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A realidade é como um mosaico, as partes
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RESUMO

A proteina Antigeno de Membrana Apical 1 (AMA1) do Plasmodium falciparum
(PfAMA1), ¢ uma proteina de superficie encontrada em mais de uma fase do ciclo de
vida da malaria. Sabe-se que esta ¢ uma proteina de reorientacdo no chamado
“movimento de jun¢do”, momento em que as membranas do parasita e do hospedeiro
estdo em contato durante a invasdo. A estrutura de um epitopo conformacional do
dominio III da PAAMAI em complexo com o anticorpo monoclonal Fab F8.12.19 ¢
conhecida experimentalmente. Este trabalho utilizou dindmica molecular com
amostragem ampliada por trocas de réplicas hamiltonianas (Hamiltonian Replica
Exchange Molecular Dynamics - HREMD) para compreender o efeito de interagdes
intermoleculares, variabilidade conformacional e regides intrinsecamente desordenadas
no mecanismo de interagdo antigeno-anticorpo. Foram utilizados métodos de
clusterizacdo e analises de variabilidade conformacional a fim de compreender a
influéncia da presenga ou auséncia da proteina parceira no complexo. O epitopo em
estado livre acessa um conjunto conformacional mais amplo, incluindo conformagdes
desordenadas nao observadas na interacdo com o anticorpo. As simulagdes sugerem um
mecanismo de selecdo conformacional estendida, em que o anticorpo interagiu e
estabilizou conformacdes ja existentes do epitopo em estado livre. A estabiliza¢do da
conformagdo ativa se dd majoritariamente pelas ligagdes de Hidrogénio:
Tyr(H33)-Asp493, Tyr(H35)-Asp493 e His(L94)-Val510. O anticorpo apresenta uma
estrutura bastante rigida e apenas a CDR-H3 demonstrou uma maior plasticidade na

presenga do epitopo.



ABSTRACT

Plasmodium falciparum Apical Membrane Antigen 1 (PfAMAL) is a surface protein
found in more than one stage of the malaria life cycle. It is known that this is a
reorientation protein in the so-called “junction movement”, the moment when the
membranes of the parasite and the host are in contact during the invasion. The structure
of a conformational epitope of domain III of P/AMA1 in complex with the monoclonal
antibody Fab F8.12.19 is experimentally known. This work used molecular dynamics
with amplified sampling by Hamiltonian Replica Exchange Molecular Dynamics
(HREMD) to understand the effect of intermolecular interactions, conformational
variability, and intrinsically disordered regions on the mechanism of antigen-antibody
interaction. Clustering methods and the analysis of conformational variability were used
in order to understand the influence of the presence or absence of the partner protein in
the complex. The free-state epitope accesses a broader conformational pool, including
disordered conformations not seen in antibody interactions. The simulations suggest an
extended conformational selection mechanism in which the antibody interacted with and
stabilized already existing conformations of the epitope in the free state. The stabilization
of the active conformation occurs mainly through hydrogen bonds: Tyr(H33)-Asp493,
Tyr(H35)-Asp493 and His(L94)-Val510. The antibody has a very rigid structure, and only
CDR-H3 showed greater plasticity in the presence of the epitope.
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CAPITULO 1

1. PROTEINA ANTIGENO DE MEMBRANA APICAL 1 (PfAMA1)
1.1 CICLO DE VIDA DA MALARIA

A maldria ¢ uma doenca endémica compreendida no grupo das chamadas Doengas
Tropicais Negligenciadas (DTNs). Sua transmissdo se da pela picada da fémea do mosquito
Anopheles infectada, e tem como agente etiolégico os protozodrios Plasmodium spp. O
Plasmodium falciparum (Pf) ¢ identificado como a espécie causadora da forma mais

agressiva e letal da doenga (World Health Organization 2022).

Dentre diversos desafios para o desenvolvimento de tratamentos eficazes contra a
malaria (Beeson et al., 2019; Minkah & Kappe, 2021), podemos destacar quatro: o complexo
ciclo de vida do parasita, o protcoma do Pf formado pelas chamadas Proteinas
Intrinsecamente Desordenadas (secdo 1.3), e as capacidades do Pf de permanecer em estado
latente durante a infec¢dao no figado e modificacdo das suas proteinas de superficie a cada
nova fase do ciclo de vida. Estes dois Ultimos fatores estdo diretamente relacionados a evasao

do ataque de anticorpos.

A Figura 1.1a mostra o ciclo de vida malaria dividido em trés grandes fases: 1) o ciclo
esporogdnico que acontece dentro do agente transmissor infectado, em que ha a maturagao
dos plasmoédios em fase de esporozoitos; 2) o ciclo exoeritrocitico em que 0s esporozoitos sao
inoculados no hospedeiro humano, e nesta fase o parasita permanece em estado latente no
figado até seu amadurecimento para os estagios esquizonte ¢ merozoitos, dificultando a
identificacdo do parasita pelos anticorpos do hospedeiro (Figura 1.1b); e 3) o ciclo
eritrocitico, em que o parasita invade os eritrocitos, se multiplica e se diferencia

assexuadamente em microgametocitos e macrogametocitos (Njoroge et al., 2014).


https://paperpile.com/c/230aGn/uOBf+HyKn
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Figura 1.1 a) Ciclo de vida do Plasmodium spp. Adaptado de (Njoroge et al., 2014) e b)

estado hepatico latente do parasita.

1.2 PAAMA1: CARACTERISTICAS E FUNCAO

A proteina Antigeno de Membrana Apical 1 (Apical Membraine Antigen 1 - AMAL1) do
Plasmodium falciparum (PfAMA1) ¢ uma proteina de superficie encontrada em mais de um
estagio do ciclo de vida da malaria, sendo um alvo relevante no desenvolvimento de vacinas e
tratamentos eficazes. A AMAL1 ¢ considerada bem conservada entre as diferentes espécies de

Plasmodium, sendo uma proteina rica em cisteina, de forma que sua estrutura é governada


https://paperpile.com/c/230aGn/SpcvY
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por pontes dissulfeto intramoleculares (Coley et al., 2001). Esta proteina compreende uma

regido ectoplasmatica de cerca de 550 residuos e possui trés dominios que apresentam regides
de desordem e oito pontes dissulfeto intramoleculares: o dominio I, N-terminal que € o mais
estruturado; o dominio II central e o dominio C-terminal III, em que h4 maior presenca das

regides desordenadas (Igonet et al., 2007).

Os trés dominios apresentam estruturas experimentais, no entanto, devido as diversas
regides desordenadas ao longo de suas sequéncias, os dominios II e III possuem menos
regides resolvidas disponiveis para estudos no Protein Data Bank (PDB)
(https://www.rcsb.org/) (Escalante et al., 2001). O arranjo quaternario destes dominios pode
ser visualizado na Figura 1.2 a partir de modelos propostos pelo AlphaFold2

(https://alphafold.ebi.ac.uk/).

a)

Figura 1.2 Modelos do arranjo quaternario da PAAMAI1 (a) AlphaFold2:DIMYA2 e (b)
AlphaFold2:CSHWES3.

A PfAMALI ¢ encontrada no formato merozoito e esporozoito durante a invasdo das
células hepaticas e sanguineas, respectivamente. Sabe-se que esta ¢ uma proteina de
reorienta¢do no chamado “movimento de jun¢do”, momento em que a membrana do parasita
e do hospedeiro estdo em contato. A adesdo do parasita as células humanas ¢ seguida de um
movimento de reorientacdo necessario para que o polo apical entre em contato com as
superficies do eritrécito ou do hepatdcito (Lim et al., 2014) (Figura 1.3). Esta proteina possui
um sitio hidrofébico conservado que, durante a invasdo, realiza interagdo com o peptideo
RON2 (Rhoptry Neck 2). Como anticorpos anti-AMA1 e outras moléculas inibidoras sdo

capazes de bloquear esta interacao, portanto, visando o impedimento da invasao de eritrocitos


https://paperpile.com/c/230aGn/pFYC
https://paperpile.com/c/230aGn/yzwzv
https://paperpile.com/c/230aGn/70T7
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pelo parasita, a PFAMAL ¢ um alvo atraente no desenvolvimento de novos antimaldricos

(Vulliez-Le Normand et al., 2017).

I-Adesao

Ligante do merozoito .
\Receptor da heméciﬂ Formacao

t

Perturbacao
da membrana

da juncao

lI-Formacao
da juncao

lI-Invasao

Figura 1.3 AMAI1 atuando na reorientagdo do parasita durante o movimento de jun¢ao

(Adaptado de (De Niz et al., 2017)).

Estudos mostram que os diferentes dominios da AMA1 foram capazes de produzir
resposta imunologica, e que uma possibilidade para superar os desafios inerentes a malaria
sdo proteinas multialelo recombinantes que possuem atuacao conjunta de regides estruturadas
e desordenadas. Este ¢ o caso da primeira vacina recentemente aprovada RTS,S, a mosquitrix
(Laurens, 2020). O estudo de (Nair et al., 2002) mostra que a afinidade de anticorpos
humanos purificados contra epitopos do dominio III da PFAMA1 inibiu a invasdo do parasita,
e (Mueller et al., 2003) também destacam a importancia de epitopos nessa regido, uma vez
que peptideos sintéticos que mimetizam a regido de /oop do dominio III foram utilizados
como imunogénicos para geragdo de anticorpos monoclonais. Um nivel alto de inibi¢ao do
crescimento do parasita foi observado, cerca de 95%.

Os métodos computacionais podem contribuir na compreensdao das regides
desordenadas e estruturadas, ao fornecer uma descricdo atomistica dos sistemas, suas
estabilidades, dindmica e flexibilidade, provendo informac¢des complementares aos métodos
experimentais. Este trabalho empregou o método de Dinamica Molecular (DM) com

amostragem ampliada por trocas de réplicas hamiltonianas (Hamiltonian Replica Exchange


https://paperpile.com/c/230aGn/DXceU
https://paperpile.com/c/230aGn/WfGL
https://paperpile.com/c/230aGn/JR5oj
https://paperpile.com/c/230aGn/aP4C
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Molecular Dynamics - HREMD) visando compreender o mecanismo de interagdo de um

epitopo conformacional do dominio III da Pf/AMAIl com a regido de variabilidade do
anticorpo monoclonal Fab F8.12.19, e a influéncia de regides desordenadas para descrigao

conformacional de mecanismos antimalaricos importantes.

1.3 O FENOMENO DA DESORDEM INTRINSECA

As Proteinas Intrinsecamente Desordenadas (/ntrinsically Disordered Proteins - IDPs) e
Regides de Desordem (Intrinsically Disordered Regions - IDRs) do Pf fazem parte dos
processos de adesdo, invasdo e reconhecimento do parasita no hospedeiro (Gomes et al.,
2011). Devido a complexidade dessas proteinas altamente flexiveis e suas funcdes
relacionadas a sobrevivéncia do parasita, a influéncia da desordem intrinseca no ciclo de vida
da maldria para a eficacia da resposta imunologica ndo pode ser subestimada (Guy et al.,

2015; Krishnarjuna et al., 2018).

O conceito de “desordem intrinseca” tem emergido com grande relevancia e impacto na
compreensdo da fungdo das proteinas e também de respostas imunologicas adaptativas
(Rangarajan et al., 2015; P. E. Wright & Jane Dyson, 1999). Proteinas que tém acima de 30%
de desordem estrutural em suas sequéncias sdo classificadas como IDPs, apresentando
heterogeneidade estrutural e auséncia de estrutura secundaria e terciaria bem definida em

ambiente fisioldgico (Deiana et al., 2019).

Estima-se que 70% dos genomas associados a doengas tenham regides que apresentam
desordem intrinseca, justificando o interesse na compreensdo desse fendmeno em possiveis
alvos farmacologicos (McCarthy et al., 2011). Seu papel em doencas degenerativas, bem
como sua disfungcdo em processos celulares de separacao de fases liquido-liquido como em
Alzheimer, cancer e diabetes ¢ conhecido (Borcherds et al., 2021; Deiana et al., 2019).
Devido ao seu comportamento diversificado, a desordem intrinseca também ¢ observada em
doengas virais e parasitarias, como ¢ o caso do Pf, sendo também cogitada como parte do
mecanismo de sobrevivéncia do parasita (Mishra et al., 2020). No ciclo de vida da malaria, as
IDPs e IDRs dettm um papel importante, uma vez que fazem parte das proteinas de
superficie relacionadas a adesdo e invasdo das células humanas. A alta variabilidade

apresentada por essas proteinas auxilia no escape da resposta humoral imune devido as
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mudangas na expressdo de superficie em cada nova fase do ciclo de vida, e interacdes de

baixa afinidade com anticorpos. Esses fatores levam o organismo humano a necessidade de
producao de anticorpos que devem ser reconhecidos eficientemente nas diferentes fases, de
prevencao da infeccdo, prevencdo da doenca e prevencdo da transmissdo (Julien &

Wardemann, 2019).

