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RESUMO

A proteína Antígeno de Membrana Apical 1 (AMA1) do Plasmodium falciparum

(PfAMA1), é uma proteína de superfície encontrada em mais de uma fase do ciclo de

vida da malária. Sabe-se que esta é uma proteína de reorientação no chamado

“movimento de junção”, momento em que as membranas do parasita e do hospedeiro

estão em contato durante a invasão. A estrutura de um epítopo conformacional do

domínio III da PfAMA1 em complexo com o anticorpo monoclonal Fab F8.12.19 é

conhecida experimentalmente. Este trabalho utilizou dinâmica molecular com

amostragem ampliada por trocas de réplicas hamiltonianas (Hamiltonian Replica

Exchange Molecular Dynamics - HREMD) para compreender o efeito de interações

intermoleculares, variabilidade conformacional e regiões intrinsecamente desordenadas

no mecanismo de interação antígeno-anticorpo. Foram utilizados métodos de

clusterização e análises de variabilidade conformacional a fim de compreender a

influência da presença ou ausência da proteína parceira no complexo. O epítopo em

estado livre acessa um conjunto conformacional mais amplo, incluindo conformações

desordenadas não observadas na interação com o anticorpo. As simulações sugerem um

mecanismo de seleção conformacional estendida, em que o anticorpo interagiu e

estabilizou conformações já existentes do epítopo em estado livre. A estabilização da

conformação ativa se dá majoritariamente pelas ligações de Hidrogênio:

Tyr(H33)-Asp493, Tyr(H35)-Asp493 e His(L94)-Val510. O anticorpo apresenta uma

estrutura bastante rígida e apenas a CDR-H3 demonstrou uma maior plasticidade na

presença do epítopo.



ABSTRACT

Plasmodium falciparum Apical Membrane Antigen 1 (PfAMA1) 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 PfAMA1 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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CAPÍTULO 1

1. PROTEÍNA ANTÍGENO DE MEMBRANA APICAL 1 (PfAMA1)

1.1 CICLO DE VIDA DA MALÁRIA

A malária é uma doença endêmica compreendida no grupo das chamadas Doenças

Tropicais Negligenciadas (DTNs). Sua transmissão se dá pela picada da fêmea do mosquito

Anopheles infectada, e tem como agente etiológico os protozoários Plasmodium spp. O

Plasmodium falciparum (Pf) é identificado como a espécie causadora da forma mais

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

Dentre diversos desafios para o desenvolvimento de tratamentos eficazes contra a

malária (Beeson et al., 2019; Minkah & Kappe, 2021), podemos destacar quatro: o complexo

ciclo de vida do parasita, o proteoma do Pf formado pelas chamadas Proteínas

Intrinsecamente Desordenadas (seção 1.3), e as capacidades do Pf de permanecer em estado

latente durante a infecção no fígado e modificação das suas proteínas de superfície a cada

nova fase do ciclo de vida. Estes dois últimos fatores estão diretamente relacionados à evasão

do ataque de anticorpos.

A Figura 1.1a mostra o ciclo de vida malária dividido em três grandes fases: 1) o ciclo

esporogônico que acontece dentro do agente transmissor infectado, em que há a maturação

dos plasmódios em fase de esporozoítos; 2) o ciclo exoeritrocítico em que os esporozoítos são

inoculados no hospedeiro humano, e nesta fase o parasita permanece em estado latente no

fígado até seu amadurecimento para os estágios esquizonte e merozoítos, dificultando a

identificação do parasita pelos anticorpos do hospedeiro (Figura 1.1b); e 3) o ciclo

eritrocítico, em que o parasita invade os eritrócitos, se multiplica e se diferencia

assexuadamente em microgametócitos e macrogametócitos (Njoroge et al., 2014).

https://paperpile.com/c/230aGn/uOBf+HyKn
https://paperpile.com/c/230aGn/SpcvY
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a)

b)

Figura 1.1 a) Ciclo de vida do Plasmodium spp. Adaptado de (Njoroge et al., 2014) e b)

estado hepático latente do parasita.

1.2 PfAMA1: CARACTERÍSTICAS E FUNÇÃO

A proteína Antígeno de Membrana Apical 1 (Apical Membraine Antigen 1 - AMA1) do

Plasmodium falciparum (PfAMA1) é uma proteína de superfície encontrada em mais de um

estágio do ciclo de vida da malária, sendo um alvo relevante no desenvolvimento de vacinas e

tratamentos eficazes. A AMA1 é considerada bem conservada entre as diferentes espécies de

Plasmodium, sendo uma proteína rica em cisteína, 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 proteína compreende uma

região ectoplasmática de cerca de 550 resíduos e possui três domínios que apresentam regiões

de desordem e oito pontes dissulfeto intramoleculares: o domínio I, N-terminal que é o mais

estruturado; o domínio II central e o domínio C-terminal III, em que há maior presença das

regiões desordenadas (Igonet et al., 2007).

Os três domínios apresentam estruturas experimentais, no entanto, devido às diversas

regiões desordenadas ao longo de suas sequências, os domínios II e III possuem menos

regiões resolvidas disponíveis para estudos no Protein Data Bank (PDB)

(https://www.rcsb.org/) (Escalante et al., 2001). O arranjo quaternário destes domínios pode

ser visualizado na Figura 1.2 a partir de modelos propostos pelo AlphaFold2

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

a) b)

Figura 1.2 Modelos do arranjo quaternário da PfAMA1 (a) AlphaFold2:D9MYA2 e (b)

AlphaFold2:C5HWE3.

A PfAMA1 é encontrada no formato merozoíto e esporozoíto durante a invasão das

células hepáticas e sanguíneas, respectivamente. Sabe-se que esta é uma proteína de

reorientação no chamado “movimento de junção”, momento em que a membrana do parasita

e do hospedeiro estão em contato. A adesão do parasita às células humanas é seguida de um

movimento de reorientação necessário para que o pólo apical entre em contato com as

superfícies do eritrócito ou do hepatócito (Lim et al., 2014) (Figura 1.3). Esta proteína possui

um sítio hidrofóbico conservado que, durante a invasão, realiza interação com o peptídeo

RON2 (Rhoptry Neck 2). Como anticorpos anti-AMA1 e outras moléculas inibidoras são

capazes de bloquear esta interação, portanto, visando o impedimento da invasão de eritrócitos

https://paperpile.com/c/230aGn/pFYC
https://paperpile.com/c/230aGn/yzwzv
https://paperpile.com/c/230aGn/70T7
https://paperpile.com/c/230aGn/K8J4
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pelo parasita, a PfAMA1 é um alvo atraente no desenvolvimento de novos antimaláricos

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

Figura 1.3 AMA1 atuando na reorientação do parasita durante o movimento de junção

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

Estudos mostram que os diferentes domínios da AMA1 foram capazes de produzir

resposta imunológica, e que uma possibilidade para superar os desafios inerentes à malária

são proteínas multialelo recombinantes que possuem atuação conjunta de regiões estruturadas

e desordenadas. Este é 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 epítopos do domínio III da PfAMA1 inibiu a invasão do parasita,

e (Mueller et al., 2003) também destacam a importância de epítopos nessa região, uma vez

que peptídeos sintéticos que mimetizam a região de loop do domínio III foram utilizados

como imunogênicos para geração de anticorpos monoclonais. Um nível alto de inibição do

crescimento do parasita foi observado, cerca de 95%.

Os métodos computacionais podem contribuir na compreensão das regiões

desordenadas e estruturadas, ao fornecer uma descrição atomística dos sistemas, suas

estabilidades, dinâmica e flexibilidade, provendo informações complementares aos métodos

experimentais. Este trabalho empregou o método de Dinâmica 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
https://paperpile.com/c/230aGn/v9gE
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Molecular Dynamics - HREMD) visando compreender o mecanismo de interação de um

epítopo conformacional do domínio III da PfAMA1 com a região de variabilidade do

anticorpo monoclonal Fab F8.12.19, e a influência de regiões desordenadas para descrição

conformacional de mecanismos antimaláricos importantes.

1.3 O FENÔMENO DA DESORDEM INTRÍNSECA

As Proteínas Intrinsecamente Desordenadas (Intrinsically Disordered Proteins - IDPs) e

Regiões de Desordem (Intrinsically Disordered Regions - IDRs) do Pf fazem parte dos

processos de adesão, invasão e reconhecimento do parasita no hospedeiro (Gomes et al.,

2011). Devido à complexidade dessas proteínas altamente flexíveis e suas funções

relacionadas à sobrevivência do parasita, a influência da desordem intrínseca no ciclo de vida

da malária para a eficácia da resposta imunológica não pode ser subestimada (Guy et al.,

2015; Krishnarjuna et al., 2018).

O conceito de “desordem intrínseca” tem emergido com grande relevância e impacto na

compreensão da função das proteínas e também de respostas imunológicas adaptativas

(Rangarajan et al., 2015; P. E. Wright & Jane Dyson, 1999). Proteínas que têm acima de 30%

de desordem estrutural em suas sequências são classificadas como IDPs, apresentando

heterogeneidade estrutural e ausência de estrutura secundária e terciária bem definida em

ambiente fisiológico (Deiana et al., 2019).

Estima-se que 70% dos genomas associados a doenças tenham regiões que apresentam

desordem intrínseca, justificando o interesse na compreensão desse fenômeno em possíveis

alvos farmacológicos (McCarthy et al., 2011). Seu papel em doenças degenerativas, bem

como sua disfunção em processos celulares de separação de fases líquido-líquido como em

Alzheimer, câncer e diabetes é conhecido (Borcherds et al., 2021; Deiana et al., 2019).

Devido ao seu comportamento diversificado, a desordem intrínseca também é observada em

doenças virais e parasitárias, como é o caso do Pf, sendo também cogitada como parte do

mecanismo de sobrevivência do parasita (Mishra et al., 2020). No ciclo de vida da malária, as

IDPs e IDRs detêm um papel importante, uma vez que fazem parte das proteínas de

superfície relacionadas à adesão e invasão das células humanas. A alta variabilidade

apresentada por essas proteínas auxilia no escape da resposta humoral imune devido às

https://paperpile.com/c/230aGn/poEpz
https://paperpile.com/c/230aGn/poEpz
https://paperpile.com/c/230aGn/2iJIN+wHoW5
https://paperpile.com/c/230aGn/2iJIN+wHoW5
https://paperpile.com/c/230aGn/ny6b3+zAc2v
https://paperpile.com/c/230aGn/jgDP0
https://paperpile.com/c/230aGn/vnLWz
https://paperpile.com/c/230aGn/jgDP0+8Zn1
https://paperpile.com/c/230aGn/572p
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mudanças na expressão de superfície em cada nova fase do ciclo de vida, e interações de

baixa afinidade com anticorpos. Esses fatores levam o organismo humano à necessidade de

produção de anticorpos que devem ser reconhecidos eficientemente nas diferentes fases, de

prevenção da infecção, prevenção da doença e prevenção da transmissão (Julien &

Wardemann, 2019).

Uma pesquisa bibliográfica no Google Acadêmico considerando o período 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 às publicações de Dinâmica Molecular e malária, mostra que embora esta

doença seja objeto de interesse em estudos, seu aparecimento em trabalhos teóricos de DM

ainda é discreto, como mostra a linha verde na Figura 1.4. Isto equivale a cerca de 1,5 a 2%

dos artigos totais de IDPs e DM, justificando a necessidade de se compreender mais sobre as

IDPs e IDRs de proteínas da malária em nível atômico e molecular.

