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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério humano (hRSV) é um dos principais causadores de
doencas respiratorias agudas como bronquiolite e pneumonia em criancas e idosos.
Atualmente, as patologias causadas pelo hRSV nédo sado bem entendidas e as vacinas
formuladas ndo apresenta efetividade e seguranca suficientes. A infetividade do virus
esta relacionada com suas proteinas de membrana e dentre elas a glicoproteina G ou
proteina G, que é responsavel pela ligacdo do virus a célula epiteliais do trato
respiratério do hospedeiro e consequente instalacdo da infec¢cdo. Esta glicoproteina
exerce um importante papel como antigeno de reconhecimento, sendo alvo para
identificacdo do RSV através de anticorpos. Ha evidéncias na literatura de que a
proteina G interage com um receptor celular, conhecido como CX3CR1, porém nao
existe informacdes estruturais experimentais sobre essa interacdo. O objetivo do
trabalho foi caracterizar a interagcéo da regido conservada de cisteina do ectodominio
da proteina G com o receptor celular CX3CR1 utilizando ferramentas computacionais.
A partir da abordagem de modelagem molecular, modelos estruturais para as quatro
isoformas do receptor celular foram calculados, os quais passaram por uma etapa de
300 ns de simulacdo de dindmica molecular em bicamada lipidica de POPC para
avaliacdo de suas estabilidades estruturais. Em seguida, calculos de docking
molecular buscaram pela conformacdo mais provavel do peptideo da regido
conservada de cisteina da G na interacdo com a regido N-terminal do barril de alfa-
hélices do CX3CR1. Por fim, novas simulacdes de 300 ns reportaram a estabilidade
estrutural do modelo proposto para o complexo CX3CR1/peptideo da G (CX3CR1/G),
apontando os residuos LYS-171, GLY-177, TYR-179, GLN-184 e ARG-272 da
proteina como importante para a formacao de pontes de hidrogénio com o peptideo.
Os célculos de PCA e de RMSF mostraram uma comparacao entre as formas livres e
ligadas, mostrando um maior grau de flexibilidade das regides N e C-terminais, assim
como uma maior flexibilidade das alcas entre as hélices a das isoformas doCX3CR1.
Os célculos de energia livre de ligacao teérica (MM/PBSA) mostraram que os residuos
acidos interagem de forma favoravel para a ligacdo e manutencao do peptideo da G
na regido do docking, indicando que a isoforma 1 do CX3CRL1 é aquela com energia

de ligagdo mais favoravel para a interacdo com o peptideo da G. As informacdes



estruturais produzidas no presente trabalho podem trazer luz ao mecanismo de
interacdo da proteina G do hRSV com o receptor celular CX3CR1, assim como

proporcionar uma caracterizagcdo molecular do processo de adeséo do virus a célula
do hospedeiro.

Palavras chaves: Hrsv. Proteina G. Receptor celular CX3CR1. Modelagem

molecular. Docking molecular. Simulagbes de dinamica molecular.



ABSTRACT

Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is one of the main causes of acute
respiratory diseases such as bronchiolitis and pneumonia in children and the elderly.
Currently, the pathologies caused by hRSV are not well understood and the formulated
vaccines do not present sufficient effectiveness and safety. The infectivity of the virus
is related to its membrane proteins and among them the G glycoprotein or G protein,
which is responsible for binding the virus to the epithelial cells of the host's respiratory
tract and consequent installation of the infection. This glycoprotein plays an important
role as a recognition antigen, being a target for RSV identification through antibodies.
There is evidence in the literature that the G protein interacts with a cellular receptor,
known as CX3CR1, but there is no experimental structural information about this
interaction. The objective of this work was to characterize the interaction of the
conserved region of cysteine of the ectodomain of the G protein with the cellular
receptor CX3CR1 using computational tools. From the molecular modeling approach,
structural models for the four cellular receptor isoforms were calculated, which
underwent a 300 ns step of molecular dynamics simulation in a POPC lipid bilayer to
evaluate their structural stabilities. Then, molecular docking calculations looked for the
most likely conformation of the peptide of the conserved region of cysteine of G in the
interaction with the N-terminal region of the barrel of alpha-helices of CX3CRL1. Finally,
new 300 ns simulations reported the structural stability of the proposed model for the
CX3CR1/G peptide complex (CX3CR1/G), pointing to residues LYS-171, GLY-177,
TYR-179, GLN-184 and ARG- 272 of the protein as important for the formation of
hydrogen bonds with the peptide. The PCA and RMSF calculations showed a
comparison between the free and bound forms, showing a greater degree of flexibility
of the N and C-terminal regions, as well as a greater flexibility of the loops between the
a helices of the CX3CR1 isoforms. Theoretical binding free energy (MM/PBSA)
calculations showed that acid residues interact favorably for the binding and
maintenance of the G peptide in the docking region, indicating that CX3CR1 isoform 1
is the one with the highest binding energy. Favorable for the interaction with the G
peptide. The structural information produced in the present work may shed light on the

mechanism of interaction of the hRSV G prntein with the cell receptor CX3CR1, as well
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as provide a molecular characterization of the virus adhesion process to the cell of the
host.

Keywords: hRSV. Protein G. CX3CRL1 cell receptor. Molecular modeling. Molecular
docking. Molecular dynamics simulations.
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1 INTRODUCAO

O Virus Sincicial Respiratério humano (do inglés, human Respiratory Syncytial
Virus - hRSV) foi isolado pela primeira vez em 1956, por Morris, Blount e Savage, em
estudo para investigar o agente etioldgico responsavel pela doenca respiratéria aguda
em chimpanzés do Instituto de Pesquisa Walter Reed Army, nos Estados Unidos da
América, sendo descrito como “agente de coriza de chimpanzé” (MORRIS et al., 1956;
COLLINS & GRAHAM, 2008). Em 1957, apés estudos em cultura de tecido, o virus foi
renomeado para Virus Sincicial Respiratério (RSV), devido ao seu padrdo exclusivo
de formar sincicios celulares multinucleados e, sé em 1981, comecou a caracterizacao
detalhada do RSV com a clonagem molecular e sequenciamento do seu genoma
(COLLINS et al., 2013; HOGAN et al., 2018).

Este virus € um dos principais agentes causadores de doencas agudas do trato
respiratério, tais como pneumonia e bronquiolite em criancas com idade igual e abaixo
de cinco anos, em todo o mundo, através de epidemias sazonais decorrente do clima
de cada regido do planeta. Todavia, ndo sdo somente as crian¢as que sao acometidas
por esse virus, idosos e imunocomprometidos também fazem parte do grupo de risco,
aumentando a taxa de mortalidade nessas epidemias. O principal grupo de risco séo
criangas que apresentam prematuridade, imunodeficiéncia congénita e doencgas
cardiorrespiratérias  (COLLINS; CROWE JR, 2007; HALL et al, 2009;
OTHUMPANGAT et al., 2009; FALSEY et al., 2005; RICCETTO et al., 2009; YE, et
al., 2019).

As infeccdes por hRSV podem causar desde hospitalizagbes com quadros
clinicos graves e até a morte. Um levantamento epidemioldgico global relatou que 33,1
milhdes de episddios de infeccbes por hRSV ocorreram em 2015 no mundo todo,
sendo 3,2 milhdes de hospitalizacdes e 59.600 mil mortes de criangcas menores de
cinco anos (SHI et al., 2017).

As infeccbes pelo hRSV podem acometer pessoas de qualquer idade,
apresentando-se como um quadro gripal ou um resfriado. Ainda ndo ha um tratamento
eficaz para os casos de hRSV graves, nem mesmo vacinas para atenuar e/ou evitar
a infeccdio por este virus (MORRIS et al., 2009; LIU et al., 2007; MARTINEZ et al.,

2007). Estudos foram realizados para a busca de um medicamento ou até uma vacina
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eficiente contra o hRSV, porém a variabilidade antigénica viral e as caracteristicas do
sistema imune do hospedeiro dificultam a produc¢éo destas vacinas (PARVEEN et al.,
2006). A administracdo intravenosa de anticorpo monoclonal humanizado
(Palivizumab), que age contra a atividade de fusdo da proteina F, é a principal medida
de prevencéao utilizada atualmente. Todavia, devido ao alto custo dessa intervencéo
e, ela tem sido aplicada apenas em criancas prematuras com grande risco de
desenvolver infeccbes graves, visto que o Palivizumab confere uma imunidade
temporaria, assim diminui o risco da crianca prematura vir a 6bito (MEISSNER et al.,
2003). A Unica droga antiviral aprovada para tratamento do hRSV é a Ribavirina
aerolizada (usada para tratamentos de outras doencas respiratérias), a qual €
atribuida a atividade de inibicdo da sintese de acido nucléico viral. A Ribavirina tem
grande importancia no tratamento de adultos imunocomprometidos, no entanto é
responsavel pela ocorréncia de alguns efeitos colaterais. (NOKES e CANE, 2008).

A particula viral do hRSV é constituida das seguintes proteinas: proteina
hidrofébica pequena (SH), proteina de fusado (F), proteina matriz (M), proteina M2-1,
proteina L, fosfoproteina (P), nucleoproteina (N) e glicoproteina (G) (Figura 1). Além
dessas proteinas presentes no virus maduro, as proteinas nao estruturais NS1 e NS2
sdo produzidas durante o processo de infecc¢éo viral na célula hospedeira, assim como
a proteina M2-2, para a qual ha escassa informacéo na literatura sobre suas funcdes.
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FIGURA 1: Representacéo esquematica do hRSV, sendo representadas as proteinas SH, F, G, M, P e

N e o envelope da bicamada lipidica.

Proteina Matriz
Glicoproteina (G) e &)

Proteina SH

Fonte: Adaptada Swiss Institute of Bioinformatics. ViralZone® [database]. Suica: SIB; 2009. Disponivel

em: http://www.expasy.org/viralzone/all_by_species/90.html

O nucleocapsideo presente nas particulas virais maduras é formado pelo RNA
gendmico complexado com as proteinas N, P, L e M2-1 (COLLINS et al. 2001). A
proteina M2-1 é necessaria para uma eficiente transcricdo do genoma pela polimerase
viral (FEARNS E COLLINS, 1999). A proteina N esté associada ao RNA gendmico €
a principal proteina estrutural do nucleocapsideo (COLLINS et al., 2001). O RNA
gendmico do hRSV encontra-se sempre complexado com a proteina N e este
complexo é usado como molde para a sintese de RNA. Este complexo proteina N-
RNA previne a formacdo de estruturas secundarias no RNA, protegendo-o de
degradacéao por nucleases e reduzindo a formacéo de RNAs dupla fita, podendo levar
a reposta celular antiviral (COWTON et al., 2006).

As proteinas nao estruturais NS1 e NS2 interferem na inducao e sinalizagao do
interferon (COLLINS & CROWE JR, 2007), o qual representa o principal mecanismo
da imunidade inata no combate a infecg¢des virais. O hRSV, através das proteinas NS1
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e NS2, pode agir inibindo ou neutralizando vérias etapas da via dos interferons, o que
favorece o maior sucesso da progénie viral (SWEDAN et al., 2009; LO et al., 2005).

A proteina P é altamente fosforilada e desempenha funcdo importante na
transcricéo e replicacdo do hRSV (COLLINS et al., 2001). A proteina P constitui uma
subunidade da RNA-polimerase viral (formada pelas proteinas P e L) e parece mediar
0 contato entre a proteina L e o conjunto formado pela proteina N e o RNA (TRAN et
al., 2007).

A proteina L, a maior proteina do hRSV, contém seis segmentos altamente
conservados sendo a proteina estrutural de menor abundancia na particula viral
(COLLINS et al., 2001). Atribui-se a essa proteina as atividades de RNA-polimerase e
de poliadenilacéo e para formacao de estrutura de cap do RNAm viral (MASON et al.,
2004).

A proteina M2-1 é interna e nao glicosilada e interage com as proteinas N e P,
atuando no processo de transcricdo (COLLINS et al., 2001). Essa proteina tem funcao
na replicacdo do hRSV e alteracBes em sua sequéncia podem diminuir a infectividade
do virus (TANG et al., 2001). A proteina M2-2 esta relacionada a regulacdo da
transcricao e replicagdo do RNA viral (ATREYA etal., 1998). A M2-2, quando expressa
em altos niveis, inibe completamente a replicacdo do hRSV, mostrando que se essa
proteina estiver em grande quantidade, pode ser um fator critico para a replicacao
viral (CHENG et al., 2005).

A proteina M encontra-se na face interna do envelope viral, apresentando um
papel-chave na montagem e liberacdo do virus e associando o complexo
ribonucleoproteico com as glicoproteinas do envelope viral (GHILDYAL et al., 2002).

A glicoproteina de superficie SH é uma molécula pequena, hidrofébica e
transmembranica cuja funcdo ainda ndo esta completamente elucidada, mas
possivelmente sua atuacdo esteja relacionada ao Complexo de Golgi da célula
hospedeira, no qual facilitaria o transporte das proteinas virais pela via de secre¢ao
(RIXON et al., 2004). Também se associa a SH um importante fator de viruléncia, uma
vez que essa proteina altera a permeabilidade da membrana celular (Perez et al.,
1997).

A proteina F é uma glicoproteina responsavel pela fusdo do envelope viral com

a membrana citoplasmética da célula hospedeira, fazendo com que o nucleocapsideo
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seja liberado no interior do citoplasma (WALSH e HRUSKA, 1983). Essa proteina
também proporciona a fusdo de células infectadas formando sincicios (COLLINS et
al., 2001).

A proteina G do hRSV é uma proteina de superficie, tem de 289 a 319 residuos
de aminoacidos dependendo da amostra viral (COLINS et al., 2002). Ela foi
identificada como a responsavel pela adesao do virus a célula hospedeira, a partir da
observacdo de que anticorpos especificos contra a mesma inibem esse processo
(COLLINS et al., 2001, LEVINE et al., 1987; BOTOSSO et al, 2009). A proteina G tem
sido alvo de estudos sobre a variabilidade genética do hRSV. Estudos indicam que
ela é pouco conservada entre os grupos A e B, mostrando até 50% de divergéncia na
sequéncia de aminoacidos (ARBIZA et al., 2006). Alguns estudos mostraram que
varios genatipos diferentes cocirculam e alguns predominam em uma comunidade a
cada ano (OSTLUND et al., 2008; PERET et al., 1998).

A glicoproteina G € uma proteina transmembrénica integral do Tipo Il (ou seja,
estd ancorada a membrana proximo a sua porcdo amino terminal por um dominio
hidrofébico que se estende do residuo 38 ao 66), altamente glicosilada, com uma
regido localizada no citoplasma (N-terminal), uma regido transmembrana e um grande
ectodominio C-terminal (GARCIA, O. et al., 1994). Esta proteina é sintetizada como
um precursor de massa molecular de 36 kDa, sendo posteriormente glicosilada
originando um complexo intermediario de 45 kDa. Esses acUcares sdo convertidos
para tipos complexos produzindo uma forma madura de 90 kDa.

Sua variabilidade e (glicosilagdo estdo localizadas principalmente no
ectodominio, que contém dois segmentos hipervaridveis com alto teor de serina e
treonina, entre os aminoacidos 69-164 e 207-298, com aproximadamente 56% de
divergéncia entre os tipos A e B (JONHSON et al., 1987), separados por uma regiao
altamente conservada (Figura 2) entre os aminoacidos 164 e 199, e quatro residuos
de cisteinas (173, 176, 182, 186). Esta sequéncia motif de 35 residuos de aminoacidos
é considerada como provavel sitio de ligacédo ao receptor de quiomicina CX3CRL1 da
célula hospedeira (JOHNSON et al., 1987; CANE et al., 1991; SULLENDER et al.,
2000). A proteina G interage com o receptor celular CX3CR1, modulando assim a
resposta imunologica do hospedeiro e facilitando a infecgdo (COLLINS et al., 2008).

Essa interacdo do receptor CX3CR1 com a proteina G € um contribuidor importante
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para a infeccdo do hRSV em células epiteliais das vias aéreas dos humanos
(CHIRKOVA, 2015).

FIGURA 2: Representacdo esquematica dos dominios da Glicoproteina G do hRSV.

X
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Ligagdo dissulfeto Lago cisteinas

Fonte: Adaptada de BATTLES, 2019.

O receptor celular CX3CR1 é encontrado em 4 formas parecidas em suas
sequéncias, denominadas de isoformas, pois essas apresentam sequéncias de
residuos de aminoacidos semelhantes. A isoforma 1 € constituida de 355 residuos de
aminoéacidos, enquanto as isoformas 2 e 4 sédo constituidas de 387 residuos, visto que
a isoforma 4 apresenta uma fenilalanina no residuo 8 enquanto a isoforma 2 tem uma
leucina na mesma posicao, e a isoforma 3 € composta de 362 residuos. A principal
diferenca encontrada nas isoformas esta na constituicdo dos residuos de aminoacidos
na regidao N-terminal, enquanto a parte central e a regido C-terminal € idéntica para
todas as isoformas (Figura 3). A diferenca na regido do N-terminal é a extensédo da
sequéncia primaria que para as isoformas 2 e 4 tém 32 residuos a mais com relacao
aisoforma 1, sendo que a diferenca entre a isoforma 2 e 4 € a mudanca de um residuo
de lisina para fenilalanina para a isoforma 4, e a isoforma 3 tém 7 residuos a mais do
gue a isoforma 1. Em um estudo realizado por Burg e colaboradores (2015) mostrou

que uma parte da regido N-terminal do US28, um homologo do receptor celular
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CX3CR1 (38% de identidade), interage com a fractalcina (CX3CL1), o ligante nativo
do CX3CR1 que apresenta semelhante estrutural com a regido conservadas de
cisteinas do ectodominio da proteina G. Esse resultado indica que a regido N-terminal
das isoformas pode ter um papel importante para a interacdo com a regido conservada
de cisteinas do ectodominio da proteina responsavel pelo processo de adesdo do
hRSV.

FIGURA 3: Sequéncias dos residuos de aminoacidos das isoformas 1 (preto), 2 (vermelho), 3 (azul) e

4 (verde).
isoformal =~ = @ mmmmmm e MDQFPESVTENFEYDDLAEACYIGDIVV
isoforma2 MREPLEALKLADLDFRKSSLASGWRMASGAFTMDQFPESVTENFEYDDLAEACYIGDIVV
isoforma3 = —mmmmmmmm e MASGAFTMDQFPESVTENFEYDDLAEACYIGDIVV
isoformad MREPLEAFKLADLDFRKSSLASGWRMASGAFTMDQFPESVTENFEYDDLAEACYIGDIVV
Ak hkrkkhkhkhkhkhkkhhkhrkhkhkhkhkhkkhhkhkhrkhxkx*x
Isoformal FGTVFLSIFYSVIFAIGLVGNLLVVFALTNSKKPKSVTDIYLLNLALSDLLEVATLPFWT
IsoformaZ2 FGTVFLSIFYSVIFAIGLVGNLLVVFALTNSKKPKSVTDIYLLNLALSDLLFVATLPFWT
Isoforma3 FGTVFLSIFYSVIFAIGLVGNLLVVFALTNSKKPKSVTDIYLLNLALSDLLEFVATLPFWT
Isoformad FGTVFLSIFYSVIFAIGLVGNLLVVFALTNSKKPKSVTDIYLLNLALSDLLFVATLPFWT
khkkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhkhhkhhkhhkhrhkhkhhhhhkhhkhrhkhkhkhhkhhkhhkrhkkhkkhkhkhrhrhkkhhkhhkhkh*k
Isoformal HYLINEKGLHNAMCKFTTAFFFIGFFGSIFFITVISIDRYLAIVLAANSMNNRTVQHGVT
IsoformaZ2 HYLINEKGLHNAMCKFTTAFFFIGFFGSIFFITVISIDRYLAIVLAANSMNNRTVQHGVT
Isoforma3 HYLINEKGLHNAMCKFTTAFFFIGFFGSIFFITVISIDRYLAIVLAANSMNNRTVQHGVT
Isoformad HYLINEKGLHNAMCKEFTTAFFFIGFFGSIFFITVISIDRYLAIVLAANSMNNRTVQHGVT
khkhkkhkkhkhkhkkhkkhkhhkhhkhhkhhkhkhkdhhkhhkhhkhrhkhkhhhkhrhkhhkhohkhkkhkhhkrhkkhkkhkhhkhhkkhhkrhkhkhhhxkxkh*k
Isoformal ISLGVWAAAILVAAPQFMFTKQKENECLGDYPEVLOE IWPVLRNVETNFLGFLLPLLIMS
IsoformaZ2 ISLGVWAAAILVAAPQFMFTKQKENECLGDYPEVLQEIWPVLRNVETNFLGFLLPLLIMS
Isoforma3 ISLGVWAAATLVAAPQFMFTKQKENECLGDYPEVLQEIWPVLRNVETNFLGFLLPLLIMS
Isoformad ISLGVWAAATILVAAPQFMFTKQKENECLGDYPEVLOQEIWPVLRNVETNFLGFLLPLLIMS
khkkhkkhhkhkhkkhkhkhkhkhhkkhhkhrhkhkhkhhkhhkhhkhrhkhkhkhhkhhkhhkhrhkhkhkhhrhhkhhkrhkkhkkhkhkhrhhkkhkhhrxkhk*k
Isoformal YCYFRIIQTLFSCKNHKKAKAIKLILLVVIVFFLFWTPYNVMIFLETLKLYDFFPSCDMR
IsoformaZ2 YCYFRIIQTLFSCKNHKKAKAIKLILLVVIVFFLFWTPYNVMIFLETLKLYDFFPSCDMR
Isoforma3 YCYFRIIQTLEFSCKNHKKAKAIKLILLVVIVFFLFWTPYNVMIFLETLKLYDFEFPSCDMR
Isoformad YCYFRITIQTLFSCKNHKKAKAIKLILLVVIVFFLEWTPYNVMIFLETLKLYDFFPSCDMR
khkhkhkkhkhhkhkhkkhhhhkhhkhhkhhhkhrkhkhhkhkhhhrhkhhkhkhkdhkhkhkhk ok hkhkhhhkhkrkhkhkhhkhkkhhrxkxxk
Isoformal KDLRLALSVTETVAFSHCCLNPLIYAFAGEKFRRYLYHLYGKCLAVLCGRSVHVDEFSSSE
Isoforma2 KDLRLALSVTETVAFSHCCLNPLIYAFAGEKFRRYLYHLYGKCLAVLCGRSVHVDFSSSE
Isoforma3 KDLRLALSVTETVAFSHCCLNPLIYAFAGEKFRRYLYHLYGKCLAVLCGRSVHVDFESSSE
Isoformad KDLRLALSVTETVAFSHCCLNPLIYAFAGEKFRRYLYHLYGKCLAVLCGRSVHVDFSSSE
ok hkrkhkhhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkdhhkhkhkr kb hkhhk ko kb hkhkhkhkrkhkhhkhkhkhhkhkhkhhkhhkhrkhxkxxk
Isoformal SQRSRHGSVLSSNFTYHTSDGDALLLL
Isoforma?2 SQRSRHGSVLSSNFTYHTSDGDALLLL
Isoforma3 SOQRSRHGSVLSSNFTYHTSDGDALLLL
Isoformad SQRSRHGSVLSSNFTYHTSDGDALLLL

khkkkhkkhkkhkhkkhkhkkhhkkhhkkhhkhhkhhkhhhhkhkkk

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Com relagcdo ao contexto apresentado, o presente trabalho faz uso de

ferramentas computacionais para buscar compreender aspectos moleculares da
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interacdo entre as isoformas do receptor celular CX3CR1 com a proteina G do hRSV,
responsavel pela adesao viral a célula hospedeira e aqui mimetizada por sua regiao
de cisteinas conservadas, sendo nomeada neste trabalho como peptideo da G. Vale
destacar que nao existe na literatura qualquer estudo experimental que detalhe
molecularmente essa interacdo CX3CR1/G (peptideo da G). Portanto, o presente
estudo proporciona, além de importantes informagBes de biologia estrutural
computacional para o entendimento do processo de interacéo virus/célula hospedeira,
uma base molecular util para nortear um futuro desenvolvimento de novos compostos
com agao antiviral que tenham como alvo o bloqueio da interagdo CX3CR1/G

fundamental para o processo de infeccéo viral pelo hRSV.

1.1 Dinamica Molecular

A simulacédo de dinamica molecular (DM) é uma das principais ferramentas
computacionais para estudo de sistemas atdmico-moleculares. E uma técnica
computacional em que se determinam os movimentos das particulas de qualquer
sistema, do qual se conhecem o potencial de interacdo entre essas particulas e as
equacdes que regem seu movimento. A DM permite estudar a evolugéo temporal das
configuracbes dos constituintes do sistema, e a partir das sequencias de posicées
geradas, determinar as propriedades macroscopicas do sistema. Neste método,
particulas interagentes, inicialmente dispostas em uma determinada configuracéo,
movimentam-se sob a influéncia de potenciais intermoleculares (COUTINHO et
al.2007).

Com base na mecéanica molecular, as moléculas sdo tratadas como uma
colecdo de atomos que pode ser descrita por forcas newtonianas, ou seja, sao
tratadas como uma colecéo de particulas mantidas unidas por forgcas harménicas ou
elasticas. Um conjunto completo dos potenciais de interagdo entre as particulas é
referido como “campo de forga” (BROOKS et al, 1998. GUNSTEREN et al,1992).

Para utilizar este método € preciso utilizar um determinado campo de forga.
Para o presente trabalho, o campo de forca utilizado foi 0 GROMOS54A7 do pacote
de programas GROMACS (GUNSTEREN et al, 1987), que para o estudo de
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macromoléculas por dinamica molecular se mostrou satisfatorio (COUTINHO et
al.2007).