Uma pesquisa bibliografica no Google Académico considerando o periodo de 1990 a
2022, utilizando as palavras-chave: “(intrinsically OR natively OR inherently) AND
(disordered OR unfolded OR unstructured OR flexible) AND (protein OR proteins)”, e
relacionando-as as publicagdes de Dindmica Molecular e maléria, mostra que embora esta
doenca seja objeto de interesse em estudos, seu aparecimento em trabalhos tedricos de DM
ainda ¢ discreto, como mostra a linha verde na Figura 1.4. Isto equivale a cerca de 1,5 a2%
dos artigos totais de IDPs e DM, justificando a necessidade de se compreender mais sobre as

IDPs e IDRs de proteinas da maldria em nivel atdmico e molecular.
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Figura 1.4 Numero de publicacdes entre 1990 e 2022 utilizando Proteinas Intrinsecamente

Desordenadas (IDPs), Dinamica Molecular e Maléria em seu escopo.

Um auxilio importante na compreensao de regioes desordenadas em proteinas sao os
bancos de dados de desordem que realizam curadoria manual da literatura. O MobiDB, um
dos bancos disponiveis mais completos de ferramentas para compreender a desordem

intrinseca, possui anotagdes de consenso em artigos cientificos, informacdes derivadas de
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métodos experimentais, homologia e até mesmo preditores no estado-da-arte, como o

AlphaFold2. Dentre as proteinas mais relevantes do Pf, a Figura 1.5a mostra as mais citadas
na literatura e o seu aparecimento ainda limitado em estudos de DM. 19 proteinas, dentre elas
a AMAL, e suas contribui¢cdes de desordem para os dominios que sdo anotados no MobiDB

sdo também mostradas na Figura 1.5b.
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Figura 1.5 IDPs disponiveis no MobiDB mais citados na literatura.

Dentre as proteinas mais citadas, CSP, P/EMP1, MSP2, EBA-175, TRAP, GLURP e
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MSP3 tém acima de 30% de desordem. A proteina CSP (circumsporozoite protein), a mais

citada em artigos e com percentual de desordem elevado foi utilizada para a construgao da

vacina Mosquitrix aprovada contra a malaria (Almeida et al., 2021).

A emergéncia da era da bioquimica molecular ndo-estruturada compreende proteinas
ndo apenas como pacotes enovelados que obedecem o paradigma estrutura-funcao (Fischer,
1894), mas estruturas dindmicas que podem ter comportamentos diversos, € cujas regioes
desordenadas possuem fung¢des complementares as fungdes ordenadas (Clerc et al., 2021). As
IDPs e IDRs participam de processos de interagdes com alta especificidade e baixa afinidade,
desempenhando papéis de regulagdo e sinalizagdo de processos celulares. Por sua
flexibilidade, as IDPs sdo capazes de interagir com diversos alvos como proteinas
estruturadas, carboidratos, membranas, pequenas moléculas, peptideos e outros, apresentando
também comportamentos diversificados de desordem-desordem e desordem-ordem em

relacdo a estrutura nativa (Fatafta et al., 2021).
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CAPITULO 2

2. RECONHECIMENTO DA INTERACAO ANTIGENO-ANTICORPO

O combate efetivo do sistema imunologico a invasdao de um patdgeno, ¢ devido sua
interacdo com as células B ou T do organismo humano que possuem moléculas receptoras
capazes de reconhecer antigenos de formas distintas. As células B (Figura 2.1a) realizam
multiplicagdo e expansdao clonal, e posterior secrecdo de anticorpos com modificagdes

especificas necessarias para o combate patogénico (Cyster & Allen, 2019).
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Figura 2.1 (a) Interagdo especifica de anticorpos produzidos por células B e (b) Estrutura

basica de um anticorpo Ig. Figuras geradas com (Biorender, 2021).

Com estrutura em formato de Y, um anticorpo Ig € tipicamente constituido por
unidades estruturais basicas com duas grandes cadeias pesadas e duas cadeias leves. A regido
final da estrutura abrange a regido C-terminal, que de maneira geral ¢ fixa e muito semelhante
em todos os anticorpos. As extremidades N-terminal do anticorpo, por onde a interagdo com
o antigeno ¢ realizada, ¢ o chamado fragmento Fab (Fragment antigen-binding). Em seu
apice, ha uma regido hipervariavel (Fragment variable - Fv). Esta regido de variabilidade

reconhece elementos especificos e tém suas cadeias de aminoacidos modificadas, permitindo
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a existéncia de milhdes de anticorpos, cada um com uma extremidade ligeiramente diferente,

interagindo com alvos diferenciados (Chiu et al., 2019).

A Figura 2.1b mostra que esse sitio de ligagdo do anticorpo ao antigeno ¢ definido por
residuos de aminoacidos especificos que constituem seis algas altamente flexiveis conhecidas
como Regides Determinantes de Complementaridade (Complementarity Determining
Regions - CDRs). As CDRs s3o formadas pela contribuicdo de trés loops da regido
hipervariavel, trés da cadeia pesada (VH) CDR-H1, CDR-H2 ¢ CDR-H3, ¢ trés da cadeia
leve (VL) CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3, formando o pardtopo ou sitio de ligagdo
(Sela-Culang et al., 2013). As CDRs podem ser identificadas em regides fixas devido a
defini¢do de uma estrutura candnica a partir do comprimento do /oop e residuos conservados

localizados (Chothia et al., 1989).
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Figura 2.2 Exemplos de epitopos (a) linear e (b) conformacional. A palavra EPITOPO
disposta nas sequéncias indica os aminodcidos que realizam a intera¢gdo. Em um epitopo
linear estes aminoacidos estdo dispostos sequencialmente, enquanto no epitopo
conformacional, o enovelamento da proteina aproxima e apresenta aminoacidos que estdo

dispersos € podem estar presentes em regioes alternadas.

As regides do antigeno que s3o reconhecidas pelo anticorpo sdo denominadas
epitopos (Figura 2.2), que sdo multiplos, permitindo o ataque de varios anticorpos a um
determinado antigeno. Essas interagdes ocorrem de maneira ndo-covalente, sendo ligacdes
coulombicas, pontes de Ca**, ligagdes de Hidrogénio, van der Waals e hidrofobicas (van Oss
et al., 1986). Os pardtopos dos anticorpos reconhecem epitopos em nivel molecular pela
complementaridade de interagdes altamente especificas. Os epitopos podem ser classificados

como lineares (Figura 2.2a), também chamados de continuos, identificados pela sequéncia
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primaria continua de aminodcidos na proteina, ou conformacionais (Figura 2.2b), também

chamados de descontinuos, que sdo encontrados no enovelamento da proteina e compostos

por diversos fragmentos dispersos ao longo da sequéncia (Yao et al., 2013).

A maioria das interagdes epitopo-pardtopo (Figura 2.3) sdo realizadas via epitopos
conformacionais, que sdo frequentemente reconhecidos em interagdes que produzem resposta
imunologica efetiva (Healer et al., 2004; Parvizpour et al., 2020). No entanto, regides de
desordem em proteinas podem realizar interagdes antigénicas via epitopos lineares, cuja
antigenicidade estd ligada a uma maior area de superficie acessivel ao solvente do que a
observada em epitopos ordenados. Estas interacdes possuem alta especificidade devido a
maior exposicao dos residuos que proporcionam uma regido de contato maior no parotopo de

anticorpos (Krishnarjuna et al., 2018).

A capacidade de produgdo de resposta imunoldgica efetiva de interagdes de epitopos
desordenados do Pf-anticorpo ndo ¢ clara, uma vez que elas podem também funcionar como
um mecanismo de “cortina de fumaca” afastando os anticorpos das regides que provoquem

resposta efetiva, garantindo a sobrevivéncia do parasita (MacRaild et al., 2016).

Antigeno

Anticorpo Anticorpo

Epitopo—

Epitopo

Figura 2.3 Reconhecimento do epitopo de antigenos (parte escura da molécula em vermelho)

pelo parotopo de anticorpos Ig (em cinza).

Os epitopos conformacionais se formam quando sequéncias distantes na proteina se
aproximam apos o enovelamento sendo estabilizadas pelas interagdes intramoleculares. De

maneira geral, apresentam conformagdes mais compactas € com areas de superficie menores.
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No caso da PFAMAL, estes fragmentos de aminodcidos permanecem em sua caracteristica

funcional através das pontes dissulfeto entre os dominios (Coley et al., 2001).

A eficacia da resposta imune dependera de quao bem os anticorpos disponiveis se
ligam aos epitopos acessiveis na superficie do invasor, pois o processo de reconhecimento
molecular ¢ essencial para a neutralizacdo do patégeno. A maioria dessas interagdes t€m um
custo entropico, em que a energia de dobramento da interacao ¢ compensada por um aumento
da heterogeneidade estrutural do restante da proteina. Nesse sentido, ¢ necessario colocar em
perspectiva como a desordem estrutural do epitopo afeta a formagdo do complexo e a
interacdo preferencial do anticorpo com epitopos lineares ou conformacionais (J. Tan et al.,

2019).

Em uma situagdo de méxima afinidade, a conformacao do epitopo no complexo tem
um molde perfeito do sitio de ligagdo do pardtopo, com uma distribuicdo de carga de
superficie complementar. Outro fator determinante para a afinidade e especificidade de um
complexo antigeno-anticorpo ¢ a flexibilidade conformacional. A semelhanca do que
acontece na interagcdo entre proteinas e pequenas moléculas, quanto maior for a flexibilidade
do epitopo, maior serd a sua capacidade de sofrer uma mudanga conformacional (MacRaild et

al., 2018).

2.2 MECANISMOS DE INTERACAO INTERMOLECULARES

Nas interagdes proteina-proteina (IPP), a conformagdo de uma proteina serve como um
ambiente, um conjunto de pré-condi¢des para a proteina parceira (Kovacs et al., 2005).
Devido a promiscuidade protéica, a capacidade de ter comportamentos diferenciados com
alvos diferenciados, diversos mecanismos de interacao podem ser observados, € embora esses
eventos ndo sejam necessariamente bem demarcados, eles podem ser compreendidos e
revelar a importancia de interacdes e o ambiente protéico em uma IPP. Suas ocorréncias e
importancias funcionais sdo observadas em estudos experimentais como de raios X,
microscopia crioeletronica, estudos cinéticos, ¢ de Ressondncia Magnética Nuclear

(Csermely et al., 2010).
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Os mecanismos de interagdo mostram um amplo repertdrio de estados conformacionais

que podem ser adotados por proteinas estruturadas ou desordenadas na presenca ou auséncia
de ligantes e parceiros, incluindo conformagdes correspondentes a forma ligada. A descri¢ao
do reconhecimento biomolecular ¢ importante para desenvolvimento de terapéuticos, uma
vez que abrangem as IPP, interagdes proteina-ligante e substrato desde as etapas de
sinalizag¢do até metabolismo celular (Hatzakis, 2014).

Os modelos mais amplamente reportados na literatura sao chave-fechadura (Fischer,
1894), ajuste induzido (Koshland, 1958) e sele¢do conformacional (Ma et al., 1999). Autores
indicam que IDPs podem realizar a combinagao destes mecanismos (Choura & Rebai, 2021).

O modelo chave-fechadura proposto por Emil Fischer, em que proteinas sao moléculas
rigidas bem empacotadas cujos sitios de interagdo possuem formatos complementares ao do
respectivo alvo ja foi superado. Embora seja possivel observa-lo em interagdes
enzima-substrato, este modelo possui limitagdes devido a plasticidade que mesmo proteinas
estruturadas apresentam (Koshland, 1958) (Figura 2.4a).

No modelo de ajuste induzido (Figura 2.4b), o parceiro rigido induz uma mudanca
conformacional no parceiro flexivel. A medida que a aproximagdo acontece, surgem forcas
eletrostaticas e interagdes de Hidrogénio que alteram o cendrio energético. Neste modelo, a
dobragem deve acontecer apos a interagdo, ¢ o estado ligado da proteina flexivel apresenta
conformagdes nao observadas no estado livre ou na auséncia do ambiente do parceiro.
Embora a proteina flexivel perca graus de liberdade durante o evento de ligacdo, o ganho de
entalpia ndo ¢ compensado por um custo entropico significativo para a proteina rigida
(Choura & Rebai, 2021; Csermely et al., 2010).

