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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS
Artur Antonio Melo de Lira Brandt

Novas estratégias para controlar a infecgdo por Leishmania spp demandam um
grande conhecimento a respeito de varios aspectos da doenga e um entendimento dos
eventos que ocorrem em escala molecular durante esta infeccdo. Uma das questdes
essenciais durante a infeccao por Leishmania é a capacidade dos peptideos derivados da
regidao COOH-terminal da cisteino-proteinase tipo B (CBP) da Leishmania de interagir com a
fenda do MHC (complexo principal de histocompatibilidade, do inglés Major
histocompatibility complex) de classe |. Foi proposto que durante o estagio intracelular do
parasito podem ocorrer interagdes entre fragmentos da regido COOH-terminal da CPB e o
sistema imune do hospedeiro vertebrado, especificamente com as proteinas do MHC de
classe I. No modelo murino, a CPB da Leishmania amazonensis promove a regulagao da
resposta imune, e os fragmentos da sua extensdo COOH-terminal (cyspep) sao reportados
como importantes fatores para a infec¢do. Peptideos derivados da cyspep interagem com a
proteina H-2 (MHC de camundongos) de classe |, e podem ter um papel chave na interagao
parasito-hospedeiro, sinalizando para clones especificos de linfécitos T. Neste trabalho,
aplicamos uma abordagem de simulagdo da dindmica molecular para estudar o processo de
dissociacdo de sete peptideos derivados da cyspep, previamente identificados como
capazes de interagir com as proteinas H-2 de classe |. No entanto, o processo de saida de
peptideos da fenda da proteina H-2 é considerado um evento raro, e as simulagbes da
dinAmica molecular tradicional ndo sao capazes de reproduzir este processo em um tempo
computacional factivel. Aplicamos a metadinamica (MetaD) para simular a dissociagao
desses peptideos da fenda dos receptores H-2. Utilizando esta abordagem, fomos capazes
de calcular a energia livre de dissociagdo correspondente a cada uma dos complexos e
descrever, em escala molecular, o processo de saida dos peptideos. Para testar a
aplicabilidade desta abordagem, executamos as simulagbes de MetaD em um conjunto de
validagdo composto de quatro estruturas cristalograficas H-2/peptideos. Nossos resultados
mostraram valores consistentes de AGgissociagao Calculados pelos ensaios de MetaD, quando
comparados com os valores obtidos do servidor PDBePISA. Exploramos o processo de
dissociacdo dos peptideos que formaram complexos com as proteinas H-2 L® e D°, e
algumas das principais interacdes entre estes peptideos e os receptores H-2 foram
identificadas. As interagbes de hidrogénio mais persistentes ocorreram entre a regido NH.-
terminal dos peptideos e os residuos da fenda das proteinas H-2, exceto para o complexo
11, onde ndo houve formagédo de ligagbes de hidrogénio com a regido NH,-terminal do
peptideo. Para o haplétipo DP, observamos ligagdes de hidrogénio mais persistentes sendo
mantidas entre o residuo Glu63 da proteina e a regido NH,-terminal do peptideo,
corroborando que este residuo € uma importante &ncora para a ligacdo do peptideo a
proteina H-2. Para todos os complexos, observamos trés regides de influéncia da energia de
interacao intermolecular entre os peptideos e a proteina. Isto sugere uma distancia minima
(~25 A\) para que a interagdo entre os peptideos e as proteinas H-2 concretamente ocorram.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN COMPUTATIONAL BIOLOGY AND SYSTEMS

Artur Antonio Melo de Lira Brandt

New strategies to control Leishmania spp disease demand an extensive
knowledge about several aspects of the infection and an understanding of its
molecular events. One of the essential aspects of the Leishmania infection is
capacity of peptides derived from cysteine-proteinase type B (CPB) to bind the cleft
of the MHC (Major histocompatibility complex ) Class I. It has been proposed that
during intracellular life stage of the parasite, interactions occur between fragments
from COOH-terminal region of CPB and immune system of the vertebrate host,
specifically with MHC class | proteins. In murine models, CPB from Leishmania
amazonensis promotes regulation of immune response, and fragments from its
COOH-terminal extension (cyspep) are important factors during Leshmania
infections. Cyspep-derived peptides interact with H-2 (murine MHC) class | proteins,
and could play a key role in host-parasite interaction, signaling for specific
lymphocyte T clones. In this work, we applied molecular dynamics simulations to
study dissociation process for seven cyspep-derived peptides, previously identified
as capable of interacting with H-2 class | proteins. However, the exit of peptides from
the cleft of H-2 is a rare event, and standard molecular dynamics simulations are not
able to mimic this process over a feasible computational time. We applied
metadynamics (MetaD) to simulate dissociation of these peptides from the cleft of H-
2 receptors. Using this approach, we were able to measure corresponding free
energies of dissociation and describe the exit of peptides, at a molecular scale. To
test the applicability of this approach, we perform MetaD on a validation set with four
crystallographic H-2/peptide complexes. Our results showed consistent estimated
values of AGygissociation, cOMparing with values obtained from PDBePISA webserver.
We explored the dissociation process of peptides in complex with H-2 LY and D°
proteins, and some main interactions between peptides and H-2 receptors were
identified. The most persistent hydrogen bonds interaction occurred between NH;-
terminal region of peptides and residues from the cleft of H-2 proteins, except for
complex 11, were no hydrogen bonds interactions with NHy-terminal region of
peptide were observed. For haplotype DP, we observed persistent hydrogen bonds
between residue Glu63 from H-2 protein and NHy-terminal region of peptide,
corroborating this residue as an important peptide anchor for binding to H-2 protein.
For all complexes, three areas of the influence of non-bonded interactions were
observed, and it suggests a minimum distance (~25 A) required for the concrete
interactions between peptide/H-2 proteins occur.

viii



SUMARIO

DedicatOria ........iiiimeeiiiiiiir i e v
Agradecimentos.........cccci i ———— Vi
RESUMIO.....ceeei i e rrnnna s vii
ADSEFACE ... ———— viii
INICE de FIGUIAS .....c.coveueeeeeieeeceee et eae s se s eas e en s ene e sas e e easannnns Xi
Lista de Tabelas.......cccuueeiiiiiiii s xiii
Lista de Siglas e Abreviaturas............ccooeimiimieeeccciir s xiv
INTRODUGAO 1
1.1 Consideragdes Gerais Quanto ao Modelo Bioldgico .........cccceeevvvereennnes 1

1.2 O Camundongo como Modelo Experimental na Infecgao por
YIS 0710 T T = T o o 6

1.3 Cisteino-proteinase como Fator de Viruléncia em Leishmania

L7 7 o 2. 7

1.4 A Estrutura e Formacao de Complexo Supramoleculares entre
V1 L= =Y o1 To [ o Y- 10
1.4.1 A Estrutura do MHC de Classe I...........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine 10

1.4.2 Residuos Conservados na Interacao entre Peptideos e

MHC de ClasSe |.....cooeeeeeeeee e 13
1.4.3 Os Sulcos de Ligagédo da Fenda do MHC de Classe I................. 14

1.5 A Dinamica Molecular Aplicada ao Estudo das Interagoes
Proteina-Ligante. ... 16
1.6 A Metadinamica e o Uso de Variaveis Coletivas..........cccccevrrvrrrrrnnnnnnnns 22
OBJETIVOS 27
2.1 ODbjetivo Geral.......cccceeeeeecciiiiiiiirrci s s e e nnnnn 27
2.2 Objetivos ESPecCifiCos ........ccouimmmmmmmmmiiiiiiiii i s s s s s s s e nnnnns 27
MATERIAL E METODOS 28
3.1 Selegao de Epitopos da CySpep .......ceuueeiiiiiimmmmmmmnisnsssisnrnsssssssssssssnnens 28

3.2 Escolha dos Complexos H-2/peptideos para Validagao da
Metadindmica.........cooooriiiiiiiiii i —————— 29
3.3 Parametros das Simulagées da Dinamica Molecular.......................... 32
3.4 Avaliagao dos Resultados das Simulagoes............cccovirrmmmmmmnnnsniniinnnns 34

IX



4 RESULTADOS E DISCUSSAO 36
4.1 Determinacao das Variaveis Coletivas.......ccccccceeiiiiiimimmmeeccciiiniinnnnnenns 37
4.2 Validagao dos Ensaios de Metadinamica............ccccmmmmmmeecciiiininnnnnnnees 40

4.2.1 Construgao da SEL para os Complexos do Conjunto de
ValidAGAO0 .. ... 40
4.2.2 Calculo da Energia Livre de Dissociagao dos Peptpideos e
as Proteinas H-2de Classe | ..., 54
4.3 Aplicagao da Metadinamica para os Peptideos Preditos
(D T=TGAVE: o LoT3o F- T 07y o T- T o 57
4.3.1 Construcédo da SEL para os Complexos H-2/Peptideos
Derivados da CyYSPeP......cccuuuueiiiiee et e e 57
4.3.2 Calculo da Energia Livre de Dissociagao entre os
Peptideos Derivados da Cyspep e a Proteina H-2 de
L7 1= 1T S 70
4.4 Interagoes Moleculares nos Complexos Peptideos Preditos da

Cyspep e as Proteinas H-2 de Classe I.........ccrmmmrreeeecccciniissenseennnnnnnn, 74
4.4.1 Ligagdes de Hdrogénio entre os Peptideos Derivdos da
Cyspep e as Proteinas H-2de Classe | ..., 75
4.4.2 Energia de Interacdo Intermolecular entre os Peptideos
Derivdos da Cyspep e as Proteinas H-2 de Classe I................... 80
4.4.3 Distancia para a Interagcao entre Peptideos e as Proteinas
H-2 de ClasSe | ... 83
5 CONCLUSOES 88
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 90
7  APENDICES 97

APENDICE A - INTERACOES ENVOLVENDO OS LIGANTES E AS
PROTEINAS H-2 DE CLASSE | PARA OS COMPLEXOS
CRISTALOGRAFICOS 97

APENDICE B - ARQUIVOS DE CONFIGURAGCAO PARA EXECUGAO DAS
SIMULAGOES DA METADINAMICA 98

APENDICE C - ARTIGO PUBLICADO 102



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Taxonomia do género LeiSAMANIa...............cccuueeiuieeiiiiiiiiiiiiieieeee s 3
Figura 2: Estrutura da proteina do complexo principal de histocompatibilidade de
classe | (MHC de ClasSe I).......coo oo 12
Figura 3: Fenda do MHC de classe | em complexo com o peptideo associado.

Detalhe da fenda do MHC de classe | delimitada pelos dominios a1-hélice e a2-

Figura 4: Representacdo do modelo de esferas e molas da Mecéanica Molecular...18
Figura 5: Representagao dos termos utilizados na fungéo de energia para a
INtEraca@o entre ProteiNAS.........ooviiiiiiie et 19
Figura 6: Atuacao da MetaD sobre um potencial de energia unidimensional...... .... 25
Figura 7: Imagem dos complexos cristalograficos 11d9, 1vgk, 1zt1 e 1yn6, usados
como conjunto de validag&o para a técnica da MetaD. ..........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 31
Figura 8: Varidveis coletivas VC1 € VC2........ouuuiiiieiii e 39
Figura 9: Representagao da localizagdo do minimo global das SELs dos complexos
[0 LR =1 [T === T 1SS 43
Figura 10: Representacao bidimensional das SELs para as estruturas

(ol g [SY =1 (0o [ = 1 o= 1= FU SRR 45
Figura 11: Representacao Tridimensional das SELs para as estruturas
ClISTAlOGIATICAS. ...t 46
Figura 12: Evolugéo temporal da SASA dos peptideos nos complexos

(o1 g [5Y =1 (0o [ = 1 oo 1= Fu SRS 50
Figura 13: Evolugado temporal do numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre
os peptideos e a fenda da proteina H-2 de classe | para os complexos
ClISTAlOGIATICOS. ...t e e e e e 52
Figura 14: Evolugéo temporal da energia de ligacado entre os peptideos e a fenda da
proteina H-2 de classe | para os complexos cristalograficos...........cccccvceieeiiieeeeenennn. 53
Figura 15 - Projecao unidimensional das SELs dos complexos H-2/peptideos...... 55
Figura 16: Modelo tridimensional dos heterodimeros formados pelos peptideos da

CYSPEP € @ SEIUIUIA H-2 D ...ttt 59

Xi



Figura 17: Modelo tridimensional dos heterodimeros formados pelos peptideos da
Cyspep € @ eStrutura H-2 L., 60

Figura 18: Representagao bidimensional da SEL para os complexos formados pelos
peptideos da cyspep € a estrutura H-2 DP. ........coovovoeoueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
Figura 19: Representagao bidimensional da SEL para os complexos formados pelos
peptideos da cyspep e a estrutura H-2 L e, 63

Figura 20: Evolugéo temporal da SASA dos peptideos da cyspep nos heterodimeros
formados com @ eStrutura H-2 DP. ..ottt 64

Figura 21: Evolug&o temporal da SASA dos peptideos da cyspep nos heterodimeros
formados com @ eStrutura H-2 LY. ..........ooieoeeeeeeeeeeeee e 65

Figura 22: Evolugédo temporal do numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre

os peptideos da cyspep e a estrutura H-2 D ettt 66
Figura 23: Evolugado temporal do numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre
os peptideos da cyspep e a estrutura H-2 L et 67
Figura 24: Evolucéo temporal da energia de ligagao, entre os peptideos da cyspep e
A ESHULUIA H-2 D®.. ..o 68
Figura 25: Evolugéo temporal da energia de ligagao, entre os peptideos da cyspep e
A ESHIUIUIA H-2 LO... oottt 69

Figura 26: Projecdo unidimensional das SEL dos heterodimeros formados pelos
peptideos da cyspep € a estrutura H-2 DP. wo.....ooveoveeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 71
Figura 27: Projecao unidimensional das SEL dos heterodimeros formados pelos
peptideos da cyspep e a estrutura H-2 L ettt 72

Figura 28: Proporgéo da energia de interagao intermolecular entre os residuos dos
complexos para 0s haplotipos DP € L.........oo oo 82
Figura 29: Energia de interacdo intermolecular pela distancia entre os centros de
massa da proteina de dos peptideos da CYSPEP. .....ccooeeeeiiiiiiieeiiieeee e 85
Figura 30: Energia de interagao intermolecular pela distancia entre os centros de

massa da proteina de do peptideo do conjunto de validagao.............ccccoeevvvvrvnnnnnnnn. 86

Xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Sequéncias de aminoacidos dos peptideos dos complexos avaliados...30
Tabela 2 - Pares de variaveis coletivas testadas para as simulagbes por MetaD....38
Tabela 3: Tempos de corte para simulagado da MetaD................ccccoeeii i, 42
Tabela 4: RMSD entre os residuos dos peptideos no minimo de energia na SEL e a
POSICAO0 CriStalOgrafiCa..........cee e i e e e e e e e e e e eeneaaees 48
Tabela 5: variagao sasa, energia de interagao intermolecular e N° de ligagbes de
hidrogénio nos ensaios da DM CIASSICa............uuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 51
Tabela 6: Energia livre de dissociagédo para os complexos do conjunto de teste.....56
Tabela 7: Comparacgao das energias livres de dissociagao para os complexos H-2
peptideos derivados da CYSPEP. ......cooe e 73
Tabela 8: Percentuais de tempo das ligagdes de hidrogénio ocorridas entre os
peptideos € as Proteinas H-2 DP...........c.ouou oo, 78
Tabela 9: Percentuais de tempo das ligagdes de hidrogénio ocorridas entre os
PEPtide0s € @S ProteiNas H-2 L. ......o oot 79
Tabela 10: Regides de interagao intermolecular entre para os peptideos as proteinas
[ 2o [ O =TT - 87

Xiii



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

A

ABF
APC
BALB/c
C57BL/6
CA
CD4
CcD8
CM
CM1
CM2
CP
CPA
CPB
CPC
CPC
Cv
Cyspep
Acpa
Acpb
Acpc
Db

DM
Gp63
H-2 D°
H-2 K¢
H-2 KX
H-2 LY
HLA
IFN-y
L-4

Ka
kcal/mol

angstrom

Adaptive biasing force (viés de forga adaptativo)

Antigen presenting cells (células apresentadoras de antigeno)
Linhagem de camundongos empregados como modelo in vivo
Linhagem de camundongos empregados como modelo in vivo

Tipo de cla das cisteino-proteinases

Cluster of differentiattion antigen (grupo de diferenciagao antigeno 4)
Cluster of differentiattion antigen (grupo de diferenciagao antigeno 8)
Centro de massa

Centro de massa do peptideo

Centro de massa da proteina

Cisteino-proteinase

Cisteino-proteinase tipo A

Cisteino-proteinase tipo B

Cisteino-proteinase tipo C

Condigdes periddicas de contorno

Coeficiente de variagao

Regiao da extensdo COOH-terminal da CPB

Parasitos mutantes deficientes nestes genes para CPA

Parasitos mutantes deficientes nestes genes para CPB

Parasitos mutantes deficientes nestes genes para CPC

Haplétipo D°

Dindmica Molecular

Glicoproteina de 63 kDa

Complexo Histocompatibilidade Haplétipo DP

Complexo de histocompatibilidade para camundongos - haplétipo K9
Complexo de histocompatibilidade para camundongos - haplétipo KX
Complexo de histocompatibilidade para camundongos - hapl6tipo LY
Human leukocyte antigen (antigeno leucotario humano)

Interferon gama

Interleucina-4

Constante de associacao

Quilocaloria por mol

Xiv



kDa

LT

LV
MetaD
MHC

MM
NMR
NPT
ns
PDB
PISA
PME
PSF
RMSD
SASA
SEL
SPR
Th
Th1
Th2
Tc
VC
VC1
VC2

Quilodalton

Haplaétipo L®

Leishmaniose tegumentar

Leishmaniose visceral

Metadinamica

Major  histocompatibility =~ complex (complexo principal de
histocompatibilidade)

Mecanica molecular

Nuclear magnetic resonanse (ressonancia magnética nuclear)
Ensemble de simulacao isotérmico-isobarico

nanossegundo

Protein data bank

Proteins, interfaces, structures and assemblies

Particle mesh Ewald (malha de particula de Ewald)

Protein structure file

Root mean square deviation (desvio médio quadrado)

Solvent accessible surface area (area acessivel exposta ao solvente)
Superficie de energia livre

Surface plasmon resonance (ressonancia plasmoénica de superficie)
Linfocito T auxiliar

CD4+ helper T cell type (linfocito T CD4+ auxiliar do tipo 1)

CD4+ helper T cell type (linfocito T CD4+ auxiliar do tipo 2)

Linfocito T citotoxico

Variavel coletiva

Variavel coletiva 1

Variavel coletiva 2

XV



1. INTRODUCAO

1.1 Consideragées Gerais Quanto ao Modelo Biolégico

A leishmaniose expde a risco cerca de 350 milhdes de pessoas no
mundo. A doenga é causada por protozoarios do género Leishmania. Ha
registro aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes formas
clinicas ao ano (1). E uma doenga endémica com vasta distribuicdo geografica,
com alto coeficiente de deteccdo e capaz de produzir severas deformidades
(1). As manifestagbes clinicas da leishmaniose sdo agrupadas em duas
categorias: leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV). De uma
maneira geral, estas manifestagdes clinicas estdo associadas as espécies do

parasito e ao estado imunoldgico do hospedeiro vertebrado.

