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Resumo 
 

 

Nas últimas décadas a Dengue se tornou a mais importante arbovirose a afetar o 

homem. A Dengue é causada por um tipo de flavivírus, que são vírus envelopados 

de geometria esférica. Hoje a Dengue é uma das doenças com maior incidência no 

Brasil, atingindo a população de todos os estados, independentemente de classe 

social. O vírus da Dengue possui um envelope viral composto por duas proteínas: 

a proteína E e a proteína M. A proteína E é considerada uma importante proteína 

viral, pois forma projeções na superfície do vírus e possui determinantes 

antigênicos para hemaglutinação e neutralização. A mesma possui uma sequência 

de resíduos de aminoácidos rica em resíduos hidrofóbicos e de glicinas chamada de 

peptídeo de fusão. O peptídeo de fusão está envolvido no processo de fusão do vírus 

com a membrana celular endossomal, necessário para a injeção do material genético 

viral no meio intracelular. A proteína E é glicolisada e forma homodímeros 

dispostos paralelamente à superfície viral em pH neutro, sendo incapaz de interagir 

com a membrana alvo. Com a exposição ao pH ácido do meio endossomal a 

proteína E sofre alteração conformacional que a leva para a conformação 

fusogênica, na qual o peptídeo de fusão está exposto. Independentemente da 

mudança estrutural sofrida pela glicoproteína viral durante este processo, seu 

peptídeo de fusão mantém a mesma conformação em pH neutro e ácido conforme 

evidenciado em estruturas cristalográficas. Neste trabalho investigamos a interação 

do peptídeo de fusão da proteína E do vírus da Dengue com bicamadas lipídicas, 

investigando a diferença de afinidade (energia livre de ligação) de duas sequências 

de resíduos de aminoácidos que contêm o peptídeo de fusão (resíduos 88-123 e 98-

110 retirados do PDBID: 1OAN) com dois modelos de membrana compostos por 

fosfolipídios POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina) e pela mistura de POPC e 

POPG (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol) na proporção 4:1, utilizando 



 

simulações de dinâmica molecular e o método Adaptive Biasing Force (ABF). 

Nossos resultados indicam uma pequena diferença na energia livre de ligação de 

cada peptídeo com a bicamada de POPC e POPC com POPG e um pequeno 

deslocamento do enterramento do resíduo de triptofano, sendo que em ambas as 

bicamadas o enterramento está em acordo qualitativo com resultados experimentais 

obtidos por espectroscopia de fluorescência. Análises estruturais e da energética de 

ligação do peptídeo de fusão com as bicamadas estudadas apontam que ele não sofre 

alterações conformacionais significativas ao entrar na bicamada e que existe uma 

região, denominada de “colar” nesse trabalho, responsável pela maior parte das 

interações do peptídeo com as bicamadas, a qual pode ser alvo de futuros estudos 

na busca por inibidores do processo de infecção de células humanas pelo vírus da 

Dengue.  

 

Palavras-chaves: Vírus da Dengue, Peptídeo de Fusão, Dinâmica 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: 1OAN) 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  
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Capítulo 1: Introdução 
 

 

  Os seres vivos são vulneráveis a diversas doenças, tais como tuberculose, 

candidíase, gripe, catapora, malária, etc. Essas doenças podem ser causadas por 

bactérias, fungos e vírus, podendo apresentar sintomas diferentes no organismo do 

ser humano. 

  A Dengue é uma doença febril aguda causada por um vírus, sendo uma das 

mais importantes doenças infecciosas emergentes da atualidade (1–4). Ela é uma 

arbovirose (5) que afeta o homem e representa um sério problema de saúde pública 

no mundo, especialmente nos países subtropicais e tropicais (2), onde as condições 

do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferação do mosquito 

Aedes aegypti, seu vetor. A Dengue é causada por um tipo de flavivírus (1–3,6–8), 

que são vírus envelopados de geometria esférica, seus sintomas podem ser 

assintomáticos ou apresentar amplo espectro clínico, podendo até evoluir para o 

óbito. Hoje é uma das doenças com maior incidência no Brasil, atingindo a 

população de todos os estados, independentemente da classe social.  

 O vírus da Dengue tem o nucleocapsídeo constituído pela proteína C e 

envolvendo este conjunto temos duas proteínas virais: a proteína E e a proteína M 

(2,3,8). A proteína E é considerada uma importante proteína viral, pois forma 

projeções na superfície do vírus e possui determinantes antigênicos para 

hemaglutinação e neutralização (7–9).  

  A mesma possui uma sequência de aminoácidos rica em resíduos 

hidrofóbicos e de glicinas chamada de peptídeo de fusão (10). O peptídeo de fusão 

está envolvido no processo de fusão do vírus com a membrana celular endossomal, 

ele é responsável pela injeção do material genético viral no meio intracelular. 

  A proteína E é glicosilada (11) e forma homodímeros dispostos 

paralelamente à superfície viral em pH neutro, sendo incapaz de interagir com a 

membrana alvo. Com a exposição ao pH ácido do meio endossomal a proteína E 

sofre alteração conformacional que a leva para a conformação fusogênica, na qual 
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o peptídeo de fusão está exposto. Independentemente da mudança estrutural sofrida 

pela glicoproteína viral durante este processo, seu peptídeo de fusão mantém a 

mesma conformação em pH neutro e ácido conforme evidenciado por trabalhos 

experimentais (2,12). 

  Para tentar entender o mecanismo de como o peptídeo de fusão da proteína 

E do vírus da Dengue se liga à célula, os métodos de simulação e modelagem 

computacional são sem dúvida uma ferramenta poderosa. Estes métodos de 

simulação complementam e estreitam a ligação entre a teoria e o experimento.  