Figura 1.4 Número de publicações entre 1990 e 2022 utilizando Proteínas Intrinsecamente

Desordenadas (IDPs), Dinâmica Molecular e Malária em seu escopo.

Um auxílio importante na compreensão de regiões desordenadas em proteínas são os

bancos de dados de desordem que realizam curadoria manual da literatura. O MobiDB, um

dos bancos disponíveis mais completos de ferramentas para compreender a desordem

intrínseca, possui anotações de consenso em artigos científicos, informações derivadas de

https://paperpile.com/c/230aGn/kL94X
https://paperpile.com/c/230aGn/kL94X
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métodos experimentais, homologia e até mesmo preditores no estado-da-arte, como o

AlphaFold2. Dentre as proteínas 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 proteínas, dentre elas

a AMA1, e suas contribuições de desordem para os domínios que são anotados no MobiDB

são também mostradas na Figura 1.5b.

a)

b)

Figura 1.5 IDPs disponíveis no MobiDB mais citados na literatura.

Dentre as proteínas mais citadas, CSP, PfEMP1, MSP2, EBA-175, TRAP, GLURP e
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MSP3 têm acima de 30% de desordem. A proteína CSP (circumsporozoite protein), a mais

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

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

A emergência da era da bioquímica molecular não-estruturada compreende proteínas

não apenas como pacotes enovelados que obedecem o paradigma estrutura-função (Fischer,

1894), mas estruturas dinâmicas que podem ter comportamentos diversos, e cujas regiões

desordenadas possuem funções complementares às funções ordenadas (Clerc et al., 2021). As

IDPs e IDRs participam de processos de interações com alta especificidade e baixa afinidade,

desempenhando papéis de regulação e sinalização de processos celulares. Por sua

flexibilidade, as IDPs são capazes de interagir com diversos alvos como proteínas

estruturadas, carboidratos, membranas, pequenas moléculas, peptídeos e outros, apresentando

também comportamentos diversificados de desordem-desordem e desordem-ordem em

relação à estrutura nativa (Fatafta et al., 2021).

https://paperpile.com/c/230aGn/dI7x
https://paperpile.com/c/230aGn/ty56
https://paperpile.com/c/230aGn/ty56
https://paperpile.com/c/230aGn/EAh2
https://paperpile.com/c/230aGn/fKpUN
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CAPÍTULO 2

2. RECONHECIMENTO DA INTERAÇÃO ANTÍGENO-ANTICORPO

O combate efetivo do sistema imunológico à invasão de um patógeno, é devido sua

interação com as células B ou T do organismo humano que possuem moléculas receptoras

capazes de reconhecer antígenos de formas distintas. As células B (Figura 2.1a) realizam

multiplicação e expansão clonal, e posterior secreção de anticorpos com modificações

específicas necessárias para o combate patogênico (Cyster & Allen, 2019).

a) b)

Figura 2.1 (a) Interação específica de anticorpos produzidos por células B e (b) Estrutura

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

Com estrutura em formato de Y, um anticorpo Ig é tipicamente constituído por

unidades estruturais básicas com duas grandes cadeias pesadas e duas cadeias leves. A região

final da estrutura abrange a região C-terminal, que de maneira geral é fixa e muito semelhante

em todos os anticorpos. As extremidades N-terminal do anticorpo, por onde a interação com

o antígeno é realizada, é o chamado fragmento Fab (Fragment antigen-binding). Em seu

ápice, há uma região hipervariável (Fragment variable - Fv). Esta região de variabilidade

reconhece elementos específicos e têm suas cadeias de aminoácidos modificadas, permitindo

https://paperpile.com/c/230aGn/egyPG
https://paperpile.com/c/230aGn/U3kK
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a existência de milhões de anticorpos, cada um com uma extremidade ligeiramente diferente,

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

A Figura 2.1b mostra que esse sítio de ligação do anticorpo ao antígeno é definido por

resíduos de aminoácidos específicos que constituem seis alças altamente flexíveis conhecidas

como Regiões Determinantes de Complementaridade (Complementarity Determining

Regions - CDRs). As CDRs são formadas pela contribuição de três loops da região

hipervariável, três da cadeia pesada (VH) CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3, e três da cadeia

leve (VL) CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3, formando o parótopo ou sítio de ligação

(Sela-Culang et al., 2013). As CDRs podem ser identificadas em regiões fixas devido à

definição de uma estrutura canônica a partir do comprimento do loop e resíduos conservados

localizados (Chothia et al., 1989).

a) b)

Figura 2.2 Exemplos de epítopos (a) linear e (b) conformacional. A palavra EPITOPO

disposta nas sequências indica os aminoácidos que realizam a interação. Em um epítopo

linear estes aminoácidos estão dispostos sequencialmente, enquanto no epítopo

conformacional, o enovelamento da proteína aproxima e apresenta aminoácidos que estão

dispersos e podem estar presentes em regiões alternadas.

As regiões do antígeno que são reconhecidas pelo anticorpo são denominadas

epítopos (Figura 2.2), que são múltiplos, permitindo o ataque de vários anticorpos a um

determinado antígeno. Essas interações ocorrem de maneira não-covalente, sendo ligações

coulombicas, pontes de Ca2+, ligações de Hidrogênio, van der Waals e hidrofóbicas (van Oss

et al., 1986). Os parótopos dos anticorpos reconhecem epítopos em nível molecular pela

complementaridade de interações altamente específicas. Os epítopos podem ser classificados

como lineares (Figura 2.2a), também chamados de contínuos, identificados pela sequência

https://paperpile.com/c/230aGn/YGo1q
https://paperpile.com/c/230aGn/mU7Ya
https://paperpile.com/c/230aGn/sNnCc
https://paperpile.com/c/230aGn/yfIQA
https://paperpile.com/c/230aGn/yfIQA
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primária contínua de aminoácidos na proteína, ou conformacionais (Figura 2.2b), também

chamados de descontínuos, que são encontrados no enovelamento da proteína e compostos

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

A maioria das interações epítopo-parótopo (Figura 2.3) são realizadas via epítopos

conformacionais, que são frequentemente reconhecidos em interações que produzem resposta

imunológica efetiva (Healer et al., 2004; Parvizpour et al., 2020). No entanto, regiões de

desordem em proteínas podem realizar interações antigênicas via epítopos lineares, cuja

antigenicidade está ligada a uma maior área de superfície acessível ao solvente do que a

observada em epítopos ordenados. Estas interações possuem alta especificidade devido à

maior exposição dos resíduos que proporcionam uma região de contato maior no parótopo de

anticorpos (Krishnarjuna et al., 2018).

A capacidade de produção de resposta imunológica efetiva de interações de epítopos

desordenados do Pf-anticorpo não é clara, uma vez que elas podem também funcionar como

um mecanismo de “cortina de fumaça” afastando os anticorpos das regiões que provoquem

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

Figura 2.3 Reconhecimento do epítopo de antígenos (parte escura da molécula em vermelho)

pelo parótopo de anticorpos Ig (em cinza).

Os epítopos conformacionais se formam quando sequências distantes na proteína se

aproximam após o enovelamento sendo estabilizadas pelas interações intramoleculares. De

maneira geral, apresentam conformações mais compactas e com áreas de superfície menores.

https://paperpile.com/c/230aGn/06gzD
https://paperpile.com/c/230aGn/4aKC+v0fy
https://paperpile.com/c/230aGn/2iJIN
https://paperpile.com/c/230aGn/qhGdP
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No caso da PfAMA1, estes fragmentos de aminoácidos permanecem em sua característica

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

A eficácia da resposta imune dependerá de quão bem os anticorpos disponíveis se

ligam aos epítopos acessíveis na superfície do invasor, pois o processo de reconhecimento

molecular é essencial para a neutralização do patógeno. A maioria dessas interações têm um

custo entrópico, em que a energia de dobramento da interação é compensada por um aumento

da heterogeneidade estrutural do restante da proteína. Nesse sentido, é necessário colocar em

perspectiva como a desordem estrutural do epítopo afeta a formação do complexo e a

interação preferencial do anticorpo com epítopos lineares ou conformacionais (J. Tan et al.,

2019).

Em uma situação de máxima afinidade, a conformação do epítopo no complexo tem

um molde perfeito do sítio de ligação do parótopo, com uma distribuição de carga de

superfície complementar. Outro fator determinante para a afinidade e especificidade de um

complexo antígeno-anticorpo é a flexibilidade conformacional. À semelhança do que

acontece na interação entre proteínas e pequenas moléculas, quanto maior for a flexibilidade

do epítopo, maior será a sua capacidade de sofrer uma mudança conformacional (MacRaild et

al., 2018).

2.2 MECANISMOS DE INTERAÇÃO INTERMOLECULARES

Nas interações proteína-proteína (IPP), a conformação de uma proteína serve como um

ambiente, um conjunto de pré-condições para a proteína parceira (Kovács et al., 2005).

Devido a promiscuidade protéica, a capacidade de ter comportamentos diferenciados com

alvos diferenciados, diversos mecanismos de interação podem ser observados, e embora esses

eventos não sejam necessariamente bem demarcados, eles podem ser compreendidos e

revelar a importância de interações e o ambiente protéico em uma IPP. Suas ocorrências e

importâncias funcionais são observadas em estudos experimentais como de raios X,

microscopia crioeletrônica, estudos cinéticos, e de Ressonância Magnética Nuclear

(Csermely et al., 2010).

https://paperpile.com/c/230aGn/pFYC
https://paperpile.com/c/230aGn/RSl8
https://paperpile.com/c/230aGn/RSl8
https://paperpile.com/c/230aGn/XfAu
https://paperpile.com/c/230aGn/XfAu
https://paperpile.com/c/230aGn/HaYu
https://paperpile.com/c/230aGn/mR3N0
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Os mecanismos de interação mostram um amplo repertório de estados conformacionais

que podem ser adotados por proteínas estruturadas ou desordenadas na presença ou ausência

de ligantes e parceiros, incluindo conformações correspondentes à forma ligada. A descrição

do reconhecimento biomolecular é importante para desenvolvimento de terapêuticos, uma

vez que abrangem as IPP, interações proteína-ligante e substrato desde as etapas de

sinalização até metabolismo celular (Hatzakis, 2014).

Os modelos mais amplamente reportados na literatura são chave-fechadura (Fischer,

1894), ajuste induzido (Koshland, 1958) e seleção conformacional (Ma et al., 1999). Autores

indicam que IDPs podem realizar a combinação destes mecanismos (Choura & Rebaï, 2021).

O modelo chave-fechadura proposto por Emil Fischer, em que proteínas são moléculas

rígidas bem empacotadas cujos sítios de interação possuem formatos complementares ao do

respectivo alvo já foi superado. Embora seja possível observá-lo em interações

enzima-substrato, este modelo possui limitações devido à plasticidade que mesmo proteínas

estruturadas apresentam (Koshland, 1958) (Figura 2.4a).