A atual posicado taxondmica dos agentes etiologicos das leishmanioses
considera tais parasitos como sendo do sub-reino Protozoa, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Esta familia reune oito géneros,
entre 0s quais se encontra o género Leishmania que, por sua vez, reune as
secOes Paraleishmania e Euleishmania (Figura 1). A secdo Euleishmania
compreende a os subgénros Leishmania, Viannia e Sauroleishmania. Somente
as espécies dos subgéneros Leishmania e Viannia sado descritas como
causadoras de doenca no homem. Ja as infec¢gdes causadas por parasitos do
subgénero Sauroleishmania tem relatos de ocorréncia em répteis (2).

Os parasitos do subgénero Leishmania tém um comportamento
suprapilarico, pois se desenvolvem na porgdo do tubo digestivo anterior ao
piloro do hospedeiro invertebrado, principalmente nas regides abdominais e
toracicas do intestino médio. Os parasitos do subgénero Viannia tém
comportamento peripilarico, devido colonizagdo destes parasitos na parte
posterior do tubo digestivo e no intestino médio abdominal do hospedeiro. Ja os
parasitos do subgénero Sauroleishmania tém comportamento hipopilarico,
estando seu desenvolvimento restrito ao intestino posterior dos hospedeiros

invertebrados (2).



A distribuicdo geografica desses subgéneros da Leishmania ocorre de
forma distinta: o subgénero Leishmania é encontrado nas Américas e no Velho
Mundo; o subgénero Viannia é encontrado nas Ameéricas; e o subgénero
Sauroleishmania tem casos relatados apenas no Velho Mundo (3, 4)

No Brasil, entre os parasitos do subgénero Leishmania destaca-se a
Leishmania (L.) amazonensis com vasta distribuicdo geografica tendo maior
ocorréncia nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. A sua
presenca mais frequente se da na regido amazlnica, sendo uma doenga
essencialmente rural, onde muitos dos casos sao registrados quando os
possiveis hospedeiros vertebrados adentram as areas de floresta (5). No
entanto, a descoberta de novos casos desta doenca mostra que esta espécie
de parasito vem aumentando a sua distribuicdo em todo o pais (6).

Além da organizagdo por subgéneros, o género Leishmania também &
usualmente dividido em complexos, englobando espécies utilizando critérios
extrinsecos para a sua classificacao, tais como comportamento do parasito em
cultura e em hamster. A taxonomia apresentada na Figura 1 leva em conta n&o
somente estes aspectos extrinsecos, mas também outros fatores, obtidos da
analise de marcadores moleculares associadas aos conceitos utilizados na
descrigdo de cada uma das espécies (7). Mesmo assim, algumas descri¢cdes
de espécies ainda mantém como base apenas a utilizacdo de critérios
extrinsecos, como por exemplo, a localizagdo geografica de cada uma delas: L.

guyanensis e L. peruviana.
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Figura 1: Taxonomia do género Leishmania. A figura representa a posicao taxonémica dos parasitos do género Leishmania,
considerando a inclusdo das sec¢des e subgéneros, e a divisdo dos subgéneros em diferentes complexos e espécies. Adaptada

a partir do texto de Cupolillo (7).



O Brasil concentra cerca de 90% dos casos de leishmaniose visceral na
América Latina (8). A auséncia de farmacos apropriados para seu tratamento, a
expansdo geografica da doenca e a tendéncia de urbanizagdo tém sido
apresentados como fatores preocupantes para o controle desta enfermidade. Por
exemplo, esta tendéncia de urbanizagdo da doenga ja foi observada na periferia de
grandes cidades do Nordeste e do Centro-Oeste (9), o que realmente é um forte

motivo de preocupacgao para o seu controle.

A espécie do parasito esta associada as formas clinicas LT e LV, e a resposta
a terapia. Embora haja tratamentos para as diversas manifestagbes clinicas da
doenca, tais tratamentos ainda apresentam uma elevada toxidade e eficacia
questionavel (10), sendo de extrema importancia a identificagdo da espécie do

parasito para que se possa direcionar o tratamento (11).

A Leishmania é transmitida durante o repasto sanguineo do inseto vetor
flebotomineo, quando as formas promastigotas infectantes do parasito sao
introduzidas na pele do hospedeiro vertebrado, entrando em contato com as células
do seu sistema imune como os linfocitos T e B, macréfagos residentes, células de

Langerhans, mastdcitos, entre outras (12).

A ativacdo do sistema imune no hospedeiro vertebrado se da quando
acontece a infecgdo pelo parasito e o organismo utiliza-se deste na tentativa de
controlar a infecgdo. No entanto a Leishmania estabelecida dentro dos macréfagos
apresenta mecanismos de evasao contra as agdes do sistema imune do hospedeiro,
de tal forma que a infecgdo avanga com a invaséo de outras células do organismo.
Portanto, os fatores de viruléncia para a infeccdo por Leishmania sdo aqueles que

permitem a estes parasitos invadir e sobreviver no hospedeiro vertebrado.

Entre os componentes que facilitam, aumentam ou incentivam estes fatores
de viruléncia estao 0s glicoinositolfosfolipideos, lipofosfoglicanos,
proteofosfoglicanos e a proteina de membrana de cinetoplastideos de 11 kDa.
Existem evidéncias de que esses componentes modulam a interacdo entre a
Leishmania e as células do hospedeiro vertebrado, muito embora o seu impacto nas

manifestagdes clinicas observadas, ndo esteja ainda completamente definido (13).



Além desses fatores, as enzimas da classe cisteino-proteinase (CP) também
sao descritas como componentes do parasito que estao relacionadas ao aumento da
infeccdo e a sua sobrevivéncia nas células do hospedeiro vertebrado(14). Esta
proteinase é objeto de estudo neste trabalho de tese onde é explorado o potencial
de epitopos oriundos desta proteinase de formar complexos com as proteinas do
sistema principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés (major histocompatibility

complex class) de classe | de camundongos (H-2).

Ao longo do presente estudo se propde contribuir na ampliagcdo do
conhecimento a respeito da interagdo em escala molecular entre peptideos
derivados da extensdo COOH-terminal da cisteino-proteinase B, denominada
cyspep, da L. (L.) amazonensis, com as proteinas H-2 de classe |. Isto se faz
necessario, pois o0 modo de ligagado entre os peptideos oriundos da cyspep e as
proteinas H-2 de classe | ainda carece de informacdes, sendo esta etapa um
importante passo na definicdo das condi¢des para ligagado de epitopos com atividade
biolégica na resposta imune desencadeada pela L. (L.) amazonensis durante a

infeccdo experimental.



1.2 O Camundongo como Modelo Experimental na Infeccdo por Leishmania

spp

O uso de modelos experimentais de infeccdo em animais de laboratério faz-
Se necessario para que se possa ter uma compreensao dos aspectos imunologicos
da infecgdo por parasitos da Leishmania (15). Desta forma, as manifestagdes
clinicas da leishmaniose podem ser parcialmente reproduzidas em linhagens
isogénicas de camundongos. Nestes modelos se investiga a expressao de citocinas
que definem os fendtipos de linfécitos T CD4+ (Th — linfocito T auxiliar) e CD8+ (Tc —
linfocito T citotdxico) do tipo 1 (Th/Tc1) e do tipo 2, (Th/Tc2). Cada um desses tipos
de linfécitos T produz diferentes tipos de citocinas que ativam funcdes do sistema
imune do hospedeiro vertebrado e a eficacia da resposta imune se da através do
equilibrio entre a ativagdo das células Th1/Tc1 e Th2/Tc2. A alteragao do equilibrio

da resposta imune Tipo 1/Tipo 2 pode levar a uma alteragao no perfil da infeccéo.

A resisténcia a infecgdo esta associada a resposta imune conduzida através
de linfécitos que expressam citocinas tipo 1, enquanto que a suscetibilidade é
associada a resposta imune conduzida através de linfécitos que expressam citocinas
tipo 2 (16), o que constitui o paradigma da resposta imune. No modelo murino, a
dicotomia entre as respostas do tipo 1 e do tipo 2 esta associada a producédo das
citocinas IFN-y e IL-4, respectivamente. Em cada um desses casos, a producéo
dessas citocinas foi observada em camundongos resistentes ou suscetiveis a

doenca (17).

Assim, dependendo do perfil especifico de citocinas secretadas pelos
linfocitos T, ha diferengas no perfil de resisténcia ou suscetibilidade a infec¢ao por
Leishmania. De um modo geral, no modelo de infecgdo murina por Leishmania
(Leishmania) major, a linhagem C57BL/6 mostra-se uniformemente resistente, por
ter uma resposta do tipo 1 e impedir o crescimento do parasito, enquanto a linhagem
BALB/c mostra-se suscetivel por ter uma resposta do tipo 2, o que resulta em lesdes
nao cicatrizantes e em um agravamento da infecgédo. Por outro lado, no modelo de
infecgdo murina por L. (L.) amazonensis o conceito de suscetibilidade/resisténcia
nao esta bem definido, uma vez que pode ocorrer uma resposta do tipo 2
predominante, uma auséncia ou supressao da resposta do tipo 1 ou, ainda, uma

resposta mista (18, 19).



Nas infec¢gdes murinas por espécies do complexo L. (L.) mexicana, como a L.
(L.) amazonensis, ainda ndo ha uma definicdo tdo clara quanto ao paradigma da
resposta imune do tipo 1 e do tipo 2, aplicados ao conceito de resisténcia e
suscetibilidade predominantes (20). Nao ha comprovacédo de que a suscetibilidade
também esteja associada a auséncia de uma resposta do tipo 1 (21, 22) ou mesmo

a uma resposta com caracteristicas do tipo 1 e do tipo 2, conjuntamente (18, 19).

Os antigenos do parasito envolvidos na indugao dos perfis de resposta imune
do tipo 1 ou 2 ainda nao foram suficientemente estudados. Neste sentido, as
cisteino-proteinases (CP) de Leishmania spp tém um importante papel nesta

modulagao da resposta imune durante as infec¢des experimentais por Leishmania.

1.3 Cisteino-proteinase como Fator de Viruléncia em Leishmania spp

As CPs das Leishmania spp sao relacionadas a importantes acdes na
modulagdo da resposta imune nas infecgdes experimentais. Estas enzimas atuam
na clivagem das ligagdes peptidicas, liberando peptideos de tamanho variavel ou
aminoacidos livres. De acordo com a classificagdo da natureza quimica do sitio
catalitico das proteases, a CP tem o residuo cisteina envolvido na catalise
enzimatica no seu sitio ativo (23). O foco dos trabalhos realizados sobre a atividade
das CPs de Leishmania spp esta relacionado as enzimas designadas por CPA, CPB
e CPC, todas da familia da papaina e pertencentes ao cla CA (13). Neste parasito, a
CPB possui uma caracteristica diferenciada por apresentar uma extensao com 100

aminoacidos na sua regiao COOH-terminal (24, 25).

Ha evidencias que a CPB seja utilizada pelo parasito para escapar da agao
do sistema imune do hospedeiro vertebrado, sendo utilizada para subverter diversas
de suas fungdes, de modo a favorecer um tipo de resposta mais vantajosa a sua
sobrevivéncia (26). Durante a infeccdo experimental de camundongos BALB/C,
observou-se a incapacidade de parasitos L. (L.) mexicana Acpb (parasitos mutantes
deficientes nestes genes para CPB) de expressarem a citocina IL-4. A supressao da
produgao da citocina IL-4 permitiu assim a estruturagao de uma resposta imune do
tipo 1, mais favoravel ao controle da doenca. Deste modo a viruléncia esta
associada com a habilidade da CPB de induzir a producéo do IL-4 e com isso uma
resposta do tipo 2, mais favoravel a expanséo da infecgéo (14).
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Evidéncias da atuagao da CPB na regulagéo do sistema imune do hospedeiro
de parasitos L. (L.) mexicana foram obtidas em ensaios de infec¢do em camundongo
BALB/C, utilizando cepas de parasitos geneticamente modificados, tendo os genes
das enzimas CPA, CPB e CPC suprimidos (cepas Acpa, Acpb e Acpc). Os
resultados mostram pouca reducido da capacidade de infec¢do dos parasitos Acpa e
Acpc. No entanto, os parasitos Acpb tiveram essa capacidade fortemente reduzida,
promovendo menos lesbes nos camundongos, quando comparados com o0s
parasitos da cepa selvagem (27, 28). Estudos posteriores analisaram os efeitos da
reinsercdo dos genes codificadores para CPB na cepa Acpb e mostraram que a
reinsercdo de uma copia unica de gene cpb nesses parasitos nao restaurou sua
viruléncia, somente a reinsercdo de multiplos genes CPB nesses mutantes
conseguiu efetivamente restaurar a viruléncia, sugerindo fungbes complementares

entre os genes (29).

Além do efeito na regulagao da resposta imune do tipo 1 e do tipo 2, as CPs
também exercem um papel importante na apresentagado de antigenos pelos MHC de
classe | e classe Il, que sao proteina dos hospedeiro relacionadas com a resposta
imune adaptativa contra infecgdes em mamiferos. Durante a infecgdo por
Leishmania spp, ha a expressdo de proteinas do MHC de classe | e classe I,
levando a ativagdo dos linfécitos T. Durante a infeccédo, as Leishmania spp sao
capazes de clivar as proteinas do MHC de classe Il, de tal forma a reduzir a sua
capacidade de estimular linfocitos T. Ha também evidéncias de que as CPs de L. (L.)
amazonensis sejam responsaveis pela inibicdo da apresentacdo de antigeno pela
clivagem do MHC de classe Il no vacuolo parasitofago de murinos (30). Isto sugere
um potencial mecanismo imunorregulatério, onde a resposta imune adaptativa ao

parasito seja conduzida pelo MHC de classe |.

A extensdo COOH-terminal da CPB também ja foi reportada como altamente
imunogénica e como potencial fator de influéncia na evolugao da infecgéo por L. (L.)
amazonensis (31), L. (L.) infantum (32) e L. (L.) donovani (33). Também foi
observado que durante o processamento da CPB de Leishmania sp., a sua extensao
COOH-terminal é hidrolisada (34) e secretada para o ambiente extracelular (35).
Esse polipeptideo ja foi observado no citoplasma de células do hospedeiro (36),
ficando o fragmento disponivel para a interagdo com o sistema imune, em especial

para a apresentacao pelas proteinas de MHC.



Assim, através da utilizagdo de abordagens de mapeamento de epitopos por
simulagdo computacional e de posteriores ensaios biolégicos, obteve-se a indicagéo
de que peptideos derivados da regido COOH-terminal da CPB apresentam
capacidade de induzir a proliferagao celular e de expressar citocinas relacionadas as
respostas do tipo 1 e do tipo 2 (37). Além disso, resultados de docking molecular
indicaram que o modo de interagao entre as proteinas do MHC e os epitopos pode
estar relacionado com os efeitos imunomoduladores sobre as citocinas, apontando
para padrdes de interacdo peptideos/MHC de classe | associados a padrdes de
inducao da expressao de citocinas (38).

Em um trabalho recente (39), sete sequéncias de aminoacidos derivadas da
extensdo COOH-terminal da CBP L. (L.) amazonensis foram identificadas
computacionalmente como potenciais peptideos capazes de interagir com o MHC de
classe I, no modelo experimental murino. Também foram confirmados as suas
habilidades para formarem complexos com o dominio a1/a2 da proteina do MHC de
classe |, para os haplétipos L? e D®, no modelo murino. Para medir a afinidade
dessas ligagdes foram feitos ensaios de ressonancia plasmoénica de superficie, de
modo que fosse possivel estabelecer as taxas de associacdo e dissociagao dos
complexos, e consequentemente calcular o valor estimado da energia livre de
ligacdo. Os resultados mostrados neste trabalho evidenciam que aqueles peptideos
derivados da extensdao COOH-terminal da CPB estabelecem uma interacédo estavel
com as proteinas do MHC de classe | em diferentes haplétipos (Lde Db). No entanto,
as interagdes em nivel molecular entre os peptideos e as proteinas do MHC de
classe |, no modelo murino, ainda ndo sao completamente conhecidas. Deste modo,
metodologias computacionais, tal como as simulagbes por dinamica molecular,
podem ser uma abordagem util para o estudo destas interagoes.

Assim, em nosso trabalho propomos estudar a mecanistica molecular que se
estabelece na interagao entre as proteinas do MHC de classe |, no modelo murino, e
epitopos preditos a partir da regido COOH-terminal da CPB da Leishamina.



1.4 A Estrutura e Formagdao de Complexos Supramoleculares entre MHC e

Peptideos

O MHC é uma extensa regido do genoma constituida por genes que
codificam para proteinas que sado expressas na superficie das células. Ele é
responsavel por apresentar para os linfocitos T tanto antigenos préprios quanto
antigenos externos e, portanto, tem atuagdo em numerosas fungdes imunologicas.
Entre elas estdo a selecdo das células T que atuardo durante a resposta imune, a
indugcdo de tolerancia aos antigenos proprios, a producdo de anticorpos, a
imunidade mediada pelas células T auxiliares, as respostas inflamatorias e diversos
outros fatores ligados ao sistema imune. O complexo do MHC é dividido em classes
[, Il e Il (40) que estdo presentes em todos os vertebrados, sendo que em humano
recebem a designagcdo de antigenos leucocitarios humanos (human leukocyte
antigens; HLA) e para camundongos H-2. As proteinas do MHC se ligam a
peptideos produzidos no interior da célula e os apresentam na sua superficie. Deste
modo, o sistema imune € alertado da presenca de antigenos externos através do
reconhecimento pelo receptor das células T de um complexo formado pelo MHC e
um peptideo derivado de uma proteina externa (41).