A escolha dos potenciais de interacdo intramolecular (V;,:-,) € intermolecular
(Vinter) CONstitui uma etapa essencial para a descricao correta do sistema em estudo,
ja que séo esses potenciais que determinam as for¢cas que atuam em cada particula,
e, consequentemente, determinardo como o0 sistema ira evoluir no tempo. Para
descrever as interacdes em sistemas moleculares, assume que o potencial entre duas
moléculas possa ser descrito como uma soma de interacfes entre cada par de atomos
ou sitios de interacdo, e que estas interacdes dependem apenas da distancia que

separa esses sitios. Desse modo,

Viotar = Z Vinter + Z Vintra (1)

Um modelo de potencial intermolecular entre moléculas i e j consiste na soma
das interacdes entre cada par de dtomos dessas moléculas, as quais sdo dadas por
um potencial de Lennard-Jones (LJ) acrescido do termo correspondentes as
interacdes eletrostaticas entre cada par de sitio a e b pertencentes as moléculas i e j,

respectivamente,
Vij = 2aci2vejVar(Tap) (2)

Vab (Tab) = 4“'Eab [(M)lz - (%)6] + 41fgoqrbab (3)

Tab

sendo que q, € g, correspondem as cargas parciais, &, € g, SA0 0S parametros de
energia e diametro de Lennard-Jones do sitio a, e r,;, é a separacao entre os sitios a
e b de moléculas distintas. No potencial de (3), o primeiro termo (r,,) 1% descreve a
repulséo a curtas distancias e o segundo termo corresponde a contribuicao dispersiva
de London, e o terceiro termo as interacdes eletrostaticas.

As interacfes intramoleculares, também conhecidos por potenciais ligados,

descrevem as deformacdes moleculares. Dessa forma,

Vintra = Z Vligagéo + 2 Vangular + Z Vtorgéo (4)
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em que Vjgqcs0 COrresponde aos estiramentos de uma ligagdo quimica € Vapgyiar €
Viorcio COrrespondem, respectivamente, as descricdes das deformagdes angulares e

das deformagOes dos angulos diedros. Os termos de estiramento e deformacgao

angular sdo descritos por potenciais harménicos como:

1 1
Vligagéo (T) = EKr(r - rO)z Vangular @) = EKG (9 - 00)2 (5)
no qual r, e 6, correspondem ao comprimento e angulo de equilibrio da ligacéo,

respectivamente, e K,. e K, as constantes de forca. O potencial de torcédo é dado por:
1
Vtorqéo (¢) = ZnEVn [1 + cos(n¢ — 5)] (6)

sendo que ¢ é o valor do angulo diedro, V;, € a amplitude de cada funcéo e § € a fase.
Assim, o potencial total anteriormente apresentado na Equacédo 1 pode ser

descrito como.
Viotar = Vligado + Vnéo—ligado (7)

Partindo dos funcionais apresentados, a expressao para a determinacao do
potencial total sobre cada uma das moléculas do sistema em estudo, assume a
seguinte (COUTINHO, 2007):

1 1
Vligado = ZligacﬁesEKr(r - TO)Z + ZéngulosEKH (9 - 00)2 +

1
+ Zn,diedrosEVn[l + Cos(nqb - 5)] (8)
— gij 12 gij 6 qiq;
Vnio-tigado = Xi.j 4€ij (E) - (E) t meory (9)

1 1 1
Vtotal = ZligagﬁesEKr(r - ro)z + ZéngulosEKH (9 - 90)2 + Zn,diedrosEVn[1 + COS(?’l(]b -
oi\"?  (0\° qi4;
O+ Sidey|(2) - (2) | + L (10

Tij Tij ATTEQT i
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1.2 Docking Molecular

O docking molecular € um método de modelagem molecular que prevé a
orientacdo preferencial de um ligante, normalmente uma pequena molécula, na
estrutura de uma macromolécula que na maioria das vezes se trata de uma
proteina. O conhecimento da orientacdo preferencial de uma pequena molécula no
sitio de ligacdo em uma proteina pode ser utilizado para prever as interacdes nao
covalente envolvidas na associagcao entre essas duas moléculas.

A utilizacdo dos calculos de docking molecular desempenha um papel
importante na ciéncia atualmente, sendo utilizado por exemplo para a triagem virtual
de grandes bibliotecas de compostos contra proteina de interesse e para propor
hipéteses estruturais de como um ligante se liga ao alvo proteico. Esses calculos
aumentam a probabilidade de encontrar novos inibidores de proteinas-chave de
patégenos, prevendo quao bom um composto pode ligar-se ao alvo, onde ele pode
interagir e que tipos de interacdes ndo covalentes poderia formar no local de ligacao
(MORRIS et al., 1998; MORGON et al., 2007).

Para o presente trabalho foi escolhido servidores on-line de docking, entre eles
destacamos ClusPro e HADDOCK, os quais realizam docking proteina-proteina, visto
que o sistema estudado neste trabalho é o receptor celular CX3CR1 e um peptideo
gue corresponde a regido de cisteinas conservadas da proteina G do hRSV. Dessa
forma, empregar os programas de docking proteina-proteina se torna relevante para
o presente trabalho.

O ClusPro € um servidor on-line para modelagem molecular do encaixe direto
de duas proteinas que interagem. Ele foi criado em 2004, mas desde entdo foi
substancialmente modificado e expandido. O servidor executa trés etapas
computacionais da seguinte forma: (1) ancoragem de corpo rigido por amostragem de
bilhdes de conformacdes; (2) agrupamento baseado em desvio quadratico médio
(RMSD) das 1.000 estruturas de menor energia geradas para encontrar 0os maiores
clusters que representardo os modelos mais provaveis do complexo; e (3) refinamento
das estruturas selecionadas usando minimizagéo de energia. A etapa de ancoragem
de corpo rigido usa o PIPER, um programa de ancoragem baseado na abordagem de
correlagdo Fast Fourier Transform (FFT). A abordagem FFT, introduzida por
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Katchalski-Katzir e colaboradores em 1992, levou a um grande progresso no docking
proteina-proteina de corpo rigido. Neste método, uma das proteinas (nomeada
receptor) € colocada na origem do sistema de coordenadas em uma grade fixa, a
segunda proteina (nomeada ligante) é colocada em uma grade movel e a a energia
de interacao é escrita na forma de uma funcgéo de correlacdo (ou como uma soma de
algumas funcdes de correlagédo) (KOZAKOV, 2017).

A eficiéncia numérica do método decorre do fato de que tais funcdes de energia
podem ser calculadas eficientemente usando FFT, e resulta na capacidade de
amostragem exaustiva de bilhnes de conformacbes das duas proteinas que
interagem, avaliando as energias em cada ponto da grade. Assim, o algoritmo
baseado em FFT permite o encaixe de proteinas sem qualquer informacao a priori
sobre a estrutura do complexo. Katchalski-Katzir e coautores (1992) usaram uma
funcdo de pontuacdo simples que levava em conta apenas a complementaridade da
forma. No entanto, métodos subsequentes baseados na abordagem de correlacéo
FFT para ancoragem introduziram funcfes de pontuacdo mais complexas e mais
precisas que também incluiam termos representando interacdes eletrostaticas, ou
tanto eletrostaticas quanto contribuicbes de solvatacdo. Uma das caracteristicas
distintivas do PIPER, o programa de docking usado na versao atual do ClusPro, é que
essa implementacdo do método de correlagdo FFT emprega uma funcdo de
pontuacdo, incluindo um termo de interacdo pareado baseado em estrutura e a
combinagcdo com o0s outros termos na funcdo de energia, que aumenta
substancialmente a precisdo do encaixe e resulta em estruturas mais proximas da
nativa (KOZAKQV, 2006).

Como mencionado anteriormente, o servidor ClusPro é baseado no PIPER que
realiza a amostragem. O centro de massa do receptor é fixado na origem do sistema
de coordenadas e as possiveis posi¢des rotacionais e translacionais do ligante sédo
avaliadas em um dado nivel de discretizacdo. O espaco rotacional € amostrado em
uma grade baseada em esferas que define uma subdivisdo de uma superficie esférica
na qual cada pixel cobre a mesma area de superficie que todos os outros pixels. As
70.000 rotacdes que se considera correspondem a cerca de 5 graus em termos dos
angulos de Euler. O tamanho do passo da grade translacional é 1 A (YERSHOVA,
2010).
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O PIPER representa a interagdo de energia entre duas proteinas usando uma
expresséo da forma

E= WlErep + WyEqer + W3Eeree + WaEpagrs (11)

sendo que E,., € Eq, representam as contribuicdes de energia repulsiva e atrativa,
respectivamente, para as interacbes de energia de van der Waals e E, .. € a
contribuicdo de energia eletrostatica. O Ep,rs € um potencial baseado em estrutura
pareado construido pela abordagem Decoys como o Estado de Referéncia (DARS) e
representa principalmente contribui¢cées de solvatacéo, ou seja, a mudanca de energia
livre devido a remocdo das moléculas de agua da interface. Os coeficientes wy, wy,
ws e w, definem os pesos dos termos correspondentes e sao selecionados de forma
otimizada para diferentes tipos de problemas de docking (ZOARKQOV, 2017).

O servidor HADDOCK faz uso de dados experimentais bioquimicos e biofisicos
na forma de informacdes sobre a regido de interface entre 0s componentes
moleculares e/ou suas orientagdes relativas (DOMINGUEZ, 2003). Essas informagdes
podem ser derivadas, por exemplo, de mutagénese, espectrometria de massa ou uma
variedade de experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (perturbacéo
de deslocamento quimico (CSP), acoplamentos dipolares residuais (RDCs), troca de
hidrogénio/deutério ou, se disponivel, restricdes de distancia). Quando a informacéo
experimental é escassa ou ausentes, as previsdes de interface bioinformatica também
podem ser utilizadas (de VRIES, 2005,2006,2008).

Para orientar os processos de docking sdo introduzidas restricbes de interacao
ambigua (Ambiguois Interaction Restraints — AIRs), os AIRs sdo definidos pelo
HADDOCK com base nos residuos ativos e passivos definidos pelo usuario, para cada
residuo ativo, uma Unica restricdo de AIR é definida entre esse residuo e todos os
residuos ativos e passivos na molécula parceira, dessa forma para as interacdes
ambiguas o usuario determina os residuos ativos e passivos, assim 0 server tem um
guia para realizar o docking molecular.

Dessa forma, apds o calculo, as estruturas sao classificadas de acordo com
sua energia intermolecular, que envolvem energia eletrostatica (E,;..), energia de van

der Waals (Eypy ), energia de solvatacao (Es,;,) € as AIRs (E,;rs), além do valor para
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area de superficie aterrada (Egg,). Portanto, os valores energéticos sdo determinados

através de uma combinacéao linear que forma o HADDOCK score (HS) (12).

HS = 0,01Eypy + 0,1E,oc + 1,0E55;, — 0,01E554 + 0,01E 455 (12)

As AIRs, sdo provenientes de qualquer informacédo experimental existente
sobre residuos que estdo envolvidos na interacdo intermolecular. Permitindo que o
HADDOCK pesquise todas as conformacdes possiveis em torno do local de interagcéo
definido pelos dados e encontrar o par mais favoravel de aminoacidos interagindo
entre os residuos ativos e passivos (DOMINGUEZ et al, 2003).

O protocolo do HADDOCK requer os arquivos PDB das proteinas individuais e
as AIRs, sendo dividida em trés partes: (1) randomizagdo de orientacdes e
minimizag&o de energia; (2) alinhamento semirrigido simulado no espaco de angulo e
torcao; e (3) refinamento final com o solvente explicito. Por fim, as estruturas séo
agrupadas em clusters usando RMSD para a interface de interacdo e, em seguida,
sdo analisadas essas estruturas séo classificadas de acordo com as suas energias
média de interacdo e sua area de superficie média de interagdo (DOMINGUEZ et al,
2003).

1.3 Célculo de Energia Livre de Ligacéo

O processo de reconhecimento molecular entre proteina e ligante € dirigido
através de efeitos entalpicos e entrépicos. Esses efeitos podem ser estimados através
da energia livre de ligagdo de Gibbs AG;,4, que esta relacionada diretamente com a

constante de ligacao K;;,. Desta forma, a energia livre de ligagcdo pode se calculada

da seguinte forma.

AGlig = AH —-TAS = —RTIn Klig (13)

sendo que AH € a variacdo de entalpia, T € a temperatura absoluta, AS € a variacéo

de entropia e R € a constante universal dos gases perfeitos (COUTINHO, 2014).
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A forca de interagcdo biomolecular, como a envolvida em reconhecimento ou
catalise, pode ser quantificada em termos de sua energia livre de ligagdo. Existem
abordagens computacionais que podem ser utilizada para estimar as energias livre de
ligacdo e uma delas é o método MM-PBSA, que se trata de dinamica molecular
combinada com uma analise de &rea superficial via Poisson-Boltzmann. O MM-PBSA
€ um meétodo para estimar energias livres de ligacdo entre proteinas e ligantes
(pequenas moléculas, peptideos e acidos nucleicos), que tem sido cada vez mais
utilizado no estudo de interacdes biomoleculares. Em termos gerais, a energia livre de
ligacdo é caracterizada como uma soma das seguintes energias livre (KUMARI et al,
2014)

AGligac;éo = Gcomplexo - (Gproteina + Gligante) (14)

sendo que Geompiexo € @ €nergia livre total do complexo proteina-ligante e G,yoteing €
Giigante SA0 energias livres totais do proteina isolada e ligante em solvente,
respectivamente.

O método MM-PBSA combina trés termos energéticos para explicar a energia
livre de ligacdo. O primeiro termo corresponde a uma mudanca ha energia potencial
no vacuo, o qual inclui termos energéticos de pares ligados como estiramento, angulo
e diedro de ligacdo, bem como termos de pares nao ligados como potencial de van
der Waals e interagfes eletrostaticas. O segundo termo € responsavel pela dissolucao
das diferentes espécies do sistema molecular, o qual é quantificado pela soma de dois
termos energéticos, um polar e outro apolar de energia de solvatacdo usando um
modelo implicito (GILSON et al, 1988). Por fim, o terceiro termo é responsavel pela
entropia configuracional associada a formacao de complexo na fase gasosa (KUMARI
et al, 2014).

A abordagem MM-PBSA cresceu e se tornou um dos métodos mais
amplamente usados para calcular energias de interacdo e muitas vezes € empregada
para estudar complexos biomoleculares (HOMEYER et al, 2012). Este método é
comumente combinado com simulagbes de DM, incorporando flutuagbes

conformacionais e contribui¢cdes entrdpicas para a energia de ligagéao.
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2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

O objetivo principal do presente trabalho foi caracterizar através de simulacdes
computacionais, tais como modelagem molecular, docking molecular, dinamica
molecular e célculos de energia livre de ligacdo teorica, a interacdo da regido
conservada de cisteinas do ectodominio da proteina G do hRSV com as isoformas do
receptor celular CX3CR1 do hospedeiro. A caracterizagcdo computacional apresentada
neste trabalho representa o detalhamento molecular da interac@o da proteina G com
seu receptor celular e, portanto, pode proporcionar informacgdes importantes para o
desenvolvimento de inibidores moleculares da ligacdo CX3CR1/G, dificultando a
adesdo do virus a célula hospedeira. Com relacdo ao contexto apresentado, 0s
seguintes objetivos especificos foram delineados:

1) Realizar modelagem molecular da estrutura tridimensional das isoformas 1, 2,
3 e 4 do receptor celular CX3CR1 através de diferentes programas de modelagem
estrutural de proteina (I-Tasser, Phyre2, Rosetta Fold e RosettaTR);

2) Realizar simulagfes de dindmica molecular em bicamada lipidica de POPC e
DPPC das estruturas modeladas para as isoformas do CX3CR1;

3) Realizar célculos de docking molecular do peptideo da regido conservada de
cisteinas da proteina G do hRSV (peptideo da G) com as isoformas do receptor
CX3CR1;

4) Realizar as simula¢des de dindmica molecular dos modelos estruturais dos
complexos formados entre o peptideo da G e as isoformas do CX3CR1 em bicamada
lipidica de POPC,;

5) Realizar célculos de energia livre de ligacdo entre o peptideo da G e as
isoformas do CX3CR1, analisando os residuos de aminoacidos que mais contribuem

para a formacao dos complexos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Modelagem Molecular

Ha um grande interesse nos estudos estruturais de proteinas, pois com
detalhamento atébmico, pode-se ter uma maior compreensao sobre seus sitios ativos
ou sitios de ligacao, facilitando o desenvolvimento de farmacos. Atualmente, técnicas
experimentais como a difracdo de Raios-X e a espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) sédo ferramentas utilizadas pelos pesquisadores para
determinar a estrutura tridimensional de proteinas. Contudo, essas técnicas
experimentais demandam alto custos tanto de recursos quanto de tempo de trabalho.
Dessa forma, os célculos de modelagem molecular podem ser empregados como uma
abordagem alternativa para a obtencédo de resultados mais rapidos e de menor custo
na determinacao das estruturas tridimensionais de proteinas.

No presente trabalho, os célculos de modelagem molecular foram realizados
para determinar computacionalmente a estrutura tridimensional do receptor celular
CX3CR1, uma vez que ainda ndo ha nenhum dado estrutural experimental. Para isso,
a sequéncia de residuos de aminoacidos das quatro isoformas do CX3CR1 foram
obtidas do banco de dados de UNIPROT sob o cédigo de acesso P49238. Em
seguida, essas sequéncias de residuos foram utilizadas como dado de entrada nos
servidores de modelagem molecular I-Tasser (Zhang et al, 2015), Phyre2 (Kelley et
al, 2015), Rosetta FOLD (Baek et al. 2021) e Rosetta TR (Yang et al, 2020).

O servidor I-Tasser (Zhang et al, 2015) utiliza as informag¢des da estrutura como
referéncia, de forma semelhante ao threading este método ajusta a conformacédo da
cadeia principal da sequéncia alvo a uma colecdo de proteinas de referéncia. Assim
€ gerado um valor de ajuste, que mede a qualidade do modelo dado e isso € calculado
para cada modelo. Este método de threading é utilizado pois acredita-se que na
natureza ha um numero finitos de enovelamento, entdo as proteinas sao ajustadas
dependendo dessa biblioteca de enovelamentos que ja tenha sido formada e
mostrada por meio do uso de resultados de difracdo de Raios X e RMN. Depois de ter
as estruturas por meio deste método de threading, as estruturas se formam em grupos
maiores passam pelo método de Monte Carlo para terem um maior refinamento e

dessa forma obter uma estrutura que pode ser mais apropriada (Sabbag, 2012).
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O método usado pelo Phyre2 (Kelley et al, 2015) constroi os modelos através
de metodologias de predicdo de estruturas utilizando o enovelamento. H4A uma
construcdo do perfil do modelo alvo, esse perfil € composto através de alinhamento
de outras proteinas de estruturas ja determinadas e conhecidas. Logo apos este feito,
o perfil € submetido a um modelo de Markov Oculto - Hidden Markov Model (HMM) e
este modelo é comparado contra um banco de dados de HMM de proteinas com
estruturas conhecidas através do algoritmo de alinhamento HHsearch (Sdding, 2005).
Dessa forma, € realizada a construcdo dos modelos com base nos fragmentos do
molde selecionado e ao final € inserido as cadeias laterais (Kelley et al, 2015).

O método Rosetta TR ou denominado Rosetta Restrito por Transformacgéo
utiliza como componentes uma rede convulacional residual profunda (Yang et al,
2020). Essa rede € caracterizada por um algoritmo de aprendizagem profunda que
capta uma imagem de entrada e atribui importancias a ela, além de diferenciar alguns
aspectos entre elas. Assim o método Rosetta TR utiliza informagfes como distancia
relativas e orientagcbes de todos os pares de residuos da proteina, levando em
consideracdo outras distancias como Cp - Cp e a procura por orientacdes entre os
residuos. Apos obter essas informacdes, o0 método passa para uma nova etapa na
qual utiliza restricbes do tipo Rosetta (ab initio) e minimizacédo diretas de energias,
usando também restricdes de distancia entre residuos e restricdes de orientacdes
(Yang et al, 2020). Dessa forma, € um algoritmo que insere restricdes e faz buscas no
PDB para se determinar a melhor estrutura para a modelagem molecular.

O programa Rosetta € um programa de predicdo de estruturas de proteinas
totalmente automatizado usando o método de insercdo de fragmentos para a
modelagem proteica. A biblioteca de fragmentos €& composta por estruturas
determinadas experimentalmente. Assim, o programa funciona para orientar a busca
do espaco conformacional e as previsdes das estruturas. Para o Rosetta FOLD é
utilizado um método de aprendizagem oculta ou aprendizagem profunda, muito
parecido com o método de aprendizagem de maquina, no qual a maquina aprende a
fazer uma busca conformacional para se determinar a melhor estrutura. O método de
aprendizagem profunda trata-se de Redes Neurais Artificiais, uma area que busca
simular computacionalmente o cérebro enquanto maquina, ou seja, inteligéncia

artificial. O Rosetta FOLD utiliza este principio usando uma rede neural de trés vias,
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essas vias sdo divididas em (i) leitura dos residuos de aminoécidos da proteina (ii)
determinacao entre as distancias de pares de residuos entre carbonos betas (Cgp - Cp),
a qual obtém uma rede de probabilidade entre os residuos e (iii) otimizacdo dos dados
através de calculos de RMSD. Dessa forma, obtém uma otimizacdo mais acurada
(BAEK et al, 2020), calculando, portanto, uma estrutura mais otimizada. No altimo
passo da modelagem molecular, as estruturas séo levadas para um algoritmo de

Monte Carlo e as melhores estruturas sao selecionadas.

3.2 Dindmica Molecular em bicamada lipidica POPC e DPPC

Para a simulacéo de dinamica molecular (DM) em bicamada lipidica de POPC
e DPPC, foi utilizado o campo de forca GROMOS 54A7 (SCHMID et al, 2011) com
modificacao para inclusdo dos parametros de topologia para lipideos (BERGER et al,
1997) e 0 modelo de agua TIP3P (JORGENSEN et al, 1983). Todas as simulacfes
foram realizadas no Supercomputador Santos Dumont do Laboratério Nacional de
Computacao Cientifica (LNCC) no Rio de Janeiro. Utilizando o servidor CHARMM-
GUI (https://www.charmm-gui.org) foi construido a bicamada lipidica de POPC em
uma caixa retangular contendo a proteina alinhada com o eixo Z da bicamada lipidica,
sendo adicionada uma camada de moléculas de 4gua de 22,5 A com 50 moléculas de
agua por lipidio. A bicamada lipidica é constituida em média com 200 lipidios na parte
superior e 200 lipidios na parte inferior, contabilizando um total de 400 lipidios. Duas
condi¢cBes salinas foram empregadas: na primeira, ions de sodio foram adicionados
para promover a neutralizacdo do sistema na caixa retangular; e na segunda, ions de
sédio e cloro foram adicionados ao sistema de modo a conferir uma concentracdo de
150 mM de NaCl. O sistema foi devidamente minimizado e o arquivo de PDB
resultante do servidor CHARMM-GUI foi utilizado para dar prosseguimento aos
calculos de DM com o pacote de programas GROMACS. O estado de protonacao dos
residuos ionizaveis da proteina foram obtidas pelo programa PROPKA (OLSSON et
al, 2011), considerando um pH de 7,0. Condi¢Bes periddicas de contorno foram
usadas para o ensemble NPT mantendo a temperatura constante em 298 K e a
pressdo em 1,0 bar. Para o potencial de Lennard-Jones foi usado um cut-off de 12 A.

Foi usado o mesmo cut-off para o potencial eletrostatico, no qual usou o algoritmo
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PME (Particulas de malhas Ewald). As simulac¢des foram realizadas usando um passo
de tempo de 2,0 fs salvando a trajetoria a cada 20 ps e todas as ligacdes covalentes
foram limitados a sua distancia de equilibrio. Um algoritmo de minimizacdo de
gradiente conjugado foi utilizado para relaxar a superposicdo de atomos gerados no
processo de construgcdo da caixa. Vinte e cinco milhdes passos (50 ns) foram
realizados para cada processo de equilibracdo NPT do sistema, aplicando uma forgca
constante de 1000 kJ.mol*.nm para todos os atomos pesados do modelo estrutural
da proteina em bicamada lipidica. O script shrink.pl foi empregado para calcular o
valor de &rea por lipidios (Tabela 1 e 2). Para a bicamada lipidica de POPC, todos os
passos anteriormente descritos foram aplicados para os quatro modelos estruturais
da isoforma 1 do CX3CR1 determinados pelo Rosetta FOLD, Rosetta TR, I-tasser e
Phyre2, assim como para os modelos das isoformas 2, 3 e 4 obtidos a partir do
servidor Rosetta FOLD. J4 para DPPC, todos os passos anteriores foram empregados
para os quatro modelos estruturais das isoformas do CX3CR1 determinados pelo
Rosetta FOLD. Ao final das etapas de preparacéo, simulacées de DM de 300 ns foram
realizadas dos modelos estruturais em bicamada lipidica de POPC e DPPC. Para
avaliacdo das simulacdes, as trajetérias foram alinhadas e analisadas de acordo com:
() desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos da cadeia principal da proteina; (ii)
angulo de inclinacdo para do barril de hélices alfa da proteina usando o comando
bundle do GROMACS,; (iii) angulo do eixo principal (comando principal do GROMACS)
do barril de hélices alfa com relagcéo ao eixo principal de partida no inicio da simulacao;
(iv) nimero de contatos menor do que 0,6 nm entre os a&tomos da fita beta GLU174—
GLY177 (numeracéo referente a isoforma 1) na cavidade de ligacdo da proteina e os
residuos da regido N-terminal de cada isoforma (1: residuos 1-22, 2: residuos 1-51, 3:
residuos 1-31, e 4: residuos 1-51), sendo que a cavidade é importante para este

trabalho pois € nessa regido que o peptideo da G se liga no receptor celular CX3CR1.
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TABELA 1: Valores de area por lipidio em bicamada lipidica de POPC dos programas utilizados para

modelagem molecular.

Area por lipidio em  Area por lipidio em Area por lipidio em

x (A?) y (A?) z (A?)
RosettaFold 63,6 65,6 65,5
RosettaTR 63,8 64,1 65,1
|-Tasser 63,4 63,7 65,0
Phyre2 63,5 64,1 64,2

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 2: Valores de area por lipidio das isoformas utilizando Rosetta FOLD para os modelos de
bicamada lipidica em POPC e DPPC.

