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RESUMO

OLIVIER, D. S."? Interacao entre peptideos de fusdao da dengue e
membranas modelo: uma visao experimental e computacional. 2016. 94 f.
Tese (Doutorado - Programa de Pos-graduacao em Fisica aplicada a Medicina e
Biologia) - ' Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto - SP; %Instituto Holandés de Polimeros (DPI), PO Box
902, 5600 AX Eindhoven, Holanda.

A dengue é uma doenga viral infecciosa predominante de regioes tropicais e
subtropicais que atinge cerca de 400 milhoes de pessoas anualmente. Possui quatro
sorotipos diferentes do virus (DEN.I-IV), de modo que a reinfec¢do por um novo
sorotipo pode causar um quadro mais grave da doenca: a dengue hemorragica e a
sindrome do choque da dengue. Durante o processo de infeccao o virus passa por
duas etapas importantes: a primeira é a entrada dentro da célula hospedeira; a
segunda etapa, é a fusao da bicamada lipidica viral com a membrana do endossomo.
Ambas as etapas sao mediadas pela Glicoproteina E, e é nessa proteina que se
encontra o peptideo putativo de fusao. O peptideo possui elevado grau de homologia
entre todos os membros de Flaviviridae. Neste trabalho, avaliamos a interagao entre
o peptideo de fusao da dengue II, modificado, e membranas modelo através da
combinagao de técnicas experimentais (Fluorescéncia, SAXS, DSC e Cryo-TEM) e
simulagoes por Dindmica Molecular. Avaliamos a capacidade do peptideo DEN.II
88-123 em induzir a fusao de vesiculas de DMPC, DMPC:DMPG (4:1), bem como de
alterar as propriedades das bicamadas lipidicas. Buscamos ainda compreender como
sua estrutura secundaria é afetada pela interagao com as bicamadas lipidicas e qual o

posicionamento dele em relagao a membrana. Conseguimos mostrar que o peptideo
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é capaz de alterar a cooperatividade lipidica das membranas conforme a composi¢cao
lipidica e isso pode ser relacionado a capacidade de induzir fusao entre vesiculas.
Entretanto, os resultados de dindmica molecular revelaram que o peptideo nao foi
capaz de induzir mudangas em parametros estruturais tais como: &area por lipidio,
espessura e parametro de ordem da bicamada. Durante a interagao o peptideo ficou
preferencialmente na superficie da bicamada, com inser¢ao do residuo hidrofébico
triptofano entre as cadeias alifaticas. O peptideo nao apresentou uma conformagao
estrutural preferencial, embora tenha apresentado pequenas proporgoes de formagao
de folha-f e a-hélice. Em conjunto, esses resultados podem auxiliar na compreensao

do modo de agao dos peptideos de fusao.

Palavras-chave: 1. Peptideo de Fusao da Dengue. 2. Membranas Modelo.
3. Simulagoes por Dinamica Molecular. 4. virus da familia Flaviviridae. 5.

Glicoproteina E.



ABSTRACT

OLIVIER, D. S.!? Interaction between dengue fusion peptides and model
membranes: an experimental and computational overview. 2016. 94 f.
Thesis (Ph.D. - Postgraduate program in Physics applied to Medicine and Biology)
- 'Faculty of Philosophy, Sciences and Letters, University of Sao Paulo, Ribeirao
Preto - SP; Dutch Polymer Institute (DPI), PO Box 902, 5600 AX Eindhoven, the
Netherlands.

Dengue fever is viral infectious disease widespread in tropical and subtropical areas
that infects nearly 400 million people annually. There are four different virus
serotypes (DEN.I-IV) so that a reinfection by a different serotype may lead to a more
severe case of the disease: dengue hemorrhagic fever and the dengue shock syndrome.
During the infection cycle, the virus has two important steps: the first one is the
entry in the host cell; the second one, is the fusion between the viral lipid bilayer
and the endosomal membrane. Both steps are mediated by the E Glycoprotein, that
is the host of the putative fusion peptide. The fusion peptide has a high degree of
homology among the members of the Flaviviridae. In this work, we evaluated the
interaction between modified dengue fusion peptide and model membranes through
the combination of experiments (fluorescence, SAXS, DSC and Cryo-TEM), and
Molecular Dynamics simulations. We evaluated the capacity of the DEN.IT 88-123
peptide to promote fusion between vesicles composed by DMPC, DMPC:DMPG
(4:1), as well as the ability to perturb the lipid bilayer properties. Moreover, we
seek to understand how the secondary structure is affected by interaction with the
model membranes and the peptide position in the membrane. We showed that

the peptide is able to change the membrane lipid cooperativity depending on the
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lipid composition and it may be related to the capacity of fusion induction between
vesicles. However, the results revealed that the peptide does not induce changes
in the structural parameters such as area per lipid, thickness and bilayer order
parameter. The peptide binds to the surface of the lipid bilayer with the insertion
of the tryptophan residue into the region of aliphatic chains. The peptide did not
have a preferential secondary structure, although it presented a low percentage of
[-sheet and a-helice conformation. Together, these results may help to understand

the mode of action of fusion peptides.