O MHC de classe | aparece na superficie da maior parte das células e
apresenta para o sistema imune peptideos derivados de proteinas que foram
degradadas no citosol. Portanto, é a apresentagdo desses complexos
MHC/peptideos na superficie das células que alerta ao organismo da presenca de
algum patogeno intracelular. Estes complexos interagem com as células T
citotoxicas, direcionando a resposta imune para a célula apresentadora de antigeno
(APC).

O MHC de classe Il aparece na superficie de células especializadas do
sistema imune (linfocitos B e macréfagos apresentadores de antigenos). Estes
complexos interagem com as células T auxiliares, mediando a ativacdo de
macrofagos e a proliferagdo de células que sintetizam anticorpos que circulam no

sangue (41).

1.4.1 A Estrutura do MHC de Classe |

A estrutura do MHC de classe | é composta de duas cadeias polipeptidicas

(Figura 2). A primeira delas possui uma estrutura de dominio modular formado pelos
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dominios a1-a2-a3, tendo uma pequena regido transmembranar. A segunda cadeia
€ a B2-microglobulina, que € uma estrutura n&o polimaérfica que se posiciona ao lado
do dominio a3, ndo possuindo regido transmembranar.

Os dominios a1 e a2 tém uma dobradura comum e interagem entre si para
formar uma estrutura combinada simétrica. Os peptideos se ligam a fenda do MHC
de classe | criada a partir de duas longas a-hélices curvas. Ha um grande
polimorfismo nas regides da vizinhanga da fenda de forma a proporcionar uma
variagdo na especificidade dos peptideos capazes de se ligarem a ela. Ja os
dominios a3 e B2-microglobulina ndo interagem com os peptideos que estéo ligados
a fenda (Figura 2).

MHC de classe | € capaz de se ligar a peptideos de tamanho limitado,
variando entre 8 e 11 aminoacidos, sendo mais comuns aqueles que possuem 8 ou
9 aminoacidos em sua sequéncia. Existem dois fatores que impdem estes limites ao
MHC de classe |. O primeiro deles é o fechamento da fenda em cada uma das suas
extremidades. O segundo é a existéncia de uma ponte salina ligando o grupo
carboxila da regiao COOH-terminal do peptideo ao grupo amina do residuo Lys146
da proteina. A fenda pode acomodar peptideos com até 9 aminoacidos numa
conformacado quase estendida. Em peptideos com uma quantidade maior de
aminoacidos, a ligagdo do peptideo com a proteina pode acarretar em uma
deformagdo da sua acomodacgao a fenda, projetando alguns de seus residuos em

dire¢ao ao exterior dos dominios a1 e a2 da proteina (41).
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Fenda de ligacdo Peptideo
A do peptideo

b
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Figura 2: Estrutura da proteina do complexo principal de histocompatibilidade
de classe | (MHC de classe I). A figura representa a organizagao estrutural do
heterodimero MHC de classe | em esquema (A) e em sua organizagao tridimensional
(B), utilizando como modelo a estrutura do PDB 1vgk. Em (A) destaca-se a cadeia
alfa inserida na regido transmembrana pela regido COOH-terminal, os respectivos
dominios (a1, a2 e a3) e a cadeia beta, ressaltando o dominio 2 microglobulina. A
fenda de ligagcao do peptideo € destacada entre os dominios a1 e a2. Em (B) as
cadeias alfa (azul) e beta (vermelho) do heterodimero estdo representadas em new

cartoon e o peptideo (verde) ligado a fenda, em licorice.
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1.4.2 Residuos Conservados na Interagao entre Peptideos e MHC de Classe |

Nos eventos necessarios a apresentacdo de antigenos aos linfocitos T €&
crucial que os peptideos se liguem fortemente ao MHC, e é possivel que milhares de
peptideos com diferentes sequéncias de aminoacidos se liguem a fenda da proteina
com afinidades similares. Embora estas ligagcbes tenham o carater de ndo se
tornarem extremamente especificas, sabemos que cada haplétipo de MHC liga
peptideos que possuem preferencialmente alguns residuos de aminoacido em certas
posicoes de sua composig¢ao (42). No entanto, os outros residuos de aminoacidos
dos peptideos, localizados em posigdes diferentes a estas, podem sofrer grande
variagdo e auxiliam na fixagdo do peptideo ao MHC. Portanto, para estas regides
polimorficas dos peptideos, a ligacéo estabelecida com a fenda do MHC se da por
meio de sua cadeia principal. Ja os residuos nao polimérficos sdo reconhecidos

como sendo os residuos ancoras da interagao entre o peptideo e o MHC (43).

E fato que o dominio a1/a2 do MHC seja polimérfico (44) e que residuos de
ambas as regides participem da ligagdo com os peptideos. A ligagdo das regides
COOH e NH;, terminais dos peptideos se da por intermédio de residuos conservados

da fenda do MHC, tanto para humanos (HLA) como para camundongos (H-2).

Os residuos conservados do dominio a1/a2 Tyr7, Tyr59 e Tyr171 se ligam ao
grupo amina da regido NHy-terminal do peptideo e também, outro residuo
conservado (Tyr159) interage com o oxigénio do grupo carbonila desta mesma

regido do peptideo (43).

Por outro lado, os residuos conservados da proteina do MHC Tyr84, Thr143 e
Lys146 se ligam a regido COOH-terminal do peptideo, formando ligacbes de
hidrogénio com o grupo carboxila desta regido. Ja o residuo conservado Trp147
forma ligagbes de hidrogénio com o oxigénio do grupo carboxila do penultimo

residuo do peptideo (43).
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1.4.3 Os Sulcos de Ligagao da Fenda do MHC de Classe |

Muitas das ligagdes entre o peptideo e o MHC s&o estabelecidas por meio da
cadeia principal do peptideo. Cada forma alélica do MHC preferencialmente se liga a
certos residuos do peptideo em sulcos diferentes da fenda. Existem seis sulcos
classificados na fenda do MHC de classe I: A, B, C, D, E e F (Figura 3), sendo que
nem todos os sulcos participam da ligagcdo dos peptideos, sob todas as formas
alélicas dos complexos.

A regido NHa-terminal do peptideo se liga ao sulco A da fenda, sendo
geralmente muito flexivel em relacdo a sua cadeia lateral, que fica exposta ao
solvente. Ja a regido COOH-terminal se liga ao sulco F da fenda, e é usualmente
mais restritiva quanto a cadeia lateral do residuo do peptideo que pode ser
apresentado nesta regido. A cadeia lateral da regido COOH-terminal é mais
aprofundada na fenda, diferentemente da regido NHy-terminal que tem sua cadeia
lateral mais exposta ao solvente. Deste modo, a cadeia lateral da regido COOH-
terminal do peptideo apresenta ligagbes mais fortes com a proteina do MHC, sendo
este residuo considerado como ancora da ligagao (43). A cadeia lateral do residuo
da regido COOH-terminal do peptideo é considerada a ancora primaria para a
ligacdo com a proteina do MHC. Ja as &ncoras secundarias podem ocorrer nas
posicdes P2, P3 ou P5 do peptideo (45).
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a2-hélice

Figura 3: Fenda do MHC de classe | em complexo com o peptideo associado.
Detalhe da fenda do MHC de classe | delimitada pelos dominios a1-hélice e a2-
hélice. Na figura, é possivel identificar os sulcos (A-F), onde ha um peptideo
(FEANGNLI) de 8 residuos de aminoacidos (P1-P8) associados aos residuos de

aminodacidos que formam os sulcos A a F (cddigo PDB 1zt1) .
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1.5 A Dinadmica Molecular Aplicada ao Estudo das Interagcées Proteina-

Ligante

Metodologias computacionais diversas vém sendo aplicadas para simular os
eventos de ligacdo dos peptideos que ocorrem na fenda do MHC (46-49) e dentro
destas propostas sao insuficientes os estudos de ensaios de simulagao por dindmica
molecular (DM). Esta abordagem pode ser util na definicdo das interagbes que
regem a ligagdo dos peptideos derivados da extensdo COOH-terminal da
Leishmania as proteinas H-2 de classe | (39).

A base dos ensaios de DM é a simulagdo do movimento de um sistema de
particulas, onde se calcula a dinamica do sistema mediante a resolugdo das
equacodes classicas do movimento. As forcas de interacdo entre as particulas do
sistema, que determinam o seu movimento, derivam do conhecimento do potencial

de energia de interagdo que ocorre entre elas (50).

Nas simulacdes por DM é possivel estabelecermos avaliagdes individuais do
movimento de particulas em fungdo do tempo, diferentemente de outros métodos
que nao contemplam a evolugdo temporal das particulas, permitindo responder

questdes especificas sobre as propriedades dindmicas de um sistema (50).

As simulacdes por DM estdo baseadas em conceito da Mecanica Molecular
(MM), onde ha um tratamento estatistico obtido a partir das posicées de um sistema
de particulas, em que se utilizam fungdes de energia potencial simples para criar um
modelo do comportamento do sistema como um todo. Nos modelos da MM nao ha
informagédo da contribuicdo eletrénica dos atomos, isto é, estes sdo considerados
como esferas de massa M conectadas entre si por um sistema de molas, conduzidos
por meio de osciladores harmoénicos (Figura 4). Essa aproximagédo € conhecida
como aproximag¢ao de Bohr-Oppenheimer, que leva em conta o fato de que o
movimento do nucleo dos atomos € muito mais lento do que o movimento dos seus
elétrons (51). Deste modo, é possivel distinguir as informag¢des nucleares e
eletrbnicas para resolvé-las separadamente. Além disso, as forgas internas que
agem sobre o sistema sao descritas por fungbes matematicas simples, obtidas como
funcdo das posicdes espaciais de cada um dos atomos. Utilizando esses modelos é

possivel simular a dindmica do movimento do sistema como um todo.
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A energia potencial do sistema ¢é calculada através dessas funcgdes
matematicas, e € denominado campo de forga (52), dependentes das posigdes
geométricas dos atomos. A energia total do sistema é calculada pela soma da
energia potencial e a energia cinética das particulas.

As funcbes de energia utilizadas nas simulagbes da DM sao fungbes das
coordenadas atdmicas e velocidades das particulas e a sua superficie de energia
potencial determina os estados de estabilidade relativa do sistema. As forgcas que
agem sobre os atomos sao obtidas através da derivada segunda da fungéo
potencial, em relagdo as posigdes dos atomos, e sao utilizadas para calcular o
comportamento dindmico do sistema. Este comportamento dinamico é calculado
através da solugdo das equacgdes de Newton para o movimento de particulas em

funcao do tempo (50).

As funcdes de energia utilizadas sdo geralmente compostas de termos
ligados e ndo ligados. Os primeiros representam o comprimento da ligagcado entre
dois atomos, os angulos estabelecidos nas ligagcdes de trés atomos e os angulos
diedros. No caso dos angulos diedros formados pela interagao entre quatro atomos,
podem-se definir dois tipos de angulos diedros. Os angulos diedros proprios que
definem geometrias com transi¢cdo, ou periddicas; e os angulos diedros improprios
utilizados para definir a quiralidade em tetraedros ou planaridade em anéis. As
interagcdes nao ligadas sdo compostas de termos computados por meio do potencial
de Lennard-Jones (53)) (forcas de van der Waals) e da contribuicdo eletrostatica
(potencial de Coulomb) (50) (Figura 5). A Equagao 1 descreve a fungédo de energia
potencial de um sistema de particulas, com seus respectivos termos. A energia
potencial do sistema é uma fungao das coordenadas cartesianas, que especifica as
posicbes de todos os atomos do sistema. Nesta funcdo, representamos os
comprimentos de ligagcédo entre os atomos (b), os angulos de ligagéo (8), os &ngulos
diedros préprios (@), os angulos diedros impréprios (§) e as distancias entre as
particulas (r). Os parametros da fungdo de energia sao obtidos de experimentos e
estudos da mecanica quantica para pequenas particulas, assumindo que tais
parametros também sao validos para particulas maiores (52). Geralmente, os
campos de forca sdo puramente aditivos, ndo ha dependéncia entre os termos do
campo. Estes campos de forga ddo uma aproximagdo do panorama de energia

potencial do sistema.
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Figura 4: Representacio do modelo de esferas e molas da Mecanica Molecular. A figura
mostra um conjunto de esferas conectadas por meio de molas e seu comportamento em
momentos sucessivos (setas). Ao se aplicar uma forca em uma das esferas, haverd um
deslocamento na direcdo da forca aplicada que se propagard pelas outras esferas. A
velocidade da propagacdo dependera da massa (densidade) das esferas e da rigidez

(elasticidade) da mola.
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termo ndo ligado

Figura 5: Representacio dos termos utilizados na funcio de energia para a interacao
entre proteinas. Representacdo do termo ndo ligado para o comprimento da ligacdo entre
dois atomos; do angulo estabelecido na ligacdo de trés 4&tomos; o angulo de tor¢do e o termo

nao ligado, computado por meio das forgas de van der Waals e da contribuicao eletrostatica.
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O primeiro termo da Equacao 1 representa o deslocamento em relagédo a um
comprimento ideal b,, computado por um potencial harménico. A constante K,
determina a flexibilidade da ligagdo. A energia associada pelas altera¢gdes dos
angulos de ligacdo no segundo termo da equagdo também sao obtidas por um
potencial harménico. Para as rotagbes em torno das ligagdes quimicas, a fungao
potencial dos angulos diedros préprios € dada pelo terceiro termo da equacgao.
Assumimos que esse potencial é periddico, sendo modelado por uma fungéo
cosseno ou pela soma de fungdes periddicas, onde o termo & representa o angulo
de equilibrio e n a multiplicidade do diedro. O termo relativo ao angulo diedro

impréprio € dado por um potencial harmoénico, com uma constante de forga K; e um

angulo de equilibrio &,. O ultimo termo da equacéao representa a contribuicdo dos
termos néo ligados, e € constituido de trés partes: um termo repulsivo de prevengéo
de distancias muito proximas entre as particulas (r'12), um termo atrativo para
considerar a dispersdo de forgas de London (r®) entre os atomos, e um termo
eletrostatico atrativo ou repulsivo dependendo se as cargas sao opostas ou n&o (r'1).
Os coeficientes A e B sao as constantes de interagdo e dependem dos tipos de
atomos envolvidos nas interagdes, sendo determinados como parametros do
sistema. As interacdes eletrostaticas sado representadas pelo potencial de Coulomb,
e o coeficiente D é o valor da constante dielétrica para o meio e r a distancia entre
as posicoes das duas cargas pontuais.

De modo geral, a simulagdo por DM é utilizada para se obter informacgdes a
respeito das conformacbes do sistema e também informacbes cinéticas e
termodinamicas que ocorrem ao longo do tempo de simulagdo. Esta abordagem
poderia ser uma das grandes vantagens no estudo das interagcdes entre os
peptideos e proteinas do MHC, pois evidenciariam propriedades individuais do
movimento das particulas interagentes do sistema. Trata-se de uma poderosa
ferramenta para aprofundar o conhecimento e entender o sistema modelado com
maior nivel de detalhe. A exemplo do que € explorado neste trabalho de tese,
macromoléculas biolégicas, como as proteinas do MHC, interagindo com peptideos
imunogénicos, sao sistemas dinamicos, e os calculos baseados em modelos
fisicos/quimicos da dindmica desses sistemas podem proporcionar novas
informagdes a respeito dos seus movimentos internos e de suas propriedades

termodinamicas (50).

21



Nos ultimos anos, a simulagédo em escala molecular tem apresentado varios
avangos, combinando desenvolvimentos em hardware e em algoritmos (52). Uma
das dificuldades que envolvem a modelagem de sistemas biomoleculares esta
relacionada a possibilidade de se encontrar configuragdes mais estaveis, ou seja,
aquelas como menores valores de energia potencial. Na pratica, passar de um
estado de estabilidade energética para outro significa que o sistema deve vencer
barreiras de energia potencial. Assim, alguns sistemas permanecem estaveis em
condigdes de minimos de energia potencial sem passar para uma nova configuragéao
de estabilidade (54). Para que isso acontecga, devem ocorrer flutuagbes que levem o
sistema a essa mudanga. Uma maneira de forgar a ocorréncia dessas flutuagdes é
utilizar métodos que acelerem a transicdo de um minimo de energia para outro,
mediante a inclusdo na fungdo de energia potencial de um novo termo, que
modifiquem a superficie durante a evolugéo temporal.

Existem algumas abordagens de simulagdo que podem acelerar a visitagéo
dos estados na superficie de energia livre (SEL), tais como ABF (Adaptive Biasing
Force) (55), Umbrella Sampling (56), Accelerated Molecular Dynamics (54),
Conformational Flooding (57) e a Metadynamics (Metadinamica) (58), entre outros.

1.6 A Metadindmica e o Uso de Variaveis Coletivas

Na Metadinamica (MetaD), a amostragem na SEL é aprimorada pela
introdugdo de um potencial histérico-dependente que atua sobre um seleto numero
de graus de liberdade para modelagem do sistema, geralmente referidos como
variaveis coletivas (VC) (59).

Neste trabalho de tese utilizamos a técnica de MetaD para simular o processo
de saida de peptideos com possivel atividade imunogénica, dos sitios de ligagdo das
proteinas H-2, relacionados a resposta imune para linfécitos T no modelo murino de
infecdo do parasito Leishmania. A energia livre de dissociagao foi calculada a partir
da aplicagc&o desta abordagem.

Seja S um conjunto de d fungdes das coordenadas microscopicas R do

sistema.

