo conhecidas como classe
I, classe II e classe III (40).

Pode-se exemplificar as proteinas de classe I pelas proteinas de fusdo dos
ortomixovirus, retrovirus e paramixovirus (40). Elas tém estrutura predominante
em o-hélices e formam espiculas triméricas no envelope viral. A conformagao pos-
fusdo apresenta uma estrutura bastante tipica, conhecida como hairpin, ou grampo
de cabelo como mostrado na Figura 7.

Para exemplificar as proteinas de fusdo de classe II temos os alfavirus e os
Sflavivirus(40). Elas possuem trés dominios, que estdo principalmente organizados
em folhas-B, ¢ também formam hairpins. Estas proteinas formam homo ou
heterodimeros, que se encontram paralelos ao envelope viral. O peptideo de fusdo
esta localizado em um /oop entre duas fitas B, que se localiza na interface interna
do dimero. As proteinas de classe II ndo sofrem clivagem proteolitica durante sua
maturagdo, o que ocorre nas proteinas de classe I. No entanto, ¢ necessaria a
clivagem de proteinas de membrana que se encontram associadas a estas proteinas
de fusdo. Apos a exposicao ao pH acido, a proteina se reorganiza em trimeros
perpendiculares @ membrana viral, expondo o peptideo de fusdo, catalisando a fusao
de membranas.

As proteinas de classe III sdo representadas pelos virus VSV, rabdovirus
(40). Tais proteinas também apresentam trimeros de hairpins, mas combinam
elementos estruturais de ambas as classes de proteinas de fusdo. Apresentam uma
regido central em a-hélice semelhante as proteinas de classe I. No entanto, cada
dominio de fusdo estd localizado na ponta de folhas-f3 alongadas, caracteristica

marcante das proteinas de classe II.
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Figura 7 — Representacdo esquemdatica das estruturas das proteinas de fusdo de classes I, Il e 111
no estado conformacional pos-fusogénico. (A) Proteina gp41 do HIV-1 (classe I); (B) Proteina E
dos flavivirus (classe I1); (C) Glicoproteina G do VSV (classe IIl). Extraido de Weissenhorn (52).

A Figura 8 mostra o mecanismo de fusdo induzido pelas proteinas de fusao
de classe II. Inicia-se com a reorganizac¢ao da proteina em trimeros desencadeada
pela exposi¢do ao pH acido do meio endossomal. Durante esse processo, ocorre um
rearranjo da orientagdo relativa dos dominios II e III da glicoproteina, que acarreta
na exposi¢do do peptideo de fusdo, que se insere na membrana alvo, com o
ancoramento da proteina nas membranas celular e viral. Posteriormente, ocorre uma
reestruturacdo do dominio III, que traz o peptideo de fusdo e o dominio
transmembrana C-terminal para posi¢des justapostas, ocasionando a aproximagao
das membranas viral e celular ocorrendo a formagao do poro de fusdo que permite
a liberacao do nucleocapsideo viral no citoplasma (40,53).

Em seus estudos, Stauffer et al. (2) sintetizaram duas sequéncias de residuos
de aminoacido da proteina E do virus da Dengue do residuo 88 até o 123 e do 98
até o 110, sendo a segunda sequéncia considerada o peptideo de fusdo classico.

Por meio de técnicas de espectrofluorimetria, Stauffer fez o estudo de
interacdo com vesiculas lipidicas. Como resultado Stauffer (2), observou

experimentalmente que os mecanismos de interagdo molecular entre o peptideo de
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fusdo do virus da Dengue com a membrana celular ocorrem com maior eficiéncia

quando a razdo entre o niimero de peptideos de fusdo e lipideo ¢ maior.

Figura 8 — Mecanismos propostos para o processo de fusdo catalisado pelas glicoproteinas virais.
O dimero é representado na superficie viral, com o seu peptideo de fusdo interno em verde, dominio
1 em vermelho, II em amarelo e Il em azul (a). A proteina se liga ao receptor especifico e é
internalizada por endocitose. Apos exposi¢do ao pH acido do meio endossomal, ocorre um
rearranjo na orientagdo relativa dos dominios Il e 11, expondo o peptideo de fusdo (b) e permitindo
a formacdo de trimeros e a inser¢do do peptideo de fusdo na membrana alvo (c). A reestruturag¢do
da proteina continua, com o “dobramento” do dominio IIl, que aproxima as membranas viral e
endossomal. E formada a haste de hemifusdo (d) e (e) e finalmente o poro de fusdo (f) apés o total
rearranjo trimérico da proteina de fusdo, onde o peptideo de fusdo e a por¢do transmembrana se
encontram proximos. Extraido de Mukhopadhyay (45).