No modelo de ajuste induzido (Figura 2.4b), o parceiro rígido induz uma mudança

conformacional no parceiro flexível. À medida que a aproximação acontece, surgem forças

eletrostáticas e interações de Hidrogênio que alteram o cenário energético. Neste modelo, a

dobragem deve acontecer após a interação, e o estado ligado da proteína flexível apresenta

conformações não observadas no estado livre ou na ausência do ambiente do parceiro.

Embora a proteína flexível perca graus de liberdade durante o evento de ligação, o ganho de

entalpia não é compensado por um custo entrópico significativo para a proteína rígida

(Choura & Rebaï, 2021; Csermely et al., 2010).

Por outro lado, na seleção conformacional (Figura 2.4c), uma das conformações

enoveladas ou de estados metaestáveis pré-existentes liga-se ao parceiro. Neste caso, a

proteína dinamicamente flutuante tem uma das conformações compatíveis com a ligação

selecionadas pelo parceiro, concentrando assim, todo o conjunto conformacional para aquele

determinado estado. Há uma preferência por subconjuntos de conformações acessíveis que

serão estabilizadas, deslocando o equilíbrio neste sentido e modulando a atividade ou

conjunto funcional destas proteínas. Outros nomes para a seleção conformacional são:

seleção de população, deslocamento de população, ajuste selecionado e estabilização de

conjuntos conformacionais. Este mecanismo explica, inclusive, o dobramento de estruturas

completamente desordenadas após a ligação (Hatzakis, 2014).

https://paperpile.com/c/230aGn/M1pp
https://paperpile.com/c/230aGn/ty56
https://paperpile.com/c/230aGn/ty56
https://paperpile.com/c/230aGn/EVx1
https://paperpile.com/c/230aGn/TQm6
https://paperpile.com/c/230aGn/nzLIs
https://paperpile.com/c/230aGn/EVx1
https://paperpile.com/c/230aGn/mR3N0+nzLIs
https://paperpile.com/c/230aGn/M1pp
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Autores entendem, no entanto, que proteínas podem seguir diferentes trajetórias de

ligação que envolvem múltiplas etapas com barreiras energéticas. Proteínas com muitas

regiões de desordem ou muito flexíveis podem ter mecanismos de ligação que não se

encaixam na classificação acima. Devido a isto, estudos sugerem um modelo de seleção

conformacional estendido no qual a separação entre os eventos do ajuste induzido e da

seleção conformacional não é clara. A seleção conformacional pode ser seguida de um ajuste

induzido e de ajustes mútuos entre os componentes participantes. Como os diferentes

cenários podem mudar os mecanismos de interação, mais recentemente, propõe-se que os

modelos chave-fechadura, ajuste-induzido e seleção conformacional são, na verdade, casos

particulares da seleção conformacional estendida (Chakraborty & Di Cera, 2017). Para

classificar experimentalmente os mecanismos, é necessário, pelo menos, a determinação das

constantes de velocidade de ligação para diferentes concentrações ​​de ligantes (Vogt & Di

Cera, 2013).

a) b) c)

Figura 2.4 Representação esquemática de mecanismos de interação intermoleculares (a)

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

2.3 COMPLEXOS ANTÍGENO-ANTICORPO NO PDB

Há 117 PDB IDs com evidência experimental do Pf em complexo com anticorpos

humanos e de camundongos. Dentre essas estruturas, há uma diversidade de 12 proteínas,

elas são: CyRPA, AMA1, CSP, EBA-175, MSP1, MSP2, Pfs25, PfSUB1, RH5, Pfs48/45,

Fab668, Pfs230, RIFIN, CRT, EMP1, and Pfs230D1M. Na Tabela 2.1 estão as proteínas

https://paperpile.com/c/230aGn/KJKU
https://paperpile.com/c/230aGn/O7Wv
https://paperpile.com/c/230aGn/O7Wv
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disponíveis e as indicações de epítopos nos domínios. Para compreender as influências das

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

que correlaciona a sequência de aminoácidos com o percentual de desordem. Algumas

estruturas, como o peptídeo NANP das proteínas CSP e MSP2, são muito curtas, não sendo

possível realizar a predição de desordem. Além disso, em geral, as regiões N e C terminais

das proteínas são conhecidamente desordenadas.

Tabela 2.1 Estruturas dos complexos antígeno-anticorpo disponíveis no PDB.

Proteína Região do epítopo Desordem (%) IDs PDB
Tipo de
anticorpo Referência

CyRPA

Cysteine-Rich
Protective Antigen
6 bladed domain 0.9 5TIH Mouse (L. Chen et al., 2017)

Cysteine-Rich
Protective Antigen
6 bladed domain 10.36 5EZO Mouse (Favuzza et al., 2017)

- 1.17
7PHW, 7PI7,
7PI2, 7PHV, 7PI3 Mouse (Ragotte et al., 2022)

AMA1

Domain I 5.65 2Q8B, 2Q8A Mouse (Coley et al., 2007)

Domain III 10.0 2J5L Mouse (Igonet et al., 2007)

EBA-175
Region ii Duffy
binding domain 12.13 4QEX, 4K2U Mouse (E. Chen et al., 2013)

MSP1

MSP1-19 6.06 1OB1 Mouse (Pizarro et al., 2003)

MSP1 EGF domain
1 6.06 6XQW Human

(Thouvenel et al.,
2021)

MSP2

C terminal - 5TBD, 4067 Mouse (Seow et al., 2017)

N terminal -
4QXT, 4QY8,
4QYO, 4R3S Mouse (Morales et al., 2015)

https://paperpile.com/c/230aGn/kTKgf
https://paperpile.com/c/230aGn/aP8G4
https://paperpile.com/c/230aGn/1JKk1
https://paperpile.com/c/230aGn/Kshfo
https://paperpile.com/c/230aGn/bruUL
https://paperpile.com/c/230aGn/yzwzv
https://paperpile.com/c/230aGn/GjZ7p
https://paperpile.com/c/230aGn/QSFjW
https://paperpile.com/c/230aGn/zpRXf
https://paperpile.com/c/230aGn/zpRXf
https://paperpile.com/c/230aGn/CxCje
https://paperpile.com/c/230aGn/bQvGF
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Tabela 2.1 Estruturas dos complexos antígeno-anticorpo disponíveis no PDB (continuação).

Proteína Região do epítopo Desordem (%) IDs PDB
Tipo de
anticorpo Referência

Pfs25

Pvs28 EGF domain 1.64

6B08, 6B0A,
6AZZ, 6B0E,
6B0H, 6B0G Human (Scally et al., 2017)

Pvs28 EGF domain 2.17

6PHC, 6PHB,
6PHC, 6PHD,
6PHF Human (McLeod et al., 2019)

PfSUB1
SUB1 protease
Prodomain ProdP9 1.74 4LVN, 4LVO Mouse

(Withers-Martinez et
al., 2014)

RH5

Rh5 coiled-coil
domain 11.67 5MI0 Mouse

(Campeotto et al.,
2017)

3D7 16.17 7PHU Human (Ragotte et al., 2022)

Rh5 coiled-coil
domain 11.03

4U0Q,
4U0R, 4U1G Human

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

Rh5 coiled-coil
domain 16.17

6RCV, 6RCS,
6RCU, 6RCV Human (Alanine et al., 2019)

Pfs48/45

Sexual stage
antigen s48/45
domain 5.88 6H5N Mouse (Lennartz et al., 2018)

6C variant 6.12 7UNB Human (McLeod et al., 2022)

Sexual stage
antigen s48/45
domain 6.47 6E62, 6E63 Mouse (Kundu et al., 2018)

- 3.03 7ZWI Mouse (Ko et al., 2022)

Fab668 Junctional peptide 6PBV Human (Oyen et al., 2020)

Pfs230 - 20.51 7JUM Human (Coelho et al., 2021)

RIFIN

V2 domain 17.22 7KHF, 7KFK Human (Y. Chen et al., 2021)

Immunoglobulin
domain 16.56

7F9L, 7F9M,
7F9N Human (Xie et al., 2021)

CRT CRT-like 6.25 6UKJ Human (Kim et al., 2019)

EMP1
Duffy binding
domain 21.31 5MZA Human (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 antígeno-anticorpo disponíveis no PDB (continuação).

Proteína Região do epítopo Desordem (%) IDs PDB
Tipo de
anticorpo Referência

Pfs230D1M - 20.51 6OHG Mouse (Singh et al., 2020)

CSP

C-terminal a TSR
domain 23.1 6B0S Human (Scally et al., 2018)

NANP repeat
region - 5BKO Human -

- 99.9 6AZM Human (Triller et al., 2017)

- 6AXK, 6AXL Human (Oyen et al., 2017)

NANP5 99.9 6D11, 6D01 Human (Imkeller et al., 2018)

- 99.9 6ULE Human (Murugan et al., 2020)

- 50.0 6MB3 Human (Oyen et al., 2018)

- 99.9 6UUD Mouse (Thai et al., 2020)

- 50.0 6MHG Human (Oyen et al., 2018)

NPNA2 peptide, B
domain -

6WFW, 6W00,
6W05, 6WFW,
6WFX, 6WG1,
6WG2 Human

(Pholcharee et al.,
2021)

NPNA4 - 6WFY Human
(Pholcharee et al.,

2021)

NPNA3 - 6WFZ, 6WG0 Human
(Pholcharee et al.,

2021)

NANP3 - 6D0X Human (Imkeller et al., 2018)

RTS,S/AS01 - 6UC5 Human
(Pholcharee et al.,

2020)

- 93.33

7RD9, 7LKB,
7LKG, 7RAJ,
7RCS, 7RD3,
7RD4, 7RD9,
7RDA Mouse

(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 antígeno-anticorpo disponíveis no PDB (continuação).

Proteína
Região do
epítopo Desordem (%) IDs PDB

Tipo de
anticorpo Referência

CSP

- 36.36

7RXL, 7RXI,
7RXJ, 7RXL,
7RXP, 7S0X Human

(Beutler et al.,
2022)

- -

6B5L,
6B5M, 6B5N,
6B5O, 6B5P,
6B5R, 6B5S,
6B5T Human

(Kisalu et al.,
2018)

NANP5 99.9

6O23, 6O23,
6O24, 6O25,
6O26, 6O28,
6O29, 6O2A,
6O2B, 6O2C,
6ULE, 6ULF,
6VLN Human

(Murugan et
al., 2020)

- - 7K75 Human -

Os domínios das proteínas CSP disponíveis são totalmente desordenados, enquanto há

sete proteínas com desordem acima de 20%. A fim de identificar estudos computacionais

antígeno-anticorpo já desenvolvidos, uma busca no Google Acadêmico relacionando os PDB

IDs com a palavra-chave “Molecular Dynamics” mostra que dentre os complexos disponíveis

na Tabela 2.1, apenas 16 aparecem citados em artigos de estudos teóricos, mas, em sua

maioria, a DM não é o principal método utilizado. O foco principal desses trabalhos consiste

em modelagem por homologia, docagem molecular e utilização de DM como informação de

apoio a outros métodos. Em sua maioria, os PDBs IDs buscados também não são foco

principal dos trabalhos em que são citados, aparecendo de maneira secundária como

referências ou exemplificações.

Foram encontradas simulações de DM das estruturas 2Q8B, 2J5L, 6B0S, 1OB1 e

5MZA, devido o método não ser o objetivo central dos trabalhos, alguns resultados de DM

para essas proteínas não estão disponíveis.