POPC DPPC
Areapor Areapor Areapor | Areapor Areapor Areapor
lipidio lipidio lipidio em lipidio lipidio lipidio

emx (A2 emy (A? z (A?) emx (A2 emy (A2 emz(A?
Isoformal 63,6 65,6 65,5 59,9 61,5 62,0
Isoforma2 62,7 63,0 64,4 61,6 61,9 63,5
Isoforma3 61,8 63,8 63,5 60,3 61,9 61,5
Isoforma4 61,6 64,4 63,6 60,4 62,9 62,7

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Docking Molecular

Para os célculos de docking molecular foram utilizados os seguintes servidores:
ClusPro (https://cluspro.org/), HADDOCK (https://wenmr.science.uu.nl/), pyDock
(https://life.bsc.es/pid/pydockweb), Zdock (https://zdock.umassmed.edu/), HDOCK

(http://hdock.phys.hust.edu.cn/), GalaxyWeb (http://galaxy.seoklab.org/),
HpepDock(http://huanglab.phys.hust.edu.cn/), MDockPeP
(https://zougrouptoolkit.missouri.edu/mdockpep/) e FlexPepDock

(http://flexpepdock.furmanlab.cs.huji.ac.il/). As estruturas representativas das

isoformas do CX3CRL1 utilizadas nos calculos de docking foram obtidas a partir do
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primeiro cluster de uma analise de clusterizacdo realizada para a trajetéria de 300 ns
das proteinas em bicamada lipidica de POPC. A estrutura do peptideo da regido
conservada de cisteinas da proteina G do hRSV foi adquirida a partir do banco de
dados PDB (https://www.rcsb.org) sob o codigo de acesso 5WN9 (FEDECHKIN et al,
2017). Quando permitido pelo servidor, os residuos CYS-176, SER-177, ASN-178,
ASN-179 e PRO-180 do peptideo da G e os da fita beta GLU-174-GLY-177
(numeracao referente a isoforma 1) no CX3CR1 foram selecionados como pontos de
atracdo para direcionar os calculos de docking na cavidade de ligacdo da proteina.
Para as isoformas 2 e 4 os residuos da fita beta sdo GLU-206—-GLY209 e para a 3 sdo
GLU-181-GLY-184.

Os servidores ClusPro e HADDOCK apresentaram resultados mais
apropriados tendo como referéncia uma comparacdo com a estrutura de cristal da
fractalcina (CX3CL1) interagindo com receptor US28 homologo de CX3CR1 (PDB
4XT1). O HADDOCK (High Ambiguity Driven Protein-Protein Docking-docking
molecular orientado por alta ambiguidade) é um servidor que utiliza docking flexivel
orientado por informacdes para a modelagem de complexos biomoleculares. Este
método diferencia dos métodos de docking ab initio pelo fato de codificar informacgdes
de interfaces de proteinas identificadas ou previstas de interagdes ambiguas e permite
interacdes do tipo ndo ambiguas (residuos ativos e passivos, respectivamente), tudo
isso para conduzir o processo de ancoragem molecular (HONORATO et al, 2021 &
ZUNDERT et al, 2016). Este método realmente é diferente dos demais, pois além de
ser um método computacional, ele faz uso de informacgfes experimentais obtidas por
difracdo de Raios-X, restricbes de interface definidas por RMN e dados de
espalhamento de Raios-X a baixo angulo. No final, o HADDOCK utiliza todos esses
parametros para fazer o melhor encaixe, e seus resultados sao colocados em clusters
contendo as estruturas na ordem do menor valor de sua funcéo de score (HADDOCK
score (12)) para o maior, como o0 HAADOCK utiliza uma area de superficie significativa
“para os calculos de energia, entdo este server analisa os resultados, entregando o
melhor modelo selecionado dado pela menor energia livre de ligagdo, ou seja, a
conformacao que apresentou maior afinidade com a proteina.

O método utilizado para o ClusPro é um método de docking rigido, utilizando a

Transformada Réapida de Fourier (FFT) para a avaliagdo de energia. Nos métodos
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FFT, uma das proteinas € colocada na origem do sistema de coordenadas em uma
grade fixa e a segunda proteina em uma grade movel. A energia de interacdo é escrita
como uma soma de algumas funcdes de correlacdo (11). A eficiéncia minima dos
métodos decorre do fato de que tais funcdes de energia podem ser avaliadas
simultaneamente para todas as tradugbes usadas das Transformadas Rapidas de
Fourier e apenas as rotacdes precisam ser consideradas explicitamente. ISso resulta
na capacidade de amostrar bilhdes das conformacdes das duas proteinas em
interac&o, obtendo valores de energia em cada parte da grade (DESTA et al, 2020).
Obtendo esse numero de conformacdes, o servidor utiliza um algoritmo em que se
escolhe os melhores resultados pela energia de ligacédo colocando estes resultados
em clusters. Assim o algoritmo baseado em FFT permite encaixe global sem qualquer
tipo de informacao a priori sobre a estrutura do complexo.

3.4 Dindmica Molecular dos complexo das isoformas do CX3CR1 com o peptideo da
proteina G

Para a simulacdo de DM em bicamada lipidica de POPC dos complexos
isoformas/peptideo, foi utilizado o campo de forca GROMOS 54A7 (SCHMID et al,
2011) com modificagdo para inclusdo dos parametros de topologia para lipideos
(BERGER et al, 1997) e o modelo de 4gua TIP3P (JORGENSEN et al, 1983). Dessa
forma, retirou a proteina dos lipidios (cluster) e com, somente a proteina foi realizado
os dockings descritos em 3.3, assim com o resultado dos dockings voltou o complexo
CX3CR1/peptideo da G para a bicamada lipidica e realizando alinhamento das
estruturas, dessa forma correu as dinamicas moleculares. Todas as simulacdes foram
realizadas no Supercomputador Santos Dumont do Laboratério Nacional de
Computacao Cientifica (LNCC) no Rio de Janeiro. A bicamada lipidica € constituida
em média com 200 lipidios na parte superior e 200 lipidios na parte inferior,
contabilizando um total de 400 lipidios. fons de sodio foram adicionados para
promover a neutralizagéo do sistema na caixa retangular. O estado de protonacao dos
residuos ionizaveis da proteina foram obtidas pelo programa PROPKA (OLSSON et
al, 2011), considerando um pH de 7,0. Condi¢Bes periddicas de contorno foram
usadas para o ensemble NPT mantendo a temperatura constante em 298 K e a
pressdo em 1,0 bar. Para o potencial de Lennard-Jones foi usado um cut-off de 12 A.
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Foi usado o mesmo cut-off para o potencial eletrostatico, no qual usou o algoritmo
PME (Particulas de malhas Ewald). As simulac¢des foram realizadas usando um passo
de tempo de 2,0 fs salvando a trajetoria a cada 20 ps e todas as ligagdes covalentes
foram limitados a sua distancia de equilibrio. Um algoritmo de minimizacdo de
gradiente conjugado foi utilizado para relaxar a superposicao de atomos gerados no
processo de construgcdo da caixa. Vinte e cinco milhdes passos (50 ns) foram
realizados para cada processo de equilibracdo NPT do sistema, aplicando uma forca
constante de 1000 kJ.mol*.nm para todos os atomos pesados modelo estrutural da
proteina em bicamada lipidica. Todos os passos anteriormente descritos foram
aplicados para os complexos das isoformas 1, 2, 3 e 4 do CX3CR1 com o peptideo
da G calculados pelos sevidores de docking do ClusPro e do HADDOCK.Ao final das
etapa de preparacao, simulacdes de DM de 300 ns foram realizadas para os modelos
estruturais dos complexos isoformas/peptideo da G em bicamada lipidica de POPC.
Para avaliacdo das simulacdes, as trajetorias foram alinhadas e analisadas de acordo
com: (i) desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos da cadeia principal das
isoformas; (ii)) RMSD da estrutura do peptideo em relacdo ao alinhamento da estrutura
da proteina ; (i) RMSD da estrutura do peptideo em relacdo ao alinhamento da
estrutura do peptideo; (iv) nimero de contatos menor do que 0,6 nm entre 0s &tomos
das isoformas do receptor celular e os atomos do peptideo da G; (v) célculos de
distancia entre o centro de massa do peptideo da G em relacdo ao centro de massa
das isoformas do receptor, para determinar se o peptideo se distanciou ou ndo do sitio
de ligacéo; (vi) quantificacdo das ligacdes de hidrogénio entre o receptor e o peptideo,
além do calculo das porcentagens de persisténcia que essas ligacdes apresentaram
ao longo dos 300 ns de simulacdo computacional; (vi) RMSF dos atomos da cadeia
principal das isoformas do receptor livre (backbone) e ligado ao peptideo (ClusPro e
HADDOCK); e (viii) analise de componente principal (PCA) para os atomos da cadeia
principal das isoformas do receptor livre (backbone) e ligado ao peptideo (ClusPro e
HADDOCK). Os graficos de dispercdo de PCA (PC1 & PC2) foram gerados para as
isoformas livres e ligadas ao peptideo, assim como movimentos conformacionais (30
frames) obtidos a partir dos autovetores da primeira e segunda componente principal

(PC1 e PC2, respectivamente)
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3.5 Célculos de Variacao de Energia Livre de Ligacdo Tedrica

A variacdo de energia livre de ligacdo tedrica (AG,) entre as isoformas do
receptor celular CX3CR1 e o peptideo da G foi calculada a partir da trajetéria de DM
para o complexo em bicamada lipidica de POPC dos modelos estruturais obtidos pelo
ClusPro e HADDOCK usando o método de Mecéanica Molecular de Poisson-
Boltzmann baseado na Area de Superficie (Molecular Mechanic Poisson-Boltzmann
Surface Area — MM-PBSA) implementado no programa g_mmpbsa para 0 pacote
GROMACS, junto com os scripts MmPbSaStat.py e MmPbSaDecomp.py (Baker et al.,
2001; Kumari et al., 2014). Uma analise bootstrap (n = 5000) foi realizada obter erros
padrdo para as energias determinadas pela analise MM-PBSA. Foi utlizado um valor
de 2 para a constante dielétrica do soluto (proteina), enquanto para a constante
dielétrica do solvente foi empregado um valor de 80. Uma concentracdo de NaCl de
150 mM foi utilizada com uma temperatura de 25 °C (298 K). Para determinar os
residuos de aminoacidos que significativamente contribuem de forma favoravel ou
desfavoravel para a energia livre de ligagdo total, um ponto de corte foi determinado
como sendo a média mais um desvio padrdo calculado a partir dos valores de energia

de cada um dos residuos.

4 RESULTADOS e DISCUSSOES

4.1 Modelagem Molecular

A modelagem molecular foi feita utilizando os servidores I-Tasser (Zhang et al,
2015), Phyre2 (Kelley LA et al, 2015), Rosetta FOLD (Baek et al. 2021) e Rosetta TR
(Yang et al, 2020), inserindo os dados de sequéncia primaria das isoformas 1, 2, 3 e

4 do CX3CR1 (https://www.uniprot.org/uniprot/P49238). A Figura 4 mostra os modelos

estruturais gerados pelos servidores para o receptor celular e suas isoformas. E
possivel observar que uma configuracdo de barril de hélices alfa se mantém para
todas as estruturas tridimensionais das isoformas preditas pelos servidores,
diferenciando entre elas a conformacé&o e posicionamento das regides N e C terminais,

as quais estdo destacadas em verde e azul na Figura 4, respectivamente.
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FIGURA 4: Modelos estruturais calculados pelos servidores de modelagem molelucar RosettaFOLD,
Rosetta TR, I-Tasser e Phyre2. Modelos estruturais do receptor celular CX3CRL1: isoforma 1 (A), 2 (B),
3 (C) e 4 (D). As proteinas sdo apresentadas com o modelo cartoon utilizando o programa de
vizualizacdo PyMOL. O barril de hélices alfa € denotado em cinza e as regides N e C-terminal s&o

destacadas em verde e azul, respectivamente.

RosettaFold Rosetta TR I-Tasser Phyre2

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os gréficos de Ramachandran foram empregados para verificar a qualidade
dos modelos estruturais gerados para CX3CRL1 e suas isoformas 1, 2, 3 e 4. Esse tipo
de grafico apresenta uma relagao entre os angulos torcionais (¢ — Phi e ® — Psi) da
cadeia principal da proteina, os quais foram analisados para cada modelo estrutural
calculado pelos servidores. Para o receptor celular CX3CR1 original que se refere a
isoforma 1 (Figura 5) foi verificado que o modelo estrutural determinado pelo servidor
Rosetta FOLD (Figura 5-A e Tabela 3) se mostrou mais apropriado apresentando
valores de 92,7 % dos angulos torcionais nas regides favoraveis (vermelho), 6,1% nas
regides adicionais permitidas (amarelo escuro), 0,6% nas regides generosamente
adicionais (amarelo claro) e 0,6% nas regides nédo permitidas (branco). Os valores
referentes aos angulos torcionais calculados pelos Rosetta TR, I-Tasser e Phyre2 sao
mostrados na Tabela 3. E possivel observar que a porcentagem de angulos torcionais
em regides ndo permitidas € maior para os demais servidores, o que pode caracterizar

problemas com a determinacéo de seus respectivos modelos estruturais.
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FIGURA 5: Gréaficos de Ramachandran para &ngulos torcionais dos residuos dos modelos estruturais
para o receptor celular CX3CR1 ou isoforma 1 determinados pelos servidores Rosetta FOLD (A),
Rosetta TR (B), Phyre2 (C) e I-Tasser (D). Em vermelho residuos em regides favoraveis, amarelo

escuro para regides adicionais permitidas, em amarelo claro para regiées generosamente adicionais e

em branco para regifes ndo permitidas.
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TABELA 3: Valores das porcentagens dos angulos torcionais dos residuos dos modelos estruturais do

CX3CR1 ou isoforma 1 encontrados nas regifes descritas pelo grafico de Ramachandran.

RosettaFold RosettaTR Phyre2 I-Tasser
Residuos em regioes mais 92,7% 90,8%  853%  77,1%
favoraveis (A, Bel)
Resuqlt_los em regides adicionais 6.1% 7.6% 10.1% 17.7%
permitidas
Residuos em regides 0,6% 0,3% 2,4% 3,4%
generosamente adicionais
Residuos em regides adicionais 0.6% 1,2% 2.1% 1,8%

nao permitidas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O mesmo processo de andlise pelo grafico de Ramachandran foi realizado para
0s modelos estruturais determinados para a isoforma 2 do receptor celular CX3CR1.
A Figura 6 e Tabela 4 mostram que os servidores Rosetta FOLD e TR determinaram
modelos para a isoforma 2 com as menores porcentagens de angulos torcionais dos
residuos nas regifes generosamente adicionais (amarelo claro) e ndo permitidas
(branco) do grafico de Ramachandran, todos abaixo de 1%. Vale notar que o Rosetta
FOLD presentou a maior porcentagem de angulos torcionais (93%) dos residuos em
regides favoraveis (vermelho). Assim como para a isoforma 1, as porcentagens
determinadas para os servidores |-Tasser e Phyre2 n&o foram comparativamente
satisfatorios, pois observou-se valores significativos nas regides generosamente

adicionais e ndo permitidas dos graficos de Ramachandran (Figura 6-C-D e Tabela 4).
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FIGURA 6: Graficos de Ramachandran para &ngulos torcionais dos residuos dos modelos estruturais
da isoforma 2 determinados pelos servidores Rosetta FOLD (A), Rosetta TR (B), Phyre2 (C) e I-Tasser
(D). Em vermelho residuos em regides favoraveis, amarelo escuro para regifes adicionais permitidas,

em amarelo claro para regides generosamente adicionais e em branco para regiées nao permitidas.
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TABELA 4: Valores das porcentagens dos angulos torcionais dos residuos dos modelos estruturais da

isoforma 2 encontrados nas regides descritas pelo grafico de Ramachandran.
RosettaFold RosettaTR Phyre2 I-Tasser

Resml/uo; em regides mais 93.0% 91.9% 81.2% 73.3%
favoraveis (A, Bel)

Resm_ll_Jos em regides adicionais 5.3% 7.3% 11.0% 17.7%
permitidas

Residuos em regides 0.8% 0.3% 4.8% 51%
generosamente adicionais

Residuos em regides adicionais 0.8% 0.6% 3.1% 3.9%

nao permitidas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A andlise do grafico de Ramachandran realizada para os modelos estruturais
calculados para a isoforma 3 (Figura 7 e Tabela 5) revela nenhum residuo com
angulos torcionais em regidbes generosamente adicionais (amarelo claro) e nao
permitidas (branca) para a estrutura determinada pelo servidor Rosetta TR. Para o
Rosetta FOLD, 0,6% e 1,2% dos residuos do modelo estrutural apresentam angulos
torcionais em regides generosamente adicionais e ndo permitidas, respectivamente
(Tabela 5). Com relacdo aos residuos ASP-32, ALA-142, GLU-179, VAL-189, ASN-
230 e LYS-232 identificados nas regifes néo permitidas (Figura 7-A), vale mencionar
gue esses sdo encontrados em regides de loop no modelo estrutural da isoforma 3.
Assim como para as isoformas 1 e 2, os resultados obtidos para os servidores I-Tasser
e Phyre2 sdo menos apropriados quando comparados agueles obtidos pelo Rosetta
FOLD e TR.
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FIGURA 7: Gréaficos de Ramachandran para angulos torcionais dos residuos dos modelos estruturais
da isoforma 3 determinados pelos servidores Rosetta FOLD (A), Rosetta TR (B), Phyre2 (C) e I-Tasser
(D). Em vermelho residuos em regides favoraveis, amarelo escuro para regiées adicionais permitidas,

em amarelo claro para regides generosamente adicionais e em branco para regides nao permitidas.
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TABELA 5: Valores das porcentagens dos angulos torcionais dos residuos dos modelos estruturais da

isoforma 3 encontrados nas regides descritas pelo grafico de Ramachandran.
RosettaFold RosettaTR Phyre2 I-Tasser

Residuos em regioes mais 91,3% 94,6%  87,1%  75,4%
favoraveis (A, Bel)

Resuqlt_los em regides adicionais 6.9% 5.4% 9.3% 18,9%
permitidas

Residuos em regies 0.6% 0.0% 2 4% 3.9%
generosamente adicionais

Residuos em regides adicionais 1,2% 0.0% 1.2% 1.8%

nao permitidas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para a isoforma 4 do receptor celular CX3CR1, os melhores resultados das
andlises dos modelos estruturais gerados foram observados para os servidores
Rosetta FOLD e TR, apresentando graficos de Ramachandran semelhantes (Figura 8
— A e B e Tabela 6). As porcentagens de residuos com angulos torcionais nas regides
favoraveis (vermelho) sao 93,3% e 93,5%, nas regides adicionais permitidas (amarelo
escuro) foram de 6,2% e 6,5%, nas regides generosamente adicionais (amarelo claro)
foram de 0,0% e 0,0% e nas regides ndo permitidas (branco) foram de 0,6% e 0,0%
para analise dos resultados determinados pelo Rosetta FOLD e TR, respectivamente
(Tabela 6). Vale mencionar que o valor de 0,6% para angulos torcionais em regides
nao permitidas verificado para o Rosetta FOLD corresponde a dois residuos, ALA-30
e GLU-45, os quais encontram-se na porcdo N-terminal da proteina. A analise dos
resultados dos servidores |-Tasser e Phyre2 mostraram-se inferiores quando
comparados com aqueles obtidos pelo Rosetta (FOLD e TR), da mesma forma como
foi visto para as demais isoformas do CX3CR1 (Tabela 6).
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FIGURA 8: Graficos de Ramachandran para &ngulos torcionais dos residuos dos modelos estruturais
da isoforma 4 determinados pelos servidores Rosetta FOLD (A), Rosetta TR (B), Phyre2 (C) e I-Tasser

(D). Em vermelho residuos em regides favoraveis, amarelo escuro para regides adicionais permitidas,

em amarelo claro para regides generosamente adicionais e em branco para regides nao permitidas.
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TABELA 6: Valores das porcentagens dos angulos torcionais dos residuos dos modelos estruturais da

isoforma 4 encontrados nas regides descritas pelo grafico de Ramachandran.

RosettaFold RosettaTR Phyre2 I-Tasser
Re3|quo$ em regides mais 93.3% 93.5% 80.3% 73.0%
favoraveis (A, Be L)
Resm_ll_Jos em regides adicionais 6.2% 6.5% 12.4% 20.8%
permitidas
Residuos em regioes 0,0% 00%  39%  2,8%
generosamente adicionais
Residuos em regides adicionais 0.6% 0.0% 3.4% 3.4%

nao permitidas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Um alinhamento estrutural e calculos de RMSD foram realizados para se
comparar os modelos estruturais da CX3CR1 e suas isoformas determinados pelos
servidores Rosetta FOLD, Rosetta TR, |-Tasser e Phyre2. Para isso utilizou-se como
referéncia o modelo estrutural obtido pelo Rosetta FOLD e a regido das proteinas
empregadas no alinhamento e calculo de RMSD foi parte do barril de hélices alfa,
descartando o N- e C-terminais. A Tabela 7 mostra valores de RMSD acima de 1 A
para os modelos estruturais determinados pelos programas I-Tasser e Phyre2 quando
comparados com o Rosetta FOLD e valores menores do que 1 A para as estruturais

calculadas pelo servidor Rosetta TR.

TABELA 7: Valores de RMSD para a regido do barril de hélices alfa calculados para os modelos
estruturais determinados pelos servidores Rosetta FOLD, Rosetta TR, I-tasser e Phyre2. O modelo do

Rosetta FOLD foi utilizado como referéncia para o alinhamento estrutural e calculo de RMSD.

Isoforma 1 (&)  Isoforma 2 (A) Isoforma 3 (A) Isoforma 4 (A)

RosettaFold 0 0 0 0

RosettaTR 0,635 0,670 0,560 0,713
I-Tasser 1,005 1,447 1,063 1,441
Phyre2 1,319 1,244 1,158 1,676

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Simulacdes de Dinamica Molecular do Receptor e suas Isoformas

Simulacdes de Dinamica Molecular (DM) de 300 ns em bicamada lipidica de
POPC foram realizadas para as estruturas tridimensioais do receptor celular CX3CR1,
com a finalidade de avaliar a estabilidade estrutural dos modelos calculados pelo
Rosetta FOLD, Rosetta TR, I-Tasser e Phyre2. Para otimizar o tempo computacional,
foram realizados simulacées de DM somente para a isoforma 1 do receptor celular
CX3CRL1 determinados pelos quatro servidores utlizados neste trabalho. A Figura 9-A
mostra os valores de RMSD calculados para os &tomos da cadeia principal da
isoforma 1 ao longo dos 300 ns de simulacéo, empregando o primeiro frame (modelo
estrutural) como a estrutura de referéncia para o alinhamento estrutural. E possivel

observar que apos 50 ns de simulacdo os valores de RMSD alcangcam patamares de
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estabilidade para todos os modelos estruturais. Nota-se que para o modelo
determinado pelo Phyre2 foram observados os maiores valores de RMSD, em torno
de 0,9 nm (~9 A), enquanto que para o modelo calculado pelo |-Tasser e Rosetta
FOLD foram observados os menores valores ao longo dos 300 ns, mantendo entre
0,4 (~4) e 0,5 nm (~5 A), respectivamente.

Com a finalidade de verificar a exposi¢cao da cavidade de ligacdo do receptor
celular CX3CR1 (isoforma 1) com relacdo a regido N-terminal da proteina, o numero
de contatos < 0,6 nm foram calculados entre os atomos dos residuos N-terminais
(MET1-ILE23) e os da fita B (GLU174—-GLY177) na entrada da cavidade de ligacao
ao longo dos 300 ns de simulacao. A partir da Figura 9-B observa-se um nimero maior
de contatos para os modelos estruturais determinados pelo Rosetta TR e I-Tasser, 0
gue siginifica que a cavidade de ligacdo na proteina esta ocluida pelos residuos do N-
terminal na maior parte do tempo de simulacdo. Por outra lado, para os modelos do
Phyre2 e Rosetta FOLD, é possivel observar valores reduzidos de nimero de contatos
e com uma frequéncia menor de ocorréncia quando comparados com o I-Tasser e
Rosetta FOLD, indicando que a cavidade de ligacdo encontra-se exposta na maior
parte do tempo de simulagdo. Uma analise de clusterizacdo das trajetorias dos 300 ns
de simulagdo dos modelos estruturais da isoforma 1 corroboram com a contagem do
ndamero de contatos < 0,6 nm, revelando que as cavidades de ligacdo na porcdo N-
terminal da proteina € exposta nas estruturas representativas para os modelos do
Rosetta FOLD (Figura 10-A) e Phyre2 (Figura 10-D), enquanto que ela € ocluida pelos
residuos N-terminais (verde) para as estruturas determinadas pelo Rosetta TR (Figura
10-B) e I-Tasser (Figura 10-C).
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FIGURA 9: Anélise de RMSD dos atomos da cadeia principal (A), do nimero de contados < 0,6 nm por
residuos entre os atomos dos residuos N-terminal e da fita beta GLU174—-GLY177 (B), do angulo de
inclinacdo da proteina com relacéo a bicamada lipidica (C) e do angulo do eixo principal com relacéo a
normal da bicamada (D) ao longo das trajetdrias de 300 ns das simulacdes de DM dos modelos
estruturais da isoforma 1 do C3XCR1 determinados pelos servidores Rosetta FOLD (preto), Rosetta
TR (vermelho), I-tasser (azul) e Phyre2 (ciano).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma analise da orientacdo dos modelos estruturais da isoforma 1 do CX3CR1
com relacdo a bicamada lipidica foi realizada ao longo das trajetérias de 300 ns de
simulagdo. Essa analise foi realizada de duas maneiras calculando o angulo de
inclinagdo (Figura 9-C) e o angulo do eixo principal (Figura 9-D) do barril de hélices
alfa da proteina utilizando as ferramentas bundle e principal do pacote GROMACS.
Dentre os modelos estruturais simulados, a estrutura referente ao servidor I-Tasser

apresentou as maiores variacaos dos angulos de inclinacdo e do eixo principal (Figura
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9-C e 9-D), indicando que a proteina se inclina em direcdo ao nucleo hidrofébico
(cauda dos lipideos) da bicamada lipidica. Na Figura 10-C é possivel observar uma
inclinacdo na estrutura representativa do modelo do I-Tasser obtida para a analise de
clusterizacdo feita para os 300 ns de simulacdo. Para as simulacbes dos demais
modelos estruturais, ha apenas flutuagc6es nos valores dos angulos de inclinagéo e do
eixo principal (Figura 9-C e 10-D), ndo apresentando mudancas significativas que
resultem em uma inclinacbes da proteina em direcdo as caudas hidrofébicas da
bicamada lipidica nas estruturas representativas da clusterizacao (Figura 10-A, 10-B
e 10-D).