 A técnica de simulação por Dinâmica Molecular (DM) é um método que 

simula o comportamento de um sistema de muitos corpos em escala molecular 

utilizando a Mecânica Clássica. A ideia é bastante simples: podemos calcular o 

comportamento de um sistema conhecendo o conjunto de condições iniciais, mais 

as forças de interação entre os constituintes do sistema, para observar como o 

sistema evolui com o tempo (13–16).  

  O método de Dinâmica Molecular tornou-se um método popular e poderoso 

para o estudo de bicamadas lipídicas (17) e proteínas de membrana na última década 

devido aos avanços nas áreas de software e hardware (18,19). Entretanto, algumas 

simulações de Dinâmica Molecular podem envolver um número elevado de átomos, 

resultando em tempos de simulação muito altos, o que é altamente indesejável, 

especialmente na fase de equilibração do sistema (20).  

  Neste trabalho apresentamos o estudo da interação do peptídeo de fusão da 

proteína E do vírus da Dengue em bicamadas lipídicas, investigando a diferença de 

afinidade (energia livre de ligação) de duas sequências de resíduos de aminoácidos 

da proteína E do vírus da Dengue que contêm o peptídeo de fusão (resíduos 88-123 

e 98-110) com dois modelos de membrana compostos por fosfolipídios POPC 

(Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina) e pela mistura de POPC e POPG (Palmitoil-

Oleil-Fosfatidil-Glicerol) na proporção 4:1 utilizando simulações de dinâmica 

molecular e o método Adaptive Biasing Force (ABF).  

 Faremos uma análise estrutural a fim de verificar se o peptídeo sofreu 

alguma alteração na sua estrutura quando inserido na bicamada e será realizado um 

estudo da interação energética entre o peptídeo de fusão com a bicamada, para 



31 
 

verificar qual região do peptídeo de fusão interage melhor com a bicamada, com o 

objetivo de, futuramente, encontrar mecanismos que inibam o processo de infecção 

do vírus da Dengue.  

 Também foi desenvolvido um script cuja finalidade é inserir proteínas de 

membrana em bicamadas lipídicas causando a mínima perturbação possível, de 

modo a minimizar o tempo de simulação necessário para o reestabelecimento do 

estado de equilíbrio do sistema. Este método foi aplicado na inserção do peptídeo 

de fusão da proteína E do vírus da Dengue em bicamadas de POPC (puras) e POPC 

com POPG na proporção 4:1 (mistas) e o resultado foi comparado com o mesmo 

processo realizado em um site de preparação de arquivos de entrada para 

simulações, o charmm_gui (21–23). 

  Dessa forma, para termos uma base teórica para o desenvolvimento deste 

trabalho, apresentaremos, nos tópicos seguintes, alguns conceitos sobre a Dengue, 

membranas e Dinâmica Molecular. 

 

 

1.1 - Dengue  
 

 

1.1.1 – Vírus da Dengue 
 

 Os vírus são pequenos agentes que podem infeccionar seres humanos, 

animais e plantas, causando doenças. Eles são capazes de se replicarem somente no 

interior de células de outros organismos e são encontrados em quase todos os 

ecossistemas, sendo descobertos em 1898 por Beijerinck, (24).  

  Os vírus são constituídos de material genético (RNA ou DNA) e um 

capsídeo de proteínas, que envolve o material genético, não possuindo estruturas 

celulares (25). 

 Dentre os vírus de fita simples positivo (+ssRNA), os flavivírus têm 

considerável importância epidemiológica (25,26). Mais de 50% dos vírus 

classificados neste grupo estão associados a febres hemorrágicas e encefalites que 
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podem ser letais para o ser humano. Há muitas flaviviroses tais como a febre 

amarela, a encefalite do Nilo ocidental, a encefalite japonesa, a encefalite europeia, 

mas a Dengue é a principal flavivirose tropical (27). 

 Os flavivírus são vírus envelopados e de geometria esférica, possuem um 

tamanho relativamente pequeno, com cerca de 40 a 60 nanômetros de diâmetro, e 

aproximadamente 11Kb em tamanho (28).  

  Os primeiros casos de Dengue no continente americano datam do final do 

século XVIII. No entanto, a doença ainda era branda e não apresentava risco de se 

tornar algo de importância mundial (29). Tal cenário mudou radicalmente com a 

Segunda Guerra Mundial, na qual o vírus da Dengue foi espalhado por várias partes 

do mundo e sua proliferação se intensificou com o rápido crescimento populacional. 

Além disso, em 1954, surgiu a Dengue Hemorrágica o que fez com que a doença 

se tornasse mais conhecida. 

  A Dengue é uma virose transmitida para o ser humano por mosquitos do 

tipo Aedes. O vetor é um mosquito da família culicidae, gênero Aedes, subgênero 

stegomyia, espécie aegypti. Ele é mais conhecido como Aedes aegypti (que significa 

casa egípcia) ou mosquito da Dengue, é proveniente da África e já pode ser 

encontrado em vários países, com maior ocorrência nas regiões tropicais e 

subtropicais (2), como observado na Figura 1.  

 O mosquito da Dengue é sensível a repelentes baseados no composto N,N-

dietilmetatoluamida. A Dengue é transmitida pela fêmea do Aedes aegypti, tendo o 

mosquito um ciclo de reprodução de 10 dias. Quando o mosquito nasce, ele passa 

por quatro estágios de crescimento, que são ovo, larva, pupa e adulto (30). 

