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Resumo

O virus influenza é responsavel por varios surtos de gripe a nivel mundial, como
o recente surto causado pelo HIN1. A infecdo comega com a ligacdo da proteina
Hemaglutinina (HA) do envelope viral ao acido sidlico presente na membrana das células
epiteliais do trato respiratério. O virus é entdo internalizado por endocitose. No
endossoma a diminuicdo de pH provoca alteracdes conformacionais da HA, levando por
ultimo a fusdao das membranas.

Neste trabalho reportamos um estudo de simulacdo molecular tanto da
proteina HA, como também de dois péptidos especificos. O péptido de fusdo (PF), que
apresenta propriedades fuségenicas in vitro, sendo considerado o principal responsavel
pela fusdo das membranas. E o péptido transmembranar (PT), responsavel pela ligacdo
da hemaglutinina ao envelope viral, que ndo possui estrutura conhecida, tanto a pH
neutro como a pH de fusdo. Nos estudos dos péptidos foram utilizados dois campos de
forca e niveis de detalhe distintos. Um campo de forg¢as coarse-grain (MARTINI), mais
rapido mas com menos detalhe, foi utilizado para simular a assemblagem do sistema e
um campo de forc¢as united-atom (GROMOS 54A7) para simular os resultados obtidos
com um detalhe superior. Nos estudos da HA foi utilizado apenas o campo de forcas
coarse-grain, com a modificacdo para incluir redes elasticas (ELNEDIN).

Com este estudo apresentamos estruturas, e algumas variagdes, para ambos
os péptidos numa bicamada composta por 128 moleculas de dimiristoilfosfatidilcolina
(DMPC). No caso do PT foi a primeira estrutura obtida com o C-terminal completo (46
residuos) e também do subtipo H3. Foram ainda calculados os angulos de inclinacdo e a
posicao, de cada residuo, na membrana para ambos os péptidos estudados. No caso da
HA o resultado principal foi o esclarecimento dos locais de contacto preferenciais entre
esta e os lipidos (DMPC). Observou-se que, para além do dominio transmembranar,
também existem residuos a volta do local de ligacdo ao acido sidlico com afinidade para

o DMPC.
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Abstract

The influenza virus (IV) is responsible for worldwide flu outbreaks like the recent
one due to HIN1. Infection starts with the binding of the membrane-bound virus
Hemagglutinin (HA) to sialic acid at the surface of membranes from epithelial cells of the
respiratory tract. The virus is then internalized into an endosome, where the low pH

triggers conformational changes in HA, ultimately leading to membrane fusion.

Here we report a molecular simulation study, not only of the HA, but also of two
specific peptides. The fusion peptide (FP), which has fusogenic properties in vitro, and is
considered to have a main role in the membrane fusion process. And the
transmembrane peptide (TP), responsible for the connection between HA and the viral
envelope, which has no known structure. We used a multi-scale approach in the studies
with the peptides, by using two different force-fields with different levels of detail; a
coarse-grain force field (MARTINI), which is faster but with less detail, to study the self-
assembling of the system, and an united-atom force-field (GROMQOS 54A7), to study with
more detail the results obtained using the MARTINI force-field. In the whole HA studies,
we used the coarse-grain force-field only, but with the modification to include elastic

networks (ELNEDIN).

With this work we found some preferential structures and some variations, for
both fusion and transmembrane peptides, in a bilayer composed by 128 molecules of
dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC). It is the first structure of the TP obtained with
the complete C-terminus (46 residues) and also for the subtype H3. The tilt angles and
the membrane position, of each residue, of both peptides studied were also calculated.
In the case of the HA, the main result was to find that main sites of contact between this
protein with lipids (DMPC). We found that apart from the transmembrane domain, the

residues around the sialic acid binding site have also affinity to the DMPC lipids.

Key words: Influenza virus, Hemagglutinin, Molecular dynamics, MARTINI
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1. Introduc¢ao

1.1. Virus Influenza

O Virus Influenza (VI), mais conhecido por virus da gripe, é responsavel por
infecdes que ocorrem sazonalmente, provocando normalmente febre, tosse, dor
corporal e corrimento nasal [Luo 2012]. Podem, no entanto ocorrer epidemias que
provocam complicacbes respiratdrias/pulmonares graves, levando inclusivamente a
morte. O VI apresenta uma mortalidade particularmente elevada em individuos com
certas condicdes médicas de alto risco, incluindo imunodeficientes, disfuncdes renais,
problemas cardiovasculares e pulmonares como a asma, ou mesmo criangas saudaveis

com uma idade inferior a dois anos [Treanor 2012].

O VI faz parte da familia Orthomyxoviridae que inclui 5 géneros: Influenzavirus
A, influenzavirus B, influenzavirus C, Isavirus e Thogotovirus. O VI é dividido entdo em
trés tipos: A, Be C. Os VI do tipo B e C sdo menos comuns e causam efeitos mais suaves
que o tipo A. Para além destes dois apenas infetarem mamiferos, ndo existem subtipos
destes virus e nao causam pandemias. A maior diferenga entre os VI do tipo C e o tipo A
ou B é a glicoproteina na superficie viral. O VI do tipo C contém apenas uma
glicoproteina em contraste com os outros tipos que possuem duas. Esta proteina possui
uma estrutura semelhante a hemaglutinina, mas além da atividade da hemaglutinina
também apresenta atividade da neuramidase. Na verdade a proteina hemaglutinina dos
tipos A e B tém um dominio que possui semelhancas a um centro ativo com funcdo de

esterase, sugerindo que esses dois tipos tiveram como antepassado o tipo C [Luo 2012].

No decorrer desta dissertacdo sera tratado o VI do tipo A, exceto se for referido
especificamente o tipo. Ao contrario dos outros tipos, o principal organismo alvo do tipo
A sdo as aves, mas os humanos, porcos, cavalos e mamiferos aquaticos (por exemplo

focas) também podem ser infetados [Treanor 2012].

O VI é constituido por um envelope derivado da membrana celular do

hospedeiro apresentando um didametro entre 80-120nm. Por debaixo da membrana



existe uma camada proteica formada pela proteina matriz (M1). Estas duas camadas
criam uma barreira que protege os oito segmentos de RNA de cadeia simples, num total
de 10-14k par de bases, que codificam para 10 proteinas: trés subunidades (PA, PB1 e
PB2) da RNA polimerase dependente de RNA especifica de virus; duas glicoproteinas de
membrana, a hemaglutinina (HA) e a neuramidase (NA); nucleoproteina (NNP), proteina
matriz (M1) que forma a estrutura do virido, o canal de protées M2 e duas proteinas nao
estruturais NS1 e NS2, esta ultima também conhecida como proteina exportadora do

nucleo [Luo 2012].

A nomenclatura dos virus influenza inclui o tipo de virus, o local do primeiro
isolamento do virus, nimero da estirpe e o ano do seu isolamento. Por exemplo, o VI
A/aichi/2/68 é do tipo A, da segunda estirpe isolada no Japdo, o local Aichi e no ano
1968. Dentro do tipo A existe ainda outra forma de nomenclatura onde os virus sao
divididos pelos subtipos das suas duas proteinas membranares, a hemaglutinina (H ou
HA) e a neuramidase (N ou NA). Por exemplo, o H3N2 é um VI do tipo A com

hemaglutinina do subtipo H3 e neuramidase do subtipo N2 [Treanor 2012].

A entrada do VI nas células do hospedeiro pode ser resumida em quatro passos:
i) A particula viral por intermédio da HA liga-se ao seu recetor que se encontra a
superficie das células do hospedeiro; ii) A associacdo do virus a membrana induz a
endocitose do virus por esta, gerando um endossoma com o virus no interior; iii) O
endossoma é translocado para o centro da célula, onde a diminuicdo do pH provoca
alteragcbes conformacionais na HA e iv) Fusdo entre a membrana do endossoma e o
envelope viral por intermédio de varias hemaglutininas. Deste modo as proteinas e os
segmentos de RNA s3do libertados para o interior da célula do hospedeiro. Ao contrario
da maioria de virus de cadeia de RNA simples, a transcricdao do RNA viral para mRNA sé

ocorre no nucleo, dando entdo inicio a replicacdo viral [Luo 2012].

A HA possui um papel direto na entrada do VI na célula, e como se encontra na
superficie do envelope viral é um dos alvos do sistema imunitdrio do hospedeiro.
Contudo, visto que a transcriptase de RNA possui uma taxa de erro alta, durante a
replicacdo formam-se iniUmeras variantes da HA, podendo no processo ser sintetizada

uma hemaglutinina para a qual ndo se tém imunidade devido a variacdes antigénicas.



Este processo, que também ocorre na NA, designa-se por derivacdo antigénica
(antigenic drift) e é a causa para que aparegam, todos 0s anos, novas estirpes circulantes
de gripe sazonal [Luo 2012, Treonor 2012]. Estas alteracGes ddo se maioritariamente a
superficie da molécula onde os anticorpos interagem, exceto no local de ligacdo ao
recetor, o péptido de fusdo e os aminoacidos da bolsa onde este estd inserido, que sdo

locais com residuos conservados [Wilson 1981].

O fendmeno de derivagdo antigénica pode ser repetido sucessivamente
provocando vdrias epidemias por parte do virus influenza mas, no entanto, ao final de
10-30 anos a imunidade na populagdo a certo subtipo é alta. A existéncia de um genoma
segmentado e coinfeccdo torna possivel a troca de segmentos entre os diferentes virus,
num processo designado por recombinacgdo/rearranjo. A variacdo neste caso é muito
superior, designando-se por mudanca antigénica (antigenic shift). Este processo ocorre
com uma maior facilidade em organismos que possuam tanto os recetores dos VI das
aves como dos VI dos humanos como, por exemplo, os porcos. E um facto que a
hemaglutinina é um passo crucial para a entrada do virus na célula devido a sua ligacdo
ao recetor, fator este que controla a transmissao entre espécies, mas outros genes sao
importantes, por exemplo, na replicacdo. Portanto a juncdo de uma nova HA provinda
do VI das aves, ao qual ndo existe imunidade, com outros genes do VI dos humanos
potencia uma maior patogenicidade, sobretudo se o virus for capaz de propagar

contagios entre humanos [Luo 2012, Treonor 2012].

Um desses casos foi o recente surto de HIN1 em 2009, também conhecida por
gripe A, que possui sequéncias genéticas do VI dos humanos, das aves e dos porcos. Teve
inicio nos finais de margo/inicios de abril no México e EUA, propagando-se globalmente
devido ao fluxo de pessoas entre esses e outros paises. Estima-se que o nimero de
mortes tenha sido aproximadamente 280 mil em todo o mundo. Mesmo parecendo um
numero elevado, este ndo é superior ao niumero de casos de morte que ocorrem
sazonalmente pelo VI [Smith 2009, Dawood 2012]. Em contrapartida o mesmo virus
(HIN1) provocou a maior pandemia da histéria moderna em 1918-1920, também
conhecida como gripe espanhola, matando milhdes de pessoas, numero superior as

vitimas da primeira guerra mundial. Ndo se sabe ao certo o numero exato de mortes,



mas uma contagem realizada em 2002 sugeriu mortes na ordem dos 50 milhdes,

podendo mesmo este valor estar subestimado até 200% [Jonhson 2002].

A gripe asiatica de 1957-58 foi provocada por um VI do subtipo H2N2 que foi
criado pela recombinacdo entre dois virus, contendo os genes HA, a NA e a polimerase
basica | (PBI) do VI das aves H2N2 e os restantes genes do VI dos humanos HIN1. Esta
epidemia provocou muito menos mortes que a sua antecessora: 1-4 milhdes de mortes.
Este subtipo circulou na populagdo humana durante cerca de 10 anos até sofrer uma
recombinacdo para o subtipo H3, recebendo os genes da HA e PBI deste, e os restantes
seis genes da estirpe anterior H2N2. Este subtipo (H3N2) para o qual os humanos ainda
ndo tinham imunidade provocou outra epidemia em 1968-1969, conhecida como gripe

de Hong Kong, causando também cerca de um milhdo de mortes. [Lindstorm 2004].

A substituicdo no residuo de aminodcido 225, uma Gly, do virus H3N2 de 1968
para Asp em 2004 e depois para Asn em 2005, provocou uma diminuicdo progressiva na
patogenicidade deste. Mesmo continuando a ocorrer infe¢des, como por exemplo na
América do Norte em 2010/2011 ou na Europa em 2011/2012, estas ndo possuem a
mesma severidade que as epidemias dos anos 1968,1989,1994 e 1999. Provavelmente

este facto deve-se as interagdes que este residuo possui com o recetor [Lin 2012].

Estes virus relatados anteriormente possuem hemaglutininas do subtipo H1, H2
e H3 que sdo os unicos subtipos de HA que existem no VI dos humanos. Até 1977,
pensava-se que os humanos apenas podiam ser infetados por esses subtipos, sendo que
os restantes infetavam as aves. No entanto nesse ano uma crianga morreu em Hong
Kong por um VI do subtipo H5 (H5N1) mostrando que podem ocorrer “saltos” de
contdgio entre aves e humanos [Mandell 2010]. Existiram também casos de infe¢des do
VI com uma HA do subtipo H7 (H7N7), sendo que em 2003, na Holanda, ocorreu um caso
de morte dentro dos varios individuos infetados [Fouchier 2004]. Em 2013 ocorreu um
novo surto, neste caso do subtipo H7N9, com inicio na China, onde até finais de junho
verificaram-se 40 casos de morte [To 2013]. Embora o VI do subtipo H9, nomeadamente
HIN2, ndo ter provocado ainda nenhuma morte, ja ocorreram até a data, pelo menos,
infecdes em trés criancas em Hong Kong. Mesmo sendo um VI de aves com uma

patogenicidade reduzida, possui caracteristicas como uma grande circulagdo nos



aviarios e pode mostrar, daqui a alguns anos, uma alta patogenicidade como os VI

referidos anteriormente [Song 2011].

Como se pode observar o VI continua ativo e com uma grande capacidade de
recombinacdo, originando regularmente novas estirpes muito patogénicas, capazes de
causar a morte aos individuos infetados. Posto isto torna-se clara a necessidade de se
perceber o mecanismo de fusdo, que é geral em todos os virus influenza do tipo A, para

gue se possa atuar a esse nivel.

1.2. Hemaglutinina

A hemaglutinina do virus influenza foi a primeira proteina ligante a glicidos (PLG)
de micro-organismos a ser identificada, sendo-o nos anos 50, por Alfred Gottschalk. O
nome hemaglutinina provém da sua habilidade em agregar eritrdcitos, processo
designado por hemaglutinacdo, devido a ligacdo da hemaglutinina aos acidos sialicos

existentes na superficie da membrana dos eritrécitos [Varki 2009].

A HA é uma glicoproteina ancorada ao envelope membranar do virus influenza
constituida por trés subunidades iguais, as quais se dividem em duas subunidades
diferentes (HA1 e HA2) ligadas por uma ponte persulfureto (figura 1), ou seja, é um
homotrimero de heterodimeros. Cada monémero, de aproximadamente 550 residuos,
pode ser dividido em trés regides: cerca de 510 constituem o ectodominio, 27 o dominio
transmembranar e 10-11 residuos (na zona do C-terminal) o dominio intraviral. A sua
estrutura foi determinada em 1981 utilizando a protease bromelaina, que hidrolisa os
ultimos 46 residuos da HA, que compreendem o dominio transmembranar, gerando-se
assim uma proteina soluvel. Em contrapartida a estrutura desses 46 residuos da HA é

ainda desconhecida [Wilson 1981, Dopheide 1981].

Esta proteina é facilmente reconhecida em microscopia eletrénica devido a sua
forma em pico na superficie do envelope viral com dimensées de 4 nm de largura por

14 nm de comprimento [Harris 2006].



Figura 1 — Estrutura cristalografica da hemaglutinina (PDB ID - 3VUN), representado em cartoon, com uma
cor diferente para cada subunidade: Verde, vermelho e azul para as HA2 e amarelo, ciano e magenta para
a HAL. Estrutura da parte transmembranar é apenas uma hipotese figurativa.

A HA2 forma o centro e a base da proteina, formando uma coiled-coil entre os
trés mondmeros, o que lhe proporciona a sua estrutura em bastdo, caracteristica esta
das proteinas de fusdo do tipo I. No N-terminal da HA2 encontra-se o péptido de fusdo
hidrofébico resguardado no interior de uma cavidade formada entre as diferentes
subunidades e mondmeros. De seguida e apds os residuos que formam uma folha beta
com a HA1 temos uma estrutura hélice-loop-hélice que forma a ja descrita coiled-coil. O
loop entre as hélices é designado por péptido dobradica, devido as alteragdes

conformacionais que sofre a pH baixo [Chen 1999].



A HA1 é constituida em grande parte pela parte superior da HA, regido globular
marcada maioritariamente pelo barril de folhas beta e o local de ligagao ao recetor. A
HA1 é estabilizada pelas interacdes entre mondmeros, principalmente por pontes
salinas [Huang 2002, Xu 2011]. Os primeiros 18 residuos da HA1 (zona inferior da HA1)
formam uma folha beta tanto com residuos da regido N-terminal como também da
regidao C-terminal da HA2, sendo um fator de estabilidade das duas subunidades, apenas

ligadas por uma ponte persulfureto.

Por fim no C-terminal encontra-se o dominio transmembranar e o dominio
intraviral, também referido como cauda citoplasmatica, que ndo possuem estrutura

tridimensional conhecida.

Para além da ponte persulfureto que liga as duas subunidades HA1 e HA2,
existem mais 5 pontes conservadas, sugerindo um possivel papel na fungdo/estrutura,

bem como no folding da hemaglutinina.

A hemaglutinina é glicosilada em 3-10 locais, dependendo da estirpe do virus,
aquando do seu transporte do reticulo endoplasmdtico para a membrana celular
[Gamblin 2004]. As glicosilacdes possuem um papel importante, tanto no folding
através do recrutamento de chaperones, como também um efeito na afinidade da HA
para com os diferentes recetores. Por exemplo, remover a glicosilagdo no residuo
Asn158 altera drasticamente a afinidade para com um determinado recetor [Wang

2007].

Existem 16 subtipos diferentes de hemaglutinina, os quais sao classificados
consoante o antissoro que inibe um determinado subtipo. Mesmo sendo a estrutura
qguaterndria da hemaglutinina idéntica entre os diferentes subtipos, estes apresentam
uma similaridade de 30-70% [Nobusawa 1991, Luo 2012]. As diferencas ocorrem
maioritariamente nos loops da superficie da regidao globular da HA1 onde ocorre a maior
variacdo antigénica sem afetar a entrada do virus. Ocorrem também no local de ligacao,
variando a afinidade para os diferentes recetores do hospedeiro. No decorrer desta
dissertacdo iremos apenas focarmos no subtipo H3 utilizado neste trabalho, a ndo ser
que seja referido explicitamente o subtipo, como ocorrera nos estudos feitos sobre o

péptido de fusdo.



1.3. Ciclo de vida do virus

A hemaglutinina percursora é sintetizada ao nivel do reticulo endoplasmatico,

sendo encaminhada para a membrana do hospedeiro através do complexo de Golgi e

vesiculas secretérias. O virus adquire o envelope lipidico através da gemulacdo, ou seja

através da formacdo de protuberancias, da membrana apical de células infetadas. E na

superficie da membrana que as proteinas sdo reunidas num processo designado por
“" M~ ” ~

reunido” (assembly), onde a NA, a HA e a M2 sdo concentradas na membrana e

incorporadas no envelope viral.

As hemaglutininas, nas células do hospedeiro, reinem-se em jangadas lipidicas
devido a zona transmembranar, principalmente devido a palmitoilacdo da cauda
citoplasmadtica [Scheiffele 1997]. Muta¢bGes pontuais ou proteinas quimeras podem
originar diferentes particdes para esses microdominios insoluveis em detergentes
[Scheiffele 1997, Melikyan 1999]. Este fator aumenta a probabilidade das
hemaglutininas se reunirem na mesma regidao da membrana da célula do hospedeiro,

aquando do processo de gemulacao.

1.3.1. Clivagem da hemaglutinina precursora (HAO)

A hemaglutinina é traduzida como uma Unica molécula precursora (HAQ), com
550 residuos, que se associa de seguida a outras duas moléculas iguais, formando um
trimero. Essa estrutura mantém-se até a hemaglutinina ser transferida para a superficie
membranar. No exterior do envelope a HA sé se torna ativa apds ser clivada por
endoproteases de serina do tipo tripsina, entre o residuo 328 e 329, resultando nas
subunidades HA1 e HA2. No caso especifico das HA do subtipo H1, H2 e H3 que infetam
humanos o enzima candidato é a triptase Clara extracelular, produzida nas células Clara
do epitélio bronquiolar ou na mucosa gastrointestinal. Este enzima reconhece um local
especifico (Q/E-X-R) normalmente constituido por um Unico residuo basico (usualmente
arginina) [Taubengerger 1998]. Contudo, o enzima responsavel pode provir de bactérias
ou por respostas imunitarias, o que pode explicar o aumento da severidade da doenca

aquando de coinfec¢des [Zambon 2001].



Utilizando a mutagao R329Q foi possivel impedir a clivagem da hemaglutinina
mesmo apds tratamento com tripsina, estando a comparagdo entre a estrutura clivada

e nado clivada representada na figura 2 [Chen 1998].

HA2 N-terminal

HAO
<——— HAI1 C-terminal

Figura 2 — Comparagdo entre as estruturas sobrepostas da hemaglutinina precursora (HAQ) e da
hemaglutinina clivada (HA1+HA2), onde a subunidade que ficaria por tras foi omissa para melhor percecdo
das cavidades. N-terminal e C-terminal representados como esfera amarela e vermelha, respetivamente.
Foi ainda aplicada uma superficie para se perceber onde se situa a bolsa entre os mondmeros, para onde
migra o N-terminal da HA2 apds clivagem.

Esta clivagem possui um efeito muito pouco significativo na estrutura da
hemaglutinina, apenas alterando a posicdo de 10 residuos de aminodcidos antes e
depois do local de clivagem, como apresentado a amarelo e vermelho na figura 2. Apds
a clivagem o N-terminal apolar da HA2, segmento este designado por péptido de fusdo,
é deslocado para uma cavidade entre subunidades, diminuindo a acessibilidade ao
solvente por parte dos residuos constituintes da cavidade. Esta bolsa é maioritariamente
hidrofdbica, mas existem residuos ionizaveis, nomeadamente Asp109, Asp112, Lys117
da HA2 e a His17 da HA1 que formam pontes de hidrogénio e interacGes eletrostaticas
com os residuos carregados (a pH neutro) do péptido de fusdo [Chen 1998]. No caso do
C-terminal da HA1, os ultimos residuos ndo sofrem grandes alteragdes, sendo apenas

afastados da cavidade apontando para o solvente.



Apds a clivagem, a estrutura originada a pH neutro torna-se fortemente
resistente a acao de outras proteinas digestivas mas ndo possui capacidades fusogénicas
[Thoennes 2008]. A HAO a pH baixo também ndo é fusogénica. A clivagem é necessaria
para a criacdao de uma estrutura metastavel que serve de gatilho para as alteragdes

conformacionais que ocorrem com a diminui¢ao do pH [Bullough 1994].

O tropismo das infecdes do VI, ou seja, a propensao que o VI tem para infetar um
determinado tipo de tecido, deve-se ndo sé as diferencgas de afinidade para os diferentes
recetores, mas também da protease capaz de clivar a HA. No caso humano, a existéncia
da triptase Clara apenas no epitélio bronquiolar promove a infe¢ao sé nessa zona. Em
contraste existem outros subtipos de virus mais virulentos, nomeadamente do subtipo
H5 e H7, que possuem vdarios residuos basicos no local de clivagem. Para além de
aumentar o tamanho do loop (mais acessivel), os residuos bdasicos permitem a clivagem
por proteases do tipo furina (reconhecem sequéncias R-X-R/K-R), que existem numa
ampla distribui¢cdo de tecidos. Tornando assim estas estirpes mais virulentas e por sua
vez mais patogénicas, uma vez que sao capazes de infetar um maior nimero de tecidos

[Zambon 2001, Skehel 2000].

Note-se que nao sdo apenas os residuos no local de clivagem que possuem um
papel no reconhecimento desse local pelo enzima e por consequéncia na
patogenicidade do virus. Tanto os residuos a volta do local como outros fatores, nao

relacionados com o processo de clivagem, podem influenciar [Zambon 2001].

1.3.2. Ligagao ao recetor

A entrada do VI nas células por via endocitica necessita, primeiro, que o virus se
ligue @ membrana, como ocorre noutros virus de animais. No caso do VI a HA é a ponte
de ligagdo entre o envelope viral e a membrana do hospedeiro através do
reconhecimento do seu recetor, o acido sialico ou acido N-acetilneuraminico (figura 3)

[Luo 2012].
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Figura 3 — Estrutura geral de um acido sidlico. Imagem criada no programa Chemsketch.

O nome de acido sidlico provém da descoberta desta familia de moléculas nas
mucinas/muco salivar. E uma familia de moléculas ampla onde todas as moléculas
derivam do acido neuraminico, apenas variando no grupo ligado ao carbono 5 (C5), onde
o Neu5Ac (Ac, grupo amida) é o mais comum nos mamiferos. O acido sidlico encontra-
se normalmente no final de ramificagcdes de N-glicanos, O-glicanos (glicoproteinas) e
glicosfingolipidos (ganglidsido) situados no lado exterior da membrana celular, no
interior de lisossomas ou em glico-proteinas secretadas. Os dacidos sidlicos possuem
diferentes papéis: como estabilizador, para ligar e transportar ides, para proteger
células de proteases ou glicosidases, para aumentar a viscosidade dos mucos, para
regular afinidade de recetores e para modelar processos como sinalizacao, crescimento

e diferenciacdo [Varki 2009].

O local de ligacdo ao acido sidlico encontra-se numa depressdo da zona globular
de cada subunidade HA1 (figura 4), revestido por residuos conservados nos locais
designados por loop 130, hélice 190 e loop 220. Uma vez que o local de ligacdo se
encontra numa depressao, torna-o inacessivel aos anticorpos, podendo manter os

residuos conservados necessarios a ligacao ao acido sialico.
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Figura 4 — Estrutura da hemaglutinina realgando o local de ligagdo ao acido sidlico. No pormenor a
hemaglutinina estd representada como cartoon azul ao passo que o residuo de 4cido sialico e os residuos
que interagem com ele estdo representados de tubos a verde e azul, respetivamente.

Embora as ligacOes sejam fracas, a existéncia de uma ligacdo multivalente de trés
locais de ligagdo (um por cada HA1), resulta numa ligacdo forte a membrana [Takemoto
1996]. No caso da HA do subtipo H3 o anel do acido sidlico assenta por cima das cadeias
aromaticas dos residuos Trp153 e Tyr98, com os grupos funcionais ligados ao anel de

piranose a interagir com residuos da HA, exceto o grupo hidréxido do C4 (figura 3).

O grupo carboxilo do C1 forma duas pontes de hidrogénio com a Ser136 e o azoto
da ligacdo peptidica com a Asn137. No grupo amida ligado ao C5 o azoto forma uma
ponte de hidrogénio com o grupo carbonil da ligacdo peptidica da Gly135 e o grupo
metilo forma interacdes de van der Waals com o Trp153. O grupo hidroxilo do C7 faz
uma ponte de hidrogénio com o oxigénio da amida (C5), e ambos formam contactos de
van der Waals com a Leu194. Os grupos hidroxilo C8 e C9 formam pontes de hidrogénio
com Tyr98 e His183/Glu190, respetivamente. Note-se que a estrutura e orientagdo do
acido sidlico nas estruturas cristalograficas, é independente do andlogo a que esta ligado

(tipo de ligacdo e molécula ligada) [Skehel 2000].
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Os dois tipos mais comuns de ligagao entre o acido sidlico e a penultima galactose
sao Neu5Aca(2,6)-Gal e Neu5Aca(2,3)-Gal. A especificidade da HA para os diferentes
recetores varia dependendo dos residuos do local de ligacdo, e por consequéncia varia
entre os diversos subtipos de HA. Atualmente os VI dos humanos podem conter HA do
subtipo H1, H2 ou H3 e estas tém uma maior afinidade para o recetor Neu5Aca(2,6)-Gal
existentes nas células epiteliais do trato respiratério superior. As mucinas do muco que
revestem esse trato possuem muitos recetores Neu5Aca(2,3)-Gal, diminuindo a possivel
infecao deste tipo de virus. Os virus influenza das aves podem conter HA de todos os
subtipos e possuem uma maior afinidade para o recetor Neu5Aca(2,3)-Gal, existentes
no intestino. No caso especifico do porco, ambos os tipos de recetores existem nas
células do trato respiratério, o que Ihe dd a caracteristica de poder servir de veiculo para
a passagem do virus das aves para os humanos, através da mudanca antigénica [Skehel

2000, Thompson 2006, Luo 2012].

Curiosamente, a alteracdo de um Unico residuo é suficiente para alterar a
preferéncia pelo recetor, nomeadamente a mutagdo L226Q [Rogers 1983]. As
hemaglutininas com preferéncia para o recetor com ligagdo a(2,6) possuem uma leucina
na posicdo 226 e uma serina na posicao 228, ao passo que as hemaglutininas com
preferéncia para o recetor com outra ligagdo, a(2,3), possuem uma glutamina e uma
glicina nas posicGes equivalentes. Contudo outros residuos tém influéncia na
especificidade da HA, por exemplo, os residuos nas posicées 186 sdo prolinas nas aves
e serinas nos humanos e os residuos na posi¢ao 225 sdo glicinas nas aves e aspartatos
nos humanos. Outra diferenca, com um potencial papel na especificidade do recetor, é
dos grupos ligados ao acido sialico “sairem” em dire¢des opostas do local de ligacao,

embora, a posicdo do 4cido sidlico seja igual para ambos os recetores [Skehel 2000].

Foi demonstrado que VI mutantes que ndo expressam neuramidase (responsavel
pela hidrolise da ligacdo HA-recetor) podem crescer num meio de células epiteliais
modelo se forem continuamente tratadas com neuramidase exégena retirando,
portanto os dacidos sidlicos a superficie da célula. Surpreendentemente, isto apenas
diminui parcialmente a ligacdo do virus as células, sugerindo uma via de entrada
alternativa, onde o acido sialico tem um papel secundario, por exemplo, aumentando a

afinidade da HA para outro recetor [Stray 2000].
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1.3.3. Entrada na célula

Ap0s a ligagao da particula viral a membrana do hospedeiro por intermédio de
vdrias hemaglutininas ligadas ao seu recetor, a entrada do virus na célula segue
maioritariamente uma via endocitica dependente de clatrina. No entanto, pode também
seguir uma via independente de clatrina [Sieczkarski 2002], que pode estar relacionado

com a entrada do virus sem ligacdao ao acido sialico, discutido atras.

O transporte da vesicula para o nucleo pode ser dividido em trés passos,
ocorrendo no primeiro passo o transporte dependente de actina na periferia da célula
do endossoma precoce. No segundo passo ocorre um transporte rdpido do endossoma
precoce para a regido perinuclear através dos microtubulos de forma dependente de
dineina. Nesta regido ocorre um primeiro abaixamento de pH para aproximadamente
6.0, sinal do inicio do amadurecimento do endossoma. Por fim, no terceiro passo, o
movimento unidirecional e rapido do passo anterior é alterado para um movimento
bidirecional e transiente, sinal da formacdao de um endossoma maduro, onde ocorre o
ultimo abaixamento de pH para aproximadamente 5.0 [Lakadamyali 2003]. E nesta fase
final, na regido perinuclear, que ocorrem as alteracdes conformacionais da
hemaglutinina devido ao abaixamento de pH, que serao descritas de seguida, levando

no final a fusdo entre o envelope viral e a membrana do endossoma tardio.

1.4. Alteragoes conformacionais — mecanismo spring-loaded

Ainda se estd longe do completo conhecimento do complexo processo de fusdo
entre as membranas do virus e da célula do hospedeiro. A estrutura da hemaglutinina
anteriormente apresentada foi obtida a pH neutro (ndo fusogénico) e corresponde a um
estado metastavel, ou seja, € um estado estavel mas ndo é o estado de menor energia
da hemaglutinina [Carr 1993, Madhusoodan 2003]. A pH fusogénico a hemaglutinina
sofre altera¢des conformacionais, atingindo uma estrutura de menor energia, onde a
diferenca de energia é utilizada para intermediar a fusdo entre as membranas [Bullough
1994]. Contudo as alteracdes conformacionais que da hemaglutinina entre o estado

nativo e o estado fusogénico ndo estdao completamente asseguradas, nomeadamente a
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ordem e reversibilidade dos estados intermédios [Fontana 2012]. A labilidade dos
diferentes estados e a rapidez das alteragdes conformacionais ndao permitem estudos
estruturais dos intermediarios, havendo apenas estudos indiretos de protedlise, ligacao
a anticorpos e microscopia eletronica a temperaturas criogénicas (cryo-EM) [Korte
1999, Bottcher 1999, White 1987]. Ainda, a mera exposicdo de hemaglutininas a pH
baixo, sem uma membrana alvo, resulta na formacdo de agregados. E provéavel que isto
se deva a exposicdo no estado final e/ou estados intermediarios do péptido de fusdo

altamente hidrofébico [Skehel 1982, Doms 1985].