S(R) = (51(R), ..., $4,(R))
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No tempo de simulagéo t, o potencial de energia é descrito como a soma de
fungdes gaussianas (Equacgédo 2) que sdo depositadas ao longo da trajetéria do
sistema, no espaco das VCs, com o objetivo de desestimular a revisitagdo em

configuragdes que ja tenham sido percorridas ou amostradas anteriormente.

t o0 (Si(R)=Si(R(t')))?
Ve(S,6) = [y dt'w exp (- XL, SO, g

onde w representa a taxa de energia, o; a largura das gaussianas, R sdo as

coordenadas do sistema e S sao fungdes de R. A taxa de energia é constante e é
expressa em termos da altura da gaussiana (H) e do passo de tempo (Tg) em que

essas fungdes sao adicionadas ao sistema, onde:
w=— [3]

Esse viés potencial é entdo aplicado continuamente durante a simulacédo da
dinamica do sistema (60).

As simulacbes da DM de um sistema de particulas utilizando MetaD
apresentam alguns diferenciais quando comparadas com as simulagbes da DM
classica (59). O primeiro diferencial é a aceleragdo do processo de amostragem na
SEL, de modo a simular a ocorréncia de eventos raros, fazendo com que o sistema
visite todos os minimos locais de energia da superficie, que estdo separados por
grandes barreiras de energia. Além disso, as simulagdes por MetaD permitem a
exploragédo de novas vias de reagao, quando o sistema se desloca de um minimo de
energia livre para outro, passando por um ponto de sela da SEL. Outro diferencial
consiste no fato de que nas simulacbes por MetaD nao é preciso ter um
conhecimento a priori do panorama de energia do sistema, diferentemente de outros
métodos como ABF, Umbrella Sampling, Accelerated Molecular Dynamics e
Conformational Flooding.. Outro importante diferencial da MetaD é que apés
decorrido o processo de simulagao, o potencial adicionado a fungado de energia do
sistema pode ser usado para estimar a SEL. H4 uma relagdo entre o potencial
somado pela MetaD e os valores de energia livre associados ao sistema (Equagéao
4). A comprovagao da convergéncia da Equacéo 4 foi demostrada tanto de forma

empirica quanto de modo formal (58, 61-63).
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Ve (S,t—> o)=—-F(S)+C [4]

onde C representa uma constante aditiva irrelevante e F(S) é a energia livre definida
de acordo com a Equacéo 5.

F(S) = —% In([dR & (S — S(R))e PU®) 5

onde B = (kzT)™1, kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura do sistema e

U(R) a fungéo potencial de energia.

Como exemplo, na Figura 6 se mostra a atuagdo da MetaD sobre um
potencial de energia unidimensional. E possivel observar que o sistema evolui com o
decorrer da simulagdo e as gaussianas sao adicionadas a funcdo potencial de
energia, representadas em diferentes tempos durante a simulagdo. Apds o
preenchimento do ultimo estado de minimo de energia, todo o perfil da SEL é
completamente preenchido, e a simulagéo se torna difusa ao longo da trajetoria da
VC. Enquanto o processo de simulagdo prossegue, o potencial Vg compensa
inteiramente a SEL (64).

Nas simulagdes por MetaD, o potencial Vg ndo converge em modulo para um
valor constante de energia livre. Isto tem como consequéncia que o potencial de
energia pode preencher em excesso a SEL e levar o sistema a regides de elevados
valores de energia livre, que ndo correspondem a realidade da simulagdo. Neste
caso, para que se possa reconstruir a SEL de forma adequada, a simulacdo da
MetaD deve ser interrompida tdo logo o sistema saia do ultimo minimo de energia e
a trajetdria da VC se torne difusa (59). Isto constitui uma das limitagées do uso desta

abordagem.
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Figura 6: Atuagdao da MetaD sobre um potencial de energia unidimensional.
Painel inferior (soma das fungdes gaussianas com o potencial de energia inicial do
sistema — linha em preto); painel superior (evolugdo do potencial da MetaD); linha
azul (preenchimento do primeiro minimo explorado na SEL, onde o valor da VC é
igual a zero); linha vermelha (potencial da MetaD quando preenche o segundo
minimo de energia (VC = -4)); linha laranja (potencial da MetaD quando preenche o

terceiro minimo ( VC= 4)). Adaptada de Laio e Gervasio (64).
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A escolha das VCs que irdo descrever o sistema é o passo inicial para que se
possa utilizar a MetaD, sendo considerada uma etapa fundamental para o uso
destes tipos de simulagdes (59).

As VCs sao fungbes das coordenadas microscépicas do sistema. Essas
fungdes podem ser definidas como distancias entre atomos ou conjunto de atomos,
angulos, angulos diedros, numero de coordenacéo, e varios outros tipos de fungdes.
Além disso, é possivel definir VCs como polinbmios de grau n, utilizando varios tipos
dessas fungdes no seu arranjo. No entanto, para que as VCs possam ser utilizadas
de forma efetiva nas simulagdes por MetaD, elas devem satisfazer a trés
propriedades basicas (59, 64):

e Distinguir entre os estados inicial e final do sistema a ser simulado e
descrever todos os estados intermediarios relevantes entres eles;

e Incluir todos os modos lentos do sistema, isto €, aquelas variaveis que
demandam muito tempo de simulagao para se estabilizar. Por outro lado, o
que se espera ao escolher como VCs aquelas que descrevem apenas 0s
modos lentos da simulagao, é que os parametros que descrevem os modos
mais rapidos do sistema, possam se ajustar rapidamente durante a
evolugao das variaveis mais lentas (59).

e Utilizar um conjunto reduzido de VCs para descrever o problema,
evitando assim a exploracdo de um espaco multidimensional, o que
precisaria muito tempo de simulagao, além do fato que analisar uma SEL

obtida nessas condi¢des pode se tornar uma tarefa complicada.

A utilizagdo das VCs tem como objetivo reduzir as dimensdes da SEL
associada ao problema.

Sendo assim, a tarefa de definicdo das VCs ndao € um processo trivial e néo
ha uma regra a priori para se encontrar o conjunto adequado de VCs que serao
utilizadas nas simulagbes por MetaD. O fato basico € que para a escolha do
conjunto de VCs necessitamos do entendimento a respeito do sistema bioldgico em
questao, de modo que se possa definir o conjunto de VCs que esteja de acordo com
as trés propriedades basicas descritas acima (64).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Examinar o evento de dissociagao de epitopos das proteinas H-2, tendo como
modelo de estudo epitopos preditos da extensdo COOH-terminal da CPB de

Leishmania (L.) amazonensis.

2.2 Objetivos Especificos

a) Validar o processo de dissociagao de peptideos da fenda de haplétipos H-2
(LY, K*, K%e D°) de complexos cristalizados;

b) Analisar a trajetéria de saida e a energia de dissociacdo dos peptideos
derivados da cyspep de seus respectivos receptores H-2 (Db e Ld);

c) Investigar as interagbes moleculares entre os residuos de aminoacidos dos
complexos peptideos derivados da cyspep/proteinas H-2 de classe |;

d) Correlacionar os dados dos ensaios de dissociagdo com as respostas
bioldgicas dos peptideos derivados da cyspep.
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3 MATERIAL E METODOS

No desenvolvimento desse trabalho utilizamos a abordagem de simulagao
dindmica molecular de proteinas por MetaD (58) para avaliar o processo de
dissociagao dos peptideos da fenda da proteina H-2 de classe |.

O procedimento foi constituido de cinco etapas: (1) selegdo dos epitopos da
cyspep; (2) selegdao dos complexos H-2/peptideos para a validagdo da MetaD; (3)
simulacdo da dissociacao dos peptideos nos complexos do conjunto de validacéo;
(4) simulagédo da dissociacdo dos epitopos preditos da cyspep e (5) avaliagdo das
interacdes moleculares entre esses epitopos e os residuos da fenda da proteina H-2

de classe |.

3.1 Selegao dos Epitopos da Cyspep

Sete peptideos derivados da cyspep, identificados como potenciais moléculas
imunogénicas capazes de interagir com a proteina H-2 de classe | (39), foram
submetidos a simulagdo por meio da MetaD. Destes peptideos, trés formaram
complexos com o receptor H-2 D®, dois formaram complexos com o receptor H-2 L°
e outros dois formaram complexos com ambos haplétipos do H-2. As sequéncias de
aminoacidos destes peptideos (Tabela 1) foram derivadas de duas sequéncias de
aminoacidos que apresentaram propriedades imunogénicas em ensaios com
camundongos BALB/c (H-2 haplétipo L) e C57BL/6 (H-2 haplétipo D®) infectados
com L. (L.) amazonensis: VMVEQVICFD e FCLGGGLCL (39).

Utilizamos neste trabalho, o resultado da avaliacdo destas duas sequéncias
originais, submetidas ao algoritmo online SYFPEITHI (42), para predizer potenciais
epitopos capazes de se ligarem a fenda da proteina H-2 de classe I. O potencial de
ligacao foi calculado por uma matriz de pontuagao bidimensional. A determinacgéo da
pontuacado de cada sequéncia esta relacionada com a posicdo dos aminoacidos nos
sulcos. A pontuacdo total da sequéncia foi o somatdrio das pontuacbes de cada
aminoacido. O algoritmo atribui o valor de 10 pontos para os aminoacidos
frequentemente descritos como ancora da ligagao do peptideo com a proteina H-2
de classe |; 8 para aqueles que estdo presentes na mesma posicdo em um numero
significante de ligantes armazenados no banco de dados do SYFPEITHI; 6 aos

residuos que ocorrem raramente naquela posicao ou que auxiliam o posicionamento
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do residuo ancora da ligagao; 4 os que apresentam menor frequéncia de ocorréncia
naquela posi¢cdo no banco de dados do SYFPEITHI e um valor entre 1 e 4 para
aminoacidos com ocorréncia individual na sequéncia. Para selecionar os peptideos
foi utilizado um critério de corte pontuagao > 8, pois esse valor indica a existéncia de
pelo menos um aminoacido-ancora principal o que € essencial para a ligagao entre o
epitopo e a fenda da proteina H-2.

A estrutura dos complexos H-2 de classe |/peptideos derivados da cyspep
foram submetidas ao servidor Rossetta FlexPepDock (86) para refinamento,
utilizando as opgdes padrao deste servidor.

Portanto, nosso trabalho avaliou como ocorre a interagdo desses epitopos
com a proteina H-2 de classe | por meio da simulacdo da saida dos peptideos da
fenda da proteina, utilizando MetaD.

3.2 Escolha dos Complexos H-2/peptideos para Validagcao da MetaD

Para esta etapa, utilizamos um conjunto de validagdo com complexos de
haplétipos diferentes, cujos peptideos ligados contém oito, nove e dez aminoacidos.
As escolhas dos complexos cristalograficos, onde os peptideos tém diferentes
comprimentos de sequéncia, levaram em conta que estes também sao os tamanhos
dos peptideos derivados da cyspep apresentados nos complexos a serem avaliados
neste trabalho. Utilizamos quatro complexos de hapldtipos diferentes (Figura 7),
incluindo complexos dos haplétipos D° e LY no conjunto de validagdo, visto serem
estes os que foram utilizados como receptores dos peptideos derivados da cyspep.

As estruturas cristalograficas foram obtidas da base de dados do PDB (65)
sob os codigos 11d9 (66), 1vgk (67), 1zt1 (45) e 1yn6 (68), com resolugbes de 2,4 A,
2,0A,25Ae22A, respectivamente. O arquivo do PDB sob o codigo 1zt1 contém a
estrutura do haplétipo K* da proteina H-2 de classe | (H-2 K") formando um
complexo com um peptideo de oito aminoacidos do virus da influenza A. O arquivo
1yn6 corresponde a estrutura cristalografica do haplétipo DP da proteina H-2 de
classe | (H-2 Db) formando um complexo com um peptideo de dez residuos derivado
da acidopolimerase da influenza A. Finalmente, os arquivos 1l1d9 e 1vgk
correspondem as estruturas dos haplétipos L? (H-2 LY) e K® (H-2 K9), das proteinas
H-2 de classe |, respectivamente, ambos os complexos contém sequéncias

diferentes de nove aminoacidos (Tabela 1).
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Tabela 1: Sequéncias de aminoacidos dos peptideos dos complexos avaliados

Identificador Haplétipo Sequéncia aa
dos complexos
1* LA YPNVNIHNF
2* K® SYVNTNMGL
3* KX FEANGNLI
4* DP SSLENFRAYV
DP FCLGGGLCL
DP VMVEQVICF
DP VEQVICFD
8a DP CLGGGLCL
9a DP VMVEQVICFD
8b L CLGGGLCL
9b L VMVEQVICFD
10 L FCLGGGLC
11 L° MVEQVICFD

(*) Complexos PDB: 1=11d9; 2=1vgk; 3=1zt1 e 4=1yn6

As areas em branco mostram o conjunto de validagdo enquanto a area em cinza

mostram os complexos com peptideos derivados da cyspep.
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Figura 7: Imagem dos complexos cristalograficos 11d9, 1vgk, 1zt1 e 1yn6, usados como
conjunto de validacdo para a técnica da MetaD. As cadeias alfa da fenda (azul) das
proteinas H-2 de classe I estdo representadas em new cartoon e os peptideos ligados a fenda,

em CPK. Sdo destacadas as regides NH,-terminal (N) e COOH-terminal (C) dos peptideos.
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3.3 Parametros das Simulagées da Dindmica Molecular

Para cada complexo, foram gerados novos arquivos no formato PDB e PSF
(com a divisdo por cadeias de proteinas) de modo que estes apresentem as
provaveis coordenadas dos atomos de hidrogénio. Para isso, foi utilizada a
ferramenta do programa de visualizagdo molecular VMD (69) juntamente com o
campo de forca CHARMM e seus arquivos de definicao de topologia (70).

Os complexos H-2 de classe |/peptideos foram imersos em caixas
ortorrbmbicas de volume aproximado de dimenséo 65 x 65 x 80 A3. A direcao de
saida dos peptideos foi alinhada ao eixo z, perpendicular ao plano da fenda, em
todos os casos. Os sistemas foram hidratados considerando uma disténcia de 5 A a
partir das posi¢gdes minimas e maximas das coordenadas dos complexos. Na
direcdo z, a moléculas de solvente foram adicionadas até uma distancia de 30 A, no
sentido de saida do peptideo da fenda, de modo que o peptideo pudesse se
movimentar em direcdo ao solvente. Os complexos foram computacionalmente
hidratados com aproximadamente 8500 moléculas de agua do tipo TIP3P (71). Os
parametros utilizados nas condigbes periddicas de contorno (CPC) foram definidos
de acordo com as condi¢bes especificas encontradas em cada um dos complexos,
utilizando as coordenadas do seu centro geométrico como centro da caixa e as suas
coordenadas de minimos e maximos, em cada uma das dire¢cdes, para definir as
dimensdes de cada eixo. As definicbes das dimensdes das caixas de simulagao
foram feitas de modo a serem suficientemente grandes para os complexos nao
interagirem com suas imagens nas ceélulas do CPC das suas vizinhangas. Todos os
complexos H-2 de classe I/peptideos foram neutralizados através da adi¢ao de ions
de Na®, com o objetivo de evitar artefatos computacionais no calculo das interacdes
eletrostaticas.

Todas as simulagcdes foram executadas utilizando o software NAMD V2.9
(72), aplicando o campo de forcza CHARMMZ27 (70) e utilizando o arquivo de
parametros par_all27 prot_lipid.inp. As interacdes eletrostaticas foram avaliadas
usando o método de Particle Mesh Ewald (PME) com grade de espago de 1 A.
Interagbes de longa distancia foram truncadas usando um raio de corte de 12 A, com
funcédo de comutacdo no raio de 10 A.

As equagbes do movimento foram integradas usando o algoritmo velocity
Verlet (73) com passo de tempo de 2 fs (femtosegundos). O algoritmo SHAKE (74)
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foi usado para manter fixas todas as ligagdes covalentes com os atomos de
hidrogénio.

Na etapa de minimizagdo de energia potencial dos complexos, a otimizagéo
das geometrias consistiu de 15000 passos pelo método steepest descent, onde em
cada um dos sistemas mantivemos os atomos da cadeia principal sob a acdo de um
potencial harménico, cuja constante de forga elastica foi de 0,25 kcal/mol/A2.

A partir da etapa de minimizagao de energia das estruturas, foram executadas
as simulagdes de equilibrio em trés estagios: 1) mantendo a pressao constante em
1 atm e aumentando a temperatura de forma incremental de 0 K até 310 K, em
periodos de 6 ps (picossegundos); 2) equilibrando as estruturas no ensemble NPT
durante 1 ns, aplicando restricbes harménicas para evitar grandes deslocamentos
dos atomos da cadeia principal da proteina e do peptideo; 3) finalmente, as
estruturas foram equilibradas no ensemble NPT durante um periodo extra de 1 ns,
mantendo as restrigdes harmdbnicas apenas para os atomos da cadeia principal da
proteina H-2 de classe |I.

Na etapa de equilibrio, as restricdes harménicas aplicadas na cadeia principal
das proteinas e dos peptideos tiveram um valor de constante de forca elastica
também de 0,25 kcal/mol/A2. Este protocolo garante que as moléculas de agua, que
foram mantidas livres durante todo esse procedimento, relaxassem e se
acomodassem ao redor da proteina. Como resultado final obtivemos sistemas de
partida com estruturas mais estaveis para serem utilizadas nas simulagcbes por
MetaD. Além disso, todas as simulacdes no ensemble NPT foram realizadas a uma
temperatura de 310 K e pressdo de 1 atm, aplicando os métodos da dinamica e
pistdo de Langevin. Para a dindmica de Langevin foi aplicado coeficiente de
amortecimento de 5 ps‘1 em todos os atomos, com excegcao dos atomos de
hidrogénio. O pistdo de Langevin teve os seguintes parametros: para o controle da
presséao, as interagdes dos atomos de hidrogénio foram computadas em grupos; por
ser o sistema inserido em uma caixa de simulagdo, nao foi permitido que as trés
dimensdes das células da CPC variassem independentemente; o periodo do pistao
foi definido em 100 fs e o tempo de relaxagao foi de 50 fs.

Para as simulagdes por MetaD, a altura das gaussianas foi definida em

0,5 kcal/mol e novas gaussianas foram adicionadas ao potencial de energia a cada

. . . . V2 ~
0,2 ps. O tamanho relativo das gaussianas foi mantido em Tﬂ (valor padréo do

software NAMD)
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Para cada complexo do conjunto de teste, foram executadas simulagcbes da
DM classica como controle do processo, utilizando os mesmos parametros que a
MetaD.