 Em todo o mundo existem quatro tipos de Dengue, já que o vírus causador 

da doença possui quatro sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. No Brasil, 

conforme ilustrado na Figura 2, já circulam os quatro tipos, sendo que o tipo 4 não 

era registrado há mais de 28 anos. A Dengue tipo 4 apresenta risco a pessoas já 

contaminadas com os vírus 1, 2 ou 3, que são vulneráveis à manifestação alternativa 

da doença. Complicações podem levar pessoas infectadas ao desenvolvimento da 

Dengue Hemorrágica (31).  
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Figura 1 – Áreas de infecção do vírus da Dengue no mundo. Extraído de (32) 

 

 
Figura 2 – Sorotipos do vírus da Dengue circulantes no Brasil por Unidade Federativa. Extraído 
de (33) 
 

 

 A Figura 3 representa a situação epidemiológica da Dengue no Brasil no 

período 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 

o Ministério da Saúde investiu em políticas de prevenção que tiveram como 

resultado a diminuição acentuada do número de casos da Dengue, 

aproximadamente 59,5%, o que explica a queda brusca de 2013 para 2014 (35). Em 

2015, o cenário volta a ser preocupante quando os casos de Dengue têm um 

aumento de 180% em relação ao ano de 2014. Tal aumento está relacionado com 

os períodos estendidos de calor, lixo acumulado e água parada, além disso, 2015 foi 

o ano mais quente da história (36). 

 

 
Figura 3 – Situação epidemiológica da Dengue no Brasil no período de 2004 até 2016. Adaptado 
de (34). 
 

 A Dengue pode se apresentar – clinicamente – de quatro formas diferentes: 

Infecção Inaparente, Dengue Clássica, Febre Hemorrágica da Dengue e Síndrome 

de Choque da Dengue. Dentre eles, destacam-se a Dengue Clássica e a Febre 

Hemorrágica da Dengue. 

  Após a transmissão do vírus da Dengue por meio da picada do mosquito, a 

primeira replicação ocorre em linfonodos locais, fibroblastos, células musculares 

estriadas e lisas. Com isso, há a disseminação do microrganismo. Quando o vírus 

entra no sangue, as membranas do vírus se fundem com a das células dos tecidos 

que envolvem os vasos sanguíneos e então começa a se multiplicar. Ocorre então 
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uma inflamação nesses vasos e o sangue começa a circular lentamente na corrente 

sanguínea, prejudicando a oxigenação dos nossos órgãos, causando cansaço típico 

de pessoas contaminadas. As dores abdominais provêm da inflamação do fígado 

quando o vírus invade e ataca nosso sistema circulatório. O vírus também diminui 

a produção de plaquetas no sangue, que são responsáveis pela coagulação (5). 

 A forma mais leve da doença é a Dengue Clássica que é semelhante à gripe. 

Os sintomas duram até uma semana. A pessoa infectada tem febre alta (39°C a 

40°C), dores de cabeça, cansaço, dor muscular e nas articulações, indisposição, 

enjôos, vômitos, manchas vermelhas na pele, dor abdominal, entre outros sintomas. 

  A Dengue Hemorrágica é uma doença grave e se caracteriza por alterações 

da coagulação sanguínea da pessoa infectada. A produção de plaquetas diminui 

tanto que além dos sintomas da Dengue “comum”, aparecem sangramentos 

(hemorragias) na pele, na forma de manchas vermelhas. A Dengue Hemorrágica 

pode provocar hemorragias nasais, gengivais, urinárias, gastrointestinais ou 

uterinas. A Dengue mata quando os vasos ficam tão frágeis, que acontecem 

vazamentos de líquidos do sangue, que podem se acumular na pleura (membrana 

que envolve o pulmão) e no abdômen, fazendo com que o doente entre em estado 

de choque (31,37). 

 Para formar as proteínas virais necessárias para a montagem viral, o genoma 

do vírus da Dengue codifica uma poliproteína processada pela combinação de 

serino-proteases virais e enzimas celulares. Como resultado desta clivagem, são 

obtidas três proteínas estruturais (C, prM, e E) e sete não-estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (3,28,38–41) esquematizadas na Figura 4. O RNA 

genômico do Dengue apresenta uma longa janela aberta de leitura (ORF - open 

reading frame), na montante e na jusante da ORF existem duas regiões não 

traduzidas denominadas 5´-UTR e 3´-UTR (untranslated regions), que apresentam 

estruturas secundárias que são importantes ao processo de tradução, à montagem 

do vírus e à interação do RNA no complexo de replicação (42). 
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Figura 4 – Representação esquemática da estrutura do vírus da Dengue e do genoma viral. (A) 
Organização do genoma do vírus da Dengue. (B) Ilustração dos resultados obtidos por crio-
microscopia da estrutura da partícula viral. Podem ser observadas duas camadas protéicas mais 
externas (azuis claro e escuro), compostas pelas proteínas E e M, uma bicamada lipídica (verde), 
um nucleocapsídeo (laranja), composto pela proteína C, e finalmente, o RNA genômico (rosa) 
empacotado no centro do vírus. Adaptado de Smith (43) e Whitehead (44). 
 

  A proteína C está envolvida no empacotamento do genoma viral e é 

composta por 120 resíduos de aminoácidos. Já a proteína glicosilada prM de 

aproximadamente 18,5 kDa, é clivada tardiamente por uma protease tipo furina 

presente na célula hospedeira, gerando a proteína estrutural M de 8 kDa. A proteína 

M, juntamente com a proteína E, formam a estrutura externa da partícula viral. prM 

possivelmente funciona auxiliando a correta montagem e enovelamento da proteína 

E (45). A proteína E, exposta na superfície do vírus, apresenta peso molecular de 

aproximadamente 50 kDa. Essa glicoproteína é responsável pelas principais 

propriedades biológicas do vírus, incluindo a interação com receptores de superfície 

da célula, fusão com a membrana endossomal da célula hospedeira em pH ácido, 

age como hemaglutinina viral (liga o vírus à célula hospedeira) e constitui o 
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principal componente antigênico do vírus, sendo responsável pela neutralização de 

anticorpos (46).  