Por outro lado, na selecdo conformacional (Figura 2.4c), uma das conformacgdes
enoveladas ou de estados metaestaveis pré-existentes liga-se ao parceiro. Neste caso, a
proteina dinamicamente flutuante tem uma das conformagdes compativeis com a ligagdo
selecionadas pelo parceiro, concentrando assim, todo o conjunto conformacional para aquele
determinado estado. Ha uma preferéncia por subconjuntos de conformagdes acessiveis que
serdo estabilizadas, deslocando o equilibrio neste sentido e modulando a atividade ou
conjunto funcional destas proteinas. Outros nomes para a sele¢do conformacional sdo:
selecdo de populagdo, deslocamento de populagdo, ajuste selecionado e estabilizacdo de
conjuntos conformacionais. Este mecanismo explica, inclusive, o dobramento de estruturas

completamente desordenadas apos a ligagao (Hatzakis, 2014).
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Autores entendem, no entanto, que proteinas podem seguir diferentes trajetérias de

ligacdo que envolvem multiplas etapas com barreiras energéticas. Proteinas com muitas
regioes de desordem ou muito flexiveis podem ter mecanismos de ligacdo que ndo se
encaixam na classificagdo acima. Devido a isto, estudos sugerem um modelo de selecdo
conformacional estendido no qual a separagdo entre os eventos do ajuste induzido e da
selecdo conformacional ndo ¢ clara. A sele¢do conformacional pode ser seguida de um ajuste
induzido e de ajustes mutuos entre os componentes participantes. Como os diferentes
cenarios podem mudar os mecanismos de interagdo, mais recentemente, propde-se que 0s
modelos chave-fechadura, ajuste-induzido e sele¢do conformacional sdo, na verdade, casos
particulares da sele¢ao conformacional estendida (Chakraborty & Di Cera, 2017). Para
classificar experimentalmente os mecanismos, ¢ necessario, pelo menos, a determinagao das
constantes de velocidade de ligagdo para diferentes concentragdes de ligantes (Vogt & Di

Cera, 2013).

a) b) c)
Figura 2.4 Representacdo esquematica de mecanismos de interacdo intermoleculares (a)

chave-fechadura, (b) ajuste induzido e (c) selecdo conformacional.

2.3 COMPLEXOS ANTIGENO-ANTICORPO NO PDB

Ha 117 PDB IDs com evidéncia experimental do Pf em complexo com anticorpos
humanos e de camundongos. Dentre essas estruturas, ha uma diversidade de 12 proteinas,
elas sao: CyRPA, AMAI1, CSP, EBA-175, MSP1, MSP2, Pfs25, PfSUB1, RHS5, Pfs48/45,
Fab668, Pfs230, RIFIN, CRT, EMPI1, and Pfs230D1M. Na Tabela 2.1 estdo as proteinas
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disponiveis e as indicagdes de epitopos nos dominios. Para compreender as influéncias das

regioes de desordem nos antigenos do Pf, foi utilizado o servidor RAPID (Yan et al., 2013),

que correlaciona a sequéncia de aminoacidos com o percentual de desordem. Algumas

estruturas, como o peptideo NANP das proteinas CSP e MSP2, sdo muito curtas, ndo sendo

possivel realizar a predigdo de desordem. Além disso, em geral, as regides N e C terminais

das proteinas sdo conhecidamente desordenadas.

Proteina

CyRPA

AMAL1

EBA-175

MSP1

MSP2

Regiao do epitopo Desordem (%)

Cysteine-Rich
Protective Antigen
6 bladed domain

Cysteine-Rich
Protective Antigen
6 bladed domain

Domain I
Domain II1

Region ii Duffy
binding domain

MSP1-19

MSP1 EGF domain
1

C terminal

N terminal

0.9

10.36

1.17
5.65
10.0

12.13
6.06

6.06

IDs PDB

STIH

SEZO

TPHW, 7PI7,
7P12, TPHV, 7PI3

2Q8B, 2Q8A
2J5L

4QEX, 4K2U
10B1

6XQW
STBD, 4067

4QXT, 4QYS,
4QYO, 4R3S

Tipo de
anticorpo

Mouse

Mouse

Mouse
Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Human

Mouse

Mouse

Tabela 2.1 Estruturas dos complexos antigeno-anticorpo disponiveis no PDB.

Referéncia

(L. Chen et al., 2017)

(Favuzza et al., 2017)

(Ragotte et al., 2022)
(Coley et al., 2007)
(Igonet et al., 2007)

(E. Chen et al., 2013)
(Pizarro et al., 2003)

(Thouvenel et al.,
2021)

(Seow et al., 2017)

(Morales et al., 2015)
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Tabela 2.1 Estruturas dos complexos antigeno-anticorpo disponiveis no PDB (continuagao).

Proteina

Pfs25

PfSUB1

RHS

P{s48/45
Fab668
P£5230

RIFIN
CRT

EMP1

Regido do epitopo Desordem (%)

Pvs28 EGF domain 1.64

Pvs28 EGF domain 2.17

SUBI protease
Prodomain ProdP9

Rh5 coiled-coil
domain

3D7

Rh5 coiled-coil
domain

Rh5 coiled-coil
domain

Sexual stage
antigen s48/45
domain

6C variant

Sexual stage
antigen s48/45
domain

Junctional peptide
V2 domain

Immunoglobulin
domain

CRT-like

Duffy binding
domain

1.74

11.67
16.17

11.03

16.17

5.88
6.12

6.47
3.03

20.51
17.22

16.56
6.25

21.31

IDs PDB

6B08, 6BOA,
6AZZ, 6BOE,
6BOH, 6BOG

6PHC, 6PHB,
6PHC, 6PHD,
6PHF

4LVN, 4LVO

SMIO
7PHU

4U0Q,
4U0R, 4U1G

6RCYV, 6RCS,
6RCU, 6RCV

6H5N
TUNB

6E62, 6E63
TZW1

6PBV

7JUM

7KHF, 7KFK

7F9L, 7TFOM,
TFON

6UKJ

SMZA

Tipo de
anticorpo

Human

Human

Mouse

Mouse

Human

Human

Human

Mouse

Human

Mouse
Mouse
Human
Human

Human

Human

Human

Human

Referéncia

(Scally et al., 2017)

(McLeod et al., 2019)

(Withers-Martinez et
al., 2014)

(Campeotto et al.,
2017)

(Ragotte et al., 2022)

(K. E. Wright et al.,
2014)

(Alanine et al., 2019)

(Lennartz et al., 2018)
(McLeod et al., 2022)

(Kundu et al., 2018)
(Ko et al., 2022)
(Oyen et al., 2020)
(Coelho et al., 2021)
(Y. Chen et al., 2021)

(Xie et al., 2021)
(Kim et al., 2019)

(Lennartz et al., 2017)


https://paperpile.com/c/230aGn/OR0YH
https://paperpile.com/c/230aGn/tOUOR
https://paperpile.com/c/230aGn/doKzl
https://paperpile.com/c/230aGn/doKzl
https://paperpile.com/c/230aGn/gDSCp
https://paperpile.com/c/230aGn/gDSCp
https://paperpile.com/c/230aGn/Kshfo
https://paperpile.com/c/230aGn/iW3Z4
https://paperpile.com/c/230aGn/iW3Z4
https://paperpile.com/c/230aGn/u22si
https://paperpile.com/c/230aGn/XSybJ
https://paperpile.com/c/230aGn/xNWCU
https://paperpile.com/c/230aGn/H2Gp6
https://paperpile.com/c/230aGn/Csagh
https://paperpile.com/c/230aGn/3N8tA
https://paperpile.com/c/230aGn/sJEDW
https://paperpile.com/c/230aGn/8dPXK
https://paperpile.com/c/230aGn/Q3fEq
https://paperpile.com/c/230aGn/pWex3
https://paperpile.com/c/230aGn/eLqFk
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Tabela 2.1 Estruturas dos complexos antigeno-anticorpo disponiveis no PDB (continuagao).

Proteina

Pfs230D1M

CSP

Regido do epitopo Desordem (%) IDs PDB

C-terminal a TSR
domain

NANP repeat
region

NPNAZ2 peptide, B
domain

NPNA4

NPNA3
NANP3

RTS,S/AS01

20.51 60HG

23.1 6B0S

- SBKO
99.9 6AZM
6AXK, 6AXL

99.9 6D11, 6D01
99.9 6ULE

50.0 6MB3

99.9 6UUD

50.0 6MHG

6WFW, 6W00,

6W05, 6WFW,

6WFX, 6WG,
- 6WG2

- 6WFY

- 6WFZ, 6WG0
- 6D0X

- 6UC5

7RDY, 7LKB,

7LKG, 7RAJ,

7RCS, 7RD3,

7RD4, 7RDO,
93.33 7RDA

Tipo de

anticorpo

Mouse

Human

Human
Human
Human
Human
Human
Human
Mouse

Human

Human

Human

Human

Human

Human

Mouse

Referéncia

(Singh et al., 2020)

(Scally et al., 2018)

(Triller et al., 2017)
(Oyen et al., 2017)
(Imkeller et al., 2018)
(Murugan et al., 2020)
(Oyen et al., 2018)
(Thai et al., 2020)
(Oyen et al., 2018)

(Pholcharee et al.,
2021)

(Pholcharee et al.,
2021)

(Pholcharee et al.,
2021)

(Imkeller et al., 2018)

(Pholcharee et al.,
2020)

(Kratochvil et al.,
2021)


https://paperpile.com/c/230aGn/hwoye
https://paperpile.com/c/230aGn/CwVed
https://paperpile.com/c/230aGn/Kj0du
https://paperpile.com/c/230aGn/zTia0
https://paperpile.com/c/230aGn/S5Az7
https://paperpile.com/c/230aGn/bClT4
https://paperpile.com/c/230aGn/2HCJN
https://paperpile.com/c/230aGn/8DzYu
https://paperpile.com/c/230aGn/2HCJN
https://paperpile.com/c/230aGn/mdrah
https://paperpile.com/c/230aGn/mdrah
https://paperpile.com/c/230aGn/mdrah
https://paperpile.com/c/230aGn/mdrah
https://paperpile.com/c/230aGn/mdrah
https://paperpile.com/c/230aGn/mdrah
https://paperpile.com/c/230aGn/S5Az7
https://paperpile.com/c/230aGn/0npHF
https://paperpile.com/c/230aGn/0npHF
https://paperpile.com/c/230aGn/eg5zB
https://paperpile.com/c/230aGn/eg5zB
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Tabela 2.1 Estruturas dos complexos antigeno-anticorpo disponiveis no PDB (continuagao).

Regisio do Tipo de
Proteina epitopo Desordem (%) IDs PDB anticorpo Referéncia

7RXL, 7RXI,
7RX]J, 7RXL, (Beutler et al.,
- 36.36 7RXP, 7S0X Human 2022)

6B5L,

6B5M, 6B5N,

6B50, 6B5P,

6B5R, 6B5S, (Kisalu et al.,
- - 6B5T Human 2018)

6023, 6023,

6024, 6025,

6026, 6028,

6029, 602A,

602B, 602C,

6ULE, 6ULF, (Murugan et
NANP5 99.9 6VLN Human al., 2020)

CSpP - - 7K75 Human -

Os dominios das proteinas CSP disponiveis sao totalmente desordenados, enquanto ha
sete proteinas com desordem acima de 20%. A fim de identificar estudos computacionais
antigeno-anticorpo ja desenvolvidos, uma busca no Google Académico relacionando os PDB
IDs com a palavra-chave “Molecular Dynamics” mostra que dentre os complexos disponiveis
na Tabela 2.1, apenas 16 aparecem citados em artigos de estudos tedricos, mas, em sua
maioria, a DM ndo ¢ o principal método utilizado. O foco principal desses trabalhos consiste
em modelagem por homologia, docagem molecular e utilizagdo de DM como informagao de
apoio a outros métodos. Em sua maioria, os PDBs IDs buscados também ndo sdo foco
principal dos trabalhos em que sdo citados, aparecendo de maneira secundaria como
referéncias ou exemplificagdes.

Foram encontradas simulacdes de DM das estruturas 2Q8B, 2J5L, 6B0S, 10BI ¢
SMZA, devido o método ndo ser o objetivo central dos trabalhos, alguns resultados de DM
para essas proteinas ndo estdo disponiveis.