Com base nos resultados dos graficos de Ramachandran e andlises das
trajetérias de DM para os modelos estruturais da isoforma 1 do CX3CR1, decidiu-se
prosseguir com a modelagem do Rosetta FOLD para as demais isoformas 2, 3 e 4
devido aos resultados satisfatérios dos angulos torcionais, estabilidade estrutural
(valores de RMSD e angulos de orientacdo com relacéo a bicamada) ao longo dos
300 ns de simulacédo e exposicdo da cavidade de ligacdo na porcao N-terminal do

barril de hélices alfa na estrutura representativa obtida pela clusterizacao.
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FIGURA 10: Estruturas representativas para os modelos estruturais da isoforma 1 do Rosetta FOLD
(A), Rosetta TR (B), I-Tasser (C) e Phyre2 (D) em bicamada lipidica de POPC, as quais foram obtidas
pela analise de clusterizagcao dos 300 ns de simula¢gbes de DM. A proteina é representada em modelo
de cartton e os lipideos como modelos de esferas e linhas. O barril de hélices alfa da proteina séo
denotados em cinza, a regiao N-terminal em verde e a C-terminal em azul. O atomo de fésforo da
cabeca polar dos lipideos é mostrado como esfera laranja e a cauda hidrofébica como linhas cinzas.
As imagens da direita mostram uma vista de cima de como a proteina encontra-se inserida na bicamada
lipidica de POPC.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Ao final das simulagbes de DM, uma analise pode ser feita para investigar a
estabilidade da bicama lipidica de POPC, uma vez que essa estabilidade é de
fundamental importancia para prosseguir com o0s préximos calculos. Dessa forma,
curvas de densidade de massa (Kgm=3) para diferentes grupos que compéem o
sistema foram calculadas (Figura 11). Através de uma varredura ao longo do eixo Z
(eixo normal & bicamada) € quantificada a massa de cada molécula presente em cada
ponto que faz parte do sistema moleular. Este mapeamento gera um perfil de
densidade de massa (Kg'm=3). Desta forma, pode-se determinar a regido ocupada
pelo solvente, pela membrana e pelos residuos da proteina CX3CR1/Isoformas.

As mesmas andlises de RMSD e contatos realizadas para as trajetérias da
isoforma 1 do CX3CR1 também foram feitas para as simulacées de DM dos modelos
estruturais da isoforma 2, 3 e 4 determinados pelo servidor Rosetta FOLD (Figura 12).
Assim como para a isoforma 1, os valores de RMSD (Figura 12-A) para a isoformas
2, 3 e 4 alcancaram patamares de estabilidade ap6s os 50 ns simulacées de DM. As
isoformas 2 e 4 apresentaram mudancas mais signifcativas nos valores de RMSD,
alcancando patamares por volta de 0,9 (~9) e 0,8 nm (~8 A), respectivamente,
enquanto que a isoforma 3 mostrou uma menor variacdo (~5 A) com relagdo a
estrutura de inicio (o frame de referéncia). Uma explicacdo plausivel para esse
resultado é que as isoformas 2 e 4 apresentam uma regido N-terminal mais longa,

com 32 residuos de aminacidos a mais em relacao a isoforma 1.
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FIGURA 11: Perfil de densidade de massa para a bicamada de POPC solvatada para as quatro
isoformas. A espessura da bicamada é determinada pelas distancia P8-P8. A parte apolar da bicamada
de POPC é denotada com uma linha preta, os fésforos P8 com linha vermelho, a proteina com linha
verde e moléculas de dgua com linha azul.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pelos perfis de densidade de massa observados na Figura 11, é possivel
observar que a bicama lipidica de POPC ¢é estavel ao longo dos 300 ns de simulacao,
uma vez que: a cadeia apolar dos lipideos ocupa a regido central do eixo de coordena
Z (perpendicular a bicamada lipidica); as moléculas de aguas ocupam as
extremidades do eixo de coordenada Z (maior densidade) e ndo ocupando o centro
da bicamada; a proteina ocupa por¢les interiorizadas na bicamada lipidica e
apresenta regides (terminais) expostas ao solvente; e os atomos de fésforo ocupam a
regido de limiar entre as moléculas de agua e os atomos apolares dos lipideos.

A Figura 12-B mostra que o numero de contatos < 0,6 hm entre 0os atomos dos
residuos N-terminais e a fita beta GLU174-GLY177 (numeracao referente a isoforma
1) na entrada da cavidade de ligacdo apresenta uma contagem significativamente
menor do que aquelas observadas nas verificagcbes feitas para a isoforma 1.
Praticamente nenhum contato € observado para a isoforma 2, caracterizando que a
cavidade de ligacdo é exposta, 0 que corrobora com a estrutura representativa na
Figura 10-A obtida pela analise de clusteriza¢do. Para a isoformas 3, sdo observados
contatos menores que 0,6 nm, mas esses ndo sao frequentes ao longo dos 300 ns

de simulacgéo, resultando em uma estrutura representativa sem oclusao da cavidade
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de ligacédo na regido N-terminal da proteina (Figura 13-B). No caso da isoforma 4, a
contage de contatos é relativamente constante na maior parte do tempo de simulacéo,
mas esses envolvem os residuos MET-1 e ARG-2 que sédo proximos da fita beta
GLU206-GLY208 (para a isoforma 1 sdo GLU174-GLY177), sem promover oclusédo
da cavidade de ligacdo na regido N-terminal da proteina (estrutura representativa na
Figura 17-C).

FIGURA 12: Analise de RMSD dos atomos da cadeia principal (A) e do nimero de contados < 0,6 nm
entre os atomos dos residuos N-terminal e da fita beta GLU174-GLY177 (B) ao longo das trajetérias
de 300 ns das simulacbes de DM dos modelos estruturais das isoformas 2, 3 e 4 do C3XCR1

determinados pelos servidores Rosetta FOLD.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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FIGURA 13: Estruturas representativas para os modelos estruturais da isoforma 2 (A), isoforma 3 (B)
e isoforma 4 (C) em bicamada lipidica de POPC, as quais foram obtidas pela analise de clusterizagéo
dos 300 ns de simulagfes de DM. A proteina é representada em modelo de cartton e os lipideos como
modelos de esferas e linhas. O barril de hélices alfa da proteina sdo denotados em cinza, a regiao N-
terminal em verde e a C-terminal em azul. O atomo de fosforo da cabeca polar dos lipideos é mostrado
como esfera laranja e a cauda hidrofébica como linhas cinzas. As imagens da direita mostram uma

vista de cima de como a proteina encontra-se inserida na bicamada lipidica de POPC.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Simulagdes de Dinamica Molecular de CX3CRL1 e suas Isoformas em POPC
na presenca de Forga ldnica e em DPPC na auséncia e presenca de Forga Idnica

Neste trabalho foi realizado simulagdes de MD para analisar o efeito da forca
ibnica nos modelos computacionais obtidos pelo programa Rosetta FOLD das
isoformas do receptor celular CX3CR1, para isso foi adicionado uma concentracao de
150 mM de NacCl (Cloreto de sddio) para a bicama lipidica de POPC e, em seguida,
realizou-se a simulacdo de DM de 300 ns do receptor e suas isoformas.

Para os perfis de densidade de massa para o sistema molecular em bicamada
lipidica de POPC com adicao de 150 Mm de NaCl é estavel ao longo dos 300 ns de
simulacdo, uma vez que: a cadeia apolar dos lipideos ocupa a regido central do eixo
de coordena Z (perpendicular a bicamada lipidica); as moléculas de dguas ocupam
as extremidades do eixo de coordenada Z (maior densidade) e ndo ocupando o centro
da bicamada; a proteina ocupa porcbes interiorizadas na bicamada lipidica e
apresenta regides (terminais) expostas ao solvente; e os atomos de fésforo ocupam a
regiao de limiar entre as moléculas de agua e os atomos apolares dos lipideos (Figura
14).
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FIGURA 14: Perfil de densidade de massa para a bicamada de POPC solvatada com NacCl para as
quatro isoformas. A espessura da bicamada é determinada pelas distancia P8-P8. A parte apolar da
bicamada de POPC é denotada com uma linha preta, os ions de NaCl sdo mostrados com linha

amarela, os fésforos P8 com linha vermelho, a proteina com linha verde e moléculas de agua com linha

azul.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As mesmas analises de RMSD realizadas para as trajetérias das isoformas do
CX3CR1 em POPC sem adicdo de NaCl também foram feitas para as simulacfes de
DM das isoformas em POPC/NaCl. Os valores de RMSD (Figura 15-A) para a
isoformas alcancaram patamares de estabilidade apds 25 ns simulacbes de DM. As
isoformas 2 e 3 establizaram nos menores tempos de simulagdo, no qual
apresentaram valores de RMSD por volta de 0,6 (6 A) e 0,4 nm (4 A), respectivamente,
enguanto a isoforma 1 alcan¢cou um patamar de estabilidade de RMSD em torno 1 nm
(10 A) apés 50 ns de simulacdo. A isoforma 4 foi a que apresentou mais variagéo
significativa para os valores de RMSD, os quais foram em torno de 1,2 nm (12 A) com

relacdo a estrutura de inicio (o frame de referéncia). Uma explicacdo plausivel para
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esse resultado € que a isoformas 4 apresenta uma regido N-terminal mais longo, com
32 residuos de aminoacidos.

As analises do angulo de inclinacéo da proteina em relacéo a bicamada lipidica
foram realizadas (Figura 15-B), mostrando que ndo houve variacao significativa nos
angulos de inclinagdo, ou seja, as isoformas se mantiveram em um posicionamento
vertical em relacdo a bicamada lipidica ao longo dos 300 ns de simulagé&o.

Uma vez que as simulacdes das isoformas em POPC com 150 mM de NacCl
sdo parecidas com as simulacdées em POPC sem NaCl, pode-se concluir que a
utlizagdo dos sistemas moleculares com bicamada lipidica com ions apenas para a
neutralizacdo é suficiente para prosseguir com as simulacdes de DM dos modelos
estruturais dos complexos determinados pelos calculos de docking molecular do
peptideo da G.
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FIGURA 15: Andlise de RMSD dos atomos da cadeia principal das isoformas (A) e do angulo de
inclinacdo da proteina com relacdo a bicamada lipidica de POPC com 150 mM de NACI (B) ao longo
das trajetdrias de 300 ns das simulacdes de DM das isoformas do modelo estrutural de CX3CR1. Sendo

a isoforma 1 representada em preto, a isoforma 2 em vermelho, a isoforma 3 em verde e a isoforma 4

em azul.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O DPPC é um fosfolipidio nomeado dipalmitoilfosfatidilcolina que consiste em
dois grupos de acido palmitico C16 ligados a um grupo de cabeca polar
de fosfatidilcolina. A molécula de DPPC se diferencia do POPC basicamente pelo
tamanho de sua cauda apolar, mantendo os grupos de cabeca polar iguais (Figura
16). Enquanto o POPC tem formula quimica como C42Hs2NOsP, 0 DPPC tem a formula
C40HsoNOsP, o que diferencia em quantidade de dois atomos de carbono na cauda
apolar do lipideo, e outra diferenca a ser notada é uma instauracéo ou dupla ligagéo
no POPC e que ndo ha no DPPC (Figura 20).
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FIGURA 16: Comparacao entre as estruturas de POPC e DPPC.
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Fonte: Adaptada de DILBECK, 2013.

Dessa forma, as simulacbes de DM de 300 ns foram realizadas para as
isoformas do CX3CR1 em bicamada lipidica de DPPC obtidas pelos céalculos de
modelagem molecular pelo servidor Rosetta FOLD, a fim de obter dados comparativos
entre as duas bicamadas lipidicas. Perfis de densidade de massa também foram
realizadas para a bicamada lipidica de DPPC neutralizada (Figura 17) e solvatada
com 150 mM de NaCl (Figura 18).

Perfis de densidade de massa foram calculadas, tanto para a forma com os
ions de cloreto de sddio (Figura 18) quanto para a forma neutralizada da caixa de
simulacédo (Figura 17). Para os perfis de densidade de massa em bicamada lipidica
de DPPC, apresentaram perfis similiares a bicamada lipidica de POPC. Dessa forma,
curvas de densidade de massa (Kg'm=3) para diferentes grupos que compdem o
sistema foram calculadas (Figura 17 e 18). Através de uma varredura ao longo do eixo
Z (eixo normal a bicamada) é quantificada a massa de cada molécula presente em
cada ponto que faz parte do sistema moleular. Este mapeamento gera um perfil de
densidade de massa (Kgm=3). Desta forma, pode-se determinar a regido ocupada

pelo solvente, pela membrana e pelos residuos da proteina CX3CR1/Isoformas. Pelos
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perfis de densidade de massa observados na Figura 17 e 18, é possivel observar que
a bicama lipidica de DPPC é estavel ao longo dos 300 ns de simulagcdo, uma vez que:
a cadeia apolar dos lipideos ocupa a regido central do eixo de coordena Z
(perpendicular a bicamada lipidica); as moléculas de dguas ocupam as extremidades
do eixo de coordenada Z (maior densidade) ndo ocupando o centro da bicamada; a
proteina ocupa porgdes interiorizadas na bicamada lipidica e apresenta regides
(terminais) expostas ao solvente; e os atomos de fésforo ocupam a regido de limiar
entre as moléculas de agua e os atomos apolares dos lipideos (Figura 17 e 18); os
ions de NaCl ocupam as extremidades do eixo de coordenada Z, semelhante a 4gua,
porém com baixa densidade (Figura 18-linha amarela). Observando os graficos
abaixo, estima-se que o comprimento da camada de DPPC seja em torno de 15 A

menor em relacéo ao de POPC que é em torno de 20 A.

FIGURA 17: Perfil de densidade de massa para a bicamada de DPPC solvatada para as quatro
isoformas. A espessura da bicamada é determinada pelas distancia P8-P8. A parte apolar da bicamada
de DPPC é denotada com uma linha preta, os fosforos P8 com linha vermelho, a proteina com linha

verde e moléculas de agua com linha azul.
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FIGURA 18: Perfil de densidade de massa para a bicamada de DPPC solvatada com concentragéo de
ions NaCl de 150mM para as quatro isoformas. A espessura da bicamada € determinada pelas
distancia P8-P8. A parte apolar da bicamada de DPPC (preto), os ions de NaCl (amarelo), os fésforos
P8 (vermelho), a parte da proteina (verde) e a agua (azul).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As mesmas analises de RMSD realizadas para as trajetérias das isoformas do
CX3CR1 em POPC também foram feitas para as simulacbes de DM das isoformas
em DPPC e DPPC com NaCl. Os valores de RMSD (Figura 19-A e B) para as
isoformas alcancarem patamares de estabilidade apds os 50 ns de simulacées de DM
paras isoformas 1 e 3 foram por volta de 0,5 nm (5 A), e esse mesmo valor foi obtido
para a simulacdo de DM com 150 mM de NaCl. Enquanto a isoforma 4 apresentou
valores de RMSD em torno 0,7 nm (7 A), a isoforma 2 foi a que mais apresentou
variacao siginificativa nos valores de RMSD em torno de 1,3 nm (13 A) para a amostra
sem adicdo de NaCl e ~1 nm (10 A) para o sistema com adi¢do de 150 mM de NacCl.
Para explicar esse resultado € concluido que as isoformas 2 e 4 apresentam regides
N-terminais mais longas, com 32 residuos de aminoacidos, dessa forma um maior

alongamento do N-terminal dita um maior valor de RMSD. As analises do angulo de
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inclinacdo da proteina em relacdo ao eixo normal da bicamada lipidica foram
realizadas (Figura 19-C e D) e mostraram que nao houve variagao significativa desses
angulos de inclinacdo, ou seja, as isoformas se mantiveram em uma orientacao
praticamente vertical com relacdo a normal da bicamada lipidica de DPPC com ou
sem a adi¢cdo de ions de cloreto de sédio durante os 300 ns de simulagdo. Dessa
forma a proteina se manteve estavel na sua posicao vertical ndo afetando nenhum

limite da bicamada lipidica.

FIGURA 19: Andlise de RMSD dos atomos da cadeia principal das isoformas (A e B) e do angulo de
inclinacéo da proteina com relacéo a normal da bicamada lipidica de DPPC (C e D), sendo os resultados
na presenca de 150 mM de cloreto de sédio na coluna da direita e sem NACI na coluna da esquerda,
ao longo das trajetérias de 300 ns das simula¢cbes de DM das isoformas para os modelos estruturais
do receptor celular CX3CR1. Sendo a isoforma 1 representada em preto, isoforma 2 em vermelho,

isoforma 3 em verde e isoforma 4 em azul.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com os resultados obtidos no excerto acima, € possivel afirmar que o emprego
de 150 mM de NaCl nos sistemas moleculares estudados ndo afetou o processo de
estabilidade da bicamada lipidica com as isoformas como evidenciado pelos perfis das

analises de densidade de massa, assim como também nédo afetou os tempos de
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estabilidade estrutural da proteina (por volta de 50 ns). Da mesma forma, como nao
houveram varia¢cdes também para os resultados usando DPPC ao invés de POPC, e
como o POPC € o lipidio que melhor mimetiza o sistema biolégico em questéo, para
o restante deste trabalho os préximos passos sao utilizados o lipidio POPC com ions

de cloreto de s6dio empregados apenas para a neutralizacéo do sistema.

4.4 Célculos de Docking Molecular e Simulagcdes de Dinamica Molecular da
Interacdo do CX3CR1 com o Peptideo da Regido Conservada de Cisteinas da
Proteina G do hRSV

Os célculos de docking molecular foram realizados com a estruturas
representativas obtidas da andlise de clusterizacao feitas para as simulacfes de 300
ns dos modelos estruturais das isoformas determinadas pelo servidor Rosetta FOLD.
Para esses célculos foram empregados diferentes servidores como ZDOCK, HDOCK,
ClusPRO, HADDOCK, pyDock, GalaxyWeb, HpepDock e MDockPeP (secdo 3.3).
Entretanto, apenas ClusPro e HADDOCK apresentaram resultados satisfatorios, com
a regido de volta entre as duas hélices alfa do peptideo (Figura 2 — regido conservada
do ectodominio da proteina G) voltada para a cavidade de ligagdo na porgdo N-
terminal das isoformas do CX3CRL1. A busca por essa orientacao dentre os resultados
dos diferentes servers teve como base a interagéo da fractalcina (CX3CL1), o ligante
biolégico do receptor celular CX3CR1, com um receptor homologo US28 que
apresenta 38% de identidade de sequéncia (BURG et al, 2015) (Figura 20). Dessa
forma, os modelos estruturais determinados pelos servidores ClusPro e HADDOCK
para o complexo formado entre as isoformas do CX3CR1 e o peptideo da regido
conservada de cisteinas da proteina G do hRSV prossegiram para as simulacdes de
DM de 300 ns.
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FIGURA 20: Estrutura de cristal (PDB 4XTI) do complexo formado entre a fractalcina CX3CL1
(magenta) com o receptor homologo US28 (cinza). As proteinas foram representadas com o modelo
cartoon, com os residuos N- e C-terminais denotados em verde e azul, respectivamente. A
correspondete fita beta do homélogo CX3CR1 (GLU174-GLY177, numeracdo referente a isoforma 1)
€ destacada em ciano na cavidade de ligac&o da proteina.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O servidor ClusPro apresenta seus resultados em forma de conjuntos,
ranqueado-os de 0 a 10. Neste trabalho, os resultados obtidos pelo ClusPro para a
modelagem do complexo formado entre 0 CX3CRL1 e o peptideo da regido conservada
de cisteinas da proteina G néo sdo todos provenientes do conjunto 0, pois buscou-se

por orientacdes do peptideo que era analogas aquela discutida para a fractalcina
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(CX3CL1, Figura 20). Dessa forma, foi utilizando como resultado final do docking o
primeiro modelo estrutural do complexo que apresentasse o peptideo da G
direcionado a fita beta GLU174-GLY177 (numeracao referente a isoforma 1) na
cavidade de ligacdo na porcdo N-terminal do receptor celular CX3CR1 (Figura 21-A).
Por outro lado, os modelos estruturais do complexo CX3CR1/peptideo da G dos
calculos de docking molecular do HADDOCK foram obtidos a partir do melhor
resultado julgado pelo servidor com base na pontuacdo de sua funcdo score
(HADDOCK score). Nesse caso, todos os resultados do HADDOCK apresentaram a
conformacao desejada do peptideo da G orientando o loop entre as hélices alfas em
direcéo a fita beta GLU174—-GLY177 (numeracéo referente a isoforma 1) na cavidade
de ligacdo na regido N-terminal do CX3CR1 (Figura 21-B). Comparando os resultados
de docking molecular da Figura 21, é possivel notar que, para o modelo estrutural do
ClusPro, o peptideo da regido conservada de cisteinas da proteina G encontra-se
mais enterrado na cavidade de ligacdo da porcao N-terminal do barril de hélices alfa
do CX3CR1, enquanto que para o modelo do HADDOCK, o mesmo encontra-se na
superficie da entrada da cavidade. Mesmo com essa diferenca de localizacdo na
cavidade de ligagdo da CX3CR1, os modelos estruturais determinados pelo ClusPro
e HADDOCK prosseguiram para as simulagbes de DM em bicamada lipidica de
POPC, uma vez que como ndo héa informacdo estrutural experimental sobre a
interacdo CX3CR1/peptideo da G, a diversidade conformacional mostradas pelos dois
servidores pode ser importante para uma amostragem do espaco de fase na interacéo

do peptideo com a proteina.

73



FIGURA 21: Resultados dos calculos de docking molecular para o servidor ClusPro (A) e HADDOCK
(B). A proteina é presentada com o modelo de cartoon, sendo o barril de hélices alfa colorido em cinza
e o N e C-terminal em verde e azul, respectivamente. A fita beta GLU174-GLY177 (numeracao
referente a isoforma 1) na cavidade de ligagéo da proteina € destacada em ciano. O peptideo da regido
de cisteinas conservadas da proteina G do hRSV é mostrado como modelo de cartoon em magenta e

suas pontes de dissulfeto sdo denotadas com o modelo de sticks em amarelo.

Isoforma 1 Isoforma 2 Isoforma 3 Isoforma 4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apbs a realizacdo das simulagbes de DM de 300 ns dos modelos estruturais
dos complexo determinados pelo ClusPro e HADDOCK, as trajetérias foram
analisadas com relacdo aos valores de RMSD da cadeia principal da proteina e do
peptideo da G, distancia entre o centro de massa entre a proteina e o peptideo,
namero de contatos < 0,6 nm entre qualquer atomo da proteina e do peptideo, nimero
de ligac6es de hidrogénio entre o receptor e o peptideo e porcentagem de persisténcia
das ligacdes de hidrogénio ao longo de todo o tempo de simulacéo.
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Para as analises de RMSD da Figura 22, foram considerados os atomos da
cadeia principal da proteina com alinhamento estrutural realizado para os mesmos,
assim como os atomos da cadeia principal do peptideo da G com alinhamento feito
para os mesmos e também para cadeia principal da proteina. Os valores de RMSD
para a cadeia principal da proteina (Figura 22-A) mostram que todas as isoformas do
CX3CRL1 n&o apresentaram variagdes conformacionais significativas (< 3 A) ao longo
dos 300 ns de simulagdes, tanto para modelo do complexo determinado pelo ClusPro
como para o HADDOCK. Com relacdo aos valores de RMSD do peptideo da G,
quando o alinhamento estrutural € realizado em sua propria cadeia principal (Figura
22-B, linha fina), pode-se observar para todas a isoformas que os RMSDs estabilizam
por volta 2 A, com excecéo da isoforma 1 do ClusPro (~4 A), o que significa que o
peptideo ndo sofre significativas mudancas conformacionais ao longo do tempo de
simulacdo e preserva sua estrutura inicial. J& com relagéo aos valores de RMSD para
quando o alinhamento é feito tomando como referéncia a cadeia principal da proteina
(Figura 22-B, linha grossa), observa-se variagcdes maiores que alcancam estabilidade
por volta de 4 A para todas as isoformas, com excecédo da isoforma 1 do HADDOCK
(~8 A), indicando que o peptideo da G pode ter passado por variagdes em seu
posicionamento com relacdo a posicdo inicial na cavidade de ligagdo na proteina

(modelo de docking), seja aproximando, afastando e/ou rotacionando.
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FIGURA 22: Valores de RMSD calculados para os atomos da cadeia principal do proteina e do peptideo
da G ao longo dos 300 ns de simulacdo de DM para os modelos estruturais dos complexos
determinados pelo servidores ClusPro (esquerda) e HADDOCK (direita). Os resultados de cada
isoforma é apresentado no seguinte esquema de cores: preto para a isoforma 1, vermelho para a 2,
azul para a 3 e ciano para a 4. A linha grossa na parte B denota os valores de RMSD do peptideo para
o alinhamento estrutural realizado com relagdo a proteina, enquanto que a linha fina se refere a um

alinhamento feito com relagéo ao préoprio peptideo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para se determinar o quao o peptideo da regido conservada de cisteinas da G
se movimentou em relacdo a sua posic¢ao inicial (modelo de docking), calculou-se a
distancia entre os centro de massas do barril de hélices alfa da proteina e do peptideo
ao longo dos 300 ns, tomando como ponto de referéncia o ponto inicial da simulagéo
(t = 0 ns). A Figura 23 mostra valores de variacao/diferenca de distancia com relagéo
ao ponto de referénciat = 0 ns calculados para os modelos estruturais dos complexos
determinados pelo ClusPro e HADDOCK. Para os modelos estruturais determinados
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pelo ClusPro (Figura 23, esquerda), observa-se que: (i) para as isoformas 3 e 4 h4
uma variagéo positiva de distancia de até 2 A (0,2 nm), indicando que a proteina e o
peptideo se afastaram levemente um do outro; (ii) para a isoforma 1 ndo ha mudancas
significativas (< 1 A); e (i) para a isoforma 2 ocorrem varia¢des negativas de distancia
apos 150 ns de simulacdo, as quais sugerem que a proteina e o peptideo se
aproximam com distancias de até 4 A menores do que aquela da posic&o inicial (t = 0
ns). Para os modelos de complexos do HADDOCK (Figura 23, direita), os calculos de
variacao/diferenca de distancia revelam que: (i) para a isoforma 1 ha flutuacdes iniciais
que se estabilizam ao final da simula¢do, mantendo os centro de massa da proteina
e do peptideo com a mesma distancia assim como no ponto de referéncia; (ii) para as
isoformas 2 e 3 ocorrem variacdes negativas de até 2 e 4 A, respectivamente, o que
caracterizam uma mutua aproximacao da proteina e do peptideo; e (iii) para a isoforma
4 ha variacbes positivas de distancia de até 3 A que indicam um leve afastamento
entre o receptor celular CX3CR1 e o peptideo da G.