 A proteína NS1 possui peso molecular de aproximadamente 46 kDa, existe 

sob três formas: associada à célula, na superfície da célula e no meio extracelular. 

Inicialmente ela foi caracterizada como um antígeno solúvel presente no soro e em 

tecidos de animais experimentalmente infectados. Hoje está fortemente relacionada 

com a indução de uma resposta imune humoral. Contudo, são várias evidências 

sobre a participação de NS1 na replicação do RNA viral. 

 As proteínas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B são pequenas proteínas 

hidrofóbicas que estão associadas à membrana, com um peso molecular de 22, 14 

16 e 27 kDa, respectivamente. Em particular, a NS2B está associada à NS3 

formando um complexo ativo serino-protease.  

  A proteína NS3 possui aproximadamente 70 kDa, é uma proteína 

multifuncional que, além de promover o processamento da poliproteína, tem a 

atividade helicásica (dissociação da fita dupla de RNA), NTPásica (hidrólise do 

ATP como fonte de energia) e RTPásica (capeamento do RNA viral) (47,48). Ela é 

considerada uma proteína essencial para o processo de replicação viral. 

  Já a NS5 é a maior e a mais conservada dentre todas as proteínas não 

estruturais dos flavivírus apresentando um peso molecular na ordem de 104 kDa. 

Ela é caracterizada pelo motivo metiltransferase no domínio N-terminal e pela 

atividade RNA dependente de RNA polimerase (RdRp) localizada no domínio C-

terminal (41). 

 

 

1.1.2 – Proteína de Envelope (E)  
 

 O envelope viral é composto por duas proteínas: a proteína E e a proteína 

M. A proteína E forma projeções na superfície do vírus, e possui determinantes 

antigênicos para hemaglutinação e neutralização, sendo considerada a principal 

proteína viral (49). Tal proteína desempenha atividades importantes como por 
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exemplo: participa do processo de fusão de membrana; montagem do vírus; 

receptor de ligação e é o principal alvo para anticorpos neutralizantes (9). 

  A proteína E é glicosilada e forma homodímeros dispostos paralelamente à 

superfície viral em pH neutro, com seu peptídeo de fusão inacessível ao meio 

externo, sendo que cada monômero é constituído de três domínios distintos 

denominados: domínio I, que constitui a região central N terminal; domínio II, o 

qual compreende uma região de dimerização e peptídeo de fusão; e domínio III, que 

abriga a região do receptor de ligação (1,12,11). 

  O domínio III tem sido sugerido como o receptor de reconhecimento e 

ligação do vírus à membrana celular, devido ao seu dobramento semelhante à 

imunoglobulina, sendo então associado com estruturas que tem a função de adesão. 

Além disso, essa região está projetada perpendicularmente à superfície do vírus 

mais do que qualquer outra parte da proteína E (50). 

 A proteína E é classificada como uma proteína de fusão de classe II, devido 

a sua estrutura ser formada principalmente por folhas-β e de seu peptídeo de fusão 

estar localizado no meio da sequência da proteína (12). 

 O diagrama linear dos resíduos de aminoácidos da proteína E do vírus da 

Dengue está esquematizado na Figura 5.,  

 

 
Figura 5 – Diagrama linear dos resíduos de aminoácidos correspondentes a cada domínio da 
proteína E do vírus da Dengue. A cor vermelha representa o domínio I, a amarela o domínio II e a 
azul o domínio III da proteína E do vírus da Dengue. Extraído de Modis (12). 
 

  A reorganização estrutural necessária para aquisição da conformação 

fusogênica é desencadeada pela exposição da proteína E do vírus da Dengue ao pH 

ácido e se inicia pelo rearranjo das orientações relativas dos domínios da proteína 

E esquematizada na Figura 6 (12). O domínio II gira aproximadamente 30º em 

relação ao domínio I. Já o domínio III sofre um maior deslocamento na transição 

de dímero para trímero, pois gira cerca de 70º e desloca seu centro de massa em 
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36Å à frente do domínio II, fazendo com que ele não se encontre mais estendido 

linearmente junto com os domínios I e II.  

 

 
Figura 6 – Rearranjo dos domínios da proteína E durante a transição para trímero. (A) Estrutura 
do monômero na conformação pré-fusogênica, encontrada nos dímeros de proteína E em pH neutro. 
(B) Estrutura do monômero na conformação pós-fusogênica, encontrada nos trímeros após 
exposição ao pH ácido. Ocorre um rearranjo dos domínios II e III (demonstrado pelas setas em A), 
que mudam sua orientação relativa, fazendo com que o C-terminal se aproxime do peptídeo de 
fusão, ficando 39 Å mais próximo. O peptídeo de fusão permanece essencialmente com a mesma 
conformação antes e depois da fusão. Extraído de Modis (12) 
 

 No caso da proteína E do vírus da Dengue, ocorre a formação de trímeros e 

exposição dos peptídeos de fusão no topo da molécula desencadeada pela exposição 

ao pH ácido do meio endossomal. Apesar da glicoproteína viral sofrer uma 

mudança estrutural durante este processo, seu peptídeo de fusão mantém a mesma 

conformação em pH neutro e ácido (12). 

 

 

1.1.3 – Peptídeo de Fusão 
 

 Para que ocorra a infecção dos vírus envelopados é necessária a fusão entre 

as membranas viral e celular, que é mediada pelas glicoproteínas (51), e que, por 

essa razão, são denominadas proteínas de fusão. Estas glicoproteínas contêm uma 

parte de sua sequência de aminoácidos com grande número de resíduos 

hidrofóbicos e de glicinas, capaz de interagir com a membrana alvo, conhecida 

como “peptídeo de fusão” (10).  