Dentre as estruturas para as quais encontramos simulagdes, 2Q8A e 2J5L correspondem
aos dominios I e III da AMAI, respectivamente. A 2Q8B ¢ citada no artigo apenas como

suporte para trabalhos experimentais (Delgadillo et al., 2016). A estrutura 2J5L foi utilizada


https://paperpile.com/c/230aGn/NMonH
https://paperpile.com/c/230aGn/NMonH
https://paperpile.com/c/230aGn/XsrQp
https://paperpile.com/c/230aGn/XsrQp
https://paperpile.com/c/230aGn/bClT4
https://paperpile.com/c/230aGn/bClT4
https://paperpile.com/c/230aGn/yPwTK
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em docagem molecular e DM para filtragem de potenciais farmacos (Nguyen et al., 2022) e

verificacdo do potencial mimetizado de interagdes com simulagdes de docagem de proteinas.
Também foi usada para testar ferramentas de alinhamento de sequéncia para comparagdo de
modelos de proteinas (Beaudoin et al., 2021).

Diferentes dominios da proteina CSP foram utilizados em estudos. Ferndndez-Quintero
et al., 2022 (Fernandez-Quintero et al., 2022) realizaram o DM da estrutura 6B0S, que
corresponde a uma regido C-terminal, com um conjunto de estruturas para caracterizacao de
transigdes conformacionais entre estruturas ligadas e ndo ligadas. Os dominios I de 6AZM,
6AXK foram usados em um estudo de cristalografia (Oyen et al., 2020) e microscopia
crioeletronica para comparagdo de referenciais tedricos e experimentais (Oyen et al., 2018).
A estrutura 6D01 foi utilizada como modelo para alinhamento de hélice transmembrana a
partir da orientagdo por DM (Nivedha et al., 2023).

O PDB ID 10B1, dominio I da proteina MSP1, foi a estrutura inicial de uma simulagao
DM combinada com docagem molecular para entender as interacoes do complexo
proteina-anticorpo (Serrano et al., 2009). A 5TBD, regido C-terminal da proteina MSP2, foi
usada como modelo para a constru¢do de peptideos homodimeros para simulagdo de DM
(Seow et al., 2021).

O anticorpo do complexo 6B5L foi utilizado em estudo de vacina polipeptidica para
docagem molecular com os epitopos de interesse (Pritam et al., 2020). 6B5P, 4K2U, 4QXT e
6PHB foram utilizados para modelagem de estruturas de anticorpos (Albuquerque et al.,
2022), e posteriormente, foi realizada a DM das estruturas modeladas a partir de 4QXT
(Krishnarjuna et al., 2018) e 6PHB (Sookpongthai et al., 2021).

(Mabhita et al., 2022) realizam um estudo de modelagem estrutural, docagem e analise
de interacdes antigeno-anticorpos com diversos complexos, dentre eles 0 6AZZ da proteina
Pfs25.

Apenas o trecho CD147 da proteina RHS, de ID 4U0Q, foi usado para determinar o
sitio de ligagdo para posterior docagem ¢ DM (Helal et al., 2022). Esta proteina também faz
parte de estudos para construcao de uma vacina multiepitopo (Bemani et al., 2020).

O estudo de (Kim et al., 2021) indica que a proteina CRT, de ID 6UKJ, participa do
transporte de multiplas drogas envolvidas na resisténcia a doengas infecciosas, e (Wicht et al.,
2022) realizam modelagem molecular a partir da mesma estrutura. O dominio de interacdo da

SMZA, da proteina EMPI, foi usado em estudos de docagem e DM, mas o objetivo do


https://paperpile.com/c/230aGn/LjJ3E
https://paperpile.com/c/230aGn/z1F8z
https://paperpile.com/c/230aGn/Gxvm3
https://paperpile.com/c/230aGn/3N8tA
https://paperpile.com/c/230aGn/2HCJN
https://paperpile.com/c/230aGn/i6t9e
https://paperpile.com/c/230aGn/KPwEB
https://paperpile.com/c/230aGn/NoC0p
https://paperpile.com/c/230aGn/bQ2ac
https://paperpile.com/c/230aGn/DwsM4
https://paperpile.com/c/230aGn/DwsM4
https://paperpile.com/c/230aGn/2iJIN
https://paperpile.com/c/230aGn/sUEQU
https://paperpile.com/c/230aGn/xq9yC
https://paperpile.com/c/230aGn/TFT4K
https://paperpile.com/c/230aGn/fTc1k
https://paperpile.com/c/230aGn/rrU2j
https://paperpile.com/c/230aGn/UP2WR
https://paperpile.com/c/230aGn/UP2WR
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trabalho nao era relacionado a malaria (Kciuk et al., 2022; Mosharaf et al., 2022) (Godara et

al., 2022). Por fim, a 4LVN, que corresponde a proteina PfSUB1 foi utilizada em um estudo
de docagem (Gogoi et al., n.d.).

E possivel concluir que ainda ha muito a ser explorado no campo dos estudos
computacionais para entender a dinamica das proteinas da malaria, especificamente do Pf; a
dindmica conformacional e interacdes com anticorpos sao questdes cruciais as quais estudos
de DM podem contribuir para o desenvolvimento de vacinas e descoberta de alvos. Vérias
proteinas da malaria permanecem pouco estudadas, citadas de maneira secundaria e nao
utilizadas como objeto principal de trabalhos robustos de DM. Também coloca-se em
perspectiva que fatores que contribuem para este cenario sdo as complexidades técnicas ainda

a serem superadas em estudos e analises de IDPs que formam o Pf (Burki, 2022).


https://paperpile.com/c/230aGn/WRcWT+sFzZN
https://paperpile.com/c/230aGn/JuyQb
https://paperpile.com/c/230aGn/JuyQb
https://paperpile.com/c/230aGn/IQlX1
https://paperpile.com/c/230aGn/OizdR
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CAPITULO 3

3. DINAMICA MOLECULAR

Dinamica Molecular (DM) ¢ a denominacdo do conjunto de métodos de simulacio
computacional para estudo de sistemas atdmico-moleculares, levando em consideracdo a
movimentagdo das particulas individuais (dtomos, moléculas) e condi¢des termodinamicas.
As simulagdes de DM permitem estudar a evolugdo temporal das configuragdes constituintes
de um sistema e, a partir das posi¢cdes geradas e usando conceitos de mecanica estatistica,
calcular propriedades observaveis macroscopicas. As trajetorias sdo obtidas frequentemente
pela resolucdo numérica de equagdes de movimento de Newton da mecanica classica com
passos de tempo discretos (sdo obtidos, assim, coordenadas e momentos conjugados do
sistema, ao longo do tempo) (L. Martinez et al., 2007). Desta forma, a DM ¢ uma ferramenta
importante para a compreensdo de movimentos moleculares complexos, como a variabilidade
conformacional de macromoléculas, em particular de proteinas. Métodos experimentais
podem ser utilizados para orientar e inspirar as simulacdes, enquanto estas fornecem uma
perspectiva complementar microscopica para fendomenos observados experimentalmente
(Salo-Ahen et al., 2020). Softwares amplamente utilizados em DM sio GROMACS
(Abraham et al., 2015), Amber (Case et al., 2021) e NAMD (Fiorin et al., 2020).

A producao de uma DM depende de diversas etapas para obter uma representagdao
adequada das posigoes e velocidades das particulas. Estas etapas envolvem técnicas
especificas, desde a montagem da caixa de simulagdo, com ions e configuragdes iniciais do
sistema, até célculo das forcas, movimento das particulas e controle da simulagdo, como

observado de maneira sequencial e simplificada na Figura 3.1.


https://paperpile.com/c/230aGn/EePpa
https://paperpile.com/c/230aGn/mNEsZ
https://paperpile.com/c/230aGn/yrJbQ
https://paperpile.com/c/230aGn/wfZI
https://paperpile.com/c/230aGn/lBST
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Geragio da configuragao inicial
das moléculas
(t=0), ri(t), vi(t), i=1,2,...N
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interactes intermoleculares
tFi(ry,...ry)
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Movimentacéo
das particulas
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v
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)
' Y
Analise e armazenamento de
trajetdrias

Figura 3.1 Etapas da simulagdo de Dinamica Molecular. Adaptado de (L. Martinez et al.,
2007).

3.1 CAMPOS DE FORCA

Dadas as configuragdes iniciais, a sequéncia de configuragdes geradas para o sistema
depende de uma representagdo adequada do potencial de interacdo entre os atomos. O
conjunto de pardmetros e formas funcionais usados para calcular os potenciais de interagao
de um sistema ¢ chamado de campo de forca (Karplus & McCammon, 2002). Os campos de
forca sdo expressOes matematicas que descrevem a dependéncia da energia de um sistema
com as coordenadas de suas particulas. Os parametros sao obtidos a partir dos célculos
mecanico-quanticos ab initio e semi-empiricos, ou pelo ajuste de dados experimentais

(Gonzalez, 2011).

A maioria dos campos de forca tem 5 termos com interpretacdes fisicas: 1)

Deformagdes de comprimento de ligacdo, associados a ligacdes covalentes; 2) tor¢des de


https://paperpile.com/c/230aGn/EePpa
https://paperpile.com/c/230aGn/EePpa
https://paperpile.com/c/230aGn/2tqLj
https://paperpile.com/c/230aGn/tMlK
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angulos entre ligacdes; 3) rotacdo de angulos diedrais; 4) termos associados a diedros

improprios, para modelar grupos com geometria plana e quiralidade (Monticelli & Tieleman,
2013); 5) os chamados termos ndo-ligados, que descrevem as interagdes eletrostaticas e de
van der Waals (dispersdo e repulsdo) dependentes da distdncia entre 4&tomos de moléculas
distintas ou distantes em uma mesma molécula. A funcdo de energia €, portanto, a soma de

todos estes termos, como representado na Equagao 1,

Y + XY E

impréprios  pares

E= 3 Eq.1

ligagdes

X

angulos

)

diedros ndo—ligados

deformagdes flexdo rotagdo

onde cada termo depende das coordenadas de subconjuntos de atomos na simulacdo para os

quais os os termos se aplicam.

Os campos de forca de DM mais utilizados na simula¢do de proteinas sdo: Amber
(Best & Hummer, 2009), CHARMM (Chemistry at Harvard Molecular Mechanics) (Liwo,
2018), GROMOS (Groningen Molecular Simulation) (Scott et al., 1999) and OPLS
(Optimized Potentials for Liquid Simulations) (Robertson et al., 2015).

O CHARMM22 (MacKerell et al., 1998) foi o primeiro campo de forca all atom do
conjunto CHARMM e ¢ a base de todas as suas demais atualizacdes de campos de forca
atomisticos, como CHARMM?22/CMAP (Mackerell et al., 2004), CHARMM?27 (MacKerell
et al., 2000), CHARMM36 (Best et al.,, 2012) e CHARMM36m (Huang et al., 2017).
Primariamente, sua parametrizag¢ao utilizou simulagdes de fase gasosa e ajustes da mecanica
quantica com interagdes de fragmentos biomoleculares e dgua para obter cargas parciais. O
campo de forca CHARMM36 ¢ um dos mais utilizados para a simulacao de proteinas, com
aditivo do potencial CMAP, que refina as caracteristicas da distribui¢dao dos angulos de tor¢ao
0, y da cadeia principal da proteina. O CHARMM36m ¢ um refinamento com maior precisao
na geracao de conjuntos conformacionais de estrutura polipeptidica para peptideos e IDPs,
parametrizado para melhor reproduzir regides flexiveis (Mackerell, 2004), (Best, 2019). Este
campo de forca obteve a amostragem de estruturas secundarias em a-hélice em IDPs em
concordancia significativa com dados de Ressondncia Magnética Nuclear (Huang et al.,

2017).


https://paperpile.com/c/230aGn/RuYb
https://paperpile.com/c/230aGn/RuYb
https://paperpile.com/c/230aGn/FCB0z
https://paperpile.com/c/230aGn/cXH8z
https://paperpile.com/c/230aGn/cXH8z
https://paperpile.com/c/230aGn/ZSli6
https://paperpile.com/c/230aGn/0TBjU
https://paperpile.com/c/230aGn/iUTF
https://paperpile.com/c/230aGn/Ljf3
https://paperpile.com/c/230aGn/xj9E
https://paperpile.com/c/230aGn/xj9E
https://paperpile.com/c/230aGn/IsMWD
https://paperpile.com/c/230aGn/5y4ZC
https://paperpile.com/c/230aGn/N8os
https://paperpile.com/c/230aGn/70pp
https://paperpile.com/c/230aGn/5y4ZC
https://paperpile.com/c/230aGn/5y4ZC
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3.2 ALGORITMOS E ENSEMBLES ESTATISTICOS

No estudo de sistemas dentro da aproximagdo classica, as Leis de Movimento de
Newton sdo utilizadas para prever a posicao espacial de cada atomo em funcao do tempo, e as
aceleragdes sdo obtidas a partir das forgas do sistema molecular (Hollingsworth & Dror,
2018). A equacdo de movimento para um sistema de N particulas pode ser formulada como a

seguinte equacdo diferencial de segunda ordem para cada particula (Eq. 2),
m, ai(t) = Fi(rl,(t),..., rN(t)) Eq.2

onde m ¢ a massa da particula, ai(t) ¢ a aceleragdo da particula 7 no instante ¢, ¢ F L_(t) ¢a

forca atuando sobre a particula, que depende das coordenadas de todas as particulas do

sistema, {rl,(t)} no instante z.