Dentre as estruturas para as quais encontramos simulações, 2Q8A e 2J5L correspondem

aos domínios I e III da AMA1, respectivamente. A 2Q8B é 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 fármacos (Nguyen et al., 2022) e

verificação do potencial mimetizado de interações com simulações de docagem de proteínas.

Também foi usada para testar ferramentas de alinhamento de sequência para comparação de

modelos de proteínas (Beaudoin et al., 2021).

Diferentes domínios da proteína CSP foram utilizados em estudos. Fernández-Quintero

et al., 2022 (Fernández-Quintero et al., 2022) realizaram o DM da estrutura 6B0S, que

corresponde a uma região C-terminal, com um conjunto de estruturas para caracterização de

transições conformacionais entre estruturas ligadas e não ligadas. Os domínios I de 6AZM,

6AXK foram usados ​​em um estudo de cristalografia (Oyen et al., 2020) e microscopia

crioeletrônica para comparação de referenciais teóricos e experimentais (Oyen et al., 2018).

A estrutura 6D01 foi utilizada como modelo para alinhamento de hélice transmembrana a

partir da orientação por DM (Nivedha et al., 2023).

O PDB ID 1OB1, domínio I da proteína MSP1, foi a estrutura inicial de uma simulação

DM combinada com docagem molecular para entender as interações do complexo

proteína-anticorpo (Serrano et al., 2009). A 5TBD, região C-terminal da proteína MSP2, foi

usada como modelo para a construção de peptídeos homodímeros para simulação de DM

(Seow et al., 2021).

O anticorpo do complexo 6B5L foi utilizado em estudo de vacina polipeptídica para

docagem molecular com os epítopos 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).

(Mahita et al., 2022) realizam um estudo de modelagem estrutural, docagem e análise

de interações antígeno-anticorpos com diversos complexos, dentre eles o 6AZZ da proteína

Pfs25.

Apenas o trecho CD147 da proteína RH5, de ID 4U0Q, foi usado para determinar o

sítio de ligação para posterior docagem e DM (Helal et al., 2022). Esta proteína também faz

parte de estudos para construção de uma vacina multiepítopo (Bemani et al., 2020).

O estudo de (Kim et al., 2021) indica que a proteína CRT, de ID 6UKJ, participa do

transporte de múltiplas drogas envolvidas na resistência a doenças infecciosas, e (Wicht et al.,

2022) realizam modelagem molecular a partir da mesma estrutura. O domínio de interação da

5MZA, da proteína EMP1, 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 não era relacionado à malária (Kciuk et al., 2022; Mosharaf et al., 2022) (Godara et

al., 2022). Por fim, a 4LVN, que corresponde a proteína PfSUB1 foi utilizada em um estudo

de docagem (Gogoi et al., n.d.).

É possível concluir que ainda há muito a ser explorado no campo dos estudos

computacionais para entender a dinâmica das proteínas da malária, especificamente do Pf; a

dinâmica conformacional e interações com anticorpos são questões cruciais as quais estudos

de DM podem contribuir para o desenvolvimento de vacinas e descoberta de alvos. Várias

proteínas da malária permanecem pouco estudadas, citadas de maneira secundária e não

utilizadas como objeto principal de trabalhos robustos de DM. Também coloca-se em

perspectiva que fatores que contribuem para este cenário são as complexidades técnicas ainda

a serem superadas em estudos e análises 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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CAPÍTULO 3

3. DINÂMICA MOLECULAR

Dinâmica Molecular (DM) é a denominação do conjunto de métodos de simulação

computacional para estudo de sistemas atômico-moleculares, levando em consideração a

movimentação das partículas individuais (átomos, moléculas) e condições termodinâmicas.

As simulações de DM permitem estudar a evolução temporal das configurações constituintes

de um sistema e, a partir das posições geradas e usando conceitos de mecânica estatística,

calcular propriedades observáveis macroscópicas. As trajetórias são obtidas frequentemente

pela resolução numérica de equações de movimento de Newton da mecânica clássica com

passos de tempo discretos (são obtidos, assim, coordenadas e momentos conjugados do

sistema, ao longo do tempo) (L. Martínez et al., 2007). Desta forma, a DM é uma ferramenta

importante para a compreensão de movimentos moleculares complexos, como a variabilidade

conformacional de macromoléculas, em particular de proteínas. Métodos experimentais

podem ser utilizados para orientar e inspirar as simulações, enquanto estas fornecem uma

perspectiva complementar microscópica para fenômenos observados experimentalmente

(Salo-Ahen et al., 2020). Softwares amplamente utilizados em DM são GROMACS

(Abraham et al., 2015), Amber (Case et al., 2021) e NAMD (Fiorin et al., 2020).

A produção de uma DM depende de diversas etapas para obter uma representação

adequada das posições e velocidades das partículas. Estas etapas envolvem técnicas

específicas, desde a montagem da caixa de simulação, com íons e configurações iniciais do

sistema, até cálculo das forças, movimento das partículas e controle da simulação, 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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Figura 3.1 Etapas da simulação de Dinâmica Molecular. Adaptado de (L. Martínez et al.,

2007).

3.1 CAMPOS DE FORÇA

Dadas as configurações iniciais, a sequência de configurações geradas para o sistema

depende de uma representação adequada do potencial de interação entre os átomos. O

conjunto de parâmetros e formas funcionais usados para calcular os potenciais de interação

de um sistema é chamado de campo de força (Karplus & McCammon, 2002). Os campos de

força são expressões matemáticas que descrevem a dependência da energia de um sistema

com as coordenadas de suas partículas. Os parâmetros são obtidos a partir dos cálculos

mecânico-quânticos ab initio e semi-empíricos, ou pelo ajuste de dados experimentais

(González, 2011).

A maioria dos campos de força tem 5 termos com interpretações físicas: 1)

Deformações de comprimento de ligação, associados a ligações covalentes; 2) torções 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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ângulos entre ligações; 3) rotação de ângulos diedrais; 4) termos associados a diedros

impróprios, para modelar grupos com geometria plana e quiralidade (Monticelli & Tieleman,

2013); 5) os chamados termos não-ligados, que descrevem as interações eletrostáticas e de

van der Waals (dispersão e repulsão) dependentes da distância entre átomos de moléculas

distintas ou distantes em uma mesma molécula. A função de energia é, portanto, a soma de

todos estes termos, como representado na Equação 1,

Eq.1𝐸 =  
𝑙𝑖𝑔𝑎çõ𝑒𝑠

∑ 𝐸
𝑑𝑒𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎çõ𝑒𝑠

+
â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠

∑ 𝐸
𝑓𝑙𝑒𝑥ã𝑜 

+
𝑑𝑖𝑒𝑑𝑟𝑜𝑠

∑ 𝐸
𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜

+
𝑖𝑚𝑝𝑟ó𝑝𝑟𝑖𝑜𝑠

∑ +
𝑝𝑎𝑟𝑒𝑠

∑ 𝐸
𝑛ã𝑜−𝑙𝑖𝑔𝑎𝑑𝑜𝑠

 

onde cada termo depende das coordenadas de subconjuntos de átomos na simulação para os

quais os os termos se aplicam.

Os campos de força de DM mais utilizados na simulação de proteínas são: 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 força all atom do

conjunto CHARMM e é a base de todas as suas demais atualizações de campos de força

atomísticos, como CHARMM22/CMAP (Mackerell et al., 2004), CHARMM27 (MacKerell

et al., 2000), CHARMM36 (Best et al., 2012) e CHARMM36m (Huang et al., 2017).

Primariamente, sua parametrização utilizou simulações de fase gasosa e ajustes da mecânica

quântica com interações de fragmentos biomoleculares e água para obter cargas parciais. O

campo de força CHARMM36 é um dos mais utilizados para a simulação de proteínas, com

aditivo do potencial CMAP, que refina as características da distribuição dos ângulos de torção

φ, ψ da cadeia principal da proteína. O CHARMM36m é um refinamento com maior precisão

na geração de conjuntos conformacionais de estrutura polipeptídica para peptídeos e IDPs,

parametrizado para melhor reproduzir regiões flexíveis (Mackerell, 2004), (Best, 2019). Este

campo de força obteve a amostragem de estruturas secundárias em 𝛼-hélice em IDPs em

concordância significativa com dados de Ressonância 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 ESTATÍSTICOS

No estudo de sistemas dentro da aproximação clássica, as Leis de Movimento de

Newton são utilizadas para prever a posição espacial de cada átomo em função do tempo, e as

acelerações são obtidas a partir das forças do sistema molecular (Hollingsworth & Dror,

2018). A equação de movimento para um sistema de N partículas pode ser formulada como a

seguinte equação diferencial de segunda ordem para cada partícula (Eq. 2),

Eq. 2𝑚
𝑖
 𝑎

𝑖
(𝑡) = 𝐹

𝑖
(𝑟

𝑖
(𝑡),..., 𝑟

𝑁
(𝑡)) 

onde é a massa da partícula, é a aceleração da partícula i no instante t, e é a𝑚
𝑖

𝑎
𝑖
(𝑡) 𝐹

𝑖
(𝑡)

força atuando sobre a partícula, que depende das coordenadas de todas as partículas do

sistema, no instante t.{𝑟
𝑖
(𝑡)}

Em particular, percorremos o tempo, calculando repetidamente as forças em cada

átomo e depois usando essas forças para atualizar a posição e a velocidade de cada átomo em

um instante de tempo posterior, assumindo acelerações constantes no intervalo de tempo.

Assim, as trajetórias podem ser propagadas no tempo usando integração numérica das

equações 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 resolução das equações diferenciais.

No algoritmo de Verlet, a evolução temporal é obtida utilizando as posições e

acelerações dos átomos no tempo e do passo anterior. Se , é a posição do átomo i no𝑡 𝑟
𝑖
(𝑡)

instante t, as posições em um tempo posterior são dadas pela Eq. 3,(𝑡 + Δ𝑡)

, Eq. 3𝑟
𝑖
(𝑡 + Δ𝑡) ≃− 𝑟

𝑖
(𝑡 − Δ𝑡) + 2𝑟

𝑖
(𝑡) + Δ𝑡2

𝑚 𝐹
𝑖
(𝑡)

onde m é a massa da partícula e é o passo de tempo da integração numérica.∆𝑡

A modificação leap-frog do algoritmo de Verlet é implementada no software

GROMACS como padrão. Neste algoritmo, a velocidade é calculada explicitamente e há uma

maior precisão numérica, em que são utilizadas a posição e a força no tempo e a velocidade𝑡

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 . O nome deste algoritmo, “salto do sapo”, faz𝑡 + 1

2 Δ𝑡

referência ao fato de que a velocidade salta sobre coordenada para fornecer o próximo valor

de meio passo da velocidade, que é então usado para calcular as novas posições (Hug, 2013).

Enquanto as partículas se movimentam, para que as simulações gerem conjuntos de

estruturas representativos de condições termodinâmicas experimentais, é possível manter

parâmetros macroscópicos constantes. Dependendo de quais variáveis de estado são mantidas

fixas, diferentes conjuntos estatísticos podem ser gerados, os chamados ensembles. Um

ensemble é um conjunto de réplicas do sistema que permite o cálculo de diversas funções

termodinâmicas a partir das flutuações das propriedades no conjunto gerado. Cada ensemble

corresponde a equações de estado que diferem entre si pela forma como são geradas as

coordenadas e o momento das partículas, nas simulações. Comumente, os conjuntos NVT,

NVE, NPT, NpT e μVT são empregados, mantendo constantes funções diferentes de acordo

com as propriedades que se deseja calcular, sendo Temperatura, Volume, Energia, Pressão e

número de partículas. (S. (johnathan) Tan et al., 2020).