O mecanismo atualmente aceite para estas alteragdes é o designado por spring-
loaded, existindo uma diversidade de propostas, onde as maiores diferengas entre estas

sdo a ordem das alteragdes conformacionais, que serdo debatidos de seguida.

Os residuos que regulam a estabilidade acidica encontram-se em quatro regides:
a interface entre as subunidades HA1 e HA2; a zona coiled-coil da HA2; o péptido de
fusdo (~25 residuos no N-terminal da HA2) e a cavidade da qual o péptido de fusdo se
encontra inserido a pH neutro [Reed 2009]. Ambas sdo importantes na regulagdo das

alteragGes conformacionais que ocorrem na HA a pH baixo [Weis 1990].

A subunidade HA1 tem uma carga global levemente positiva a pH neutro,
sobretudo nas zonas de contacto com a subunidade HA2. Algo semelhante ocorre para
a subunidade HA2, mas neste caso com uma carga negativa. Assim sendo, as
subunidades tém uma leve repulsdo entre subunidades iguais, mas uma forte atracao
entre subunidades diferentes. No entanto, com a diminuicdo do pH a subunidade HA1
gue ja possuia uma carga global positiva, fica ainda mais positiva, portanto aumentando
a repulsdo entre as restantes subunidades HA1 do trimero [Huang 2002]. Ndo obstante
a HA1l mantém consideravelmente a estrutura tercidaria do estado nativo
[Madhusoodanan 2003, Korte 1999]. E essencial que a HA sofra este efeito de
destabilizacdo para que ocorra a fusdo, uma vez que em estudos onde se estudaram
mutantes com pontes persulfureto entre as diferentes subunidades HA1 do trimero,
impossibilitando a sua separacdo, o processo de fusdo ndo ocorreu [Godley 1992,
Kemble 1992]. Existem ainda outros estudos de microscopia eletrénica [Béttcher 1999],

ligacdo a anticorpos [White 1987], protedlise [Doms 1986, Madhusoodanan 2003] ou
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estudos onde a HA se encontrava ligada ao acido sialico [Leikina2000], que apoiam a
ideia de que a destabilizacdo é necessaria para que outras alteragées conformacionais

ocorram na HA, até ao estado fusogénico.

O pH ndo é o unico fator externo que serve de gatilho para as alteracdes
conformacionais. A temperatura ou agentes desnaturantes também podem surtir o
mesmo efeito, sugerindo que as alteracdes resultam de uma estrutura metastavel e de
certa desestabilizacao [Carr 1997]. Existe uma relagdo praticamente linear quer tanto
com o aumento de temperatura a pH fixo como com o decréscimo de pH a temperatura
fixa [Ruigrok 1986] originando em ambos casos alteragdes conformacionais que sao

indistinguiveis entre elas [Huang 2002].

Na estrutura a pH neutro a subunidade HA2 estd parcialmente escudada do
solvente pela HA1, no entanto a diminuicdao do pH diminui ndo sé essa protecdo ao
solvente como também a forte interagao entre a HA2 e a HA1. Como exemplo, existem
dois locais de fortes interacGes idnicas a pH neutro, sendo o primeiro um quarteto de
carga envolvendo a Glu69 do péptido dobradica e o segundo uma triade idnica
envolvendo a Lys310 da parte inferior da HA1 e os residuos Asp86 e Asp90 da hélice
central da HA2 [Xu 2011]. Ambos os fatores permitem uma certa destabilizagdo na HA2
entre si, formando uma cavidade central ao longo de toda a estrutura do trimero

[Bottcher 1999].

Para ultrapassar o problema de agregacao da HA a pH baixo, Bullough et al. em
1994 utilizaram um fragmento soluvel do trimero da HA, designado por TBHA2. Esse
fragmento foi obtido pelo tratamento da BHA a pH 5.0 com digestdes sucessivas de
tripsina e termolisina, contendo no final os residuos 38-175 da HA2 ligados por uma
ponte persulfureto aos residuos 1-27 da HA1l [Bullough 1994]. Uma estrutura
cristalografica deste fragmento TBHA2 foi determinada a pH baixo, estando a sua

estrutura representada na figura 5.
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Figura 5 — Estruturas da subunidade HA2 em diferentes condi¢des. A) Estrutura da TBHA2 a pH 5.0, B)
Estrutura de apenas a HA2 a pH neutro e C) Estrutura da EHA2(23-185) a pH 5.0. Cada uma das estruturas
esta representada por cartoons e a seguinte sequéncia de cores exemplificada para a estrutura B (HA2 a
pH neutro): 1 —a vermelho a primeira hélice da HA2; 2 — a verde o péptido dobradiga; 3 — a azul escuro a
primeira metade da hélice central; 4 —a amarelo a hélice que a pH baixo se torna um /oop; 5 —a ciano a
segunda metade da hélice central; 6 —a magenta as folhas beta; 7 —a branco a hélice do C-terminal que
mantém a estrutura e 8 — a laranja a hélice do C-terminal que perde estrutura. Na estrutura B, estd
representado a preto os residuos do N-terminal da HA2 (incluindo o péptido de fusdo) que foi hidrolisado
nas restantes estruturas.

Segundo esta estrutura a pH baixo ocorrem trés grandes rearranjos
conformacionais na HA2 (figura 5A) em comparacdo com a estrutura a pH neutro (figura
5B), onde cada parte dessa estrutura que sofreu rearranjos estd numerada por ordem
do N-terminal ao C-terminal da HA2 (figura 5). O primeiro rearranjo é a formacdo de
uma hélice central composta pela hélice 1 (residuos 40-55), pelo loop 2, também
designado por péptido dobradica (residuos 56-74) e metade da segunda hélice (hélice
3, residuos 75-105). Basicamente o abaixamento de pH provocou a passagem de uma
estrutura desordenada do /oop 2 para uma estrutura secunddria em hélice, o que ja
tinha sido sugerido através de estudos com péptidos sintéticos [Carr 1993]. Esta
mudanca parece estar relacionada, pelo menos inicialmente, tanto com a protonacao
dos residuos Glu64 e Glu69 que formavam pontes salinas com hélices da HA2, como

também com os residuos Phe63 e Phe70 que estabeleciam contactos com o interior da
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molécula e passam a ficar virados para o solvente [Xu 2011]. O segundo passo consiste
na perda de estrutura no interior da segunda hélice (hélice 4, residuos 106-112),
resultando numa volta de 180° na estrutura e colocando a outra metade da segunda
hélice (hélice 5, residuos 113-129) antiparalela a primeira metade (hélice 3). A terceira
alteracdo é a perda da estrutura compactada, principalmente a partir do residuo 154
(hélice 8) onde a anterior estrutura em hélice adota uma estrutura estendida,
acomodando-se nas cavidades entre duas hélices centrais de forma antiparalela. Esta
estrutura em hairpin permite que tanto os péptidos de fusdo no N-terminal da HA2,
como os péptidos transmembranar no C-terminal da HA2 estejam virados para o mesmo

lado da membrana [Bullough 1994].

Apds 5 anos, foi obtida uma nova estrutura, desta vez de um fragmento sem
quaisquer residuos da HA1 e com os residuos 23-185 da subunidade HA2, designado por
EHA2(23-185) (figura 5C) [Chen 1999]. A parte dos residuos que n3o se encontravam na
estrutura anterior a estrutura obtida foi exatamente igual a obtida anteriormente pela
TBHA2, onde se pode ver que os novos residuos continuam a extensao antiparalela ao
longo de toda a coiled-coil em forma de hairpin. Os ultimos residuos do C-terminal
estendem-se até a zona de inicio da hélice ao qual o péptido de fusdo se encontrara
ligado. Os residuos 174-178 formam diversas pontes de hidrogénio com os residuos 34-
37 (a hélice 1 comeca no residuo 38) formando uma N-cap trimérica, principalmente no

Asp37, estabilizando as hélices centrais [Chen 1999].

Curiosamente, a expressao em Escherichia coli do fragmento 38-175 da HA2,
designado por EBHA2 (que ndo possui a ligacdo a HA1), origina uma proteina que parece
adotar, a pH neutro, a mesma estrutura que a TBHA2. Isto foi estudado através de
estudos de dicroismo circular, protedlise, ligacdo de anticorpos e microscopia
eletrdénica. A adicdo de um octapéptido altamente carregado no N-terminal torna a HA2
(residuos 1-185) soluvel e a clivagem desse octapéptido provoca agregacdo de
fragmentos ou ligacdo a vesiculas lipidicas, mimetizando as interacdes da HA a pH baixo
[Chen 1995]. Isto sugere fortemente que a estrutura da HA2 a pH baixo é o estado mais
baixo de energia, sugerindo por sua vez que a HA1 funciona como uma pin¢a que prende
cineticamente a HA2 numa estrutura metastdvel até a diminuicdo do pH, ou seja, até ao

endossoma chegar a regido perinuclear da célula do hospedeiro [Carr 1993, Chen 1995].
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Segundo estas observacdes poderiamos considerar que a suposta necessidade
de um pH baixo para que ocorra fusdo deve-se apenas a destabilizagdo da HAL. Isto é
ainda suportado pela observacao de que o passo limitante da fusdo é independente do
pH e da composicdo lipidica, mas dependente da temperatura [Markosyan 2001].No
entanto, estudos por Kim et al. mostraram que mesmo este fragmento da HA2 (residuos
1-185 com o péptido hidrofilico no N-terminal) apresenta capacidades fusogénicas de
uma forma dependente do pH e do tamanho do préprio fragmento. O fragmento 1-127
da HA2 apenas permitiu a mistura de lipidos entre vesiculas, ao passo que um fragmento
maior com os residuos 1-185 consegue provocar a fusdao entre membranas e criar
pequenos poros [Epand 1999, Kim 2011]. Estes poros ndo sdao capazes de alargar,
diminuindo a eficiéncia da fusdo, o que ja tinha sido sugerido ser o papel do péptido
transmembranar nos ultimos passos da fusdo [Markosyan 2000]. Surpreendentemente
2 mutacgbes, como por exemplo a G1E, inibem fortemente a atividade fusogénica do
segmento, bem como na HA nativa [Kim 2011]. Note-se que apenas no segundo
segmento (segmento 1-185) é que estdo presentes os residuos 174-178, que formam

uma N-cap com os residuos imediatamente antes da hélice central, estabilizando-as.

Uma vez que ndo ocorreram alteragdes significativas da estrutura na HA2 com o
abaixamento do pH [Kim 2011] isto sugere que a destabilizacdo da HA1 ndo é o Unico
fator para que a fusdo, a nivel fisioldgico, ocorra a pH baixo, mas também a interacdo da

HA2 entre mondmeros e com a membrana.

Para além das alteragbes conformacionais mencionadas anteriormente que
ocorrem na HA2 com o abaixamento de pH, existe um fen6meno paralelo: a saida do
péptido de fusdao da cavidade onde se encontra inserido, a qual é dependente do pH.
Como ja foi mencionado, a HAO, mesmo a pH baixo, ndo é fusogénica. Apds a clivagem
ocorre a deslocacdo do péptido de fusdo para a cavidade entre mondmeros, enterrando
certos residuos ionizdveis conservados da HA, assim formando potenciais gatilhos das
alteragdes conformacionais (figura 6) [Wilson 1981, Gamblin2004]. Existem, no
entanto, outros residuos especificos do subtipo de hemaglutinina, que regulam a

estabilidade a diferentes pH’s [Reed 2009, Thoennes 2008].
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Figura 6 — Pormenor da estrutura envolvente da cavidade onde o péptido de fusdo se insere apds
clivagem, representada em cartoon, sendo utilizados sticks para salientar os aminoacidos mais
importantes (Gly1, Glul1, Asp19, Asp109, Asp112 e Lys114 da HA2 e His17 da HA1).

Os aspartatos conservados na posicao 109 e 112, na mesma face da hélice e na
mesma subunidade que o péptido de fusdo, formam pontes de hidrogénio com os
primeiros 2-6 residuos deste ultimo. Principalmente o Asp112, que esta mais préximo
do péptido de fusdo e forma mais pontes de hidrogénio com este. Quando o Asp112 é
mutado para alanina provoca uma diminui¢cdao do pH de fusdao em 0.5 unidades. Para
além disso mutacdes duplas nesses dois aspartatos impossibilitam o folding da HA e por

consequéncia o processo de fusdo [Thoennes 2008].

Outro exemplo de um residuo ionizavel, que é enterrado pela translocacao do
péptido de fusdo, é a histidina na posicao 17 da subunidade HA1. Este residuo forma
duas pontes de hidrogénio com os residuos 6 e 10 do péptido de fusao, por intermédio
de moléculas de agua [Daniels 1986]. A mutacdo H17 da HA1 para alanina, arginina e
glutamina aumenta o pH de ativacdo por 0.4, 0.7 e 0.9 unidades, respetivamente, sendo
estes dois ultimos das hemaglutininas menos estaveis observadas em virus. Por outro
lado a mutacgdo para tirosina (residuo nativo do subtipo H1) diminui o pH de fusdo por

0.3 unidades, uma vez que além de nao ser um residuo protonavel também forma
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pontes de hidrogénio sem o intermédio de moléculas de agua. Ao passo que a histidina
(nativa do subtipo H3) sé forma pontes de hidrogénio com o intermédio da agua

[Daniels 1986, Thoennes 2008].

Isto sugere que o abaixamento de pH pode provocar a protonacdo desses
residuos, conferindo carga ao residuo e/ou perda de pontes de hidrogénio entre o

péptido de fusdo e os residuos da cavidade.

As histidinas livres em dgua tem um pK, de 6, que é aproximadamente o valor ao
qual comegam a ocorrer as alteragdes conformacionais da hemaglutinina. A existéncia
de muitas histidinas conservadas nos diferentes subtipos de hemaglutinina, sugere que
a protonacdo das histidinas pode ser o gatilho para as altera¢des conformacionais.
Contudo, dependendo de diversos fatores como a formacdo de pontes de hidrogénio ou
baixa acessibilidade ao solvente, a protonagao das histidinas podem ocorrer a valores
de pH mais baixos. Isto no entanto ndo impossibilita o papel das histidinas, podendo

apenas apresentar uma protonagdo continua que segue as alteragdes conformacionais.

Existem ainda residuos ionizdveis, ndo tdao conservados, que mesmo nao
possuindo interacdes diretas com o péptido de fusdo interagem com outros residuos
intermediarios, como é o caso do Q105 e E114 para a H3. As mutacdes E114K e Q105K
(ou Q105R) aumentam respetivamente o pH de fusdo em 0.5 e 0.3 unidades, ou seja,

ambas as mutacdes tém um efeito desestabilizador [Thoennes 2008].

Osresiduos 106-111 da HA2 que interagem com o péptido de fusdo (por exemplo
o residuo Asp109) sdo os mesmos onde ocorre a transformacao de hélice para turn com
0 abaixamento de pH, podendo portanto haver uma relacdo entre essa transformacao
e a saida do péptido de fusdo. De facto um estudo de simulagdao computacional sugeriu
gue a saida do péptido de fusdo ocorre apds esta transformacdo de hélice em turn

[Madhussodanan 2003].

Segundo as intera¢des exemplificadas nos paragrafos acima, é notdrio que o
péptido de fusdo tem um papel importante na estrutura metastavel da HA a pH neutro,
existindo mesmo estudos que apontam a saida do péptido de fusdo como o primeiro
passo das alteracbes conformacionais [White 1987, Korte 1999, Fontana 2012].

Contudo, por exemplo, o estudo realizado por Korte et al. ndo descarta a possibilidade
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de nos primeiros passos haver uma pequena destabilizacdo da HA2, o suficiente para
deixar o péptido de fusao subir e o péptido dobradica assumir estrutura em hélice [Korte

1999].

No entanto todos estes estudos que sugerem a existéncia e sequéncia de
intermediarios sdo indiretos, ndo existindo nenhuma estrutura desses intermediarios
obtida por cristalografia ou NMR. Recentemente Xu et al. conseguiram obter a estrutura
cristalografica de uma hemaglutinina do subtipo H2, com uma mutagdo da arginina na
posicdo 106 (primeiro residuo da hélice para loop) por uma histidina, a qual passa a
apresentar um ponto de equivaléncia a pH 4,2 (figura 7). Por volta do pH 5 consegue-se,
portanto, obter uma estrutura anterior as alteracdes conformacionais irreversiveis.
Assim sendo, essa estrutura pode providenciar informacdo para os eventos iniciais que

a HA sofre com o abaixamento de pH [Xu 2011].

Figura 7 — Estrutura da HA com a mutagdo R106H. Esta representada em cartoon, sendo utilizado sticks
para salientar as cadeias laterais dos residuos de Phe e Glu. A verde esta representada a proteina a pH
4cido (PDB ID: 3QQQ0) e a ciano a proteina a pH neutro (PDB ID: 3QQB).

Resumidamente, a hipdtese aceite é que o abaixamento de pH causa a
protonacdao dos residuos de glutamato do péptido dobradica, eliminando as pontes

salinas formadas por estes. Por consequéncia o péptido sai do seu estado compactado
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junto a hélice central e afasta-se, deixando o Phe64, altamente conservado, exposto ao
solvente. Por outro lado a HA1 sofre destabilizagao terciaria na parte inferior, onde se
observa uma curvatura do C-terminal da HA1 para compensar a distanciagdo do péptido
dobradica. E portanto sugerido que os primeiros passos intermédios das alteracdes

conformacionais ocorrem no péptido dobradica e na destabilizacao da HA1 [Xu 2011].

Neste caso em especifico foi testado ainda a reversibilidade das alteracdes
conformacionais, e de facto estas sdo completamente revertidos apds incubar a
hemaglutinina em pH neutro [Xu 2011]. Mesmo no caso da BHA j3 tinha sido observado
que as alteragbes conformacionais apds incubac¢do a pH baixo durante alguns minutos
poderiam ser revertidas, sem incapacitar definitivamente a capacidade fusogénica da
proteina. Em contraste com a HA nativa qua apds longos periodos de incubacdo a pH
acido, na auséncia de membrana alvo, incapacitam a sua capacidade fusogénica [Korte
1999]. Isto sugere que em algum ponto das alteracdes conformacionais, devido ao
abaixamento do pH, ocorre uma alteracdo (ou acumulagdo de vdrias) que torna

impossivel a reversdo para o estado nativo.

No entanto parece que n3do é apenas a pH acido que estas altera¢des ocorrem,
uma vez que, segundo um estudo de Markosyan et al., algo semelhante também ocorre
a pH neutro [Markosyan 2001]. Neste estudo observou-se que a eficiéncia da fusdo
diminui progressivamente com o tempo em que os intermediarios da HA sdo mantidos
a pH neutro, provavelmente por perda ao longo do tempo de possiveis locais de fusdo

[Markosyan 2001].

No final das altera¢des conformacionais temos, portanto, a HA em hairpin com
ambos, o C-terminal e o N-terminal da HA2, cada um ligado a membrana viral e a
membrana do hospedeiro, respetivamente, virados para o mesmo lado da proteina. E
de se esperar que ambos tenham um papel importante na destabilizacdo das células e
formacao de poros. Ambos os terminais da HA2, ou seja, o péptido transmembranar e o

péptido de fusdo, serdo apresentados mais detalhadamente de seguida.
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1.5. Péptido de fusao

Designa-se por péptido de fusdao um segmento das proteinas de fusao virais com
alta afinidade para membranas, tendo como papel a ancoragem a membrana do
hospedeiro. Esses segmentos devem seguir quatro critérios gerais: serem ricos em
glicinas, maioritariamente hidrofébicos, localizados no N-terminal da proteina e
mutac¢bes na sua sequéncia levar a perda de atividade (mesmo possuindo residuos que
mutados ndo levam a uma perda completa de funcdo) [Epand 2003]. O segmento
constituido pelos primeiros 20/23 residuos do N-terminal da HA2, onde todos, exceto 5,

sao conservados nos 16 subtipos, segue estes quatro critérios.

Estes dominios sozinhos induzem troca de lipidos entre lipossomas, hemalise de
eritrécitos e promovem fusdo de vesiculas uni-lamelares [Lear 1987] de uma forma

dependente do pH e da sequéncia, a semelhanca da respetiva proteina completa.

Mesmo existindo estruturas atdmicas dos ectodominios soltveis das proteinas
de fusdo, a obtenc¢do da estrutura de apenas o dominio de fusdo é um desafio, devido a
sua hidrofobicidade e propensao para agregar. Han et al. desenvolveram um sistema de
“hospedeiro-hdspede” onde se liga um heptapéptido com residuos polares (hospedeiro)
ao péptido de fusdo (hdspede), aumentando a solubilidade e diminuindo a agregacao
[Han 2000]. Assim conseguiram obter a primeira estrutura de um dominio de fusdo [Han
2001]. A estrutura dos primeiros 20 residuos do N-terminal da HA2 do subtipo H3 em
micelas foi obtida por NMR, tanto a pH neutro (7.4) como a pH de fusao (4.0), estando

representadas na figura 8.
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Figura 8 — Péptido de fusdo constituido por 20 residuos de aminodcidos representados em ciano a pH 4.0
(PDB ID. 11BN) e em magenta a pH7.4 (PDB ID. 11BO). Cadeia principal esta representada como cartoon e
as cadeias laterais por tubos transparentes.

Este péptido apresenta, segundo andlise de dicroismo circular, uma estrutura
completamente desordenada em 3agua, mas em contacto com micelas ou bicamadas
lipidicas apresenta estrutura parcial em hélice, sendo que em bicamadas é apenas
levemente superior que em micelas [Han 2001]. Ambas as estruturas, segundo andlises
de EPR, apresentam uma forma de V inverso ao nivel da interface membrana-agua.
Onde ambos os terminais estdo direcionados para o interior hidrofébico da membrana
e os residuos da curva (Glull e Asn12) sdo os mais exteriores. O péptido é anfipatico
possuindo os residuos hidrofdbicos virados para a membrana e os residuos polares e
glicinas virados para o solvente. A pH neutro o C-terminal apresenta uma estrutura
estendida, mas a pH acido forma-se uma curta hélice [Han 2001]. Esta alteracdo
conformacional puxa os residuos Glul5 e Asp19 para a parte superior (figura 8 a ciano),
aumentando ainda mais o caracter anfipatico do péptido e favorecendo a sua maior

insercdo na membrana [Chernomordik 2008].

Contudo este péptido ndo continha os residuos Trp21, Tyr22 e Gly23, os quais
além de serem conservados apresentam caracteristicas importantes. Normalmente os
residuos aromaticos influenciam a ancoragem de péptidos ao nivel da interface
[Strandberg 2002, Vostrikov 2010] e a glicina faz parte dos motivos GXXXG e GXXG
(onde X é qualguer aminoacido) importantes em interacdes entre hélices [Russ 2000].

Por esse motivo Lorieau et al. utilizou o mesmo sistema de “hospedeiro-hdspede” para
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obter a estrutura por NMR do péptido de fusdo, desta vez com 23 residuos de

aminodcidos e do subtipo H1 a pH neutro (figura 9) [Lorieau 2010].

Figura 9 — Péptido de fusdo de 23 residuos de aminoacidos do subtipo H1 (PDB ID. 2KXA). A cadeia
principal esta representada a cartoon e as cadeias laterais representadas por tubos.

Com a adicdo destes trés residuos a interacdo entre os terminais é maior,
principalmente devido as interagGes entre a Glyl e os residuos Trp2l e Gly23,
nomeadamente por uma intera¢do carga-dipolo [Lorieau 2011]. Isto confere uma
estrutura de um hairpin em hélice, com uma volta nos residuos Gly12 e Gly13. Esta
estrutura compacta é possivel gragas as glicinas que cobrem a superficie de contacto
entre as duas hélices, com motivos GXXXG, que se encontram também noutras
proteinas. Esta estrutura é também anfipatica com os residuos hidrofébicos virados para
a membrana e os residuos polares e as glicinas viradas para o solvente [Lorieau 2010].
Note-se que no péptido com 20 residuos de aminoacidos também existiam NOEs fracos
de longo alcance, os quais sugerem que uma estrutura em hairpin também possa ser

assumida, embora transitoriamente [Han 2001].

Ao contrdrio do que acontecia para o péptido de 20 residuos de aminoacidos,
neste ndo existem diferencas significativas na estrutura tanto a pH neutro como a pH
acido [Han 2001], o qual se pode dever a superior estabilidade da estrutura com 23

residuos de aminoacidos.

A dimensdo do péptido de fusdo em hairpin ndo é suficiente para atravessar a

membrana, contudo a analise por NMR sugeriu uma alteragdo conformacional em
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pequena escala sentida a pH baixo que ndo ocorre a pH neutro. Isto pode sugerir por
sua vez a existéncia da passagem do estado em hairpin para um outro estado, por

exemplo de uma hélice contigua aquando da formacgao do poro [Lorieau 2012].

1.6. Péptido transmembranar

O péptido de ancoragem ou transmembranar (PT) encontra-se no C-terminal,
mais concretamente o segmento que ndo se encontra na estrutura cristalografica da
hemaglutinina (apds tratamento com a protéase bromelaina). Esse segmento contém:
o dominio intraviral (comumente designado como cauda citoplasmatica), ou seja os
residuos que se encontram no lado interior do envelope viral; o dominio
transmembranar constituido pelos residuos que estdo inseridos no envelope viral; e o
linker, residuos da junc¢do entre os residuos transmembranares e os residuos da parte

soluvel, presente na estrutura cristalografica, representados na figura 10.

Dominio transmembranar
Linker/Juncdo Cauda citoplasmatica
(N-terminal da sequéncia) (C-terminal da sequéncia)

Figura 10 - Esquema dos diferentes segmentos da sequéncia C-terminal da Hemaglutinina, a cauda
citoplasmatica, o péptido transmembranar e a jungao.

1.6.1. Dominio transmembranar

O dominio transmembranar é maioritariamente hidrofébico, sendo constituido,
por exemplo, pelos residuos conservados 1le186, Leu187, 11e189, Leu197 e Trp208. No
entanto possui também grupos polares conservados, principalmente serinas. Este
segmento possui trés locais conservadas e para o segundo grupo filogenético (contento
as HA do subtipo H3, H4, H7, H10, H14 e H15) consistem em: ILolx no N-terminal onde
“I” é isoleucina, “L” é leucina,“x” é maioritariamente Ser ou raramente Ala ou Tyr e “0”

€ um aromatico grande; hSCFL onde “h” é um residuo alifatico ramificado; por ultimo,

no C-terminal a Gly204, o Trp208 e a Cys210 [Tatulian 2000].

O dominio transmembranar ndo é apenas importante para ancorar a

hemaglutinina ao envelope viral, mas parece também ser necessario para os ultimos
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passos do processo de fusdo. Tal facto foi suportado pelo estudo de Kemble et al.
[Kemble 1994] no qual, células expressando ectodominios da hemaglutinina sem o
dominio transmembranar e cauda citoplasmatica, mas ligados apenas a uma ancora de
glicosil fosfatidil inositol, formam hemifusdo entre membranas, sem a ocorréncia de
poros [Kemble 1994, Melikyan 1995]. A hemifusdo define-se como um provavel
intermediario da fusdo, onde existe uma continuidade das camadas exteriores de duas
membranas, sem que haja a fusdo das camadas interiores. Ndao havendo, portanto,

permuta de conteudo entre células/lisossomas.

Ndo é apenas a auséncia do PT que incapacita a fusdo, mas também alteracdes
neste. E o0 caso observado no estudo de células que expressavam hemaglutininas
guiméricas com péptidos transmembranares de diferentes tamanhos, ou seja,
diferentes nimeros de residuos na zona do dominio transmembranar. Estes estudos
mostraram que: dele¢des superiores a 14 aminoacidos ndo sdo expressas na superficie
celular, dele¢des de 11 residuos de aminoacidos mostraram uma grande debilidade a
provocar fusdo e delecbes de 12 rsiduos de aminoacidos incapacitaram totalmente a
passagem do estado de hemifusdo para fusdo. Isto sugere um comprimento minimo de
17 residuos no dominio transmembranar para ocorrer uma eficiente fusdo completa

[Armstrong 2000].

A adicdo de uma arginina, residuo hidrofilico, ao dominio transmembranar de 15
residuos conseguiu reabilitar completamente a fusdo, possivelmente por favorecer uma
localizacdo na interface e assim “obrigar” o PT a assumir uma estrutura
transmembranar, mesmo sendo mais curto, com apenas 16 residuos. Se assim for, existe
uma necessidade do péptido transmembranar exibir um comprimento minimo para
poder atravessar toda a membrana e ativar o processo final de fusdo, através de um

mecanismo ainda nao totalmente conhecido [Armstrong 2000].

Mesmo sendo o dominio transmembranar essencial para a fusdo, a sua
sequéncia nao é restrita, uma vez que HA quimeras com dominios transmembranais de
outras proteinas de fusdo viral ndo surtem efeito na criacdo de poros de fusdo [Schroth-
Diez 2000, Melikyan 1999]. Algo semelhante ocorreu também para outras proteinas de

fusdo viral, como a proteina G do virus da estomatite vesicular ou a gp160 do HIV, em
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que os dominios transmembranares foram alterados por outros dominios
transmembranares de outras proteinas [Wilk 1996, Odell 1997]. Ambos os estudos
sugerem que apenas € necessario um dominio transmembranar (com as caracteristicas
comuns a todos) que penetre em ambos os folhetos da membrana, para que ocorra

fusdo.

No entanto um estudo realizado por Melikyan et al. mostrou que a mutacao
G520L provoca apenas hemifusao restrita (sem transferéncia de lipidos), ao contrario da
mutacdo G520S, sendo que a serina é o residuo da maioria das estirpes. Isto mostra que
mutag¢bes pontuais num local critico podem alterar completamente o processo
[Melikyan 1999], mesmo existindo outras mutagdes como W185A, W188A, S194A e

G204A que nao tém qualquer efeito [Armstrong 2000].

Em contraste, foi realizado anos mais tardes por Markosyan et al. um estudo
semelhante com HA acoplada a glicosil fosfatidil inositol onde, em condi¢Ges étimas de
fusdo, estas hemaglutininas foram capazes de formar pequenos poros dependendo do
pH, temperatura e constituicao lipidica [Markosyan 2000]. Sugerindo que o poro inicial
é fundamentalmente constituido por lipidos. Este mesmo resultado foi obtido por Kim
et al., onde fragmentos da HA2 sem o péptido transmembranar formaram pequenos
poros em membranas, contudo sem a capacidade de os alargar [Kim 2011]. Perante
estes testes, o péptido transmembranar além de aumentar a eficiéncia da formacgao dos
poros, também é necessario para os ultimos passos de fusdo aquando do alargamento
dos poros [Markosyan 2000, Kim 2011]. Este péptido faz provavelmente parte da
estrutura do poro, revestindo-o em conjunto com o péptido de fusdo, através de

interacGes entre os péptidos [Chang 2008].

Existem dois possiveis mecanismos para o papel do PT na passagem do estado
de hemifusdo para a formacdo final de um poro. Num, o dominio transmembranar
insere-se na zona formada pela juncdao das camadas exteriores das duas membranas
designado por diafragma, induzindo esses lipidos a restabelecer a orientacdo
transmembranar. Noutro, o dominio transmembranar pode sair do diafragma e gerar

uma tensdao membranar que rompe o mesmo [Melikyan 1999].
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A via de fusao com um estado de hemifusao como intermediario é favorecida
nao sé pela ja descrita situacdo de hemifusdes restritas, mas também pelo largo
espectro de sequéncias que o dominio transmembranar pode assumir. Uma via direta
de fusdo, necessitava da criagdo de poros aquosos revestidos por proteina, mas essas

proteinas tém sequéncias bastante restritas [Melikyan 1999].

Eficiéncia, velocidade, alargamento dos poros e por consequente a fusdo em si
sao dependentes da combinagao do PT e da cauda citoplasmatica. Péptidos da mesma
proteina sdo mais eficientes que de proteinas diferentes, mostrando que ambas as
sequéncias devem ser compativeis pois o efeito do dominio transmembranar na fusdo
depende da sequéncia da cauda [Melikyan 1999]. Foi sugerido que a cauda citoplasmatica
ou mutacdes podem afetar a hipotética estrutura necessaria para o processo de fusao,
sendo que essa estrutura deverd ser comum entre a maioria dos dominios

transmembranares [Melikyan 1999].

Uma vez que a maioria dos estudos acerca do dominio intraviral foram realizados
em células que expressavam a hemaglutinina (glicoproteina do envelope viral) na

membrana plasmatica chamaremos daqui para a frente como cauda citoplasmatica.

1.6.2. Cauda citoplasmatica

A cauda citoplasmatica (CC) consiste em 10-11 residuos de aminodcidos
(assumindo que o residuo carregado delimita o dominio transmembranar) com alta
conservacdo entre todos os subtipos de HA, sobretudo em cinco dos subtipos
[Nobusawa 1991]. Dois desses residuos sdo cisteinas e se considerarmos a cisteina na
parte final do dominio transmembranar (ocupando no subtipo H3 da HA as posicdes
555,562 e 565) geram trés locais onde sao adicionados, pds-traducionalmente, grupos

palmitoil.

A funcdo da cauda citoplasmatica ndo é ainda totalmente conhecida, contudo
varios estudos foram realizados para tentar elucidar o papel desta, das cisteinas

conservadas e da palmitoilacao.