 As proteínas de fusão têm as seguintes características (10): 

- a maior parte de sua massa é composta da porção externa à membrana viral; 
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- o N-terminal está sempre localizado no domínio externo; 

- os domínios transmembrana e C-terminal são relativamente pequenos; 

- contêm carboidratos N-ligados; 

- formam oligômeros; 

- estão presentes em alta densidade na membrana viral. 

 A Figura 7 mostra as 3 classes de proteínas de fusão conhecidas como classe 

I, classe II e classe III (40). 

 Pode-se exemplificar as proteínas de classe I pelas proteínas de fusão dos 

ortomixovírus, retrovírus e paramixovírus (40). Elas têm estrutura predominante 

em α-hélices e formam espículas triméricas no envelope viral. A conformação pós-

fusão apresenta uma estrutura bastante típica, conhecida como hairpin, ou grampo 

de cabelo como mostrado na Figura 7. 

  Para exemplificar as proteínas de fusão de classe II temos os alfavírus e os 

flavivírus(40). Elas possuem três domínios, que estão principalmente organizados 

em folhas-β, e também formam hairpins. Estas proteínas formam homo ou 

heterodímeros, que se encontram paralelos ao envelope viral. O peptídeo de fusão 

está localizado em um loop entre duas fitas β, que se localiza na interface interna 

do dímero. As proteínas de classe II não sofrem clivagem proteolítica durante sua 

maturação, o que ocorre nas proteínas de classe I. No entanto, é necessária a 

clivagem de proteínas de membrana que se encontram associadas a estas proteínas 

de fusão. Após a exposição ao pH ácido, a proteína se reorganiza em trímeros 

perpendiculares à membrana viral, expondo o peptídeo de fusão, catalisando a fusão 

de membranas. 

 As proteínas de classe III são representadas pelos vírus VSV, rabdovírus 

(40). Tais proteínas também apresentam trímeros de hairpins, mas combinam 

elementos estruturais de ambas as classes de proteínas de fusão. Apresentam uma 

região central em α-hélice semelhante às proteínas de classe I. No entanto, cada 

domínio de fusão está localizado na ponta de folhas-β alongadas, característica 

marcante das proteínas de classe II. 
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Figura 7 – Representação esquemática das estruturas das proteínas de fusão de classes I, II e III 
no estado conformacional pós-fusogênico. (A) Proteína gp41 do HIV-1 (classe I); (B) Proteína E 
dos flavivírus (classe II); (C) Glicoproteína G do VSV (classe III). Extraído de Weissenhorn (52). 
 

 A Figura 8 mostra o mecanismo de fusão induzido pelas proteínas de fusão 

de classe II. Inicia-se com a reorganização da proteína em trímeros desencadeada 

pela exposição ao pH ácido do meio endossomal. Durante esse processo, ocorre um 

rearranjo da orientação relativa dos domínios II e III da glicoproteína, que acarreta 

na exposição do peptídeo de fusão, que se insere na membrana alvo, com o 

ancoramento da proteína nas membranas celular e viral. Posteriormente, ocorre uma 

reestruturação do domínio III, que traz o peptídeo de fusão e o domínio 

transmembrana C-terminal para posições justapostas, ocasionando a aproximação 

das membranas viral e celular ocorrendo a formação do poro de fusão que permite 

a liberação do nucleocapsídeo viral no citoplasma (40,53). 

 Em seus estudos, Stauffer et al. (2) sintetizaram duas sequências de resíduos 

de aminoácido da proteína E do vírus da Dengue do resíduo 88 até o 123 e do 98 

até o 110, sendo a segunda sequência considerada o peptídeo de fusão clássico. 

 Por meio de técnicas de espectrofluorimetria, Stauffer fez o estudo de 

interação com vesículas lipídicas. Como resultado Stauffer (2), observou 

experimentalmente que os mecanismos de interação molecular entre o peptídeo de 
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fusão do vírus da Dengue com a membrana celular ocorrem com maior eficiência 

quando a razão entre o número de peptídeos de fusão e lipídeo é maior. 
 

 
Figura 8 – Mecanismos propostos para o processo de fusão catalisado pelas glicoproteínas virais. 
O dímero é representado na superfície viral, com o seu peptídeo de fusão interno em verde, domínio 
I em vermelho, II em amarelo e III em azul (a). A proteína se liga ao receptor específico e é 
internalizada por endocitose. Após exposição ao pH ácido do meio endossomal, ocorre um 
rearranjo na orientação relativa dos domínios II e III, expondo o peptídeo de fusão (b) e permitindo 
a formação de trímeros e a inserção do peptídeo de fusão na membrana alvo (c). A reestruturação 
da proteína continua, com o “dobramento” do domínio III, que aproxima as membranas viral e 
endossomal. É formada a haste de hemifusão (d) e (e) e finalmente o poro de fusão (f) após o total 
rearranjo trimérico da proteína de fusão, onde o peptídeo de fusão e a porção transmembrana se 
encontram próximos. Extraído de Mukhopadhyay (45). 
 

 Através do experimento de fluorescência e pelo método de parallax, Stauffer 

(2) observou que o resíduo de Triptofano está localizado aproximadamente 12,5 Å 

abaixo da superfície da membrana.  

 Neste trabalho será realizado um estudo da sequência de resíduos de 

aminoácidos do resíduo 88 até o 123 da proteína E do vírus da Dengue que será 

denominado de peptídeo longo (pep_longo) e do resíduo 98 até o 110 denominado 

de peptídeo curto (pep_curto). Na Figura 9 estão esquematizadas as duas 

sequências.  