Como as estruturas de biomoléculas, em particular aquelas que apresentam desordem

intrínseca, possuem alta diversidade conformacional, os custos computacionais para explorar

o espaço conformacional são altos. Qualquer observável é uma média sobre o conjunto de

estruturas heterogêneas, o que dificulta o uso de técnicas convencionais de química estrutural.

Dessa forma, métodos de amostragem ampliada são importantes para obter conjuntos de

conformações consistentes com as estruturas proteicas em solução (Best, 2017; Fatafta et al.,

2021).

3.3 DINÂMICA MOLECULAR COM AMOSTRAGEM AMPLIADA

Alguns trabalhos indicam que uma boa amostragem é mais determinante para a

qualidade dos resultados de uma simulação do que os detalhes dos campos de força utilizados

(Shrestha et al., 2021). O problema de amostragem em simulações moleculares pode ser

minimizado por métodos de simulação com amostragem ampliada. Esses métodos modificam

as simulações para permitir a amostragem de porções maiores do espaço conformacional em

sistemas complexos. No caso de proteínas muito flexíveis, a DM pode, a princípio, fornecer

https://paperpile.com/c/230aGn/uUet
https://paperpile.com/c/230aGn/V1Bql
https://paperpile.com/c/230aGn/fKpUN+K8hOq
https://paperpile.com/c/230aGn/fKpUN+K8hOq
https://paperpile.com/c/230aGn/xvhCQ
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uma boa amostragem da variabilidade conformacional, no entanto é necessário que a

simulação não fique presa em conformações não representativas, em mínimos locais de

energia (Liao, 2020).

Hénin et al., 2022 (Hénin et al., 2022) indicam que a eficiência dos métodos de

amostragem ampliada depende da aplicação, da escolha dos parâmetros e da experiência do

pesquisador. Os métodos de amostragem ampliada podem ser classificados pela adoção ou

não de variáveis coletivas (VC), e pela exploração da paisagem de energia livre ao longo da

trajetória.

Os métodos que não adotam VC (CV-Free) amostram configurações biomoleculares

sem conhecimento a priori da coordenada de reação; eles são úteis para explorar possíveis

caminhos de transição estrutural e determinar possíveis estados intermediários insuspeitos. É

realizado um passeio aleatório no espaço de energia potencial para superar a dificuldade de

sistemas complexos com muitos graus de liberdade (Miao & McCammon, 2016). Estes

métodos englobam simulações que exploram flutuações térmicas para aumentar a frequência

de superação 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

têmpera de soluto (Replica Exchange Solute Tempering) (Wang et al., 2011), DM acelerada

(Accelerated Molecular Dynamics) (Hamelberg et al., 2004) e dinâmica molecular de

langevin autoguiada (Self-guided Molecular Dynamics) (Wu et al., 2016).

Métodos baseados em coordenadas de reação (ou variáveis coletivas - CV-Based), são

métodos em que alguma força é adicionada ao sistema para induzir o movimento na direção

da VC de interesse. Essas técnicas podem explorar o conhecimento dos estados finais para

encontrar o caminho mínimo de energia livre, exploram também a diferença de energia entre

estados fora do equilíbrio (Out-of-equilibrium/Driven methods), como DM dirigida (Steered

Molecular Dynamics) (Izrailev et al., 1999) e perturbação de energia livre (Free Energy

Pertubation - FEP) (Kollman, 1993), e também a adição de um viés às forças interatômicas

para potencializar a população de regiões de alta energia livre (Harpole & Delemotte, 2018),

como métodos baseados em distribuição de potencial e probabilidade, os mais conhecidos são

a amostragem guarda-chuva (Umbrella Sampling - US) (Torrie & Valleau, 1977) e

metadinâmica (MTD) (Liao, 2020).

Estes métodos nos quais é necessário definir uma coordenada de reação amostram um

espaço de configurações bem definido. Métodos como a força de viés adaptativa (Adaptive

https://paperpile.com/c/230aGn/3Hp5S
https://paperpile.com/c/230aGn/cKHsy
https://paperpile.com/c/230aGn/CKb9
https://paperpile.com/c/230aGn/sQPx
https://paperpile.com/c/230aGn/9se8
https://paperpile.com/c/230aGn/NWiC
https://paperpile.com/c/230aGn/eXXw
https://paperpile.com/c/230aGn/FThF
https://paperpile.com/c/230aGn/VwWq
https://paperpile.com/c/230aGn/4jfW
https://paperpile.com/c/230aGn/V0ru
https://paperpile.com/c/230aGn/3Hp5S
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Biasing Force) (Darve et al., 2008) consistem em um potencial decorrente da força média que

se adapta à resistência que o meio exerce à evolução de um sistema agindo em uma

determinada direção; Os métodos fora do equilíbrio envolvem forçar o sistema a seguir um

caminho predeterminado para uma VC ou um parâmetro alquímico (Hénin et al., 2022), em

que, por exemplo, o sistema no estado A é transformado no estado B por interpolação. E, por

fim, as simulações enviesadas favorecem a amostragem de regiões de maior estabilidade

termodinâmica, ou, no caso de serem desconhecidas, nivelam a amostragem para uma

distribuição mais uniforme. Desta forma, uma distribuição de probabilidade distinta do alvo é

amostrada, de modo que a proporção das duas distribuições seja conhecida ou estimada

numericamente. O objetivo é focar nas configurações que mais contribuem para quaisquer

médias de interesse.

Dentre os métodos de amostragem ampliada apresentados, REMD, US e MTD são

extensamente conhecidos em estudos de simulações de proteínas (Sinha et al., n.d.), (Schor et

al., 2016), (Bernetti et al., 2017), (Zhang et al., 2012). MTD e REMD possuem conjuntos de

diferentes variações que são utilizadas de acordo com o sistema a ser analisado e as

aplicações necessárias. Além disso, é comum que se opte por métodos híbridos, a

combinação de métodos com amostragem ampliada com diferentes princípios (Kobayashi et

al., 2017). É importante destacar que a escolha dos métodos também depende do poder

computacional disponível. Neste trabalho vamos destacar a troca de réplicas hamiltonianas.

https://paperpile.com/c/230aGn/vj86
https://paperpile.com/c/230aGn/cKHsy
https://paperpile.com/c/230aGn/cMCGE
https://paperpile.com/c/230aGn/V4V8j
https://paperpile.com/c/230aGn/V4V8j
https://paperpile.com/c/230aGn/piTz6
https://paperpile.com/c/230aGn/e7g2b
https://paperpile.com/c/230aGn/3mTh
https://paperpile.com/c/230aGn/3mTh
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Figura 3.2 Classificação de métodos de amostragem ampliada baseados no uso de variáveis

coletivas. Adaptado de (Harpole & Delemotte, 2018). Onde (F) é o estado fechado ou

enovelado, (I) é o intermediário e (A) é 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) é um

método em que réplicas independentes do sistema são simuladas por DM, e há a tentativa de

intercâmbio entre as estruturas das simulações paralelas. Na REMD, tentativas de trocas de

réplicas em diferentes temperaturas são feitas periodicamente, e as trocas são aceitas ou

rejeitadas pelo critério Metropolis (Metropolis et al., 1953), que garante uma condição de

https://paperpile.com/c/230aGn/4jfW
https://paperpile.com/c/230aGn/rI7Tz
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equilíbrio detalhada em que as probabilidades de transição entre quaisquer dois estados do

sistema é igual nos sentidos direto e inverso, em função de suas populações. As

probabilidades de cada estado, por sua vez, são calculadas usando a distribuição de

Boltzmann de acordo com a energia potencial de cada sistema (Eq. 6):

Eq. 6𝑃(𝑖→𝑗)
𝑃(𝑗→𝑖) = 𝑒−(𝑉𝑗−𝑉𝑖)/𝑘𝑇

onde e são as energias potenciais das configurações, k é a constante de Boltzmann, e T𝑉𝑗 𝑉𝑖

é a temperatura. O critério de Metropolis consiste em:

Se , então j aceito com P = 1;𝑃
𝑗

> 𝑃
𝑖

Se , então j aceito com .𝑃
𝑗

< 𝑃
𝑖

𝑃𝑗
𝑃𝑖

Se uma tentativa de intercâmbio é bem sucedida, as temperaturas das réplicas

envolvidas são trocadas e as velocidades são reescalonadas (Peng et al., 2014). As trocas

ocorrem com alguma probabilidade apreciável quando há sobreposição de energias potenciais

entre simulações adjacentes e selecionadas. Uma taxa de troca de 30% é adequada (Qi et al.,

2018). Assim, uma vantagem do REMD é que a probabilidade de troca é rapidamente

determinada pelas características do sistema e seus movimentos aceitos por pesos estatísticos

conhecidos (Hénin et al., 2022).

Dentre as técnicas de REMD, a troca de réplicas por modificação de temperatura

(TREMD) e o REMD hamiltoniano (HREMD) são as mais conhecidas. O método HREMD,

utilizado neste trabalho, é uma forma mais geral de amostragem replicada envolvendo trocas

entre diferentes hamiltonianos; enquanto o TREMD acelera a amostragem variando o

parâmetro de temperatura. O HREMD tem a vantagem de melhorar a amostragem com

potenciais de escala, e permitir a aceleração de subconjuntos do sistema. Desta forma,

parte-se de réplicas independentes modificando os potenciais, utilizando o Hamiltoniano

como réplica-coordenada, mas permitindo o intercâmbio entre os respectivos conjuntos

(Voronin et al., 2020). O Hamiltoniano é perturbado e variado entre réplicas, e a energia

potencial é dimensionada podendo ser direcionada a partes específicas do sistema (Bernardi

et al., 2015). O número de réplicas é selecionado de acordo com o tamanho do sistema e a

diferença entre os estados mais altos e mais baixos (Bussi, 2014).

https://paperpile.com/c/230aGn/k7vBH
https://paperpile.com/c/230aGn/uTkSB
https://paperpile.com/c/230aGn/uTkSB
https://paperpile.com/c/230aGn/cKHsy
https://paperpile.com/c/230aGn/KzJtZ
https://paperpile.com/c/230aGn/3Shyu
https://paperpile.com/c/230aGn/3Shyu
https://paperpile.com/c/230aGn/jRqCH
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Os potenciais são escalados por fatores < 1, e são relacionados por aproximação ao

fator de temperatura (Figura 3.3).

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

Há uma gama de softwares que permitem aos usuários executar e analisar

simulações de amostragem ampliada com ênfase em biomoléculas. Estes programas são

compostos por conjuntos de campos de força e conjunto de programas de simulação (Qi et

al., 2018), e extensões podem ser utilizadas para aceleração da amostragem, como é o caso do

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

https://paperpile.com/c/230aGn/uTkSB
https://paperpile.com/c/230aGn/uTkSB
https://paperpile.com/c/230aGn/GJsjJ
https://paperpile.com/c/230aGn/yrJbQ


47

CAPÍTULO 4

4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 ANÁLISE ESTRUTURAL

Igonet e colaboradores (Igonet et al., 2007) determinaram a estrutura cristalográfica

de um trecho do domínio III da proteína AMA1, região indicada como de interação

antigênica com os anticorpos. Este epítopo em complexo com a região de variabilidade do

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

Figura 4.1 Estrutura do complexo (PDB id. 2J5L). Epítopo do Domínio III da PfAMA1 em

verde e cadeias do anticorpo em roxo e laranja.