Estudos de células a expressar HA quiméricas sem cauda citoplasmatica indicam

que esta ndo é necessaria para a fusao [Jin 1994, Melikyan 1997, Melikyan 1999], nem
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para a “reunido” (assembly) das hemaglutininas [Jin 1994] e nem para a estrutura
quaterndria [Simpson 1992]. Outros estudos indicam ainda que a substituicdo da CC
pela CC de outras proteinas ndo abole a capacidade fusogénica da HA [Schroth-Diez
2000]. Curiosamente existem estudos onde mutag¢des na CC podem abolir por completo
a fusdo, o que ndo é necessariamente contraditério com os estudos anteriores, uma vez

que, certas mutacdes podem provocar efeitos distintos [Ohuchi 1998].

No entanto, a existéncia da cauda deve facultar alguma vantagem ao virus, ja
gue em culturas de virus, onde foram introduzidos coddes stop imediatamente antes
dos coddes que codificam para a CC, a HA reverteu ao estado nativo (sem codao stop)
[Jin 1994]. Algumas dessas vantagens podem ser, por exemplo, uma certa vantagem no
crescimento [Jin 1994] ou aumentando a rapidez e eficiéncia do transporte da HA entre

o RE e o complexo de Golgi [Simpson 1992].

O papel das palmitoilacGes ainda ndo é claro, principalmente porque diferentes
subtipos de HA, nomeadamente H1, H2, H3 e H7 apresentam diferentes respostas,
podendo variar de fusdo completa até inatividade. No caso da H3 foi amplamente
estudado que a HA ndo palmitoilada nao influéncia a cinética da fusao [Melikyan 1997,
Chen 2005], contudo parece favorecer o fendmeno de “oscilagdo”, ou seja, abertura e

encurtamento do poro. [Melikyan 1997].

As duas ultimas palmitoilagcdes ndo sdo necessarias para a infecciosidade do virus
[Jin 1994]. Contudo modificacdes dessas duas cisteinas inibem severamente a atividade
fusogénica [Naeve 1990]. Para o subtipo H1 muta¢cGes nas cisteinas também

incapacitaram a recuperacao de particulas virais [Zurcher 1994].

Pelo menos para a HA do subtipo H3 as palitoilagdes das cisteinas sdo
importantes para a sua reuniao ao nivel das membranas, muito provavelmente devido
a uma maior capacidade de associacdo as jangadas lipidicas [Chen 2005]. Jangadas
lipidicas sdo pequenas zonas na membrana, ricas em colesterol e esfingomielina e
assume-se que funcionam como um instrumento para a concentracdo seletiva de
proteinas [Varma 1998]. Outra hipdtese é a existéncia de intera¢des especificas entre a
CC e/ou palmitoilagBes e as proteinas da matriz M1. Por exemplo, um virus do subtipo

H3 com mutacdo nas cisteinas da CC possui uma inferior associag¢do as jangadas lipidicas
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e reunido ao nivel da membrana, ao passo que o gene HA do subtipo H3 num virus H1

ndo possui qualquer efeito na reunido [Jin 1996, Chen 2005].

A particdo da HA nas jangadas lipidicas nao é relevante para a fusao [Scheiffele
1997], podendo mesmo ocorrer numa maior extensdo que na HA nativa quando ndo
esta em jangadas [Melikyan 1999]. Contudo a afinidade da HA para fragGes insollveis
em detergente (o que se cré estar relacionado com as jangadas lipidicas) é influenciada
pelo PT [Scheiffele 1997]. Por exemplo, a palmitoilagado das cisteinas do PT é necessaria

para recrutar a HA para jangadas lipidicas [Scolari 2009].

O dominio transmembranar e a cauda citoplasmatica ndo sdo os Unicos
segmentos com implicacdes no mecanismo de fusdo. O préprio linker entre o
ectodominio da estrutura cristalografica e o dominio transmembranar também

influencia.

1.6.3. Linker

Inser¢des entre o dominio transmembranar e o linker de até 8 residuos sdo
capazes de originar hemaglutininas capazes de formar poros de fusdo, ao passo que
insercao de 10 residuos apenas permite mistura de lipidos, ou seja, fica preso no estado
intermédio de hemifusdo. Dele¢des com mais de 8 residuos ou insercdes superiores a
10 residuos abolem completamente o processo de fusdao, possivelmente devido ao
aumento da distancia entre os terminais da HA2. Dois fatores que apoiam esta sugestdo
sdo: quanto maior foi o tamanho do fragmento inserido menor foi a eficiéncia da fusao,

e a destabilizacdo das interacdes na N-cap também a reduz [Li 2008].

Curiosamente a distancia entre a arginina na posicao 170 e a leucina na posi¢ao
187, que sdo completamente conservadas (e as Unicas nesse segmento), difere entre
todos os subtipos de HA em apenas um residuo de aminodcido, mostrando uma alta
conservagdo no tamanho do linker entre o ectodominio e o dominio transmembranar

[Li 2008].
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2. Modelag¢ao e simulagao molecular

Em ciéncia e sobretudo em ciéncias bioldgicas ou ciéncias da vida a forma mais
comum para procurar a resposta a um problema é através da experimentagao. Contudo
apenas algumas propriedades de um sistema biomolecular estdo acessiveis a medicdes
experimentais, quer por limitagdes metodoldgicas, quer pelo custo da experiéncia ou
mesmo pelas dimensdes e escalas de tempo a que uma determinada propriedade
ocorre. Este Gltimo argumento é a razdo chave para a utilidade da modelagdo/simulagdo
molecular, uma vez que usando esta técnica tanto podemos obter médias, distribui¢bes
e evolucdo temporal de uma propriedade a escala microscdpica e a curtas escalas de

tempo [Van Gunsteren 2006].

As observacdes experimentais ocorrem sobre sistemas macroscépicos, sendo a
medicdo uma média de uma certa propriedade durante o tempo da medicdo e de todas
as moléculas do sistema. Idealmente dever-se-ia simular sistemas com ~10% moléculas,
mas devido a limitagGes computacionais apenas é permitido simular um ndmero restrito
de moléculas ou mesmo uma molécula apenas. Entdo como podemos inferir
propriedades macroscopicas se a simulacdo molecular possui uma escala microscépica?
A resposta é através da mecanica estatistica, uma “ferramenta” matematica que
consegue interligar as propriedades de uma molécula individual (microscdpica) as
propriedades termodindmicas de sistemas macroscépicos [Chandler 1987, Bem-Naim

1992].

O pressuposto basico da mecanica estatistica é a hipotese ergddica, a qual
estabelece que se seguirmos uma Unica molécula, durante um periodo de tempo
suficientemente longo, as propriedades termodinamicas médias serdao iguais as
propriedades médias de todas as moléculas de um ensemble, a um determinado
instante [Van Holde 1998, Frenkel 2002]. Ensemble é um conjunto de todos os
microestados possiveis que uma molécula pode assumir, dependendo das constri¢cdes
impostas: por exemplo para um ensemble isotérmico-isobdrico (ensemble NPT), a

temperatura e pressdo constantes [Chandler 1987].
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A técnica, utilizada neste trabalho, para seguir uma proteina ao longo do tempo
e que serd descrita mais a frente, foi a simulagao da dinamica molecular, primeiramente
introduzida nos finais dos anos 50 por Alder e Wainwright utilizando esferas rigidas
[Alder 1957]. A primeira simulagdo utilizando uma fungdo de energia potencial
molecular em argon liquido foi realizada em 1964 por Rahman et al. [Rahman1964].
Apenas 10 anos mais tarde é que foi realizada a primeira simulagdo de um sistema
realista em 4gua [Stillinger 1974] e trés anos mais tarde a simulagdo da primeira
proteina, o inibidor da tripsina pancreatica bovina [McCammon 1977]. Nessa altura o
poder computacional era uma barreira para as dimensdes do sistema e para o tempo
gue se podia simular. Contudo, o continuo aumento do poder computacional,
diminui¢cdo do seu custo e melhoramento dos modelos, tornou possivel a simulagdo de
sistemas mais complexos e durante periodos de tempo superiores. Por exemplo,
utilizando o supercomputador Anton desenhado e construido pelo Instituto de
bioquimica computacional de David Shaw, Lindorff-Larsen et al. simulou 12 proteinas
(com simulagbes representando todos os atomos) ao longo de centenas de

microssegundos, chegando algumas mesmo a milissegundos [Lindorff-Larsen 2011].

Mesmo com a evolucdo computacional a simulacdo de moléculas biolégicas
englobando todos os seus eletrdes seria impraticavel para tempos de simulagdo de
interesse. Na mecadnica molecular podem-se desprezar os eletrdes devido a
aproximacdo de Born-Oppenheimer. Esta aproximacdo assume que sendo a massa dos
eletrdes muito inferior ao nucleo, este uUltimo vai ter uma velocidade muito inferior aos
eletrbes. Portanto na escala de tempo do movimento do nucleo, os eletrdes vao
rapidamente relaxar e assumir a distribuicao do estado fundamental, ou seja, podem-se
calcular separadamente os movimentos do nucleo e dos eletrdes. Ao considerar apenas
o movimento dos nucleos perde-se no entanto a capacidade de analisar propriedades
gue provém da distribuicdo eletrénica, como a formacdo ou destruicdo de ligacOes

guimicas [Leach 2001, Ramachandran 2008].

A simulacdo computacional apresenta claras limitacdes, mas pode ser vista como
um complemento da experimentacdo, podendo ajudar a interpretar e perceber certas
observagdes experimentais, correlacionar detalhe microscépico com propriedades

macroscopicas e fornecer informacgdes que nao se podem obter experimentalmente.
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2.1. Mecanica molecular

O termo mecanica molecular (MM) apareceu nos anos 70 e é atualmente o
termo mais usado, mesmo sendo também conhecido como método de campo de forgas
[Hinchliffe 2008]. O modelo considerado pela mecanica molecular assume tanto um
modelo estrutural em que os dtomos sdo considerados bolas esféricas, como também
necessita de um conjunto de diferentes funcdes potenciais empiricas. As funcoes
potenciais sdo também conhecidas por campos de forca, porque descrevem as
interagdes/forcas entre os dtomos. Cada uma destas fungdes é um equilibrio entre o
custo computacional a calcular e a capacidade de reproduzir os resultados fisicos
experimentais. Logo, as fungdes potenciais utilizadas provém de principios fisicos, mas
a sua parametrizacdo é empirica, reproduzindo aproximadamente o comportamento do
sistema fisico, através da comparagdo com dados experimentais [Saxena 2009]. Os
valores dos parametros sdo obtidos através de parametrizagcdes/otimizacdes, ou seja, a
tentativa de correlacionar os dados obtidos pelas simulagdes com os dados
experimentais. As parametrizacdes podem ter ambitos mais especificos, ou seja, os
parametros utilizados sdo ajustados apenas para reproduzir as propriedades de um
pequeno numero/tipo de moléculas, ou entdo um ambito mais geral. Neste ultimo a
transmissibilidade torna-se importante num campo de forcas, onde os parametros
ajustados para algumas moléculas esperam-se que reproduzam os efeitos de um grande
numero de moléculas. Posto isto é necessario saber o que se quer estudar e que andlises

gueremos obter antes de escolher o campo de forgas a utilizar [Becker 2001].

Em suma, um campo de forcas é definido pelas equagbes potenciais e os
respetivos parametros. As funcOes potenciais para cada tipo de interacdo sdo
englobadas numa unica funcdao de energia potencial, que serdao debatidas com mais

detalhe de seguida.
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2.1.1. Funcao de energia potencial empirica

A funcdo de energia potencial possui uma componente ligante, ou seja, a
contribuicdo dada pela vibracdo das ligagdes, dos angulos e dos diedros e uma
componente ndo ligante, isto é, resultante das interacdes eletrostaticas e de van der

Waals:

Viotal = Vligante + Vo ligante

= Vligat;ées + Véngulos + Vdiedros + Vdiedros improprios + Velectrost;’ltica + VL]
Interagdes ligantes

A primeira parcela da funcdo de energia potencial relaciona-se com a variacdo
de energia causada com a deformacdao da ligacdo entre dois atomos. Visto que, a
temperaturas normais, a distancia ndo varia significativamente do valor de equilibrio,

podemos assumir que uma fungao simples como a de Hooke é adequada:

1 2
Vligag(”)es = E Kl(dij - dl)

Onde K; é a constante de forga, djj é a distancia instantanea entre os atomos e d,
¢ a distancia em equilibrio dos dois 4&tomos, ou seja, é o valor adotado pela estrutura de
menor energia. Note-se que quanto maior for a diferenca entre a distancia de equilibrio
e a distancia num determinado momento, maior serd a energia. O mesmo ocorre com a

constante de forga, onde um valor elevado produzird uma maior rigidez nas variagdes.

A segunda parcela das interacbes ligantes é a flexdo dos angulos entre trés

atomos (i, j e k), sendo também descrita por um potencial harmoénico:

1 2
V;?mgulos = EKa(eijk - ea)
Onde K, é a constante de forga e 8j, 84 sdo respetivamente o angulo instantaneo

entre os atomos e o angulo de equilibrio.
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Figura 11 — Variagdo da energia potencial com a variagdo da distancia entre 4tomos (A) ou da variagdo do
angulo entre trés atomos (B). Adaptado de [van Holde 1998].

VariacOes na distancia das liga¢cdes e no angulo entre duas ligacdes necessitam
de muita energia em comparag¢dao com outras deformacgdes, como as tor¢cbes que
ocorrem entre quatro atomos ligados em sequéncia (i, j, kK e /). As torcbes sao
caracterizadas por angulos diedros, ou seja, o angulo entre o plano constituido pelos
trés dtomos i — i+2 e o plano constituido pelos dtomos i+1 — i+3, cujas energias sao

contabilizadas na funcdo de energia potencial através de uma equacao sinusoidal:

Vdiedros = Kd[]- + Cos(nwijkl - lle)]

Onde Ky é a constante de forca que define a amplitude, n é a multiplicidade, ou
seja, € o numero de minimos que a fung¢do assume ao longo de uma rotacdo completa
de 360°, ik € o angulo diedro instantaneo e Y4 é a fase que define os maximos e pode
assumir valores de 0° ou 180° para torcdes entre ligagdes simples ou duplas,
respetivamente. Note-se que a energia é minima quando os atomos estdo em
conformacdo trans (para configuracdes sp2) ou conformacdo estrelada (para
configuracdes sp3) e maxima quando em conformacao cis (sp2) ou eclipsada (sp3),

devido as interacOes antiligantes entre os atomos opostos.
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Figura 12 - Variacdo da energia potencial com a variagao do angulo diedro entre quatro 4tomos. Adaptado
de [van Holde 1998].

O dultimo termo corresponde a um caso especifico dos diedros, que sdao os
chamados de diedros imprdprios, descritos por uma equac¢do harmonica com vista a
manter os anéis aromaticos planares e impossibilitando a alteracdo de enantiomeros

(mantendo a quiralidade).

2
Vidiedros impréprios — Z Kdi(‘bijkl - lpdi)
diedros
impréprios

Onde Kgi € a constante de forga, ik é o angulo diedro instantaneo e g4 € 0

angulo diedro de equilibrio.
Interagdes nao ligantes

A contribuicdo das interacdes nao ligantes é bastante importante, ocorrendo
entre todos os pares de particulas do sistema. Traduzindo-se ndo s6 num maior numero
de interacbes em comparagcao com as interacdes ligantes, como também na existéncia
de interacdes com as moléculas do ambiente envolvente. As interacdes nao ligantes
dividem-se entre dois tipos: um potencial de Lennard-Jones (LJ) para todas as particulas

e uma funcdo de energia de Coulomb para todos os atomos com carga parcial.

O potencial de Lennard-Jones apresenta uma variacao do tipo apresentado na
figura 13, onde se mostra a energia potencial em funcdo da distancia entre o centro de

massa de duas particulas. As particulas a distancias muito longas interagem pouco, mas
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quando se aproximam sofrem interagdes do tipo dipolo instantaneo — dipolo induzido
(forgas dispersivas de London) fazendo as particulas aproximarem-se até a uma
distancia de equilibrio (minimo da func¢do). Mas quando dois dtomos se aproximam
demasiado e as suas nuvens eletrénicas sobrepdem-se, segundo o principio de exclusao
de Pauli, os eletroes do mesmo spin ndo podem partilhar o mesmo estado, acabando

por provocar uma forca repulsiva entre os &tomos [Hinchliffe 2008].

As interagdes entre &tomos covalentemente ligados (i+1) ou unidos por um (i+2)
atomo, sdo designados normalmente por primeiro e segundo vizinho, respetivamente.
Estas interagdes sdao do campo da mecanica quantica, logo ndo podem ser descritas por
um potencial de Lennard-Jones. No entanto considera-se que estas interacdes sdo
descritas aceitavelmente pelas interac¢des ligantes. No caso dos terceiros vizinhos (i+3),
a repulsdo entre alguns dtomos pode ser demasiado forte, como por exemplo, a
interacdo entre carbonos no cis-butano, portanto para esses a forca de repulsdo é

diminuida [Leach 2001, Van der Spoel 2005].

-

Energy
[

¢
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Figura 13 — Potencial de Lennard-Jones. Adaptado de [Leach 2001].

A equacdo que descreve a funcgdo é:

6
<0-ij)
I‘i]-

Onde €j representa a energia minima da fungdo, oj representa o tamanho

p 12
(e
VLennard—]ones(rij) =& (I‘_> B
1]

efetivo, ou seja, a distancia minima efetiva da aproximacdo de duas particulas (Eu=0),

C12 e Ce refletem, respetivamente, a componente repulsiva e a componente atrativa.
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A segunda parcela das intera¢des nao ligantes sdo as interacOes eletrostaticas
gue sao descritas pela lei de Coulomb:

q:4;

Ve =
4TEGE el T

pares nao
ligantes

Onde q; e g; sdo as cargas parciais dos atomos i e j, respetivamente, &,,; a

constante diélectrica do meio e g, a permitividade em vacuo.

Na figura 14 estdo esquematizados os diferentes tipos de contribuicdes, na

mecanica molecular, utilizados na fungdo de energia potencial.

Pijit
Figura 14 — Representacdo das diferentes interagGes que ocorrem entre os atomos pesados da glicina, a
vibragdo das ligacGes (dw), a dobra dos angulos (8i«), tor¢do dos diedros (i) e as interagdes ndo ligantes
(rmi). Representa¢do em balls and sticks, a azul o 4tomo de azoto, a vermelho o dtomo de oxigénio, a preto
os atomos de carbono e a branco os atomos de hidrogénio.

No ambito deste trabalho utilizou-se o campo de forcas GROMOS 54A7 [Schmid
2011], visto ser, o mais recente da familia, incluir parametros de lipidos e ndo ter o
problema do seu antecessor (53A6), de destabilizar demasiado as hélices [Schmid 2011].
Em parte serve também como comparacdo e continuagao de um trabalho realizado no
grupo de modelacdo de proteinas do ITQB onde se simulou o péptido de fusdo e o
péptido transmembranar usando o campo de forgas 54A7 [Victor 2012, Victor 2015].
Utilizaram-se ainda outros campos de for¢a, o MARTINI [Marrink 2007, Monticelli 2008]
e o ELNEDIN [Periole 2009], que sdo campos de for¢ca coarse-grain onde as suas

vantagens e desvantagens serdo debatidas noutro capitulo desta tese (capitulo 2.2).

A mecéanica molecular, so por si, da-nos apenas informacdo sobre a energia de
um sistema em determinadas posi¢Oes relativas dos atomos, por exemplo, a energia

associada a uma conformacdo de uma proteina, sendo portanto estatica. Para se poder
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criar a superficie de energia do sistema é necessario que a proteina apresente o maximo
de conformagdes (idealmente, todas as conformacgdes possiveis), e assim aplicar a

mecanica estatistica.
2.1.2. Dinamica molecular

A simulacdo de dinamica molecular é um método de amostragem do espago
conformacional, onde sdo geradas conformacdes relacionadas temporalmente entre si,
utilizando sempre a conformacgao anterior para gerar uma nova conformagao, ap6s um
determinado tempo, através da mecanica classica. Sendo assim a simulagao de dindamica
molecular é uma tentativa de simular o comportamento das moléculas ao longo do

tempo.

Um exemplo comum na mecanica classica é um sistema de uma esfera e uma
mola: ao empurrar a esfera contra a mola, esta exerce um trabalho negativo sobre a
esfera, pois, a forca da mola transforma a energia cinética na esfera em energia
potencial eldstica. Quando a energia cinética se anula, a esfera para, e comega a mover-
se no sentido contrdrio, na mesma direcdo da for¢ca da mola, passando a exercer
trabalho positivo, transformando por sua vez, energia potencial em energia cinética
[Halliday 2001]. Posto tal, temos que a diferenca da energia potencial (AV) é igual ao

trabalho (W) realizado pela forca, esquematizado nas seguintes equagdes:
AV =-W = _FiAri

)4

F- = — —_—=
: 6Ti

—V,V

Onde F; é a forga aplicada no atomo i e ; é o vetor com as posi¢des cartesianas
do atomo i. Obtemos portanto que a forca aplicada nos atomos é o gradiente da energia
potencial, sendo calculada apenas pela derivacdo da equacdo de energia potencial em
ordem a todas as coordenadas. A superficie de energia potencial € um campo escalar,
portanto o seu gradiente vai originar um campo vetorial de forgas, dai o nome dado
como “campo de forgas” ao conjunto da energia potencial e os correspondentes

parametros.
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Apds o cdlculo da energia potencial, e da forga correspondente a partir do
gradiente, utiliza-se as leis de movimento de Newton. A primeira lei estabelece que um
corpo continua a mover-se numa linha reta com velocidade constante até que uma forca
atue sobre o corpo. A segunda lei estabelece que a forga é igual a taxa de variagao do
momento linear (F= dp/dt). Por Gltimo a terceira lei estabelece que para qualquer agdo
ocorre uma igual e oposta reagao, ou seja, se um corpo exerce uma forga F1 sobre um
outro corpo, este ultimo vai exercer uma forca F,=-F1 sobre o primeiro corpo [Leach

2001].

Visto que, nos sistemas simulados a massa é mantida constantee p =m X v, a
trajetdria dos atomos perante uma certa forca é resolvida pela segunda lei de Newton,
ou equagao de movimento de Newton:

F dVi dri 5 F dzri
, =m;— e v;=— entao: ;=M ——
' bdt oodt ' ' de?

Onde F;,m; v;, ri e a; sdo respetivamente a forca exercida sobre o dtomo i, a massa

= m;a;

do atomo j, a velocidade do dtomo i apds a forca atuar, o vetor de posi¢des cartesianas

do dtomo i apds a forga atuar e a aceleracdo do dtomo i apds a forca atuar.

A partir da integracdo da equac¢ao da segunda lei de Newton podemos
determinar as novas posicoes e velocidades de todos os atomos do sistema, sendo no
entanto necessario métodos numéricos, devido a complexidade dos sistemas em causa.
O método de integracdo usado foi o “salto de rd” (leapfrog) [Hockney 1974], que é um
método simples, possui propriedades de conservacdao de energia e é amplamente
utilizado [Rapaport 2004]. Este método baseia-se em trés passos: primeiro utiliza as
posicdes ria um determinado tempo t, para calcular a for¢a F;; segundo usa essa forga,
anteriormente calculada e as velocidades do meio passo anterior (t — At/2) para calcular
as velocidades do meio passo posterior (t + At/2); por ultimo utilizam-se as velocidades,
anteriormente calculadas no segundo passo, para calcular as posi¢des dos atomos no
novo passo de integracdo (t + At) [Becker 2001, Van der Spoel 2005]. As equacdes
utilizadas na integracdo sdo as seguintes:

At Aty At
1% (t + 7) =7; (t - 7) + EFl(t)
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At
r; (t — At) = 1; (t) + Aty (t + 7)

O tempo entre cada passo de integracdo ndo é algo estrito, dependendo de
varias varidveis. Vejamos a figura 15, que mostra o resultado para diferentes tempos.
Ao utilizar um espaco de tempo curto para cada passo de integracdo a amostragem do
espaco conformacional ocorre lentamente, aumentando o tempo de computagdo. Por
outro lado o uso de espacos de tempo longos para os passos de integracdo provoca
instabilidades, choques entre dtomos ou mesmo dtomos a afastarem-se demasiado. O
passo de integracdo deve ser, portanto, um equilibrio entre uma amostragem eficiente
do espac¢o conformacional e uma simulagdao o mais préxima do real possivel [Leach

2001].

Figura 15 — Variagdes dos dtomos a diferentes tempos de passos de integragdo. Adaptado de [Leach
2001].

A escolha do valor do passo de integracdao depende portanto do sistema, e o
espaco de tempo onde ocorrem os movimentos mais rapidos desse sistema. No caso
deste trabalho, ndo se simulam atomos, mas sim moléculas flexiveis, portanto as
vibracGes mais rapidas sdao as vibracbes das ligacbes entre datomos ligados
covalentemente, principalmente com atomos de hidrogénio. Os periodos de vibragao
de liga¢cGes entre um carbono e um hidrogénio ocorrem a cada 10fs [Leach 2001, Becker
2001]. Dependendo da fonte bibliografica, o tempo de integracdo a utilizar nestes
sistemas deveria ser aproximadamente um décimo [Leach 2001] ou um vigésimo
[Becker 2001] da vibracdo mais rapida, ou seja, um valor de 0,5-1fs para o passo de

integracdo é aceitavel.

Visto que o tempo de integracdo estd diretamente relacionado com a vibracao
mais frequente, e esta ocorre nas ligacdes covalentes entre os dtomos, uma forma de
aumentar esse tempo é constranger as ligagdes [Van Gunsteren 1990]. A aplicagdo das
constricoes é feita por algoritmos como o SHAKE [Ryckaert 1977], o SETTLE [Miyamoto

1992] ou o LINCS [Hess 1997], sendo este ultimo o mais comum, devido a sua maior
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estabilidade e rapidez. O algoritmo utilizado para os péptidos/proteinas neste trabalho
foi o LINCS que atua em dois passos, na recoloca¢dao dos atomos apds um passo de
integragdo, de modo a que as distancias de equilibrio entre os atomos se mantenham.
Num primeiro passo o algoritmo projeta a nova ligagao na ligagao antiga e num segundo
passo é aplicado um acerto na distancia para se ter em conta a rotacdo da ligacdo (figura

16) [Hess 1997].

12 passo 22 passo

Figura 16 — Esquema da atualizacdo das posi¢des a cada passo de integrac¢do. A linha a tracejado simboliza
a ligagdo anterior com comprimento d e a linha a preto é a nova ligagdo. I = d cos 0 e p = (2d?1?)'/?.
Adaptado de [Hess 1997].

Contudo, o LINCS apenas permite constricdes nas ligacdes entre os atomos. No
caso da dgua é necessario também constranger os angulos. Para tal é necessario utilizar
o algoritmo SETTLE, que é uma solu¢do analitica do algoritmo SHAKE para moléculas

pequenas.

Ao constranger as ligacOes, fonte de maior vibracdo, tempos de integracdo de

2fs podem ser utilizados.
2.1.3. Solvatagao e condigoes periddicas de fronteira

Em dindmica molecular podem-se realizar simula¢des com a(s) molécula(s) de
interesse em vacuo, mas o estudo de sistemas bioldgicos implica a existéncia de um
solvente, normalmente a agua. Para tal utiliza-se uma caixa de simulagao, por exemplo
cubica, onde sdo colocadas as moléculas de interesse (soluto) e preenche-se o resto com
agua. Contudo tal procedimento apresenta dois problemas: num sistema microscépico,
normalmente simulado com um numero de moléculas entre 10° e 10° dtomos, as
superficies da fronteira tém um grande impacto no sistema [Van Gunsteren 2006], onde

moléculas perto do limite vao sofrer forcas diferentes das moléculas no centro da caixa;
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o segundo problema ocorre quando apds um passo de integracdo a molécula sai da

caixa, o que altera a densidade do sistema.

A solugdo para ultrapassar este problema é utilizar as condi¢Ges periddicas de
fronteira, que sdo uma abstracdo, onde consideramos que a caixa inicial é rodeada por
copias idénticas da mesma (figura 17). Nesta condigdao qualquer movimento de um
atomo é reproduzido nas suas imagens periddicas, solucionando o problema das
fronteiras, pois a forga a atuar num dtomo depende dos atomos nas restantes caixas. O
problema de a densidade variar é também solucionado, visto que, quando um atomo
sai da caixa ele volta a entrar através de uma imagem periddica pelo lado contrario da

caixa, com igual velocidade.

No entanto ao utilizar esta metodologia originam-se outros problemas, como por
exemplo, o niumero de interagdes ndo ligantes aumenta infinitamente. A convengao
minima da imagem estipula também que nenhum atomo deve interagir com o soluto

(por exemplo uma macromolécula) e a imagem periddica desta.

+—Q +—0 —9
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Figura 17 — Esquema do efeito das condicGes periddicas de fronteira, com apenas algumas caixas
representadas. Os atomos reais estdo representados a cizento e as imagens periddicas a preto. Adaptado
de [Hinchliffe 2008]

Uma solucdo para ultrapassar esses problemas é considerar uma esfera
imaginaria com centro em cada dtomo e com um raio pré-determinado (designado por
cut-off), onde as energias das interacdes nao ligantes, com atomos fora desse cut-off,
sdo consideradas 0. Mas sé por si, ainda teriamos de calcular a cada passo de integracdo

as distancias entre os atomos para saber que dtomos se encontravam dentro do cut-off.
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Visto que, os atomos vizinhos ndao variam significativamente entre 5-10 passos de
integracdo, cria-se uma lista com os vizinhos a uma dada distancia e a um dado tempo,
atualizando a lista apds n passos de integracao, ganhando assim tempo de calculo. A
taxa de atualizacdo da lista de vizinhos deve ter em atenc¢do, ndo sé a eficiéncia da
simulagdo (quanto maior for o n mais rdpida a simula¢do), mas também uma maior
probabilidade dos 4tomos sairem ou entrarem dentro do cut-off, antes da atualizagao,

provocando cdlculos de forgas errados.

Existem dois métodos para limitar as intera¢des nao ligantes utilizando cut-offs,
o twin-range [Berendsen 1985] e o shift [Van der Spoel 2005]. No caso do método twin-
range sao definidos dois raios, onde as posi¢cdes dos atomos e correspondentes forcas
de interacdo dentro do primeiro cut-off (mais curto) sdo calculadas em todos os passos
de integracdo. Para os atomos entre o primeiro e o segundo cut-off as forcas da
interacdo sdo apenas calculadas quando se atualiza da lista de vizinhos, mantendo-se

constantes entre as atualizagdes.

No caso do método shift utilizam-se também dois raios, mas usam a mesma lista
de vizinhos, onde a partir do primeiro cut-off (rsnir) as interagdes comegam

gradualmente a ser zero a medida que se aproxima do segundo cut-off (rcut).

No caso da interacdo ndo ligante de Lennard-Jones a aproximacdo ao utilizar o
cut-off é minima, uma vez que a uma distancia de 2.50 (figura 13) o potencial de
Lennard-Jones possui 1% do valor da distancia de o e os valores de cut-off usados sdo
superiores a 2.50. Ja no caso das interacdes eletrostaticas isto ja ndo acontece, pelo que
é importante ter em consideracdo interacdes de longo alcance. Utiliza-se portanto o
método do Reaction-field [Tironi 1995] que trata as moléculas, que se encontram a uma
distancia superior ao cut-off, de uma forma média, sendo consideradas como um

dielétrico continuo.

2.1.4. Banhos de temperatura e pressao

Enquanto a utilizacdo direta da simulacdo de dindmica molecular seria simular
condicdes NVE (numero de particulas, volume e energia constantes), se quisermos

estudar sistemas bioldgicos devemos simular condigdes NPT (numero de particulas,
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pressdo e temperatura constantes). No entanto dentro dos sistemas simulados pode
ocorrer interconversdo entre energia potencial e energia cinética, ou seja, a energia
cinética do sistema muda, alterando por consequente a temperatura do sistema devido

a seguinte equacao:

N
1 1
Ecingtica(t) = z Ernivi2 ) = E NglkBT(t)
i=1

Onde m;é a massa do atomo i, vié a velocidade do dtomo i, Ngsé o niumero de

graus de liberdade e kg é a constante de boltzmann.

Como ocorrem variagdes na pressao e na temperatura ao longo das simulagdes
€ necessario utilizar algoritmos que assegurem a conservacdo da temperatura e da
pressao. Por exemplo, o método de acoplamento fraco de Berendsen para a temperaura
[Berendsen 1984] utilizado neste trabalho, acopla, a cada passo de integracdo, o nosso
sistema a um banho externo a temperatura desejada (Twanho), que vai retirando ou
introduzindo calor consoante a diferenca entre a temperatura do banho e a
temperatura do sistema:

aT _ (Tbanho B T)
dt T,
At

AT = — (Tbanho - T)
T¢

Onde At é o tempo do passo de integracado e 1: é a constante de acoplamento,
que pode variar consoante se deseja um acoplamento mais forte (t: pequeno),

permitindo menos variacdo na temperatura, ou um acoplamento mais fraco (t: grande).