Tanto as simulagbes por MetaD e as simulagdes de controle da DM classica
foram executadas durante 10 ns e os resultados foram visualizados e analisados
utilizando o programa VMD (69).

A primeira VC (VC1) foi definida como a distancia entre o residuo P6 do
peptideo (de acordo com a notagdo de Madden (75)) e o residuo Trp147 (residuo
conservado da fenda do H-2 de classe I). A segunda VC considerada (VC2) foi o
angulo determinado pela semirreta que liga o centro de massa do peptideo ao
residuo P6 do peptideo e a semirreta que liga os centros de massa do peptideo e da
proteina. Estabelecemos a variagdo de VC1 dentro de uma faixa comprimento que
se estende de 0 A e 28 A, com incrementos de 1 A. J& a variavel coletiva VC2

oscilou na faixa entre 0° e 180°, com incrementos de 10°.

3.4 Avaliagao dos Resultados das Simulagées

Para construgdo da SEL em fungao das VCs, onde mostramos as regides de
minimos de energia associadas aos estados do peptideo ligado a proteina e livre
computacionalmente na solugdo aquosa, utilizamos o software R (76).

As projec¢des da SEL sobre o plano energia X distancia (VC1) foram obtidas
através da integracao do fator de Boltzmann sobre a variavel coletiva VC2, conforme

a Equacéo 6.

jo- POUCLYCD) 1y

VCl)=1n
jo POVCLYCD) yycs ayen

~ POy o]

onde B = 1/k, T e k,é a constante de Boltzmann para a temperatura T = 310K e ®
representa o valor de energia livre na posicdo relativa ao par de valores das
variaveis coletivas (VC1, VC2).

O calculo da area da superficie do peptideo exposta ao solvente, 0 numero de

suas ligagdes de hidrogénio com o receptor H-2, e a sua energia de interagdo com a
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fenda da proteina (computando os componentes eletroestatico e van der Waals),
foram calculados utilizando o software VMD (69).

A formacéo da ligagéo de hidrogénio foi considerada quando a distancia entre
os atomos eletronegativos (doador e receptor) foi menor do que 3,5 A e o cosseno
do angulo formado entre o doador, o atomo de hidrogénio da ligagcéo e o receptor
variou entre -0,9 e -1, o que corresponderia aos angulos ~160° e
180°, respectivamente.

Particularmente, para o calculo dos valores de energia de interagcdo dos
peptideos com a fenda do H-2 a cada quadro da simulacédo, utilizamos extensédo do
software VMD denominada NAMD Energy. Para isso, selecionamos os residuos da
proteina H-2 de classe | e dos peptideos separadamente, de modo que pudéssemos
avaliar a energia de interagdo entre eles. Neste procedimento, as interagbes de
longa distancia foram truncadas em 12 A com aplicagdo da fungéo de comutagéo no
raio de 10 A.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania, a sua fase no
hospedeiro vertebrado demanda mecanismos que possam influenciar no sucesso
desta adaptagcédo, culminando na manutengdo das formas amastigotas o que
favorece a sustentagéo do ciclo ap6s um novo repasto sanguineo pelo inseto vetor.
A reconstrugdo destes passos bioldgicos, principalmente os detalhes moleculares
que definem os eventos de sinalizagdo da resposta imune celular que contribuem na
adaptacao do parasito, € um desafio, e estes detalhes moleculares sao definidos
pelos complexos formados com as proteinas do MHC e peptideos imunogénicos da
Leishmania.

Nao obstante, varias condigbes desses processos ja serem conhecidos para
alguns modelos de doencga parasitaria (77, 78) e degenerativas (79, 80), 0 mesmo
nao €& possivel afirmar para o modelo de infeccdo por Leishmania spp.
Especificamente, ainda ndo é completamente conhecido o modo de ligagdo dos
peptideos imunogénicos derivados da regido COOH-terminal da cisteino-proteinase
B de L. (L.) amazonensis, que influenciam no curso da adaptagéao deste parasito no
hospedeiro vertebrado (15, 39). Com esta motivagdo, investimos em uma
abordagem computacional para o estudo do processo de saida destes peptideos da
fenda de ligagdo da proteina H-2 de classe |, e com isso buscamos contribuir no
entendimento das interagbes moleculares que ocorrem durante este processo.

A abordagem computacional utilizada neste trabalho também nos permitiu
reconstruir a superficie de energia livre (SEL) associada ao processo de saida
destes peptideos imunogénicos, desvendando a energia livre de dissociagao
estabelecida entre os peptideos e a proteina H-2 de classe |, analisar as interacoes
moleculares que ocorrem entre os peptideos e os receptores H-2, correlacionar as
possiveis respostas biologicas destes peptideos com os dados obtidos nos ensaios
computacionais e estabelecer as condigbes necessarias para que a ligagao destes

epitopos a proteina H-2 efetivamente ocorra.
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4.1 Determinagcao das Variaveis Coletivas

Nas primeiras etapas deste estudo, foi crucial determinar os pares VCs que
definem a trajetéria de saida do peptideo da fenda da proteina H-2 de classe |, nos
ensaios de MetaD proposto neste trabalho de tese. Os pares selecionados para
teste foram obtidos através de uma analise das caracteristicas dos complexos H-2
de classe |/peptideos relatadas na literatura cientifica, como residuos conservados
do sitio de ligagéao do receptor, conformacao do peptideo na fenda, entre outras (43,
45,75, 81).

Uma das caracteristicas observadas nestes complexos esta relacionada ao
tipo de conformagao que a regido COOH-terminal do peptideo adota na cavidade da
proteina, o que pode acarretar na projecdo dos residuos P5, P6 e P7 para fora da
fenda do receptor H-2 (81). Além disso, os residuos da regido COOH-terminal dos
peptideos formam ligagdes com residuos conservados da fenda das proteinas H-2,
em particular com o residuo Trp147 (43). Foram testados 13 combinagdes de pares
de VCs, de modo que pudéssemos verificar se houve variagéo significativa na area
acessivel exposta ao solvente (SASA, do inglés Solvent Accessible Surface Area) do
peptideo e na energia de interagdo intermolecular entre o peptideo e a proteina
(Tabela 2). Para 12 desses pares, os coeficientes de variagdo dessas duas
propriedades foram menores que 10% das médias observadas durante os ensaios
de teste da MetaD, o que significa que ndo houve variagado significativa desses
valores (82, 83) e o peptideo se manteve ligado a proteina durante todo o processo
de simulacdo. Portanto, os pares com coeficientes de variagdo menores do que 10%
para essas duas propriedades foram rejeitados para serem utilizados nos ensaios de
MetaD. Utilizando o primeiro par de VCs na Tabela 2, foi possivel simular a saida do
peptideo da proteina H-2 nos ensaios de MetaD. O par é formado pela distancia
entre o residuo P6 do peptideo e o residuo Trp147 do receptor H-2, e o angulo
formado pela semirreta que liga o centro de massa do peptideo ao residuo P6 e a
semirreta que liga os centros de massa dos peptideos e da proteina H-2 (Figura 8).
A primeira variavel coletiva (VC1) descreve o distanciamento do peptideo em
relacdo a proteina do H-2 de classe |, enquanto que a segunda variavel coletiva
(VC2) descreve a orientagao relativa do peptideo em relagéo ao receptor.
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Tabela 2: Pares de variaveis coletivas testadas para as simulagées por MetaD

N° de VCl VC2 C,*** 4rea acessivel C,*** energia de interagdo
teste exposta ao solvente peptideo e proteina
1 Distancia entre o residuo P6 do peptideo e o residuo  Angulo formado entre residuo P6 do peptideo, 28,06% 57,06%
147 da proteina H-2 CM1* e CM2**
2 Distancia entre o residuo P5 do peptideo e o residuo  Angulo formado entre residuo P5 do peptideo, 9,75% 9,02%
147 da proteina H-2 CM1* e CM2**
3 Distancia entre os centros de massa dos residuos P5  Angulo formado entre os residuos P5 e P6 do 7,87% 8,83%
e P6 peptideo (juntos) e CM2** peptideo (juntos) , CM1* e CM2**
4 Distancia entre o residuo P1 do peptideo e CM2** Angulo formado entre residuo P1 do peptideo, 6,70% 8,41%
CM1* e CM2**
5 Distancia entre o residuo P(Q) do peptideo e CM2**  Angulo formado entre residuo P(Q) do peptideo, 7,98% 7,48%
CM1* e CM2**
6 Distancia entre CM1* e CM2** Angulo formado entre residuo P1 do peptideo, 6,23% 7,03%
CM1* e CM2**
7 Distancia entre CM1* e CM2** Angulo formado entre residuo P(Q) do peptideo, 7,05% 8,45%
CM1* e CM2**
8 Distancia entre CM1* e CM2** Angulo formado entre residuo P(Q) do peptideo, 8,01% 7,76%
CM1* e residuo P1 do peptideo
9 Distancia entre CM1* e CM2** Angulo formado entre residuo P(Q) do peptideo, 7,89% 8,34%
CM2** e residuo P1 do peptideo
10 Distancia entre o residuo P1 do peptideo e CM2** Distancia entre residuo P(Q) do peptideo e CM2** 8,94% 7,09%
11 Distancia entre o residuo P6 do peptideo e o residuo  Angulo formado entre residuo P6 do peptideo, 9,30% 9,77%
147 da proteina H-2 CM1** e uma posigao fixa
12 Angulo formado entre residuo P(Q) do peptideo, Angulo formado entre residuo P6 do peptideo, 7,34% 8,01%
CM2** e o residuo P1 do peptideo residuo 147 da proteina H-2 e CM2**
13 Numero de coordenagdo do residuo P1 do peptideo  Nimero de coordenacdo do residuo P9 do peptideo 6,45% 6,90%

em relagdo ao sitio de ligagdo da proteina H-2

em relagdo ao sitio de ligagdo da proteina H-2

(*) Centro de massa do peptideo

(**) Centro de massa da proteina H-2

A linha em fundo cinza representa o par de VCs escolhido para os ensaios de MetaD
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Figura 8: Variaveis coletivas VC1 e VC2. CM1 representa o centro de massa do

peptideo (esfera vermelha). CM2 representa o centro de massa da proteina H-2 de
classe | (esfera azul). P6 representa o residuo 6 do peptideo (esfera vermelha).
Trp147 representa o residuo conservado 147 da proteina H-2 de classe | (esfera
azul). A variavel coletiva VC1 (distancia) é representada pela linha pontilhada em
preto. A variavel coletiva VC2 (angulo) é representada pelo angulo formado pelas

linhas cheias em preto.
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4.2 Validagao dos Ensaios de Metadinamica

Embora tenha havido grandes avangos em hardware e software, as
simulagdes classicas da dinamica molecular ainda apresentam limitacbes para
estimar de maneira confiavel e em tempos acessiveis os valores de energia livre de
ligacdo associados a alguns processos bioldgicos, incluindo a ligacdo entre
peptideos e as moléculas do H-2 de classe | (54). Um dos maiores entraves
relacionado a este problema consiste na incapacidade de se explorar toda a SEL
associada ao processo bioldégico em questao e consequentemente a determinagao
dos estados de minimos locais localizados nestas superficies (59).

O problema acentua-se quando consideramos que componentes do sistema
que tenham um alto grau de flexibilidade, como é o caso dos peptideos que
interagem com as proteinas H-2 de classe |, possam dar origem a SEL mais
complexas, sendo mais dificeis de serem construidas. Esta dificuldade também é
observada pelo fato de existir uma grande contribuicdo da componente entrépica
dos peptideos em solugcdo, devido ao consideravel numero de microestados
possiveis de serem visitados durante a simulacdo da dinamica molecular. Portanto,
a simulacdo em escala molecular do processo de associacado entre a proteina H-2
de classe | e peptideos ndo é um processo trivial. Desta forma, ao longo deste
trabalho propomos simular o processo de dissociacdo dos peptideos da fenda dos
receptores H-2 de classe |, de modo ser possivel calcular a energia livre de
dissociagao por meio dos valores de energia livre obtidos nos estados do peptideo

livre e ligado a fenda da proteina.

4.2.1 Construcao da SEL para os Complexos do Conjunto de Validagao

Uma questdo critica para as simulacbes por MetaD esta associada a
determinacdo do momento em que o ligante pode ser considerado
computacionalmente livre no solvente, sem estar sob a influéncia da interagdo com a
proteina. Quando as simulagdes por MetaD sao executadas, as fungdes gaussianas
vao sendo depositadas periodicamente em um minimo local até que o sistema seja
deslocado para fora deste, ocupando entdo um novo minimo local na SEL, quando o
acumulo destas fungdes se reinicia (59). No presente estudo, o numero de fungdes
gaussianas adicionadas ao potencial de energia até que a primeira regiao de minimo
fosse preenchida foi de 7500 (1,5ns), 17500 (3,5ns), 15500 (3,1ns) e 17000 (3,4ns),
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para os complexos cristalograficos 11d9, 1vgk, 1zt1, e 1yn6, respectivamente, onde
os valores em paréntesis representam o tempo de simulacdo correspondente para
cada um deles (Tabela 3 e Figura 9).

Em situagdes onde os sistemas biolégicos apresentam dois valores principais
de minimos locais de energia, como no caso dos complexos H-2/peptideos, a
simulacdo por MetaD primeiramente preenche a regido da SEL correspondente ao
primeiro minimo (estado ligado do peptideo), e depois preenche a regiao
correspondente ao segundo minimo (estado ndo ligado do peptideo, estado
computacional livre na solugdo aquosa). Em casos como este, a simulagdo da
MetaD deve ser finalizada imediatamente quando o ligante deixa o segundo minimo
de energia, antes de iniciar o processo de revisitagdo no primeiro estado de minimo
energia (62). Este processo de revisitagdo do ligante no primeiro estado de minimo
de energia € conhecido como recrossing. E este processo produz um excesso na
adicdo de fungbes gaussianas ao potencial de energia, implicando no risco da
visitagdo em regides cujo resultado da MetaD n&o converge para SEL (62).

Acompanhamos o0 momento de ocorréncia do processo de recrossing nos
ensaios da MetaD através da avaliagdo dos mapas de energia livre criados ao longo
do tempo de simulagéo (Figura 9). Os mapas foram salvos a cada periodo de 1 ps
(picossegundo) e mostram a mudanga no perfil de energia livre como uma fungéo
das variaveis VC1 e VC2. O minimo global de energia livre pode ser obtido de cada
um dos mapas e esta associado a localizagdo na SEL onde a MetaD esta
preenchendo as regides de minimo de energia. As coordenadas do minimo global
sdo dadas por um par ordenado (VC1, VC2), e o comportamento da coordenada
VC1 foi assumido como determinante da localizagao do peptideo nos minimos locais
relacionados aos estados ligados ou nao-ligados a fenda da proteina. Desta forma,
nossos dados indicaram que o processo de recrossing inicia quando a localizagao
do minimo global nos mapas de energia livre atinge um valor de coordenada VC1 >
20 A, o que corresponde ao estado do peptideo fora dos dominios oy e a, da

proteina H-2.
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Tabela 3: Tempos de corte para simulagao da MetaD

NuUmero de gaussianas

Tempo de corte da .
P adicionadas para preencher

Identificador dos - . ~
Haplétipo simulagdo por

complexos MetaD (ns) 0 primeiro rpi:imo de
energia

1* L 2,5 7500 (1,5)
2% K 5,3 17500 (3,5)
3* K" 5,4 15500 (3,1)
4% D° 4,8 17000 (3,4)

D 2,8 10000 (2,0)

D 2,8 8500 (1,7)

DP 3,3 10500 (2,1)
8a D 2,6 8000 (1,6)
9%a D 2,8 8500 (1,7)
8b L 3,2 12500 (2,5)
9b L 3,3 7500 (1,5)
10 L 3,0 9000 (1,8)
11 L 1,5 4500 (0,9)

(*) Complexos PDB: 1=11d9; 2=1vgk; 3=1zt1 e 4=1yn6

(**) Em paréntesis o tempo de simulagdo em ns correspondente ao numero
de fungdes gaussianas adicionadas ao potencial de energia até que a

simulagao possa encontrar o primeiro minimo de energia na SEL.
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tempo (ns)

Figura 9: Representacdo da localizagdo do minimo global das SELs dos
complexos de validagao. Durante os ensaios de MetaD foi possivel localizar as
coordenadas do minimo global dos complexos cristalograficos (11d9, 1vgk, 1zt1 e
1yn6). No grafico, a regido sinalizada como (A) representa a localizagdo do minimo
global da SEL, durante o tempo de simulagdo até o preenchimento do primeiro
estado de estabilidade na SEL. A regido (B) representa a localizagdo do minimo
global, durante o tempo de simulagédo para o preenchimento do segundo estado de
estabilidade na SEL. Finalmente, a regido (C) representa a localizagdo do minimo
global quando se inicia o processo de recrossing (VC1 > 20 A). A fungdo de
regressao smooth.spline do software R foi utilizada para obter a linha de tendéncia
do grafico ao longo do tempo (—). A escala do eixo horizontal indica a variagdo do
tempo dos ensaios de MetaD em ns e a escala do eixo vertical os valores em

Angstrom (A) da coordenada VC1 do minimo global da SEL.
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Os mapas de energia livre considerados para os calculos da energia de
dissociagao dos peptideos foram aqueles correspondentes aos tempos de simulagao
atingidos imediatamente apos o preenchimento do segundo minimo da SEL, antes
do inicio do processo de recrossing. Utilizando este critério, podemos observar que
para o complexo 11d9 a MetaD preencheu mais rapidamente os minimos locais da
SEL, seguido dos complexos 1yn6, 1vgk e 1zt1(Tabela 3 e Figura 9).

A saida mais rapida do peptideo no complexo 11d9 pode ser explicada pelo
fato do peptideo, neste complexo, ndo possuir um residuo ancora central com a
proteina, por conta da presenca de varios residuos de aminoacidos com cadeias
laterais volumosas na parte central da fenda.