FIGURA 23: Valores de variac@o/diferenca de distancia (distancia num tempo qualquer subtraido pela
distancia na posi¢éo inicial t = 0 ns) calculadas entre os centros de massa do barril de hélices alfa da
proteina e do peptideo da G ao longo de 300 ns de simulagdo para os modelos estruturais dos
complexos determinados pelo ClusPro (esquerda) e HADDOCK (direita). Os resultados de cada
isoforma é apresentado no seguinte esquema de cores: preto para a isoforma 1, vermelho para a 2,
azul para a 3 e ciano para a 4.
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Pode-se notar pelo resultado da Figura 23 e as andlises feitas no paragrafo
anterior que as variag6es/diferencas de distancia entre 0 CX3CR1 e o peptideo da G
nédo sdo maiores do que 4 A ao longo dos 300 ns de simulacdes. Esses resultados
indicam que o posicionamento do peptideo ndo muda significativamente com relacao
a posicao inicial vinda dos céalculos de docking molecular feitos pelos ClusPro e
HADDOCK, possivelmente apresenta um afastamento, aproximacao e/ou rotacéo
marginal. Para confirmar essa analise e também proporcionar uma inspesséo visual
da estabilidade estrutural do complexo, foi realizada calculos de clusterizacdo dos 300
ns da trajetéria dos modelos. A partir da Figura 24, é possivel observar que
comparativamente as posi¢cdes dos peptideos nas estruturas representativas (em
amarelo) ndo mudam significativamente com relacdo a posicao inicial determinadas
pelos célculos de docking molecular (em magenta), sugerindo que a proposta de
interacdo do peptideo da G, em uma orientaggdo como a abservada para a fractalcina
(CX3CL1, Figura 20) na cavidade de ligacao na porcdo N-terminal do barril de hélices
alfa das isoformas do CX3CRL1 é estavel estruturalmente. Isso tanto para uma posi¢ao
mais enterrada do peptideo como a predita pelo ClusPro (Figura 24-A), como uma
mais na superficie da cavidade de ligacado determinada pelo HADDOCK (Figura 24-
B).
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FIGURA 24: Comparagéo entre as posi¢des do peptideo da G nos modelos estruturais dos célculos de
docking molecular, (A) ClusPRO e (B) HADDOCK, e nas estruturas representativas determinadas pela
andlise de clusterizagdo das trajetérias de 300 ns de simulagBes dos complexos. A proteina é
presentada com o modelo de cartoon, sendo o barril de hélices alfa colorido em cinza e o N e C-terminal
em verde e azul, respectivamente. A fita beta GLU174-GLY177 (numeracdo referente a isoforma 1) na
cavidade de ligacao da proteina é destacado em ciano. O peptideo da regido de cisteinas conservadas
da proteina G do hRSV é mostrado como modelo de cartoon em magenta para o modelo de docking e

em amarelo para o estrutura representativa da clusterizagéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A estabilidade estrutural dos modelos dos complexos (ClusPro e HADDOCK)
também foi avaliada de acordo com o numero de contatos < 0,6 nm calculados ao
longo dos 300 ns de simulacdes de DM. Pode-se observar a partir da Figura 25 que
todos os modelos estruturais dos complexos apresentam patamares estaveis de

contagem de contatos ao longo de toda a simulagéo, indicando uma estabilidade
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estrutural dos modelos uma vez que em nenhum momento o receptor CX3CR1 e o
peptideo perdem contato. O que também pode ser observados pelos gréficos do
namero de contatos € uma maior contage para os resultados com os modelos
estruturais dos complexos vindos do ClusPro (esquerda) quando comparado com 0s
do HADDOCK (direita), destacando as isoformas 1 e 4. Esse resultado reforma as
afirmacdes de maior enterramento do peptideo da G na cavidade de ligacao do barril
de hélices alfa do CX3CR1 para os modelos estruturais determinados pelo sevidor
ClusPro.

FIGURA 25: Niamero de contatos menor que 0,6 nm determinados entre os atomos da proteina e do
peptideo da G ao longo dos 300 ns de simulacéo para os modelos estruturais dos complexos calculados
pelo ClusPro (esquerda) e HADDOCK (direita). Os resultados de cada isoforma & apresentado no
seguinte esquema de cores: preto para a isoforma 1, vermelho para a 2, azul para a 3 e ciano para a
4,
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliacdo do numero de ligacGes de hidrogénio formadas entre as isoformas
do CX3CRL1 e o peptideo da regido conservada de cisteinas da proteina G (Figura 26)
revela que esse tipo de interagcdo ndo covalente representa um aspecto importante na
estabilidade da interacdo entre a proteina e o peptideo ao longo de todos os 300 ns
de simualagéo de DM, tanto para os modelos estruturais determinados pelo ClusPro
como pelo HADDOCK. E possivel observar a partir da Figura 26 que as isoformas 1 e
4 do ClusPro apresentam contagens de ligacdes de hidrogénio maior do que as
calculada para o modelo de HADDOCK, o0 que nesse caso se deve provavelmente ao
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maior nivel de enterramento do peptideo na cavidade de ligacao na proteina. Por outro
lado, para as isoformas 2 e 3 ndo se pode fazer a mesmo tipo de raciocinio uma vez
que os modelos dos complexos CX3CR1/peptideo da G determinados pelo
HADDOCK foram os quais mostraram um maior nimero de ligacdes de hidrogénio ao

longo dos 300 ns de simulagao.

FIGURA 26: Numero de ligagbes de hidrogénios determinados entre os atomos da proteina e do
peptideo da G ao longo dos 300 ns de simulagdo para os modelos estruturais dos complexos calculados
pelo ClusPro (esquerda) e HADDOCK (direita). Os resultados de cada isoforma é apresentado no
seguinte esquema de cores: preto para a isoforma 1, vermelho para a 2, azul para a 3 e ciano para a
4.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma outra forma de analisar as ligacdes de hidrogénio é determinar a
porcentagem de persisténcia delas ao longo dos 300 ns de simulacdo de DM. As
Tabelas de 8 a 15 mostram os residuos do receptor CX3CR1 e do peptideo da G que
formam ligacOes de hidrogénio com porcentagens de persisténcia acima de 10%.
Esse limite de porcentagem de persisténcia de 10% foi usado recentemente com
sucesso para analises de complexos proteina-ligantes realizadas pelo nosso grupo de
pesquisa em trabalhos como De SA et al., 2020 e CARUSO et al., 2021. Vale
mencionar que as sequéncias primarias das isoformas do receptor celular CX3CR1
diferenciam com relagéo aos residuos N-terminais, a isoforma 2 e 4 tém 32 residuos
a mais que a isoforma 1, enquanto que a isoforma 3 tém 7 a mais. Essa informacao
ajuda na interpretacdo e identificacdo dos residuos nas Tabelas 8-15.
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Uma andlise dos residuos das isoformas do receptor celular com porcentagens
de persisténcias >10% para os modelos estruturais dos complexos determinados pelo
ClusPro revela que a ARG-272 na isoforma 1 (Tabela 8) é recorrente na 3 como ARG-
279 (Tabela 10) e na 4 como ARG-304 (Tabela 11). Para a isoforma 2, a ARG-304
apresenta porcentagem de persisténcia menor do que 10% e portanto ndo é listada
na Tabela 9. Para os modelos vindos do servidor HADDOCK, a GLY-177 na isoforma
1 (Tabela 12) é recorrente na 2 como GLY-209 (Tabela 13) e na 4 como GLY-209
(Tabela 15), sendo que nessa Ultima apresenta uma porcentagem de persisténcia
>96%. Outros dois residuos recorrentes no receptor CX3CR1 foram TYR-179 e GLN-
184 naisoforma 1 (Tabela 12), sendo a TYR-211 e GLN-216 nas isoformas 2 (Tabela
13) e 4 (Tabela 15). Na isoforma 3, somente TYR-186 foi identificada nos dados
originais com porcentagens de persisténcia <10%.

Para os residuos do peptideo G marcados com asterisco (*) observa-se que
ARG-188*, ASN-178* e SER-174* é frequente para todas as isoformas do resultado
obtido pelo ClusPro apresentando uma persisténcia maior que 10% (Tabelas 8, 9, 10
e 11), exceto o residuo SER-174* para a isoforma 3 ndo apresentado na tabela pois
apresenta uma persisténcia de 9,2% da ligacdo de hidrogénio, todavia ha essa ligacédo
em algum tempo de simulacdo s6 ndo se mantendo com frequéncia. Também
observa-se que os residuos SER-177* e ASN-179* s&o recorrentes para as isoformas
1, 2 e 3, apresentando uma porcentagem de persisténcia maior que 10% (Tabela
12,13 e 14), tanto para os modelos estruturais do ClusPro como HADDOCK. Contudo,
para a isoforma 4, a SER-177* ndo € mostrada nas Tabelas 11 e 15 pois apresenta
uma porcentagem de persiténcia pouco maior do que 4%, enquanto que para a ASN-
179* nao foi detectada qualquer ligacao de hidrogénio. Vale destacar que a ASN-178*
do peptideo da G foi encontrado em todos os resultados tanto para o modelo
estrutural vindo do ClusPro quanto do HADDOCK, com porcentagens de persisténcia
gue ultrapassam os 65% (Tabelas 10 e 15).
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TABELA 8: Porcentagens de persisténcia maior que 10% para as ligacdes de hidrogénio formadas
entre o receptor celular CX3CRL1 e o peptideo da G ao longo dos 300 ns de simula¢cées de DM para o
modelo estrutural do complexo obtidos a partir do servidor ClusPro. Para diferenciar da proteina, os

residuos do peptideo da G sdo denotados com um asterisco (*).

Doador Atomo Aceitador Atomo %Persisténcia

CYS173* N GLUG6 OE1l 70.484
CYS173* N GLUG6 OE2 66.418
SER174* N GLUG6 OE1 59.872
SER174* N GLUG6 OE2 33.516
ILE175* N GLUG6 OE1 30.689
ILE175* N GLUG6 OE2 58.419
SER177* 0G GLU254 OEl 49.047
SER177* 0G GLU254 OE2 48.660
ASN178* ND2 GLU254 OEl 43.114
ASN178* ND2 GLU254 OE2 43.674
ASN178* ND2 GLU279 OEl 15.051
ASN178* ND2 GLU279 OE2 16.291
ASN179* N SER276 0G 49.847
ASN179*  ND2 GLU279 OE1l 39.181
ASN179*  ND2 GLU279 OE2 43.674
ARG188* N GLN3 OE1l 23.610
ARG188* NH1 CySs21 @) 28.316
ARG188*  NH2 GLN3 OEl 14.558
ARG188*  NH2 Cys21 @) 25.757
ILE189* 0] GLUG6 OEl 63.991
ILE189* 0] GLUG6 OE2 34.902
GLN3 NE2 SER174* 0G 22.517
GLN3 NE2  CYS186* @) 19.104
GLN184 NE2 PHE170* @) 38.475
ARG191 NH2  CYS176* @) 10.439
ARG191 NH2  SER177* 0G 15.065
ARG191 NH2  ASN178* OD1 12.985
ARG272 NH1  SER177* 0G 31.809

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 9: Porcentagens de persisténcia maior que 10% para as ligacbes de hidrogénio formadas
entre a isoforma 2 do receptor celular CX3CR1 e o peptideo da G ao longo dos 300 ns de simulac¢des
de DM para o modelo estrutural do complexo obtidos a partir do servidor ClusPro. Para diferenciar da

proteina, os residuos do peptideo da G sdo denotados com um asterisco (*).

Doador Atomo Aceitador Atomo %Persisténcia
ASN169* ND2 LEU49 (0] 16.238
ASN169* ND2 GLU51 (0] 27.836
ASN169* ND2 CYS53 (0] 44.314
PHE170* N LEU49 (0] 37.182

(0]
(0]

ASN178*  ND2 TYR122 24.623
ASN178* ND2 CYS207 10.092
THR181* 0OG1 TYR54 40.288
ARG188* NH1 TYR211 10.932
TYR122 OH SER174* O] 20.677

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 10: Porcentagens de persisténcia maior que 10% para as ligacdes de hidrogénio formadas
entre a isoforma 3 do receptor celular CX3CR1 e o peptideo da G ao longo dos 300 ns de simula¢des
de DM para o modelo estrutural do complexo obtidos a partir do servidor ClusPro. Para diferenciar da

proteina, os residuos do peptideo da G sdo denotados com um asterisco (*).

Doador Atomo Aceitador Atomo %Persisténcia

SER177* 0G LEU98 @) 81.802
ASN178* N TYR97 @) 66.378
ASN179*  ND2 ARG279 @) 22.357
ASN179*  ND2 SER283 0G 20.837
ARG188* NE GLU181 OE1 11.918
ARG188* NE GLU181 OE2 10.012
ARG188* NH1 GLU101 @) 11.998
ARG188*  NH2 GLU101 @) 11.079
ILE189* 0] GLU101 OEl 12.945
ILE189* 0] GLU101 OE2 17.598

TYR29 OH PRO172* @) 13.811
ARG279 NE ASN178*  OD1 24.170
ARG279 NH2  ASN178* OD1 11.159
SER283 0G ASN178*  OD1 11.452

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 11: Porcentagens de persisténcia maior que 10% para as ligacdes de hidrogénio formadas
entre a isoforma 4 do receptor celular CX3CR1 e o peptideo da G ao longo dos 300 ns de simulac¢des
de DM para o modelo estrutural do complexo obtidos a partir do servidor ClusPro. Para diferenciar da

proteina, os residuos do peptideo da G sdo denotados com um asterisco (*).

Doador Atomo Aceitador Atomo %Persisténcia

ASN169* N THR287 0G1 13.478
ASN169* N ASP292 OD1 11.385
ASN169* ND2 TYR211 OH 19.051
ASN169*  ND2 ASP292 OD1 18.491
ASN169*  ND2 ASP292 OD2 21.810
SER177* 0G GLU311 OEl 39.821
SER177* 0G GLU311 OE2 14.825
ASN178* N GLU311 OEl 26.410
ASN178* N GLU311 OE2 23.197
ASN178*  ND2 TYR70 OH 11.159
ASN178*  ND2 THR310 @) 24.023
ASN178*  ND2 GLU311 OE1l 15.665
ASN178*  ND2 GLU311 OE2 15.278
ASN179*  ND2 THR227 0G1 46.434
ASN179*  ND2 TYR279 OH 75.497
THR181* OG1 ASN224 OD1 10.999
THR181* OG1 GLU226 OE2 45.661
THR181* OG1 THR227 OG1 20.184
LYS187* NZ GLY209 @) 45.421
LYS187* NZ ASP210 OD1 13.545
LYS187* NZ ASP210 0oD2 14.371
LYS187* NZ TYR211 OH 17.651
ARG188* N CYS207 @) 96.121
ILE189* N GLU206 OE1 32.742
ILE189* N GLU206 OE2 65.298
GLY209 N CYS186* @) 88.748
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TYR211 OH ASN169* OD1 21.064

ASN228 ND2  ASN179* OD1 13.012
ARG300 NH1  ASN169* OD1 21.370
ARG300 NH2  ASN169* OD1 15.118
ARG304 NE SER174* 0G 27.076

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 12: Porcentagens de persisténcia maior que 10% para as ligac6es de hidrogénio formadas
entre o receptor celular CX3CR1 e o peptideo da G ao longo dos 300 ns de simula¢cées de DM para o
modelo estrutural do complexo obtidos a partir do servidor HADDOCK. Para diferenciar da proteina, os

residuos do peptideo da G sédo denotados com um asterisco (*).

Doador Atomo Aceitador Atomo %Persisténcia

CYS173* N GLU10 OE1l 41.861
CYS173* N GLU10 OE2 41.381
SER174* N GLU10 OEl 45.181
SER174* N GLU10 OE2 43.141
SER174* 0G GLU10 OEl 33.062
SER174* 0G GLU10 OE2 33.622
SER177* 0G GLUG6 OEl 12.718
SER177* 0G GLUG6 OE2 11.678
ASN178* N GLUG6 @) 21.837
ASN178* ND2 GLUG6 OE1l 14.531
ASN178* ND2 GLUG6 OE2 14.865
ASN178* ND2 GLY177 @) 23.850
ASN178* ND2 TYR179 OH 44.394
ASN179*  ND2 LYS171 @) 11.812
ASN179*  ND2 GLU172 OEl 17.051
ASN179* ND2 GLU172 OE2 16.318
ASN179*  ND2 GLU174 OEl 23.863
ASN179* ND2 GLU174 OE2 31.276
THR181* N GLU174 OEl 44.967
THR181* N GLU174 OE2 18.371
THR181* OG1 GLU172 OE1l 15.985
THR181* OG1 GLU172 OE2 16.984
THR181* OG1 GLU174 OE1l 49.740
THR181* OG1 GLU174 OE2 45.301
TRP183*  NE1 ASP2 @) 18.011

MET1 N TRP183* 0] 11.972

MET1 N CYS186* 0] 18.691

GLN3 NE2  PRO180* @) 20.517
LYS171 NZ SER177* 0G 10.985
LYS171 NZ SER177* 0] 12.265
LYS171 NZ ASN178* OD1 20.677
LYS171 NZ ASN178* @) 23.664
TYR179 N ASN178* OD1 12.185
GLN184 NE2 SER174* O] 11.812

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 13: Porcentagens de persisténcia maior que 10% para as ligacdes de hidrogénio formadas
entre a isoforma 2 do receptor celular CX3CR1 e o peptideo da G ao longo dos 300 ns de simulacdes
de DM para o0 modelo estrutural do complexo obtidos a partir do servidor HADDOCK. Para diferenciar

da proteina, os residuos do peptideo da G sdo denotados com um asterisco (*).

Doador Atomo Aceitador Atomo %Persisténcia

SER177* N TYR211 OH 73.350
SER177* 0G TYR211 OH 26.010
ASN179*  ND2 GLY209 @) 76.496
ASN179*  ND2 ASP210 OD1 26.690
ASN179*  ND2 ASP210 OD2 25.117
ILE189* N LEU49 @) 44,514
LYS203 NZ THR181* OG1 12.425
GLN216 NE2  ASN169* @) 19.784
ARG300 NH2  CYS176* @) 21.904
ARG304 NH1  ASN178* OD1 22.064
ARG304 NH2  ASN178* ODl1 18.264

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 14: Porcentagens de persisténcia maior que 10% para as ligagGes de hidrogénio formadas
entre a isoforma 3 do receptor celular CX3CR1 e o peptideo da G ao longo dos 300 ns de simulac¢des
de DM para o modelo estrutural do complexo obtidos a partir do servidor HADDOCK. Para diferenciar

da proteina, os residuos do peptideo da G sdo denotados com um asterisco (*).

Doador Atomo Aceitador Atomo %Persisténcia

SER174* N ASP23 OD1 18.144
SER174* N ASP23 0oD2 15.651
SER174* 0G ASP23 OD1 16.918
SER174* 0G ASP23 0oD2 15.905
SER177* N GLU181 OE1l 54.086
SER177* N GLU181 OE2 26.530
SER177* 0G ASP22 OD1 14.371
SER177* 0G ASP22 OD2 12.452
ASN178* N GLU181 OEl 59.472
ASN178* N GLU181 OE2 38.235
ASN178* ND2 GLU181 OEl 19.584
ASN178* ND2 GLU181 OE2 23.104
ASN179* N GLU181 OE1l 55.073
ASN179* N GLU181 OE2 25.983
ASN179*  ND2 GLU101 OE1l 40.968
ASN179*  ND2 GLU101 OE2 43.381
THR181* 0OG1 GLU101 OE1l 23.264
THR181* OG1 GLU101 OE2 26.810
ARG188* NH1 ASP23 @) 18.011
ILE189* 0] ASP23 OD1 20.117
ILE189* 0] ASP23 OD2 22.424

CYS28 N ASN178* OD1 11.398

CYS28 N ASN178* @) 35.155

TYR29 N ASN178* @) 14.611
LYS178 NZ SER174* @) 11.425
LYS178 NZ SER177* 0G 17.638
ASN180 ND2 ILE175* @) 10.972
ASN180 ND2  ASN179* OD1 25.130

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 15: Porcentagens de persisténcia maior que 10% para as ligacdes de hidrogénio formadas
entre a isoforma 4 do receptor celular CX3CRL1 e o peptideo da G ao longo dos 300 ns de simulacbes
de DM para o0 modelo estrutural do complexo obtidos a partir do servidor HADDOCK. Para diferenciar

da proteina, os residuos do peptideo da G sdo denotados com um asterisco (*).

Doador Atomo Aceitador Atomo %Persisténcia

SER174* 0G GLU217 OE1l 33.982
SER174* 0G GLU217 OE2 31.916
ASN178* N GLN216 OE1l 21.117
ASN178*  ND2 GLY209 @) 96.947
LYS203 NZ ASN178* OD1 34.782
TYR211 N ASN178*  OD1 68.911

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os residuos do receptor celular CX3CR1 que apareceram recorrentes nas
isoformas encontram-se em sua maioria (LYS-171, GLY-177, TYR-179 e GLN-184,
numeracéao referente a isoforma 1) do lado oposto a regido N-terminal da proteina e
préoximos a fita beta (GLU-174-GLY-177, numeracao referente a isoforma 1), com
excecdo a ARG-272 (na isoforma 1) que encontra-se mais internamente na cavidade
de ligacao do barril de hélices alfa da proteina, indicando um papel importante para o
aterramento do peptideo nesta regido (Figura 27-A). Para o petideo da G, os residuos
ARG-188*, SER-174*, SER177*, ASN-178* e ASN-179* (Figura 27-B) apresentaram
significativa recorréncia para a analise da porcentagem de persisténcia de ligacdes de
hidrogénio (Tabelas 8-15). Notadamente, esses residuos encontram-se na metade N-
terminal do peptideo da G, com excecdo da ARG-188* que esta no C-terminal. Esse
resultado sugere que a hélice alfa N-terminal do peptideo apresenta um papel

fundamental para a interacdo estavel com a proteina via ligacdes de hidrogénio.
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FIGURA 27: Representacao esquematica em cartoon do receptor celular CX3CR1 e peptideo G e em
sticks os residuos mais recorrentes da persisténcia das ligagGes de hidrogénios. Em cinza o receptor
celular, com o N-terminal em verde, em ciano a fita e os residuos recorrentes na forma de sticks,
carbonos em cinza, nitrogénio em azul e em vermelho oxigénio (A). Em magenta o petideo G, sendo
as cisteinas representadas em amarelo na forma de stcks e os residuos recorrentes em sticks, sendo

carbono em bege, nitrogénio azul e oxigénio em vermelho (B).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para uma melhor compreensédo de como a ligacdo do peptideo da G altera a
dindmica das isoformas do receptor celular CX3CR1 no complexo CX3CR1/peptideo
da G, analises de RMSF e PCA foram realizadas das trajetérias dos 300 ns da
simulagéo de DM. A Figura 28 mostra que CX3CR1 livre exibiu valores parecidos de
RMSF para residuos nas regiées N- e C-terminais, bem como a alca entre as folhas
B1 e B2 e as alcas entre as hélices a, sugerindo grande flexibilidade conformacional
dessas regides. Além disso, para essas regides, as por¢des N- e C-terminais sdo
especialmente notaveis no contexto dos complexos proteina/peptideo formados, visto
gue essas regides tiveram um aumento da flexibilidade, exceto para a regido N-
terminal da simulacdo de DM das isoformas 3 e 4 (Figura 28). Para a isoforma 1, o
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modelo estrutural do ClusPro apresentou uma maior flexibilidade nas regides
terminais como também nas regides das folhas 31 e 2, enquanto os valores de RMSF
para 0 modelo do HADDOCK se mantiveram mais semelhante & forma livre. E
interessante notar que a regido de alga entre as hélices a6 e a7 e a porgao N-terminal
da hélice a7 de ambos os complexos modelados pelo ClusPro e HADDOCK
apresentam diminuigcéo da flexibilidade em relagcdo a CX3CR1 livre (Figura 28-A).

A isoforma 2 se comportou de maneira diferente da isoforma 1, pois a forma
livre apresentou uma maior flexibilidade em relacdo as formas ligadas tanto do
ClusPro quanto do HADDOCK, exceto para as regides terminais, as quais mostraram
maior grau de liberdade para as formas complexadas com o peptideo da G (Figura
28-B). A isoforma 3 apresentou maior flexibilidade para a regido N-terminal para a
forma livre comparando com as formas complexadas vindas do ClusPro e HADDOCK,
enquanto o C-terminal e as demais regides da proteina se mantiveram parecidas entre
as formas livre e ligadas (Figura 28-C). A isoforma 4 apresentou um comportamento
semelhante de flexibilidade para o N-terminal e demais regides da proteina livre e
ligada ao peptideo da G, enquanto a porcéo dos residuos C-terminal mostraram uma
maior flexibilidade para os modelos estruturais do ClusPro e HADDOCK em relagao a
forma livre. Vale destacar uma excecao de aumento de flexibilidade conformacional
para a regiao entre alga entre as hélices a3 e a4 dos modelos estruturais do ClusPro
e HADDOCK quando comparados com a proteina livre (Figura 28-D).

No geral, observa-se uma persisténcia na flexibilidade das al¢a entre as hélices
a das isoformas do CX3CR1 tanto para a forma livre como a ligada modelada pelos
programas ClusPro e HAADOCK; entretanto, as regides N e C terminais quando
ligadas ao peptideo da G mostraram uma maior variabilidade na flexibilidade
conformacional. Nesse sentido, para observar um pouco mais desses movimentos
internos do receptor celular, uma analise de componentes principais (PCA) foram
realizadas com a finalidade de comparacdo entre as isoformas livres e seus
complexos com o peptideo da G modelados pelo ClusPro e HAADOCK.