Uma vez que a temperatura esta relacionada com a velocidade dos atomos, a
forma como o banho introduz calor no nosso sistema é através do escalamento das

velocidades. Através das equag¢des acima, podemos inferir a equacao:

At Tbanho
P=1+— (— — 1)
7. \ T(t)

Onde A é o fator de escalamento das velocidades, o qual € multiplicado a todas

as velocidades dos d&tomos em cada passo de integracao.
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No caso do acoplamento fraco de Berendsen para a pressao [Berendsen 1984],
também se usa um “banho” de pressao e um fator de escalamento, que neste caso se
aplica ao volume da caixa de simulagao, segundo as seguintes equagdes:

E _ (Pbanho B P)
dt Tp

At l:)banho )
=1—Kk—|——
A K Ty ( P(t)

Onde x é a compressibilidade isotérmica, que mede a variacdo relativa do

volume em resposta a uma variagdo da press3o.

Ja que o volume da caixa se altera ao multiplicar-se por A, a posi¢ao relativa dos
atomos também necessita de ser alterada, multiplicando-se por A3, sendo as novas

posicdes dadas por:

r, = A3
Existem trés tipos de acoplamento para a pressao. Isotrépico, onde as constantes
de acoplamento dos trés eixos da caixa (x,y e z) sdo iguais, normalmente utilizado para
simulacGes de proteina em agua. Semi-isotrépico, onde duas constantes sdo iguais e
outra é diferente, normalmente utilizado em simulages com membranas, sendo os
eixos xy acoplados com a mesma constante e o eixo zcom uma constante diferente. Por
ultimo o acoplamento anisotrépico, onde todas as constantes de acoplamento de

pressdo, nos trés eixos, sdo diferentes.

2.2. Campos de for¢a nao atomisticos

A vantagem dos campos de forca com alta resolucdo é a capacidade de aceder
as interagdes atomo-atomo, mas esta resolugdo reduz, na pratica, o tamanho dos
sistemas a dezenas de nandmetros, e o tempo de simulacdo a centenas de
nanossegundos. No entanto a maioria dos processos biomoleculares ocorrem a escalas
de tempo superiores, como o folding de proteinas, formacdo de vesiculas lipidicas e o

agrupamento de sistemas complexos em bicamadas [Marrink 2007, Bennun 2009].
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Num sistema molecular as interagdes nao ligantes, por ocorrerem entre todos os
atomos (exceto os primeiros vizinhos ligados covalentemente), sdo em numero superior
as interagdes ligantes. Uma vez que os cdlculos da energia potencial, especialmente os
termos de interagdes nao ligantes, sdao o que mais contribui para o consumo de tempo
no calculo das forcas, entdo quanto menor for o nimero de atomos no sistema a
simular, menor sera o numero de interagdes e por sua vez mais rapidos serdao os
calculos. Assim sendo, uma das formas de aumentar a velocidade das simulacdes é
reduzindo a resolucdo do sistema, ou seja, o numero de particulas que o compdem [Van

Gunsteren 1990, Bennun 2009].

A questdo principal para saber que resolucdo utilizar é: que propriedades se
guerem estudar? Se queremos estudar algo mais estrutural como interagdes entre
moléculas deve-se utilizar uma resolucdo alta. Contudo se quisermos estudar
comportamentos mais globais a grandes escalas de tempo, onde as interacdes de alta
resolucdo sao dispensaveis, modelos de baixa resolucdo podem ser vantajosos [Bennun

2009].

O multi-scale, ou seja, uso de diferentes resolucdes, surge como um método que
pode juntar as vantagens de ambas as resolucdes. Neste trabalho utiliza-se primeiro a
baixa resolucdo para aceder a eventos que ocorrem a largas escalas de tempo
(eficiéncia) e depois utiliza-se uma resolugao superior para se estudar os detalhes
atomisticos (precisdao) [Marrink 2004, Rzepiela 2010]. Podem também ser realizadas
simulacées onde diferentes componentes do sistema apresentam diferentes
resolucdes, no entanto para o campo de forcas MARTINI, este método ainda necessita

de melhoramentos.

Os campos de forga utilizados neste trabalho foram o 54A7 para a alta resolucao

e o MARTINI para a resolucdo mais baixa, ambos explicados de seguida.

2.2.1. Campos de forga united-atom

Campos de forca united-atom tratam os hidrogénios apolares como parte

integrante do atomo pesado a que estao covalentemente ligados. A esse atomo pesado

49



é Ihe atribuido um novo tipo de &tomo com parametros de eletrostatica e de Lennard-
Jones diferentes, para que simule a presenca dos hidrogénios. Usualmente este novo
atomo é colocado no centro de massa do dtomo pesado, como o campo de forgas
GROMOS utilizado neste trabalho, mas também existem campos de forga onde o novo
atomo é colocado no centro geométrico. Os hidrogénios polares, dado que sdo
necessarios para a formacdo de pontes de hidrogénio e outras interagGes polares, sdao

tratados explicitamente [Leach 2001, Hinchliffe 2008].

Um ponto importante nos campos de forca united-atom é a transicdo entre
diferentes enantiomeros devido a perda de resolugdo. No caso de proteinas a excegao
da glicina e da prolina todos os residuos de aminoacidos possuem no carbono alfa um
centro quiral, mas ao perder o hidrogénio altera a sua estereoquimica. O uso de um
termo de tor¢do impropria para os dtomos N-C-Ca-R mantém a posicdo relativa da

cadeia lateral correta [Leach 2001].

2.2.2. Campo de forgas MARTINI

Na criacdo do campo de forcas MARTINI, houve a preocupacdo de criar um
equilibrio entre quatros aspetos: a velocidade de calculo, através do uso de interagdes
de curto alcance e grandes passos de integracao (discutidos mais a frente); versatilidade,
por poder ser aplicado a qualquer molécula mantendo algum do seu detalhe estrutural;
aplicabilidade, ao ser um campo de forcas simples e facil de usar, com poucos
parametros; e precisdao semi-quantitativa através da reproducdo de resultados
dindmicos, estruturais e termodinamicos de simula¢des atomisticas. [Marrink 2004,

Marrink 2007].

As moléculas em MARTINI tém uma resolugdo inferior do que a encontrada nos
tratamentos atomisticos ou mesmo nos united-atom, sendo também designada por
resolucao coarse-grain. Nesta resolucdo é usado um mapeamento de quatro para um,
isto €, em média, quatro dtomos pesados (hidrogénios ndo sdo contabilizados) sdo
transformados em apenas uma particula [Marrink 2003]. Para moléculas com anéis,
como por exemplo, o benzeno ou a cadeia lateral do triptofano, usa-se uma resolucao

superior de dois para um [Marrink 2007].
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Cada particula utilizada na resolucado coarse-grain pode representar diferentes
tipos de atomos, logo é necessario criar diferentes particulas que definam a origem
guimica da molécula. O campo de for¢cas MARTINI possui quatro tipos diferentes de
particulas. Particulas polares (P) que representam grupos neutros de atomos que
facilmente se dissolvem em d4gua, como por exemplo, o etanol ou a acetamida.
Particulas apolares (C) que representam grupos de atomos hidrofébicos, como o butano
ou o cloroférmio. Particulas ndo polares (N) que representam grupos de dtomos mistos,
com porc¢des polares e porcdes apolares, por exemplo, o propanal ou o 1-butanol. Por
ultimo, particulas carregadas (Q) que representam grupos ionizados, como é o caso dos

grupos colina e fosfato.

Dentro dos quatro diferentes tipos, existem ainda subtipos que ajudam a definir
melhor a natureza quimica da particula. Para os tipos Q e N existem quatro subtipos (da,
d, a e 0), consoante a sua capacidade para formar pontes de hidrogénio, onde 0 significa
que ndo tem capacidade, a significa que é aceitador, d que é dador e da significa que
tanto pode ser dador como aceitador de pontes de hidrogénio. No caso dos tipos P e C
sdo divididos em cinco subtipos (1, 2, 3, 4 e 5) consoante a sua polaridade, onde 1
significa baixa polaridade e 5 alta polaridade [Marrink 2007]. Um exemplo da
correspondéncia entre a representacao de moléculas em campos de for¢a united-atom

e no campo de forcas MARTINI, encontra-se na figura 18.

Qa - QO

Figura 18 — Representacdo de um lipido DMPC em representa¢do atomistica (sem hidrogénios) e coarse-
grain. Esferas pequenas a verde sdo carbonos, a vermelho sdo oxigénios, a azul azotos e laranja fésforos.
As esferas grandes representam a cadeia apolar do tipo C1 a azul claro, a parte do glicerol Na a vermelho,
o grupo fosfato Qa a laranja e o grupo colina Qo a azul escuro.
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Esses diferentes tipos de particulas vao interagir entre si com diferentes forgas,
visto que uma particula polar sofre muito mais atragao por uma particula semelhante
gue por uma particula apolar. A matriz com os diferentes niveis de interacdo encontra-

se na tabela 1.

Tabela 1 - Matriz dos niveis de interagdo entre as diferentes particulas, onde O ocorre entre particulas
com maior atragdo (€=4.6kJ/mol) e IX nas particulas com maior repulsdo (£=2.0kJ/mol).

Q p N C

sub da d a 0 5 4 3 2 1 Jda d a 0 5 4 3 2 1
da O O 1 O O o I Igy1 I T IvjVv VI VII IX IX
d I o 1 O O O I g1 1m I Ivjv VI VII IX IX
a O I II O O o I IqpI1 I I vygv VvI viI IX IX
ojuo m 1m 1Iv I O I oI mrgor mr gr rvgv vl vl IX IX
5 O O O I O O O O OojI 1T I IvpVv VI VI VI VI
410 O O O O I I II oyor oo g rvgv Vvl VI VII VII
3 O O O I O I I o mojyo o o vpve v v VI VI
2 I I I II O II o mom mygo m o mnrgrv v v vl VI
1 I I I HOrg o II on m mgo m o mnrgrv v v v VI
da f I I I I I m o o mygo I 1o Ivgiv v vl VI VI
d I 1Ir 1 qI I m o o mygo mu o vgiv v vl VI VI
a I I I II I m o o mygo 1 o mvgrv v vl VI VI
ofIv Iv 1Iv IVvjIv IV Iv 1III HmIgrv v v Ivjiv 1Iv 1Iv. VvV VI
50 v VvV VvV V v v Iv IV IV]IV IV IV IV]IV IV IV V v
4 Vvl VI VI VIj Vvl VI V IV IVjJVvV VvV V V]IV IV IV
3 jvia v vl viig vi  vi vV IV]VI VI VI V]IV IV IV IV 1V
2 | IX IX IX IXgvil vl VI VI VvV Vvl VI VI Vv V IV IV 1V
1 IX IX IX IXgvil vil vil v VvIgVI VI VI VvIgv V IV IV 1V

Por exemplo, no caso da molécula de DMPC, representada na figura 18, os
grupos colina e fosfato sao representados, respetivamente, por uma particula carregada
positivamente do tipo Qp e uma particula carregada negativamente do tipo Qa. Os dois

grupos glicerol sdo representados por duas particulas N, e os grupos alcano por
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particulas C1, onde duas correspondem a cinco carbonos e uma (a ponta da cauda) a

guatro carbonos.

Todas as particulas tém um tamanho efetivo (o) de 0.47 nm, exceto para as
particulas que compdem anéis, onde o é igual a 0.43 nm, sendo compensados com um
€ (equagdo do termo LJ da fungdo potencial) reduzido em 25%. A distancia de equilibrio
entre duas particulas dos lipidos é igual ao tamanho efetivo, exceto para ligacdes entre
duas particulas N, onde é 0.37 nm, com constantes de forca de 1250 kJ mol* nm2. O
angulo de equilibrio entre as particulas é de 180° e constantes de forca de 25 kJ mol™*
nm2, exceto para o angulo entre a particula do grupo fosfato e do glicerol, que é definido
como 120°, e para as ligacdes duplas que tém constante de forca 45 kJ mol™ e dngulos

de 120° para conformacdes cis, e 180° para conformacgdes trans [Marrink 2007].

Em 2008 o modelo MARTINI 2.0 foi estendido para proteinas passando a ser
designado por MARTINI versdo 2.1 [Monticelli 2008]. Para avaliar quais eram os
melhores tipos e subtipos de particulas para as diferentes cadeias laterais, foi feita uma
comparag¢do entre o coeficiente de particdo em meios 4agua/dleo, calculado
experimentalmente, e a razao das densidades nos diferentes meios, calculadas
utilizando simula¢cdo computacional. O resultado da escolha das diferentes particulas

estd exemplificado na figura 19.

G re e !
Ait 8 ain e T
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Tyr
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co cig o
coc® gfcc

apolar intermediario polar carregado

Figura 19 — Representacdo dos diferentes aminoacidos no MARTINI, em que a cor define o tipo da
particula. Imagem adaptada de [Monticelli2008].
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As cadeias laterais dos aminoacidos apolares (Leu, Pro, lle, Val, Cys e Met), sdo
representadas por particulas do tipo C e as cadeias laterais dos aminodcidos polares
(Thr, Ser, Asn e GIn) por particulas do tipo P. Para os aminodcidos carregados (Glu, Asp,
Arg e Lys), as cadeias laterais sdo representadas por particulas do tipo Q, em particular
as cadeias laterais das argininas e lisinas sdo ainda representadas por uma particula ndo
carregada. No caso dos aminoacidos com cadeias laterais em anel, sdo representadas
por trés (His, Phe e Tyr) ou quatro (Trp) particulas especiais para moléculas em anel, SC
ou SP (1, 2, 3, e 4 consoante a polaridade). Os aminoacidos mais pequenos (Gly e Ala)
ndao possuem cadeia lateral, sendo apenas representados pela particula da cadeia

principal [Monticelli 2008].

A particula da cadeia principal depende da estrutura secundaria, uma vez que
quando em coil ou em dobra é fortemente polar (particula do tipo P5) mas quando em
hélice ou folha beta a existéncia de pontes de hidrogénio diminuem a polaridade,
passando a ser representada por uma particula do tipo NO (hélice) ou Nda (folha beta).
Exceto no inicio e no fim da hélice, onde se representa por particulas Nd e Na,
respetivamente. S3o casos especiais a glicina, a alanina e a prolina em que, por exemplo,
esta ultima ndo possui a capacidade de ser dador de hidrogénios para pontes [Monticelli

2008].

No caso especial das moléculas de dgua, que sao o solvente mais habitual das
simulacGes de sistemas bioldgicos, o conjunto de quatro moléculas atomisticas sdo
modeladas como uma Unica particula do tipo P4, designando-se por agua MARTINI.
Contudo desta forma a temperatura da dgua MARTINI apresenta uma temperatura de
solidificacdo superior ao normal, necessitando em certos sistemas de ser adicionado
cerca de 10% de uma nova particula, denominada BP4 (big P4). A Unica diferenga desta
particula é a sua interacdo com as particulas P4 da dgua, onde se aumenta o tamanho
efetivo de 0.47nm para 0.57nm para destabilizar o agrupamento uniforme das
moléculas de dgua e a forga de interagdo para o nivel O (€ = 4.6 kJ/mol), para ndo haver
separacao de fases entre as duas particulas de solvente [Marrink 2007]. Esta agua

MARTINI anticongelante serd utilizada nos estudos com a hemaglutinina completa.
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Os parametros de ligacdo, ou seja, as ligacdes, os angulos e os diedros entre as
particulas foram parametrizados através da comparag¢do entre aproximadamente 2000
proteinas do “protein data bank” (PDB). Através da analise das distribuicdes dos
parametros para todas as estruturas secunddrias e para todos os tipos de aminodcidos

foi estipulado que:

— Os parametros de ligacdo entre a cadeia principal sdo dependentes da
estrutura secunddria e independentes do tipo de aminoacidos, exceto para o valor da
distancia entre particulas da cadeia principal que é sempre 0.35 nm;

— No caso anterior, se as ligacdes ocorrem entre particulas com estruturas
secundarias diferentes, o valor dos parametros é igual ao menor valor das duas
estruturas secundarias. Por exemplo, o dngulo entre duas particulas em hélice e uma
particula em coil é escolhido o valor de angulo e constante de forca das estruturas em
coil;

— Os diedros sdo apenas definidos quando quatro particulas seguidas tém
estrutura em hélice ou estendida (folha beta);

— Os parametros entre a cadeia principal e a cadeia lateral, ou entre cadeias
laterais, sdo independentes da estrutura secunddria mas variam consoante o
aminoacido;

— Os angulos entre duas particulas da cadeia principal e uma da cadeia lateral ou
uma particula da cadeia principal e duas da cadeia lateral sdo independentes tanto da

estrutura secunddria como do aminodcido [Monticelli 2008].
Escala de tempo no MARTINI

Para uma maior eficiéncia computacional (um dos pontos principais no
desenvolvimento do MARTINI) a massa de todas as particulas deste campo de forgas é
igual a massa de quatro aguas (m = 72 amu), exceto para as particulas de estruturas em
anel, que é mais reduzida (m = 45 amu). Como a dindmica dos sistemas é afetada pelas
massas das particulas, passos de integracdo com tempos de 30-40fs podem ser
utilizados, mas para prevenir que ndo ocorrem flutuacdes da energia total € mais seguro
usar passos entre 20-30fs, principalmente em simula¢des de moléculas de anéis, como

por exemplo o triptofano [Marrink 2010].
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Devido a um menor nimero de graus de liberdade, comparativamente a
simulagdes atomisticas, e ao tamanho das particulas, a interagdao entre elas é mais
suave, causando uma menor friccdao efetiva. Tal provoca uma superficie de energia
muito menos rugosa, tornando a amostragem do espa¢o conformacional 3 a 8 vezes
mais rapida. Dessa forma, na interpretacdo da escala de tempo nas simula¢des usando
o modelo MARTINI deve-se multiplicar o tempo por um fator de 4. A multiplicagdo por
esse fator torna a velocidade de eventos como a difusdo da agua, a formacdo de
vesiculas ou bicamadas semelhante a velocidade das simula¢des atomisticas. Contudo,
o fator de aceleragdao depende dos sistemas a estudar, sendo sempre preciso interpretar
cuidadosamente o tempo das simulacdes usando o campo de forcas MARTINI [Marrink

2003, Monticelli 2008, Voth 2008].
LimitagOes

Para além da ébvia aproxima¢dao que resulta do uso deste campo de forgas,
devido a resolucdo reduzida dos sistemas, existem também outros pontos, que poderdo

ser melhorados em desenvolvimentos futuros do modelo.

- O campo de forgas foi parametrizado para a fase condensada/liquida, portanto
simulacées com sistemas em estado gasoso ou em estado sélido ndo serdo
recomendadas.

- O campo de forcas MARTINI foi parametrizado considerando as energias livres
de particdo, mas devido a resolucao reduzida a entropia é maior, sendo por sua vez, a
entalpia menor para compensar. Isso altera a dependéncia pela temperatura das
simulacGes, devendo-se usar temperaturas proximas da temperatura de parametrizacdo
(270-330K).

- O calculo de interacGes eletrostaticas apenas entre dtomos a uma distancia de
1.2 nm entre si (equivalente a entre duas a trés particulas) ndo refletindo com precisao
as interacGes eletrostaticas de longo alcance. Isto, aliado ao screening implicito torna as
interacdes de moléculas polares ou carregadas pouco corretas, principalmente em

solventes ndo polarizaveis, como a dgua MARTINI normal (P4).
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- A estrutura secundaria em péptidos ou proteinas é distinguida pela adi¢ao e
fixacdo dos diedros entre as particulas, logo ndo se podem esperar alteragdes

conformacionais usando o campo de forgcas MARTINI [Marrink 2007, Voth 2008].

2.2.3. Campo de forcas ELNEDIN

Nas simulacdes de proteinas usando o campo de forcas MARTINI ocorrem na
maioria das vezes alteragdes conformacionais da estrutura tercidria que pouco
provavelmente ocorreriam experimentalmente. Para ultrapassar tal problema, Marrink
e seus colaboradores desenvolveram um novo campo de forgas, designado por ELNEDIN
[Periole 2009]. Mais especificamente, este campo de forcas consiste na juncdo do
MARTINI 2.1, usado para descrever as interagdes inter e intramoleculares, com a
aplicacdo de uma rede de ligagGes eldsticas que constringe a estrutura da molécula a

sua conformacao inicial [Periole 2009].

A rede de ligacOes eldsticas é criada ao aplicar ligacdes extra entre as particulas
da cadeia principal que se encontram na estrutura inicial a uma distancia inferior a um
determinado cut-off, e separados pelo menos por duas ligacdes. A distancia entre
particulas e a constante de forga das liga¢Oes é estipulado pelo utilizador, sendo que, os
valores 0.8 a 1.0nm para a distancia (R¢, que define a extensao da rede) e 500-1000 kJ
mol™ nm= para as constantes de forga (Kspring, que define a rigidez da rede), reproduzem
melhor os valores das simulacdes atomisticas. Contudo o valor ideal varia de proteina
para proteina [Periole 2009], sendo necessario investigar que conjunto de valores é o

mais indicado para a Hemaglutinina simulada neste trabalho.

A aplicacdo deste campo de forcas numa proteina fard com que a sua estrutura
inicial seja mantida ao longo do tempo, tornando impossivel estudos sobre altera¢des
conformacionais como, por exemplo, estudos de folding. Contudo, o ELNEDIN é capaz
de reproduzir deformacdes globais (alteracdes da estrutura tercidria) de uma proteina,
a flutuacdo dos residuos e movimentos coletivos. Um exemplo de aplicagdes para este
campo de forgas sdo as interacdes proteina-proteina, que foram testadas no artigo de

Periole et al. [Periole 2009], e conclui-se que o reconhecimento molecular neste tipo de
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interagOes é dependente da flexibilidade (nestes casos ndo se deve usar redes muito

rigidas), sendo consistente com outros artigos [Yamniuk 2004, Basdevant 2006].

Note-se que este campo de forgas ndo € meramente o campo de forcas MARTINI
com a adicdo de simples redes elasticas. Com a adicdo das redes elasticas foi preciso
efetuar alteragGes no campo de forgas. A particula da cadeia principal de um residuo no
ELNEDIN é colocada na posicao do carbono alfa, de modo a distancia ser sempre de 0.38
nm, removendo assim, a dependéncia da distancia entre particulas da cadeia principal
e a estrutura secunddria, que existia no MARTINI. Assim sendo, os parametros de ligacao
foram também re-parametrizados e o valor de referéncia da distancia de equilibrio e a
constante de forca foram alterados para 0.38 nm e 150000 kJ mol* nm, respetivamente
para as ligacdes entre duas particulas da cadeia principal e 120° e 40 kJ mol* nm,
respetivamente para o angulo entre trés particulas da cadeia principal. A estrutura dos
anéis das cadeias laterais também foi alterada, tanto a nivel das ligagdes na fenilalanina
e na tirosina, como a implementac¢ao de assimetria nas cadeias laterais da histidina e do

triptofano [Periole 2009].

2.3. Métodos

Neste capitulo serdo explicadas passo a passo as metodologias e protocolos da

simulagao computacional dos diferentes sistemas em estudo.

2.3.1. Preparacao / Solvatagao

Num capitulo anterior sobre solvatacao e condi¢cdes periddicas de fronteira foi
referido que o sistema em estudo era colocado no centro da caixa de simulagdo, mas
nem sempre isso ocorre. Neste trabalho foram utilizados diferentes configuracdes

iniciais, variando consoante o sistema simulado e o que se pretende estudar.

Foram utilizados dois tipos diferentes de caixas de simulagdo:
quadradas/retangulares ou octaédricas truncadas. As primeiras foram utilizadas nas
simulagGes com lipidos, onde a bicamada é formada nos eixos x e y que possuem tanto
0 mesmo comprimento como o mesmo valor de acoplamento de pressdo (tp). A

bicamada fica portanto perpendicular ao eixo dos z, que possui um T, diferente dos
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anteriores, uma vez que se utiliza um acoplamento de pressdo semi-isotrdpico. O
segundo tipo de caixas é utilizado para proteinas/péptidos flexiveis ou proteinas
globulares em dgua, onde a distancia da proteina aos cantos de uma caixa quadrada é
superior a distancia nas dire¢cdes verticais ou horizontais da proteina a caixa,
aumentando o nimero de aguas. Ao utilizar uma caixa mais parecida com a forma da
proteina diminuimos o numero de 4guas sem alterar a distancia minima as imagens

periddicas.

Normalmente as estruturas iniciais provém de estruturas obtidas por
cristalografia de raios-x, como a estrutura da hemaglutinina H3N2 (PDB code: 2VIU)
utilizada neste trabalho, ou obtidos por NMR, como a estrutura de 24 aminodcidos do
péptido de fusdo (PDB code: 2KXA). Mas se ndo existir nenhuma estrutura pelos
métodos descritos atrds, a solugdo é gerar uma estrutura usando técnicas de
modelacdo, como por exemplo o péptido transmembranar que foi criado usando o

programa PyMOL [PyMOL].

Apds a colocacdo das moléculas, que se querem estudar, na caixa de simulagao
0 passo seguinte é a sua solvatacdo com moléculas de dgua, colocadas ao acaso até
encher a caixa de simulagdo. Nas simulagdes com lipidos foi utilizado uma caixa onde o
numero de d4guas necessarias para encher fossem aproximadamente 2000 &aguas
MARTINI (8000 aguas reais) e adicionaram-se rigorosamente 2000 dguas em todas as
caixas. O controlo do numero de 4guas adicionado foi realizado para manter a razado
entre lipidos e aguas, ou seja, a hidratacdo da membrana ser constante em todas as

simulagdes.

O modelo da molécula de dgua utilizado neste trabalho foi o simple point charge
(SPC) [Berendsen 1981] para o campo de for¢as 54A7 e, consoante a necessidade, dguas
MARTINI “normais” (P4) ou dguas MARTINI anticongelantes (BP4) para o campo de
forcas MARTINI e ELNEDIN.

A seguir a solvatacao do sistema, e antes de se iniciar as simula¢des de dinamica
molecular é necessdrio fazer uma minimizacdo de energia, ou seja, encontrar uma
estrutura com menor energia comparativamente a estrutura inicial, através de uma leve

alteracdo nas posicoes dos dtomos. Tal é necessario uma vez que a estrutura inicial sem
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minimiza¢Ges pode conter forgas excessivamente grandes e a simulagdo falhar [Saxena

2009, Van der Spoel 2005].

2.3.2. Minimizagao

A superficie de energia de sistemas bioldgicos relaciona a posi¢ao dos atomos
(conformacdo de uma molécula) com a energia potencial correspondente. Devido a
existéncia de inUmeros graus de liberdade e por consequéncia iniUmeras conformagdes,
a superficie de energia é bastante complexa, estando repleta de minimos locais.
Tornando dificil, desta forma, encontrar o minimo global, mas para o efeito da

minimiza¢do basta um minimo local.

Uma forma de identificar esses minimos é através das derivadas de primeira e
segunda ordem dessa mesma superficie de energia. A primeira derivada indica se nos
encontramos num vale (minimo) ou num pico (maximo) da superficie, sem os
diferenciar. Por isso usa-se a segunda derivada que distingue minimos da fungdo, onde
se obtém valores positivos, em oposicdo dos maximos da fungdo onde se obtém valores

negativos [Leach 2001].

O método de “descida ingreme” (Steepest-descent) € um método derivativo de
primeira ordem que num primeiro passo calcula o gradiente da energia potencial, o qual
é de seguida utilizado para calcular as forcas (igual ao gradiente negativo). O préximo

passo sera calcular as novas posigdes dos atomos (1,,41), segundo a seguinte equacao:

Fr

Fpay = I'p + ————h
n+1 n maX(anl) n

Onde h,, é o deslocamento maximo, F,, é a for¢a (ou o negativo do gradiente da
energia potencial V) e max(|F,|) é o valor absoluto maximo entre todos os

componentes da forca.
A energia potencial é entdo calculada para estas novas posicoes, em que:
Se Vpn+1 < Vj as novas posigdes sdo aceites e o hy, 1 = 1.2hy,

Se Vi1 = Vp as novas posigdes sao rejeitadas e o hy, .1 =0.2h,
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Estes passos sao repetidos em ciclos até que um nimero de ciclos definido pelo
utilizador seja alcancado ou entdo o valor max(|F,|) seja menor do que um valor
estipulado pelo utilizador. Em suma este método encontra minimos sucessivos da
funcdo de energia potencial, seguindo a direcao do gradiente negativo dessa mesma
funcdo. Neste trabalho utilizaram-se como limite os 2000 ciclos ou forca de 10 kJ mol?

nm-.

Este método ndo é o mais eficiente na procura de minimos globais, podendo ficar
preso num minimo local, ndo podendo “pular” para outros minimos locais que tenham
uma menor energia. Contudo, € um método bastante robusto, facil de implementar e

converge rapidamente para o minimo local mais préximo [Van der Spoel 2005].

2.3.3. Inicializacao

Na minimizagcdo a temperatura ndao é contabilizada, mas as simulagdes de
sistemas bioldgicos devem ser realizadas por volta dos 300-310 K, dependendo do
sistema em causa. Neste trabalho as simulagdes foram todas realizadas a 303 K. Este
valor foi utilizado, devido ao uso de membranas de DMPC, o qual tem uma temperatura
de transicdo de fase de 298 K, pelo que se deve usar uma temperatura superior a este
ultimo valor. Algo semelhante ocorre para a pressdo, onde se usou sempre 1 bar,

equivalente a pressdo atmosférica.

De modo a ajustar o sistema a estes valores de temperatura e de pressao, os

o 4 ~ . ~ .
banhos” sdo ligados e as constantes de acoplamento sdo lentamente ajustadas ao valor
final que se pretende. De uma maneira geral é realizado um primeiro passo onde apenas
é ligado o banho de temperatura, onde sdo geradas aleatoriamente as velocidades
iniciais dos atomos para uma determinada temperatura. No segundo passo o banho de
pressado é ligado e os restantes passos servem para ajustar o sistema ao acoplamento de

temperatura e pressdo corretos, que serdo utilizados nas corridas de producao.
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Tanto na minimizagao, como nos passos de inicializagao é utilizado um termo
externo ao potencial, designado por restricdao das posicoes, e é aplicado aos &tomos que
se deseja imobilizar, através da adicdo da seguinte equacdo a funcdo de energia

potencial:
1 2
Vrp(ri) = EKrp”ri - Ri”

Onde, R; é a posicdo de referéncia do atomo i e K, € a constante de forga definida
pelo utilizador, que no caso deste trabalho foi sempre de 1000 kJ mol™* nm=, a exce¢do
dos dois ultimos passos de inicializagao com lipidos, durante os quais o valor de 100 kJ
mol? nm~ foi usado. Este método é utilizado para evitar a destruicdo da proteina,
deixando primeiro o solvente relaxar a volta de uma proteina imével. InicializagGes
suaves tém impacto na estabilidade das simulacGes, portanto nos primeiros passos
restringe-se todos os atomos da proteina ou dos lipidos, mas nos ultimos passos apenas
sao restringidos os carbonos alfa da cadeia principal (no caso do MARTINI, as particulas

da cadeia principal) e os lipidos, mas estes ultimos com menor energia.

Ao realizar apenas uma simulacdo, por exemplo de uma proteina, teriamos o
problema desta tomar uma conformacgao correspondente a um minimo local e nao
conseguir sair desse minimo durante o resto da simulacdo. Assim sendo, deve-se realizar
varias simula¢des replicadas para se obter uma maior amostragem do espaco
conformacional e assim ter uma maior certeza estatistica das propriedades apds analises

das trajetérias.

Visto que a velocidade inicial para cada atomo é atribuida aleatoriamente,
obedecendo a uma distribuicdo de Boltzmann, é necessario apenas mudar a seed do
gerador de numeros aleatdrios para se obter um conjunto diferente de velocidades

atdmicas, originando uma simulac¢do diferente.

2.3.4. Corrida de producao

Apods ainicializacdo estar terminada a simulacdo é mantida igual ao ultimo passo
de inicializacdo mas sem restricdes na posicdo dos atomos. Durante esta fase do

processo, existe ainda uma subfase que é a equilibracdo. Uma proteina diz-se em
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equilibrio quando alcanga estabilidade e ndo apresenta flutuagdes irregulares, podendo
ser averiguado através de andlises estruturais, como a “root mean square deviation”

(RMSD).

Nesta fase, a simulacdo continua até alcancar um tempo definido pelo utilizador
(podendo-se sempre simular por mais tempo caso o utilizador encontre necessidade).

As anadlises sdo realizadas na parte equilibrada das trajetorias.

2.4. Transformacao reversa

O método de transformacdo reversa sera utilizado para transformar a estrutura
de um sistema em resolu¢cao MARTINI para uma estrutura united-atom. Este método é
apenas utilizado neste sentido, uma vez que a estrutura em MARTINI possui menos
informacao que uma estrutura atomistica, esta ultima pode ser facilmente transformada
numa estrutura MARTINI. Este processo é realizado por um algoritmo de reconstrucdo

com trés passos:
12Passo — Colocagao inicial das particulas atdmicas

Todos os atomos que sdo representados por cada particula MARTINI sdo
colocados, ao acaso, numa esfera (0.3 nm de raio) com o seu centro no centro de massa
da particula correspondente. Mesmo sendo necessario um mapeamento que indique
gue conjunto de atomos correspondem a cada particula MARTINI, este passo acelera o

processo, ao colocar os atomos relativamente préoximos da sua posigao final.