Através do experimento de fluorescéncia e pelo método de parallax, Stauffer
(2) observou que o residuo de Triptofano esta localizado aproximadamente 12,5 A
abaixo da superficie da membrana.

Neste trabalho serd realizado um estudo da sequéncia de residuos de
aminoacidos do residuo 88 até o 123 da proteina E do virus da Dengue que sera
denominado de peptideo longo (pep longo) e do residuo 98 até o 110 denominado
de peptideo curto (pep curto). Na Figura 9 estdo esquematizadas as duas
sequéncias.

O peptideo longo apresenta ligagdes de dissulfeto (figura 9 b), entre os
residuos CYS92 e CYS116 em sua estrutura, o que possivelmente contribui para

uma maior estabilidade conformacional em comparacao com o peptideo curto.
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Figura 9 — Sequéncia dos residuos de aminodcidos do peptideo de fusdo da proteina E do virus da
Dengue, os residuos estdo coloridos conforme sua natureza fisica, em azul e vermelho, residuos
com carga positiva ou negativa, respectivamente, em verde, os polares, e em branco os hidrofobicos.
(a) mostra o diagrama linear. (b) Sequéncia de aminodcido do residuo 88 até o 123 da proteina E
do virus da Dengue (peptideo longo), a ponte de dissulfeto entre os residuos CYS92 e CYS116 esta
representada pela cor amarela e (c) Sequéncia de aminodcido do residuo 98 até o 110 da proteina
E do virus da Dengue (peptideo curto).

1.2 — Membranas

1.2.1 — Membrana Celular

A membrana celular tem uma estrutura que delimita todas as células vivas,
tanto as procarioticas como as eucarioticas. Ela estabelece a fronteira entre o meio
intracelular do meio extracelular, formando uma barreira que impede que o
contetdo celular de escapar e se misturar com o meio que a rodeia. A membrana
celular ¢ responsavel pelo controle de entrada e saida de nutrientes da célula e serve
como ancoragem na fixacdo de virus ou toxinas.

Em sua composicao e complexidade, a membrana celular ¢ constituida
basicamente de lipideos, proteinas e glicidios, como pode ser observado na Figura
10.



44

Canal proteico Fluido extracelular Glicido
(Proteina de transporte)

Proteina globular Glicoproteina

Cabecas hidrofilicas

. —_
¥

BN HﬂUﬂ\ D S 20
g UU““U _ "‘”ll{fu\;“l\‘f‘*ﬁ([ﬂl. (I
~

Bicamada
fosfolipidica

Colesterol

- Protefna transmembranar f
_{Protelna globular) Proteina extrinseca

Glicolipido

Proteina em hélice alfa Caudas hidrofobicas

Filamentos de / (Protelna transmembranar)

Proteina extrinseca I
) citoesqueleto

Citoplasma

Figura 10— Principais componentes de uma membrana celular. Extraido de (54)

A espécie predominante em uma membrana sdo os lipideos, que podem ser
os fosfolipidios, esfingolipidios, glicolipideos e os esterdis (55). A membrana
plasmatica ndo € uma estrutura estatica, os lipideos movem-se proporcionando
fluidez a membrana. A Figura 11 mostra os movimentos dos lipideos que ocorrem
com maior frequéncia, sdo eles: flexao, difusao lateral e rotagdo, podendo ainda ter
o movimento que os lipideos podem trocar de camadas, sendo este mais raro de

acontecer, também conhecido por flip-flop (56,57).

Difusao lateral
—

00000,

\
\ Flip-flop
} (dificilmente acontece)

dd /
000000’

Flexao Rotagido

Figura 11 — Movimentos dos fosfolipidios na membrana plasmdtica. Extraido de (56).
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1.2.2 — Fosfolipidios

As membranas biologicas sdo constituidas basicamente de fosfolipidios
(58). As moléculas de fosfolipidios, possuem tanto regides hidrofilicas quanto
hidrofobicas. A regido hidrofilica ¢ a regido da “cabega” de um fosfolipidio, essa
regido se associa a moléculas polares de agua e a regido hidrofébica refere-se em
longas “caudas” de acidos graxos nao-polares, ndo sendo soluveis em agua ou
capazes de se associarem a substancias hidrofilicas.