Em particular, percorremos o tempo, calculando repetidamente as forcas em cada
atomo e depois usando essas forgas para atualizar a posigao e a velocidade de cada a&tomo em
um instante de tempo posterior, assumindo aceleracdes constantes no intervalo de tempo.
Assim, as trajetorias podem ser propagadas no tempo usando integracdo numérica das
equacdes de movimento. Podem ser empregados, por exemplo, os algoritmos de Verlet
(Verlet, 1967) e seus derivados leap-frog (Van Gunsteren & Berendsen, 1988) e

Verlet-velocidade (Swope et al., 1982) para resolucdo das equacdes diferenciais.

No algoritmo de Verlet, a evolu¢do temporal ¢ obtida utilizando as posicdes e

aceleragdes dos atomos no tempo t e do passo anterior. Se ri(t), ¢ a posicao do atomo i no

instante ¢, as posi¢des em um tempo posterior (t + At) sdo dadas pela Eq. 3,
2
r(t + At) =—r1(t — At) + 2 (t) + T—F (D), Eq.3

onde m ¢ a massa da particula e At € o passo de tempo da integracdo numérica.

A modificagdo leap-frog do algoritmo de Verlet ¢ implementada no software
GROMACS como padrao. Neste algoritmo, a velocidade ¢ calculada explicitamente e hd uma

maior precisdo numérica, em que sdo utilizadas a posi¢do e a forca no tempo t e a velocidade


https://paperpile.com/c/230aGn/XkRp
https://paperpile.com/c/230aGn/XkRp
https://paperpile.com/c/230aGn/qddx
https://paperpile.com/c/230aGn/YV6uc
https://paperpile.com/c/230aGn/MwWq
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na metade do intervalo de tempo t + %At. O nome deste algoritmo, “salto do sapo”, faz

referéncia ao fato de que a velocidade salta sobre coordenada para fornecer o proximo valor

de meio passo da velocidade, que ¢ entdo usado para calcular as novas posi¢des (Hug, 2013).

Enquanto as particulas se movimentam, para que as simulagdes gerem conjuntos de
estruturas representativos de condigdes termodinamicas experimentais, ¢ possivel manter
parametros macroscopicos constantes. Dependendo de quais variaveis de estado sao mantidas
fixas, diferentes conjuntos estatisticos podem ser gerados, os chamados ensembles. Um
ensemble ¢ um conjunto de réplicas do sistema que permite o céalculo de diversas fungdes
termodindmicas a partir das flutuacdes das propriedades no conjunto gerado. Cada ensemble
corresponde a equagdes de estado que diferem entre si pela forma como sdo geradas as
coordenadas e o momento das particulas, nas simulacdes. Comumente, os conjuntos NVT,
NVE, NPT, NpT e uVT sdo empregados, mantendo constantes fungdes diferentes de acordo
com as propriedades que se deseja calcular, sendo Temperatura, Volume, Energia, Pressao e

numero de particulas. (S. (johnathan) Tan et al., 2020).

Como as estruturas de biomoléculas, em particular aquelas que apresentam desordem
intrinseca, possuem alta diversidade conformacional, os custos computacionais para explorar
o espaco conformacional sdo altos. Qualquer observavel ¢ uma média sobre o conjunto de
estruturas heterogéneas, o que dificulta o uso de técnicas convencionais de quimica estrutural.
Dessa forma, métodos de amostragem ampliada sdo importantes para obter conjuntos de
conformagdes consistentes com as estruturas proteicas em solugdo (Best, 2017; Fatafta et al.,

2021).

3.3 DINAMICA MOLECULAR COM AMOSTRAGEM AMPLIADA

Alguns trabalhos indicam que uma boa amostragem ¢ mais determinante para a
qualidade dos resultados de uma simulacdao do que os detalhes dos campos de forca utilizados
(Shrestha et al., 2021). O problema de amostragem em simulagdes moleculares pode ser
minimizado por métodos de simulacdo com amostragem ampliada. Esses métodos modificam
as simulagdes para permitir a amostragem de por¢des maiores do espaco conformacional em

sistemas complexos. No caso de proteinas muito flexiveis, a DM pode, a principio, fornecer
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uma boa amostragem da variabilidade conformacional, no entanto ¢ necessario que a

simulacdo ndo fique presa em conformacdes ndo representativas, em minimos locais de

energia (Liao, 2020).

Hénin et al., 2022 (Hénin et al., 2022) indicam que a eficiéncia dos métodos de
amostragem ampliada depende da aplicagdo, da escolha dos parametros e da experiéncia do
pesquisador. Os métodos de amostragem ampliada podem ser classificados pela ado¢ao ou
nao de varidveis coletivas (VC), e pela exploragdao da paisagem de energia livre ao longo da
trajetoria.

Os métodos que ndo adotam VC (CV-Free) amostram configuracdes biomoleculares
sem conhecimento a priori da coordenada de reacdo; eles sdo uteis para explorar possiveis
caminhos de transi¢do estrutural e determinar possiveis estados intermediarios insuspeitos. E
realizado um passeio aleatorio no espaco de energia potencial para superar a dificuldade de
sistemas complexos com muitos graus de liberdade (Miao & McCammon, 2016). Estes
métodos englobam simulagdes que exploram flutuacdes térmicas para aumentar a frequéncia
de superacao de barreiras de energia livre. Pode-se citar a DM por troca de réplicas (Replica
Exchange Molecular Dynamics - REMD) (Sugita & Okamoto, 1999), troca de réplica com
témpera de soluto (Replica Exchange Solute Tempering) (Wang et al., 2011), DM acelerada
(Accelerated Molecular Dynamics) (Hamelberg et al., 2004) e dindmica molecular de
langevin autoguiada (Self-guided Molecular Dynamics) (Wu et al., 2016).

Me¢étodos baseados em coordenadas de reagdo (ou varidveis coletivas - CV-Based), sao
métodos em que alguma forca ¢ adicionada ao sistema para induzir o movimento na dire¢do
da VC de interesse. Essas técnicas podem explorar o conhecimento dos estados finais para
encontrar o caminho minimo de energia livre, exploram também a diferenca de energia entre
estados fora do equilibrio (Out-of-equilibrium/Driven methods), como DM dirigida (Steered
Molecular Dynamics) (Izrailev et al., 1999) e perturbagdo de energia livre (Free Energy
Pertubation - FEP) (Kollman, 1993), e também a adi¢do de um viés as forcas interatomicas
para potencializar a populacao de regides de alta energia livre (Harpole & Delemotte, 2018),
como métodos baseados em distribui¢do de potencial e probabilidade, os mais conhecidos sao
a amostragem guarda-chuva (Umbrella Sampling - US) (Torrie & Valleau, 1977) e
metadinamica (MTD) (Liao, 2020).

Estes métodos nos quais ¢ necessario definir uma coordenada de reacdo amostram um

espago de configuragdes bem definido. Métodos como a forca de viés adaptativa (Adaptive
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Biasing Force) (Darve et al., 2008) consistem em um potencial decorrente da forca média que

se adapta a resisténcia que o meio exerce a evolucdo de um sistema agindo em uma
determinada direcdo; Os métodos fora do equilibrio envolvem forgar o sistema a seguir um
caminho predeterminado para uma VC ou um parametro alquimico (Hénin et al., 2022), em
que, por exemplo, o sistema no estado A ¢ transformado no estado B por interpolagdo. E, por
fim, as simulacdes enviesadas favorecem a amostragem de regides de maior estabilidade
termodindmica, ou, no caso de serem desconhecidas, nivelam a amostragem para uma
distribuicdo mais uniforme. Desta forma, uma distribui¢ao de probabilidade distinta do alvo ¢
amostrada, de modo que a propor¢ao das duas distribui¢des seja conhecida ou estimada
numericamente. O objetivo ¢ focar nas configuracdes que mais contribuem para quaisquer
médias de interesse.

Dentre os métodos de amostragem ampliada apresentados, REMD, US e MTD sao
extensamente conhecidos em estudos de simulag¢des de proteinas (Sinha et al., n.d.), (Schor et
al., 2016), (Bernetti et al., 2017), (Zhang et al., 2012). MTD e REMD possuem conjuntos de
diferentes variagdes que sdo utilizadas de acordo com o sistema a ser analisado e as
aplicacdes necessarias. Além disso, ¢ comum que se opte por métodos hibridos, a
combinagdo de métodos com amostragem ampliada com diferentes principios (Kobayashi et
al., 2017). E importante destacar que a escolha dos métodos também depende do poder

computacional disponivel. Neste trabalho vamos destacar a troca de réplicas hamiltonianas.
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Figura 3.2 Classificacdo de métodos de amostragem ampliada baseados no uso de varidveis
coletivas. Adaptado de (Harpole & Delemotte, 2018). Onde (F) ¢ o estado fechado ou

enovelado, (I) ¢ o intermediario e (A) € o estado aberto ou desenvovelado.

3.3.1 Hamiltonian Replica Exchange Molecular Dynamics (HREMD)

A DM por troca de réplicas (Replica Exchange Molecular Dynamics - REMD) € um
método em que réplicas independentes do sistema sdo simuladas por DM, e ha a tentativa de
intercambio entre as estruturas das simulagdes paralelas. Na REMD, tentativas de trocas de
réplicas em diferentes temperaturas sdo feitas periodicamente, e as trocas sdo aceitas ou

rejeitadas pelo critério Metropolis (Metropolis et al., 1953), que garante uma condi¢ao de
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equilibrio detalhada em que as probabilidades de transi¢do entre quaisquer dois estados do

sistema ¢ igual nos sentidos direto e inverso, em funcdo de suas populacdes. As
probabilidades de cada estado, por sua vez, sao calculadas usando a distribuicdo de
Boltzmann de acordo com a energia potencial de cada sistema (Eq. 6):

P(i>j) _ —(Vj-V)/kT

P(j—i) Eq. 6

onde Vj e Vi sdo as energias potenciais das configuracdes, k ¢ a constante de Boltzmann, e T

¢ a temperatura. O critério de Metropolis consiste em:
Se Pj > Pi , entdo j aceito com P = 1;

. Pj
Se P}, < Pi, entao j aceito com P—jl..

Se uma tentativa de intercambio ¢ bem sucedida, as temperaturas das réplicas
envolvidas sdo trocadas e as velocidades sdo reescalonadas (Peng et al., 2014). As trocas
ocorrem com alguma probabilidade aprecidvel quando hé sobreposicdo de energias potenciais
entre simulagdes adjacentes e selecionadas. Uma taxa de troca de 30% ¢ adequada (Qi et al.,
2018). Assim, uma vantagem do REMD ¢ que a probabilidade de troca ¢ rapidamente
determinada pelas caracteristicas do sistema e seus movimentos aceitos por pesos estatisticos

conhecidos (Hénin et al., 2022).

Dentre as técnicas de REMD, a troca de réplicas por modificacdo de temperatura
(TREMD) e o REMD hamiltoniano (HREMD) s@o as mais conhecidas. O método HREMD,
utilizado neste trabalho, ¢ uma forma mais geral de amostragem replicada envolvendo trocas
entre diferentes hamiltonianos; enquanto o TREMD acelera a amostragem variando o
parametro de temperatura. O HREMD tem a vantagem de melhorar a amostragem com
potenciais de escala, e permitir a aceleragdo de subconjuntos do sistema. Desta forma,
parte-se de réplicas independentes modificando os potenciais, utilizando o Hamiltoniano
como réplica-coordenada, mas permitindo o intercambio entre os respectivos conjuntos
(Voronin et al., 2020). O Hamiltoniano ¢ perturbado e variado entre réplicas, e a energia
potencial ¢ dimensionada podendo ser direcionada a partes especificas do sistema (Bernardi
et al., 2015). O nimero de réplicas ¢ selecionado de acordo com o tamanho do sistema ¢ a

diferenga entre os estados mais altos e mais baixos (Bussi, 2014).
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Os potenciais sdo escalados por fatores < 1, e sdo relacionados por aproximacao ao

fator de temperatura (Figura 3.3).

r
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Figura 3.3 Visdo geral da DM utilizando troca de réplicas e escalonando os potenciais.