O grafico de dispersdao PC1 & PC2 para a analise de PCA gerado para a
isoforma 1 do CX3CR1 livre e na sua forma complexada com o peptideo da G
modelada pelo ClusPro revelou que a forma livre tem um espaco conformacional mais

compacto com relacao a forma ligada (Figura 29-A). Pode ser observada a partir dos
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movimentos filtrados para o conjunto de autovetores de PC1 e PC2, paras os quais
um gradiente de cores do vermelho para azul (ou vice-e-versa) denotam um
movimento de uma determinada regido da proteina. Desse modo, o ganho de espaco
conformacional da isoforma 1 complexada com o peptideo da G € devido a um
aumento de flexibilidade nos residuos N- e C-terminais quando comparados com a
forma livre da proteina (Figura 29-B e D) tanto para a PC1 como para PC2 (Figura 29-
C e E). Esse resultado estd em acordo com analises de RMSF. E possivel notar
também que a regiao N-terminal do barril de hélices a envolvidos na interagdo com o
peptideo da G também ganham maior movimento quando comparados com a
isoforma 1 no seu estado livre. Também é notavel a semelhanca dos movimentos das

hélices a do barril para a forma livre e ligada da isoforma 1 (Figura 29-B, C, D e E).
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FIGURA 28: Valores de RMSF em funcéo do nimero de residuos para as quatro isoformas, isoforma
1 (A), isoforma 2 (B), isoforma 3 (C) e isoforma 4 (D) do receptor celular CX3CR1, com a forma livre do
receptor celular CX3CR1 (preto), sua estrutura na forma de complexo CX3CR1/G obtida pela DM do
resultado do ClusPro (verde) e sua estrutura na forma de complexo CX3CR1/G obtida pela DM do
resultado do HADDOCK (azul). A estrutura secundaria estd mostrada ao topo de cada isoforma, sendo
as hélices a do barril em amarelo, as folhas 3 em verde, e em cinza a estrutura secundaria do N-terminal

e C-terminal. Os calculos de RMSF foram realizados para os 300 ns de simulacdo de dinamica
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FIGURA 29: Graficos de dispersdo PCA, PCAl e PCA2 para CX3CRL1 livre (pontos vermelhos) e para
complexo CX3CR1/G da DM dado pelo docking do ClusPro(pontos pretos) da isoforma 1 (A). (B e C)
Moc@oes filtradas de os autovetores de PCA1 (B) e PCA2 (C) para a dindmica dados de CX3CR1 em
sua forma livre e na sua forma de complexo CX3CR1/G (D e E) . O movimento € indicada pela variagao
de cor de azul para vermelho. Para realizar os calculos de PCA, os 300 ns de trajetérias foram

concatenados para cada uma das moléculas sistemas (CX3CR1 livre ou CX3CR1/G).
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O grafico de dispersdo PC1 & PC2 para a analise de PCA gerado para a
isoforma 2 do CX3CR1 livre e na sua forma complexada com o peptideo da G
modelada pelo ClusPro revelou que a forma complexada tem um espaco
conformacional mais abrangente com relacdo a forma livre (Figura 30-A). Pode ser
observada a partir dos movimentos filtrados para o conjunto de autovetores, o ganho
de espaco conformacional da isoforma 2 complexada com o peptideo da G é devido
a um aumento de flexibilidade nos residuos N- e C-terminais quando comparados com
a forma livre da proteina (Figura 30-B e D) tanto para a PC1 como para PC2 (Figura
30-C e E). Esse resultado estd em acordo com analises de RMSF. E possivel notar
também que a regido N-terminal do barril de hélices a envolvidos na interagdo com o
peptideo da G também ganham maior movimento quando comparados com a
isoforma 2 no seu estado livre. Também é notavel uma diminuicdo dos movimentos
das hélices a do barril para a forma complexada em relacéo a forma livre da isoforma
2 (Figura 30-B, C, D e E), e isto esta de acordo como grafico de RMSF (Figura 28-B).

O grafico gerado para a isoforma 3 do CX3CR1 livre e na sua forma
complexada com o peptideo da G modelada pelo ClusPro revelou que a forma livre
tem um espaco conformacional mais compacto com relacdo a forma ligada (Figura
31-A). Pode ser observada a partir dos movimentos filtrados para o conjunto de
autovetores, o ganho de espaco conformacional da isoforma 3 complexada com o
peptideo da G é devido a um aumento de flexibilidade nos residuos N-terminais
guando comparados com a forma livre da proteina (Figura 31-B e D) tanto para a PC1
como para PC2 em relagdo ao C-terminal mostrou uma forma mais compacta para
PC1 e ocupando mais espaco conformacional para PC2 (Figura 31-C e E). E possivel
notar também que a regido N-terminal do barril de hélices a envolvidos na interagcao
com o peptideo da G também ganham maior movimento quando comparados com a
isoforma 3 no seu estado livre. Também é notavel um aumento dos movimentos das
hélices a do barril para a forma complexada em relagao a forma livre da isoforma 3
(Figura 31-B, C, D e E), e isto esta de acordo como grafico de RMSF (Figura 28-C).
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FIGURA 30: Graficos de dispersdo PCA, PCAl e PCA2 para CX3CRL1 livre (pontos vermelhos) e para
complexo CX3CR1/G da DM dado pelo docking do ClusPro(pontos pretos) da isoforma 2 (A). (B e C)
Moc@oes filtradas de os autovetores de PCA1 (B) e PCA2 (C) para a dindmica dados de CX3CR1 em
sua forma livre e na sua forma de complexo CX3CR1/G (D e E) . O movimento € indicada pela variagao
de cor de azul para vermelho. Para realizar os calculos de PCA, os 300 ns de trajetérias foram

concatenados para cada uma das moléculas sistemas (CX3CR1 livre ou CX3CR1/G).
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FIGURA 31: Graficos de dispersdo PCA, PCAl e PCA2 para CX3CRL1 livre (pontos vermelhos) e para
complexo CX3CR1/G da DM dado pelo docking do ClusPro(pontos pretos) da isoforma 3 (A). (B e C)
Moc@oes filtradas de os autovetores de PCA1 (B) e PCA2 (C) para a dindmica dados de CX3CR1 em
sua forma livre e na sua forma de complexo CX3CR1/G (D e E) . O movimento € indicada pela variagao
de cor de azul para vermelho. Para realizar os calculos de PCA, os 300 ns de trajetérias foram

concatenados para cada uma das moléculas sistemas (CX3CR1 livre ou CX3CR1/G).

A § : CX3CR1/G ClusP
= - usSHro
Q 6 Isoforma 3 e CX30R1
e
S 24
=
=09
£ 2
(=
~ 4
S 10 8 5 4 2 0 2 6 8
a PCA 1 (nm) (42,57%) (32,47 %)
CX3CR1 CX3CR1/G Cluspro
B
PCA 1
C
PCA 2

Fonte: Elaborado pelo autor.

95



O grafico de dispersdo PC1 & PC2 para a analise de PCA gerado para a
isoforma 4 do CX3CR1 livre e na sua forma complexada com o peptideo da G
modelada pelo ClusPro revelou que a forma complexada tem um espacgo
conformacional mais compacto com relacdo a forma livre (Figura 32-A). Pode ser
observada a partir dos movimentos filtrados para o conjunto de autovetores, a perda
de espago conformacional da isoforma 4 complexada com o peptideo da G quando
comparados com a forma livre da proteina (Figura 32-B e D) tanto para a PC1 como
para PC2 (Figura 32-C e E). Esse resultado esta em acordo com analises de RMSF.
E possivel notar também que a regido N-terminal do barril de hélices a envolvidos na
interagdo com o peptideo da G também perdem movimento quando comparados com
a isoforma 4 no seu estado livre. Também é notavel uma diminuicdo dos movimentos
das hélices a do barril para a forma complexada em relagcéao a forma livre da isoforma
4 (Figura 32-B, C, D e E), e isto esta de acordo como gréafico de RMSF (Figura 28-D).

Para estes resultados obtidos pela DM do docking do ClusPro notamos que as
isoformas que mais tiveram seus movimentos aumentados foram as isoformas 1 e 3,
pois elas apresentam uma regido N-terminal menor em relacéo as isoformas 2 e 4,
apresentando maior flexibilidade da forma livre. Outro fator observavel é o aterramento
do peptideo pois quanto mais aterrado ele estiver no barril de hélices menor sera a
variacdo de movimento do complexo, e também devemos observar que quando o
peptideo da G € inserido na regido N-terminal a regido do C-terminal do complexo

sofre maiores variacfes de movimento em relacdo ao CX3CRL1 livre.

96



FIGURA 32: Graficos de dispersdo PCA, PCAl e PCA2 para CX3CRL1 livre (pontos vermelhos) e para
complexo CX3CR1/G da DM dado pelo docking do ClusPro(pontos pretos) da isoforma 4 (A). (B e C)
Moc@oes filtradas de os autovetores de PCA1 (B) e PCA2 (C) para a dindmica dados de CX3CR1 em
sua forma livre e na sua forma de complexo CX3CR1/G (D e E) . O movimento € indicada pela variagao
de cor de azul para vermelho. Para realizar os calculos de PCA, os 300 ns de trajetérias foram

concatenados para cada uma das moléculas sistemas (CX3CR1 livre ou CX3CR1/G).
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O grafico gerado para a isoforma 1 do CX3CR1 livre e na sua forma
complexada com o peptideo da G modelada pelo HADDOCK revelou que a forma livre
tem um pequeno espaco conformacional mais compacto com relacdo a forma ligada
(Figura 33-A). Pode ser observada a partir dos movimentos filtrados para o conjunto
de autovetores, um leve ganho de espaco conformacional da isoforma 1 complexada
quando comparados com a forma livre da proteina (Figura 33-B e D) tanto para a PC1
como para PC2 (Figura 33-C e E). Esse resultado estd em acordo com analises de
RMSF. E notavel também que a regido N-terminal do barril de hélices a envolvidos na
interacdo com o peptideo da G manteve o0 mesmo movimento quando comparados
com a isoforma 1 no seu estado livre. Também € notavel uma manutencdo dos
movimentos das hélices a do barril para a forma complexada em relagao a forma livre
da isoforma 1 (Figura 33-B, C, D e E), e isto esta4 de acordo como grafico de RMSF
(Figura 28-A).

O grafico gerado para a isoforma 2 do CX3CR1 livre e na sua forma
complexada com o peptideo da G modelada pelo HADDOCK revelou que a forma
complexada tem um espaco conformacional mais abrangente com relacédo a forma
livre (Figura 34-A). Pode ser observada a partir dos movimentos filtrados para o
conjunto de autovetores, o ganho de espaco conformacional da isoforma 2
complexada com o peptideo da G quando comparados com a forma livre da proteina
(Figura 34-B e D) tanto para a PC1 como para PC2, porém esse ganho é apenas para
N- e C-terminais (Figura 34-C e E) e esta de acordo para a dispersdo RMSF. E
possivel notar também que a regido N-terminal do barril de hélices a envolvidos na
interacdo com o peptideo da G juntamente com o barril de hélices a obtiveram uma
diminuicdo dos movimentos das hélices a do barril para a forma complexada em
relacdo a forma livre da isoforma 2 (Figura 34-B, C, D e E), e isto esta de acordo como
grafico de RMSF (Figura 28-B).
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FIGURA 33: Graficos de dispersdo PCA, PCAl e PCA2 para CX3CRL1 livre (pontos vermelhos) e para
complexo CX3CR1/G da DM dado pelo docking do HADDOCK(pontos azuis) da isoforma 1 (A). (B e C)
Moc@oes filtradas de os autovetores de PCA1 (B) e PCA2 (C) para a dindmica dados de CX3CR1 em
sua forma livre e na sua forma de complexo CX3CR1/G (D e E) . O movimento € indicada pela variagao
de cor de azul para vermelho. Para realizar os calculos de PCA, os 300 ns de trajetérias foram

concatenados para cada uma das moléculas sistemas (CX3CR1 livre ou CX3CR1/G).
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FIGURA 34: Gréficos de dispersdo PCA, PCAL1 e PCA2 para CX3CRL1 livre (pontos vermelhos) e para
complexo CX3CR1/G da DM dado pelo docking do HADDOCK(pontos azuis) da isoforma 2 (A). (B e C)
Moc@es filtradas de os autovetores de PCA1 (B) e PCA2 (C) para a dindmica dados de CX3CR1 em
sua forma livre e na sua forma de complexo CX3CR1/G (D e E) . O movimento € indicada pela variagao
de cor de azul para vermelho. Para realizar os céalculos de PCA, os 300 ns de trajetérias foram

concatenados para cada uma das moléculas sistemas (CX3CR1 livre ou CX3CR1/G).

A

= CX3CR1/G Haddock
¢ CX3CR1

Isoforma 2

PCA 2 (nm) (20,17%) (12,80%)

2 0 2 4 6
PCA 1 (nm) (35,41%) (53,59%)

CX3CR1 CX3CR1/G Haddock

PCA 1

Fonte: Elaborado pelo autor.
100



O grafico gerado para a isoforma 3 do CX3CR1 livre e na sua forma
complexada com o peptideo da G modelada pelo HADDOCK revelou que a forma
ligada tem um pequeno espaco conformacional mais compacto com relacdo a forma
livre (Figura 35-A). Pode ser observada a partir dos movimentos filtrados para o
conjunto de autovetores, um ganho de espaco conformacional da isoforma 3
complexada quando comparados com a forma livre da proteina apenas para a regido
C-terminal (Figura 35-B e D) tanto para a PC1 como para PC2 (Figura 35-C e E).
Entretanto para a regido N-terminal ha apenas uma manutencédo dos movimentos para
a forma ligada (Figura 35-B a E). Esse resultado estad em acordo com andlises de
RMSF. E notavel também que a regido N-terminal do barril de hélices a envolvidos na
interacdo com o peptideo da G obteve um aumento dos movimentos quando
comparados com a isoforma 3 no seu estado livre. Também é notavel um acréscimo
dos movimentos das hélices a do barril para a forma complexada em relacdo a forma
livre da isoforma 3 (Figura 35-B, C, D e E), e isto est4 de acordo como gréfico de
RMSF notando as hélices a1, a7 e a8 (Figura 28-C).

Para a isoforma 4 revelou uma distincdo entre livre e a complexada,
principalmente se formos observar na escala de PCA 2, todavia a forma livre
apresenta concavidade para cima enquanto a forma ligada concavidade para baixo,
(Figura 36-A). Pode ser observada a partir dos movimentos filtrados para o conjunto
de autovetores que para PC1 o N-terminal da forma livre em relacdo ao N-terminal do
complexo houve uma queda significativa de movimento enquanto C-terminal manteve
parecido, todavia € mais notado no N-terminal (Figuras 36 B e D). Para as mocodes
gerados pelos autovetores do PC2 a regido N-terminal mostrou maior grau de
movimento para a forma ligada (Figuras 36 C e E). Também é notavel um decréscimo
dos movimentos das hélices a do barril para a forma complexada em relacao a forma
livre da isoforma 4 (Figura 36-B, C, D e E). E isto est4 de acordo como gréfico de
RMSF (Figura 28-D).
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FIGURA 35: Graficos de dispersdo PCA, PCAl e PCA2 para CX3CRL1 livre (pontos vermelhos) e para
complexo CX3CR1/G da DM dado pelo docking do HADDOCK(pontos azuis) da isoforma 3 (A). (B e C)
Moc@oes filtradas de os autovetores de PCA1 (B) e PCA2 (C) para a dindmica dados de CX3CR1 em
sua forma livre e na sua forma de complexo CX3CR1/G (D e E) . O movimento € indicada pela variagao
de cor de azul para vermelho. Para realizar os calculos de PCA, os 300 ns de trajetérias foram

concatenados para cada uma das moléculas sistemas (CX3CR1 livre ou CX3CR1/G).
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FIGURA 36: Graficos de dispersdo PCA, PCAl e PCA2 para CX3CRL1 livre (pontos vermelhos) e para
complexo CX3CR1/G da DM dado pelo docking do HADDOCK(pontos azuis) da isoforma 4 (A). (B e C)
Moc@oes filtradas de os autovetores de PCA1 (B) e PCA2 (C) para a dindmica dados de CX3CR1 em
sua forma livre e na sua forma de complexo CX3CR1/G (D e E) . O movimento € indicada pela variagao
de cor de azul para vermelho. Para realizar os calculos de PCA, os 300 ns de trajetérias foram

concatenados para cada uma das moléculas sistemas (CX3CR1 livre ou CX3CR1/G)..
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Analisando os dados de RMSF e PCA das DM dos dockings dado pelos servers
ClusPro e HADDOCK, podemos considerar que o peptideo na regido N-terminal
influencia o movimento do receptor celular, principalmente nos N- e C-terminais e
também nas algas entre as hélices a do barril, ocasionando um maior movimento para
a adaptacao do peptideo da G no receptor celular CX3CR1 (CX3CR1/peptideo da G).
Outro detalhe a ser observado € o movimento que propaga para o receptor celular no
qual o peptideo esta ligado, influenciando no movimento das hélices a e,

consequentemente, o movimento da regido C-terminal do receptor celular.

4.5 Célculos de Energia Livre de Ligacédo

Os calculos de energia livre de ligacdo tedrica sdo importantes para uma
estimativa da afinidade envolvida na associa¢do entre moléculas, como no caso as
isoformas do CX3CRL1 e o peptideo da G. Essa energia foi calculada para as trajetorias
das DM dos modelos estruturais determinados pelos programas ClusPro (Figura 37)
e HADDOCK (Figura 38). Nas Figuras 37 e 38, a energia livre de ligacao favoravel é
representada pela cor vermelha enquanto a energia desfavoravel é representada pela
cor azul. Como as isoformas do receptor celular CX3CR1 tem um numero significativo
de residuos de aminoéacidos, um valor médio mais seu desvio padrdo da energia de
ligacdo foi utilizado como ponto de corte (linha tracejada nas Figuras 37 e 38) para
caracterizar uma contribuicdo significativa de um determinado residuo da proteina

para energia livre de ligagéo total.
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FIGURA 37: Contribuicdo individual de cada residuo de aminoacido na energia total do receptor celular
CX3CR1 para oo resultados de docking obtidos pelas quatro isoformas do server ClusPro. Sendo

contribuicdo favoravel (vermelho) e contribuicdo desfavoravel (azul).

o

: TT Tz
@
0
c= | | ‘"10 ‘E =
> 0 o O
S ECNIMTT T 120 3 £
b 3 M= T
T = o =
oM 4-30 :go
T =
S Isoforma 1 {40 & @
3 =
2 a b LW ] r=
£ %10 10 6 >
= ]
0 T 300 380
_ | 1 L D
@ —
® | || || g
5 = 1103
>0 1208 8
NI S N ||| ¥ RO VRN N |18 S ——— 1 —————— 120 > £
v 5 85
@
T = __3[}:% =
oM o Q
w |
L Isoforma 2 1492 o
A -
[1\]
-:E a RN [ T | """""" E -50§ o
[ 4
£ L 1.0
O T
300 350
| . I . I 0
T T
s 60+ @ %
S 3., 1288
B =E-LV e AR |1 | RRRERRREEERELEC ECECEOOOOREOERERERO | 11§ SRCRCEERTEELEEREEERE RUE & I AECREOEEEREEEROEEEERD T =
= H1-30 % 2
o 2 o =<
= 40 ~
o 40 'S O
o O30 1T7s5 3
ww = ]
2 G0 Isoforma 3 {50 2 ©
3 Lzo = @
o m 1 c o
= =TT 1 At | et I Rty et Ay /e H Tt [ BN | R | T AT 60 ©
=" LIl 1 1,.°
0 , | -70
© 300 350
L L | 1 L D
N T
T 70 I O o
P 1 -10 >
© 60 8 =
o= | S ©°
& £50- 20 > £
e = BT 1] 1 I .,,':E %“
© 240 2
L 2401 309 =
O (930 - o0
ST 40 3 o
S ©20 T o
2a A1tt—+———75- At €3
s 210 50 5
c . O
2 0 ' T T T T T T i -60
© 50 100 150 200

Numero do residuo

Fonte: Elaborado pelo autor.

105



FIGURA 38: Contribuicdo individual de cada residuo de aminoacido na energia total do receptor celular
CX3CR1 para oo resultados de docking obtidos pelas quatro isoformas do server HADDOCK. Sendo

contribuicdo favoravel (vermelho) e contribuicdo desfavoravel (azul).
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Os residuos das isoformas do CX3CR1 que apresentam valores de energia
livre de ligagc&o além do valor de corte (média mais desvio padréo) sdo apresentados
nas Tabelas 16-19 para os modelos estruturais determinados pelo ClusPro e nas
Tabelas 20-23 para os modelos calculados pelo HAADOCK. Vale mencionar que
cada isoforma tem uma quantidade diferente de residuos devido a diferenca do
alongamento do N-terminal, sendo a isoforma 1 com 355 residuos, a isoforma 2 e 4
tém 387 residuos e a isoforma 3 tem 362 residuos (Figura 3), portanto numeracoes
diferentes nas Tabelas 19-23 podem corresponder a um mesmo residuo de
aminoacido nas diferentes isoformas do CX3CR1 na interagdo como o peptideo da G.

De modo em geral, a partir das Tabelas 19-23 é possivel notar que todos os
residuos de aminoacidos com contribuicdo significativa para a energia livre ligacéao
total sdo carregados polares, sendo acidos asparticos e glutamicos aqueles com
contribuicdo favoravel para interagdo com o peptideo da G e residuos de lisina e
arginina para contribuicdo desfavoravel. Por apresentar uma carga liquida negativa, a
metionina N-terminal sempre apresenta uma contribuicdo favoravel para energia livre
de ligacdo total. Esse aspecto de interacdo principalmente com residuos polares
carregados revela um papel fundamental das interacdes eletrostaticas na interacédo
da porgao N-terminal do barril de hélices a das isoformas do CX3CR1 com o peptideo
da regido de cisteinas conservadas da proteina G, o qual apresenta uma regiao de
carga liquida positiva (LYS-187 e ARG-188).

Nas Tabelas 16-19 séo apresentados os residuos das isoformas do CX3CR1
das simulacdes de DM para os modelos estruturais do complexo determinado pelo
programa ClusPro. Pode-se observar que 0s seguintes residuos acidos se repetem
com relacdo a contribuicdo favoravel: ASP-15, ASP-16, GLU-19, ASP-25, GLU-94,
GLU-172, GLU-174, ASP-178, GLU-181, GLU-185, ASP-266 e ASP-270 (numeragao
da isoforma 1), 0s quais aparecem para as quatro isoformas, Vale destacar que os
residuos GLU-172 e GLU-174 das folhas B1 e B2 que interage com o peptideo da G
contribuem favoravelmente para energia livre de ligagao total. Por outro lado, os
residuos MET-1, ARG-191, LYS-257, ARG-268, LYS-269 e ARG-272 (numeracao da
isoforma 1) contribuem desfavoravelmente para energia livre de ligacdo total na

interac&o para as quatros isoformas do CX3CRL1.
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TABELA 16: Residuos de aminoacidos da isoforma 1 do CX3CR1 e seus respectivos valores das
contribuicbes favoraveis e desfavoraveis (acima do valor de corte média mais desvio padréo) para a

energia livre de ligacao total para a trajetéria de DM do modelo estrutural determinado pelo servidor

ClusPro.
Residuo Contribuicéo favoravel Residuo Contribuicéo desfavoravel
para AG (kJ.mol-1) para AG}, (kJ.mol?)
ASP-2 -54.3742 + 0.4488 MET-1 55.1252 + 0.3829
GLU-6 -26.7860 + 0.8622 ARG-191 63.0520 + 0.7383
GLU-10 -33.8363 + 0.3519 LYS-257 31.0818 + 0.1331
GLU-13 -29.4089 £ 0.2291 ARG-268 43.2607 + 0.2207
ASP-15 -47.4130 + 0.5249 LYS-269 39.9330 + 0.2151
ASP-16 -38.2271 £ 0.4115 ARG-272 60.1343 + 0.8727
GLU-19 -42.9093 + 0.4722
ASP-25 -47.1302 £ 0.3040
ASP-77 -23.3065 + 0.0549
GLU-94 -52.4474 £+ 0.8221
GLU-172 -33.5709 + 0.4471
GLU-174 -50.4883 £ 0.7043
ASP-178 -32.9644 + 0.4432
GLU-181 -40.4746 = 0.6105
GLU-185 -38.1158 + 0.4964
GLU-194 -25.1414 + 0.1572
ASP-260 -28.7039 + 0.1452
ASP-266 -37.0811 £ 0.2522
ASP-270 -35.5579 + 0.1633
GLU-279 -26.4540 + 0.4929

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 17: Residuos de aminoacidos da isoforma 2 do CX3CR1 e seus respectivos valores das
contribuicBes favoraveis e desfavoraveis (acima do valor de corte média mais desvio padréo) para a

energia livre de ligacao total para a trajetéria de DM do modelo estrutural determinado pelo servidor

ClusPro.
Residuo Contribuigéo favoravel Residuo Contribuicéo desfavoravel
para AG:, (kJ.mol?) para AG}, (kJ.mol?)
GLU-3 -23.1481 + 0.1045 MET-1 27.6772 £ 0.1717
GLU-6 -27.8622 + 0.1484 ARG-2 33.8554 +£0.2193
ASP-14 -27.0833 £ 0.2071 LYS-9 22.4017 £ 0.1033
GLU-38 -27.9341 + 0.3917 ARG-16 22.1936 + 0.1524
GLU-42 -25.9748 + 0.1941 LYS-17 21.7989 + 0.1684
GLU-45 -37.2836 + 0.3294 ARG-25 45.0447 + 0.6947
ASP-47 -39.3430 £ 0.4317 LYS-127 24.4213 + 0.2261
ASP-48 -36.2218 + 0.3789 LYS-135 29.3349 + 0.1355
GLU-51 -40.5842 + 0.5162 ARG-159 15.3274 + 0.0697
ASP-57 -35.0708 + 0.1988 LYS-201 33.7078 £ 0.2129
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GLU-126 -34.6957 + 0.5053 LYS-203 58.6710 + 0.9684

GLU-204 -31.7103 £ 0.2786 ARG-223 30.4671 + 0.2304
GLU-206 -47.2354 + 0.8033 ARG-245 14.2962 + 0.0460
ASP-210 -46.6206 * 0.5299 LYS-289 27.5063 +0.1768
GLU-213 -32.4105 + 0.4028 ARG-300 47.3080 +0.7572
GLU-217 -48.5981 + 0.6807 LYS-301 30.5810 + 0.1868
GLU-226 -28.8294 + 0.1697 ARG-304 40.2329 + 0.4248
GLU-286 -35.6935 + 0.6884
ASP-292 -29.5460 + 0.3864
ASP-298 -33.1788 + 0.3684
ASP-302 -30.4932 + 0.2005
GLU-311 -37.2528 + 0.4591

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 18: Residuos de aminoacidos da isoforma 3 do CX3CR1 e seus respectivos valores das
contribui¢cdes favoraveis e desfavoraveis (acima do valor de corte média mais desvio padréo) para a

energia livre de ligacao total para a trajetéria de DM do modelo estrutural determinado pelo servidor

ClusPro.
Residuo Contribuicéo favoravel Residuo Contribuicéo desfavoravel
para AG (kJ.mol?) para AG} (kJ.mol?)