A SEL foi construida em fungéo das variaveis coletivas VC1 e VC2, utilizando
0 mapa de energia livre considerado no ponto de corte da MetaD. O estado inicial do
peptideo ligado a fenda corresponde a posicdo geométrica cristalografica do
peptideo no arquivo do PDB, enquanto que o estado do peptideo livre corresponde
ao estado do peptideo fora do sitio de ligagao da proteina (Figuras 10 e 11).
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Figura 10: Representagao bidimensional das SELs para as estruturas
cristalograficas. Na figura sao indicados o estado ligado (A) e o estado livre (B) dos
peptideos cristalograficos. Na escala cromatica a direita dos mapas, cada cor indica
uma variagao de 5 kcal/mol. Os mapas foram construidos em intervalos da distancia
em Angstrom para a VC1 e em intervalos de graus para a VC2, representando a

energia associada a cada par ordenado de valores dessas VCs.
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Figura 11: Representacdo tridimensional das SELs para as estruturas
cristalograficas. Na figura séo indicados o estado ligado (A) e o estado livre (B) dos
peptideos cristalograficos, onde as variaveis coletivas, VC1 e VC2, sdo medidas em

Angstrom e graus, respectivamente. A altura da SEL é dada em kcal/mol.
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Para comparar a posigdo obtida no primeiro estado de minimo encontrado
pela MetaD com a posigcéo cristalografica dos peptideos em cada complexo, foi
calculado o RMSD da cadeia principal dos peptideos (Tabela 4). Os dados indicam
que o valor do RMSD para cada um dos residuos € menor do que 0,71 A, onde as
excegdes sdo os residuos localizados na regiao COOH-terminal do peptideo, que
apresentam uma variacdo maior de 1,38 A, 1,22 A, 1,38 A e 1,34 A, nos complexos
11d9, 1vgk, 1zt1 e 1yn6, respectivamente. Esta variacdo na regido COOH-terminal
pode ser explicada pela alta flutuagdo na conformacgéo dos residuos localizados na
fenda de ligacdo da proteina H-2 de classe |, para poderem ligar esta regidao do
peptideo (84). Neste estado de minimo de energia, podemos afirmar que os
peptideos estdo préximos da sua posig¢ao cristalografica obtida dos arquivos do PDB
e a variagdo do RMSD indica somente uma flutuagédo térmica em torno da posigéao
cristalografica do peptideo ligado a fenda da proteina. Portanto, o valor de energia
livre correspondente a este estado de estabilidade do peptideo é utilizado para o
calculo do valor de energia livre de dissociagéo entre o peptideo e a proteina H-2 de
classe |. Observamos ainda, que esta primeira posicdo de minimo de energia na
SEL foi encontrada em um tempo de simulagdo menor que 1,5 ns para os
complexos 11d9, 1vgk e 1zt1. No caso da estrutura 1yn6 essa posi¢ao foi encontrada
em 3,2 ns.

No segundo estado de minimo de energia, para nos certificarmos de que o
peptideo atingiu o estado livre da SEL, analisamos o comportamento de algumas
propriedades estruturais dos complexos durante as simulagcdes. As propriedades
examinadas foram: SASA, o numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre os
peptideos e os receptores H-2 e o valor de energia de interagao intermolecular entre
o peptideo e a proteina, valores esses que foram calculados a cada passo da

simulacao de saida dos peptideos da fenda das proteinas H-2.
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Tabela 4: RMSD entre os residuos dos peptideos no minimo de energia na SEL e a posigao cristalografica.

RMSD cadeia principal por residuos do peptideo

Complexo RMSD cadeia principal do
PDB peptideo
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
11d9 2,35 0,26 (Y) 0,71 (P) 0,65(N) 0,4 (V) 0,69 (N) 0,63 () 0,19 (H) 0,09 (N) 1,38 (F)
lvgk 1,65 0,20 (S) 0,10 (Y) 0,04 (V) 0,09 (N) 0,03 (T) 0,54 (N) 0,11 (M) 0,33 (G) 1,22 (L)
1zt1 3,67 0,56 (F) 0,63 (E) 0,55 (A) 0,67 (N) 0,68 (G) 0,52(N) 0,20 (L) 1,38 (D)
lyn6 1,11 0,14 (S) 0,11 (S) 0,08 (L) 0,07 (E) 0,13 (N) 0,07 (F) 0,02 (R) 0,16 (A) 0,08 (Y) 1,34 (V)

Em parénteses se detalham os aminoacidos de cada sequéncia cristalogréafica. Os valores sdo dados em Angstrom (A).
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A analise da evolugdo temporal da SASA de cada um dos complexos
cristalograficos (Figura 12) indicou uma tendéncia de aumento deste valor até sua
estabilizagdo, quando os peptideos atingem o estado computacional livre na solugéo
aquosa e estao fora da fenda dos receptores H-2. Experimentos controle realizados
por meio da DM classica (Figura 12) indicaram que a SASA dos peptideos se
manteve dentro de uma faixa de variacdo compativel com o estado do peptideo
dentro da fenda da proteina (Tabela 5). Este fato reforga a abordagem da MetaD em
deslocar o peptideo para fora do sitio de ligagdo da proteina.

Em relacdo ao numero de ligagdes de hidrogénio formadas durante o
processo de saida e ao valor da energia de interagao intermolecular calculada entre
os peptideos e proteina (considerando os componentes de energia eletrostatica e de
van der Waals), (Figuras 13 e 14) observamos que ambas tendem para zero no final
da simulagao, confirmando a completa saida do peptideo da fenda. Deste modo, o
peptideo deixa de interagir com a proteina e se estabelece fora dela. Nos
experimentos de controle, executados por meio da DM classica, os resultados
indicaram que todos os peptideos se mantiveram na fenda da proteina, com seus
valores de energia de interagdo e numero de ligagdes de hidrogénio mantidos dentro
de uma faixa de variagdo compativel com o estado do peptideo dentro da fenda dos
receptores H-2 (Tabela 5), para os complexos 11d9, 1vgk, 1zt1 e 1yn6 (Figuras 13 e
14).
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Tabela 5: Variacio SASA, energia de interacido intermolecular e N° de ligagoes de

hidrogénio nos ensaios da DM classica

|dentificador SASA Engrgla de interacdo N° de liga¢Ges de hidrogénio
do intermolecular
Complexo ™ xx ™ \adia (A2) cvH* Média (kcal/mol) cvF* Média (n)

1* 9,55% 351,54 7,91% -296,31 27,01% 10
2%* 9,76% 259,85 6,69% -429,58 27,18% 16
3* 8,83% 260,52 4,92% -344,62 19,79% 16
4* 9,74% 448,85 5,93% 557,82 20,47% 15
5 8,97% 275,23 7,22% -221,07 23,53% 15
6 9,22% 267,91 5,67% -398,72 19,40% 17
7 8,43% 281,20 8,32% -399,02 23,30% 10
8a 9,42% 278,23 7,98% -262,39 19,72% 10
9a 8,38% 270,22 7,56% -552,70 22,87% 10
8b 9,03% 250,06 8,59% -249,34 23,04% 10
9b 8,89% 280,51 7,25% -372,04 20,19% 13
10 8,91% 271,01 9,73% -119,94 21,07% 11
11 9,53% 599,37 8,97% -243,81 18,19% 9

(*) Complexos PDB: 1=11d9; 2=1vgk; 3=1zt1 e 4=1yn6

**) Coeficiente de variagdo: cy= 2&¥0Padrao 44
(**) ¢

média

51



—— MetaD

25 1 11d9 oM

20 —
15

10 —
5_\
0 I

N° Ligagdes de Hidrogénio

| | | | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1vgk
2 25
g 20
2 10
2 AW
[ | [ | | | [ | | |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1zt1
25
20

N° Ligagdes de Hidrogénio

M

15 ~
10

5_

0 I T T T T T T T T i
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1yn6
25
I T I |

20 —
15

R
10
5_.
0 e
| I I | | |

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
tempo (ns)

N° Ligagdes de Hidrogénio

Figura 13: Evolugao temporal do numero de ligagées de hidrogénio formadas
entre os peptideos e a fenda da proteina H-2 de classe | para os complexos
cristalograficos. A evolugdo do numero de ligagdées de hidrogénio foi analisada por
MetaD (—) e por DM classica (—). A escala do eixo horizontal indica a variagéo do

tempo em ns e a escala do eixo vertical do numero de ligagdes de hidrogénio (n).

52



—— MetaD

11d9 DM

-100 -
-200
-300 —
-400 -
-500 -
-600 —
-700 T T T T T T T T T T

-100
-200
-300
-400
-500
-600 —
-700 T T T T T T T T T T

-100
-200
-300
-400
-500
-600 —
-700 T T T T T T T

Energia de Interagéo (kcal/mol) Energia de Interagéo (kcal/mol) Energia de Interagdo (kcal/mol)

5

£

=

S 0

f oo ] \_/_\
8 200

g -300

£ -400 —

e -600

2 -700 | | 1 | 1 T | | | 1
C

L

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
tempo (ns)

Figura 14: Evolugcao temporal da energia de ligagao entre os peptideos e a
fenda da proteina H-2 de classe | para os complexos cristalograficos. A
evolucdo da energia de ligac&o foi analisada por MetaD (—) e por DM classica (—).
Esses dados levam em consideragcdo os componentes de energia eletrostatica e van
der Waals. A escala do eixo horizontal indica a variacdo do tempo em ns e a escala

do eixo vertical a energia de ligagdo em quilocaloria por mol (kcal/mol).

53



4.2.2 Calculo da Energia Livre de Dissociagao dos Peptideos as Proteinas H-2

de Classe |

Nossos dados indicaram que € essencialmente a evolugdo no tempo da
variavel VC1 que descreve a saida do peptideo do sitio de ligagdo do H-2. Deste
modo, para que pudéssemos realizar uma andlise mais detalhada do
comportamento da VC1, produzimos as representagdes unidimensionais da SEL
(Figura 15). As superficies foram projetadas sobre o plano energia vs. distancia
(VC1), para as quatro estruturas cristalograficas do conjunto de validacédo. Estas
projecbes foram obtidas através da integracdo do fator de Boltzmann sobre a
variavel coletiva VC2, e a energia de dissociagdo (AGyissociagao) fOi calculada pela
diferenga entre os valores de energia obtidos nos estados do peptideo ligado e livre
da proteina H-2. Os resultados do calculo dos valores de AGgissociagso através das
simulagcées por MetaD foram comparados com aqueles obtidos do servidor
PDBePISA (Tabela 6)

O valor de RMSD considerando a diferenca entre os valores calculados pelos
ensaios da MetaD e os obtidos do servidor PBBePISA foi de 1,1 kcal/mol. Esta
estimativa esta dentro da faixa de variacdo esperada para o erro associado ao

calculo de energia livre de dissociagao para complexos de proteinas do PDB (85).
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Tabela 6: Energia livre de dissociagao para os complexos do conjunto de teste

Identificador do conjunto Complexo PDB AGdissocia¢ﬁo AGdiSSOCiaQﬁO AAGdissociaQﬁo
de teste PISA* MetaD*
1 1Id9 8,0 9,1 1,1
2 1vgk 10,2 10,8 0,6
3 1zt1 10,3 11,6 1,3
4 1yn6 12,0 10,7 1,3

* Unidades em kcal/mol.
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4.3 Aplicagdo da Metadinamica para os Peptideos Preditos Derivados da

Cyspep

Nesta etapa do projeto, nosso esforgos se concentraram em aplicar a
abordagem de MetaD, validada ao longo deste trabalho, para avaliar o modo de
ligacdo dos epitopos oriundos da cyspep. A hipotese de que os peptideos derivados
da cyspep sao fatores importantes durante a infecgdo no hospedeiro murino para L.
(L.) amazonensis vem sendo fortalecida (31, 38, 39). No entanto, ainda se faz
necessario investigar os detalhes da ligacao destes epitopos com as proteinas H-2,
descrevendo o modo de interagdo em escala molecular dessas ligagdes, o que pode
colaborar na descoberta de padroes de interagbes possivelmente relacionados com
a de resposta imune desencadeada pela L. (L.) amazonensis durante a infecgéo
experimental. Desta forma, foi aplicada a MetaD para investigar a interagcdo dos
epitopos da cyspep complexados computacionalmente com as proteinas H-2 de
classe I.

No entanto, é importante ressaltar que a utilizagdo de uma abordagem de
simulagdo de um evento raro, como a saida do peptideo da fenda da proteina H-2
de classe |, adiciona maior conhecimento a respeito dos fendmenos estruturais que
ocorrem ao longo do tempo de saida do peptideo. Estes eventos raros acontecem
em escala de tempo, onde ndo é possivel observar seus aspectos moleculares
utilizando meios mais tradicionais de observagdao, como ressonancia magnética,
cristalografia de raio X, ensaios em SPR, etc. Os resultados da observacéo
estrutural das simulagdes sdo mostrados ao longo desta secéo, incluindo ainda a
indicacdo da existéncia de uma distancia minima para que os peptideos possam

interagir com a fenda dos receptores H-2 de classe |.

4.3.1 Constru¢cao da SEL para os Complexos H-2/Peptideos Derivados da

Cyspep

As estruturas correspondentes aos complexos H-2/peptideos preditos
derivados da cyspep foram obtidas através do uso de dois diferentes haplétipos
como base para realizacdo das mutagdes. Com o uso destas estruturas fizemos as
devidas mutagdes de modo a obtermos a sequéncia de aminoacidos dos peptideos
derivados da cyspep a serem estudados em nosso trabalho. A estrutura do arquivo
do PDB com cddigo 1yn6 (hapldtipo DP) foi modificada em sua sequéncia de

aminoacidos do peptideo para receber as sequéncias dos peptideos derivados da
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cyspep e dar origem aos complexos 5, 6, 7, 8a e 9a (Tabela 1). Ja a estrutura do
arquivo do PDB com cédigo 11d9 (haplétipo LY) foi modificada para dar origem as
estruturas 8b, 9b, 10 e 11 (Tabela 1).

As estruturas resultantes das mutagdes foram submetidas ao servidor
Rossetta FlexPepDock (86) para refinamento. Esta etapa foi crucial para o processo
de simulacado destes complexos, pois em nossos testes iniciais, sem este passo de
refinamento, n&o foi possivel reconstruir a SEL de forma adequada.

O servidor Rossetta FlexPepDock aplica um protocolo de alta precisao para o
docking do peptideo na proteina. O objetivo do uso deste servidor foi determinar as
possiveis poses do peptideo dentro da fenda dos receptores H-2. Através da
aplicacdo deste protocolo, foi possivel submeter as estruturas iniciais dos
complexos, obtidos apdés as mutagdes, a um conjunto de procedimentos de
otimizagdo de modo a gerarmos um modelo inicial mais adequado e assim calcular
os valores de energia livre da SEL.

O algoritmo do servidor executou duzentas simulagdes independentes
(usando o método de Monte Carlo), sendo cem delas aplicando um passo de pré-
otimizacdo em baixa precisdo (onde as cadeias laterais do peptideo séao
representadas como centroides esféricos de tamanho variavel) com uma posterior
execugao em alta precisdo (onde é permitida a completa flexibilidade da cadeia
principal e da cadeia lateral dos peptideos). As outras cem simulagdes foram
executadas diretamente em alta precisdo. Foram criados os dez melhores modelos
de cada complexo, classificados de acordo com a funcdo de energia do software
Rosetta (87). O modelo com melhor classificagdo de cada conjunto foi escolhido
como a configuragéao inicial para os nossos ensaios de simulagéo (Figuras 16 e 17).

A anadlise das imagens na Figura 16 nos permite sugerir que os peptideos
dos complexos 5, 6, 7, 8a e 9a podem interagir na regido a1/a2 da estrutura H-2 D°
de maneira analoga ao cristal utilizado como molde (1yn6). De forma analoga, a
analise das imagens na Figura 17 também nos permite sugerir que os peptideos dos
complexos 8b, 9b, 10 e 11 podem interagir na regido a1/a2 da estrutura H-2 LY de

maneira analoga ao cristal utilizado como molde (11d9).
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Figura 16: Modelo tridimensional dos heterodimeros formados pelos peptideos
da cyspep e a estrutura H-2 D®. O modelo tedrico dos heterodimeros foi obtido por
mutacdo, seguido de refinamento das estruturas pelo servidor Rossetta
FlexPepDock. As cadeias alfa (azul) da proteina H-2 de classe | estdo representadas
em new cartoon e o peptideo ligado a fenda, em CPK. Sao destacadas as regides

NHa-terminal (N) e COOH-terminal (C) dos peptideos.
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Figura 17: Modelo tridimensional dos heterodimeros formados pelos peptideos
da cyspep e a estrutura H-2 LY. O modelo tedrico dos heterodimeros foi obtido por
mutagao, seguido de refinamento pelo servidor Rossetta FlexPepDock. As cadeias
alfa (azul) da proteina H-2 de classe | estdo representadas em new cartoon e o
peptideo ligado a fenda, em CPK. Sao destacadas ss regides NH,-terminal e COOH-

terminal dos peptideos.
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Assim como no conjunto de validagao, as SELs foram construidas em funcao
das variaveis coletivas VC1 e VC2. Os mapas das SELs para complexos H-2 de
classe |/peptideos derivados da cyspep, para os haplétipos D° e LY, foram calculados
quando os peptideos estavam completamente fora da fenda da proteina (Figuras 18
e 19). Utilizamos o mesmo critério estabelecido durante o procedimento de validagéo
para definirmos os tempos de corte das simulagbes da MetaD (Tabela 3).

No seu primeiro estado de minimo de energia na SEL, o peptideo esta ligado
a fenda do H-2, o que corresponde a sua posigdo geométrica inicial obtida a partir
dos resultados do servidor Rossetta FlexPepDock. No segundo estado, o peptideo
esta no estado livre na solugado aquosa.

Na continuidade deste estudo, a caracterizacdo da saida do peptideo do sitio
de ligagao, definido pelos dominios a1/a2 da proteina H-2, foi analisada a partir do
comportamento da SASA, o numero de ligagdes de hidrogénio e o valor de energia
de interacdo intermolecular entre peptideo e proteina.

Desta forma nossos dados indicaram que ha um crescimento dos valores da
SASA até a sua estabilizagdo, quando os peptideos atingiram o seu estado nao-
ligado a proteina, que corresponde ao estado do peptideo livre na solugéo aquosa.
(Figuras 20 e 21).

O numero de ligagdes de hidrogénio formadas durante o processo de saida
dos peptideos da fenda e o valor da energia de interagcao intermolecular tenderam
para zero, ao final das simulagdes por MetaD (Figuras 22, 23, 24 e 25), confirmando
a completa saida do peptideo.