A região Fab do anticorpo monoclonal F8.12.19 recombinante reconhece o epítopo

conformacional localizado no domínio III, e ambas as estruturas são apresentadas em

complexo. Este anticorpo foi construído para a região ectoplasmática da AMA1 do

Plasmodium vivax, e apresentou reação cruzada com homólogos de outras espécies de

Plasmodium, dentre eles, o falciparum, foco deste trabalho.

https://paperpile.com/c/230aGn/yzwzv
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O epítopo foi submetido a análise 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 software GROMACS 2019.4

utilizando o campo de força CHARMM36m e modelo de água TIP3P-CHARMM modified

(Huang et al., 2017), a partir da construção de três sistemas: 1) epítopo isolado da estrutura

2J5L em água; 2) anticorpo livre em água; e 3) complexo antígeno-anticorpo (Figura 4.2). As

caixas de simulação foram geradas utilizando o comando solvate do software Packmol (J. M.

Martínez & Martínez, 2003; L. Martínez et al., 2009), que permite adicionar os íons Na+ e Cl-

necessários para neutralização e indicar uma tolerância de 2Å entre átomos, minimizando as

interações repulsivas entre os átomos na configuração inicial. O tempo de equilibração foi de

1 ns para cada sistema e foram realizadas as simulações HREMD para os três sistemas com

10 réplicas com mesma estrutura inicial. No mínimo, houve quatro simulações-teste

sucessivas de 50 ns, escalonadas com λ entre 0.6 e 1.0, em intervalos em torno de 0.3. O λ =

1.0 refere-se às réplicas não-perturbadas. No sistema A, o escalonamento foi aplicado em

todo o epítopo enquanto nos sistemas B e C o escalonamento foi concentrado apenas nas

regiões correspondentes às 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 simulações HREMD de 500ns, totalizando 5 µs de simulação para

cada sistema e tentativas de trocas a cada 1000 passos, considerando todas as réplicas.

https://paperpile.com/c/230aGn/JyTQC
https://paperpile.com/c/230aGn/JyTQC
https://paperpile.com/c/230aGn/kTKgf
https://paperpile.com/c/230aGn/5y4ZC
https://paperpile.com/c/230aGn/qIK2F+w4d6
https://paperpile.com/c/230aGn/qIK2F+w4d6
https://paperpile.com/c/230aGn/uTkSB
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Sistemas A B C

/ réplicaλ 1.0
0.96
0.92
0.89
0.86
0.82
0.79
0.76
0.73
0.71

1.0
0.96
0.92
0.89
0.86
0.82
0.79
0.76
0.73
0.71

1.0
0.96
0.92
0.89
0.86
0.82
0.79
0.76
0.73
0.71

réplicas 10 réplicas 10 réplicas 10 réplicas

Tempo/réplica 500 ns 500 ns 500 ns

Figura 4.2 Sistemas submetidos à simulação de Dinâmica Molecular e os parâmetros de

escalonamento usados na troca de réplicas hamiltonianas.

4.2 MOBILIDADE PROTEICA

A raiz do desvio quadrático médio (Root Mean Square Deviation - RMSD) é uma

medida da distância média entre átomos de estruturas sobrepostas. Neste caso, o RMSD foi

calculado com relação à estrutura cristalográfica.

A raiz quadrada da flutuação quadrática média (Root Mean Square Fluctuation -

RMSF) é uma medida de flexibilidade por átomo, ou por resíduo, da cadeia, que mostra as

coordenadas de oscilação dos trechos de uma proteína em torno de uma estrutura de
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referência. Esta medida é útil para visualizar quais resíduos estão 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 equações usuais,

Eq. 8𝑅𝑀𝑆𝐷 =  1
𝑛

𝑖=1

𝑛

∑ (𝑥
𝑖𝑡

−  𝑥
𝑖𝑡

0

)
2

+  (𝑦
𝑖𝑡

−  𝑦
𝑖𝑡

0

)2 +  (𝑧
𝑖𝑡

− 𝑧
𝑖𝑡

0

)2

Eq. 9𝑅𝑀𝑆𝐹 =  1
𝑡

𝑖=1

𝑡
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𝑖
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𝑖
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2
+  (𝑦

𝑖
𝑟𝑒𝑓 −  𝑦

𝑖
)

2
+  (𝑧

𝑖
𝑟𝑒𝑓 − 𝑧

𝑖
)

2

onde n é o número total de átomos e as coordenadas x, y e z em diferentes instantes e .𝑡 𝑡
0

Uma forma de verificar a influência da fração de subconjuntos estruturais no RMSD e

no RMSF é utilizando o software MDlovoFit (L. Martínez, 2015). Altos valores de RMSD e

RMSF nem sempre refletem a variabilidade estrutural de forma clara, uma vez que os

cálculos envolvendo alinhamento de estruturas rígidas são sensíveis às flutuações

conformacionais de seus subconjuntos.

Para verificar se os valores correspondem a flutuações globais ou apenas a pequenos

subgrupos estruturais, o MDlovoFit utiliza a teoria de otimização de menor valor ordenado

(Low-Order-Value-Optimization - LOVO) (Andreani et al., 2008), que minimiza o valor

mínimo de uma função objetivo de um conjunto de funções concorrentes no mesmo domínio.

Os alinhamentos para subconjuntos da proteína são realizados detectando automaticamente

átomos com menor RMSD para diferentes frações do número total de carbonos-𝛂 (C𝛂).

Essas análises permitem observar o período de equilíbrio, a qualidade das simulações,

agrupar conformações semelhantes, e verificar a estabilidade de uma estrutura na escala de

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

4.3 ÁREA DE SUPERFÍCIE ACESSÍVEL AO SOLVENTE

A área de superfície acessível ao solvente (Solvent Accessible Surface Area - SASA) foi

calculada através da implementação gmx sasa do software GROMACS 2019.4 (Eisenhaber et

https://paperpile.com/c/230aGn/k1B5k
https://paperpile.com/c/230aGn/O3qTE
https://paperpile.com/c/230aGn/lZzU9
https://paperpile.com/c/230aGn/gk26q
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al., 1995). Esta análise é especialmente importante em estudos envolvendo IDPs devido a

dependência da antigenicidade de resíduos da acessibilidade ao solvente e aos seu parceiros,

já que as interações realizadas por epítopos desordenados envolvem SASAs maiores do que

aquelas realizadas por epítopos estruturados, tendo relação com uma maior especificidade nas

interações (MacRaild et al., 2016).

De acordo com (Marsh & Teichmann, 2011), a análise de SASA também permite

prever a magnitude das mudanças conformacionais induzidas por interações a partir da

chamada SASA relativa ( para estados livres e ligados da molécula, que quando𝑆
𝑟𝑒𝑙

)

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

foi calculada como indicado na Eq. 10 ,𝑆
𝑟𝑒𝑙

Eq. 10𝑆
𝑟𝑒𝑙

 =  
𝑆𝐴𝑆𝐴

𝑡

𝑆𝐴𝑆𝐴
𝑐

onde é o SASA obtido ao longo da trajetória de DM em relação ao , obtido da𝑆𝐴𝑆𝐴
𝑡

𝑆𝐴𝑆𝐴
𝐶

pose cristalográfica.

4.4 ANÁLISE DE AGRUPAMENTOS POR MÉTODOS HIERÁRQUICOS

As conformações obtidas foram clusterizadas utilizando a análise de agrupamentos por

métodos hierárquicos (Hierarchical Clustering Analysis - HCA). Esta é uma análise não

supervisionada de reconhecimento de padrões com base no perfil multivariado das amostras.

As amostras são agrupadas em árvores hierárquicas em que os comprimentos das linhas, que

seriam os “galhos das árvores”, indicam as similaridades entre elas, sendo assim é uma

análise útil para visualização de amostras com comportamento diferenciado no conjunto de

dados ou na trajetória de DM. O HCA é uma método aglomerativo que considera cada pose

como um grupo unitário e, a partir dela, o agrupamento é realizado sistematicamente

(Ferreira, 2015). A principal forma de determinar o quanto as conformações são semelhantes

é sua proximidade no espaço 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 trajetória.

https://paperpile.com/c/230aGn/gk26q
https://paperpile.com/c/230aGn/qhGdP
https://paperpile.com/c/230aGn/AsfeV
https://paperpile.com/c/230aGn/2dF9o
https://paperpile.com/c/230aGn/N34zV
https://paperpile.com/c/230aGn/McZEO
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A distância entre os agrupamentos é calculada por uma combinação linear da soma dos

quadrados das distâncias do centróide médio de cada grupo (Eq. 11),

Eq. 11𝑑
(𝐴𝐵)𝐶
2 =  
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onde n é o número de objetos existentes em cada grupo de cada tipo, e d é a distância entre o

grupo AB e o grupo C. Os dois grupos que tiverem o menor acréscimo na soma quadrática

total são unidos. A clusterização permite identificar os grupos mais relevantes, a variabilidade

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

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 ANÁLISE ESTRUTURAL

A Figura 5.1 mostra o gráfico de desordem da proteína PfAMA1 obtida pelo

servidor DISOPRED3. As regiões desordenadas são consideradas acima da pontuação de 0.5.

A literatura indica que esta proteína tem cerca de 27% de desordem (Guy et al., 2015), e

como observado na Figura 5.1, os domínios II e III contribuem significativamente para este

número. O domínio III, onde fica localizado o epítopo da estrutura PDB:2J5L, tem uma

contribuição de 10% de desordem e corresponde à região de pico do gráfico com sequência

de aminoácidos de 479 a 512.

Figura 5.1 Estimativa de desordem obtida pelo servidor DISOPRED3 para a proteína

PfAMA1. Regiões com pontuação maior que 0.5 são consideradas desordenadas.

Considerando que este epítopo é localizado em uma região que possui uma

contribuição de desordem razoável e a importância deste fenômeno nas proteínas da malária,

através da DM também é possível compreender o quanto essas regiões altamente flexíveis

foram determinantes para a variabilidade conformacional do epítopo e sua interação com o

anticorpo.

https://paperpile.com/c/230aGn/wHoW5
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5.2 DINÂMICA MOLECULAR

5.2.1 Mobilidade protéica do epítopo da PfAMA1

É possível comparar a flexibilidade do epítopo livre e do epítopo em complexo com o

anticorpo para verificar a influência da proteína parceira na sua mobilidade.