Os fosfolipidios sdo derivados do grupo glicerol, e suas cadeias alifaticas
(R! e R?) podem ser saturadas ou insaturadas (Figura 12). A nomenclatura de um
fosfolipidio ¢ dada pelo tamanho das cadeias alifaticas e pelo grupo ligado na

posicao X no fosfato.

o
R1—(|3‘—O—CH2 polar
RE—C—0—=CH ]

u|3‘ Hztl—o—l‘:!—o—}(
apolar o

Figura 12 — Estrutura base de um fosfolipidio. Extraido de (59)

Os fosfolipidios tém sua denominagdo feita de acordo com o alcool polar
presente na cabecga. A tabela 1 mostra as denominagdes dos fosfolipidios mais

comuns, bem como as abreviaturas.

Tabela 1 — Denominagoes e abreviaturas para os _fosfolipideos (60)

. Grupo polar Nome Genérico Nome Sistemético Abreviatura
ligado ao fosfato
Hidrogénio Acido Fosfatidico  &cido 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosférico PA
Colina Fosfatidilcolina 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina pPC

1,2-diacil-sn-glicero-3-

Etanolamina Fosfatidiletanolamina - PE
fosfoetanolamina

Serina Fosfatidilserina 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoserina PS

Glicerol Fosfatidilglicerol 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoglicerol PG

Inositol Fosfatidilinositol 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoinositol PI
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Tais fosfolipidios a pH fisiologico (pH 7) podem ter cargas liquidas nulas
(zwitterionicos) ou cargas liquidas negativas (anionicos). Os que apresentam cargas
totais nulas sao os PC e PE, ja os que tém cargas negativas sao os PA, PS, PG e PL.
Neste trabalho estudaremos os fosfolipidios POPC e uma mistura de POPC com
POPG na proporcao 4:1.

A molécula de POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina) (Figura 13) que
consiste de um grupo colina ligado a um fosfato e possui duas caudas, uma

insaturada e outra saturada, sua formula molecular é C42HgyNOgP.

Figura 13 — Estrutura do lipideo POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina). Extraido de (61).

A Figura 14 mostra uma molécula de POPG (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-
Glicerol) que consiste de um grupo glicerol ligado a um fosfato e possui duas
caudas, uma insaturada e outra saturada, esta molécula ¢ anionica e possui carga

resultante igual a -1, sua formula molecular € C40H76010P.

? 9 OH
/\/\/\/\/\/\/\)j\ —P-
D/X\G / D\/I\/OH
Q H o
/\/\/\/\:/\/\/\/\ﬂ/ Na.,,
0

Figura 14 — Estrutura do lipideo POPG (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol). Extraido de (62).

1.2.3 — Modelos de Membranas

A fim de estudar e reproduzir as propriedades das membranas celulares,

podemos construir diferentes modelos de membranas, sendo cada tipo de modelo
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usado para diferentes aplicagdes. Dependendo da complexidade do que esta sendo
estudado, os sistemas de modelos de membranas podem ser construidos por um
unico lipideo ou por uma mistura de varios lipideos de diferentes classes.

A Figura 15 mostra os principais modelos de membranas que surgiram ao
longo da histéria da Ciéncia. Na Figura 15A Irving Langmuir propoés um modelo
do qual os lipideos da membrana se encontram em uma Unica camada com a
extremidade hidrofilica virada para a agua e a hidrofobica, dos lipideos, encontrava-
se afastada da 4gua, voltada para o ar.

Gorter e Grendel (Figura 15B) fizeram o primeiro modelo estrutural
composto por bicamada fosfolipidica. Sugerindo que a membrana plasmatica seria
constituida por duas camadas de fosfolipidios cujas caudas apolares hidrofobicas
estariam direcionadas para o interior da membrana e as caudas polares, hidrofilicas
estariam apontadas para o exterior.

Davison e Danielli (Figura 15C) propuseram uma estrutura um pouco mais
complexa. Segundo eles, a bicamada fosfolipidica seria coberta, externa e
internamente, por uma camada proteica unida as extremidades polares hidrofilas
dos fosfolipidios. Depois de algum tempo eles reformularam seu modelo (Figura
15D) e propuseram a existéncia de poros proteicos que formariam passagens
hidrofilicas através das quais as substancias polares poderiam permear a membrana.