H4 uma gama de softwares que permitem aos usudrios executar e analisar
simulagdes de amostragem ampliada com énfase em biomoléculas. Estes programas sao
compostos por conjuntos de campos de for¢a e conjunto de programas de simulagdo (Qi et
al., 2018), e extensdes podem ser utilizadas para aceleracao da amostragem, como ¢ o caso do

PLUMED (Bonomi et al., 2009) implementado junto ao GROMACS (Abraham et al., 2015).
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CAPITULO 4

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 ANALISE ESTRUTURAL

Igonet e colaboradores (Igonet et al., 2007) determinaram a estrutura cristalografica
de um trecho do dominio III da proteina AMAI, regido indicada como de interacao
antigénica com os anticorpos. Este epitopo em complexo com a regido de variabilidade do

anticorpo monoclonal F8.12.19 foi depositado no PDB com o cédigo 2J5L (Figura 4.1).

Figura 4.1 Estrutura do complexo (PDB id. 2J5L). Epitopo do Dominio IIT da PFAMAT em

verde e cadeias do anticorpo em roxo e laranja.

A regido Fab do anticorpo monoclonal F8.12.19 recombinante reconhece o epitopo
conformacional localizado no dominio III, e ambas as estruturas sdo apresentadas em
complexo. Este anticorpo foi construido para a regido ectoplasmatica da AMAI1 do
Plasmodium vivax, e apresentou reacdo cruzada com homologos de outras espécies de

Plasmodium, dentre eles, o falciparum, foco deste trabalho.
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O epitopo foi submetido a analise de desordem no DISOPRED3 (Jones & Cozzetto,

2015), e no RAPID webserver (Regression-based Accurate Prediction of protein Intrinsic
Disorder content) (http://biomine.cs.vcu.edu/servers/RAPID/) (Yan et al., 2013) que fornece

o percentual de desordem da estrutura.

As estruturas PDB foram submetidas a DM no sofiware GROMACS 2019.4
utilizando o campo de forca CHARMM36m e modelo de d4gua TIP3P-CHARMM modified
(Huang et al., 2017), a partir da construgao de trés sistemas: 1) epitopo isolado da estrutura
2J5L em agua; 2) anticorpo livre em 4gua; e 3) complexo antigeno-anticorpo (Figura 4.2). As
caixas de simulacdo foram geradas utilizando o comando solvate do software Packmol (J. M.
Martinez & Martinez, 2003; L. Martinez et al., 2009), que permite adicionar os ions Na™ e CI’
necessarios para neutralizagdo e indicar uma tolerancia de 2 A entre 4&tomos, minimizando as
interagdes repulsivas entre os &tomos na configuracao inicial. O tempo de equilibracdo foi de
1 ns para cada sistema e foram realizadas as simulagdes HREMD para os trés sistemas com
10 réplicas com mesma estrutura inicial. No minimo, houve quatro simulagdes-teste
sucessivas de 50 ns, escalonadas com A entre 0.6 ¢ 1.0, em intervalos em torno de 0.3. O A =
1.0 refere-se as réplicas nao-perturbadas. No sistema A, o escalonamento foi aplicado em
todo o epitopo enquanto nos sistemas B e C o escalonamento foi concentrado apenas nas
regides correspondentes as CDRs do anticorpo. As taxas de troca adequadas em torno de 30%
(Qi et al., 2018) foram observadas no escalonamento a partir de 0.71. Portanto, a partir destas
faixas foram realizadas as simulagdes HREMD de 500ns, totalizando 5 ps de simulacdo para

cada sistema e tentativas de trocas a cada 1000 passos, considerando todas as réplicas.
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Sistemas A B C

A/ réplica 1.0 1.0 1.0
0.96 0.96 0.96
0.92 0.92 0.92
0.89 0.89 0.89
0.86 0.86 0.86
0.82 0.82 0.82
0.79 0.79 0.79
0.76 0.76 0.76
0.73 0.73 0.73
0.71 0.71 0.71

réplicas 10 réplicas 10 réplicas 10 réplicas
Tempo/réplica 500 ns 500 ns 500 ns

Figura 4.2 Sistemas submetidos a simula¢do de Dinamica Molecular e os parametros de

escalonamento usados na troca de réplicas hamiltonianas.

4.2 MOBILIDADE PROTEICA

A raiz do desvio quadratico médio (Root Mean Square Deviation - RMSD) ¢ uma

medida da distancia média entre 4&tomos de estruturas sobrepostas. Neste caso, o RMSD foi

calculado com relacdo a estrutura cristalografica.

A raiz quadrada da flutuagdo quadratica média (Root Mean Square Fluctuation -

RMSF) ¢ uma medida de flexibilidade por atomo, ou por residuo, da cadeia, que mostra as

coordenadas de oscilagdo dos trechos de uma proteina em torno de uma estrutura de
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referéncia. Esta medida ¢ util para visualizar quais residuos estdo com mais mobilidade

espacial. O RMSD (Eq. 8) e o RMSF (Eq. 9) foram calculados usando os programas gmx rms

e gms rmsf do GROMACS 2019.4, respectivamente, de acordo com as equagdes usuais,

n 2
1 2 2
A\/Tzl (xit B xito) + (yit B yito) + (Zit B Zit ) Eq. 8

0

RMSD

t 2 2 2
RMSF = \/ Ly - )+ 0=y + @/ -2) Eq9
i=1

onde n ¢ o numero total de atomos e as coordenadas x, y e z em diferentes instantes t e t o

Uma forma de verificar a influéncia da fracdo de subconjuntos estruturais no RMSD e
no RMSF ¢ utilizando o software MDlovoFit (L. Martinez, 2015). Altos valores de RMSD e
RMSF nem sempre refletem a variabilidade estrutural de forma clara, uma vez que os
calculos envolvendo alinhamento de estruturas rigidas sdo sensiveis as flutuagdes

conformacionais de seus subconjuntos.

Para verificar se os valores correspondem a flutuagdes globais ou apenas a pequenos
subgrupos estruturais, o MDlovoFit utiliza a teoria de otimizagdo de menor valor ordenado
(Low-Order-Value-Optimization - LOVO) (Andreani et al., 2008), que minimiza o valor
minimo de uma fun¢ao objetivo de um conjunto de fungdes concorrentes no mesmo dominio.
Os alinhamentos para subconjuntos da proteina sdo realizados detectando automaticamente

atomos com menor RMSD para diferentes fracdes do nimero total de carbonos-a (Ca).

Essas analises permitem observar o periodo de equilibrio, a qualidade das simulagdes,
agrupar conformag¢des semelhantes, e verificar a estabilidade de uma estrutura na escala de

tempo a partir das coordenadas iniciais (Sargsyan et al., 2017).

4.3 AREA DE SUPERFICIE ACESSIVEL AO SOLVENTE

A area de superficie acessivel ao solvente (Solvent Accessible Surface Area - SASA) foi

calculada através da implementacao gmx sasa do software GROMACS 2019.4 (Eisenhaber et
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al., 1995). Esta andlise ¢ especialmente importante em estudos envolvendo IDPs devido a

dependéncia da antigenicidade de residuos da acessibilidade ao solvente e aos seu parceiros,
ja que as interagOes realizadas por epitopos desordenados envolvem SASAs maiores do que
aquelas realizadas por epitopos estruturados, tendo relagdo com uma maior especificidade nas

interagdes (MacRaild et al., 2016).

De acordo com (Marsh & Teichmann, 2011), a andlise de SASA também permite
prever a magnitude das mudangas conformacionais induzidas por interagdes a partir da

chamada SASA relativa (Srel) para estados livres e ligados da molécula, que quando

correlacionada ao RMSD, ¢ uma medida simples da flexibilidade proteica. Neste trabalho, a

Srel foi calculada como indicado na Eq. 10,

SASAt

St = Tasa Eq. 10

onde SASAt ¢ 0 SASA obtido ao longo da trajetéria de DM em relagdo ao SASAC , obtido da

pose cristalografica.

4.4 ANALISE DE AGRUPAMENTOS POR METODOS HIERARQUICOS

As conformagdes obtidas foram clusterizadas utilizando a analise de agrupamentos por
métodos hierarquicos (Hierarchical Clustering Analysis - HCA). Esta ¢ uma analise nao
supervisionada de reconhecimento de padrdes com base no perfil multivariado das amostras.
As amostras sdo agrupadas em arvores hierarquicas em que os comprimentos das linhas, que
seriam os “galhos das arvores”, indicam as similaridades entre elas, sendo assim ¢ uma
analise util para visualizagdo de amostras com comportamento diferenciado no conjunto de
dados ou na trajetoria de DM. O HCA ¢ uma método aglomerativo que considera cada pose
como um grupo unitario e, a partir dela, o agrupamento ¢ realizado sistematicamente
(Ferreira, 2015). A principal forma de determinar o quanto as conformagdes sdo semelhantes
¢ sua proximidade no espago multidimensional, neste caso, a proximidade entre elas foi
calculada com o software TTClust (Tubiana et al., 2018) com algoritmo Ward (Ward, 1963),

tendo como base a propriedade de interesse em cada ponto da trajetoria.
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A distancia entre os agrupamentos ¢ calculada por uma combinacao linear da soma dos

quadrados das distancias do centréide médio de cada grupo (Eq. 11),

2 (n,+n) 2 (n,tn) o nd 2
d = 4 0 45 g - —_£8 4 Eq. 11
(AB)C nA+nB+nC AC nA+nB+nC BC nA+nB+nC AB

onde n ¢ o nimero de objetos existentes em cada grupo de cada tipo, e d ¢ a distancia entre o
grupo AB e o grupo C. Os dois grupos que tiverem o menor acréscimo na soma quadratica

total sdo unidos. A clusterizag@o permite identificar os grupos mais relevantes, a variabilidade

conformacional e as similaridades entre os estados acessados pela DM.
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CAPITULO 5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE ESTRUTURAL

A Figura 5.1 mostra o grafico de desordem da proteina PAAMAI1 obtida pelo
servidor DISOPRED3. As regides desordenadas sdao consideradas acima da pontuagao de 0.5.
A literatura indica que esta proteina tem cerca de 27% de desordem (Guy et al., 2015), e
como observado na Figura 5.1, os dominios II e III contribuem significativamente para este
niamero. O dominio III, onde fica localizado o epitopo da estrutura PDB:2J5L, tem uma

contribuicdo de 10% de desordem e corresponde a regido de pico do grafico com sequéncia

de aminoacidos de 479 a 512.
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Figura 5.1 Estimativa de desordem obtida pelo servidor DISOPRED3 para a proteina

PfAMAL. Regides com pontuagdo maior que 0.5 sdo consideradas desordenadas.

Considerando que este epitopo ¢é localizado em uma regido que possui uma
contribuicao de desordem razoavel e a importancia deste fendmeno nas proteinas da maléaria,
através da DM também ¢ possivel compreender o quanto essas regides altamente flexiveis

foram determinantes para a variabilidade conformacional do epitopo e sua interagdo com o

anticorpo.
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5.2 DINAMICA MOLECULAR

5.2.1 Mobilidade protéica do epitopo da P/AMAI

E possivel comparar a flexibilidade do epitopo livre ¢ do epitopo em complexo com o

anticorpo para verificar a influéncia da proteina parceira na sua mobilidade.