Existe, no entanto, um problema com este passo. A colocag¢do, ao acaso, dos
varios atomos pode criar, no inicio da simulacdo, forcas elevadas que provocam
instabilidades. De modo a ultrapassar este problema, todas as forcas superiores a 15
000 kJ mol* nm= (Feap,0) sdo reduzidas para este ultimo valor. Ao longo da simulagéo
ocorre um aumento linear da forca limite por um fator At, onde A é por norma 100kJ

nmol® nm2 ps?etotempo em picossegundos.
22 Passo — Simulated annealing restrito

O simulated annealing (SA) é um método que utiliza calculos de dindmica

molecular, no qual ocorre um aumento da temperatura do sistema até um valor
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elevado. As moléculas a elevadas temperaturas tem uma maior facilidade em passar as
barreiras energéticas, permitindo assim uma maior facilidade na explora¢do do espaco
conformacional. De seguida a temperatura do sistema é reduzida gradualmente até ao
valor normal, ocorrendo variagGes mais seletivas a medida que se chega a um minimo

de energia [Kirkpatrick 1983 & Cernv 1985].

De forma a obter uma estrutura final de baixa energia mas sem se desviar muito
da estrutura CG inicial, foi utilizado um SA com um potencial de restri¢cdo. A introducao
do potencial U mantém o centro de massa dos dtomos perto do centro de massa da

particula MARTINI correspondente:

ytot = pyUA 4 prestr

7

Onde UYA representa o campo de forcas UA e U™t é o potencial harmdnico

calculado a cada passo de integracao,

n

k 2
restr _ § = (.-CG _ . UAcom
u - 2 (ri T )

i=1
Onde r;“¢ é a posicdo de referéncia da particula MARTINI j, rAmé o centro de

massa dos atomos que foram mapeados pela particula i, n € o nUmero total de particulas

e k a constante de forga de restrigao.

32 Passo — Libertagao gradual das restricoes

No final, quando a temperatura se encontra no valor pretendido, a nova
estrutura encontra-se demasiado ligada a estrutura CG. No entanto, as estruturas de
energia minima para o UA e para o CG sdo ligeiramente diferentes, devido a diferencas
entre os campos de forcas. Uma forma de ultrapassar isto, é aliviar a restricdo anterior
a nova estrutura. Portanto o U™ é removido, suavemente, ao longo dos ultimos 5000

passos do SA, de forma a obter uma configuracdo de menor energia.

No caso especial da agua MARTINI cada particula representa quatro moléculas
de agua. De forma a impedir que se dispersem da particula respetiva, outro potencial é

adicionado a Ut™t;
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0 Tij < Tcow
Ujrestr,W — k

w 2
o> (Tij - TCGW) Tij > Tcew
Onde rjj é a distancia entre um atomo de oxigénio e o centro da particula
MARTINI i (que corresponde a quatro moléculas de dgua e por sua vez quatro oxigénios),

rcew € o raio limite (cut-off) e kw é a constante de forga de restri¢do.

Desta forma se uma das moléculas de agua ultrapassar o raio limite é aplicada
uma forga que puxa a molécula de volta. Finalmente para assegurar que a forga externa,
aplicada a cada molécula de agua, nao contribui para o movimento do centro de massa,
uma contra forca é distribuida por todas as moléculas de dgua restantes, para que

i1 Fj = 0 [Rzepiela 2010].

Outro fator a ter em conta é os diedros, uma vez que se existir uma barreira
energética muito elevada entre dois estados com diferentes diedros, o resultado da SA
pode ser um minimo local ndo desejado. Uma solugdo é a implementa¢do de uma
restricdo do angulo diedro, definido pelo préprio angulo e uma constante de forga. Por
exemplo, para as ligacGes peptidicas de péptidos e proteinas, usadas neste trabalho, foi

imposto uma restricdo a conformacao trans, ou seja um diedro com um angulo de 180°.

Rzepiela et al. recomendam um SA de 60-80 ps seguido de 10-20 ps de
equilibracdo a temperatura final, ainda sobre o efeito do potencial de restricdo. Por fim
depois de remover esse potencial deve-se simular por um periodo de 10 ps, equivalente
aos ja referidos 5000 passos. Portanto, para todas as transformacoes reversas foi
simulado 100 ps de SA com temperaturas a variar de 1300 K para 303 K para proteinas
e lipidos, e 400 K para 303 K para as aguas. Foram ainda simulados 20 ps a temperatura

final, onde os 10 ps finais tiveram o potencial de restricdo gradualmente diminuido.
2.5. Técnica de “crescimento lento”

Como foi mencionado na introduc¢ao, o péptido dobradica, com a descida de pH,
passa de uma estrutura desordenada para uma estrutura em hélice. Para averiguar as

possiveis alteracdes conformacionais, que dai poderiam surgir na proteina, um possivel

estudo é obrigar a parte desordenada do péptido a adotar uma estrutura em hélice. A
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técnica utilizada para tal foi o método de “crescimento lento” (slow-growth) que
consiste, resumidamente, na conversdo de um estado A de um sistema noutro estado B

do mesmo sistema, de uma forma lenta e continua.

Note-se que o método de crescimento lento foi primeiro desenvolvido para o
calculo de energia livre, por exemplo, energia livre de hidratacdao, através do
desaparecimento lento de uma molécula solvatada [Kollman 1993]. No entanto, para
este trabalho o interesse ndo é calcular energias livres, mas sim a evolugao lenta da
estrutura desordenada (estado A) do péptido dobradica para uma estrutura em hélice
(estado B). Isto é realizado sobretudo a nivel dos diedros, onde a constante de forga Kg
é 0 no estado A, pois estruturas desordenadas ndo sdo definidos por driedos no campo
de forcas MARTINI, e é lentamente aumentado para 1250 kj mol* nm no estado B.
Sendo o valor da constante de for¢ca ao longo da simulagdo igual ao resultado da

seguinte equacao:
K;(A1) = (1 — A)K (estado A) + 1K (estado B)

Onde A é o pardmetro de acoplamento que vai desde o valor 0, descrevendo o

estado A, até 1, descrevendo o estado B.

As simulagGes, para o péptido dobradica em agua, foram corridas durante 200
ns com um passo de integracdo de 0.01 ps, onde A aumentou, por cada passo de
integracdo, 0,5x1077 (1/20.000.000 passos) de O até 1. Para a hemaglutinina (estrutura
cristalografica) em dgua foram realizadas corridas de 50 ns com passos de integracdo de
0,005 ps em que A aumentou 0,1x10°® a cada passo. No estudo do péptido dobradica e
da hemaglutinina foram utilizados, respetivamente, os campos de forca MARTINI e

ELNEDIN, com os respetivos protocolos normais de simulagao em agua.
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3. Tratamento dos Resultados

3.1. Péptido de fusao

A estrutura do péptido de fusdo do subtipo H3 com 20 residuos de aminodcidos
obtido por Han et al. [Han 2001] ja foi amplamente estudada através de simulacdo
computacional, tanto com united-atom [Huang 2004, Légaré 2012] como com corse-
grain [Fuhrmans 2009, Fuhrmans 2012]. Em contraste a estrutura do péptido de fusao
do subtipo H1 com 24 aminodcidos, obtido recentemente por Lorieau et al. [Lorieau

2010], ainda ndo foi praticamente estudada, o que torna o seu estudo apelativo.

Uma vez que a nova estrutura foi obtida por NMR, n3do existe apenas uma

conformacdo, mas sim 10 conformacdes, representadas na figura 20.

Figura 20 — Representag¢do das 10 conformagdes obtidas por NMR, onde a amarelo esta representado o
estilo ribbon para salientar a estrutura em hélice e as variagGes no C-terminal.

Através da sobreposicdo das diferentes conformacdées é facil constatar que com
excecdo de algumas cadeias laterais, que nado sdo tao relevantes no decorrer da
simulacdo, apenas o Ultimo residuo (Ser24) sofre flutuacdes. E intuitivo que estando
num terminal do péptido, a estabilidade deste residuo fosse menor que os restantes.
Principalmente por ndo fazer parte da sequéncia da hemaglutinina, mas sim da cauda
hidrofilica adicionada ao péptido (altamente hidrofébico), impedindo a sua agregacao

[Lorieau 2010]. Posto isto decidiu-se utilizar a primeira conformagado (figura 9, pagina
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26) para a simulacdo computacional, visto que sendo as estruturas praticamente

idénticas, a escolha nao influéncia significativamente.

3.1.1. Péptido de fusao em agua usando o campo de forgas 54A7

Com a finalidade de realizar uns estudos preliminares do péptido de fusdo em
agua criaram-se quatro sistemas (tabela 2): i) péptido completo com 24 residuos, em
que os residuos titulaveis, glutamato na posicdo 15 (Glul5) e aspartato na posicdo 19
(Asp19), encontram-se protonados (P_24); ii) péptido completo com 24 residuos mas
com os residuos titulaveis desprotonados (D_24); iii) péptido com 23 residuos, onde a
Ser24 foi eliminada da estrutura e os residuos tituldveis estdo protonados (P_23); iv)
péptido com 20 residuos, onde os trés ultimos (Trp21, Tyr22, Gly23 e Ser24) foram
eliminados e os residuos titulaveis estdo protonados (P_20). Todos os péptidos tém os

terminais protonados, estando o N-terminal carregado e o C-terminal neutro.

Tabela 2 — Sumario das simulagBes para o péptido de fusdo em dgua, usando o 54A7

, Estado de Estado de
. Numero de N ~
Sistema s, Estrutura protonacgao de protonacgao
aminoacidos D
Glul5 e Asp19 | dos terminais
P_24 24 12 estrutura do Protonado
D 24 NMR Desprotonado
12 estrutura sem
P_23 23 Ser24 Protonado
19 estrutura sem Protonado
P_20 20 Trp21, Tyr22, Gly23
e Ser24

Como referido acima, neste péptido existem dois residuos tituldveis, Glul5 e
Asp1l9, que possuem um pK,; em dgua de 4.07 e 3.86, respetivamente. A pH de fusao, ou
seja a pH 4-5, estes residuos estariam maioritariamente desprotonados. Contudo neste
sistema os aminoacidos encontram-se inseridos num péptido e diferentes ambientes,
alterando, de forma ndo previsivel, o pK, destes residuos. Assim sendo assumimos para
esta dissertacdo que o sistema P-24 reproduz o péptido de fusdo a pH baixo, idealmente

a pH de fusdo e o sistema D_24 reproduz o péptido a pH neutro.
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O pKs do N-terminal em péptidos é aproximadamente 8, portanto tanto a pH
neutro como a pH de fusdo vai estar protonado (no caso do primeiro, possivelmente nao
na totalidade). Tanto para os sistemas a pH baixo como a pH alto, o C-terminal ficou
protonado para nao introduzir uma carga ao sistema que nado existiria no sistema

completo (hemaglutinina), mesmo que o pKa do C-terminal de péptidos ronde os 3.

Outra questdo que se colocou foi a influéncia da Ser24, que nao faz parte da
sequéncia de aminodcidos da hemaglutinina do subtipo H1, na estrutura do péptido,
obtendo-se o sistema P-23. Um raciocinio semelhante foi usado na construcdo do
sistema P-20, com apenas os primeiros 20 residuos, de forma a ter o mesmo nimero de
residuos que a anterior estrutura obtida por Han et al. [Han 2001] e assim averiguar se
a diferenca entre as estruturas se deve ao diferente nimero de aminoacidos. A estrutura

dos diferentes sistemas esta representada na figura 21.

Figura 21 - Estrutura inicial dos quatro diferentes sistemas (A) P-24, (B) D-24, (C) P-23 e (D) P-20. Estdo
representados como cartoon em ciano a estrutura secundaria e as cadeias laterais dos residuos mais

importantes (os titulaveis e terminais) em sticks com os oxigénios representados a vermelho e os azotos
a azul-escuro. No caso A estdo ainda representados a magenta os residuos titulaveis, amarelo os residuos
21-23, e a verde a serina terminal.

Todos os sistemas foram simulados, em triplicado, em dgua, numa caixa de
simulacdo octaédrica durante 500ns. Para seguir as alteragGes conformacionais, foi
analisada a estrutura secundaria do péptido, ao longo do tempo de simula¢do. Para tal
utilizou-se o algoritmo “Define Secondary Structure of Proteins” (DSSP) que
resumidamente utiliza as coordenadas da proteina para identificar as pontes de
hidrogénio da cadeia principal e os angulos entre os carbonos alfa. As variacbes da

estrutura secunddria para todas as simulagdes encontram-se nas figuras 22-25.
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Figura 22 — Resultado da analise de DSSP para o sistema P_24, onde foi atribuido a cada nanossegundo e

» ]

a cada residuo uma cor correspondente a sua estrutura secundaria. Em pormenor encontram-se as
conformagdes a um dado tempo, onde o N-terminal e o C-terminal estdo representados por esferas

vermelhas e verdes, respetivamente.
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Figura 23 — Resultado da analise de DSSP para o sistema D_24, onde foi atribuido a cada nanossegundo e

a cada residuo uma cor correspondente a sua estrutura secundaria. Em pormenor encontram-se as

conformagdes a um dado tempo, onde o N-terminal e o C-terminal estdo representados por esferas

vermelhas e verdes, respetivamente.
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Figura 24 — Resultado da analise de DSSP para o sistema P_23, onde foi atribuido a cada nanossegundo e

a cada residuo uma cor correspondente a sua estrutura secundaria. Em pormenor encontram-se as

conformagbes a um dado tempo, onde o N-terminal e o C-terminal estdo representados por esferas

vermelhas e verdes, respetivamente.
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Figura 25 — Resultado da analise de DSSP para o sistema P_20, onde foi atribuido a cada nanossegundo e

a cada residuo uma cor correspondente a sua estrutura secundaria. Em pormenor encontram-se as

conformagdes a um dado tempo, onde o N-terminal e o C-terminal estdo representados por esferas

vermelhas e verdes, respetivamente.
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Observa-se que em agua a estrutura em hairpin é perdida, no intervalo de tempo
simulado, em todas as simulagdes exceto numa réplica do sistema P_24 e numa réplica
do sistema P_23. Para poder comparar a estabilidade da estrutura em hélice entre os
diferentes sistemas, calculou-se o nimero de residuos que se encontravam em hélice,

ao longo do tempo de simulagao (figura 26).
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Figura 26 — Variagcdo do numero médio (das 3 replicas) de residuos em hélice do péptido de fusdo, em
cada um dos sistemas estudados, ao longo do tempo de simulagdo.

Como esperado, observa-se uma diminuicao do numero de residuos em hélice,
principalmente nos sistemas D_24 e P_20 que rapidamente perdem o conteiudo em
hélice até praticamente ndo apresentar qualquer residuo nessa estrutura secundaria.
Embora o estado de protonacdo das cadeias laterais dos residuos titulaveis ndo alterem
a estrutura do péptido de fusdo em membrana [Lorieau 2010], parece que em agua
existe uma maior destabilizacdo quando desprotonado. Isto sugere, hipoteticamente,
gue as alteragdes conformacionais aquando do abaixamento de pH podem também
estar relacionadas com o aumento da preferéncia para a estrutura em hélice pelo
péptido. O péptido com apenas 20 residuos é logicamente mais instavel que o péptido
com 24 residuos, uma vez que os residuos do N-terminal do hairpin ndo vao interagir

com os residuos do C-terminal do hairpin, o qual estabilizava a estrutura através da

formacao de pontes de hidrogénio.
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Estes resultados vao de encontro com os resultados de dicroismo circular obtidos
por Han et al., os quais mostram que o PF de 20 residuos nao tem estrutura em solugao
aquosa [Han 2001]. Os resultados e conclusdes retirados das analises dos sistemas P_24

e D_24 encontram-se publicadas num artigo de Victor et al. [Victor 2015].

No caso dos sistemas P_24 e P_23 a perda de residuos em hélice é muito
semelhante entre si e além de ser mais lenta que as anteriores, estes sistemas parecem
estabilizar num patamar de 4-5 residuos em hélice. Isto deve-se a existéncia de uma
réplica em cada um desses dois sistemas onde o péptido apresenta uma estrutura de

hairpin estavel, dentro do tempo simulado (figura 27).

Figura 27 — Representacdo em cartoon da primeira réplica do sistema P_24, a esquerda, e da segunda
réplica do sistema P_23, ambas aos 500ns, onde as glicinas Gly8, Gly12, Gly16 e Gly20 estdo representadas
como sticks e esferas.

Uma das caracteristicas deste péptido é a elevada percentagem em glicinas,
distanciadas por trés residuos, formando motivos GXXXG, comuns em interacdes hélice-
hélice devido a possibilidade de um melhor empacotamento. Nas duas réplicas que
mantiveram uma estrutura em hairpin ao longo da simulacdo (figura 27), pode-se
visualizar as interagcdes GXXXG que delimitam um conjunto de hélices mais curtas que

no inicio da simulagao.

0O nosso objetivo principal é realizar o self-assembling do péptido de fusdo numa

membrana, mas utilizando o campo de forgcas 54A7 seria um processo com um custo

75



computacional demasiado elevado. O campo de forcas MARTINI surge entdo como uma
solugdo, pois jd mostrou anteriormente bons resultados em self-assembling de lipidos
[Marrink 2007] e mesmo self-assembling com uma proteina no sistema [Fuhrmans

2009, Fuhrmans 2012].

O préximo passo serd portanto transformar a resolugao atomistica do péptido
de fusdo (como é obtido no NMR) na resolucdo coarse-grain do MARTINI e fazer

simulagdes preliminares do péptido em agua para observar o seu comportamento.

3.1.2. Péptido de fusao em agua usando MARTINI

Para estudar o comportamento do péptido de fusdo (sistema P-24) em agua
utilizando o campo de forcas MARTINI primeiro é preciso transformar as coordenadas
atomisticas do péptido numa representagao coarse-grain (figura 28). A transformacao é
realizada através de um programa em python disponibilizado na pagina do MARTINI

(http://md.chem.rug.nl/cgmartini/).

Figura 28 — Representa¢do da estrutura de NMR do péptido em balls and sticks. A verde estdo
representados os carbonos da cadeia principal, a amarelo os carbonos da cadeia lateral, a azul os azotos
e a vermelho os oxigénios. Na mesma figura também podemos ver a representagio no MARTINI. As
esferas verdes representam a cadeia principal e as esferas amarelas representam a cadeia lateral.

Utilizando os parametros padrao do campo de forcas MARTINI ocorreram, ao
longo do tempo de simulagao, alteragdes anormais no péptido. Mesmo impondo a

estrutura secundaria das hélices, as glicinas do turn central sdo bastante flexiveis,
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provocando aberturas do hairpin e afastamento das hélices em dire¢cGes opostas.
Adicionalmente, o campo de for¢cas MARTINI nao foi parametrizado para modelar
altera¢des conformacionais de péptidos ou proteinas. Optou-se, portanto, por fixar o

péptido a estrutura de NMR permitindo, no entanto, alguma flexibilidade.

Foi necessario definir diedros para os residuos da turn, uma vez que
normalmente, apenas as hélices e folhas beta sdo definidas por diedros. Apds varias
combina¢bes de constantes de forga para diedros, para ligagdes e para angulos de
ligagdo, chegou-se a um conjunto de parametros que mantinha a estrutura fixa, mas ao
mesmo tempo minimamente flexivel. Aplicaram-se os correspondentes diedros da
estrutura de NMR a todos os residuos, com excec¢ado dos terminais desordenados (Gly1,
Gly23, Ser24), com as constantes de forga iguais as usadas normalmente para hélices
(400 kJ/mol/nm?). Os angulos foram também alterados para os dngulos da estrutura de
NMR, com constante de forgas iguais as das hélices (700 kJ/mol/nm?), exceto para os 3
residuos terminais desordenados, aos quais usou-se o valor padrdao para residuos
desordenados (25 kJ/mol/nm?). As constantes de forca das ligacdes dos residuos em
dobra foram alteradas para o mesmo valor das hélices alfa (1250 kJ/mol/nm?). Ao
mesmo tempo que chegamos a esta solu¢do, uma topologia semelhante foi utilizada por
Fuhrmans et al. para a primeira estrutura de NMR do péptido de 20 aminoacidos

[Fuhrmans 2012].

Com esta nova topologia ndo ocorreram distanciamentos incorretos das hélices,
mas ela impede altera¢des conformacionais da estrutura secundaria que eventualmente
poderiam ocorrer. De qualquer das formas o que se pretende estudar de seguida é
sobretudo a particdo e as interacdes do péptido de fusdo numa bicamada, o que
segundo estudos anteriores [Han 2001], n3do altera (em comparacdo com micelas) a
estrutura secundaria do péptido em hélice. Sendo assim a imposicdao da estrutura
secundaria ndo trard grandes desvantagens, visto que o péptido mesmo com a estrutura

em hairpin fixa, apresenta ao mesmo tempo alguma flexibilidade, mesmo que minima.
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Para criar uma bicamada lipidica foi utilizado um método de self-assembling, que
consiste num processo onde um sistema de componentes desorganizados, neste caso
lipidos e o péptido de fusdo, formam, ao longo do tempo de simulagdo, um sistema
organizado através de interagdes entre eles. Optou-se por usar este processo para se
ter uma simulacao imparcial, ndo dependendo da bicamada inicial nem da posicdo do

péptido de fusdo nesta.

3.1.3. Self-assembling dos lipidos

Ao contrdrio das proteinas, ndo existe nenhuma ferramenta que transforme um
lipido com resolugdao atomistica num lipido com resolugdo coarse-grain do campo de
forcas MARTINI, sendo portanto necessdrio usar uma molécula pré-criada. A
fosfatidilcolina (PC) mais utilizada no MARTINI é o dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC),
cujas propriedades (area por lipido, difusdo lateral, etc.) foram ja estudadas. Os
resultados reproduziram os dados experimentais na maioria dos casos, sendo que na
minoria dos casos reproduziram aproximadamente [Marrink 2003, Marrink 2004,
Marrink 2007]. O DPPC é um glicerofosfolipido com duas cadeias derivadas do acido
palmitico (16:0), e cada uma é simulada em MARTINI com quatro particulas C1, ou seja,
trés particulas reproduzem 4 carbonos e uma particula reproduz 3 carbonos, como

descrito na figura 29.

Os estudos anteriores realizados por Victor et al. tanto com o péptido de fusao
[Victor 2015] como com o péptido transmembranar [Victor 2012] foram realizados
usando DMPC, um glicerofosfolipido com duas cadeias derivadas do acido miristico
(14:0), o qual iremos usar também neste estudo. O modelo de MARTINI propde o uso
de trés particulas C1 em cada cauda para fosfatidilcolinas com 12 a 15 carbonos, uma
vez que o mapeamento em MARTINI sdo em média de 4 dtomos (sem contar os

hidrogénios) para uma particula.

Ja foram simulados anteriormente DMPC ou mesmo DPPC com trés particulas C1
em cada cauda [Thggersen 2008, Rzepiela 2009], mas nunca foram estudadas as
propriedades deste tipo de membranas. H4, portanto, necessidade de se estudar as
propriedades das bicamadas formadas por self-assembling, como a area por lipido, a

espessura e a difusdo lateral. Uma vez que, o nivel de hidratacdo (niUmero de moléculas
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de agua por cada lipido) das bicamadas tem efeito nas propriedades, nés optamos por
um sistema hidratado de 128 DMPCs e 2000 aguas MARTINI (equivale a 4 aguas

atomisticas), dando uma razao de 62.5 aguas atomisticas por lipido.

Figura 29 — Representagdo da férmula estrutural do DPPC em cima e DMPC em baixo, com circulos a
tracejado a definir as particulas na resolugdo coarse-grain de MARTINI. Imagem realizada no programa
Chemsketch.

Foram iniciadas inumeras simulagdes de self-assembling sendo apenas
selecionadas as que seguiam trés critérios apds a bicamada estar formada: primeiro, a
bicamada deve-se encontrar ao longo dos planos xy, ou seja, com normal no eixo dos z;
segundo, a bicamada devia ser constituida por todos os 128 lipidos; por ultimo, foram
considerados para estas analises apenas as bicamadas com o mesmo numero de lipidos
em cada folheto desta, ou seja 64 lipidos. No total obtivemos cinco simulacdes que

respeitam estes critérios.
Area por lipido

A area por lipido de cada uma das cinco simulacbes foi estudada apds 25 ns,
tempo suficiente para se formar a bicamada em todas as simulagdes. Realizou-se uma

média de todas as simula¢des estando o resultado apresentado na figura 30.
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Figura 30 — Variagdo da area por lipido, ao longo do tempo, a azul e o intervalo experimental a
temperatura 303 K a vermelho e tracejado [Kucerka 2004, Poger 2010].

Observa-se pelo grafico que a area por cada lipido de resolucao coarse-grain (e
com apenas 3 particulas em cada cauda) encontra-se dentro do intervalo experimental.
Foi calculada a média nos ultimos 200 ns, resultando num valor de 0.599 + 0.003 nm?,
intervalo este que estd de acordo com outros valores experimentais para DMPC a
mesma temperatura (0.597 nm?, 0.596 nm? e 0.6 nm2) [Petrache 1998, Nagle 2000,
Petrache 2000].

Espessura da membrana

A espessura é maioritariamente importante em estudos com o péptido
transmembranar, uma vez que esta tem uma grande influéncia no angulo adotado pelos
péptidos inseridos na membrana, sendo portanto um fator a ter em conta.
Consideramos a espessura de uma membrana como a distancia entre os fésforos de
cada folheto da bicamada. Para tal calculou-se a densidade do grupo PO4, que simboliza
o grupo fosfato ao longo da caixa, utilizando os ultimos 400 ns. Um exemplo do resultado

final desta analise encontra-se na figura 31.
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Figura 31 — Densidade normalizada do grupo fosfato ao longo do eixo do z da caixa de simulagdo. Sendo
dr-r, a distancia entre os dois picos de densidade de grupos fosfato.

Através do calculo da distancia entre os maximos de densidade do grupo fosfato
para as cinco simulacdes obteve-se um valor de 3.432 + 0.068 nm, reproduzindo o valor
experimental de 3.45 nm [Kucerka 2011]. Dado que existia alguma discrepancia
(embora pouco significativa) nos valores obtidos nas diferentes réplicas, usou-se outra
forma de calcular a espessura. A ferramenta GridMAT divide ambos os folhetos da
bicamada numa grelha, determina os pares de fésforos que estdao numa posicao
semelhante das duas grelhas e calcula a distancia para cada par de fésforos [Allen 2009].
Ao longo da bicamada apenas ocorria uma variagdo da espessura de aproximadamente

0.04 nm, e a média das espessuras ronda o valor experimental.

Difusao lateral

A difusao lateral dos lipidos é também uma propriedade analisada normalmente,
e ao contrdrio das duas anteriores é uma propriedade dinamica. A difusdo lateral em
simulacdo computacional é calculada através do declive da fun¢do de “mean square
displacement” (msd) ao longo do tempo. O valor obtido apds a andlise foi de (2.34 +
0.15) x 107 cm?/s, que se encontra na mesma ordem de grandeza dos valores
experimentais de aproximadamente 1 x 107 e 1.43 x 107 cm?/s [Sheats 1978, Oradd

2004]. Encontra-se também na mesma ordem de grandeza do valor calculado por
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Marrink et al. para o DPPC de (3 + 1) x 10”7 cm?/s [Marrink 2004], o qual corresponde

também a um valor experimental de aproximadamente 1 x 107 cm?/s [Sheats 1978].

Visto que as analises da bicamada de DMPC utilizando um modelo do MARTINI
para moléculas PC com trés particulas em cada cauda do lipido reproduziram os dados
experimentais, podemos iniciar os estudos da interagdao do péptido de fusdo com a

bicamada lipidica.

3.1.4. Interagao do péptido de fusao com bicamada de DMPC

Para estudar ainteracdo do péptido de fusdo com uma bicamada de DMPC foram
utilizados dois métodos. Um primeiro foi o self-assembling (sistema SA) dos lipidos e do
péptido de fusdo, todos colocados em posicdes ao acaso (figura 32 A), para que o
péptido se insira na bicamada ao mesmo tempo em que esta é formada. Assim sendo, o
péptido agrega-se na membrana sem a necessidade de penetrar a parte polar da
bicamada. Outro método é colocar o péptido de fusdo a uma certa distancia, neste caso
especifico 2.5 nm (figura 32 B), de uma bicamada ja pré-equilibrada (sistema PB) e deixar

gue ele penetre a bicamada vindo do solvente, como aconteceria in vivo.

Figura 32 — Arranjos iniciais dos sistemas com membrana formada por self-assembling (A) e com a
membrana formada e equilibrada previamente (B). O péptido esta representado por tubos a ciano, as
aguas representadas por pequenas esferas violetas e os lipidos representados também por esferas, onde
a laranja sdo representados o grupo fosfato, a azul o grupo ciano, a branco os grupos de glicerol e verde
os grupos da cauda.

82



Foi ainda testado o péptido de fusdo com as cadeias laterais dos residuos
ionizaveis tanto no estado protonado, como também no estado desprotonado,
representando, respetivamente o péptido a pH de fusdo e a pH neutro. Isto para que se
possa averiguar a existéncia de diferengas na intera¢do do péptido com a membrana a
diferentes estados de protonacdo. Os sistemas estudados estdo esquematizados na

tabela 3.

Tabela 3 — Sumario dos diferentes sistemas das simulagdes com o péptido de fusdo e DMPC.

Estado de
Sistema protonagao das Membrana
cadeias laterais
SA_P Protonadas Self-assembling
SA D Desprotonadas Self-assembling
PB_P Protonadas Pré-equilibrada
PB_D Desprotonadas Pré-equilibrada

Nas simulagdes usando o campo de forcas MARTINI, todas as simulages dos
sistemas de self-assembling (sistemas SA) foram corridas durante 1 us, ao passo que
para as simulagGes dos sistemas da pré-bicamada (sistemas PB) o tempo de 1 ps foi
apenas contabilizado apds a insercao do péptido na membrana. No fim das simula¢cdes
CG todas as estruturas finais de todas as réplicas tiveram a sua resolu¢do coarse-grain
transformada em resolugdo united-atom, utilizando o método de transformacao reversa
(descrito no segundo capitulo). Apds a transformacdo, cada uma dessas réplicas foi
simulada por 500 ns utilizando o campo de forgas united-atom 54A7. Cada sistema

united-atom (sistemas UA) vai, portanto, comportar 9 (3x3) simulacées.

Devido ao elevado numero de simulagGes é preciso utilizar uma nomenclatura
simples que consiga identificar cada uma das simulagdes. Dentro de um determinado
sistema (por exemplo o SA-P), usaremos o nome rXY, para cada uma das réplicas
especificas, onde X corresponde a réplica da simulacdo CG e Y a réplica da simulacdao UA
de uma dada simulagdo CG. Por exemplo, a réplica r12 corresponde a segunda réplica
das simulagdes united-atom, que se realizaram a partir da transformacdo reversa do
final da primeira réplica da simulacado coarse-grain. De modo a simplificar a escrita e os

graficos. De modo a simplificar também os graficos e as analises quando analisarmos as
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simulagGes united-atom, a referéncia as réplicas rl estaremos a referir-nos as trés
réplicas united-atom que advieram da primeira réplica das simula¢des coarse-grain, ou
seja as réplicas r11, r12 e r13. Quando nos quisermos referir a primeira réplica das

simulagdes coarse-grain, indicaremos especificamente.

Fizeram-se entdo varias andlises, como a particdo do péptido ao longo da
membrana, o conteddo em hélice, o angulo de insercdo do péptido em relacdo ao plano

da membrana, as diferentes conformagdes que adotou depois das simulagdes UA.

3.1.5. Analises

3.1.5.1. Particao na membrana - Profundidade de insercao

A partigdo dos péptidos na membrana foi calculada a partir da distancia média,
no eixo dos z’s, de cada residuo (centro de massa de todos os atomos do residuo) a uma
das camadas de fésforos (centro de massa de todos os fésforos de uma camada). Para
tal foram utilizados os ultimos 800 ns das simulagGes coarse-grain, visto que a partir dos
200 ns a distancia dos residuos ndo variava significativamente. Essas distancias, assim
como a distancia da camada de fésforos inferior e a média dos fosforos referéncia estao

representadas na figura 33.

Comparando as profundidades de insercao dos sistemas PB e SA podemos
constatar que a utilizacdo de uma membrana formada por self-assembling ou pré-
equilibrada ndo tem qualquer influéncia. Um resultado semelhante ja tinha sido obtido

num estudo onde se utilizou uma metodologia semelhante [Wee 2008].
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Figura 33 — Distancia média, no eixo dos z, a uma das camadas de fésforos para todos os residuos de
aminoacidos das simulagdes coarse-grain (A) SA_P, (B) SA_D (C) PB_P e (D) PB_D.

Analisando as particdes de cada residuo na membrana, observa-se que todas as
réplicas possuem uma variacdo semelhante, exceto para o residuo Glul1, uma vez que
este possui diferentes estados de protonacdo consoante o sistema simulado. Nos
sistemas SA_D e PB_D o residuo Glul1 encontra-se desprotonado, conferindo-lhe uma
carga negativa. Consequentemente aumenta ainda mais a repulsdo com o interior
apolar da membrana e torna as interagdes com o grupo colina e a dgua mais favoravel.
O mesmo ndo ocorre para o residuo Asp19 que também possui diferentes estados de
protonacado, provavelmente porque, mesmo protonado, ja se encontra no lado exterior
da interface.