Singer e Nicholson (Figura 15E) preconizaram um modelo de membrana
chamado de mosaico fluido, formado de uma bicamada fosfolipidica, onde se
encontram inseridas proteinas. Existem dois tipos de proteinas inseridas, uma delas
atravessa toda a membrana, denominada proteina intrinseca, e a outra se localiza
sobre a membrana, estas sio chamadas de proteinas periféricas. E considerado neste
modelo que a membrana ¢ uma estrutura dinamica e fluida, prevé uma distribui¢ao
aleatoria da proteina na bicamada lipidica além de contatos moleculares quase
permanentes, difusdo limitada, reorganizacdo dindmica e importantes elementos
estruturais que conferem o dinamismo da mesma (63).

O lipideo de POPC ¢ tipicamente considerado um modelo para

experimentos biofisicos. Sua composi¢do da cadeia saturada e a cadeia insaturada
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imita a composi¢ao de fosfolipidio de mamiferos. Por exemplo, o POPC ¢ um

excelente substituto sintético da fosfatidilcolina da gema de ovo.

o Fosfolipidos
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182 fosfolipidica

y Camada proteica
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Bicamada
fosfolipidica

-Camada
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Davson e Danielli (1954)

G Glicoproteina- -\3%

\’

Proteina periférica
Proteinas integradas
Singer e Nicholson (1972)

Figura 15 — Principais modelos de membranas. Extraido de (63)
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O POPG ¢ um lipideo anidnico encontrado nas membranas de mamiferos
em pequenas quantidades, cerca de 1 a 2% do total dos fosfolipidios. Mesmo sendo
um lipideo com pequena presenga na bicamada lipidica ¢ um dos principais lipideos
no surfactante pulmonar (64). Embora sua presenca em membranas animais seja
pouca; ¢ abundante em algumas bactérias e plantas.

Alguns fosfolipidios sdo parametrizados para serem usados em simulac¢des
de Dinamica Molecular. Estas parametrizagdes sao descritas por campos de forcas
tais como CHARMM, OPLS, AMBER ¢ GROMOS. Nas simulacdes realizadas

neste trabalho foi utilizado o campo de forca CHARMM em sua versao 36.

1.3 — Simulacées de Dinamica Molecular

A Dinamica Molecular (DM) é uma técnica de simulacdo computacional
cujo foco principal € descrever a evolugdo temporal das posi¢des e velocidades dos
atomos constituintes de um sistema. Assim, por meio da integra¢do das equacdes
de movimento, determinam-se as propriedades de equilibrio ou de transporte que o
caracterizam (13,14). A DM tem sido aplicada com sucesso ao longo dos anos nos
mais variados campos de estudo, tais como Fisica, Quimica, Biologia, Medicina,

Astrofisica, Ciéncia dos Materiais, Polimeros, etc.

1.3.1 — Simula¢des Computacionais no Estudo de Biomoléculas

Para a compreensdo dos fendmenos fisicos e quimicos dos materiais, 0s
métodos de simulacdo e modelagem computacional sdo, sem duvida, uma
ferramenta poderosa. Tais métodos de simulacdo complementam e estreitam a
ligacdo entre a teoria € 0 experimento.

A técnica de simulagdo por DM ¢ um método que procura simular o

comportamento de um sistema de muitos corpos em escala molecular. A ideia ¢
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bastante simples, podemos calcular o comportamento de um sistema se soubermos
o conjunto de condi¢des iniciais, mais as forgas de interagdo entre os constituintes
do sistema. Deste modo, o modelo mostrara como o sistema evolui com o tempo.

Por meio da Dinamica Molecular ¢ possivel obter propriedades que
dependam da configuragdo do sistema, como estrutura cristalina, energia de coesao,
modulo de elasticidade, transicdo de fase, densidade de carga, condutividade
térmica e etc.

O método da Dinamica Molecular foi proposto pela primeira vez por Alder
e Wainwright (65) em 1957 para investigar o diagrama de fase de um sistema de
esferas duras, e em particular as regides solidas e liquidas. No sistema de esferas
duras, as particulas se comportam como particulas livres entre as colisdes e
interagem por colisdes instantaneas.