Na Figura 5.2 estão as densidades de RMSDs do epítopo no estado livre e ligado e do

Raio de Giro (RG) versus RMSD do epítopo. O gráfico na Figura 5.2a mostra que, nos dois

estados, as dispersões dos valores de RMSD estão próximas e há uma amostragem razoável

de RMSDs próximos aos valores de até 0.25 nm, o que ainda é considerado a reprodução do

modo de ligação da pose cristalográfica (Kirchmair et al., 2008). Isto pode ser indicativo da

relevância funcional desta pose. Ainda é possível dizer que a proximidade da sobreposição

nas dispersões indica que, no estado livre, o epítopo apresenta conformações com RMSDs

também observados em estado ligado. A maior diferença de RMSDs entre esses dois estados

situa-se na região do gráfico de 0.5 nm até 1.0 nm, que corresponde à conformações

acessadas apenas em estado livre, como mostra a curva em roxo.

https://paperpile.com/c/230aGn/mutN
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a)

b)

c)

Figura 5.2 (a) Densidade de probabilidade do RMSD do epítopo livre (azul claro) e ligado

(azul escuro); e densidades de RMSD em função da densidade do RG para o epítopo (b) livre

e (c) ligado.
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As Figuras 5.2b e 5.2c mostram a evolução da dinâmica conformacional baseada nas

variações de RMSD em função do RG. Embora, no epítopo livre, estruturas com RMSDs

próximos à pose cristalográfica tenham sido amostradas com frequência, outras regiões do

espaço conformacional também foram acessadas. A variabilidade do epítopo 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 regiões de maior mobilidade proteica são indicadas em vermelho.

Na Figura 5.3a é possível observar que 60% dos resíduos do epítopo livre podem ser

sobrepostos com desvios menores que 0.1 nm (1Å), enquanto no estado ligado (Figura 5.3b),

o percentual sobe pra 80% dos resíduos alinhados, mostrando que houve aumento da

estruturação do epítopo com a complexação. As regiões de maior mobilidade no epítopo em

estado livre (Figura 5.3c) são três, sendo uma correspondente às IDRs da AMA1. Desta

forma, é possível observar que no estado ligado (Figura 5.3d), duas regiões da IDR foram

estabilizadas com a presença do anticorpo, os resíduos de Lys489 a Pro494, que fazem

interação direta no complexo, e a região de alça próximo a C-terminal, que corresponde aos

resíduos de Ile479 a Leu488.
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a) b)

c) d)

Figura 5.3 Frações de resíduos alinhados no epítopo (a) livre e (b) ligado e as respectivas

contribuições dos subconjuntos estruturais para o epítopo (c) livre e (d) ligado. IDRs em

vermelho e região de interação com anticorpo indicada pela seta.

a) b)

Figura 5.4 RMSF para o epítopo (a) livre e (b) ligado.
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Os RMSFs em que são indicadas a contribuição de cada resíduo para a flutuação do

epítopo, mostrados na Figura 5.4, corroboram a estruturação de toda a região de resíduos 479

a 488, que inclui a 𝛼-hélice, e a região 489 a 494 de interação com o anticorpo. A maior

mobilidade nos dois estados está relacionada com as regiões terminais e de loop separando as

estruturas secundárias em fita-𝛽, embora a estrutura livre se mostre mais flexível que a

estrutura ligada (Figura 5.4a).

Ainda é possível comparar essas regiões flexíveis com o fator-B da estrutura

cristalográfica. Também chamado de fator de temperatura ou de deslocamento atômico, este

parâmetro está relacionado com a flexibilidade ou rigidez de átomos e cadeias, baseadas na

atenuação de raios-X causada pelo movimento térmico (Sun et al., 2019). Os resultados

observados para o epítopo são consistentes com o gráfico do fator-B (Figura 5.5) em que

temos a região de interação com o anticorpo, próximo ao resíduo de 490, bem descrita e mais

estruturada que as demais regiões, e o pico mais predominante que corresponde à alça

próximo à região terminal que se mantém flexível nos dois estados observados.

Figura 5.5 Fator-B do epítopo na estrutura cristalográfica PDB id. 2J5L.

Na Figura 5.6 há a densidade de valores de RMSD da região que realiza interação com

o anticorpo (Lys489-Pro494) para o epítopo em ambos os sistemas. No complexo, uma

distribuição mais concentrada e que não difere muito da pose cristalográfica é observada,

enquanto que para o epítopo livre há valores mais dispersos, acessando regiões até maiores de

0.2 nm. Isto reforça as observações acima de que a interação com o anticorpo proporcionou

uma estruturação desta região no complexo.

https://paperpile.com/c/230aGn/2mZc
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Figura 5.6 Histograma do RMSD da região Lys489-Pro494 do epítopo que realiza interação

direta com o anticorpo. Em azul está apresentado o RMSD do epítopo em complexo e, em

vermelho, o do epítopo livre.

5.2.1.1 Estrutura terciária

A região dos resíduos Ile479 a Leu488 corresponde a uma 𝛼-hélice próxima à região

C-terminal na estrutura cristalográfica, como mostra a Figura 5.10a. Esta região apresentou

uma estruturação na presença do anticorpo. A Figura 5.7 mostra a densidade da diferença dos

valores de RMSD desses resíduos no estado ligado e no estado livre em relação à estrutura

cristalográfica. 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 região apresenta conformações mais

dissimilares.
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Figura 5.7 Diferença dos RMSDs da região de 𝛼-hélice dos estados ligado e livre em relação

a estrutura cristalográfica.

A distância entre os átomos das estruturas secundárias também auxilia na compreensão

do empacotamento da estrutura terciária do epítopo. A Figura 5.8 mostra as distâncias

assumidas entre as duas folhas-𝛽 (Figura 5.8a) no gráfico das distâncias ao longo da trajetória

(Figura 5.8b). Observa-se que nos dois estados, as duas folhas-𝛽 permanecem muito

próximas, exceto quando o epítopo no estado livre assume as conformações desordenadas.

a) b)

Figura 5.8 Distância entre as estruturas secundárias em (a) folhas-𝛽 e (b) gráfico das

distâncias ao longo da trajetória nos estados livre (rosa) e ligado (roxo).

Nas Figuras 5.9 temos a distância das folha-𝛽 e a 𝛼-hélice considerada (Figura 5.9a), e

suas posições nos estados livre e ligado, respectivamente. Nas Figuras 5.9b e 5.9c é possível
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observar o distanciamento ou aproximação da estrutura de 𝛼-hélice em relação às estruturas

de folha-𝛽, em que há um desdobramento desta estrutura em porções menores do espaço no

epítopo livre, enquanto ela se mantém estabilizada próxima às folhas-𝛽 em toda a trajetória

no estado ligado. Isto corrobora os resultados anteriores que indicam uma estabilização nesta

região na presença do anticorpo e a contribuição da região de Ile479 a Leu488 para as

estruturas desordenadas observadas na trajetória não complexada.
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a)

b)

c)

Figura 5.9 (a) Distância assumida entre átomos das estruturas secundárias em folha-𝛽 e

𝛼-hélice e concentração dessas distâncias no epítopo (b) livre e (c) ligado.
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Estas observações são importantes, pois podem indicar que embora a 𝛼-hélice seja uma

estrutura secundária presente no estado livre em que o epítopo possui mais mobilidade, ela

não era uma região totalmente estabilizada. O fenômeno de dobramento após a ligação

(folding upon binding) é uma característica conhecida em regiões desordenadas (Robustelli et

al., 2020), significando que o ambiente da proteína parceira contribuiu para a estabilização da

estrutura secundária em 𝛼-hélice, que por sua vez, participa intimamente da estruturação da

conformação terciária do epítopo.

Como observado no estudo de (Coley et al., 2001), a indução de respostas imunes pela

PfAMA1 está relacionada à formação das pontes dissulfetos intermoleculares que estabilizam

epítopos conformacionais. Esta característica foi bem descrita na DM, uma vez que embora o

epítopo tenha um conjunto razoável de conformações em estado livre e esteja presente em

uma região desordenada da AMA1, a presença de pontes dissulfeto e das estruturas

secundárias mostram-se mais determinantes para sua função do que as regiões de alta

flexibilidade, que só foram acessadas em estado livre.

5.2.2 Conjuntos conformacionais

As conformações ao longo da trajetória podem ser clusterizadas para observação da

similaridade entre as estruturas. A partir da análise de HCA de similaridade das estruturas

pelo RMSD (Figura 5.10), podemos observar que há quatro grandes conjuntos estruturais

mais dissimilares entre si. O cluster vermelho corresponde às estruturas mais populadas da

simulação, nas quais o epítopo permanece ordenado. Ainda há estados metaestáveis,

correspondentes aos clusters verde e azul, e em determinados pontos da trajetória, o epítopo

acessa conformações completamente desordenadas (amarelo). Na Figura 5.11 há a

comparação das estruturas bases dos clusters para o epítopo do estado livre. O cluster

amarelo de 21 estruturas corresponde às estruturas de maior dissimilaridade, completamente

desdobradas e pouco prováveis.

https://paperpile.com/c/230aGn/m54Z
https://paperpile.com/c/230aGn/m54Z
https://paperpile.com/c/230aGn/pFYC
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a) b)

Figura 5.10 Clusterização das estruturas obtidas na trajetória do epítopo 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 epítopo

livre.

No estado livre, dentre as 5001 conformações, 1082 são 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 relação à estrutura

cristalográfica.
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RMSD / nm 0.21 0.29 0.47 0.85

Figura 5.12 RMSDs das estruturas bases dos clusters em relação à estrutura cristalográfica.

A clusterização da trajetória do epítopo no estado ligado pode passar a impressão, em

um primeiro momento, de que há uma maior variabilidade conformacional (Figura 5.13), no

entanto, as estruturas bases de cada cluster (Figura 5.14) confirmam que o que estamos

observando são pequenas variações próximas à estrutura cristalográfica que, de maneira geral,

também corresponde ao cluster vermelho mais populado do epítopo em estado livre na Figura

5.10b. Estas informações aliadas às análises de densidade do RMSD nos dois estados indicam

que o anticorpo realizou interação com uma conformação pré-existente no estado não

complexado, e que após isso, a presença da proteína parceira contribuiu para aumentar a

estruturação do epítopo conformacional da PfAMA1. A estabilidade do conjunto de

conformações em regiões próximas a uma pose ativa (neste caso, a conformação

cristalográfica) foi discutida por autores (Dogan et al., 2014) como indício de ajuste

conformacional no estado antes da interação.

https://paperpile.com/c/230aGn/yHuoO
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a) b)

Figura 5.13 Clusterização das estruturas obtidas na trajetória do epítopo ligado por (a)

dendrograma e (b) quantidade de estruturas por clusters.

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

Os RMSDs desses clusters em relação à estrutura cristalográfica tem mínimo de 0.1 nm

e máximo de 0.26 nm, corroborando a similaridade dos RMSDs já calculados em relação à

estrutura cristalográfica.

Aliar o RMSD à SASA permite uma visualização multidimensional da flexibilidade

proteica, que tem sido associada à antigenicidade de epítopos (Dogan et al., 2014).