Nos sistemas PB, a variacao da penetra¢cdao do PF na membrana nas diferentes
réplicas, sdo sobreponiveis entre si, 0 que ndo ocorre para os sistemas SA (figura 33). Os
péptidos simulados com uma membrana pré-equilibrada partem do mesmo local e
interagem com uma membrana ja formada, logo a Unica varidvel nestas simulagGes seria
aforma de insercdo do péptido. Analisando a variagdo da distancia para cada residuo ao

longo do 1 us de simulacdo, observa-se que rapidamente assumem e mantém uma
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posicdo estavel, para um péptido de fusdao a penetrar a membrana, vindo do solvente,
num modelo MARTINI. Os péptidos simulados num processo de self-assembling partem
também da mesma posicdo, contudo os lipidos espalhados ao acaso pela caixa de
simulagao vao formar, de forma estocastica, uma membrana a volta do péptido. Assim
sendo a posicdo inicial do péptido, aguando da formacdo da membrana, é varidvel
podendo, portanto ficar preso numa certa posicao da membrana, causando as leves

diferencas apresentadas nos sistemas SA, que ndo ocorre nos sistemas PB.

No caso das simula¢cdes usando o campo de forcas united-atom 54A7 foram
utilizados nos calculos apenas as distancias de cada residuo apds 300 ns, tempo
necessario para ocorrer equilibracdo do sistema e os valores ndo variarem
significativamente. Além disso, para cada residuo foi calculada ainda uma média entre
cada conjunto de trés réplicas UA que provieram da réplica CG correspondente (apds a
transformacdo reversa). Na figura 34 estdo representadas as médias de cada conjunto
de simulagdes united-atom (rl, r2 e r3) incluindo a média de todos os péptidos de um

determinado sistema, ou seja, a média global do sistema (SA_P, SA_D, PB_P e PB_D).
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Figura 34 — Distancia média, no eixo dos z, a uma das camadas de fésforos para todos os residuos de
aminodcidos das simulagGes united-atom (A) SA_P, (B) SA_D, (C) PB_P e (D) PB_D.
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Em comparacdo com a particdo dos mesmos sistemas antes da transformacao
reversa pode-se notar que existem algumas variagdes diferentes entre réplicas, o qual
se deve provavelmente ha existéncia de deformacbes das hélices e da estrutura em
hairpin. No entanto, pelas médias podemos ver que apresentam a mesma distribuicao
ao longo da membrana como acorria nos sistemas CG. Também aqui a maior diferenga
entre os sistemas protonados e desprotonados é residuo Glull, onde se nota um pico
proeminente quando este residuo estd desprotonado, devido a sua menor afinidade

para o interior hidrofébico da membrana.

Nota-se ainda que o efeito da primeira metade do péptido se apresentar paralelo
aos fosforos e a segunda metade apresentar certo declive em direcdo a interface, é mais
proeminente nos péptidos simulados com o 54A7. A comparacao entre as médias dos

diferentes sistemas pode ser visualizada na figura 35.
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Figura 35 — Distancia média, no eixo dos z, a uma das camadas de fosforos média de cada uma das réplicas
de cada sistema para todos os residuos de aminoacidos para o péptido de fusdo com os residuos acidos
(A) protonados ou (B) desprotonados.

Mesmo com a diferenca de espessuras das membranas das duas diferentes
representacdes (cerca de 0,1 nm) é notdrio que as simulagdes utilizando o campo de
forcas com mais detalhe permitiram o péptido de fusdo penetrar mais profundamente
na membrana lipidica. Um dos problemas conhecidos no campo de forcas MARTINI é a
menor penetracdo da agua na bicamada, em comparacdo com campos de forca
GROMOS, provavelmente devido a representacdo de quatro moléculas de dgua numa
particula de 34gua MARTINI [Marrink 2004, Monticelli 2008]. Portanto ndo é

surpreendente que algo parecido também ocorra com o péptido de fusdao, onde as
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particulas tanto da bicamada como do préprio péptido possuem raios de van der Waals

significativamente grandes.

Note-se ainda que em todas as simula¢des os residuos hidrofébicos encontram-
se mais inseridos que os restantes, como ocorre experimentalmente [Lorieau 2010],

nomeadamente os residuos Iso6, Phe9, Iso10, Trp14, Metl7 e Trp21.

A preferéncia do C-terminal para se localizar na interface membrana-agua e
consequentemente menos inserido deve-se provavelmente a concentragdo de
triptofanos e tirosinas nessa regido. Estes residuos em proteinas transmembranares
encontram-se preferencialmente em hélices na interface membrana-agua do que em

loops ou mesmo hélices transmembranares [Granseth 2005].

A comparacdo desta, ou de outras andlises, com resultados experimentais do
péptido de fusdo precisa de ser feita com cuidado, uma vez que, excetuando os estudos
de NMR por Lorieau et al. [Lorieau 2010], ndo existem outros estudos experimentais ou
atomisticos do péptido de fusdo com 23 residuos de aminodcidos e do subtipo H1. A par
disto, existem estudos tanto experimentares como computacionais com o péptido de
fusdo de 20 aminodcidos e do subtipo H3 que mostram resultados préximos dos nossos
[Han 2001, Vaccaro 2005, Vaidya 2010, Légaré 2012]. Em todos estes estudos o péptido
de fusdo apresentou uma insercdo superior no N-terminal do que no C-terminal do
péptido, e, por vezes, uma conformacdo semelhante, com o N-terminal plano e o C-
termina inclinado para a superficie. No entanto, o valor de inser¢ao do péptido aqui
apresentado é superior ao de outros estudos, com valores de insercao maxima de 0.7

nm [Han 2001] e 1 nm [Vaidya 2010, Légaré 2012].

3.1.5.2. Conteudo em hélice

O conteudo em hélice do péptido de fusdo em membrana é calculado de forma
semelhante ao realizado anteriormente para o péptido de fusdo em agua, utilizando a
ferramenta DSSP. A evolucdo do numero de residuos em hélice ao longo do tempo de
simulacdo, para cada um dos sistemas com resolugdo united-atom encontra-se na figura

36.
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Figura 36 — NUmero de residuos em estrutura secundaria de hélice ao longo do tempo para os quatro
diferentes sistemas das simulagdes united-atom.

Apds analise do grafico a observagdo mais clara é o numero inferior de residuos
em hélice do péptido de fusdo nos sistemas com uma membrana pré-equilibrada, em
comparacdo aos sistemas com uma membrana formada por self-assembling. A média
das réplicas com ambas as protonagdes nos sistemas SA tém uma variacao semelhante,
e se considerarmos os ultimos nanossegundos (quando o sistema esta mais equilibrado),
também os sistemas PB apresentam uma variacdo semelhante. Os resultados do
numero de residuos em hélice médio ao longo dos ultimos 200 ns foram: 17.81 + 0.37
para o sistema SA P, 17.10+0.33 parao SA D, 14.72 £+ 0.64 parao PB P e 15.48 £ 0.38
para o PB_D. A (tabela 4). Na verdade tanto se pode observar pelo grafico como pela
variancia que o sistema PB_P apresenta um constante aumento do niumero de residuos
até perto dos 450 ns. Os mesmos resultados para os ultimos 50 ns foram: 17.69 £ 0.33
para o sistema SA P, 17.04 £ 0.35 parao SA D, 15.29+0.34 parao PB_P e 15.69 £ 0.37
para o PB_D (tabela 4).
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Tabela 4 - Nimero médio de residuos em hélice analisado durante diferentes tempos de

simulagao
, Ultimos 200 ns Ultimos 50 ns
Sistema , A , A
(n2 de residuos * variancia) | (n2 de residuos * variancia)
SA_P 17.81 £0.37 17.69+£0.33
SA_ D 17.10+£0.33 17.04 £0.35
PB_P 14.72 £ 0.64 15.29+0.34
PB_D 15.48 £ 0.38 15.69 £ 0.37

Os sistemas com a protonacdo das cadeias laterais dos grupos acidicos do
péptido possuem em média um maior numero de residuos em hélice para o caso do self-
assembling. No entanto, o oposto ocorreu nas simulagdes feitas com bicamadas pré-
equilibradas. As diferencas sdo no entanto muito pouco significativas e dentro do
intervalo da variancia, sugerindo que a protonacao dos residuos nao possui relevancia
na estrutura do péptido na membrana, como ja tinha sido referido na literatura [Lorieau

2010].

Por outro lado parece que a forma como a membrana foi originada é um fator
para a estabilidade das hélices. A maior diferenca entre as duas membranas é o nimero
de lipidos em cada uma das faces da membrana. Para as membranas pré-equilibradas
sem o péptido, que foi adicionado posteriormente, o nimero de lipidos em cada camada
é de 64. Em contraste, no caso das membranas que foram formadas com o péptido
presente (self-assembling), foi permitido haver um nimero diferente de lipidos nos dois
folhetos da bicamada. Uma vez que se esperava os lipidos organizarem-se entre os dois
folhetos de modo a acomodar livremente o péptido no folheto em que estava inserido.
Como seria expectdvel, a maioria (5 em 6 réplicas) destas simula¢cdes CG apresentam um
menor nimero de lipidos na camada onde o péptido se encontra inserido. Nas trés
simulacées UA que partiram dessa réplica CG com um maior nimero de lipidos no
folheto onde o péptido estava inserido, a média de residuos em hélice é inferior a média

das outras simulagdes, reforcando o que foi sugerido no inicio do paragrafo.

Seguindo a linha do que tinha sido referido na analise anterior, a Unica forma de
comparacdo do conteudo em hélice com resultados experimentais é através da

estrutura obtida por NMR [Lorieau 2010]. Esta estrutura apresenta um residuo no N-
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terminal e dois no C-terminal com estrutura desordenada, mas as duas glicinas do loop
sao por vezes consideradas como hélice pelo DSSP, o que daria 19-21 residuos em hélice.
Pela analise anterior vimos que o sistema SA-P foi o que apresentou um maior contetdo

de hélice, mas mesmo assim inferior a estrutura inicial.

Ao analisar as estruturas resultantes da transformacao reversa de coarse-grain
para united-atom, observam-se residuos que se encontram numa conformagao proxima
de hélice, mas que ndo é contabilizada pelo DSSP. E possivel que esta estrutura inicial
mais instavel, proveniente da transformacao reversa, possa surtir um efeito na evolucao
conformacional do péptido. Embora o numero de residuos em hélice aumente
inicialmente (figura 36) sugerindo um aumento de estabilidade, pode ser que apenas
ocorra localmente e a nivel global a estrutura inicial continue a ter um impacto. Os
resultados instdveis da transformacao reversa em proteinas é um problema conhecido,

o qual tem sido alvo de melhorias por parte do grupo do Marrink.

De forma a ter uma visdo sobre que residuos possuem uma maior propensao
para se encontrar em hélice realizou-se uma analise onde foi contabilizado, para cada
residuo, mas a percentagem de tempo (apds os 300 ns de simulagdo) que apresentavam

uma estrutura em hélice (figura 37).
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Figura 37 — Percentagem de tempo que cada residuo do péptido de fusdo apresenta uma estrutura em
hélice, nos ultimos 200 ns de simulagdo, para os quatro diferentes sistemas das simula¢des united-atom.

91



Como ja tinha sido referido, as glicinas na posicdo 12 e 13, que correspondem ao
loop entre as duas hélices do hairpin na estrutura de NMR, sdo por vezes contabilizadas
como estrutura em hélice pelo DSSP. No entanto é notdrio que nessa zona existe um
vale com uma menor percentagem de estrutura em hélice, mesmo que ndo tanto como
os residuos terminais, principalmente Glyl, Gly23 e Ser24 que ndo possuem estrutura
secunddria na estrutura de NMR. De novo observam-se semelhancgas entre os sistemas

PB entre si e SA entre si, principalmente na segunda hélice.

Comparando os resultados da particdo na membrana e o conteddo em hélice do
péptido observa-se uma relacdo entre uma maior profundidade do péptido na
membrana e um maior nimero de residuos em hélice. Uma vez que um péptido mais
inserido numa membrana encontra um meio mais hidrofébico e menor contacto com o
solvente, o qual favorece a estrutura em hélice. Contudo, analisando em paralelo a
particdo do péptido na membrana e o seu conteddo em hélice para cada uma das
réplicas essa mesma relagdo ndo se encontra presente em todos os casos. Mesmo sendo
um fator importante podem existir outros fatores a contribuir, como por exemplo, a
estrutura inicial do péptido apds a transformacao reversa, a qual ndo é o processo ideal

e apresenta problemas, como ja foi debatido mais acima.

3.1.5.3. Angulo de inclinagdo

O angulo de inclinacdo do péptido transmembranar ao plano da membrana foi
calculado usando a ferramenta g_bundle do Gromacs. Esta ferramenta calcula o angulo
entre um vetor, definido por dois centros de massa de dois respetivos conjuntos de
residuos, e um plano. Neste caso especifico foram escolhidos 4 residuos para cada
centro de massa, numero de residuos ao qual corresponde uma volta de uma hélice alfa.
Foram escolhidos entdo os residuos 3-6 e 7-10 para a primeira hélice e 14-17 e 18-21
para a segunda hélice. Estes residuos foram escolhidos tendo em atencdo ndo sé a
estrutura inicial, mas também o conteldo em hélice de cada residuo. Uma vez que uma
volta de uma hélice alfa é composta por 4 residuos, o centro de massa da cadeia central
desses 4 residuos serd o centro da hélice, diminuindo assim algum ruido produzido pelo
movimento de um residuo em particular. E portanto imperativo que se utilizem os
residuos que adotem um maior tempo de simulagdo em hélice
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Na primeira hélice, os residuos apds o terceiro residuo e até aos residuos
proximos do turn, encontram-se a maioria do tempo de simulagdao em hélice. Tanto os
residuos na posicao 2 como na posicao 11 em alguns sistemas apresentam um contetdo
em hélice abaixo dos 50% (figura 37). Optou-se, portanto, pelos residuos 3 a 6 para o

primeiro ponto (centro de massa) e os residuos 7 a 10 para o segundo ponto do vetor.

Na segunda hélice, os residuos 12 e 13 correspondem as glicinas do turn do
péptido e ao mesmo tempo aos minimos de contelddo em hélice, portanto os residuos
selecionados comecariam no residuo 14 ou 15. A partir dos residuos 20-21 ocorre um
decréscimo abrupto de contetido em hélice, onde mesmo o pior sistema (sistema PB-D)
o residuo 21 ainda se encontra mais de metade do tempo em hélice. Optou-se portanto
pelos residuos 14 a 17 para o primeiro ponto e os residuos 18-21 para o segundo ponto

do vetor.

12hélice

Foram calculados os angulos de inclinagdo entre o vetor criado pela primeira
hélice do péptido (residuos 3-10) e o plano xy da membrana para todas as simulacdes,

estando representadas na figura 38 as médias globais de cada um dos sistemas.
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Figura 38 — Variacdo do angulo de inclinagdo para a primeira hélice (residuos 3-10) para todos os sistemas
estudados usando o campo de forgas 54A7.
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N3o existe uma grande variacdo dos angulos ao longo do tempo de simulacgéo,
exceto nos instantes iniciais que se devem provavelmente a destruicao parcial apds a
transformacdo reversa. O dngulo da primeira hélice flutua aproximadamente a volta dos

zero graus, ou seja de uma orientagdo paralela ao plano da membrana.

Este valor pode ser utilizado como comparagao com os dados experimentais,
embora a sua informagdo seja limitada. Para avaliar melhor a variagao do angulo de
inclinagao, efetuamos histogramas de frequéncia de cada angulo, estando estes a média

de cada réplica e a média global para cada sistema representados na figura 39.
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Figura 39 — Histograma da frequéncia de cada angulo de inclinacdo da primeira hélice para to sistema (A)
SA_P, (B) SA_D, (C) PB_P e (D) PB_D usando o campo de forgas 54A7, para cada uma das réplicas e uma
média global de todos os valores.

Ao analisar os histogramas reparamos que embora haja alguma variagao, por
norma os angulos a volta dos zero graus sdao os mais frequentes. Isto mostra alguma
liberdade para a hélice variar a sua inclina¢do, tanto em dire¢ao ao centro da bicamada
como em direc¢do a superficie desta. Note-se que os resultados com variacdes mais longe

da norma sdo das simulacdes com uma bicamada pré-equilibrada a qual apresenta uma
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menor inser¢ao na membrana e menor conteddo em hélice, sugerindo que as variagoes

superiores sao causadas por um péptido mais destruido.

A comparagao com as simulagdes utilizando o campo de for¢as CG podem ser

realizadas através do histograma de variacdo (figura 40) e dos valores médios com

respetivos desvios padrao (tabela 5).
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Figura 40 — Histograma da frequéncia de cada angulo de inclinagdo da primeira hélice para todos os

sistemas estudados usando o campo de forcas MARTINI.

Tabela 5 - Valores médios e respetivos desvios padrdao da segunda hélice para cada um dos

sistemas e campos de forga.

Sistema UA CG
SA_P 3.24+1.74 1.32+5.78
SA_D -0.59+2.13 -2.42+5.75
PB_P 0.82+2.40 1.38+5.7
PB_D -0.37 +£2.38 -2.25+5.64

Aparentemente, segundo os graficos e os valores, os péptidos protonados

apresentam um maior angulo de inclinacdo tanto para o campo de forcas UA como CG.

No entanto a variacdo estd dentro do desvio, portanto ndo podes extrapolar tal

resultado.
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22 Hélice

De forma semelhante ao realizado para a primeira hélice do péptido de fusao,
também se estudou a evolugdo do angulo de inclinagdo da segunda hélice (residuos 14-
21) ao longo do tempo de simulagdo para os diferentes sistemas, estando a média de

cada sistema representado na figura 41.

50 T T T T T T T T T T T T T T
‘ ‘ SAP ——
SA-D
: % : PB-P ——

40 ; : ; PB-D -
T 30 ‘ f ‘ 4
© i !"l
= n‘ i J ‘.‘ ‘f" J]V',Imi,‘lr | H ,J
8 20l W [m.‘ Nwhlw “q.‘ J (.n \L* ' N “\ kit Mw p(ﬂ" ;ﬁIMH{' W\‘u *'\T‘wjﬂ‘m\xf‘hW}MW{U‘
2 Jw I W”y w il \' |P‘lf|'ﬂ|vlWI I I""J \\“r l r L‘“”F" T 'N
] W W ' ll' )
£ \l ! il ‘ ‘
o 10 J
= 1 % ;
2 ! ‘ ‘ ‘
2 : i
B 1 T T e

_20 L 1 1 1 " 1 I 1 I 1 1 1 L 1 L 1 n 1 n

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tempo (ns)

Figura 41 - Variacdo do angulo da segunda hélice do péptido de fusdo com o plano da membrana
ao longo do tempo, para os diferentes sistemas estudados.

Assim como na primeira hélice ndo houve grande variacdo apds os momentos
iniciais (embora o sistema PB_D apresente uma variacdo superior). No entanto, a
segunda hélice apresenta angulos de inclinagdo superiores, a variar aproximadamente
entre os 20 e os 30, estando a hélice orientada para o exterior. Tal como na primeira

hélice também se realizou o calculo de histogramas de frequéncia (figura 42 e 43).
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Figura 42 — Histograma da frequéncia de cada angulo de inclinagdo da segunda hélice para to sistema (A)
SA_P, (B) SA_D, (C) PB_P e (D) PB_D usando o campo de forgas 54A7, para cada uma das réplicas e uma
média global de todos os valores.

0050 T T T T T T T T T T T T i T T
i i SA-P ——
‘ f ‘ SA-D
0.045 i : PB-P —— T
PB-D
0.040 1
0.035 |- .
g 0030 F .
(5}
[,
€ 0025 1
o
o
% 0020 + |
0.015 - ]
0.010 | .
0.005 - .
Lo I i 1 L L et
-30 20 10 0 10 20 30 40 50 60

Angulo de inclinagio (graus)

Figura 43 - Histograma da frequéncia de cada angulo de inclinagdo da segunda hélice para todos os
sistemas estudados usando o campo de forgas MARTINI.
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Estando os angulos médios da segunda hélice e respetivos desvios padroes para

cada um dos sistemas e campos de forgas estudados na tabela 6.

Tabela 6 — Valores médios e respetivos desvios padrdo da segunda hélice para cada um dos
sistemas e campos de forga.

Sistema UA CG
SA P 22.74+1.83 15.56 £ 6.11
SA_D 25.67 £2.01 12.60+£6.29
PB_P 19.52 +1.83 15.89+6.18
PB_D 29.24 +3.23 12.43 +6.15

Neste caso podem se notar dois resultados opostos. Ao contrario do que
acontecia na primeira hélice, nos sistemas UA os sistemas protonados apresentam um
angulo inferior em média que os sistemas desprotonados. Na primeira hélice as
diferencas eram pouco significativas e dentro do desvio padrdo. Se tivermos em atencao
que os dois residuos tituldveis estdo na segunda hélice, ndo é estranho que apenas
observemos uma grande variacdo na segunda hélice. O segundo resultado oposto é
entre os sistemas UA e CG da segunda hélice, onde neste ultimo os sistemas protonados
tem um angulo superior aos sistemas desprontonados, seguindo uma variacdo
semelhante a primeira hélice. O campo de forcas MARTINI apresenta dificuldades em
simular corretamente residuos titulaveis quando carregados, o que pode explicar a

diferenga com as simulagdes united-atom.

Podemos concluir entdo que a primeira hélice em média apresenta-se
praticamente paralela a membrana, ao passo que a segunda hélice apresenta um angulo
de insercdo de 20 a 30 graus, indicando que se encontra direcionado para o exterior da
membrana. Tal tinha sido verificado no estudo da particdo do péptido de fusdo na
membrana, onde se observava que a segunda hélice diminuia gradualmente a sua
insercdo. Tal des de facto a hemaglutinina encontra-se no C-terminal e exterior da

bicamada.

Os resultados aqui apresentados reproduzem a estrutura de NMR, onde existe
uma hélice planar e outra inclinada [Lorieau2010]. Outras comparag¢des com estudos de

péptidos de fusdo de 20 residuos de aminodcidos e de outros subtipos (H3 ou H5), pois
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este péptido apresenta uma estrutura na membrana completamente diferente, dando

angulos de 38°, 25° e 33° [Macosko1997, Han2001, Vaccaro2009].
3.1.5.4. Conformacgoes finais

Apds os 500ns de simulagdo, tempo que se considera os sistemas ja equilibrados,
foram realizadas imagens mostrando a conformacgdo final de todas as simulagdes

utilizando o campo de forgas 54A7, estando representadas das figuras 44-47.
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Figura 44 — Conformacdes finais para cada um dos replica

trés primeiras imagens representam as réplicas coarse-grain, e por baixo delas encontram-se as trés
respetivas réplicas united-atom que advieram da réplica coarse-grain correspondente. Os lipidos sdo
representados apenas pelo grupo fosfato como uma esfera laranja, no caso das conformagdes UA as dguas
sdo representadas por esferas vermelhas para o oxigénio e brancas para os hidrogénios. O péptido esta
representado por tubos nas conformagdes CG e por cartoon nas conformagdes UA, ambas a ciano e com

o C-terminal virado para o ponto de observagdo.
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As trés primeiras imagens representam as réplicas coarse-grain, e por baixo delas encontram-se as trés

respetivas réplicas united-atom que advieram da réplica coarse-grain correspondente. Os lipidos sdo
representados apenas pelo grupo fosfato como uma esfera laranja, no caso das conformagdes UA as dguas
sdo representadas por esferas vermelhas para o oxigénio e brancas para os hidrogénios. O péptido esta
representado por tubos nas conformacgdes CG e por cartoon nas conformacgdes UA, ambas a ciano e com
o C-terminal virado para o ponto de observagao.
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Figura 46

trés primeiras imagens representam as réplicas coarse-grain, e por baixo delas encontram-se as trés
respetivas réplicas united-atom que advieram da réplica coarse-grain correspondente. Os lipidos sdo
representados apenas pelo grupo fosfato como uma esfera laranja, no caso das conformag&es UA as aguas
sdo representadas por esferas vermelhas para o oxigénio e brancas para os hidrogénios. O péptido esta
representado por tubos nas conformagdes CG e por cartoon nas conformagdes UA, ambas a ciano e com
o C-terminal virado para o ponto de observacao.
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Figura 47 — Conformacdes fi istema PB-D.

As trés primeiras imagens representam as réplicas coarse-grain, e por baixo delas encontram-se as trés
respetivas réplicas united-atom que advieram da réplica coarse-grain correspondente. Os lipidos sdo
representados apenas pelo grupo fosfato como uma esfera laranja, no caso das conformag&es UA as aguas
sdo representadas por esferas vermelhas para o oxigénio e brancas para os hidrogénios. O péptido esta
representado por tubos nas conformagdes CG e por cartoon nas conformagdes UA, ambas a ciano e com
o C-terminal virado para o ponto de observacéo.

103




Aparte de algumas deformacdes, o péptido apresenta uma orientacdo paralela a
membrana, onde a segunda hélice, por norma, tem um maior declive que a primeira,
como ja se tinha observado pelas andlises de particdo e dos angulos. Esta estrutura e
disposicao das hélices reproduz a estrutura obtida por NMR, onde existe uma hélice

planar e uma outra mais inclinada [Lorieau 2010].

Como também ja tinha sido referido em andlises anteriores, o péptido encontra-
se no interior do plano dos fésforos, de uma forma mais inserida nas simula¢gdes UA que
nas CG. Ainda, os grupos aromaticos encontram-se virados para o interior hidrofébico

da membrana.

Figura 48 — Estrutura representativa, de uma das réplicas do péptido de fusdo, com uma orientagdo
paralela a membrana. Onde a ciano e cartoon esta representado o péptido de fusdo, com os residuos
aromaticos representados em tubos. As dguas estdo representadas por esferas vermelhas e brancas para
0s oxigénios e os hidrogénios, respetivamente. Os lipidos sdo representados pelo fosforo em esferas
laranja.

Na variedade de estruturas de todas as simulacGes aqui estudadas vamos referir
dois casos especiais: a abertura do hairpin, adotando a forma de um “L” e a formacgao

de um poro na membrana.
Abertura do hairpin

Embora a estrutura de NMR do péptido de fusdo a pH baixo e pH neutro sejam
iguais, a diminuicdo do pH aumentou a taxa de relaxacdo do *°N da cadeia principal de
alguns residuos [Lorieau 2010]. Lorieau et al. assumiram tal como alteracbes

conformacionais transientes, as quais possuem desvios quimicos de >N semelhantes ao
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mutante G8A, que encontra-se maioritariamente numa estrutura de hairpin aberta.
Utilizando esse mutante como modelo, obtiveram uma estrutura, a pH baixo, em forma
de “L” e uma estendida, sugerindo que a primeira era apenas um estado intermedidrio
para a estrutura estendida. Segundo Lorieau et al. esta estrutura estendida ja possui
capacidade de atravessar a membrana e assim potenciar a formacdo de poros na

membrana [Lorieau 2012].

As transi¢des acima descritas sao muito lentas para os intervalos de tempo
simulados normalmente em dindmica molecular, mas a corrida de diversas simulagdes
diferentes, facilitou a diversidade da amostragem. Durante a simulacdo usando o campo
de forcas MARTINI, um lipido colocou-se entre as duas hélices do hairpin na zona dos
terminais, tendo-se ai mantido até a transformagdo reversa. Uma vez que ja existia a
destabilizagao inicial do hairpin, devido ao afastamento dos terminais, as duas hélices
acabaram por se afastar, formando duas hélices perfeitas num estado aberto em forma
de “L” (figura 49). Note-se que mesmo que esta estrutura tenha sido formada devido a
destabilizacdo inicial que ocorreu na simulacao CG, a estrutura afastou-se e manteve-se
estavel na simulagdo UA, mostrando que o péptido de fusdo pode manter a estrutura
em hélice mesmo sem o contacto entre hélices. Curiosamente e de acordo com o

relatado acima, este evento ocorreu numa simulacdo do péptido protonado (pH baixo).

Figura 49 — Estrutura do péptido de fusdo em forma de “L” (A) inserido na membrana, visualizado com o
ponto de vista do interior da membrana. (B) comparagdo entre a estrutura de NMR a ciano, a estrutura
inicial da simulacdo united-atom a magenta, e estrutura final da mesma simulagdo a verde. Todos os
péptidos estdo representados por cartoon e as cadeias laterais por linhas, as dguas representadas em
esferas onde os oxigénios estdo em vermelho e os hidrogénios em branco, os lipidos apenas estdo
representados pelo fédsforo em esferas laranjas.
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Formacgao de poro

Num dos nove replicados do sistema PB-D, sistema com a membrana pré-
equilibrada e as cadeias laterais desprotonadas, formou-se um poro, ou seja, existem
aguas a preencher um canal na membrana, sendo possivel para as aguas passarem de
um lado para o outro lado da membrana. A estrutura do sistema aos 500 ns encontra-

se na figura 50.

Figura 50 — Estrutura final da simulagdo onde se formo um poro na membrana. O péptido de fusdo esta
representado em cartoon a ciano, com os residuos acidos a azul-escuro. As dguas representadas como
esferas vermelhas e brancas para os oxigénios e os hidrogénios, respetivamente. Os lipidos cuja cabeca
se encontra no interior da membrana estdo representados por linhas e esferas de diferentes cores, para
os restantes apenas é representado o fosforo com esferas laranja.

Através da observacdo da estrutura (figura 50) ao fim da simulagdo nota-se que
o péptido se encontra inclinado em direcdo ao interior da membrana e do poro, com os
residuos ionizadveis direcionados para o interior deste. Dentro do poro apenas se
encontram cinco fosforos, sendo que as cadeias laterais desses residuos interagem
maioritariamente com dgua. Uma analise pormenorizada da simulagcdo completa mostra
uma rapida inclinacdo do péptido e a entrada das moléculas de agua, que praticamente
acompanham a penetracdo dos residuos ionizaveis. Passadas algumas dezenas de
nanossegundos, existem algumas aguas a entrar no folheto oposto onde o péptido esta

inserido e interagem com o Trp14 (e em menor extensdo a Phe9) que se encontra virado
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para o interior da membrana. A entrada das primeiras aguas, muito provavelmente, foi
o catalisador da entrada de 1-3 cabecgas de lipidos no interior da camada superior.
Causando, por consequente, a entrada de um maior nimero de dguas até se formar, por
fim, o poro. A formagao de um poro estdvel demorou cerca de 150 ns desde a entrada

dos primeiros lipidos na membrana.

A forma como a membrana foi formada antes do inicio da simulacdo é
provavelmente irrelevante. O mais surpreendente é o péptido que mimetiza o pH neutro
(ndo fusogénico) resultar num poro e nenhuma das simulagdes do sistema protonado
formar um. Contudo existem outras simula¢des onde existe agua dentro do plano da
membrana, incluindo uma simula¢do do sistema SA-P (figura 51) onde o péptido se
encontra com a mesma inclinacdo e dguas dentro da camada inferior como no primeiro
passo de formacao do poro explicado anteriormente. Serd interessante continuar esta

simulacdo por mais tempo, para averiguar se sera possivel a formacdo de um poro.

Figura 51 — Representacdo de um péptido de fusdo na membrana com algumas dguas e lipidos quase a
meio da membrana, sugerindo a formacdo de um possivel poro. onde a azul e tubos esta representado o
péptido de fusdo As dguas estdo representadas por esferas vermelhas e brancas para os oxigénios e os
hidrogénios, respetivamente. Os lipidos sdo representados pelo fédsforo em esferas laranja.

A formacdo do poro, provavelmente, deve-se a vdrios fatores, portanto a
capacidade do péptido desprotonado ter formado um poro e o péptido protonado pode
apenas se dever a falta de amostragem. Por outro lado aqui apenas foi simulado um

péptido, mas a hemaglutinina por si possui trés segmentos do péptido fusogénico. Muito
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provavelmente, um maior nimero de péptidos, dispondo-se ao redor do poro formado,

facilitaria a sua formacgao.

A obtengdo de uma simulagdao com a formagao de um poro, sem qualquer fator
externo para que tal ocorra, vai de certo modo contra o estipulado por Lorieau et. al
[Lorieau 2012]. Ai é sugerido que o estado ativado do péptido de fusdo é uma estrutura
estendida, uma vez que a estrutura em hairpin ndo é suficiente para atravessar por
completo a membrana. Contudo os nossos resultados sugerem que nao é necessario 0s

péptidos de fusdo revestirem o poro, mas precisam apenas de destabilizar a membrana.

3.2. Péptido transmembranar

No ambito do trabalho foram estudados dois tipos de péptidos
transmembranares (PT) diferentes: O subtipo H5 para comparar com estudos realizados
por outro membro do grupo de modelacdo de proteinas do ITQB, mas utilizando uma
metodologia diferente; e o subtipo H3, que serd também utilizado, posteriormente, em

juncdo com a estrutura cristalografica da hemaglutinina.

O C-terminal da HA ndo estava presente quando se obteve a estrutura
cristalografica da H3N2, sendo assim desconhecida a sua estrutura. Essa sequéncia que
serd aqui designada como péptido transmembranar contém a cauda citoplasmatica (CC)
no C-terminal do péptido, o dominio transmembranar (residuos inseridos na
membrana) e a junc¢do entre este ultimo e o ectodominio da hemaglutinina no N-
terminal do péptido. Uma figura ilustrativa dos diferentes segmentos foi esquematizada

na figura 10.