Na Figura 5.2 estdo as densidades de RMSDs do epitopo no estado livre e ligado e do
Raio de Giro (RG) versus RMSD do epitopo. O grafico na Figura 5.2a mostra que, nos dois
estados, as dispersoes dos valores de RMSD estdo proximas e ha uma amostragem razoavel
de RMSDs proximos aos valores de até 0.25 nm, o que ainda ¢ considerado a reproducao do
modo de ligagdo da pose cristalografica (Kirchmair et al., 2008). Isto pode ser indicativo da
relevancia funcional desta pose. Ainda ¢ possivel dizer que a proximidade da sobreposi¢ao
nas dispersoes indica que, no estado livre, o epitopo apresenta conformagdes com RMSDs
também observados em estado ligado. A maior diferenga de RMSDs entre esses dois estados
situa-se na regido do grafico de 0.5 nm até 1.0 nm, que corresponde a conformacgdes

acessadas apenas em estado livre, como mostra a curva em roxo.
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Figura 5.2 (a) Densidade de probabilidade do RMSD do epitopo livre (azul claro) e ligado
(azul escuro); e densidades de RMSD em fung¢do da densidade do RG para o epitopo (b) livre
e (¢) ligado.
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As Figuras 5.2b e 5.2¢ mostram a evolu¢do da dinamica conformacional baseada nas

variagoes de RMSD em func¢ao do RG. Embora, no epitopo livre, estruturas com RMSDs
proximos a pose cristalografica tenham sido amostradas com frequéncia, outras regides do
espago conformacional também foram acessadas. A variabilidade do epitopo ligado foi
menor, tendo amostrado predominantemente dois conjuntos conformacionais centrados em

RMSDs de 0.2 nm e 0.3 nm (Figura 5.2c¢).

A Figura 5.3 mostra o RMSD e RMSF obtidos com o programa MDLovoFit. Nas
estruturas representadas, as regides de maior mobilidade proteica sdo indicadas em vermelho.
Na Figura 5.3a ¢ possivel observar que 60% dos residuos do epitopo livre podem ser
sobrepostos com desvios menores que 0.1 nm (1 A), enquanto no estado ligado (Figura 5.3b),
o percentual sobe pra 80% dos residuos alinhados, mostrando que houve aumento da
estruturacdo do epitopo com a complexacdo. As regides de maior mobilidade no epitopo em
estado livre (Figura 5.3¢) sdo trés, sendo uma correspondente as IDRs da AMAI1. Desta
forma, € possivel observar que no estado ligado (Figura 5.3d), duas regides da IDR foram
estabilizadas com a presenca do anticorpo, os residuos de Lys489 a Pro494, que fazem
interacdo direta no complexo, e a regido de alga proximo a C-terminal, que corresponde aos

residuos de 11e479 a Leu48S.
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Figura 5.3 Fracdes de residuos alinhados no epitopo (a) livre e (b) ligado e as respectivas
contribui¢cdes dos subconjuntos estruturais para o epitopo (c) livre e (d) ligado. IDRs em

vermelho e regido de interacdo com anticorpo indicada pela seta.
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Figura 5.4 RMSF para o epitopo (a) livre e (b) ligado.
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Os RMSFs em que sdo indicadas a contribuicdo de cada residuo para a flutuacido do

epitopo, mostrados na Figura 5.4, corroboram a estruturacdo de toda a regido de residuos 479
a 488, que inclui a a-hélice, e a regido 489 a 494 de interacdo com o anticorpo. A maior
mobilidade nos dois estados esta relacionada com as regides terminais e de loop separando as
estruturas secundarias em fita-3, embora a estrutura livre se mostre mais flexivel que a

estrutura ligada (Figura 5.4a).

Ainda ¢ possivel comparar essas regides flexiveis com o fator-B da estrutura
cristalografica. Também chamado de fator de temperatura ou de deslocamento atomico, este
parametro esta relacionado com a flexibilidade ou rigidez de atomos e cadeias, baseadas na
atenuacdo de raios-X causada pelo movimento térmico (Sun et al., 2019). Os resultados
observados para o epitopo sdo consistentes com o grafico do fator-B (Figura 5.5) em que
temos a regido de interagcdo com o anticorpo, proximo ao residuo de 490, bem descrita e mais
estruturada que as demais regides, € o pico mais predominante que corresponde a alga

proximo a regido terminal que se mantém flexivel nos dois estados observados.

110 |

100

90

80
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480 4é0 500 510
NlUmero do residuo

Figura 5.5 Fator-B do epitopo na estrutura cristalografica PDB id. 2J5L.

Na Figura 5.6 hé a densidade de valores de RMSD da regido que realiza interagdo com
o anticorpo (Lys489-Pro494) para o epitopo em ambos os sistemas. No complexo, uma
distribuicdo mais concentrada e que nao difere muito da pose cristalografica ¢ observada,
enquanto que para o epitopo livre hd valores mais dispersos, acessando regides até maiores de
0.2 nm. Isto reforca as observagdes acima de que a interacdo com o anticorpo proporcionou

uma estruturacio desta regido no complexo.
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Figura 5.6 Histograma do RMSD da regidao Lys489-Pro494 do epitopo que realiza interagao
direta com o anticorpo. Em azul estd apresentado o RMSD do epitopo em complexo e, em

vermelho, o do epitopo livre.

5.2.1.1 Estrutura terciaria

A regido dos residuos 11e479 a Leu488 corresponde a uma a-hélice préxima a regido
C-terminal na estrutura cristalografica, como mostra a Figura 5.10a. Esta regido apresentou
uma estruturagdo na presenca do anticorpo. A Figura 5.7 mostra a densidade da diferenca dos
valores de RMSD desses residuos no estado ligado e no estado livre em relagdo a estrutura
cristalografica. Pode-se observar os valores de 0.4 nm a 0.7 nm presentes no estado livre, em
vermelho, indicando estruturas em que apenas essa regido apresenta conformacdes mais

dissimilares.
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Figura 5.7 Diferenca dos RMSDs da regido de a-hélice dos estados ligado e livre em relagao

a estrutura cristalografica.

A distancia entre os atomos das estruturas secundarias também auxilia na compreensao
do empacotamento da estrutura terciaria do epitopo. A Figura 5.8 mostra as distancias
assumidas entre as duas folhas- (Figura 5.8a) no grafico das distancias ao longo da trajetoria
(Figura 5.8b). Observa-se que nos dois estados, as duas folhas-f permanecem muito

proximas, exceto quando o epitopo no estado livre assume as conformagdes desordenadas.
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Figura 5.8 Distancia entre as estruturas secundarias em (a) folhas-f e (b) gréafico das

distancias ao longo da trajetoria nos estados livre (rosa) e ligado (roxo).

Nas Figuras 5.9 temos a distancia das folha-f e a a-hélice considerada (Figura 5.9a), e

suas posi¢des nos estados livre e ligado, respectivamente. Nas Figuras 5.9b ¢ 5.9¢ ¢ possivel
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observar o distanciamento ou aproximagao da estrutura de a-hélice em relacdo as estruturas

de folha-f, em que ha um desdobramento desta estrutura em por¢des menores do espaco no
epitopo livre, enquanto ela se mantém estabilizada proxima as folhas-f em toda a trajetoria
no estado ligado. Isto corrobora os resultados anteriores que indicam uma estabiliza¢do nesta
regido na presen¢a do anticorpo e a contribuicdo da regido de I1e479 a Leud88 para as

estruturas desordenadas observadas na trajetdria nao complexada.
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Figura 5.9 (a) Distancia assumida entre atomos das estruturas secundarias em folha-( e

a-hélice e concentragdo dessas distancias no epitopo (b) livre e (c) ligado.
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Estas observagdes sdo importantes, pois podem indicar que embora a a-hélice seja uma

estrutura secundaria presente no estado livre em que o epitopo possui mais mobilidade, ela
ndo era uma regido totalmente estabilizada. O fendmeno de dobramento apos a ligacdo
(folding upon binding) ¢ uma caracteristica conhecida em regides desordenadas (Robustelli et
al., 2020), significando que o ambiente da proteina parceira contribuiu para a estabilizagdo da
estrutura secundaria em a-hélice, que por sua vez, participa intimamente da estruturagdo da

conformagao terciaria do epitopo.

Como observado no estudo de (Coley et al., 2001), a indugdo de respostas imunes pela
PfAMA1 esta relacionada a formacgao das pontes dissulfetos intermoleculares que estabilizam
epitopos conformacionais. Esta caracteristica foi bem descrita na DM, uma vez que embora o
epitopo tenha um conjunto razoavel de conformagdes em estado livre e esteja presente em
uma regido desordenada da AMAI, a presenca de pontes dissulfeto e das estruturas
secunddrias mostram-se mais determinantes para sua funcdo do que as regides de alta

flexibilidade, que s6 foram acessadas em estado livre.

5.2.2 Conjuntos conformacionais

As conformagdes ao longo da trajetoria podem ser clusterizadas para observacao da
similaridade entre as estruturas. A partir da analise de HCA de similaridade das estruturas
pelo RMSD (Figura 5.10), podemos observar que hd quatro grandes conjuntos estruturais
mais dissimilares entre si. O cluster vermelho corresponde as estruturas mais populadas da
simulacdo, nas quais o epitopo permanece ordenado. Ainda ha estados metaestaveis,
correspondentes aos clusters verde e azul, ¢ em determinados pontos da trajetoria, o epitopo
acessa conformagdes completamente desordenadas (amarelo). Na Figura 5.11 ha a
compara¢do das estruturas bases dos clusters para o epitopo do estado livre. O cluster
amarelo de 21 estruturas corresponde as estruturas de maior dissimilaridade, completamente

desdobradas e pouco provaveis.
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Figura 5.10 Clusterizagdo das estruturas obtidas na trajetéria do epitopo livre por (a)

dendrograma e (b) quantidade de estruturas por cluster.

Figura 5.11 Alinhamento das estruturas base dos quatro grupos de clusters para o epitopo

livre.

No estado livre, dentre as 5001 conformacdes, 1082 sdo estruturas parcialmente ou
totalmente desordenadas mais representadas pelos clusters verde e amarelo. Na Figura 5.12,
temos os RMSDs das estruturas mais representativas dos clusters em relagdo a estrutura

cristalografica.
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RMSD / nm 0.21 0.29 0.47 0.85

Figura 5.12 RMSDs das estruturas bases dos clusters em relagdo a estrutura cristalografica.

A clusterizagdo da trajetoria do epitopo no estado ligado pode passar a impressdo, em
um primeiro momento, de que ha uma maior variabilidade conformacional (Figura 5.13), no
entanto, as estruturas bases de cada cluster (Figura 5.14) confirmam que o que estamos
observando sdo pequenas variagdes proximas a estrutura cristalografica que, de maneira geral,
também corresponde ao cluster vermelho mais populado do epitopo em estado livre na Figura
5.10b. Estas informagoes aliadas as analises de densidade do RMSD nos dois estados indicam
que o anticorpo realizou interacdo com uma conformacdo pré-existente no estado nao
complexado, e que apds isso, a presenca da proteina parceira contribuiu para aumentar a
estruturacdo do epitopo conformacional da PfAMAIL. A estabilidade do conjunto de
conformagdes em regides proximas a uma pose ativa (neste caso, a conformagdo
cristalografica) foi discutida por autores (Dogan et al., 2014) como indicio de ajuste

conformacional no estado antes da interacao.
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Figura 5.13 Clusterizacdo das estruturas obtidas na trajetoria do epitopo ligado por (a)

dendrograma e (b) quantidade de estruturas por clusters.

Figura 5.14 Alinhamento das estruturas base dos seis grupos de clusters do epitopo ligado.

Os RMSDs desses clusters em relagdo a estrutura cristalografica tem minimo de 0.1 nm
e maximo de 0.26 nm, corroborando a similaridade dos RMSDs ja calculados em relagdo a

estrutura cristalografica.

Aliar o RMSD a SASA permite uma visualizagdo multidimensional da flexibilidade
proteica, que tem sido associada a antigenicidade de epitopos (Dogan et al., 2014).
Assumindo-se o valor relativo de SASA (Srel), no epitopo livre, estruturas com Srel < 1.05
foram consideradas ordenadas, e estruturas > 1.1 como desordenadas ou metaestaveis (Figura
5.15a e Figura 5.16a). O epitopo no estado ligado apresenta uma area de superficie mais
compacta, comumente observada em epitopos conformacionais, ndo apresentando nenhum

valor acima de 1.1 (MacRaild et al., 2016). A Figura 5.15 mostra a magnitude da mudanga
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conformacional da proteina nos dois estados. O epitopo livre (Figura 5.15a) apresenta

conjuntos conformacionais desordenados com altos RMSDs e Srel. Também mostra um
conjunto mais concentrado em RMSDs proximos a 0.5 nm e Srel ~1.1 que sdo estruturas
parcialmente desestruturadas, e os valores mais concentrados em estruturas compactas e com

menor area de superficie na regido azul escuro de RMSD = 0.2 nm.

Pode-se dizer que o epitopo ligado (Figura 5.15b e Figura 5.16b) apresenta um
conjunto de estruturas deslocado para regides proximas a pose cristalografica. Isto sugere a
relevancia funcional do conjunto proximo as estruturas mais compactas, com menores valores
de Srel e RMSD. Isto também ¢ observado no histograma de Srel do epitopo livre, em que os

valores estdo concentrados na regiao de 0.9 a 1.1.
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Figura 5.16 Srel obtidos nos estados (a) livre e (b) ligado.