  O peptídeo longo apresenta ligações de dissulfeto (figura 9 b), entre os 

resíduos CYS92 e CYS116 em sua estrutura, o que possivelmente contribui para 

uma maior estabilidade conformacional em comparação com o peptídeo curto. 
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Figura 9 – Sequência dos resíduos de aminoácidos do peptídeo de fusão da proteína E do vírus da 
Dengue, os resíduos estão coloridos conforme sua natureza física, em azul e vermelho, resíduos 
com carga positiva ou negativa, respectivamente, em verde, os polares, e em branco os hidrofóbicos. 
(a) mostra o diagrama linear. (b) Sequência de aminoácido do resíduo 88 até o 123 da proteína E 
do vírus da Dengue (peptídeo longo), a ponte de dissulfeto entre os resíduos CYS92 e CYS116 esta 
representada pela cor amarela e (c) Sequência de aminoácido do resíduo 98 até o 110 da proteína 
E do vírus da Dengue (peptídeo curto).  
 

 

1.2 – Membranas  
 

 

1.2.1 – Membrana Celular 
 

  A membrana celular tem uma estrutura que delimita todas as células vivas, 

tanto as procarióticas como as eucarióticas. Ela estabelece a fronteira entre o meio 

intracelular do meio extracelular, formando uma barreira que impede que o 

conteúdo celular de escapar e se misturar com o meio que a rodeia. A membrana 

celular é responsável pelo controle de entrada e saída de nutrientes da célula e serve 

como ancoragem na fixação de vírus ou toxinas.  

 Em sua composição e complexidade, a membrana celular é constituída 

basicamente de lipídeos, proteínas e glicídios, como pode ser observado na Figura 

10. 
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Figura 10 – Principais componentes de uma membrana celular. Extraído de (54) 
 

  A espécie predominante em uma membrana são os lipídeos, que podem ser 

os fosfolipídios, esfingolipídios, glicolipídeos e os esteróis (55). A membrana 

plasmática não é uma estrutura estática, os lipídeos movem-se proporcionando 

fluidez à membrana. A Figura 11 mostra os movimentos dos lipídeos que ocorrem 

com maior frequência, são eles: flexão, difusão lateral e rotação, podendo ainda ter 

o movimento que os lipídeos podem trocar de camadas, sendo este mais raro de 

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

 

 
Figura 11 – Movimentos dos fosfolipídios na membrana plasmática. Extraído de (56). 
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1.2.2 – Fosfolipídios  
 

 As membranas biológicas são constituídas basicamente de fosfolipídios 

(58). As moléculas de fosfolipídios, possuem tanto regiões hidrofílicas quanto 

hidrofóbicas. A região hidrofílica é a região da “cabeça” de um fosfolipídio, essa 

região se associa a moléculas polares de água e a região hidrofóbica refere-se em 

longas “caudas” de ácidos graxos não-polares, não sendo solúveis em água ou 

capazes de se associarem a substâncias hidrofílicas. 

   Os fosfolipídios são derivados do grupo glicerol, e suas cadeias alifáticas 

(R1 e R2) podem ser saturadas ou insaturadas (Figura 12). A nomenclatura de um 

fosfolipídio é dada pelo tamanho das cadeias alifáticas e pelo grupo ligado na 

posição X no fosfato. 

 

 
Figura 12 – Estrutura base de um fosfolipídio. Extraído de (59) 
 

  Os fosfolipídios têm sua denominação feita de acordo com o álcool polar 

presente na cabeça. A tabela 1 mostra as denominações dos fosfolipídios mais 

comuns, bem como as abreviaturas.  
 

Tabela 1 – Denominações e abreviaturas para os fosfolipídeos (60) 
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 Tais fosfolipídios a pH fisiológico (pH 7) podem ter cargas líquidas nulas 

(zwitteriónicos) ou cargas líquidas negativas (aniônicos). Os que apresentam cargas 

totais nulas são os PC e PE, já os que têm cargas negativas são os PA, PS, PG e PI. 

Neste trabalho estudaremos os fosfolipídios POPC e uma mistura de POPC com 

POPG na proporção 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 fórmula molecular é C42H82NO8P. 

 

 
Figura 13 – Estrutura do lipídeo POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina). Extraído 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 é aniônica e possui carga 

resultante igual a -1, sua fórmula molecular é C40H76O10P. 

 

 
Figura 14 – Estrutura do lipídeo POPG (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol). Extraído 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 aplicações. Dependendo da complexidade do que está sendo 

estudado, os sistemas de modelos de membranas podem ser construídos por um 

único lipídeo ou por uma mistura de vários lipídeos de diferentes classes. 

 A Figura 15 mostra os principais modelos de membranas que surgiram ao 

longo da história da Ciência. Na Figura 15A Irving Langmuir propôs um modelo 

do qual os lipídeos da membrana se encontram em uma única camada com a 

extremidade hidrofílica virada para a água e a hidrofóbica, dos lipídeos, encontrava-

se afastada da água, voltada para o ar. 

  Gorter e Grendel (Figura 15B) fizeram o primeiro modelo estrutural 

composto por bicamada fosfolipídica. Sugerindo que a membrana plasmática seria 

constituída por duas camadas de fosfolipídios cujas caudas apolares hidrofóbicas 

estariam direcionadas para o interior da membrana e as caudas polares, hidrofílicas 

estariam apontadas para o exterior.  

  Davison e Danielli (Figura 15C) propuseram uma estrutura um pouco mais 

complexa. Segundo eles, a bicamada fosfolipídica seria coberta, externa e 

internamente, por uma camada proteica unida às extremidades polares hidrófilas 

dos fosfolipídios. Depois de algum tempo eles reformularam seu modelo (Figura 

15D) e propuseram a existência de poros proteicos que formariam passagens 

hidrofílicas através das quais as substâncias polares poderiam permear a membrana.  