A informacdo de que residuos constituem o dominio transmembranar é
importante, tanto pela sua importancia fundamental, como também para se simular
apenas esse dominio. Outro fator importante é a estrutura secundaria do segmento,
visto que, ao usar o campo de forcas MARTINI é necessario definir previamente a
estrutura secundaria. De forma a abordar estas duas questdes, foram utilizadas varias
ferramentas bioinformaticas diferentes, para além dos residuos do dominio

transmembranar sugeridos na bibliografia.
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3.2.1. Construcao do péptido transmembranar

Péptido do subtipo H5

Este péptido de 27 residuos (sequéncia: ILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCS) foi
utilizado num trabalho realizado por um membro do grupo de modelagao molecular
[Victor 2012], sendo a estrutura gerada através do programa PyMOL, uma vez que ndo
existe estrutura 3D. Neste trabalho a Unica diferenca foi a alteragao da resolugdo para
corse-grained com vista a simular esse sistema em MARTINI. A estrutura secundaria em
MARTINI foi definida como em hélice, expeto os residuos das pontas, que foram

definidos como estrutura desordenada.

Péptido do subtipo H3

Para a H3N2 foram estudados dois péptidos, um com a sequéncia completa do
C-terminal da HA ndo contabilizada na estrutura 3D da proteina, ou seja, os residuos
521-566. Um outro péptido serd apenas constituido pelos residuos que deverdo estar
inseridos na membrana (dominio transmembranar). Para construir ambos utilizou-se a
sequéncia: VELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQRGNIRCNICI, que foi analisada
para inferir que residuos tinham uma maior probabilidade de fazer parte do dominio
transmembranar, sendo o resto a cauda citoplasmatica e a jun¢ao entre o ectodominio
e o PT. Para isso usaram-se diferentes métodos, descritos adiante. A numeracdo para o
péptido transmembranar inicia-se na valina na posicdo 1 (Vall) e termina na isoleucina

da posicdo 46 (lle46).

1) RHYTHM é um servidor que utiliza inicialmente a ferramenta HMMTOP, onde
a topologia das proteinas membranares é determinada pela composicdo e distribuicdo
de aminodacidos das varias partes estruturais [Tusnady 1998], para predizer a estrutura
secundaria, ou seja, que residuos compdem a hélice transmembranar. Seguidamente,
utiliza bases de dados com informacdes estruturais e informacdes de sequéncias para
prever, na estrutura tercidria, os contactos entre hélices ou com lipidos [Rose 2009]. O

método previu hélice para o segmento lle11-Cys35.
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2) Clustal omega é um complexo programa de sequenciamento multiplo, que
utiliza “arvores guia” para construir vetores para cada sequéncia que serao

posteriormente alinhados utilizando perfis de hidden markov models [Sievers 2011].

H5N1 ~ ————mm——— ILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCS——-—-——-—- 27
H3N2 VELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQRGNIRCNICI 46
. * * o Kk e ko ek *

Figura 52 — Resultado da ferramenta de bioinformatica online Clustal dmega.

3) Phyre (protein homology/analogy recognition engine) é um servidor que
utiliza algoritmos de correspondéncias perfil-perfil. De uma forma geral utiliza uma
biblioteca de proteinas com estrutura conhecida, retirada da base de dados, das quais
serdo utilizadas as sequéncias para serem comparadas com outra base de dados de
sequéncias ndo redundante. Esse perfil é analisado posteriormente por trés programas
independentes, prevendo para cada um dos residuos da sequéncia, uma das trés

estruturas secundarias: hélice (h), folha beta (e) e desordenado (c) [Kelley 2011].
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Sequéncia VELK YKDWILWI F | CFLLCVVLL FIMW CQR NI RCNl C|
psipred hhhhHhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhhh h hh

jnet E eeE eee eehhhhhhhhhhhhhhhhh h hhh
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Cons_prob @ 88189999999999999 9 85899

Figura 53 — Resultado da ferramenta de bioinformatica online Phyre.

A sequéncia do Trp10 até ao GIn36 é sugerida como o dominio transmembranar
[Armstrong 2000] e de facto obtemos os mesmos resultados com a ferramenta RYTHM.
Por outro lado o resultado da ferramenta clustal omega mostra um alinhamento com
grandes semelhancas entre o dominio simulado por Victor et al. [Victor 2012]. Portanto

o segmento simulado como dominio transmembranar serd o segmento Trp10-GIn36.

A nivel da estrutura secundaria obteve-se um grande conteldo em hélice através
do servidor Phyre, sendo o maior consenso desde a Gly6 até a GIn36. Contudo o valor
de confianca obtido para os residuos Gly6-llel4 e para a GIn36 sdo, respetivamente 6 e
5, dando uma menor confianca na predicdao da estrutura em hélice desses residuos.

Visto que consideramos o dominio transmembranar como Trp10-GIn36, nas simulacdes
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do campo de forcas MARTINI, iremos definir esses residuos como em hélice, exceto os
terminais Trp1l0 e GIn36 (de forma semelhante ao utilizado por Victor et al. [Victor

2012]).

Para as simulagdes com o péptido completo, a estrutura para o segmento de
juncdo (Vall-Asp9) serd simulado em MARTINI como desordenado, uma vez que
apresenta estrutura estendida flexivel, algo que também ocorre em outras proteinas de
fusao [Li 2008 & Liao 2006]. A cauda citoplasmatica (Arg37-1le46) foi também simulada

como estrutura desordenada.

A orientacdo do péptido ja era conhecida, ou seja, N-terminal no lado
extracelular onde o ectodominio da hemaglutinina se encontra, e o C-terminal no lado
do citoplasma. Isto foi corretamente reproduzida pela ferramenta RHYTHM. Contudo
nas nossas simulacdes nao existe diferenga entre os dois lados da membrana, visto que,

as caixas de simulacdo apenas sdo constituidas pelos péptidos, os lipidos e dgua.

3.2.2. Self-assembling do péptido transmembranar

Para se obter a estrutura dos péptidos inseridos numa bicamada sem qualquer
manipulacdo optou-se pelo protocolo de self-assembling, onde trés péptidos sdo

colocados numa caixa de simula¢do juntamente com 128 lipidos e 2000 dguas MARTINI.

Figura 54 — Arranjo inicial de um dos sistemas. Os péptidos estdo representados por tubos a ciano,
amarelo e magenta, os lipidos estdo representados também por esferas, onde a laranja sao representados
o grupo fosfato, a azul o grupo ciano, a branco os grupos de glicerol e verde os grupos da cauda. As dguas
ndo foram apresentadas para melhor visualizacdo.

111



Apds 25 ns, foram selecionadas as simulagGes que formaram uma bicamada nos
eixos dos x e y, com os trés péptidos inseridos na membrana e com a mesma orientagao.
Cada um dos diferentes péptidos, isto é, o dominio transmembranar do subtipo H5, o
dominio transmembranar do subtipo H3 e o segmento C-terminal completo da H3,
foram simulados como triplicados por 10 us. Uma vez que nao ha evidéncias de o pH ter
algum efeito direto no péptido transmembranar, as simulagdes foram feitas com os
residuos acidos e bdsicos (Glu2, Lys4, Lys8, Asp9, Arg37 e Argdl) carregados,
mimetizando um pH neutro. Tanto o C-terminal como o N-terminal nos péptidos
truncados (apenas dominio transmembranar) foram simulados sem carga para
mimetizar o facto de estarem ligados ao resto da proteina. O mesmo raciocinio foi
utilizado para o N-terminal do segmento completo, embora o C-terminal deste, ou seja
o ultimo residuo da proteina, encontra-se carregado, como ocorreria in vivo a pH neutro.
O resumo dos sistemas simulados para o self-assembling do péptido transmembranar

encontra-se na tabela 7.

Tabela 7 — EspecificacGes dos diferentes sistemas em coarse-grain utilizados no processo de self-

assembling.
NU d T d
. “f“em © Cargado | CargadoC- .empo Ne
Sistema residuos de Setup . . simulagao
S N-terminal terminal
aminoacidos (ps)
H5 27 Sequéncia do
27 segmento Neutra
H3 27 transmembranar Neutra 10
H3 46 46 Sequencia Negativa
completa

A formacdo da bicamada lipidica ocorre muito rapidamente, por volta dos 25 ns,
mas nestes tempos os péptidos ainda se encontram distantes, necessitando portanto,
de um maior tempo de simulacdo. No primeiro microssegundo os péptidos ja se
encontram empacotados e estdveis, mas apresentam distribuicbes dos péptidos
diferentes. Observaram-se dois tipos de arranjo entre os péptidos: num deles os
péptidos assumiam uma distribuicdo triangular semelhante a distribuicdo da coiled-coil
central do ectodominio da hemaglutinina, noutro os terminais dos péptidos encontram-

se alinhados linearmente. Embora este Ultimo arranjo seja minoritario apareceu em
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todos os sistemas diferentes, sugerindo ser uma conformacdo estavel mas ndo
maioritaria. Por essa razdo decidiu-se aumentar o tempo de simulagdo até aos 10 ps
Embora uma das trés simula¢des do sistema H3_46, (representados na figura 55) nao
tenha evoluido para o arranjo triangular, decidiu-se iniciar a transformagao reversa na
mesma. Desta forma podemos também ter uma maior variagdao conformacional, nas

simulagdes utilizando o campo de forgas 54A7.

Figura 55 — Conformacdes finais para cada replicado do sistema H3_46 em MARTINI, onde os péptidos
estdo representados como tubos e os fosforos da bicamada como esferas laranjas. As dguas e as restantes
particulas da bicamada foram ocultadas para melhor visualizagdo. As imagens de cima e as de baixo
representam, respetivamente, o ponto de vista por dentro da membrana e o ponto de vista por cima da
membrana.

A conformacado final de cada um dos trés replicados do sistema H3_46 (réplicas
CG), ou seja, aos 10us, encontra numa resolucdo coarse-grain a qual foi reconstruida
para uma resolucdo united-atom, através do método de transformacao reversa (figura

56).

N3o se continuou o estudo do sistema H5_ 27 para united-atom, porque este
ultimo campo de forgas apresenta um maior custo computacional e ambos os sistemas
parecem ter, aproximadamente, os mesmos comportamentos estruturais. O péptido
transmembranar da estirpe H5 foi também estudada anteriormente por Victor et al.,
embora sem utilizar o self-assembling [Victor 2012]. O estudo do sistema H3 27

também n3do sera continuado, uma vez que este foi simulado em coarse-grain
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basicamente como um intermédio de comparacgdo entre o sistema H3_46 e H5_27, por

ter o mesmo comprimento que o sistema H5_27 e ser da estirpe que o sistema H3_46.

Figura 56 — Estrutura de uma das réplicas apds transformacao reversa. Lipidos definidos como
linhas e os péptidos a ciano, magenta e amarelo com representagao cartoon.

Como se pode verificar na figura 51 e também pela andlise da ferramenta DSSP,
existem algumas zonas, maioritariamente a zona N-terminal do segmente helical, que
ndao se encontram em conformacdao de hélice. O que seria de prever devido aos
problemas conhecidos da transformacao reversa e do mesmo ter ocorrido no estudo do
péptido de fusdao. No entanto, pode-se também observar na figura, que mesmo nao
sendo uma hélice perfeita apresenta uma estrutura helical, e apds alguns
nanossegundos de simulacdo, a estrutura em hélice foi restabelecida, pelo menos

parcialmente.

Cada uma das trés conformagdes obtidas pela transformacgdo reversa foi
simulada em triplicado durante 500ns usando o campo de forcas 54A7. Com isso

fizeram-se 9 réplicas em united-atom (réplicas UA) e 4.5us de tempo de simulagao total.
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3.2.3 Analises

3.2.3.1 - Conformagao

Apds 500ns de simulagdo, tempo em que se considera os sistemas ja
equilibrados, foram retiradas imagens mostrando a conformacdo final de todas as

simulagdes UA realizadas, estando representadas na figura 57.

Figura 57 — Conformacdes finais de cada uma das simulagdes usando o campo de forgas 54A7. Cada um
dos péptidos é representado a ciano, amarelo e violeta ambos definidos como cartoon, os lipidos como
linhas verdes e os fésforos representados como esferas laranjas.

Ao analisarem-se todas as conformacgdes finais dos péptidos nas diferentes

réplicas observa-se que estas sdo bastante semelhantes, apresentando sempre uma
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interacdo direta entre péptidos, maioritariamente numa estrutura de coiled coil. Os
péptidos parecem também ter um conteddo em hélice e angulo de inclinagao
semelhantes. Nota-se ainda uma preferéncia acrescida por parte da cauda
citoplasmatica para interagir com a membrana, em compara¢do com o segmento de
juncdo ao ectodominio. Tal corrobora estudos de dicroismo circular e FTIR com um
péptido sintético de 30 aminoacidos da zona transmembranar, que mostravam uma
tendéncia para esse péptido estar maioritariamente em hélice e formar coiled coils

numa membrana de DMPC [Tatulian 2000].

O empacotamento dos péptidos por nés obtido é superior ao obtido por Victor
et al. [Victor 2012] em que os péptidos apenas se aproximavam. Isto pode-se dever ao
uso de diferentes subtipos de hemaglutinina, a diferenca dos nimeros de residuos e/ou
ao protocolo de assemblagem dos péptidos, uma vez que ndo usou o campo de forgas
MARTINI. Victor et al. inseriu manualmente os péptidos na membrana paralelos a
normal desta e afastados entre si. Em contraste, no nosso estudo, o self-assembling
permite uma maior amostragem do espaco e uma difusdo das particulas também
superior. No nosso estudo, comparando o empacotamento obtido ao utilizarem-se os
diferentes campos de forca, foi notério um relaxamento e afastamento entre os
péptidos ao utilizar o campo de forcas 54A7 comparativamente ao MARTINI, o qual se

deve as diferentes propriedades destes dois campos de forga.

Curiosamente o rearranjo entre os péptidos apresenta uma disposicao triangular
semelhante a estrutura trimérica da hemaglutinina, como se pode observar pela, figura
58. Tal sugere que, os péptidos por si s6, sao capazes de se organizar, mesmo sem a
presenca do ectodominio da hemaglutinina. Embora haja, no entanto, a possibilidade

da presenca do ectodominio poder alterar a estrutura por nés obtida.
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Figura 58 — Parte inferior da estrutura cristalografica da hemaglutinina sobreposta a conformacao final de
uma das simulagGes dos péptidos transmembranares. As esferas transparentes na estrutura da
hemaglutinina representam o ultimo residuo de aminoacido que se liga ao péptido transmembranar. As
estruturas foram sobrepostas manualmente utilizando o programa PyMOL.

3.2.3.2. Conteudo em hélice

De forma analoga ao feito para o péptido de fusdo, também aqui, para uma
melhor percecdo dos resultados obtidos pelo DSSP, foi analisada a percentagem de
tempo que cada residuo passou em hélice (figura 59). Foram utilizados os ultimos 200ns
de simulacdo, por se considerar o sistema ja equilibrado aos 300ns, segundo algumas

analises preliminares.
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Figura 59 — Percentagem de tempo médio que cada residuo apresentou uma conformacgao de estrutura

em hélice ao longo dos ultimos 200ns da simulagdo.

Os resultados apresentam uma variabilidade significativa, ndo sé entre os 3
péptidos dentro de uma Unica simula¢do, como também dos péptidos entre as outras
(oito) simulagdes. Mas uma vez que estamos a estudar o mesmo sistema e cada péptido
encontra-se num ambiente semelhante aos restantes, podemos calcular a média da
percentagem em hélice de cada réplica inicial que vieram das simulacées MARTINI (trés

réplicas rl, r2 e r3 que por sua vez foram triplicadas em 54A7).

Mais uma vez, como foi explicado na analise dos resultados do péptido de fusao,
iremos tratar as simula¢gdes com a mesma denominagdo. Por exemplo, na analise das
simulagcGes united-atom, quando referirmos a réplica rl ou a média da réplica rl
estaremos a referir todas as trés simula¢des united-atom que provieram da primeira
réplica simulada em coarse-grain, e a média de todos os péptidos transmembranares

correspondestes a essas simulagdes, respetivamente.

A conformacdo em hélice na parte N-terminal do segmento transmembranar é
menos estdvel do que a parte C-terminal, pois apresenta nos ultimos residuos um
conteddo em hélice intermédio. Em contraste, na outra ponta do dominio
transmembranar, a percentagem de tempo em hélice diminui de forma rapida, continua

e reprodutivel ao longo dos ultimos residuos. Uma conclusdao semelhante foi obtida no
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trabalho realizado por Victor et al. [Victor 2012] e também anteriormente sugerido num
estudo experimental [Tatulian 2000]. Isto pode-se dever a maior concentragdao de
residuos polares na metade do N-terminal do dominio transmembranar. Os quais, por
sua vez, sao bastante conservados entre os diferentes subtipos da hemaglutinina.
Portanto, para além do papel que as suas cargas possam ter na estrutura ou no processo
de fusdo, possivelmente, uma maior desorganizagao estrutural no N-terminal pode ter
também algum papel na fusdo. Talvez nos ultimos estagios na fusao, aquando da

interacao do péptido de fusdao com o péptido transmembranar.

Se considerarmos em hélice os residuos do péptido transmembranar que
possuem uma percentagem superior a 50% de tempo nesta estrutura secundaria,
podemos verificar que o péptido transmembranar possui cerca de 19 residuos em
hélice. O segmento helical é composto pelos residuos compreendidos entre a Serl5 e a
Ala34, com os residuos aromaticos Phel6 e Trp33 a flanquear cada uma das pontas do

segmento.

Ao analisar o nimero médio de residuos em hélice ao longo do tempo, para cada
um dos replicados CG ou a média global/total, obtém-se um nimero semelhante ao
sugerido pela andlise acima descrita. Observa-se uma flutuacdo entre os 19 e 20

residuos em hélice, sendo a média dos ultimos 200ns de 19.64 + 0.23 residuos em hélice.

Se considerarmos apenas o dominio transmembranar (proposto anteriormente),
ou seja, apenas 30 residuos, obtemos uma percentagem aproximada dos residuos em
hélice de 65.5%. O valor estarad ligeiramente inflacionado mas tanto os residuos da cauda
citoplasmatica como da jungao péptido-ectodominio possuem <5% em hélice. Este valor
é préoximo do obtido experimentalmente por Tatulian et al. [Tatulian 2000] de 62%
usando um péptido de 30 residuos e bicamada composta sé por DMPC. Principalmente
porque o nosso valor esta sobrestimado, devido a consideracdo da formacdo de hélice
fora desses 30 residuos (embora inferior a 5%). Curiosamente o aumento de cargas
negativas com a adicao de DMPG aumenta a percentagem de residuos em hélice, tendo
sido obtido valores de 79% para 40% de DMPG, 88% para 60%DMPG [Tatulian 2000] e
64%+1 para 50% de DMPG e péptido de 33 residuos [Chang 2008]. Tal estd
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provavelmente relacionado com a interagdo dos grupos carregados positivamente, que

flanqueiam o dominio transmembranar, e as cargas negativas desses lipidos.
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Figura 60 — Numero médio e percentagem de residuos em hélice ao longo de todo o tempo de simulagao,
para a média de cada replicado CG (r1, r2 e r3) e para a média de todos os péptidos, média global.

Para além do numero e percentagem de residuos em hélice foi ainda realizada
uma analise suplementar para averiguar a frequéncia do nimero de residuos em hélice
(figura 61). Curiosamente o numero de residuos em hélice com maior frequéncia é por
volta dos 22 residuos, o que é reproduzido na média das 6 simula¢des oriundas de 2 dos
3 sistemas iniciais apds transformacao reversa (réplicas rl e r3). Na média das outras 3
simulacées (réplicas r2) os 22 residuos é apenas um maximo local. Contudo o maximo
da média dessas mesmas simula¢des da réplica r2, por volta dos 17-18 residuos, é igual

ao segundo maximo de frequéncia da média de todas as réplicas (média global).

O valor do segundo pico, ou seja, aproximadamente 17 residuos em hélice
corrobora com o valor médio de 17 residuos em hélice obtido por Victor et al. ao usar
um péptido transmembranar de 27 residuos do subtipo H5 [Victor 2012]. Neste caso a
diferenca nas médias ndo se deve ao protocolo utilizado, uma vez que o conteido em
hélice é semelhante tanto para os sistemas com trés péptidos como com apenas um
péptido, mas provavelmente deve-se a diferenca no nimero de residuos. O valor de 17
residuos ja tinha sido mostrado ser o numero minimo de residuos do dominio

transmembranar necessario para que ocorra uma fusdo eficiente. Foi sugerido que este
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valor é o comprimento minimo para que o dominio transmembranar atravesse de um

lado ao outro da membrana [Armstrong 2000].
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Figura 61 — Histograma de frequéncia do nimero médio de residuos em hélice calculado para os ultimos

200ns de cada simulagdo, para a média de cada replicado CG (rl, r2 e r3) e para a média de todos os

péptidos, média global.

3.2.3.3 Angulo de inclinag¢do

O angulo de inclinacdo do péptido transmembranar em relacdo ao plano da

membrana foi calculado de forma semelhante ao calculado para o péptido de fusao.

Contudo, neste caso foram selecionados os residuos 19-22 e 24-26 por apresentarem

uma estrutura em hélice superior a 90% do tempo analisado (figura 59) e encontram-se

no meio do péptido.

Na imagem 62 estdo representados os angulos, ao longo do tempo, de cada

péptido de todas as simulacdes e naimagem A-B estdo representados os dngulos médios

dos trés péptidos e de todos os replicados ou apenas dos replicados UA provindos de

cada um dos replicados CG.
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Figura 62 — Representagdo do angulo de inclinagdo, ao longo do tempo, dos péptidos transmembranares

para todas as simulagdes.

Através da andlise da figura 62 observa-se que o péptido transmembranar
apresenta um angulo de inclinacdo bastante varidvel, podendo ir de um angulo de 30
até 90 graus (perpendicular a membrana). Tal variacdo observa-se mesmo dentro de
cada simulacdo em particular, mostrando uma grande dindmica, ndo obstante os
péptidos se encontrarem numa forma compacta entre os péptidos adjacentes e os
lipidos. Contudo, nos ultimos 200 ns da simulagdo, a maioria dos péptidos parecem estar
estabilizados, mas com angulos diferentes entre si. Tal variagdo ja tinha sido antes
reportada, observando-se que o angulo de inclinacdo variava com a concentracdo de

péptido e metodologia, podendo abranger um intervalo entre 50° e 90° [Tatulian 2000].
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Figura 63 — Representac¢do do angulo de inclinagdo médio, ao longo do tempo, para a média de cada
replicado CG (r1, r2 e r3) e para a média de todos os péptidos, média global.

A média do angulo de inclinagdo calculada para todos os péptidos das nove
réplicas varia, ao longo do tempo, em redor dos 60 graus, apresentando uma ligeira
diminuicdo nos ultimos nanossegundos devido as simulagGes da réplica r2. O valor do
angulo de inclinagao médio dos ultimos 200 ns é de 58.4°+1.25, semelhante ao valor
obtido por Chang et al. (56° + 1) considerando o desvio padrdao e dentro do intervalo
obtido por Tatulian et al. (53-62°) [Chang 2008, Tatulian 2000]. Mesmo sendo o valor
obtido por nds um pouco superior ao obtido por Chang et al. observa-se, nos ultimos 50
ns, uma descida do angulo médio devido a réplica r2 que diminui até por volta dos 55
ns, onde parece ter estabilizado, sugerindo que houve uma alteragdo no péptido e/ou

na membrana, encontrando um angulo mais favoravel.

Victor et al. obteve um angulo de inclinagdo para a simulagdao de um Unico
péptido em redor dos 60 graus e um intervalo de 70 a 80 graus nas simulacdes com trés
péptidos [Victor 2012]. O valor de 60 graus estd em concordancia com o obtido por nds,
contudo este valor foi para um péptido e segundo estudo de Tatulian et al. a
concentragdo do péptido influéncia o angulo do péptido [Tatulian 2000]. O valor obtido
por Victor et al. com concentragdes iguais as que estamos a estudar é superior em pelo
menos 10 graus. Esta diferenca pode-se dever tanto ao uso de péptidos de diferentes

estirpes, ao diferente tamanho dos péptidos (27 e 46 residuos) e o facto de o self-
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assembling ter sido feito com coarse-grain, o que permite uma proximidade superior

entre os péptidos transmembranares.

E de notar que as nossas simulagdes e os dados experimentais foram obtidos sem
a presenca do ectodominio da hemaglutinina, o que pode influenciar tanto a dindmica
do péptido como o valor do angulo em si. Nao existem dados experimentais sobre o

péptido transmembranar com a presenca do ectodominio da hemaglutinina.

Utilizando os angulos de inclinagdo dos ultimos 200ns de cada simulagao foi
construido um grafico da frequéncia de cada angulo entre 0° (paralelo) a 90°

(perpendicular) em relagdo ao plano da bicamada, representado na figura 64.
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Figura 64 — Histograma de frequéncia do nimero médio de residuos em hélice calculado para os ultimos
200ns, para a média de cada replicado CG (r1, r2 e r3) e para a média de todos os péptidos, média global.

O péptido transmembranar apresenta um angulo de inclinagdo muito varidvel.
Contudo, analisando os ultimos 200 ns, apenas uma réplica (r32) ultrapassou os 80

graus, apresentando aqui uma variacao entre os 30 e os 80 graus.

A média das trés simulacdes da primeira réplica CG (rl) é a que apresenta uma
maior variedade de angulos, como se pode ver pela largura e altura do pico,
apresentando um maximo por volta dos 50 graus, que € um pouco inferior ao valor do
pico obtido pela média global. Contudo esta mesma média rl apresenta uma

protuberancia na zona dos 65 graus, sugerindo uma certa estabilidade nesses angulos.
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A réplica r2 apresenta um pico por volta dos 57 graus, valor este também inferior ao
pico da média global. Por outro lado este valor do maximo da média destas trés
simulacdes é concordante com o valor médio do angulo (calculado acima) obtido por
nos e o valor obtido por Chang et al. [Chang 2008]. A réplica r2 para valores superiores
ao maximo apresenta uma protuberancia que sé comeca a diminuir depois dos 63 graus,
concordante com o intervalo obtido por Tatulian et al. de 53-62° [Tatulian 2000]. Para
a réplica r3 existem dois picos, um por volta dos 45 graus, que deve-se exclusivamente
a dois péptidos (de 9 péptidos, 3 péptidos por cada simulagdo), cujos angulos variam
entre os 40 e os 50 graus. O segundo pico nos 65 graus é superior ao pico da média
global, valores estes mais préximos dos valores obtidos por Victor et al. [Victor2012],

mostrando também alguma variabilidade e dinamica neste péptido.

A média das frequéncias de todos os péptidos apresenta uma distribuicdo
maioritdria entre os 50 e os 70 graus, ocorrendo o maximo aproximadamente aos 64
graus. Este valor é semelhante ao valor maximo obtido na média das simula¢des
oriundas da terceira réplica CG (r3), e mesmo nas outras réplicas CG (rl e r2) a
distribuicdo sofre algumas flutuagdes por volta desse angulo (+1°), sugerindo que esse
angulo é também especialmente favordvel em todas as simula¢des. Este valor é no
entanto diferente da média de todos os angulos de todos os péptidos obtido por nés (58
graus), e dos intervalos experimentais 53-62 e 75-90 graus [Tatulian2000]. Note-se que
os resultados experimentais sdo médias o que ndo quer dizer que a sua distribuicdo seja
normal. Possivelmente a maioria dos péptidos encontra-se com um angulo de inclinagao

superior, mas existe uma maior distribuicdo com angulo inferior.

De seguida foram feitas as mesmas andlises aos outros sistemas que apenas
foram simulados utilizando o campo de forcas MARTINI. Podendo desta forma comparar
tanto as diferencas entre o tamanho do péptido, o subtipo da HA e o campo de forcas
utilizado. Na figura 65 estdo representados a frequéncia com que cada angulo é

populado para todos os sistemas ao longo do tempo.
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Figura 65 — Histograma de frequéncia do nimero médio de residuos em hélice calculado para
todos os sistemas estudados.

A distribuicdo das médias das trés réplicas dos sistemas CG_H3 46 e CG_H3 27
sdo iguais, havendo apenas uma infima diferenca ao nivel do pico da distribuicdo. A
Unica diferenga entre estes dois sistemas é a existéncia dos residuos do linker e da cauda
no sistema CG_H3_46, que ndo sdo contabilizados no cédlculo dos angulos. Isto sugere
gue esses residuos ndao afetam a conformacdo do dominio transmembranar na
membrana. Por outro lado o sistema CG_H5_27, de uma estirpe diferente, possui um
pico a um angulo superior que o das anteriores simulacdes CG, e uma distribuicdo mais
ampla nos angulos superiores a 65°. Se a estirpe H5 apresenta angulos superiores em
coarse-grain é de se esperar que também apresente angulos superiores em united-
atom. Assim sendo, é plausivel que os angulos obtidos por Victor et al. [Victor 2012]
sejam superiores aos obtidos neste trabalho, uma vez que nesse trabalho foi estudado

o péptido transmembranar da estirpe H5.

s

E notdrio que o angulo médio do sistema H3_ 46 é diferente nos diferentes
campos de forca, o que se deve provavelmente, a diferengas tanto na resolugcdo como
nos parametros dos campos de forca. O grupo indol dos triptofanos da interface
membranar aparenta ter um papel importante no dngulo das hélices transmembranares
ao acomodar as caudas dos lipidos do espaco criado pelo grupo indol e outras cadeias
laterais pequenas [Beswick 2011]. Isto mostra assim que diferencas estruturais podem
ser relevantes para esta diferenca de angulos.
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Como se ird observar na analise seguinte também na particdo do péptido na
membrana existem diferencas entre campos de forga, e que o angulo de um
determinado péptido transmembranar é bastante influenciado pela existéncia de
ancoras aromaticas, ou seja, de residuos aromaticos nos limiares dos dominios

transmembranares [Vostrikov 2010].

Os angulos e conteddo em hélice do péptido transmembranar aqui simulado
reproduzem os valores experimentais, o que indica que este modelo e este protocolo

foram capazes de produzir uma estrutura realista.

3.2.3.4. Particao na membrana

A particao do péptido transmembranar na membrana foi calculada de forma
idéntica para o péptido de fusdo, ou seja, pela distancia de cada residuo a camada de
fésforos (média de todos os fosforos no eixo transversal a membrana) ao longo do
tempo. No entanto, o péptido transmembranar apresentou uma variagao mais robusta,
observando-se que apds os 100 ns a distancia ndo variava significativamente, e portanto
foram utilizados os ultimos 400 ns para o cdlculo da média. Essas distancias estdao
representadas na 61 para todos os péptidos de todas as simula¢cdes UA e na 62 tanto a

média de cada replicado proveniente das simulacdes CG, bem como da média global.

A partir desta analise pode-se determinar que residuos se encontram na
interface da membrana, ou seja, flanqueiam o dominio transmembranar, delimitando a
penetracdo do péptido na membrana e por consequéncia o seu angulo. Comecando pelo
N-terminal, o Trp13 é o primeiro residuo do dominio transmembranar a estar debaixo
da linha de fésforos em média, embora em alguns péptidos (maioritariamente na
primeira réplica CG) seja o Trp10. Os residuos Trp10, llell e Leul2 encontram-se ao
mesmo nivel, em média, e imediatamente acima do centro dos fésforos, o que significa
gue interagem com estes. A existéncia de dois residuos carregados, Lys8 (carga positiva)
e Asp9 (carga negativa) imediatamente antes do Trp10 explica, tanto a diminuicdo
acentuada da distancia aos fésforos do residuo 9 para o residuo 10, como a distancia do
Trp 10 aos fésforos. Isto deve-se ao nimero superior de residuos carregados como a

carga negativa que interage repulsivamente com os fdsforos.
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No C-terminal o Trp33 ndo é o responsavel pela ancoragem a interface, mas sim
o grupo carregado positivamente Arg37. Mesmo ndo sendo o esperado, é facilmente
explicado pela favoravel interacdo entre grupos com diferentes cargas, neste caso a

arginina carregada positivamente com o grupo fosfato carregado negativamente.
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Figura 66 — Representacdo da particdo de cada um dos péptidos em separado na membrana para cada
uma das réplicas da réplica CG1 (A), réplica CG2 (B) e réplica CG3 (C).
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Figura 67 — Representacdo das distancias médias de cada residuo ao plano dos fésforos para as diferentes
réplicas.

Na maioria das simulac¢des, observa-se no C-terminal, apds a Arg37, a existéncia
de uns residuos mais exteriores a membrana, mas os residuos seguintes voltam a
penetrar na membrana. Ao nivel fisioldgico as cisteinas da cauda citoplasmatica estao
ligadas covalentemente a grupos acilo, adicionados pds-traducionalmente, os quais vao
interagir com a membrana. E curioso portanto que mesmo sem esses grupos acilo a
cauda em si tém afinidade para a membrana, especialmente a interface, uma vez que a
cauda citoplasmatica também possui um papel na interagdao da hemaglutinina com as
proteinas do citoesqueleto [Chen 2005]. Uma possivel explicacdo seria que, mesmo
sendo as cisteinas conservadas, a evolu¢ao selecionou residuos com afinidade para a
interface, visto serem possiveis mutacdes nos residuos de cisteina, impedindo a adicdo

de grupos acilo a cauda citoplasmatica.

Observa-se ainda que as extremidades que correspondem ao linker e a cauda
citoplasmatica se encontram na interface ou no exterior da membrana, o qual aumenta
a sua flexibilidade. Isto reproduz assim a observacdo de que ambos os segmentos

apresentam uma estrutura desordenada.