Uns dos primeiros exemplos de um célculo de DM com um potencial
continuo baseado no método da diferenga finita do tempo de integracdo foi feito em
1960 por Gibson et al. (66). Este célculo foi realizado para um sistema de 500
atomos e foi executado em um IBM 704, sendo gasto, aproximadamente, um
minuto para cada intervalo de tempo.

Em 1964 Rahman (67), um dos pioneiros em DM, estudou varias
propriedades do argonio liquido e utilizou o potencial de Lennard-Jones em um
sistema com 864 4tomos, realizado em um computador CDC 3600. A base de seus
algoritmos ainda ¢ utilizada em muitos programas de DM em opera¢ao ao redor do
mundo.

Loup Verlet (68) calculou em 1967 o diagrama de fase do argdnio utilizando
o potencial Lennard-Jones, e fez o calculo das funcdes correlagdo para testar as
teorias do estado liquido. Hansen e Verlet (69) em 1969 investigaram a transi¢des
de fase no mesmo sistema utilizando o método de Monte Carlo.

O método de DM foi limitado por muitos anos ao ensemble microcandonico
em que sdo conservados o volume, o nimero de particulas e a energia total.

Andersen(70) foi o pioneiro do método de pressdo constante New Molecular
Dynamics (NMD) no qual o volume tem possibilidade para flutuar. O método de

Andersen, que representa um ensemble com entalpia e pressdo constantes,
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introduziu um parametro C, que determina a propor¢ao que o volume flutua. No
equilibrio, quantidades estaticas calculadas neste ensemble aproximado sdo
independentes do valor deste parametro.

Parrinello e Rahman (71) estenderam o método de Andersen para permitir
que a caixa de simulag@o possa mudar sua forma e, consequentemente, explorar a
relacdo entre os potenciais de interagdo e as estruturas cristalinas. O método NMD
foi entdo usado para investigar a transformagado da temperatura induzida entre fases
nao-condutoras e superionicas do cristal de Ni.

A primeira simulagdo de DM em proteinas foi feita por McCammon et al.
(72), em 1977 com a proteina Inibidor de Tripsina Pancreatica Bovina (BPTI). Foi
resolvida a equacdo de movimento para os atomos com uma fungdo empirica de
potencial de energia.

Nosé e Klein (73) em 1983 realizaram a simulagdo de DM para sistemas
moleculares em cristais de nitrogénio sob pressdo, investigaram as transformagdes
estruturais no Tetrafluoreto de carbono. Nos estudos foi observado que ocorreram
mudangas no volume e forma da célula na DM e também transi¢des de fase.

Em 2006 Cavallari et al. (74) realizaram simula¢des de DM para estudar a
estabilidade da enzima protease do HIV-1 (HIV-1 PR) em solucdo aquosa em
diferentes estados de enovelamento, contendo diferentes contetidos de hélices o e
folhas B (13 e 25%, respectivamente). O campo de forca CHARMM foi utilizado
juntamente com o modelo de dgua TIP3P em sistema com niimero de particulas,
volume e temperatura constantes.

Simulagdes de DM foram utilizadas por Carlsson et al. (75) e Nervall et al.
(76), ambos em 2008, como ferramenta para calculos de energia livre de ligacao de
complexos obtidos pelo método de docking empregando estruturas cristalograficas
da enzima transcriptase reversa do HIV-1.

O estudo das interacdes da articaina foi realizado por Prates e Skaf (2009)
(77), com membranas do modelo de POPC empregando simula¢des computacionais
de dindmica molecular. Das simulacdes de equilibrio da articaina em POPC,
obtiveram-se informag¢des como o seu comportamento conformacional, também

foram realizadas simulagdes de ndo equilibrio, utilizando a técnica de Dindmica
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Molecular de Caminho Induzido, em que uma molécula de articaina foi removida
do interior da membrana para o meio aquoso, por meio de uma forca aplicada em
seu centro de massa, com isso estimaram a energia livre da articaina neutra entre os
estados em que se encontra no meio aquoso € no interior da membrana de POPC.

Em 2009 Vieira et al. (78) averiguaram por meio de simulagdo de DM os
efeitos da temperatura entre 298 para 338K do xylanases hydrolyze xylan, que € um
dos polissacarideos de vegetais mais abundantes encontrados na natureza e tém
muitas aplicagdes em biotecnologia.