Assumindo-se o valor relativo de SASA (Srel), no epítopo livre, estruturas com Srel ≤ 1.05

foram consideradas ordenadas, e estruturas > 1.1 como desordenadas ou metaestáveis (Figura

5.15a e Figura 5.16a). O epítopo no estado ligado apresenta uma área de superfície mais

compacta, comumente observada em epítopos conformacionais, não apresentando nenhum

valor acima de 1.1 (MacRaild et al., 2016). A Figura 5.15 mostra a magnitude da mudança

https://paperpile.com/c/230aGn/yHuoO
https://paperpile.com/c/230aGn/qhGdP
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conformacional da proteína nos dois estados. O epítopo livre (Figura 5.15a) apresenta

conjuntos conformacionais desordenados com altos RMSDs e Srel. Também mostra um

conjunto mais concentrado em RMSDs próximos a 0.5 nm e Srel 1.1 que são estruturas≃

parcialmente desestruturadas, e os valores mais concentrados em estruturas compactas e com

menor área de superfície na região azul escuro de RMSD 0.2 nm.≃

Pode-se dizer que o epítopo ligado (Figura 5.15b e Figura 5.16b) apresenta um

conjunto de estruturas deslocado para regiões próximas à pose cristalográfica. Isto sugere a

relevância funcional do conjunto próximo às estruturas mais compactas, com menores valores

de Srel e RMSD. Isto também é observado no histograma de Srel do epítopo livre, em que os

valores estão concentrados na região de 0.9 a 1.1.
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a)

b)

Figura 5.15 Densidade de RMSD em função da densidade de Srel nos estados (a) livre e (b)

ligado.
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a)

b)

Figura 5.16 Srel obtidos nos estados (a) livre e (b) ligado.

Estas análises do epítopo nos dois estados mostram que a interação com o anticorpo

foi realizada com uma conformação presente no estado livre e que era a mais populada dentre

as conformações possíveis. Dentre as conformações dinâmicas da proteína flexível, é

selecionada a conformação compatível ao ligante e todo o conjunto conformacional é

deslocado para este estado, favorecendo a estabilização da estrutura secundária do sítio de

interação.

A seleção conformacional foi, portanto, o fenômeno observado com a diminuição das

variações de RMSD e Srel, e a estabilização de estruturas secundárias e de IDR, esta última

que realiza interação direta no parótopo do anticorpo. Estas observações condizem com a
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relevância funcional do epítopo conformacional da PfAMA1 na literatura (Nair et al., 2002)

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

5.2.3 Interações intermoleculares e CDRs

O parótopo 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 região 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 região 49-HIS a 58-VAL e, por fim, CDR-L3 de localização

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

CDR-H1

CDR-H2

CDR-H3

CDR-L1

CDR-L2

CDR-L3

Figura 5.17 Regiões Determinantes de Complementariedade anticorpo Fab F8.12.19 de

cadeia pesada (H1, H2 e H3) e cadeia leve (L1, L2 e L3). O epítopo está representado em

magenta.

O anticorpo Fab F8.12.19 foi sintetizado para realizar interação com a AMA1 da

espécie Plasmodium vivax (PvAMA1), mas também realizou interação cruzada com a espécie

do Pf. A Tabela 5.2 mostra as ligações de Hidrogênio indicadas nas estruturas

cristalográficas. Na notação para o anticorpo, após a abreviação do resíduo, as cadeias

pesadas e leves são identificadas por “H” e “L”, respectivamente. De fato, há mais interações

entre o anticorpo e a proteína PvAMA1, mas ainda são indicadas sete ligações de Hidrogênio

https://paperpile.com/c/230aGn/aP4C
https://paperpile.com/c/230aGn/yHuoO+KJKU
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e uma ponte salina, Lys485-Asp(H52), entre o anticorpo e o epítopo da PfAMA1. Os átomos

que realizam contatos são mostrados em parênteses.

Tabela 5.2 Interações polares antígeno-anticorpo no complexo PfAMA1 e Fab F8.12.19

(Igonet et al., 2007).

Através da DM, é possível identificar as interações que se mostraram importantes para

a estabilidade do complexo. As Figuras 5.18 e 5.19 mostram que as CDRs que tiveram

contribuições mais significativas para a interação com o epítopo foram as CDR-H1, CDR-H2

e CDR-L3. Dentre as interações observadas na pose cristalográfica, Tyr(H33)-Asp493,

Tyr(H35)-Asp493 e His(L94)-Val510 são as observadas em maiores proporções e que se

mantém estabilizadas ao longo da trajetória. Outra observação importante é que algumas

interações realizadas pelo anticorpo apenas com a espécie PvAMA1, foram observadas na

simulação com o epítopo da PfAMA1, apesar de em menores contribuições:

Asn(H54)-Asp486 e Ser(L92)-Arg512. Ser(L93)-Glu511 e Tyr(H56)-Asp485 são interações

que não foram reportadas na Tabela 5.2, mas possuem razoáveis contribuições no complexo.

https://paperpile.com/c/230aGn/yzwzv
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Figura 5.18 Percentual de conformações das simulações em que ligações de Hidrogênio

entre o epítopo e as CDRs são observadas. H1 em vermelho, H2 em ciano, H3 em laranja e

L3 em azul.

Na Figura 5.19 temos as ligações de Hidrogênio realizadas pelas CDRs ao longo da

DM. Como já indicado nas observações anteriores, observa-se que as CDRs de cadeia pesada

estão mais relacionadas com a estabilidade e formação de interações, tendo de duas a três

ligações de Hidrogênio em cada frame da trajetória, enquanto as CDRs-L2 e L3 não realizam

interações significativas.
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a)

b)

Figura 5.19 Quantidade de ligações de Hidrogênio realizadas pelas CDRs de (a) cadeia

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

O anticorpo é uma estrutura rígida (Figura 5.20) que realiza interações específicas. Na

DM, de maneira geral, não observamos grandes modificações na estrutura global do estado

ligado em relação ao estado livre. Esta flexibilidade conformacional reduzida no parótopo do

Fab F8.12.19, também é observada em estudos experimentais e computacionais para outros

anticorpos (Jeliazkov et al., 2018). A rigidez observada tem a finalidade de evitar perdas

entrópicas durante a interação com o antígeno e fornecer uma tridimensionalidade precisa

para apresentação de contatos-chave, permitindo assim, uma associação rápida (Lawson et

al., 2018).

As CDRs têm papel fundamental na especificidade dos anticorpos e reconhecimento

dos antígenos. Dentre os 6 loops que formam o parótopo, 5 adotam conformações canônicas

https://paperpile.com/c/230aGn/qC4B
https://paperpile.com/c/230aGn/m9as
https://paperpile.com/c/230aGn/m9as
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que são bem caracterizadas e facilitam trabalhos computacionais como de modelagem e

predição (Fernández-Quintero et al., 2018). No entanto, diversos estudos mostram que a

CDR-H3 é uma exceção a esta aparente rigidez no parótopo, pois esta alça apresenta maior

variabilidade estrutural e conformacional acessa conformações variáveis, mesmo em

comparação com diferentes organismos, podendo contribuir para o aumento de contatos

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

Figura 5.20 Regiões pouco flexíveis no parótopo do anticorpo em azul segundo classificação

do software MDLovoFit.

Os RMSFs (Figura 5.21) mostram que estas características foram bem descritas na DM,

uma vez que não há grandes flutuações nas regiões das CDRs. Somente a CDR-H3 mostrou

plasticidade mais apreciável com a dimiuição do RMSF na presença do epítopo no estado

ligado (Figura 5.21b).

https://paperpile.com/c/230aGn/kCIo
https://paperpile.com/c/230aGn/qfWt+7oeL
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a)

b)

Figura 5.21 Gráficos 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 parótopo pode ser um

mecanismo de aumento da afinidade, e que somente as CDR-H3 em diferentes anticorpos

permanecem com diferenças 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 diferença

dos maiores RMSDs entre o estado livre e ligado das demais CDRs manteve-se próxima ou

pouco acima de 0.05 nm, indicando pouca flexibilidade nessas estruturas canônicas. O

gráfico de densidade de RMSD da CDR-H3 (Figura 5.22b) mostra a dispersão mais

expressiva desta alça na ausência do epítopo, até 0.4 nm em relação à estrutura

cristalográfica, e que foi reduzida e estabilizada com a interação.

https://paperpile.com/c/230aGn/qC4B
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a)

b)

Figura 5.22 (a) Diferenças 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 importância do papel desempenhado e o motivo que leva a este comportamento

diferenciado neste loop em específico ainda é objeto de discussão (Kuroda & Tsumoto, 2023;

Persson et al., 2013). A rigidez do parótopo em diferentes estados, como mostrada por

(Jeliazkov et al., 2018) também não é uma característica definitiva, uma vez que não pode-se

afirmar que ainda há uma amostragem satisfatória de parótopos de anticorpos em estudos

experimentais e teóricos.

No mecanismo de seleção conformacional estendida observado entre o epítopo da

PfAMA1 e o anticorpo monoclonal Fab F8.12.19, pode-se compreender que além da seleção

da conformação do epítopo já existente em estado livre, este induz um pequeno ajuste na

https://paperpile.com/c/230aGn/WvI9+kZ8H
https://paperpile.com/c/230aGn/WvI9+kZ8H
https://paperpile.com/c/230aGn/qC4B
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estrutura do anticorpo predominantemente na CDR-H3. O epítopo apresenta uma

variabilidade conformacional reduzida quando em interação com o anticorpo, que além de

sua rigidez característica, estabiliza o complexo com ligações de Hidrogênio. O epítopo

funcional é estruturado, compacto, e seu conjunto conformacional complexado tem estruturas

próximas dinamicamente à pose cristalográfica, corroborando a relevância funcional desta

conformação.
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CAPÍTULO 6

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Através do método de DM com amostragem ampliada foi possível estudar a dinâmica

do epítopo de PfAMA livre em solução e associado ao anticorpo Fab F8.12.19 . O epítopo da

PfAMA1 em estado livre acessa conformações parcialmente e totalmente desestruturadas,

embora tenha apresentado uma maior população de conformações similares à conformação

cristalográfica. Este conjunto foi selecionado e estabilizado pela complexação com o

anticorpo.

Foi possível observar que a região de resíduos Ile479 a Leu488 têm grande

contribuição na mobilidade do epítopo. A estrutura em 𝛼-hélice nesta região é desestabilizada

quando o epítopo assume conformações parcialmente ou totalmente desordenadas. Cerca de

20% do epítopo sofre estabilização quando este se associa ao anticorpo. Fundamentalmente,

uma das regiões estabilizadas apresenta desordem no epítopo livre, e é a região principal de

interação com o parótopo. Embora o sítio de interação do anticorpo seja formado por regiões

de alças, as chamadas CDRs, elas possuem um comportamento bem estruturado, e uma maior

variabilidade conformacional foi observada somente na CDR-H3. Fato que é confirmado por

outros estudos.

As ligações de Hidrogênio 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 possível observar interações que foram reportadas somente com a espécie

Plasmodium vivax na DM deste complexo com o Pf: Asn(H54)-Asp486 e Ser(L92)-Arg512.

Outras interações que são frequentemente observadas no complexo, na dinâmica molecular,

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

Os métodos computacionais são grandes aliados aos métodos experimentais para

compreender fenômenos em nível molecular. Pode-se afirmar que o método de HREMD foi

robusto para descrever o mecanismo de interação de seleção conformacional estendida entre

o epítopo PfAMA1 e o anticorpo monoclonal Fab F8.12.19. Foi possível caracterizar
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interações importantes e compreender a variabilidade conformacional das moléculas na

presença ou ausência de suas proteínas parceiras. O estudo da interação antígeno-anticorpo é

importante devido a necessidade de compreender a estabilidade, especificidade e

antigenicidade das proteínas e regiões de desordem do Plasmodium falciparum para o

desenvolvimento de tratamentos antimaláricos efetivos.
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