O resultado aqui apresentado, onde os triptofanos e os residuos carregados
funcionam como ancoras, é bastante reportado para este sistema e outros sistemas,

inclusive um estudo sugeriu que o Trp33 ou mesmo os triptofanos no N-terminal sdo
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importantes para o posicionamento correto do péptido transmembranar na membrana

[Wimley 1996].

Os residuos carregados, arginina e lisina, sdo bifuncionais, possuindo uma parte
hidrofdbica e conseguem formar pontes de hidrogénio com grupos polares nos lipidos,
o que leva a que sejam encontrados predominantemente em /oops citoplasmaticos de
proteinas transmembranares. No caso dos triptofanos, estes conseguem formar pontes
de hidrogénio com a cabec¢a dos lipidos e a parte aromatica promove interagbes
hidrofdbicas com a zona mais interior da membrana, resultando em que estes residuos
se localizem preferencialmente na interface membrana/agua [Schiffer 1992, Nugent
2012]. Na imagem seguinte podemos observar a distribuicdo, tanto dos triptofanos

como dos residuos acidos na membrana (figura 68).

Figura 68 — Estrutura do trimero dos péptidos transmembranares realgando os triptofanos e os residuos
acidos. O péptido esta representado por cartoon com a zona definida por hélice a azul e a restante a preto,
os triptofanos e os residuos 4acidos estdo representados por esferas vermelhas e magentas,
respetivamente. Os lipidos estdo representados por linhas, exceto os fosforos que estdo representados
por esferas.

De modo a se poder comparar as diferencas na particdo devido ao comprimento,
subtipo da HA e campo de forgas utilizado, apresentamos de seguida a particao do
péptido transmembranar para todos os sistemas estudados, representado na figura 69.
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Figura 69 — Representacdo das distancias médias de cada residuo para os diferentes sistemas
estudados.

E facilmente observado que a particdo dos trés sistemas utilizando o campo de
forcas MARTINI é semelhante, o que era expectavel, uma vez que mesmo sendo a
sequéncia de aminodcidos dos subtipos H3 e H5 diferente, ambos fazem parte do
dominio transmembranar. Contudo como ja tinha sido observado pela analise dos
angulos, existem diferencas entre os diferentes campos de forca, neste caso nas

particdes dos péptidos na membrana.

No caso do péptido usando o campo de forgas MARTINI o N-terminal é ancorado
na interface pelo Trp10, em contraste ao Trp13 que é preferencial nas simulagdes UA.
No C-terminal o residuo na interface é a Cys35 (uma das cisteinas conservadas, a qual é
adicionado um grupo acilo pds-traducionalmente) que se encontra entre o Trp33 e a

Arg37, sugerindo que ambos tenham um papel na ancoragem.

Aparte das diferencas intrinsecas dos campos de forca MARTINI e 54A7, nota-se
gue nas simulagcdes com MARTINI os residuos 11-35, definidos como estrutura
secundaria em hélice, sdo os residuos que se encontram inseridos na membrana. Isto
poderia sugerir que a estrutura em hélice favorece a presenca dos residuos na
membrana. Contudo, mesmo sendo uma explicacdo para a particdo do N-terminal, o C-
terminal perde a helicidade a partir do residuo 35 das simulagdes UA, coincidindo com

os residuos em hélice das simulacdes CG, mas apresentando parti¢des diferentes.
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Embora tal possa ser explicado pela necessidade de existirem um certo nimero de

residuos em hélice para atravessar a membrana.

Tanto o angulo como a particdio do péptido transmembranar ao longo da
membrana sdo em parte controlados pela incompatibilidade hidrofébica (“hydrophobic
mismatch”), ou seja, a diferengca entre o comprimento hidrofébico da hélice e a
espessura hidrofébica da membrana [Kim 2010]. Todavia, pela observacao da figura 69
nao existem diferencgas significativas entre a espessura da bicamada de DMPCs para

ambos os campos de forga.

3.2.3.5. Parametros de ordem das caudas dos lipidos

Um dos efeitos do péptido transmembranar ja demonstrado é a ordem que
provoca nas membranas onde se encontra inserido, ou seja, aumenta o parametro de
ordem dos lipidos. De forma a podermos ter uma maior confianga no nosso modelo do
péptido transmembranar e ter uma visdo mais pormenorizada analisou-se o parametro
de ordem e cada um dos carbonos da cauda dos lipidos (figura 70), de modo a comprovar

o efeito sugerido no inicio do paragrafo.

A forma mais comum de se analisar a ordem de bicamadas lipidicas é através do
parametro de ordem Scp (CD, carbono-deutério), que mede a orientac¢do relativa das

ligagdes C-D relativamente a normal da membrana.

Onde B é o angulo entre a ligacdao C-D e um eixo de referéncia, neste caso serd a

normal @ membrana.

No caso de simula¢des united-atom uma vez que os hidrogénios nao sao
contabilizados, é preciso fazer uma reconstrucdo do vetor utilizando trés carbonos
sucessivos da cauda. Razdo essa por ndo existir parametro de ordem para o ultimo

residuo da cauda de DMPC (figura 70).
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Figura 70 — Representag¢do do parametro de ordem Sco médio para cada um dos carbonos da cauda dos
lipidos. A vermelho estdo representados os resultados experimentais por Petrache et al. [Petrache 2000].

Como se pode observar pelo grafico a ordem por lipido nestes sistemas é
bastante reprodutivel, dado que as médias das réplicas de cada uma das trés estruturas
iniciais sao muito préximas. Com exce¢ao do terceiro carbono da cauda os valores
obtidos na simulagdo sdo superiores aos valores de referéncia experimental, sendo a
diferenca cada vez menor a medida que nos aproximamos da extremidade da cauda. No
caso excecional do terceiro carbono, nota-se que, além de ter valor semelhante ao
experimental, este é inferior ao quarto carbono, o oposto do que ocorre nos valores
experimentais. Contudo a curva obtida por nds tem uma forma semelhante a outra
obtida por Machuqueiro et al., com os valores a subir até ao quarto carbono, e uma
subida ténue do segundo para o terceiro, em contraste com o que ocorre
experimentalmente. Podemos entdo constatar que o péptido de fusdao aumenta de facto
a ordem dos lipidos na membrana onde se encontra inserido, apresentando
caracteristicas dinamicas proximas do experimental. Note-se que as simulagdes s6 da
membrana sem os péptidos transmembranares dariam aproximadamente o mesmo

resultado que o experimental.

O péptido transmembranar aumenta a ordem dos lipidos, o que provoca uma

desidratac¢do da superficie da membrana, diminuindo a repulsdo/pressao de hidratagdo
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entre membranas. Tal é fundamental na desestabilizacdo da membrana e na curvatura
aquando da fusdo [Tatulian 2000]. Este efeito ndo ocorre com a presenga de outros
péptidos na membrana. Por exemplo, péptidos de polileucinas ndo tém qualquer efeito
na ordem dos lipidos aquando da sua inser¢do na membrana [Nezil 1992]. Isto
demonstra, que o efeito é causado pelas propriedades do péptido transmembranar e

nao apenas por estar inserido na membrana.
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3.3 Hemaglutinina

A hemaglutinina é uma proteina com elevado nimero de residuos (cerca de
1620), que s6 por si apresenta um consideravel custo computacional na sua simulagdo.
Aliado a isso tem a uma forma ndo globular, sendo necessdria uma caixa de simulacao
maior e por consequéncia um maior numero de aguas. Existem no entanto simulagdes
do ectodominio da hemaglutinina em agua a valores de pH e a temperaturas diferentes,
realizadas por um membro do grupo (Victor et al., resultados ndo publicados).
Resumidamente nota-se diferencas na estabilidade dos diferentes sistemas, mas é
necessario muito maior tempo de simulacdo para se observarem alteracdes
conformacionais, podendo mesmo ser impossivel com os atuais recursos
computacionais. Como tal, apresentamos aqui uma abordagem utilizando o campo de
forcas MARTINI, que ao reduzir o pormenor da proteina consegue simular maiores

tempos de simulagao.

3.3.1 Estabilidade em agua — aplicagao de ligagoes elasticas

O campo de forcas MARTINI pode ser uma solucdo para reduzir o custo
computacional, mas este campo de for¢as nao foi desenvolvido nem parametrizado para
modelar alteracdes conformacionais. Em vez disso as estruturas secundarias sdo

definidas inicialmente e sdo imutdveis ao longo da simulagao.

Simulac¢des realizadas com o ectodominio da hemaglutinina em agua, utilizando
o MARTINI, provocaram varia¢des aparentemente nao fisicas na estrutura terciaria,
nomeadamente um deslocamento ascendente da parte inferior (ndo globular). A
existéncia de altera¢des ndo fisicas da estrutura terciaria ja tinha sido reportada no
website do MARTINI para outras proteinas (http://md.chem.rug.nl/cgmartini/index.php/
tutorial/elastic-network). Note-se que as simulacdes foram feitas sem a parte
transmembranar e sem a presenca de uma membrana, o que pode ter influenciado as
alteragdes verificadas. No entanto decidiu seguir-se o protocolo para proteinas grandes
com estrutura tercidria bem definida, ou seja, a utilizacdo da representacdao ELNEDIN

(Elastic Network in Dynamics — Rede elastica na dinamica).
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A representacdo ELNEDIN aparece entdo como solugdo tanto para o custo
computacional, como para a manutenc¢do da conformacgao tercidria gragas a adi¢ao de
ligacGes elasticas entre os dtomos da cadeia principal. O aumento da rigidez da estrutura
tem um lado negativo, pois torna a amostragem do espac¢o conformacional bastante
restrita, a qual ja por si usando o campo de forcas MARTINI apresenta as suas lacunas.
Contudo, dependendo das andlises que se pretendem realizar, a diminuicdo da
amostragem e a incapacidade de alteracdes conformacionais podem ser menos

valorizadas.

Como ja foi discutido no capitulo 2, o primeiro passo é saber que conjunto de
valores Rc e Kspring 30 mais eficazes para simular a proteina em estudo. Foram feitas
simulagcées do ectodominio da hemaglutinina em dgua usando 6 conjuntos diferentes
de valores, Rc = 0.8, 0.9 e 1.0 nm (figura 71) e Kspring = 500 e 1000 kJ mol! nm™2, para trés
diferentes sistemas: i) campo de forcas MARTINI com ligacBes eldsticas; ii) campo de
forcas ELNEDIN com ligagGes intra e inter mondmeros; iii) campo de forgas ELNEDIN com

ligagdes apenas intra mondmeros.

Figura 71 — Representacdo das ligacOGes entre particulas da cadeia principal da hemaglutinina, com
diferentes valores de Rc: 0.8 nm (A), 0.9 nm (B) e 1.0 nm (C).

O raciocinio por detras destes 3 sistemas é verificar as diferencas entre o uso de

ligacOes elasticas em MARTINI e o uso do campo de forgas ELNEDIN, ja estudadas para
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outras proteinas por Periole et al. [Periole2009], e as diferencas de se adicionar ligacGes
entre os 3 mondmeros ou ndo. Cada uma das 18 simulag¢des foi corrida durante 1 s, e
as suas trajetorias foram analisadas segundo o seu RMSD e RMSF da hemaglutinina. O
RMSF foi também comparado com o resultado de simulagdes atomisticas. As analises

para o sistema ELNEDIN com ligacdes entre mondmeros estao representados nas figuras
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Figura 72 — Representacdo da evolu¢do do RMSD ao longo do tempo para cada um dos conjuntos de 2
valores Rc (0.8, 0.9 e 1.0 nm) e Kspring (500 e 1000 kJ mol™ nm) para o sistema ELNEDIN com ligagdes intra

e inter-mondmeros.
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Figura 73 — Representacao da evolugdo do RMSF ao longo do tempo para cada um dos conjuntos de 2
valores Rc (0.8, 0.9 e 1.0 nm) e Kspring (500 e 1000 kJ mol™ nm2) para o sistema ELNEDIN com ligagbes intra
e inter-mondmeros. A vermelho (AA) encontra-se o RMSF calculado por Victor et al. utilizando um campo
de forgas united-atom.

O sistema sem ligacdes entre os mondmeros, sistema iii, (ANEXO RMSF)
apresenta flutuacées ao mesmo nivel das simulagdes atomisticas, contudo apresenta
um desvio grande em relacdo a estrutura inicial, como observado no RMSD (ANEXO
RMSD), concluindo-se ser necessaria a ligacdo entre os trés mondémeros entre si. O
sistema de ligacBes elasticas (sistema i) e o sistema ELNEDIN com liga¢cdes entre os
mondmeros (sistema ii) ndo tém grandes diferencas entre si (figuras 72 e 73).
Apresentam apenas diferencas no RMSD usando restringimentos intermédios ou fracos,
bem como no RMSF de restringimentos intermédios. Contudo optou-se pela utilizagdo
do campo de forgas ELNEDIN nos estudos seguintes com a hemaglutinina, uma vez que
este campo de forcas possui melhorias nos parametros do campo de forcas em
comparacdao com o MARTINI. Ao analisar todas as simula¢des do sistema ii e tentando
encontrar um equilibrio entre uma estrutura estavel e flutuacdes semelhantes as

simulacBes atomisticas, optou-se por um restringimento intermédio utilizando os
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valores 0.9 nm para o Rc e 500 kJ mol™* nm™. Este valor foi utilizado para todas as
restantes simulagcdes da hemaglutinina neste trabalho. Uma vez que ja temos os
parametros do campo de forcas ELNEDIN configurado, podemos prosseguir com as

simulag0es.

Acreditasse que a alteracdao conformacional do péptido dobradica com o
abaixamento de pH é um passo essencial para a fusdo do envelope viral com a
membrana da célula do hospedeiro. A primeira questao abordada foi se seria possivel
induzir a mudancga conformacional do péptido dobradica de um estado desordenado
para uma estrutura em hélice, e qual a sua repercussao no resto da proteina. De forma
a averiguar isso, utilizou-se a técnica do crescimento lento (slow-growth), explicado ao

detalhe de seguida.

3.3.2 Alteragoes conformacionais com o método do crescimento lento

A técnica de crescimento lento foi aqui apicada para transformar o segmento
desordenado do péptido dobradica (estado A) numa estrutura em hélice (estado B). Para
ajustar os parametros da simulacdo, utilizaram-se primeiro apenas os residuos 40-91 da
HA2 na estrutura cristalografica da hemaglutinina do subtipo H3 (figura 74 A), visto que
um reduzido numero de residuos significa simulacdes mais rapidas. As alteragdes do
estado A para o estado B foram feitas alterando as constantes de forca das ligacdes, os
angulos e os angulos diedros da cadeia principal. Alterando os seus valores de uma
estrutura desordenada (estado A) para os valores respetivos de uma estrutura em hélice
(estado B). Estas alteracdes foram aplicadas progressivamente ao longo de 200 ns, para
gue as alteragcdes fossem feitas de uma forma suave. Obteve-se no final desses 200 ns
uma estrutura esticada em forma de hélice, tal como esperado, mostrando assim que o

método é eficaz (figura 74 B).
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Figura 74 — Péptido dobradica representado por tubos que ligam as particulas da cadeia principal (A) no
inicio da simulagdo e (B) no fim da simulagdo do crescimento lento. Os residuos que tinham estrutura
desordenada estdo representados a vermelho, os residuos com estrutura em hélice estao representados
a azul e os residuos com estrutura em hélice, mas que tiveram os parametros de ligaces e angulos
alterados, estdo representados a verde.

Testado o método, o préximo passo foi aplicar essa mesma transformacao, nos
mesmos residuos, mas desta vez na estrutura do ectodominio completo. O sistema da
hemaglutinina em ELNEDIN possui liga¢cGes eldsticas em toda a sua estrutura, incluindo
tanto o péptido dobradica como os primeiros 40 residuos do N-terminal (incluindo o
péptido de fusdo) da HA2. As ligagdes elasticag ao resto da proteina, do péptido
dobradica impossibilitam este de conseguir formar uma hélice, e impedem a deslocacdo
do N-terminal. Optou-se portanto por retirar as ligacdes desde o C-terminal do péptido
dobradica até ao N-terminal da HA2 com a restante proteina, mantendo apenas as

ligacdes entre residuos desse mesmo segmento (figura 75 A).
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Figura 75 — Representagdo da conformagdo da hemaglutinina antes (A) e apds (B) o processo de
crescimento lento. Proteina representada como tubos, péptido dobradica a vermelho, amarelo ou laranja
(para cada mondmero) e o N-terminal de cada HA2 como verde, ciano e roxo.

Neste caso, devido a maior complexidade do ambiente a volta do péptido
dobradica 200 ns ndo sdo suficientes para a suavidade das alteracdes, sendo necessario
simular durante 400 ns. Ao contrdrio do segmento linear formando uma hélice perfeita
obtido anteriormente com o péptido livre, neste caso obtivemos uma hélice curvada
(figura 75 B). Isto deve-se provavelmente a parte globular da HA1 imediatamente por
cima do péptido dobradica, ja que, as subunidades HA1 sofrem uma destabilizacdo com
0 abaixamento do pH, ocorrendo um afastamento das mesmas, segundo alguns estudos
[Bottcher 1999, Xu 2011]. No nosso modelo isto ndo é permitido devido ha existéncia

de interacdes entre subunidades.

Ainda assim, se o péptido dobradica em hélice apresenta um comprimento
inferior comparativamente ao péptido dobradica estendido, entdo este encurtamento
poderia obrigar a saida do péptido de fusdo da bolsa onde esta inserido na proteina.
Porém apenas puxou a zona das folhas beta para cima, deixando o péptido de fusao

inalterado.
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Uma possivel explicacdo para o ocorrido é a elevada estabilidade do péptido de
fusdo na bolsa a pH neutro. O que por sua vez sugere que ndao devera ser apenas o
movimento do péptido dobradica, mas o proprio péptido de fusdo deve ser translocado
para o exterior da bolsa apds variagbes na protonac¢dao dos residuos chave. Esta
possibilidade ja tinha sido sugerida, visto que estudos anteriores observaram uma saida
do péptido de fusdo nos passos iniciais das alteragdes conformacionais [White 1987,

Korte 1999].

Uma vez que nado é possivel estudar alteracdes conformacionais com um sistema
taorigido, decidiu-se estudar o self-assembling da hemaglutinina, processo que também
foi usado para o péptido de fusdo e o péptido transmembranar, ambos estudados

anteriormente.
3.3.3 Self-assembling da sequéncia completa da hemaglutinina

Para se estudar o self-assembling da hemaglutinina é necessario adicionar o
segmento C-terminal que ndo se encontra na estrutura cristalografica, uma vez que é
onde se encontra o dominio transmembranar. E a volta desse dominio que os lipidos se
vao orientar e formar uma membrana. Foi entdo adicionado a estrutura inicial do
péptido transmembranar (igual a usado nos estudos do péptido transmembranar) ao C-
terminal da estrutura cristalografica da hemaglutinina. Foi também necessario definir os
parametros ligantes (ligacdes e angulos) entre o N-terminal do dominio
transmembranar e o C-terminal da hemaglutinina na topologia. Estas simulac¢des sao,
portanto, um hibrido de campos de forca, onde se usou o ELNEDIN para o ectodominio

da HA, mas o MARTINI sozinho para o dominio transmembranar.

A hemaglutinina completa foi colocada no centro de uma caixa de simulacdo (de
dimensbes 19 nm no eixo X, 19 nm no eixo y, 25 nm no eixo z) e de seguida foram
adicionados 1200 lipidos, quantidade suficiente para formar uma bicamada ao longo dos
eixos x e y. Particulas de dgua martini foram de seguida adicionadas para encher a caixa,
num total de 59523, onde 10% sdo anticongelantes. Foram simuladas 10 réplicas para
cada um dos dois tipos de acoplamento de pressao utilizados, isotrépico e semi-

isotrépico.
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As simula¢Ges com o acoplamento isotropico foram corridas durante 1 us e em
nenhuma das 10 réplicas se gerou uma bicamada lipidica entre os eixos x e y. Além de
ser uma questdo de probabilidade, a dimensdo elevada da caixa torna os lipidos
demasiado dispersos, torna dificil a formag¢dao de uma Unica bicamada lipidica. Mesmo
em caixas mais pequenas utilizadas nos estudos dos péptidos foram necessarias eliminar
certas simulagdes que além de uma bicamada criaram também micelas. No entanto
formaram-se discos lipidicos que se comportam como uma bicamada excepto nas
extremidades, onde os lipidos se arranjam como numa micela. Estes discos lipidicos sao
designados por bicelas. Para além da formacdo das bicelas ocorre ainda formacao de
micelas de diferentes tamanhos, as quais parecem interagir com zonas especificas da
hemaglutinina, principalmente na parte superior da HA1. Um exemplo da hemaglutinina
inserida numa bicela e micelas a interagir com esta, obtido no final de uma das réplicas,

pode ser visualizado na figura 76.

Figura 76 — Estrutura final de uma das réplicas, onde esta representada a cadeia principal e as cadeias
laterais da proteina como tubos vermelhos e esferas amarelas, respetivamente. Os lipidos estdo
representados como esferas sendo a azul o grupo de colinas, a laranja o grupo fosfato e a verde as cadeias
de acidos gordos.

As simulacdes utilizando acoplamento de pressdao semi-isotrdpico tiveram as
suas caixas de simulacdo bastante deformadas, provocando a aproximacao dos limites
da caixa a proteina, o que origina intera¢cGes da proteina com ela prépria através das
imagens periddicas. Estas simulacdes foram, portanto, desconsideradas. Foi no entanto

observada a formacdo de discos e vesiculas lipidicas.
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Para estudar com mais detalhe as interacdes das micelas com a Hemaglutinina,
a qual parece ter locais com maior propensdo para interagir com os lipidos, realizamos

mais um set de simulag¢des para se calcular os contactos entre a HA e os lipidos.
Contactos entre hemaglutinina e lipidos

De modo a calcular os contactos entre a HA e os lipidos, nomeadamente as
bicelas e as micelas, foram corridas 20 novas simula¢des. As particulas da cadeia central
da proteina foram fixadas com restri¢cdes de posicdo fracas (100 kJ mol™* nm2), de modo
a que ndo ocorresse translagdo da proteina e assim ndo interagisse com as
hemaglutininas e lipidos das imagens periddicas, o que ocorria nas simula¢des
anteriores. O proprio ectodominio da HA ja continha liga¢Oes elasticas entre a sua cadeia
principal, portanto a adicdo de uma reduzida forca a posicdo ndo ird influenciar
significativamente o sistema. Todas as simula¢des foram corridas durante 100 ns, mas

para o calculo de contactos os primeiro 25 ns foram descartados.

Mais uma vez, apenas pela visualizacdo da simulacdo consegue-se observar
locais preferenciais de interacdo, nomeadamente com o dominio transmembranar e a
parte globular da HA1. Algumas imagens do final das simulagdes estdo representadas na

figura 77.

Figura 77 — Estrutura final da réplica 1 (esquerda), réplica 7 (meio) e da réplica 13 (direita). A proteina
encontra-se no centro a vermelho representada como tubos e os lipidos representados como esferas: a
azul as colinas, a laranja os fosfatos e verde as cadeias.

Para calcular o nimero de contactos, que cada um dos residuos da HA faz com
os lipidos, mede-se a distancia minima desse residuo a todas as particulas dos lipidos,

sendo contabilizadas apenas as particulas a uma distancia igual ou inferior a 0.8 nm.
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Este valor ja tinha sido previamente utilizado para calcular o nimero de
contactos entre uma proteina e lipidos em simulagdes de MARTINI [Wee 2008] e define-
se pela distancia plausivel para ocorrerem intera¢des de van der Waals. Este valor é
consistente com o raio de van der Waals de uma particula C1 (da cauda lipidica). Foram
ainda testados outros valores de distancia para o cdlculo de contactos mas a Unica
diferenca significativa é a intensidade dos picos, problema resolvido aquando da

normalizacao.

Fez-se uma média do numero de contactos para cada residuo ao longo do tempo
e nas diferentes réplicas. Na figura 78 o nimero de contactos para cada residuo foi
mapeado na estrutura da HA com um gradiente de cores do azul-escuro (menor nimero
de contactos) a vermelho (maior nimero de contactos). Na figura 79 apresenta-se essa

variacdo ao longo do numero do residuo.

Figura 78 — Mapeamento dos contactos entre cada residuo com os lipidos através de um gradiente de
cores, onde o azul representa poucos ou nenhuns contactos e vermelho representa o numero maximo de
contactos. A HA encontra-se representada por tubos, ora de uma vista lateral (A) ou de uma vista superior
(B). No (C) encontra-se em pormenor o local de ligagdo ao acido sidlico, aqui representado a branco, e a
magenta os residuos que interagem com este.

145



09 A

0.8 - i

06 - i il

0'5_ - “ " 2 g sl

Numero de contactos

0a | | \

03

w
il

ﬂ \M | |

0 M'\ "L I‘l" j‘\ iJ A w[ wl | M | FW"H,"',MFU\“‘, | ‘JJM"W \F

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Numero do residuo

—

0.1

| i |

—

Figura 79 — NUmero médio normalizado de contactos para cada um dos residuos de uma subunidade da
hemaglutinina.

A zona com maior numero de contactos com os lipidos é o segmento
trasmembranar, como ja era esperado, visto ser nessa zona onde a hemaglutinina se
encontra ancorada ao envelope viral. Nestas experiéncias ndo se formaram membranas,
mas sim bicamadas, mas que do ponto de vista do péptido transmembranar ndo deve
representar diferencas significativas. Consegue-se ainda destinguir as diferentes zonas
do péptido. A zona inferior do C-terminal possui menos contactos que a zona interior,
correspondendo ao segmento intraviral que pode, no entanto, dobrar e inserior os
ultimos residuos de novo na membrana. Algo semelhante ocorre para a zona superior
dos residuos da juncdo entre o ectodominio da hemaglutinina e o segmento

transmembranar.

Como ja tinha sido possivel observar pelas imagens FH7, a zona superior da HA1
possui uma zona com afinidade para membranas, constatando através desta analise que
é constituida maioritariamente pelos loops 130 (residuos 135-138) e 220 (residuos 225-
228). Os residuos a volta destes dois loops e a hélice 190 constituem os locais de ligacdo
do acido sidlico a HA. Mesmo existindo um aminoacido em comum, a ASN137, os
residuos que interagem com o acido sidlico encontram-se no interior da bolsa que
funciona como receptor e os residuos que apresentam contactos com os lipidos

encontram-se mais exteriores. Esta observacao sugere que talvez a afinidade da HA para
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a membrana do hospedeiro ndo se deva apenas a ligacdo do acido sialico ao recetor,

mas também a interagdes dos loops 130 e 220 com a membrana.

Curiosamente existe ainda outro local com um nivel de contacto moderado, nos
residuos 266-278 e 54/57, que se encontram a aproximadamente 50 residuos tanto do
C-terminal como do N-terminal da HA1. A razao para a liga¢ao de lipidos neste local ndo
é totalmente clara. Contudo é nesta zona central da HA1l onde estes residuos se
encontram que ocorre um encurvamento da parte inferior da HA1 [Xu 2011]. Isto aliado
ha provavel destabilizacdo e separacdo da HA1, pode indicar um possivel papel da HA1

no processo intermedio ou final da fusdo, através de interacdes com a membrana.

Estudos de fotoafinidade mostraram que os péptidos de fusdo e o transmembranar sdo
os Unicos dominios que interagem diretamente com a bicamada lipidica do hospedeiro
ou de membranas alvo [Durrer 1996]. Contudo estes contactos aqui apresentados ndo
necessitam de ser contactos fortes onde, por exemplo, os residuos se inserem na
membrana. Podem ser apenas contactos leves, que devido ao nimero de subunidades
e de hemaglutininas existentes no local de fusdao, se multiplicam podendo ganhar

alguma relevancia.
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4. Conclusoes

O caracter inovador deste trabalho resulta principalmente da abordagem multi-
scale, ou seja, no uso de mais de uma resolugdo. Utilizou-se o campo de forgas coarse-
grain MARTINI para simular a assembling dos sistemas e no fim, apds a transformacgao
para united-atom, utilizando-se o campo de forcas 54A7 para simular o sistema obtido
com um maior detalhe das moléculas e das suas interagdes. Assim, pode-se aproveitar
o melhor de ambos os campos de forcas, uma vez que a assemblagem de péptidos
utilizando unicamente o campo de forcas 54A7 seria dificil e computacionalmente
dispendiosa. Analisando os resultados, verificamos que o procedimento foi efetuado
com sucesso, 0 que era espectdvel, uma vez que o campo de forcas MARTINI para
proteinas foi parametrizado utilizando coeficientes de particdo agua/dleo, tornando-o
uma escolha robusta para técnicas de self-assembling de péptidos numa membrana.
Além disso, ja existiam artigos de self-assembling utilizando o campo de forgas MARTINI

com o péptido de fusdo [Fuhrmans 2009, Fuhrmans 2012].

O primeiro resultado obtido para o péptido de fusdo foi que a estrutura obtida
por NMR em micelas [Lorieau 2010] ndo é estavel em agua, independentemente do
estado de protonacdo do péptido. Isto vai ao encontro do estudo de dicroismo circular
realizado por Han et al. onde se observava que o péptido (composto por 20 residuos de

aminodcidos) em solucdo aquosa nao tinha estrutura [Han 2000].

N3o existem diferengcas muito significativas entre os diferentes sistemas
estudados (diferentes estados de protonacdo e formacdo da bicamada). Embora se
observe que o péptido de fusdao nos sistemas estudados com uma bicamada pré-

equilibrada pnao enetre tanto na bicamada como nos sistemas de self-assembling.

O péptido de fusdo encontra-se na interface da membrana com a agua, onde a
hélice do N-terminal se encontra paralela a membrana e a hélice do C-terminal penetra
ligeiramente o interior da bicamada. Porém, obtivemos outras estruturas de interesse,

nomeadamente uma estrutura mais inserida na membrana, numa simulacdo onde se
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formou um poro. Numa outra simulacdo o PF adotou uma estrutura em forma de “L”

paralelo a membrana, que se pensa ser um intermedidrio da fusdo [Lorieau 2012].

Os valores obtidos nas nossas andlises para este sistema, nomeadamente o
conteudo em hélice alfa do péptido, angulo de inclinacdo do péptido na membrana e a
posicdo dos residuos do péptido na membrana, reproduzirem de forma razoavel os

resultados da literatura.

Relativamente ao péptido transmembranar, a conformacgao obtida no final do
processo de multi-scale foi semelhante a do estudo realizado por Victor et al. [Victor
2012] com o péptido de 27 aminodacidos e do subtipo H5. Contudo o self-assembling
utilizando o MARTINI permitiu que os péptidos se encontrassem mais proximos, em
contraste com os resultados do estudo de Victor et al., onde apenas se usou o campo
de forcas 54A7. Observamos ainda que, além da conformacao preferencial num arranjo
triangular, também existe uma conformacdo em que os terminais se encontram em

linha e ndo em tridngulo.

Ao analisar a posi¢do de cada residuo do péptido transmembranar na membrana
podemos ter uma visdo da sua posicdo na membrana. Os residuos aromaticos Trp10 e
Trp13 delimitam o N-terminal do dominio transmembranar, ambos interagindo com os
grupos fosfato da bicamada. Contudo, parece que no C-terminal ndo é um residuo
aromatico a delimitar o dominio transmembranar, mas sim um residuo carregado
positivamente, a Arg37, que por sua vez interage com o0s grupos carregados
negativamente dos grupos fosfato. Esta estrutura é corroborada com as analises de
percentagem em hélice (~65.5%) e angulo de inclinagdo (~58.4°), que estdo dentro do
intervalo experimental, como também pelo aumento dos parametros de ordem da

bicamada.

Relativamente a hemaglutinina utilizou-se o campo de for¢cas ELNEDIN, uma
alteracdo do MARTINI para incluir ligacoes elasticas. Chegou-se a conclusdo que os
melhores valores para se utilizar, no estudo da HA, sao Rc = 0.9 nm e Kspring = 500 kj mol
' nm2, valores estes também sugeridos por Periole et al. [Periole 2009] para a maioria

das proteinas.
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A utilizacdo do método de crescimento lento para transformar o péptido
dobradica de uma estrutura desordenada para uma estrutura em hélice foi apenas
eficaz quando o péptido estava isolado em solucdo. Em contraste, este procedimento
nao foi eficaz com o péptido dentro da proteinas, dado que, devido ao uso do ELNEDIN
a estrutura da HA fica demasiado restringida, sendo impossivel ver grandes alterac¢des

conformacionais.

Nos estudos de self-assembling da HA com moléculas de DMPC, ndo se conseguiu
formar bicamadas entre os eixos x e y, devido ao tamanho da caixa, formando-se, em
vez disso, bicelas localizadas principalmente na zona do dominio transmembranar. Além
disso, também se formaram varias micelas de DMPC que pareciam interagiam
preferencialmente com certos locais da HA. Com novas simulacdes observamos que de
facto existem locais preferenciais de contacto, especialmente nos residuos a volta do
local de ligacdo com o acido sidlico. Isto sugere que estes residuos também possam ter
um papel na ligacdo da hemaglutinina a membrana, tendo, possivelmente, um papel na
entrada da hemaglutinina pela via alternativa independente do dacido sidlico [Stray

2000].
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