Simulagdes de DM podem ser titeis na area de estruturas de proteinas através
da escala de afinidade. Mazz¢é (79) mostrou que essa escala ¢ facil de ser usada e
com vantagem de revelar o dominio transmembramar em o-hélice da proteina sem
a necessidade de saber nada além da estrutura primaria da mesma.

Por meio de uma simulagao de DM, Fuzo et al. (80) estudaram trés por¢des
do ectodominio da proteina E presente na superficie do virus da Dengue em
solvente. Neste estudo também foi modelado as condig¢des fisiologicas de pH neutro
e pH acido de endossomos que desencadeiam o processo de fusao.

Prakash et al. (81) empregaram simula¢cdes metadindmicas para estudar a
estabilidade da estrutura de proteinas do virus da Dengue sob condigdes de pH
baixo e alto. A energia livre obtida ao longo da coordenada de reacdo demonstra
que o pH afeta a interface do dominio, em ambas as conformag¢des, do monomero

E do virus da Dengue.
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5.5.6 — Conclusao

Neste capitulo, foi utilizado a Dindmica Molecular e o método Adaptive
Biasing Force (ABF), para fazer a caracterizagdo do processo de adsor¢ao de duas
sequéncias de residuos de aminoacidos da proteina E do virus da Dengue que
contém o peptideo de fusao (residuos 88-123 e 98-110) em modelos de membranas
de POPC e POPC:POPG na razao 4:1. Para isso foi realizada uma analise estrutural
do peptideo de fusdo para verificar se ele sofre alguma alteracdo em sua estrutura
quando inserido na bicamada. Realizou-se também um estudo da energética desse
processo, para verificar qual regido do peptideo de fusdo interage melhor com a
bicamada, com o intuito de que futuramente possamos encontrar mecanismos que
inibam essa intera¢do e, consequentemente, a infeccao da célula pelo do virus da
dengue.

A andlise estrutural, realizada por meio do calculo do RMSD com relacdo a
estrutura cristalogréafica e a porcentagem de estrutura secundaria em cada peptideo,
mostra que os peptideos nao sofreram alteragdes conformacionais significativas no
interior das bicamadas de POPC e POPC com POPG. No entanto, fora da bicamada,
o peptideo curto, em ambas os sistemas, apresentou altas variacdes no valor do
RMSD. Isso indica que o peptideo curto ndo estd mantendo sua estrutura inicial em
agua e que, provavelmente, ele ndo ¢ adequado para ser utilizado em estudos como
os propostos neste trabalho, sendo necessario utilizar por¢cdes maiores da proteina
E, como o peptideo longo aqui utilizado.

Com relacdo ao estudo da posicdo relativa e a afinidade (energia livre de
ligacao) do peptideo longo e do peptideo curto em bicamadas de POPC e POPC
com POPG, verificamos uma pequena diferenca na profundidade do minimo de
energia livre de cada peptideo com as bicamadas estudadas, sendo que os valores
mais negativos sdo observados no sistema que contém a bicamada de POPC puro.
Um pequeno deslocamento do enterramento do residuo do Triptofano também ¢
observado quando comparamos as simulacdes com as diferentes bicamadas.
Entretanto, de forma qualitativa, o enterramento do Triptofano estd de acordo com

resultados experimentais obtidos por espectroscopia de fluorescéncia e
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cristalografia.

No estudo energético das interacdes ndo ligadas (representadas pelas
interacdes de van der Waals e eletrostaticas) entre o peptideo de fusdo e as
bicamadas de POPC e POPC/POPG, notamos que as maiores interagdes ocorrem
entre a regido do peptideo de fusdo denominada Colar, composta pelos residuos de
aminoacidos Acido Aspartico (98), Arginina (99), Asparagina (103) e Lisina (110),
com o grupo Fosfato para ambas as bicamadas, sendo mais pronunciadas nas
bicamadas de POPC. Constatamos também que as intera¢des de hidrogénio entre
ambos os peptideos e as bicamadas envolvem exclusivamente a regiao do Colar e
grupos quimicos localizados na regido hidrofilica dos fosfolipideos.

Por conseguinte, podemos entdo propor que existe uma regido do peptideo
de fusdo da proteina E do virus da dengue, designado aqui como “Colar”, que ¢
responsavel pela maior parte das interagdes entre o peptideo de fusdo e a membrana
celular e que podera ser alvo de estudos posterioress focados no desenvolvimento
de ligantes que inibam essas interacdes, e portanto, a infec¢ao da célula pelo virus

da Dengue.
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