GLU-17 -34.2432 + 0.5610 MET-1 30.9913 + 0.3824
GLU-20 -32.6866 + 0.4204 LYS-70 13.4567 + 0.0966
ASP-22 -52.4255 + 0.9967 LYS-102 45.0240 £ 0.6288
ASP-23 -54.6023 £ 1.4741 LYS-110 29.2078 £ 0.1901
GLU-26 -40.3749 + 0.4935 ARG-134 14.4692 + 0.0710
GLU-101 -52.1270 £ 0.9762 LYS-176 31.3808 + 0.2233
GLU-179 -56.7484 + 0.8276 LYS-178 72.1759 + 1.8854
GLU-181 -55.0986 + 0.8947 ARG-198 30.1945 + 0.1869
ASP-185 -37.3538 + 0.3416 LYS-264 26.9555 + 0.2072
GLU-188 -26.3911 £ 0.2428 ARG-275 38.5101 + 0.5429
GLU-192 -26.5303 + 0.1995 LYS-276 33.0066 + 0.2570
GLU-261 -31.2973 £ 0.1970 ARG-279 46.1070 + 1.1839
ASP-273 -33.9750 + 0.4112 ARG-308 13.3624 + 0.0614
ASP-277 -31.5745 + 0.1978 LYS-317 14.2123 + 0.1085
GLU-286 -28.2520 + 0.7070

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 19: Residuos de aminoacidos da isoforma 4 do CX3CR1 e seus respectivos valores das
contribuicdes favoraveis e desfavoraveis (acima do valor de corte média mais desvio padréo) para a

energia livre de ligacao total para a trajetéria de DM do modelo estrutural determinado pelo servidor

ClusPro.
Residuo Contribuicéo favoravel Residuo Contribuicéo desfavoravel
para AG (kJ.mol-1) para AG}, (kJ.mol?)

GLU-3 -35.2479 + 0.1372 MET-1 71.1883 + 0.6204
GLU-6 -38.4306 + 0.2190 LYS-9 29.3693 + 0.1596
ASP-12 -26.4038 + 0.1247 ARG-16 25.2481 +0.1219
ASP-14 -32.7465 £ 0.1965 LYS-17 24.8968 + 0.1076
GLU-38 -26.7929 + 0.2272 ARG-25 17.6975 + 0.0569
GLU-42 -46.0251 +1.1194 LYS-127 23.7165 + 0.1057
GLU-45 -41.8955 + 0.8587 LYS-135 35.7651 + 0.1417
ASP-47 -48.5117 + 0.4523 ARG-159 18.6720 = 0.0795
ASP-48 -38.4739 + 0.3748 LYS-201 36.5710 + 0.1688
GLU-51 -32.4130 £ 0.1150 LYS-203 45.4695 + 0.2760
ASP-57 -27.3605 + 0.0806 ARG-223 57.6072 + 0.7286

GLU-126 -28.2314 £ 0.1341 ARG-245 16.3875 £ 0.0421

GLU-204 -50.3079 + 0.8404 LYS-289 32.5713 £ 0.1402

GLU-206 -31.2928 £+ 0.7592 ARG-300 40.0522 + 0.4564

ASP-210 -55.1360 + 0.6515 LYS-301 28.8323 £+ 0.1671

GLU-213 -43.5746 £ 0.2834 ARG-304 48.9390 + 0.4704

GLU-217 -41.6641 + 0.3981

GLU-286 -40.7208 + 0.6169

ASP-292 -37.9858 + 0.3827

ASP-298 -28.2532 £ 0.1146

ASP-302 -32.0371 £ 0.1218

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para ilustrar a localizacéo destes residuos apresentados nas Tabelas 16-19, a
Figura 39 foi feita denotando os residuos com contribuicdes favoraveis e
desfavoraveis por um gradiente de cores do vermelho para o azul. Para isso, utilizou-
se uma estrutura representativa da simulacao de DM para cada modelo estrutural do
complexo isoforma/peptideo da G obtida da analise de clusterizacdo (Figura 39). E
possivel observar que a maioria dos residuos de contribuicédo significativa, a energia
livre de ligacdo pertencem as regides de algas entre as hélices a do barril das
isoformas do CX3CR1, observando também que o N-terminal da proteina apresenta
um maior numero de residuos com contribuicéo favoravel para a energia total, como

para as isoformas 2 e 4 (Figura 39-B e Figura 39-D).
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FIGURA 39: Estrutura representativa das isoformas do receptor celular CX3CR1 com os residuos que
apresentam uma contribuicdo favoraveis e desfavoraveis significaticas (acima da média mais desvio
padrdo) para a energia livre de ligacao total para as simulagées de DM dos modelos estruturais dos
complexos com o peptideo da G determinados pelo servidor ClusPro. As contribui¢cdes favoraveis e
desfavoraveis para as energias totais sdo representadas gradientes de cores indo vermelho para o
azul, respectivamente. As barras de cores denotam o aspecto quantitativo de cada gradiente de cor.
As isoformas 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 (D) sdo apresentadas em modelos de cartoon em cinza e os residuos

de aminoacidos na forma de sticks.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Nas Tabelas 20-23 sédo apresentados os residuos das isoformas do CX3CR1
das simulacbes de DM para os modelos estruturais do complexo determinado pelo
programa HADDOCK. Pode-se observar que os seguintes residuos acidos se repetem
com relacao a contribuicdo favoravel: ASP-15, ASP-16, GLU-19, GLU-172, ASP-178,
GLU-181, GLU-185, GLU-254, ASP-260, ASP-266, ASP-270 e GLU-279 (numeragéo
isoforma 1), 0s quais aparecem para as quatro isoformas, Vale destacar que o residuo
GLU-172 das folhas B1 e B2 que interage com o peptideo da G contribui
favoravelmente para energia livre de ligacao total. Por outro lado, os residuos MET-1,
LYS-95, LYS-103, LYS-169, LYS171, ARG-191, LYS-257, ARG-268 e LYS-269
(numeracdo da isoforma 1) contribuem desfavoravelmente para energia livre de

ligacao total na interacdo para as quatros isoformas do CX3CR1.

TABELA 20: Residuos de aminoacidos da isoforma 1 do CX3CR1 e seus respectivos valores das
contribuicBes favoraveis e desfavoraveis (acima do valor de corte média mais desvio padréo) para a
energia livre de ligacao total para a trajetria de DM do modelo estrutural determinado pelo servidor
HADDOCK.

Contribuicéo favoravel Contribuicéo desfavoravel

Residuo para AG}, (kJ.mol?) Residuo para AG:, (kJ.mol?)
ASP-2 -45.1132 + 0.3017 MET-1 74.6410 = 0.9001
GLU-6 -30.4376 £ 0.7164 LYS-95 27.9588 + 0.2303

GLU-10 -37.9291 + 0.7992 LYS-103 23.1837 £ 0.1276

GLU-13 -44.8379 + 0.6296 LYS-169 24.6057 £ 0.1993
ASP-15 -42.2673 = 0.5539 LYS-171 85.5512 + 1.8107
ASP-16 -40.7070 = 0.2930 ARG-191 28.8447 + 0.2606

GLU-19 -42.5483 + 0.5340 LYS-257 26.3803 + 0.2163
ASP-25 -43.0511 + 0.5403 ARG-268 41.4720 + 0.2569

GLU-94 -34.8611 + 0.5744 LYS-269 33.1205 + 0.2692

GLU-172 -35.0441 + 0.9902

ASP-178 -32.1494 + 0.3768

GLU-181 -26.8148 + 0.3490

GLU-185 -34.7771 = 0.3746

GLU-254 -31.9821 + 0.2222

ASP-260 -27.7178 £ 0.1948

ASP-266 -33.6628 + 0.3019

ASP-270 -28.8433 £ 0.1828

GLU-279 -26.6952 + 0.2198

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 21: Residuos de aminoacidos da isoforma 2 do CX3CR1 e seus respectivos valores das
contribuicdes favoraveis e desfavoraveis (acima do valor de corte média mais desvio padréo) para a
energia livre de ligacao total para a trajetéria de DM do modelo estrutural determinado pelo servidor
HADDOCK.

Contribuicéo favoravel Contribuicéo desfavoravel

Residuo para AG (kJ.mol-1) Residuo para AG}, (kJ.mol?)
GLU-3 -27.3764 = 0.1408 MET-1 35.2221 £ 0.2716
GLU-6 -31.6573 =+ 0.2269 ARG-2 46.1604 £ 0.3141
ASP-14 -28.1699 + 0.2236 LYS-9 24.5728 + 0.1338
ASP-34 -27.3113 £ 0.5230 ARG-16 22.7386 = 0.1516
GLU-38 -24.3192 + 0.1684 LYS-17 22.2053 £ 0.1371
GLU-42 -29.6621 = 0.2595 ARG-25 52.1026 + 0.8881
GLU-45 -58.1685 + 0.6442 LYS-127 21.8343 £ 0.1476
ASP-47 -56.6717 £ 0.6135 LYS-135 25.8860 = 0.1327
ASP-48 -44.6457 = 0.3546 ARG-159 14.1607 = 0.0385
GLU-51 -54.7472 + 0.8876 LYS-201 28.3341 £ 0.1735
ASP-57 -39.0113 £ 0.2975 LYS-203 40.4701 £ 1.1425
GLU-126 -33.0888 + 0.3452 ARG-223 26.9118 + 0.1850
GLU-204 -28.7770 = 0.5048 ARG-245 13.4818 = 0.0405
GLU-206 -32.4170 = 0.4499 LYS-289 33.1750 £ 0.2701
ASP-210 -24.8404 = 0.8855 ARG-300 52.2045 + 0.7087
GLU-213 -29.9395 + 0.2396 LYS-301 37.8537 £ 0.2677
GLU-217 -38.1828 =+ 0.5107 ARG-304 39.9469 + 0.5120
GLU-226 -24.1259 + 0.1279
GLU-286 -36.6292 + 0.3979
ASP-292 -33.0820 + 0.3449
ASP-298 -49.0239 = 0.5945
ASP-302 -37.5973 + 0.2518
GLU-311 -28.6352 + 0.2366

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 22: Residuos de aminoacidos da isoforma 3 do CX3CR1 e seus respectivos valores das
contribuicBes favoraveis e desfavoraveis (acima do valor de corte média mais desvio padrédo) para a
energia livre de ligacao total para a trajetéria de DM do modelo estrutural determinado pelo servidor
HADDOCK.

Contribuicéo favoravel Contribuigéo desfavoravel

Residuo para AG:, (kJ.mol?) Residuo para AG:, (kJ.mol?)
GLU-17 -33.0951 + 0.2840 MET-1 36.5784 + 0.3569
GLU-20 -42.4794 + 0.5082 LYS-70 12.5560 + 0.0967
ASP-22 -51.9710 £ 0.5381 LYS-102 36.0491 + 0.3847
ASP-23 -49.8257 +1.4122 LYS-110 28.2268 + 0.1795
GLU-26 -58.7711 £ 0.5779 ARG-134 13.3326 + 0.0705
ASP-32 -28.5530 + 0.2397 LYS-176 33.6477 £ 0.2974
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GLU-101
GLU-179
ASP-185
GLU-188
GLU-192
GLU-261
ASP-267
ASP-273
ASP-277
GLU-286

-42.0360 + 0.6018
-48.8122 + 0.5621
-44.3705 + 0.5792
-28.0738 £ 0.2113
-28.7281 + 0.2975
-28.5006 + 0.3133
-32.2506 + 0.4436
-37.8855 + 0.4307
-29.9251 + 0.2586
-28.8682 + 0.2970

LYS-178
ARG-198
LYS-264
ARG-275
LYS-276
ARG-279
LYS-317
MET-1
LYS-70

63.7654 + 2.1584
27.6184 +0.2787
27.9215 +0.2452
51.0601 + 0.7689
37.3575 +0.3908
46.5650 + 0.8192
12.5437 + 0.0899
36.5784 + 0.3569
12.5560 + 0.0967

TABELA 23: Residuos de aminoacidos da isoforma 4 do CX3CR1 e seus respectivos valores das
contribuicBes favoraveis e desfavoraveis (acima do valor de corte média mais desvio padrdo) para a

energia livre de ligacao total para a trajetéria de DM do modelo estrutural determinado pelo servidor

Fonte: Elaborado pelo autor.

HADDOCK.
Contribuicéo N )
Residuo favoravel para AG},  Residuo ContrlbuAlqt;ﬁo dk(f]sfav:i[avel
(kJ.molY) para AGj (kJ.mol™)

GLU-3 -25.5342 + 0.2017 MET-1 29.0405 + 0.4206
GLU-6 -23.0968 + 0.2197 ARG-2 26.0239 £ 0.2595
GLU-45 -30.4233 + 0.4161 LYS-9 20.4209 £ 0.1630
ASP-47 -36.5317 + 0.3852 ARG-16 18.2530 + 0.1167
ASP-48 -37.6053 + 0.6651 LYS-17 17.9161 + 0.1272
GLU-51 -28.3413 + 0.3210 ARG-25 13.8358 £ 0.0744
GLU-204 -28.5697 + 0.4203 LYS-95 12.0206 + 0.1088
GLU-206 -32.5687 + 0.3264 LYS-127 23.8010 £ 0.1733
ASP-210 -33.1682 + 0.2923 LYS-135 21.8847 £ 0.1581
GLU-213 -35.4585 + 0.5485 ARG-159 14.0413 £ 0.0875
GLU-217 -61.3591 + 1.3769 ARG-173 13.3294 + 0.0854
GLU-226 -25.6075 + 0.2454 LYS-201 24.1631 £ 0.1795
GLU-286 -34.5830 + 0.4608 LYS-203 57.8321 £ 0.7474
ASP-292 -50.6778 + 0.9824 ARG-223 27.0191 £ 0.2537
ASP-298 -31.3157 + 0.3250 ARG-245 14.2410 + 0.0746
ASP-302 -29.1629 + 0.2274 LYS-263 11.9060 + 0.1074
GLU-311 -24.5189 + 0.2210 LYS-289 32.1656 + 0.2453
ARG-300 45.8034 + 0.5335
LYS-301 25.2244 + 0.1890
ARG-304 29.3816 £ 0.3213
LYS-331 11.6243 + 0.0918
ARG-334 10.4295 + 0.0545

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para demonstrar a localizacdo destes residuos apresentados nas Tabelas 20—
23, foi feita a Figura 40 denotando os residuos com contribuicbes favoraveis e
desfavoraveis. Paraisso, utilizou-se uma estrutura representativa da simulacédo de DM
para cada modelo estrutural do complexo isoforma/peptideo da G obtida da analise
de clusterizag&o (Figura 40). E mostrado que a maioria dos residuos de contribui¢&o
significativa a energia livre de ligacdo pertencem as regides de algas entre as hélices
a do barril de hélices das isoformas do CX3CR1, observando também que o N-
terminal da proteina (regido usada como sitio de docking do peptideo da G) apresenta
um maior numero de residuos com contribuicdo favoravel para a energia total, como

para as isoformas 2 e 4 (Figura 40-B e Figura 40-D).
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FIGURA 40: Estrutura representativa das isoformas do receptor celular CX3CR1 com os residuos que
apresentam uma contribuicdo favoraveis e desfavoraveis significaticas (acima da média mais desvio
padréo) para a energia livre de ligacao total para as simula¢cdes de DM dos modelos estruturais dos
complexos com o peptideo da G determinados pelo servidor HADDOCK. As contribui¢cdes favoraveis e
desfavoraveis para as energias totais sdo representadas gradientes de cores indo vermelho para o
azul, respectivamente. As barras de cores denotam o aspecto quantitativo de cada gradiente de cor.
As isoformas 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 (D) sdo apresentadas em modelos de cartoon em cinza e os residuos

de aminoacidos na forma de sticks.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Uma comparacao entre os resultados dos calculos de energia livre de ligacao
para as trajetérias de DM dos modelos estruturais determinados pelo ClusPro (Tabela
16-19 e Figura 39) e pelo HADDOCK (Tabelas 20-23 e Figura 40) mostra que 0s
residuos ASP-15, ASP-16, GLU-19, GLU-172, ASP-178, GLU-181, GLU-185, ASP-
266 e ASP-270 (numeracdo da isoforma 1) sdo responsaveis por uma contribuicéo
favoravel comum aos dois conjuntos, enquanto os residuos MET-1, ARG-191, LYS-
257, ARG-268 e LYS-269 (numeracdo da isoforma 1) contribuem de maneira
desfavoravel. Como mencionado antes, esses residuos fazem parte do N-terminal das
isoformas e também da regido N-terminal do barril de hélices a. Por conta do modelo
dado pelo HADDOCK obter uma pose conformacional do peptideo da G mais
superficial, portanto obteve residuos da parte mais externa do receptor CX3CR1. Uma
diferenca interessante é a contribuicdo de energia livre de ligacdo dos residuos das
folhas B utilizados como referéncia para a realizacdo dos calculos de docking. Para os
resultados das trajetdrias de DM dos modelos estruturais determinados pelo ClusPro,
os residuos GLU-172 e GLU-174 apresentam uma contribuicdo significativa para a
energia total de todas as isoformas do CX3CR1, enquanto para os calculos com
modelo estrutural do HADDOCK apenas GLU-172 contribui significativamente para
todos as isoformas. Esse resultado pode ter explicagdo no maior aterramento do
peptideo da G na ligacédo a por¢cdo N-terminal do barril de hélices a do CX3CR1, o que
favorece a interagdo com os residuos das folhas .

Os dados apresentados nas Tabelas 24 e 25 mostram as contribuicbes dos
residuos do peptideo da G no modelo estrutural do ClusPro e do HADDOCK para a

energia livre de ligacao total, respectivamente.

TABELA 24: Valores das contribuicdes favoraveis e desfavoraveis para os residuos de aminoacidos
do peptideo da G com as respectivas isoformas (1,2,3 e 4) obtidos para as simulagées de DM dos

modelos estruturais dos complexos determinados pelo servidor ClusPro.

Contribuic&o para AGY (kJ.mol?)

Residuo Isoforma 1 Isoforma 2 Isoforma 3 Isoforma 4
ASN-169  -1.0295 + 0.5325 4.0033 + 0.5416 -3.1637 £ 0.5913 6.0292 + 0.8583
PHE-170 -9.1983 + 0.3210 -11.7364 +0.5048 -2.8370£0.1818 -9.3580 + 0.3853
VAL-171 -10.0386 +0.2982 -11.4635+0.2063  -4.6166 + 0.1549 -9.3924 + 0.2349
PRO-172  -22.4347 £0.3086  -5.2652 + 0.2580 -2.4839 £ 0.1415  -12.3470 £ 0.1325
CYS-173  -17.9139 +£0.2202 -3.7635 £ 0.1744 -5.3997 £0.1721  -11.4891 +0.1184
SER-174 -9.8494 + 0.3557 -3.9553 + 0.2713 -1.5464 + 0.2068 -4.8913 + 0.2646
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ILE-175
CYS-176
SER-177
ASN-178
ASN-179
PRO-180
THR-181
CYS-182
TRP-183
ALA-184

ILE-185
CYS-186
LYS-187
ARG-188

ILE-189

-28.3479 + 0.2968
-8.8155 + 0.1989
-6.7232 + 0.3320
-4.0945 + 0.4353
6.9847 + 0.3574

-12.1393 + 0.1978
-5.2739 + 0.1906
-1.5223 + 0.0777

-18.1639 + 0.2841
-4.1247 +0.1424

-12.9922 + 0.2706
-3.1247 + 0.1485

-133.6001 + 1.2906
-148.5841 + 1.1378
-7.2126 + 0.3510

-13.6331 + 0.3402
-6.3404 + 0.2453
-2.3330 £ 0.2637
8.2793 £ 0.7848
-2.1421 + 0.3652

-13.5741 £ 0.2822
-4.6474 +0.2459
-5.0159 + 0.1542

-17.7936 + 0.4328
-1.9879 + 0.1839

-11.1680 + 0.3185
-3.1142 + 0.0919

-112.9848 + 1.0048
-102.4266 + 0.8962

-1.2960 + 0.3010

-7.1646 + 0.3244
-6.4663 + 0.1903
0.2445 + 0.3698
7.5908 + 0.3901
5.2973 + 0.3346
-9.0748 + 0.1565
-4.2819 +0.2751
-4.3935 + 0.2326
-12.6558 + 0.2976
-1.3868 + 0.2529
-11.2393 £ 0.2301
0.7537 £ 0.1328

-130.0099 * 2.4406
-123.6633 + 3.0624

0.2822 + 0.2394

-18.0592 + 0.2054
-6.7289 + 0.1931
-4.9567 + 0.3141
2.7988 * 0.5599
3.9440 + 0.3514

-16.2681 + 0.1905
-8.5396 + 0.3680
-7.5957 +0.1299

-12.5864 + 0.2632
-3.7001 + 0.1987

-18.4653 + 0.2623
-6.8925 + 0.1721

-86.5694 + 1.6229

-159.8975 + 1.5243

-22.5795 + 0.4093

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 25 Valores das contribuigBes favoraveis e desfavoraveis para os residuos de aminoacidos do

peptideo da G com as respectivas isoformas (1,2,3 e 4) obtidos para as simula¢gées de DM dos modelos

estruturais dos complexos determinados pelo servidor HADDOCK.

Contribuic&o para AGY (kJ.mol™)

Residuo
ASN-169
PHE-170
VAL-171
PRO-172
CYS-173
SER-174

ILE-175
CYS-176
SER-177
ASN-178
ASN-179
PRO-180
THR-181
CYS-182
TRP-183
ALA-184

ILE-185
CYS-186
LYS-187
ARG-188

ILE-189

Isoforma 1
1.8701 + 0.2801
-0.2897 + 0.2553
0.9447 +0.1159
-5.7419 + 0.1762
-8.1603 + 0.2673
-4.0923 + 0.4056
-2.0256 £ 0.1201
-0.6824 + 0.1725
-4.1234 + 0.2983
0.6674 + 0.5490
1.9182 + 0.5178

-12.1521 + 0.3029
-8.2010 + 0.3595
-2.2557 + 0.0967
-15.2818 + 0.4819
-3.5873 £ 0.1999
-2.8991 + 0.0924
-3.4457 £+ 0.1741
-131.2469 + 1.1040
-148.4333 + 1.2962
-9.3482 £ 0.5784

Isoforma 2
1.7649 + 0.4070
-7.2147 + 0.3735

-10.2543 + 0.2120
-4.0441 + 0.0999
-3.4207 + 0.2438
-5.7096 + 0.2058

-16.8984 + 0.2085
-5.7819 + 0.2812
0.4673 £ 0.3103
-1.4640 + 0.4288
4.8710 + 0.3562
-7.1975 + 0.3002
-0.4593 + 0.2453
-1.2181 + 0.0637
-6.5006 + 0.3463
0.0794 + 0.0823
-0.6969 + 0.0643
-0.4510 + 0.0838

-123.4543 + 1.0765
-134.5803 + 0.7859

-15.2215 + 0.4525

Isoforma 3
0.9715 +0.3121
1.9111 + 0.0987
-0.3949 + 0.0887
-3.6055 + 0.2526
-4.6500 + 0.3328
-4.5199 + 0.3670
-6.6689 + 0.2916
-5.5699 + 0.2027
-2.8450 + 0.4695
-2.2376 + 0.4576
0.7820 + 0.3871
-7.2135 + 0.3648
-1.0103 £ 0.1700
-2.7764 + 0.1937

-11.0354 + 0.4415
-0.2626 £ 0.1174
-1.3479 £ 0.0815
-1.0937 £ 0.0621

-110.6768 + 1.1504
-139.9564 + 0.7784

-4.0811 + 0.6104

Isoforma 4
-2.5258 + 0.3799
-1.1376 + 0.0890

0.9631 + 0.0538
-0.6182 + 0.0565
-1.5093 + 0.1083
-0.6804 + 0.1696
-0.0353 + 0.0882
-0.6270 + 0.0966
0.4449 + 0.2325
2.8983 + 0.4072
-0.4731 £ 0.1567
-8.5086 + 0.1753
-0.8133 £ 0.1408
0.1855 + 0.0727
-11.0858 + 0.2938
-0.9192 + 0.1658
-1.4730 + 0.0693
0.1292 £ 0.1914

-102.8973 + 1.8372
-119.2138 + 0.9984

-1.2784 + 0.2141

Fonte: Elaborado pelo autor.
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E possivel observar que os residuos LYS-187 e ARG-188 se destacam por um
contribuicao significativa para a energia livre de ligacéo total. Vale lembrar que a ARG-
188 foi observada anteriormente por apresentar um alta porcentagem de persisténcia
de ligacdo de hidrogénio. Como os residuos de arginina e lisina sdo polares
carregados positivamente, isso caracteriza uma interacdo de carater eletrostatico com
os residuos acidos (4cido aspartico e glutdmico) da proteina, o que é possivel gracas
ao posicionamento do peptideo da G com suas extremidades interagindo com o N-

terminal do barril de hélices a de receptor celular.