Experimentos semelhantes também foram realizados por DM classica e
indicaram que todos os peptideos se mantiveram na fenda da proteina, uma vez que
nao houve flutuagdo significativa dos valores SASA, energia de interagao
intermolecular e numero de ligagdes de hidrogénio (Tabela 5). As variagdes para os
valores de SASA e energia de interagdo intermolecular ficaram dentro da faixa de
variagdo de 10% da média dos valores obtidos neste intervalo. Ja a flutuagao do
nuamero de ligagdes de hidrogénio esteve dentro do limite de 30% da média
observada, o que indica a manutencéo dessas ligagdes, durante as simulagdes da
DM classica, sem perda da interacao do peptideo com a proteina.
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Figura 19: Representacao bidimensional da SEL para os complexos formados

pelos peptideos da cyspep e a estrutura H-2 L°. Na figura s&o indicados o estado

ligado (A) e o estado livre (B) dos peptideos. Na escala cromatica a direita dos

mapas cada cor indica uma variagao de 5 kcal/mol. Os mapas foram construidos em

intervalos da distancia em Angstrom para a VC1 e em intervalos de graus para a

VC2, representando a energia associada a cada par ordenado de valores dessas

VCs
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Figura 22: Evolugao temporal do numero de ligagées de hidrogénio formadas
entre os peptideos da cyspep e a estrutura H-2 D°. A evolucdo do numero de
ligacdes de hidrogénio foi analisada por MetaD (—) e por DM classica (—). A escala
do eixo horizontal indica a variacdo do tempo em ns e a escala do eixo vertical do
numero de ligagdes de hidrogénio.
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4.3.2 Calculo da Energia Livre de Dissociagao entre os Peptideos Derivados

da Cyspep e a Proteina H-2 de Classe |

Para evitar influéncia do processo de recrossing, consideramos o momento
de corte das simulagbes da MetaD quando a localizagdo do minimo global nos
mapas de energia livre atingiu um valor de coordenada VC1 > 20 A (Tabela 3), como
definido nos ensaios de validagdo. Estes mapas de energia livre foram utilizados
para o calculo da energia livre de dissociagao.

A evolugdo no tempo da variavel VC1 descreve a saida do peptideo do sitio
de ligagao do H-2 e foi avaliada projetando a SEL sobre o plano energia vs. distancia
(VC1). De modo analogo ao que foi feito para o conjunto de validagao (Figuras 26 e
27).

Na continuidade dessas analises, os resultados do calculo dos valores de
AGgissociagio POr simulagbes por MetaD foram comparados com aqueles obtidos do
servidor PDBePISA e com os obtidos pelos ensaios de SPR (39), para os peptideos
sintéticos experimentalmente testados (Tabela 7). Os nossos dados indicaram o
valor de RMSD 1,2 kcal/mol, na comparacéo dos ensaios da MetaD com os valores
obtidos do servidor PBDePISA; e RMSD 2,7 kcal/mol, na comparagao com os dados
de SPR.

De maneira geral, ambos os valores de RMSD estédo proximos da faixa de
variagdo esperada para o erro associado ao calculo de energia livre de dissociagao
(85). Estes dados nos permitem afirmar que os ensaios de MetaD foram capazes de

reproduzir o valor AGgissociagso Para cada um dos complexos testados.
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Figura 26: Projecdo unidimensional das SEL dos heterodimeros formados
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Tabela 7: Comparacao das energias livres de dissociacao para os complexos

H-2 peptideos derivados da cyspep.

complexos aa PISA MetaD SPR
5 D° FCLGGGLCL 9,9 8,3 4,3
6 D° VMVEQVICF 10,0 8,6 7,2
7 D° VEQVICFD 5,4 7,0 8,0
8a D® CLGGGLCL 5,2 7,1 5,2
9a DP VMVEQVICFD 10,6 11,2 6,4
8b L¢ CLGGGLCL 7,4 7,0 8,3
9b ¢ VMVEQVICFD 10,0 11,6 8,2
10 L¢ FCLGGGLC 8,2 7,4 5,3
11 L¢ MVEQVICFD 8,7 9,1 7,8
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4.4 Interagdoes Moleculares nos Complexos Peptideos Preditos da Cyspep e

as Proteinas H-2 de Classe |

Dentre as interagdes que se estabelecem entre os residuos de aminoacidos
da fenda dos receptores H-2 e os peptideos imunogénicos, destaca-se o papel das
ligagcbes de hidrogénio para manter o peptideo ligado a fenda de forma estavel nos
dominios a1/a2 (43, 45, 84). Além das ligagdes de hidrogénio, as interagdes
intermoleculares nos complexos H-2/peptideo também contribuem para a
estabilidade e manutencdo desta ligagdo (88). Considerando ainda que a
estabilidade na formagado dos complexos H-2/peptideos afeta significativamente a
intensidade da resposta imune conduzida pelas células T CD8 (89, 90), propusemos
estudar o modo como ocorreram tais ligagdes durante a saida dos peptideos da
fenda do H-2.

Abordagens de mapeamento de epitopos por simulagdo computacional e
ensaios biolégicos indicaram que peptideos da cyspep apresentam capacidade de
induzir a proliferagdo celular e a expressao de citocinas relacionadas as respostas
imune do tipo 1 e 2. Resultados de docking molecular indicaram que o modo de
interacao entre as proteinas H-2 e os epitopos pode estar relacionado com os
efeitos imunomoduladores sobre as citocinas, apontando para padrdes de interagao
peptideos-MHC associados a padrées de indugcdo da expressao de citocinas (15,
37).

O desenho experimental deste estudo previu a aplicagdo de procedimentos
para acelerar a visitagdo de estados de minimos de energia durante as simulagdes
das interacbes moleculares dos complexos H-2/peptideos, para explorar o processo
de saida dos peptideos no sitio de ligagdo da proteina H-2. Nossa hipotese de
trabalho € que as simulagdes da DM por MetaD podem contribuir para o
entendimento das provaveis caracteristicas de interagcdo e para a analise de padrbes
de interagdes, tornando possivel a visualizagdo de arquétipos dos epitopos que
estdo associados a determinados tipos de reagcao do sistema imune. Desta forma,
nossos ensaios indicaram a importancia de alguns residuos durante o processo de
dissociagdo dos peptideos da proteina H-2, determinando as suas principais
interagcbes e prevendo a duragdo das ligagbes de hidrogénio e das interagbes
intermoleculares que ocorrem entre eles, como forma de quantificar a importancia de

cada uma delas.

74



4.41 Ligacoes de Hidrogénio entre os Peptideos Derivados da Cyspep e as

Proteinas H-2 de Classe |

A DM tem sido utilizada como ferramenta complementar as técnicas
experimentais, como cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear, para
a observagao das interagdes moleculares entre proteinas (91, 92). Durante o
processo de saida dos peptideos da fenda da proteina H-2 de classe |, avaliamos a
formacdo de ligagdes de hidrogénio entre os residuos de aminoacidos destes
peptideos e da proteina.

Nos ensaios de dissociacdo dos complexos realizados, foi possivel constatar
que as ligacdes de hidrogénio vao se desfazendo gradativamente e os tempos de
formagdo dessas ligagbes foram assumidos como indicativo da intensidade da
ligagcao dos residuos do peptideo a fenda da proteina, significando que os residuos
de aminoacidos dos peptideos que necessitam de um percentual de tempo maior
para se desligarem da fenda estdo mais fortemente ligados a proteina H-2.

Uma vez que constatamos que o tempo de saida do peptideo da fenda da
proteina foi diferente para cada complexo estudado, para haver equivaléncia na
comparagao entre os tempos de formagéao das ligagdes de hidrogénio, consideramos
o valor relativo do tempo de formagéo dessas ligagdes. Desta forma, estes valores
foram calculados como uma fragado do tempo de saida do peptideo (Tabelas 8 e 9).

De um modo geral, para ambos haplétipos, constatamos que a regido NH,-
terminal do peptideo manteve ligagbes de hidrogénio com os residuos de
aminoacidos do sitio de ligagdo da proteina H-2 (Tyr7, Tyr59, Tyr159 e Tyr171),
classicamente descrito (43). Esta informacéo foi parcialmente confirmada para os
complexos 6, 7, 8a, 9a e 10. Além disso, a analise das ligagdes de hidrogénio para
os residuos desta regido dos peptideos mostrou que outros residuos da fenda
formaram ligacbes de hidrogénio de maior duragdo durante os ensaios de
dissociagéo por MetaD: Glu9(5), Glu63(6), Glu58(7), Glu61(7), Glu63(7), Glu63(8a),
Glu163(8a), Glu63(9a), Glu163(8b), Glu58(9b), Glu163(9b), GIn70(10) e Tyr99(10)
(Tabelas 8 e 9), onde os valores em paréntesis indicam os complexos das ligagoes.
Estes resultados sugerem que tais residuos contribuem na manutengcdo da
estabilidade do peptideo na fenda da proteina H-2, e esta estabilidade da ligagcéo
dos peptideos a proteina é considerada uma caracteristica essencial para que
epitopos de linfocitos T sejam capazes de induzir uma resposta celular contra a
infeccdo (89, 90).
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Do ponto de vista da proteina H-2 D® como receptor, vale mencionar o papel
do residuo Glu63. De acordo com as analises feitas, este residuo formou ligagbes de
hidrogénio com o grupo amina da regido NH; terminal do peptideo, com percentuais
de tempo de duragédo consideraveis. Para o complexo 6 esse percentual foi de
24,6%, para o 8a foi de 22,0% e para o complexo 9a de 25,8%. Nos complexos 8a e
9a, vemos ainda que o residuo Glu63 forma ligagbes de hidrogénio com outros
residuos do peptideo, elevando os percentuais de tempo de duragdo das ligagdes de
hidrogénio para 42,8 e 50,9%, respectivamente. Estes resultados apontam para a
importancia do residuo Glu63 para a ligagédo dos peptideos a fenda da proteina. Esta
informagéo esta em acordo com outros trabalhos publicados, onde esse residuo foi
apontado como uma importante ancora da proteina do H-2 D° (93) e
desempenhando também papel importante na interacdo entre peptideos derivados
da cyspep com a proteina H-2 K e H-2 D®, relacionado com a indugéo de um perfil
de resposta imune celular. A participagao de residuos como este, formando ligagdes
de hidrogénio mais estaveis, como mostrado neste trabalho, também foi relacionada
com a indugdo da expressao de padrdes de citocinas envolvidas na infecgao
experimental de camundongos por L. (L.) amazonensis (38).

Os dados também indicaram que para os peptideos dos complexos 5 e 7, 0
residuo Glu63 nao formou ligagbées de hidrogénio de longa duragdo com a proteina,
durante a simulagao por MetaD. No entanto, outros residuos de acidos glutadmicos
(Glu9, Glu58, Glu61 e o proprio Glu63) ainda parecem ter papel importante para
manter a estabilidade da ligagdo dos complexos, pois formaram ligagbes de
hidrogénio de maior duragdo com o peptideo.

Para o hapldtipo H-2 LY as principais ligacbes de hidrogénio identificadas
foram observadas entre os grupos amina da regido NHz-terminal dos peptideos dos
complexos 8b, 9b e 10 e residuos da fenda da proteina H-2, sendo os residuos
Glu163 e GIn70 os mais importantes. Observamos ainda que para o complexo 8b a
duracéo desta ligagado de hidrogénio com o residuo Glu163 foi de 52,0% do tempo
considerado para da simulagao da saida o peptideo, o que indica uma forte ancora
para a ligagao do peptideo nesta regiao.

Para os peptideos que interagem com o haplétipo H-2 LY os residuos da
regiao COOH-terminal do peptideo estiveram propensos a formar ligagbes de
hidrogénio por um tempo maior entre suas cadeias laterais e os residuos da fenda
do H-2. Para o complexo 11, estas ligagdes de hidrogénio se mantiveram por 50,7%
do tempo de simulagdo da saida do peptideo. Este fato confirma a existéncia de
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uma forte ancora de ligagao dos peptideos na sua regido COOH-terminal (43) com o
receptor H-2 L%, o que n3o foi confirmado para os complexos com o receptor H-2 D®.
No entanto, para o complexo 11, essas ligagdes foram observadas somente com a
regiao COOH-terminal, sem formar ligagdes com outras regides do peptideo, de
modo que fosse possivel estabelecer uma segunda regido de ligacdo com a fenda
da proteina H-2. Nossos dados mostraram que o peptideo do complexo 11 foi
aquele que saiu da fenda em um menor tempo de simulagao (1,5 ns) e, além disso,
foi 0 que ndo apresentou propriedade de induzir linfocitos T CD8" in vitro (39),
sugerindo o fraco envolvimento deste durante a resposta imune celular induzida pelo

parasito.
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Tabela 8: Percentuais de tempo das ligagoes de hidrogénio ocorridas entre os peptideos e as proteinas H-2 DP.

Haplotipo D
Grupo amina do peptideo Grupo carboxila do peptideo Cadeia lateral do peptideo
Identificador
o 3 V) 3
dos Residuo do Residuo % tempo formacdo das  Residuo do Residuo % tempq de formagao Residuo do Residuo & tempc? de formagao
complexos eptideo do H-2 ligacdes de hidrogénio eptideo do H-2 das ligacdes de eptideo do H-2 das ligacdes de
pep ga¢ & pep hidrogénio pep hidrogénio
F1 E9 32,9 F1 S24 1,5
5
F1 Q70 1,2
Vi Y7 13,1 E4 H155 33 E4 R62 43
6 Vi E63 24,6 E4 K66 10,7
Vi Y171 3,2 E4 Y159 3,9
Vi Y7 32 V1 Y159 4,1 E2 Y7 1,3
Vi E58 5,6 E2 K66 2,7 E2 Y22 2,1
7 \%| E61 4,5 E2 Y159 3,2 E2 S24 9,6
Vi E63 8,0 E2 Y45 14,4
E2 K66 10,8
Cl1 E63 22,0 C1 Y159 21,8 Cl1 Y7 2,2
8a Cl1 E163 14,9
L2 E63 20,8
Vi Y7 2,3 Vi Y159 7,0 E4 R62 11,4
Vi Y59 3,0 E4 K66 1,8
. | E63 25,8 E4 HI155 0.5
M2 E63 16,1
V3 E63 9,0
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Tabela 9: Percentuais de tempo das ligagdes de hidrogénio ocorridas entre os peptideos e as proteinas H-2 L°.

Haplotipo L
Grupo amina do peptideo Grupo carboxila do peptideo Cadeia lateral do peptideo
Identificador dos % tempo formagao % tempo de formacgao % tempo de formagao
complexos Residuo do  Residuo ) Residuo do  Residuo ) Residuo do  Residuo )
das ligagoes de das ligacdes de das ligacdes de
peptideo do H-2 ) ) peptideo do H-2 ) ) peptideo do H-2 ) )
hidrogénio hidrogénio hidrogénio
%b Cl E163 52,0 L8 Y146 28,3
L8 W147 3,1
\Y! E58 2,5 D10 Y84 12,3
9b \Y! E163 18,8 D10 R145 4.8
D10 K146 11,2
F1 Y7 59 C8 K146 10,8
F1 Q70 31,4
10
F1 Y99 2,8
F1 Y171 52
D9 W73 1,8
11 D9 T80 3,6
D9 K146 50,7
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4.4.2 Energia de Interagao Intermolecular entre os Peptideos Derivados da

Cyspep e as Proteinas H-2 de Classe |

A energia de interagdo intermolecular estabelecida entre os residuos dos
peptideos e da proteina tem sido considerada para avaliar da estabilidade da ligagao
dos peptideos a fenda dos receptores H-2 (94), o que também foi explorado no
presente estudo. Desta forma, nos ensaios de MetaD foram calculadas as interag¢des
intermoleculares dos peptideos derivados da cyspep com os residuos de
aminoacidos da fenda das proteinas H-2 (Figura 28).

Para avaliar a contribuicdo da energia de interacdo intermolecular na
estabilidade do peptideo na fenda, utilizamos o conceito de meia-vida. A meia-vida
da energia de interacdo intermolecular dos residuos do peptideo com os residuos da
proteina foi definida como o tempo necessario para que a energia de interagao
intermolecular se reduza a metade do seu o valor inicial. Deste modo, o segundo
periodo de meia-vida corresponde ao tempo necessario para que o valor inicial da
energia de interagdo se reduza a V2 da energia inicial. Os dados da simulagao de
MetaD ressaltando os periodos de meia-vida podem ser observados na Figura 28.

Para o receptor H-2 DP, os residuos dos peptideos atingiram o segundo
periodo de meia-vida antes de 40% do tempo de saida, exceto para alguns residuos
dos peptideos nos complexos 8a e 9a. Para os residuos P1, P2 e P3 do peptideo
no complexo 9a, vale observar que estes atingiram o segundo periodo de meia-vida
em mais de 60% do tempo de saida da fenda (84,3; 60,3 e 61,9% do tempo, para os
residuos P1, P2 e P3, respectivamente). No complexo 8a, os percentuais foram
menos expressivos apresentando valores de 52,5 e 44,4%, respectivamente, para
os residuos P1 e P2.

Para o haplétipo H-2 L9, os residuos do peptideo no complexo 9b tiveram um
decaimento de sua energia de interagdo inicial distribuida de forma mais
homogénea, com excegdo do aminoacido na posi¢cdo P4. Para o complexo 11, os
aminoacidos das posi¢des P2, P5 e P9 mostraram relevantes interagcdes com o
receptor H-2.

Para todos os complexos, as mais fortes interagdes intermoleculares foram
observadas nas extremidades dos peptideos (NH, e COOH terminais). No caso dos
peptideos nos complexos 9a e 9b, os dados indicaram que o aminoacido na posicao
P1 (Val1) teve uma segunda meia-vida maior, de 84,3 e 66,6%, respectivamente,
indicando que este residuo de aminoacido se manteve mais tempo ligado a proteina.