Estas andlises do epitopo nos dois estados mostram que a interagdo com o anticorpo
foi realizada com uma conformacao presente no estado livre e que era a mais populada dentre
as conformacgdes possiveis. Dentre as conformacdes dinamicas da proteina flexivel, ¢
selecionada a conformacdo compativel ao ligante e todo o conjunto conformacional ¢
deslocado para este estado, favorecendo a estabilizagdo da estrutura secundaria do sitio de

interacgao.

A selecdo conformacional foi, portanto, o fenomeno observado com a diminuicao das
variagdes de RMSD e Srel, e a estabilizagdo de estruturas secundarias e de IDR, esta ultima

que realiza interacdo direta no parotopo do anticorpo. Estas observacdes condizem com a
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relevancia funcional do epitopo conformacional da PAAMA1 na literatura (Nair et al., 2002)

(Chakraborty & Di Cera, 2017; Dogan et al., 2014).

5.2.3 Interacoes intermoleculares e CDRs

O par6topo do anticorpo (Figura 5.17) é formado pelas CDR-H1 localizada em 25-SER
a 37-VAL, CDR-H2 localizada em 53-GLY a 61-ASP e CDR-H3 na regido 95-ASP a
102-TYR, identificadas em vermelho, ciano e laranja. Também as CDR-L1 localizada em
31-SER a 37-GLN, CDR-L2 na regido 49-HIS a 58-VAL e, por fim, CDR-L3 de localizacao

88-CYS a 97-THR, identificadas em amarelo, verde e azul, respectivamente.

- CDR-H1

CDR-H2
CDR-H3

CDR-L1

B oo
- CDR-L3

Figura 5.17 Regidoes Determinantes de Complementariedade anticorpo Fab F8.12.19 de
cadeia pesada (H1, H2 e H3) e cadeia leve (L1, L2 e L3). O epitopo esta representado em

magenta.

O anticorpo Fab F8.12.19 foi sintetizado para realizar interacdo com a AMAI da
espécie Plasmodium vivax (PvAMAT), mas também realizou interacdo cruzada com a espécie
do Pf. A Tabela 5.2 mostra as ligagdes de Hidrogénio indicadas nas estruturas
cristalograficas. Na notagdo para o anticorpo, apos a abreviacdo do residuo, as cadeias
pesadas e leves sdo identificadas por “H” e “L”, respectivamente. De fato, hd mais interagdes

entre o anticorpo e a proteina PvAMA 1, mas ainda sdo indicadas sete ligagdes de Hidrogénio
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e uma ponte salina, Lys485-Asp(H52), entre o anticorpo e o epitopo da PFAMAL. Os dtomos

que realizam contatos sao mostrados em parénteses.

Tabela 5.2 Interagcdes polares antigeno-anticorpo no complexo PA/AMAI1 e Fab F8.12.19

(Igonet et al., 2007).

PvAMAL1 PFAMA1 Antibody
Lys427(N°) Lys485(N°) Asp-H31(0)
Lys427(N) Lys485(N¢) Asp-H52(062)
Glu428(0%Y) - Asn-H54(N)
Glu428(0% - Asn-H54(N62)
Cys432(0) Cys490(0) Tyr-H33(OH)
Cys432(0) Cys490(0) Tyr-H58(OH)
Glu435(N) Asp493(N) Tyr-H35(OH)
Glud35(0*) Asp493(0%) Tyr-H33(N)
Glu437{0"‘lg Glu495(0%%) Tyr-H100C(OH)
Asnd50(N5?%) - Gly-H100B(O)
Val452(N) - Ser-L92(0)
Val452(0) Val510(0O) His-L94(N)

Através da DM, ¢ possivel identificar as interagdes que se mostraram importantes para

a estabilidade do complexo. As Figuras 5.18 e 5.19 mostram que as CDRs que tiveram
contribui¢des mais significativas para a interagdo com o epitopo foram as CDR-H1, CDR-H2
e CDR-L3. Dentre as interagdes observadas na pose cristalografica, Tyr(H33)-Asp493,
Tyr(H35)-Asp493 e His(L94)-Val510 sdo as observadas em maiores propor¢des € que se
mantém estabilizadas ao longo da trajetéria. Outra observagdo importante ¢ que algumas
interagdes realizadas pelo anticorpo apenas com a espécie PvAMA1, foram observadas na
simulagdo com o epitopo da PfAMAI, apesar de em menores contribuigdes:
Asn(H54)-Asp486 e Ser(L92)-Arg512. Ser(L93)-Glu511 e Tyr(H56)-Asp485 sdo interacdes

que ndo foram reportadas na Tabela 5.2, mas possuem razodveis contribui¢cdes no complexo.
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Figura 5.18 Percentual de conformagdes das simulagdes em que ligacdes de Hidrogénio
entre o epitopo e as CDRs sdo observadas. H1 em vermelho, H2 em ciano, H3 em laranja e

L3 em azul.

Na Figura 5.19 temos as ligagdes de Hidrogénio realizadas pelas CDRs ao longo da
DM. Como ja indicado nas observagdes anteriores, observa-se que as CDRs de cadeia pesada
estdo mais relacionadas com a estabilidade ¢ formacdo de interacdes, tendo de duas a trés
ligacdes de Hidrogénio em cada frame da trajetdria, enquanto as CDRs-L2 e L3 ndo realizam

interagdes significativas.
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Figura 5.19 Quantidade de ligagdes de Hidrogénio realizadas pelas CDRs de (a) cadeia

pesada e de (b) cadeia leve em cada frame.

O anticorpo ¢ uma estrutura rigida (Figura 5.20) que realiza interagdes especificas. Na
DM, de maneira geral, ndo observamos grandes modificacdes na estrutura global do estado
ligado em relagdo ao estado livre. Esta flexibilidade conformacional reduzida no parétopo do
Fab F8.12.19, também ¢ observada em estudos experimentais € computacionais para outros
anticorpos (Jeliazkov et al., 2018). A rigidez observada tem a finalidade de evitar perdas
entropicas durante a interagdo com o antigeno e fornecer uma tridimensionalidade precisa
para apresentacao de contatos-chave, permitindo assim, uma associagdo rapida (Lawson et

al., 2018).

As CDRs tém papel fundamental na especificidade dos anticorpos e reconhecimento

dos antigenos. Dentre os 6 loops que formam o parotopo, 5 adotam conformagdes candnicas
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que sdo bem caracterizadas e facilitam trabalhos computacionais como de modelagem e

predicdo (Fernadndez-Quintero et al., 2018). No entanto, diversos estudos mostram que a
CDR-H3 ¢ uma excecdo a esta aparente rigidez no pardtopo, pois esta alca apresenta maior
variabilidade estrutural e conformacional acessa conformagdes variaveis, mesmo em
comparagdo com diferentes organismos, podendo contribuir para o aumento de contatos

(Fernandez-Quintero et al., 2019; Yamashita, 2018).

Figura 5.20 Regides pouco flexiveis no parétopo do anticorpo em azul segundo classificagao

do software MDLovoFit.

Os RMSFs (Figura 5.21) mostram que estas caracteristicas foram bem descritas na DM,
uma vez que ndo ha grandes flutuagdes nas regides das CDRs. Somente a CDR-H3 mostrou
plasticidade mais aprecidvel com a dimiui¢do do RMSF na presenca do epitopo no estado

ligado (Figura 5.21b).
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Figura 5.21 Graficos de RMSF das cadeias (a) leve e (b) pesada do anticorpo livre em azul

claro e ligado em laranja.

O estudo de (Jeliazkov et al., 2018) sugere que a rigidez no pardtopo pode ser um
mecanismo de aumento da afinidade, ¢ que somente as CDR-H3 em diferentes anticorpos
permanecem com diferengas entre os valores de RMSDs acima de 0.1 nm. Isto também foi
observado na DM do anticorpo Fab F8.12.19 no presente estudo (Figura 5.22a). A diferenca
dos maiores RMSDs entre o estado livre e ligado das demais CDRs manteve-se proxima ou
pouco acima de 0.05 nm, indicando pouca flexibilidade nessas estruturas candnicas. O
grafico de densidade de RMSD da CDR-H3 (Figura 5.22b) mostra a dispersdo mais
expressiva desta alca na auséncia do epitopo, at¢ 0.4 nm em relagdo a estrutura

cristalografica, e que foi reduzida e estabilizada com a interacao.
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Figura 5.22 (a) Diferengas dos maiores RMSDs entre os estados livre e ligado nas CDRs do

anticorpo Fab F8.12.19 e (b) densidade dos RMSDs nos dois estados da CDR-H3.

A importancia do papel desempenhado e o motivo que leva a este comportamento
diferenciado neste /oop em especifico ainda ¢ objeto de discussdo (Kuroda & Tsumoto, 2023;
Persson et al., 2013). A rigidez do pardtopo em diferentes estados, como mostrada por
(Jeliazkov et al., 2018) também nao ¢ uma caracteristica definitiva, uma vez que ndo pode-se
afirmar que ainda ha uma amostragem satisfatoria de pardtopos de anticorpos em estudos

experimentais e teoricos.

No mecanismo de selegdao conformacional estendida observado entre o epitopo da
PfAMAT e o anticorpo monoclonal Fab F8.12.19, pode-se compreender que além da selegao

da conformacdo do epitopo ja existente em estado livre, este induz um pequeno ajuste na
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estrutura do anticorpo predominantemente na CDR-H3. O epitopo apresenta uma

variabilidade conformacional reduzida quando em interagdo com o anticorpo, que além de
sua rigidez caracteristica, estabiliza o complexo com ligagdes de Hidrogénio. O epitopo
funcional ¢ estruturado, compacto, e seu conjunto conformacional complexado tem estruturas
proximas dinamicamente a pose cristalografica, corroborando a relevancia funcional desta

conformacao.
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CAPITULO 6

6. CONSIDERACOES FINAIS

Através do método de DM com amostragem ampliada foi possivel estudar a dindmica
do epitopo de PAAMA livre em solugdo e associado ao anticorpo Fab F8.12.19 . O epitopo da
PfAMA1 em estado livre acessa conformacdes parcialmente e totalmente desestruturadas,
embora tenha apresentado uma maior populagdo de conformagdes similares a conformagao
cristalografica. Este conjunto foi selecionado e estabilizado pela complexagdo com o

anticorpo.

Foi possivel observar que a regido de residuos Ile479 a Leud488 tém grande
contribuicao na mobilidade do epitopo. A estrutura em a-hélice nesta regido ¢ desestabilizada
quando o epitopo assume conformacgdes parcialmente ou totalmente desordenadas. Cerca de
20% do epitopo sofre estabilizacdo quando este se associa ao anticorpo. Fundamentalmente,
uma das regides estabilizadas apresenta desordem no epitopo livre, e ¢ a regido principal de
interacdo com o pardtopo. Embora o sitio de interacao do anticorpo seja formado por regides
de algas, as chamadas CDRs, elas possuem um comportamento bem estruturado, € uma maior
variabilidade conformacional foi observada somente na CDR-H3. Fato que ¢ confirmado por

outros estudos.

As ligagdes de Hidrogénio mais importantes observadas foram: Tyr(H33)-Asp493,
Tyr(H35)-Asp493 e His(L94)-Val510 realizadas pelas CDR-H1, CDR-H2 e CDR-L3.
Também foi possivel observar interacdes que foram reportadas somente com a espécie
Plasmodium vivax na DM deste complexo com o Pf: Asn(H54)-Asp486 e Ser(L92)-Arg512.
Outras interagdes que sdo frequentemente observadas no complexo, na dindmica molecular,

mas nao aparecem na pose cristalografica: Ser(L93)-Glu511 e Tyr(H56)-Asp485.

Os métodos computacionais sdo grandes aliados aos métodos experimentais para
compreender fendmenos em nivel molecular. Pode-se afirmar que o método de HREMD foi
robusto para descrever o mecanismo de interagdo de selecdo conformacional estendida entre

o epitopo Pf/AMAI1 e o anticorpo monoclonal Fab F8.12.19. Foi possivel caracterizar
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interagdes importantes ¢ compreender a variabilidade conformacional das moléculas na

presenca ou auséncia de suas proteinas parceiras. O estudo da interacao antigeno-anticorpo ¢é
importante devido a necessidade de compreender a estabilidade, especificidade e
antigenicidade das proteinas e regides de desordem do Plasmodium falciparum para o

desenvolvimento de tratamentos antimalaricos efetivos.
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