TABELA 26: Valores de variagdo de energia livre de ligagao total para a interacao do peptideo da G
com as isoformas (1,2,3 e 4) calculados a partir das simulag6es de DM para os modelos estruturais dos
complexos obtidos pelos servidores ClusPro e HADDOCK.

Contribuic&o para AG} (kJ.mol™?) Contribuicéo para AG: (kJ.mol)
ClusPro HADDOCK
Isoforma 1 -753,239 + 4,763 -571,433 + 4,099
Isoforma 2 -642,646 + 5,437 -629,914 + 3,702
Isoforma 3 -604,597 + 7,896 -541,814 + 5,352
Isoforma 4 -733,115 + 6,432 -466,979 + 5,813

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 26 mostra a variacdo de energia livre de ligacédo total para a interacédo
das isoformas do CX3CR1 com o peptideo da G para as simulacdes de DM dos
modelos estruturais determinados pelo ClusPro e HADDOCK. A partir da Tabela 26 é
possivel notar que, para o modelo do ClusPro, a isoforma 1 apresenta uma maior
afinidade de ligacdo ao peptideo comparada com as demais isoformas do CX3CR1,
enquanto para o HADDOCK foi a isoforma 2. Por outro lado, a isoforma 3 para o
ClusPro e a isoforma 4 para o HADDOCK apresentaram 0s menores valores da
variacao da energia livre de ligacao total. Em um contexto em geral, levando em conta
0s modelos estruturais dos dois programas ClusPro e HADDOCK, as isoformas 1 e 2
apresentaram uma ligacdo mais favoravel com o peptideo da G (Tabela 26). Vale
salientar que como os modelos estruturais determinados pelo ClusPro apresentaram

variacbes de energia livre de ligacdo total mais favoraveis em comparacdo com 0s
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valores de energia determinados para os modelos do HADDOCK. Esse resultado
pode ser explicado devido a um maior enterramento do peptideo no barril de hélices

a do receptor celular determinado pelo ClusPro.

5 CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho com a utilizacdo de simulactes
computacionais contribuem para o entendimento da interagdo das isoformas do
receptor celular CX3CR1 com a regido conservadas de cisteinas do ectodominio da
proteina G do Virus Sincicial Respiratorio humano (hRSV) ajudando na compreenséao
de detalhes moleculares do processo de adesao virus/célula e também na busca de
candidatos antivirais que poderiam atuar como potenciais inibidores dessa interacao.
As predi¢cOes de estrutura tridimensional das isoformas do CX3CR1 calculadas no
presente trabalho se mostraram estaveis ao longo de 300 ns de simula¢des de DM,
indicando que a conformacao em barril de hélices alfas, como a estrutura de cristal do
receptor homdlogo US28 (PDB 4XT1), é a mais provavel para esse receptor celular.
O modelo estrutural de interacdo da regido conservada de cisteinas da proteina G
com as isoformas do CX3CR1 também se mostrou estavel em todas as simulacoes,
sugerindo que a proposta de orientacdo do loop entre as hélices alfas do peptideo em
direcéo a fita beta GLU-174—-GLY-177 (numeracao referente a isoforma 1) na cavidade
de ligacdo da porcdo N-terminal da proteina € aceitdvel e provavel de ocorrer
experimentalmente. Nesse contexto, os residuos LYS-171, GLY-177, TYR-179, GLN-
184 e ARG-272 da CX3CR1 (numeracéo referente a isoforma 1) destacam por sua
importancia para a estabilizacdo da interacdo com o peptideo, uma vez que participam
de ligac6es de hidrogénio, outra caracteristica observada sao os residuos do peptideo
da G, LYS-187 e ARG-188, os quais obtiveram a menor energia livre de ligagao dos
residuos do peptideo da G. Outro fator importante € as caracteristicas traduzidas pelo
RMSF e PCA, demonstrando como a ligacdo do peptideo no N-terminal do receptor
celular influencia o seu movimento, obtendo uma maior flexibilidade das regibes
terminais para as formas ligadas, indicando que o peptideo da G altera essas regioes.

Os célculos de energia livre de ligacdo destacaram um carater de carga positiva para
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0 peptideo, mostrando que os residuos que favorecem a interacdo do peptideo no
receptor celular sdo acidos, outro fator é a isoforma 1 tem maior favorecimento para o
peptideo da G, apresentando uma menor energia livre de ligacdo em torno de -700
KJ/mol. Vale mencionar que a configuracdo de interacdo do peptideo da G na
cavidade de ligagdo das isoformas € andloga a observada para a fractalcina
(CX3CL1), o parceiro biolégico do CX3CR1, com o receptor homélogo US28 (BURG
et al, 2015).

Os passos realizados neste trabalho servem como uma locomocéo para que
pesquisas sejam feitas em busca de farmacos que reduzam ou inibam a adesao do
Virus Sincicial Respiratério humano (hRSV) na célula do hospedeiro, ocasionando um
menor numero de enfermos e consequentemente um menor numero de

hospitalizacdes e de obitos.

121



6 REFERENCIAS

ARBIZA, J. et al. Genetic characterization of respiratory syncytial viruses isolated from
consecutive acute respiratory infections in a HIV infected child. Journal of Clinical
Virology, Amsterdam, v. 35, p. 41-45, 2006.

BAEK. M et al., “Accurate prediction of protein structures and interactions using a
three-track neural network,” Science, vol. 373, no. 6557, pp. 871-876, Aug. 2021, doi:
10.1126/SCIENCE.ABJ8754.

BAKER, N. A., SEPT, D., JOSEPH, S., HOLST, M. J., & McCAMMON, J. A. (2001).
Electrostatics of nanosystems: Application to microtubules and the ribosome.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
98(18), 10037—-10041. https://doi.org/10.1073/pnas.181342398

BERGER, OLIVER, O. EDHOLM and Fritz JAHNING. 1997. “Molecular Dynamics
Simulations of a Fluid Bilayer of Dipalmitoylphosphatidylcholine at Full Hydration,
Constant Pressure, and Constant Temperature.” Biophysical Journal 72 (5): 2002—-13.
https://doi.org/10.1016/S0006-3495(97)78845-3.

BOTOSSO, V. F.; ZANOTTO, P. M. A.; UEDA, M. et al. Positive selection results in
frequent reversible aminoacid replacements in the G protein gene on human
respiratory syncytial virus. PLoS Pathogens, San Francisco, v. 5, n. 1, p. faltam as
paginas, 2009.

BURG, J.S., INGRAM, J., VENKATAKRISHNAN, A.J., JUDE, K.M., DUKKIPATI, A,
et al Structural basis for chemokine recognition and activation of a viral G protein—
coupled receptor. SCIENCE sciencemag.org 6 MARCH 2015 « VOL 347 ISSUE 6226
(2015)

122


https://doi.org/10.1073/pnas.181342398

C. L. BROOKS lll, M. KARPLUS, B. M. PETTITT, Proteins: A theoretical perspective
of dynamics structure and Thermodynamics, Advances in chemical physics, John
Wiley & Sons, New York, 1988

CANE, P. A.; MATTHEWS, D. A.; PRINGLE, C. R. Identification of variable domains
of the attachment (G) protein of subgroup A respiratory syncytial viruses. Journal of
General Virology, London, v. 72, n. 9, p. 2091-2096, Sept. 1991.

CHARMM-GUI Input Generator for NAMD, GROMACS, AMBER, OpenMM, and
CHARMM/OpenMM Simulations using the CHARMM36 Additive Force Field. J. Chem.
Theory Comput. 12:405-413

CHIRKOVA, T et al. CX3CR1 is an important surface molecule for respiratory syncytial
virus infection in human airway epithelial cells. Journal of General Virology (2015), 96,
2543-2556

COLLINS, P.L & GRAHAM, B.S.Viral and Host Factors in Human Respiratory Syncytial
Virus Pathogenesis. Journal of virology, v. 82, n. 5, p. 2040-2055. 2008.

DELANO WL. 2002. The PyMOL Molecular Graphics System. DeLano Scientific, San
Carlos, California, USA, http://www.pymol.org.

DE SA. J.M., PILOTO, J.V,. CILLI, E.M,. TASIC, L., FOSSEY, M.A,. ALMEIDA, F.C.L,.
SOUZA, F.P,. CARUSO, I.P. (2020): Hesperetin targets the hydrophobic pocket of the
nucleoprotein/phosphoprotein binding site of human respiratory syncytial virus, Journal
of Biomolecular Structure and Dynamics, DOI: 10.1080/07391102.2020.1835717

DESTA IT, PORTER KA, XIA B, KOZAKQOV D, VAJDA S. Performance and Its Limits
in Rigid Body Protein-Protein Docking. Structure. 2020 Sep; 28 (9):1071-1081

DILBECK, CW and FINLAYSON-PITTS, B. J. s . (2013). Hydroxyl radical oxidation of
phospholipid-coated NaCl particles. Phys. Chem. Chem. Phys., 2013,15, 9833-9844
doi.org/10.1039/C3CP51237A.

123


http://dx.doi.org/10.1021/acs.jctc.5b00935
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jctc.5b00935
http://www.pymol.org/
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ABarbara%20J.%20Finlayson-Pitts
https://doi.org/10.1039/C3CP51237A

DOMINGUEZ, C., BOELENS, R. & BONVIN, A.M.J.J. HADDOCK: A proteinprotein
docking approach based on biochemical or biophysical information. J. Am. Chem. Soc.
125, 1731-1737 (2003).

ESWAR, N., JOHN, B., MIRKOVIC, N., FISER, A, ILYVIN, V. A., PIEPER, U, et al.
(2003). Tools for comparative protein structure modeling and analysis. Nucleic Acids
Research, 31(13), 3375-3380

FEDECHKIN, S.O., GEORGE, N.L., WOLFF, J.T., KAUVAR, L.M., DUBOIS, R.M.
Structure of antibody 2D10 bound to the central conserved region of RSV G (2017)
DOI: 10.2210/pdb5wn9/pdb

FERREIRA, L.G. et al. Molecular docking and structure-based drug design strategies.
Molecules v. 20, pp. 13384-13421, 2015. DOI: 10.3390/molecules200713384.

FRISCH, M.J.; TRUCKS, G.W.; SCHLEGEL, H.B.; SCUSERIA, G.E.; ROBB, M.A.; et
al..; Gaussian 09, Revision A.02. Gaussian Inc. Wallingford CT. Cheeseman, J.R,
20009.

GALLOUX, M.; TARUS, B.; BLAZEVIC, |.; FIX, J.; DUQUERROY, S.; ELEOUET, J.F.
Characterization of a Viral Phosphoprotein Binding Site on the Surface of the
Respiratory Syncytial Nucleoprotein. Journal of Virology, v. 86, p. 8375-8387, 2012.

GARCIA, O., MARTIN, M.; DOPAZO, ARBIZA, J.; FRABASILE, S.; RUSSI, J;
HORTAL, M; PEREZ-BRENA, P.; MARTINEZ, |.; GARCIA-BARRENO, B. J.
Evolutionary pattern of human respiratory syncytial virus (subgroup A): cocirculating
lineages and correlation of genetic and antigenic changes in the G glycoprotein.
Journal of Virology, Washington, v. 68, n. 9, p. 5448-5459, Sept. 1994.

124


http://dx.doi.org/10.2210/pdb5wn9/pdb

GILSON, M. K.; HONIG, B., Calculation of the total electrostatic energy of a
macromolecular system: solvation energies, binding energies, and conformational
analysis. Proteins 1988, 4, 7-18.

GROTEWOLD, E. The Science of Flavonoids, New York: Springer, 2006.

HALL, C. B.; WEINBERG, G. A.; IWANE, M. K.; BLUMKIN, A. K.; EDWARDS, K. M.;
STAAT, M. A.; AUINGER, P.; GRIFFIN, M. R.; POHLING, K. A.; ERDMAN, D.;
GRIJALVA, C. G.; ZHU Y.; SZILAGYI P. The burden of respiratory syncytial virus
infection in young children. N. Engl. J. Med., v. 360, p. 588-598, 2009.

HOGAN, C.A., CAYA, C., PAPENBURG, J. Rapid and simple molecular tests for the
detection of respiratory syncytial virus: a review. Expert Review of Molecular
Diagnostics, 18(7), pp. 617-629. 2018. http://www.rcsb.org/pdb/

HOMEYER, N.; GOHLKE, H., Free Energy Calculations by the Molecular Mechanics
Poisson—Boltzmann Surface Area Method. Mol. Inform. 2012, 31, 114-122.

JORGENSEN, WILLIAN L.; CHANDRASEKHAR, J; MADURA, JEFFRY D.; IMPERY,
ROGER W.; KLEIN, M. L. Journal of Chemical Physics (1983), 79 (2), 926-
35CODEN: JCPSAG; ISSN:0021-9606.

JOHNSON, P. R.; SPRIGGS, M. K.; OLMSTED, R. A.; COLLINS, P. L. The G
glycoprotein of human respiratory syncytial viruses of subgroups A and B: extensive
sequence divergence between antigenically related proteins. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, Washington, v. 84, n.
16, p.5625-5629, Aug. 1987.

JO, S.,KIM, T. IYER, V.G., and W. IM (2008) CHARMM-GUI: A Web-based Graphical
User Interface for CHARMM. J. Comput. Chem. 29:1859-1865

125


http://www.rcsb.org/pdb/

KOZAKOV D, HALL DR, Xia B, PORTER KA, PADHORNY D, YUEH C, BEGLOV D,
VAJDA S. The ClusPro web server for protein-protein docking. Nature Protocols. 2017
Feb;12(2):255-278.

KOZAKOV D, BRENKE R, COMEAU SR, VAIJDA S. PIPER: an FFT-based protein
docking program with pairwise potentials. Proteins. 2006; 65:392-406. [PubMed:
16933295]

KUMARI, R.; KUMAR, R.; OSSD Consotium.; Lynn, A. g_mmpbsa - A GROMACS tool
for highthroughput MM-PBSA Calculations;J. Chem. Inf.model, 2014

HOMEYER, N.; GOHLKE, H., Free Energy Calculations by the Molecular Mechanics
Poisson—Boltzmann Surface Area Method. Mol. Inform. 2012, 31, 114-122.
HONORATO, R.V., KOUKQOS, P.I., IMENEZ-GARCIA, B., TSAREGORODTSEV, A.,
VERLATO, M., GIACHETTI, A., A. ROSATO and A.M.J.J. BONVIN (2021). "Structural
biology in the clouds: The WeNMR-EOSC Ecosystem." Frontiers Mol. Biosci., 8,
fmolb.2021.729513.

KATCHALSKI-KATZIR E, et al. Molecular surface recognition: determination of
geometric fit between proteins and their ligands by correlation techniques. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1992; 89:2195-2199. [PubMed: 1549581]

KELLEY LA et al. The Phyre2 web portal for protein modeling, prediction and analysis
Nature Protocols 10, 845-858 (2015)

KOZAKQV D, HALL DR, XIA B, PORTER KA, PADHORNY D, YUEH C, BEGLOV D,
VAJDA S. The ClusPro web server for protein-protein docking. Nature Protocols. 2017
Feb;12(2):255-278.

KOZAKQV D, BEGLOV D, BOHNUUD T, MOTARELLA S, XIA B, HALL DR, VAJDA,
S. How good is automated protein docking? Proteins: Structure, Function, and
Bioinformatics. 2013 Dec; 81(12):2159-66.

126



KUMARI, R., KUMAR, R., & LYNN, A, (2014). G-mmpbsa -A GROMACS tool for high-
throughput MM-PBSA calculations. Journal of Chemical Information and Modeling,
54(7), 1951-1962

KUMARI, R.; KUMAR, R.; OSSD Consotium.; Lynn, A. g_mmpbsa - A GROMACS tool
for highthroughput MM-PBSA Calculations;J. Chem. Inf.model, 2014

LEVINE S.; KLAIBER-FRANCO, R.; PARADISO, P. R. Demonstration that
glycoprotein G is the attachment protein of respiratory syncytial virus. Journal of
General Virology, London, v. 68, n. 9, p. 2521-2524, Sept. 1987.

LIU C.; DAY, N. D.; BRANIGAN, P.; GUTSHALL, L. L.; SARISKY, R. T.; DEL
VECCHIO, A. M. Relationship between the loss of neutralizing antibody binding and

fusion activity of the F protein of human respiratory syncytial virus. Virol. J., v. 4, 2007.

MALDE, A. K., ZUO, L., BREEZE, M., STROET, M., POGER, D., NAIR, P. C,,
OOSTENBRINK, C., & MARK, A. E. (2011). An automated force field topology builder
(ATB) and repository: Version 1.0. J Chem Theory Comput, 7(12), 4026—4037.
https://doi.org/10.1021/ct200196m

MENG, X.; ZHANG, H,; MEZEI, M.; CUI, M. Molecular Docking: A powerful approach
for structure-based drug discovery, Curr Comput Aided Drug Des. 2011, 7(2): 146-157

MORRIS, G. M.; LIM-WILBY, M. Molecular Docking, Methods Mol Biol. 2008; 443:
365-382, Springer. 10.1007/978-1-59745-177-2_19

MORRIS, J.A., BLOUNT JR, R.E SAVAGE Recovery of cytopathogenic agente from
chimpanzees with goryza. Proceedings of the Society for Experimental Biology and
Medicine, 92(3), pp. 544-549. 1956.

127


http://link.springer.com/protocol/10.1007%2F978-1-59745-177-2_19

MEISSNER, H. C. et al. Revised indications for the use of palivizumab and respiratory
syncytial virus immune globulin intravenous for the prevention of respiratory syncytial
virus infections. Pediatrics, v. 112, p. 1447-1452, Dec. 2003.

MOHAMED.OUIZOUGUN OUBARIETAL,; A Druggable Pocketatthe
Nucleocapsid/Phosphoprotein Interaction Site of Human Respiratory Syncytial Virus
November 2015 Volume 89 Number 21.

NOKES, J. D.; CANE, P. A. New strategies for control of respiratory syncytial virus
infection: review. Current Opinion of Infectious Diseases, Philadelphia, v. 21, n. 6, p.
639- 643, Dec. 2008.

SCHMID, N., EICHENBERGER, A. P., CHOUTKO, A., RINIKER, S., WINGER, M.,
MARK, A. E., & Van GUNSTEREN, W. F. (2011). Definition and testing of the
GROMOS force-field versions 54A7 and 54B7. European Biophysics Journal: Ebj,
40(7), 843-856. https://doi.org/10.1007/s00249-011-0700- 9

OLSSON, M. H. M., SONDERGARD, C. R., ROSTKOWSK, M., & JENSEN, J. H.
(2011).

PEREZ, M., GARCIA-BARRENO, B., MELERO, J.A., CARRASCO, L., and GUINEA,
R. (1997). Membrane Permeability Changes Induced inEscherichia coliby the SH
Protein of Human Respiratory Syncytial Virus. Virology 235, 342-351.

PROPKAS3: Consistent treatment of internal and surface residues in empirical pKa

predictions. Journal of Chemical Theory and Computation, 7(2), 525-537.

OLUND, M. R.; LINDELL, A. T. ; STENLER, S.; RIEDEL, H. M; WIRGART, B. Z;
GRILLNER. L. Molecular epidemiology and genetic variability of respiratory syncytial
virus (RSV) in Stockholm, 2002-2003. Journal of Medical Virology, New York, v. 80,
n. 1, p. 159-167, Jan. 2008.

128



OTHUMPANGAT, S.; GIBSON, L. F.; SAMSELL, L.; PIEDIMONTE, G. NGF is
essential survival factor for bronchial epithelial cells during respiratory syncytial virus
infection. PLoS ONE, v. 04, p. 1-13, 2009.

RAMACHANDRAN, G. N.; SASISEKHARAN, V.; Conformation of polypeptides and
proteins. Advances in Protein Chemistry, New York, v. 23, p. 283-487, 1968.

REED, J.L., WELLIVER, T.P., SIMS, G.P., MCKINNEY, L., VELOZO, L., AVENDANO,
L., HINTZ, K., LUMA, J., COYLE, A.J., and WELLIVER, R.C., Sr. (2009). Innate
immune signals modulate antiviral and polyreactive antibody responses during severe
respiratory syncytial virus infection. J. Infect. Dis. 199, 1128-1138.

RICCETTO, A. G. L.; SILVA, L. H. A;; SPILKI, F. R.; MORCILLO, A. M.; ARNS, C. W,;
BARACAT, E. C. E. Genotypes and clinical data of respiratory syncytial virus and
metapneumovirus in brazilian infants: A new perspective. Braz. J. Infect. Dis., v. 13, n.
1, p 35-39, 2009.

SABINO, F. No fim da Certo, 1998, p. 7.

SENIOR, A.W., EVANS, R., JUMPER, J. et al. Improved protein structure prediction
using potentials from deep learning. Nature 577, 706-710 (2020).
https://doi.org/10.1038/s41586-019-1923-7

SIT, A. Solving distance geometry problems for protein structure determination. Tese

(Doutorado) — lowa State University, 2010.

SHI, T., MCALLISTER, D. A., OBRIEN, K. L., SIMOES, E. A. F.,, MADHI, S. A,
GESSNER, B. D., et al. (2017). Global, regional, and national disease burden
estimates of acute lower respiratory infections due to respiratory syncytial virus in
young children in 2015: a systematic review and modelling study. The Lancet,
390(10098), 946—-958, 2017.

129



SODING, J. (2005). Protein homology detection by HMM-HMM comparison.
Bioinformatics, 21(7), 951-960.

SULLENDER, W. M. Respiratory syncytial virus genetic and antigenic diversity.
Clinical Microbiology Review, Washington, v. 13, n. 1, p. 1-15, Jan. 2000.

TRAN, T. L., CASTAGNE, N., BHELLA, D., VARELA, P. F., BERNARD, J.,
CHILMONCZYK, S.,

WALLACE, A. C., LASKOWSK, R. A., & THORNTHON, J. M. (1995). LIGPLOT: A
Program to Generate Schematic Diagrams of Protein-Ligand Interactions. Protein
Engineering, 8(2), 127-134.

VAJDA S, YUEH C, BEGLOV D, BOHNUUD T, MOTARELLA SE, XIA B, HALL DR,
KOZAKOV D. New additions to the ClusPro server motivated by CAPRI. Proteins:
Structure, Function, and Bioinformatics. 2017 Mar; 85(3):435-444.

de VRIES, S.J.,van DIJK, A.D.J. & BONVIN, A.M.J.J. WHISCY: What information does
surface conservation yield? Application to data-driven docking. Proteins 63, 479-489
(2006).

de VRIES, S.J. & BONVIN, A.M. How proteins get in touch: interface prediction in the
study of biomolecular complexes. Curr. Protein Pept. Sci. 9, 394-406 (2008).

de VRIES, S.J. et al. HADDOCK versus HADDOCK: new features and performance
of HADDOCK?2.0 on the CAPRI targets. Proteins (2007).

G.C.P VAN ZUNDERT, J.P.G.L.M. RODRIGUES, M. TRELLET, C. SCHMITZ, P.L.
KASTRITIS, E. KARACA, A.S.J. MELQUIOND, M. van DIJK, S.J. de VRIES and
A.M.J.J. BONVIN (2016). "The HADDOCK?2.2 webserver: User-friendly integrative
modeling of biomolecular complexes." J. Mol. Biol., 428, 720-725 (2015).

WELLIVER, T.P., GAROFALO, R.P., HOSAKOTE, Y., HINTZ, K.H., AVENDANO, L.,
SANCHEZ, K., VELOSO, L., JAFRI, H., CHAVEZ-BUENO, S., OGRA, P.L,, et al.

130



Severe human lower respiratory tract illness caused by respiratory syncytial virus and
influenza virus is characterized by the absence of pulmonary cytotoxic lymphocyte
responses. J. Infect. Dis. 195, 1126-1136, 2007

W. F. van GUNSTEREN, H. J. C. BERENDSEN, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 29
(1990) 992.

W. F. van GUNSTEREN, H. J. C. BERENDSEN, Groningen Molecular Simulation
(GROMOS) Library Manual, Biomos, Groningen, The Netherlands, 1987.

YE, X; IWUCHUKWU, O.P.; AVADHANULA, V.; AIDEYAN, L.O.; MCBRIDE, T.J;
FERLIC-STARK, L.L.; PATEL, K.D.; PIEDRA, F.A.; SHAH, D.P.; CHEMALY, R.F.;
PIEDRA, P.A. Antigenic Site-Specific Competitive Antibody Responses to the Fusion
Protein of Respiratory Syncytial Virus Were Associated With Viral Clearance in
Hematopoietic Cell Transplantation Adults. Front Immunol,v. Mar 29, p-10:706, 2019.

YANG, J., YAN, R., ROY, A, XU, D., POISSON, J., ZHANG, Y. The I-TASSER Suite:
Protein structure and function prediction. Nature Methods, 12: 7-8 (2015)

YANG, J., ANISHCHENKQO, I., PARK, H., PENG, Z., OVCHINNIKOQOV, S., BAKER, D.
Improved protein structure prediction using predicted interresidue orientations. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 117, 1496-1503 (2020).

YERSHOVA A, JAIN S, LAVALLE SM, MITCHELL JC. Generating Uniform
Incremental Grids on SO(3) Using the Hopf Fibration. Int J Robot Res. 2010; 29:801—
812.

YUNTA, M.J.R. Docking and ligand binding affinity: uses and pitfalls. American Journal
of Modeling and Optimization v. 4, n.3, pp. 74-114, 2016. DOI: 10.12691/ajmo-4-3-2 .

ZHANG, W., CHOI, Y., HAYNES, L.M., HARCOUT, J.L., ANDERSON, L.J., JONES,
L.P and TRIPP, R.A (2010). Vaccination To Induce Antibodies Blocking the CX3C-
CX3CRL1 Interaction of Respiratory Syncytial Virus G Protein Reduces Pulmonary

131



Inflammation and Virus Replication in Mice journal of virology, p. 1148-1157 Vol. 84,
No. 2 doi:10.1128/JVI1.01755-09

ZHIVAKI, D., LEMOINE, S., LIM, A., MORVA, A, et al (2017). Respiratory Syncytial
Virus Infects Regulatory B Cells in Human Neonates via Chemokine Receptor
CX3CR1 and Promotes Lung Disease Severity. Immunity 46, 301-314.
http://dx.doi.org/10.1016/j.immuni.2017.01.010

132


http://dx.doi.org/10.1016/j.immuni.2017.01.010