  Singer e Nicholson (Figura 15E) preconizaram um modelo de membrana 

chamado de mosaico fluido, formado de uma bicamada fosfolipídica, onde se 

encontram inseridas proteínas. Existem dois tipos de proteínas inseridas, uma delas 

atravessa toda a membrana, denominada proteína intrínseca, e a outra se localiza 

sobre a membrana, estas são chamadas de proteínas periféricas. É considerado neste 

modelo que a membrana é uma estrutura dinâmica e fluida, prevê uma distribuição 

aleatória da proteína na bicamada lipídica além de contatos moleculares quase 

permanentes, difusão limitada, reorganização dinâmica e importantes elementos 

estruturais que conferem o dinamismo da mesma (63). 

 O lipídeo de POPC é tipicamente considerado um modelo para 

experimentos biofísicos. Sua composição da cadeia saturada e a cadeia insaturada 
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imita a composição de fosfolipídio de mamíferos. Por exemplo, o POPC é um 

excelente substituto sintético da fosfatidilcolina da gema de ovo.  

 

 

 
Figura 15 – Principais modelos de membranas. Extraído de (63) 
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 O POPG é um lipídeo aniônico encontrado nas membranas de mamíferos 

em pequenas quantidades, cerca de 1 a 2% do total dos fosfolipídios. Mesmo sendo 

um lipídeo com pequena presença na bicamada lipídica é um dos principais lipídeos 

no surfactante pulmonar (64). Embora sua presença em membranas animais seja 

pouca; é abundante em algumas bactérias e plantas. 

 Alguns fosfolipídios são parametrizados para serem usados em simulações 

de Dinâmica Molecular. Estas parametrizações são descritas por campos de forças 

tais como CHARMM, OPLS, AMBER e GROMOS. Nas simulações realizadas 

neste trabalho foi utilizado o campo de força CHARMM em sua versão 36. 

 

 

1.3 – Simulações de Dinâmica Molecular  
 

 A Dinâmica Molecular (DM) é uma técnica de simulação computacional 

cujo foco principal é descrever a evolução temporal das posições e velocidades dos 

átomos constituintes de um sistema. Assim, por meio da integração das equações 

de movimento, determinam-se as propriedades de equilíbrio 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 Física, Química, Biologia, Medicina, 

Astrofísica, Ciência dos Materiais, Polímeros, etc. 

 

 

1.3.1 – Simulações Computacionais no Estudo de Biomoléculas 
 

  Para a compreensão dos fenômenos físicos e químicos dos materiais, os 

métodos de simulação e modelagem computacional são, sem dúvida, uma 

ferramenta poderosa. Tais métodos de simulação complementam e estreitam a 

ligação entre a teoria e o experimento.  

 A técnica de simulação por DM é um método que procura simular o 

comportamento de um sistema de muitos corpos em escala molecular. A ideia é 
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bastante simples, podemos calcular o comportamento de um sistema se soubermos 

o conjunto de condições iniciais, mais as forças de interação entre os constituintes 

do sistema. Deste modo, o modelo mostrará como o sistema evolui com o tempo.  

 Por meio da Dinâmica Molecular é possível obter propriedades que 

dependam da configuração do sistema, como estrutura cristalina, energia de coesão, 

módulo de elasticidade, transição de fase, densidade de carga, condutividade 

térmica e etc. 

 O método da Dinâmica 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 regiões sólidas e líquidas. No sistema de esferas 

duras, as partículas se comportam como partículas livres entre as colisões e 

interagem por colisões instantâneas. 

  Uns dos primeiros exemplos de um cálculo de DM com um potencial 

contínuo baseado no método da diferença finita do tempo de integração foi feito em 

1960 por Gibson et al. (66). Este cálculo foi realizado para um sistema de 500 

átomos 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 várias 

propriedades do argônio líquido e utilizou o potencial de Lennard-Jones em um 

sistema com 864 átomos, realizado em um computador CDC 3600. A base de seus 

algoritmos ainda é utilizada em muitos programas de DM em operação ao redor do 

mundo. 

  Loup Verlet (68) calculou em 1967 o diagrama de fase do argônio utilizando 

o potencial Lennard-Jones, e fez o cálculo das funções correlação para testar as 

teorias do estado líquido. Hansen e Verlet (69) em 1969 investigaram a transições 

de fase no mesmo sistema utilizando o método de Monte Carlo. 

 O método de DM foi limitado por muitos anos ao ensemble microcanônico 

em que são conservados o volume, o número de partículas e a energia total. 

  Andersen(70) foi o pioneiro do método de pressão constante New Molecular 

Dynamics (NMD) no qual o volume tem possibilidade para flutuar. O método de 

Andersen, que representa um ensemble com entalpia e pressão constantes, 
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introduziu um parâmetro C, que determina a proporção que o volume flutua. No 

equilíbrio, quantidades estáticas calculadas neste ensemble aproximado são 

independentes do valor deste parâmetro.  

  Parrinello e Rahman (71) estenderam o método de Andersen para permitir 

que a caixa de simulação possa mudar sua forma e, consequentemente, explorar a 

relação entre os potenciais de interação e as estruturas cristalinas. O método NMD 

foi então usado para investigar a transformação da temperatura induzida entre fases 

não-condutoras e superiônicas do cristal de Ni. 

 A primeira simulação de DM em proteínas foi feita por McCammon et al. 

(72), em 1977 com a proteína Inibidor de Tripsina Pancreática Bovina (BPTI). Foi 

resolvida a equação de movimento para os átomos com uma função empírica de 

potencial de energia.  

  Nosé e Klein (73) em 1983 realizaram a simulação de DM para sistemas 

moleculares em cristais de nitrogênio sob pressão, investigaram as transformações 

estruturais no Tetrafluoreto de carbono. Nos estudos foi observado que ocorreram 

mudanças no volume e forma da célula na DM e também transições de fase. 

 Em 2006 Cavallari et al. (74) realizaram simulações de DM para estudar a 

estabilidade da enzima protease do HIV-1 (HIV-1 PR) em solução aquosa em 

diferentes estados de enovelamento, contendo diferentes conteúdos de hélices α e 

folhas β (13 e 25%, respectivamente). O campo de força CHARMM foi utilizado 

juntamente com o modelo de água TIP3P em sistema com número de partículas, 

volume e temperatura constantes. 