Este fato foi mais evidente na ligagdo com o receptor do haplétipo H-2 D do que
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para o haplétipo H-2 LY, onde observamos a contribuicdo de outros residuos na
interacdo com o receptor. Os peptideos destes dois complexos sdo 0s unicos que
apresentam 10 aminoacidos em sua sequéncia, indicando uma relagcdo do tamanho
do peptideo com a meia-vida da energia de interacéo intermolecular. Este resultado
pode ser explicado pelo fato de que a parte central de peptideos mais longos seja
projetada para fora da fenda de modo a acomodar de forma mais favoravel as
regides NH, e COOH-terminal do peptideo nos sulcos de ligacao (95).
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Figura 28: Proporcao da energia de interagao intermolecular entre os residuos
dos complexos para os haplétipos D° e L%. Na figura, as barras em azul mostram
os percentuais de tempo relativos ao decaimento de uma meia-vida da energia de
interacdo intermolecular (decaimento de 50% da energia de interac&o inicial),
enquanto que as barras em vermelho mostram o decaimento relativo ao segundo

periodo de meia-vida (decaimento de 75% da energia de interac&o inicial).
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4.4.3 Distancia para a Interagao entre Peptideos e as Proteinas H-2 de Classe |

Nesta etapa deste trabalho, foi possivel avaliar a influéncia da energia de
interacdo intermolecular da rede de aminoacidos que compde a fenda dos
receptores H-2 de classe | sobre os peptideos, em fungdo da distancia entre os
centros de massa do peptideo e da proteina. A contribuicdo da energia eletrostatica
de longa distancia desempenha um papel importante na cinética de interagdo entre
proteinas, particularmente para complexos proteina/peptideo. De maneira geral, os
sitios de ligacdo das proteinas sédo descritos como uma rede de residuos de
aminoacidos que se comunicam estruturalmente e energeticamente, proporcionando
um campo de for¢a capaz de atrair o ligante ao receptor (96), o que foi constatado
nos experimentos de interagao entre os peptideos e as proteinas H-2, neste trabalho
(Figuras 29, 30 e Tabela 10). Esta comunicagao entre o sitio de ligacdo da proteina
e o ligante pode favorecer o encontro de ambos, tendo como base as interagdes
eletrostaticas de longo alcance (96).

O encontro de duas proteinas pode ocorrer a uma distancia e orientacao
favoraveis para a ligagao entre elas, e deste modo formarem um pré-complexo. Um
pré-complexo é um estado transicional para a ligagao entre duas proteinas. Se a
distdncia e a orientagdo das duas proteinas forem favoraveis para a ligagao, este
encontro pode evoluir formando um complexo estavel, dependendo ainda se a
energia livre de associagao entre eles € negativa. Por outro lado, se este encontro
ocorrer a uma distancia ou orientagdo desfavoraveis a formagao do complexo, as
proteinas rapidamente se dissociam uma da outra (97).

O mecanismo do encontro de duas proteinas para formacdo de um pré-
complexo foi estudado em outros trabalhos, que descrevem a interagdo entre a
proteina bacterial barnase e seu inibidor barstar (98). Esta interacdo é considerada
uma das mais intensas entre proteinas, com rapida associacdo entre elas. Estes
estudos descrevem que os residuos de aminoacidos da interface dos sitios de
ligagao interagem uns com os outros a partir de uma determinada distancia entre os
seus centros de massa (32 A) (99, 100).

Durante os experimentos de saida dos peptideos da fenda da proteina H-2,
constatamos que a dissociagdo do complexo ocorre de forma progressiva, para
ambos os tipos de complexos (peptideos cristalizados e peptideos derivados da
cyspep), quando comparamos a distancia entre os centros de massa das proteinas e
dos peptideos (Figuras 29 e 30). Estas observagdes foram feitas de acordo com as

condicbes estabelecidas para os parametros das simulagdes por MetaD, isto €, os
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valores da altura e largura das gaussianas adicionadas ao potencial de energia, a
frequéncia com que essas funcdes sao depositadas no potencial e a forma de
varredura do espaco das VCs.

Os resultados destes ensaios sugerem que esse comportamento pode
ocorrer como uma das etapas do fendbmeno de interagdo entre os peptideos e as
proteinas H-2, aqui simulados a partir da dissociagao do peptideo da fenda. Desta
forma, foi possivel mapear a agdo da energia de interagao intermolecular em trés
regides distintas: R4, quando a influéncia das interagdes intermoleculares € maxima;
Rz, quando esta influéncia se reduz e sédo observados valores de energia de
interacdo cuja mediana € menor do que a metade da mediana da energia de
interacdo intermolecular da regido R¢. € R3 quando ndo ha influéncia da energia de
interacéo entre a proteina e o peptideo, com o valor da energia de interagao préoximo
de zero (0 + 5% da energia de interagdo inicial) (Figuras 29, 30 e Tabela 11).

De um modo geral, podemos observar que além do limite de 25 A ndo ha
influéncia das proteinas H-2 de classe | sobre os peptideos avaliados neste trabalho.
Estes resultados sugerem a existéncia de um raio minimo de agédo para que a
interacao entre peptideos e a proteina H-2 ocorra concretamente. Este raio minimo
pode ser observado para cada um dos haplétipos tanto nos complexos cristalizados
(Figura 30) como para os complexos H-2/peptideo derivados da cyspep (Figura 29).
No entanto, esta observacdo necessita de uma comprovacdo mais aprofundada, de
modo que se possa descrever mais detalhadamente a acdo dos receptores H-2 sob

os peptideos.
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Figura 29: Energia de interagao intermolecular pela distancia entre os centros
de massa da proteina de dos peptideos da cyspep. Nas figuras, a agcéo da
energia intermolecular é dividida em trés regides: R4, R, e R3. Essas regides foram
dividas de acordo com a distadncia entre os centros de massa da proteina e do
peptideo e a influéncia da energia de interagcao intermolecular em cada uma delas.
As figuras em preto representam os complexos do haplétipo DP e as figuras em azul

os complexos do haplétipo LC.
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Figura 30: Energia de interagao intermolecular pela distancia entre os centros

de massa da proteina de do peptideo do conjunto de validagao. Nas figuras, a

acao da energia intermolecular é dividida em trés regides: R4, R; e Rs. Essas regides

foram dividas de acordo com a distancia entre os centros de massa da proteina e do

peptideo e a influéncia da energia de interagao intermolecular em cada uma delas.
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Tabela 10: Regides de interacio intermolecular entre para os peptideos as proteinas H-2 de Classe 1.

Identificador dos

R1

R2

R3

complexos leoltes Mediana (kcal/mol) leoltes Mediana (kcal/mol) leoltes Mediana (kcal/mol)
(A) (A) (A)
1* d<14,5 -219,96 14,5 <d<19,0 -69,68 d>19,0 -7,28
2% d<14,5 -360,15 14,5 <d £25,0 -145,27 d>25,0 -8,81
3* d<10,0 -246,01 10,0 <d<15,5 -72,66 d>15,5 -8,74
4% d<18,5 -347,08 18,5 <d <24,5 -114,51 d>24,5 -3,90
5 d<14,0 -217,83 14,0 <d <£20,0 -107,04 d>20,0 -6,38
6 d<11,0 -331,30 11,0 <d<22,0 -145,08 d>22,0 -9,83
7 d<10,0 -367,70 10,0 <d<25,0 -103,27 d> 25,0 -4,61
8a d<11,5 249,30 11,5 <d <21,0 -107,50 d>21,0 -1,74
9a d<14,0 -357,69 14,0 <d<24,5 -154,86 d>24,5 -5,82
8b d<15,0 -188,86 15,0 <d <24,5 -48,27 d>245 -5,74
9b d<15,0 -265,96 15,0 <d<24,5 -88,43 d>24,5 -9,90
10 d<14,0 -149,68 14,0 <d<23,0 -54,34 d>23,0 -4,63
11 d<16,0 -198,93 16,0 <d<24,5 -99,35 d>24,5 -7,21

d — Distancia entre os centros de massa da proteina.

(*) — Complexos PDB: 1=11d9, 2=1vgk, 3=1zt1 e 4=1yn6.
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5 CONCLUSOES

A abordagem computacional utilizada em nosso trabalho foi capaz de simular a
saida dos peptideos da fenda de haplétipos H-2 (L%, K*, K¢ D) de complexos
cristalizados e complexos simulados com os peptideos da cyspep;

O par de variaveis coletivas VC1 e VC2 selecionado foi capaz de descrever o
processo de dissociagao dos peptideos avaliados neste estudo;

Os ensaios computacionais propostos permitiram explorar a superficie de energia
livre associada ao processo de dissociacdo dos peptideos das proteinas H-2,
determinando seus estados de minimos locais e possibilitando o calculo da
energia livre de dissociagao do peptideo;

A comparagéo dos valores de AGyissociacao Para os complexos estudados e os
dados obtidos do servidor PBBePISA indicaram valor de RMSD dentro da faixa
de variagao esperada, o que valida a utilizagdo da MetaD para predizer a energia
de dissociacao dos peptideos;

Para haplétipos H-2 (LY e D), constatamos que a regido NH.-terminal dos
peptideos derivados da cyspep mantiveram ligagées de hidrogénio com maiores
tempos de formagdo com os residuos de aminoacidos do sitio de ligagdo da
proteina H-2 (Tyr7, Tyr59, Tyr159 e Tyr171);

Constatamos que a regiao COOH-terminal dos peptideos derivados da cyspep
mantiveram ligagbes de hidrogénio com maiores tempo de duragdo com o0s
residuos de aminoacidos do sitio de ligagdo da proteina para os complexos do
haplétipo H-2 L%

As anadlises das ligagdes de hidrogénio da regido NHa-terminal dos peptideos
derivados da cyspep, com excegado do peptideo no complexo 11, mostraram que
outros residuos da fenda contribuem na manutencao da estabilidade da interacao
com o sitio de ligacdo da proteina H-2, corroborando com o esperado de
peptideos imunogénicos;

Dentre todos os residuos de aminodacidos das proteinas H-2 D® analisadas nos
ensaios de simulagédo, com peptideos derivados da cyspep, o residuo Glu63 foi o
que manteve ligagdes de hidrogénio mais duradouras com a regido NH,-terminal
do peptideo, para os complexos 6, 8a e 9a. Este achado corrobora com fato
previamente descrito de que este residuo € uma importante ancora da proteina
do H-2;
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e A dissociagdo dos complexos ocorreu de forma progressiva, quando
comparamos a distancia entre os centros de massa das proteinas e dos
peptideos, tanto para os complexos cristalizados quanto para aqueles derivados
da cyspep. Isto é um indicativo de uma possivel etapa do fendbmeno de interagao
dos peptideos com as proteinas H-2;

e As analises da energia de interagdo intermolecular durante o processo de
dissociagdo indicaram trés regides de influéncia, para todos os ensaios de
simulagdo, com limites variaveis de acordo com o complexo ensaiado.

e O limite de agao da regiao com menor influéncia do receptor teve uma variagao
de até 25 A e indica a existéncia de um raio minimo de ag&o para o inicio do

processo de interagao do peptideo com a fenda dos receptores H-2.
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7 APENDICES

APENDICE A - INTERAGCOES ENVOLVENDO OS LIGANTES E AS
PROTEINAS H-2 DE CLASSE | PARA OS COMPLEXOS
CRISTALOGRAFICOS
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APENDICE B - ARQUIVOS DE CONFIGURAGAO PARA EXECUGAO
DAS SIMULAGOES DA METADINAMICA

HhAfH A A A AR A A AR AR AR AR AR AR AR AR AR A AR AR A AR A AR AR AR A
## JOB DESCRIPTION 4
i rE st EsEE A EE AR R
# restart of a run

# in a Water Box

# Metadynamica Protein Constrain

i FE s ss s EsEE A EE SRR R R
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
i rE st ss s EsEE A EE AR R R R R R

structure ../../equilibrio/lyn6 _pll wb ion.psf
coordinates ../../equilibrio/lyn6 pll wb ion.pdb
outputname meta ang dist trpl47

set temperature 310

set inputname ../../equilibrio/lyn6 pll eq ptn fix 2

# Continuing a job from the restart files
# if {0} is true

set rs 0 ;# use restart file? 1 = yes

if {$rs==1} {

binCoordinates Sinputname.restart.coor

#binVelocities $inputname.restart.vel ;# remove the "temperature"
entry if you use this!

extendedSystem Sinputname.restart.xsc

}

# Continuing a job but not from restart files
if {$rs==0} {

binCoordinates Sinputname.coor

# binVelocities Sinputname.vel ;# remove the "temperature" entry
if you use this!

extendedSystem Sinputname.xsc

}

firsttimestep 0

FH A
## SIMULATION PARAMETERS ##
FH A A

# Input
paraTypeCharmm on
parameters ../../equilibrio/common/par all27 prot lipid.inp

# NOTE: Do not set the initial velocity temperature if you
# have also specified a .vel restart file!

temperature Stemperature

#keep temp if want to assign new velocitites

# Periodic Boundary conditions
# NOTE: Do not set the periodic cell basis if you have also
# specified an .xsc restart file!
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if {0} |

# you get the info to make the following from:
# set sel [atomselect top all]

# cell basis vectors:

# measure minmax S$sel # then take the difference
# cellOrigin:

# measure center S$sel

#

cellBasisVectorl 67.5 0.0 0.0
cellBasisVector?2 0.0 63.7 0.0
cellBasisVector3 0.0 0. 64.3
cellOrigin 62.3 4.6 18.4

}

wrapWater on

wrapAll on

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
l-4scaling 1.0
cutoff 12.0
switching on
switchdist 10.0
pairlistdist 13.5

# Integrator Parameters

timestep 2.0
rigidBonds all
nonbondedFreq 1
fullElectFrequency 2
stepspercycle 10

#PME (for full-system periodic electrostatics)

if {1} {
PME yes
PMEGridSpacing 1.0

}

# Constant Temperature Control

langevin on ;# do langevin dynamics

langevinDamping 5 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp Stemperature

langevinHydrogen no ;# don't couple langevin bath to hydrogens

# Constant Pressure Control (variable volume)

if {1} {

useGroupPressure yes ;# needed for 2fs steps
useFlexibleCell no ;# no for water box, yes for membrane
useConstantArea no ;# no for water box, yes for membrane
langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 100.

langevinPistonDecay 50.

langevinPistonTemp Stemperature

}
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# Output

# outputName Soutputname

restartfreqg 500 ;# 500steps = every lps
dcdfreq 500

xstFreq 500

outputEnergies 500

# outputPressure 100

# Fixed Atoms Constraint (set PDB beta-column to 1)

if {0} |

fixedAtoms on
fixedAtomsFile fix bck ptn.pdb
fixedAtomsCol B

}

# Apply Harmonic Restraints to selection atoms

if {1} {
constraints on
consref ../../equilibrio/fix ca pl.pdb

conskfile ../../equilibrio/fix ca pl.pdb
conskcol B

}

# IMD Settings (can view sim in VMD)

if {0} |

IMDon on

IMDport 3000 ;# port number (enter it in VMD)

IMDfreq 1 ;# send every 1 frame

IMDwait no ;# wait for VMD to connect before running?

}

HHHHHFEH AR A A AR S ARSI H A HAEE

## EXTRA PARAMETERS ##
HHHHHFE AR A A AR S A AR

# Put here any custom parameters that are specific to

# this job (e.g., SMD, TclForces, etc...)

colvars on

colvarsConfig colvar ang dist trpld47.conf # colective variable
configuration file

#colvarsInput meta 3.restart.colvars.state # COMMENT OUT UNLEES YOU
RESTART A JOB

FH A A A
## EXECUTION SCRIPT ##
FH A A

# Minimization

if {0} |
minimize 100
reinitvels Stemperature ;# the temperature statement above

verforms vel reassignment

}

run 5000000 ;# 10ns para passos de 2fs
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Arquivo colvar ang dist trpl47.conf

FHAH A A R R R R R R R
## COLVARS DISTANCE AND ANGLE #
G

# Collective Varible Distance and Angle (TRP 147)

colvarsTrajFrequency 1000

colvar {

name rl

lowerBoundary 0.0

lowerWallConstant 10.0

upperBoundary 28.0

upperWallConstant 10.0

width 1.0

outputVelocity on

outputAppliedForce on

distance {

groupl { psfSegId P2
atomNameResidueRange CA 6-6

}

group?2 { psfSeglId Pl
atomNameResidueRange CA 147-147

}

}

}

colvar {

name al

lowerBoundary 0.0

upperBoundary 180.0

width 10.0

outputVelocity on

outputAppliedForce on

angle {

groupl { psfSeglId P2
atomNameResidueRange CA 6-6

}

group?2 { psfSegld P2
atomNameResidueRange CA 1-9

}

group3 { psfSeglId Pl
atomNameResidueRange CA 2-182

}

}

}

metadynamics {

name metadyn trpl47

colvars rl al

hillWeight 0.5 # Default is 0.01 - higher numbers = faster

dumpFreeEnergyFile on

saveFreeEnergyFile on

newHillFrequency 100 # Default is 100 - lower numbers = faster

}

histogram {

colvars rl al

outputFreq 1000

}
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Exploring the unbinding of Leishmania (L.]
amazonensis CPB derived-epitopes from H2
MHC class | proteins
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and Frnesto Raul Caffarena®
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ABSTRACT

New strategies to control Lelshmonie disease demand an extensive knowledge about several aspects of infection inclsding
the understanding of its molecular events, In nurine models, oysteine proteinase B from Leishmania amazbnensis promotes
regalation of immune response, and fragments from its C-fexminus extenson (cpspep) can play a decisive role in the host-
parasite interaction, The interaction between cyspep—derived peptides and major histocompatibility complex (MHC) proteins
is a crudal factor in Lashunanie infectons, Seven cpspep-derived peptides, previously identified as capable of inferacting
with H-2 (murine] MHC class I proteins, were studied in this work, We cstabliched a protocol to dnmlate the unbinding of
these peptides from the cleft of H-2 receptors, From the Somlatfons, we sstinated the cormesponding free energy of dissod-
ation (AGy) and described the molecular events that ocour during the codt of peptides from the deft. To test the rliabiity
of this method, we fint applied it to a calibration set of four crystallographic MHC/peptide compleoces, Neaf, we coplored
the unbinding of the seven complexss mentioned above. Results were consistent with Afv; values obtained from surface plas-
mon resonance (SPR) experiments, We also identified some of the primary interactions between pepiides and H-2 receptors,
and we detected three regions of influence for the interaction, This pattern was systcmatically observed for the pepiides and
helped determine a mininmim distance for the real interaction befween peptides and H-2 proteing ocomring at ~25 i,
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Key worls free enorgy wurface; H-2 DY, H-2 K& H-2 K* and H-2 LY haplotypes; imnmimological epitopes; Leistanania {Leish-
preniz) smozonensis metad yoamics,
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