 Simulações de DM foram utilizadas por Carlsson et al. (75) e Nervall et al. 

(76), ambos em 2008, como ferramenta para cálculos de energia livre de ligação de 

complexos obtidos pelo método de docking empregando estruturas cristalográficas 

da enzima transcriptase reversa do HIV-1. 

  O estudo das interações da articaína foi realizado por Prates e Skaf (2009) 

(77), com membranas do modelo de POPC empregando simulações computacionais 

de dinâmica molecular. Das simulações de equilíbrio da articaína em POPC, 

obtiveram-se informações como o seu comportamento conformacional, também 

foram realizadas simulações de não equilíbrio, utilizando a técnica de Dinâmica 
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Molecular de Caminho Induzido, em que uma molécula de articaína foi removida 

do interior da membrana para o meio aquoso, por meio de uma força aplicada em 

seu centro de massa, com isso estimaram a energia livre da articaína neutra entre os 

estados em que se encontra no meio aquoso e no interior da membrana de POPC. 

 Em 2009 Vieira et al. (78) averiguaram por meio de simulação de DM os 

efeitos da temperatura entre 298 para 338K do xylanases hydrolyze xylan, que é um 

dos polissacarídeos de vegetais mais abundantes encontrados na natureza e têm 

muitas aplicações em biotecnologia.  

  Simulações de DM podem ser úteis na área de estruturas de proteínas através 

da escala de afinidade. Mazzé (79) mostrou que essa escala é fácil de ser usada e 

com vantagem de revelar o domínio transmembramar em α-hélice da proteína sem 

a necessidade de saber nada além da estrutura primária da mesma. 

  Por meio de uma simulação de DM, Fuzo et al. (80) estudaram três porções 

do ectodomínio da proteína E presente na superfície do vírus da Dengue em 

solvente. Neste estudo também foi modelado as condições fisiológicas de pH neutro 

e pH ácido de endossomos que desencadeiam o processo de fusão.  

  Prakash et al. (81) empregaram simulações metadinâmicas para estudar a 

estabilidade da estrutura de proteínas do vírus da Dengue sob condições de pH 

baixo e alto. A energia livre obtida ao longo da coordenada de reação demonstra 

que o pH afeta a interface do domínio, em ambas as conformações, do monômero 

E do vírus da Dengue.  
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5.5.6 – Conclusão  
 

 Neste capítulo, foi utilizado a Dinâmica Molecular e o método Adaptive 

Biasing Force (ABF), para fazer a caracterização do processo de adsorção de duas 

sequências de resíduos de aminoácidos da proteína E do vírus da Dengue que 

contêm o peptídeo de fusão (resíduos 88-123 e 98-110) em modelos de membranas 

de POPC e POPC:POPG na razão 4:1. Para isso foi realizada uma análise estrutural 

do peptídeo de fusão para verificar se ele sofre alguma alteração em sua estrutura 

quando inserido na bicamada. Realizou-se também um estudo da energética desse 

processo, para verificar qual região do peptídeo de fusão interage melhor com a 

bicamada, com o intuito de que futuramente possamos encontrar mecanismos que 

inibam essa interação e, consequentemente, a infecção da célula pelo do vírus da 

dengue. 

 A análise estrutural, realizada por meio do cálculo do RMSD com relação à 

estrutura cristalográfica e a porcentagem de estrutura secundária em cada peptídeo, 

mostra que os peptídeos não sofreram alterações conformacionais significativas no 

interior das bicamadas de POPC e POPC com POPG. No entanto, fora da bicamada, 

o peptídeo curto, em ambas os sistemas, apresentou altas variações no valor do 

RMSD. Isso indica que o peptídeo curto não está mantendo sua estrutura inicial em 

água e que, provavelmente, ele não é adequado para ser utilizado em estudos como 

os propostos neste trabalho, sendo necessário utilizar porções maiores da proteína 

E, como o peptídeo longo aqui utilizado. 

 Com relação ao estudo da posição relativa e a afinidade (energia livre de 

ligação) do peptídeo longo e do peptídeo curto em bicamadas de POPC e POPC 

com POPG, verificamos uma pequena diferença na profundidade do mínimo de 

energia livre de cada peptídeo com as bicamadas estudadas, sendo que os valores 

mais negativos são observados no sistema que contém a bicamada de POPC puro. 

Um pequeno deslocamento do enterramento do resíduo do Triptofano também é 

observado quando comparamos as simulações com as diferentes bicamadas. 

Entretanto, de forma qualitativa, o enterramento do Triptofano está de acordo com 

resultados experimentais obtidos por espectroscopia de fluorescência e 
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cristalografia. 

No estudo energético das interações não ligadas (representadas pelas 

interações de van der Waals e eletrostáticas) entre o peptídeo de fusão e as 

bicamadas de POPC e POPC/POPG, notamos que as maiores interações ocorrem 

entre a região do peptídeo de fusão denominada Colar, composta pelos resíduos de 

aminoácidos Ácido Aspártico (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 interações de hidrogênio entre 

ambos os peptídeos e as bicamadas envolvem exclusivamente a região do Colar e 

grupos químicos localizados na região hidrofílica dos fosfolipídeos. 

Por conseguinte, podemos então propor que existe uma região do peptídeo 

de fusão da proteína E do vírus da dengue, designado aqui como “Colar”, que é 

responsável pela maior parte das interações entre o peptídeo de fusão e a membrana 

celular e que poderá ser alvo de estudos posterioress focados no desenvolvimento 

de ligantes que inibam essas interações, e portanto, a infecção da célula pelo vírus 

da Dengue. 
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