Key-words: 1. Dengue Fusion Peptide. 2. Model Membranes. 3. Molecular

Dynamics. 4. Flaviviridae family virus. 5. E Glycoprotein.
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CAPITULO

INTRODUCAO

A dengue é uma doenca viral infecciosa, predominante em areas tropicais
e subtropicais, transmitida pelos mosquitos Aedes (Stegomyia) aegypti e Aedes
(Stegomyia) albopticus, causada pelo virus de mesmo nome. E uma doenca espalhada
por uma area onde vivem 40% da populacao mundial, sendo que estimativas apontam
que cerca de 400 milhoes de pessoas sao infectadas anualmente em mais de 100
paises|5].

O virus da dengue é membro da familia Flaviviridae e do género Flavivirus,
que possui mais de 70 virus causadores de diversas patologias de grande importancia
médica, tais como: virus da febre amarela, encefalite Japonesa, virus do Oeste do
Nilo, dentre outros|6, 3, 7]. Dentro desse género o virus da dengue é o que possui
a maior quantidade de casos de infeccao e indices de mortalidade. Atualmente
conhecemos quatro sorotipos para o virus da dengue (DEN.I-IV).

A doencga pode ser assintomatica ou apresentar quadros clinicos de moderados
a severos, onde com o aumento da fragilidade e permeabilidade vascular, além de
problemas de coagulagao levam a chamada dengue hemorragica, que pode evoluir
para a sindrome do choque da dengue|8|. Os quadros mais graves sdo comuns quando
h& uma nova infecgao por um virus com sorotipo diferente do contégio anterior, onde
os anticorpos jé existentes nao conseguem neutralizar os virus e acabam amplificando
a doencal9]. A dengue, em sua forma mais agressiva, atinge cerca de 500 mil pessoas
por ano com uma taxa de mortalidade de 10%. Ao contrario de outras doengas
causadas pelos Flavivirus, para a dengue nao existe um tratamento ou vacina eficaz

contra todos os sorotipos|6].
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Existem algumas caracteristicas comuns aos Flavivirus: sao particulas virais
em formato icosaédrico de pequena dimensao (=~ 50nm), onde tem-se um denso
nucleo contendo proteinas nao estruturais e o material genético viral, uma fita
simples positiva de RNA protegidos por proteinas estruturais do capsideo (C)[3].
Este capsideo é recoberto por uma bicamada lipidica e acima desta estao situadas
as proteinas estruturais: Glicoproteina E (Envelope - 53 kDa) e M (Membrana - 8
kDa) (ver Figura 1.1)[3]. Cada particula possui 90 homodimeros da Glicoproteina
E em arranjo conformacional paralelo & bicamada lipidica viral; Essas proteinas

sao arranjadas em 30 grupamentos onde os homodimeros sao posicionados lado a
lado[10].

Proteinas Ee M

Bicamada Lipidica

Capsideo
contendo
complexo de
proteinas e
RNA

Figura 1.1: Estrutura do virus da dengue. (a) - Organiza¢ao das Glicoproteinas
E para o virus da dengue. O total de 180 copias da proteina E envelopam o virus.
Em vermelho estd situado o peptideo putativo de fusao. (b) - Detalhes da estrutura
do virus da dengue. Estruturas em vermelho e amarelo (1-200 A) apresentam
o complexo do capsideo e RNA; Em verde (201-234 /i), a bicamada lipidica e
as regioes transmembrana das proteinas M e E; Ciano (235-249 A ), regiao dos
ectodominios das proteinas E e M; Em azul(>250 /i), os sitios de glicosilagdo das
proteinas E e M. Figuras adaptadas de PDB: 1K4R [1] e [2].

O material genético, com aproximadamente 11 mil nucleotideos, quando
codificado gera uma poliproteina contendo 3.411 aminoécidos, que quando
processada ira se dividir em 10 proteinas (Figura 1.2). Desse conjunto de proteinas,

trés sao estruturais: Capsideo (100 aminoacidos), Membrana (75 aminoacidos) e
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Glicoproteina E (495 aminoéacidos); e outras sete nao estruturais que irdo auxiliar

na replicagao do virus[4, 10].

I 3411 aa 1

GENES NAO ESTRUTURAIS l—
/o o o 2 4| bdo | N

NH ] [ - I | COOH
c pM E NS1 NS2A2B  NS3 4A NS4B NS5
v ' '

[N L[ | L |

prm 2A NS3
Figura 1.2: (Cddigo genético dos Flavivirus e replicagdo.  FEsquema de

processamendo da poliproteina: em Tosa sao proteinas estruturais e em branco as
nao estruturais. Os sitios de clivagens por enzimas do citoplasma (]), Signalase
(0), Furina (V) e desconhecido (?) sao indicados. Figura adaptada de: Rice
1996/3].

1.1 Ciclo de vida dos Flavivirus e o processo de
fusao

Durante o ciclo de vida dos Flavivirus dois processos sao de fundamental
importéncia para que este seja bem sucedido: (i) a ligagdo do virus com a superficie
celular para que ocorra a internalizacao do virus; (ii) fusdo entre a bicamada lipidica
viral e a membrana do endossomo. A Glicoproteina E é responsavel pelas etapas de
infecgao celular e pelo processo de fusao entre a bicamada lipidica viral e membrana
do endossomo.

Em seu ciclo de vida (Figura 1.3) o virus inicialmente ¢ absorvido pela célula
através da endocitose mediada pela proteina clatrina. Essa proteina é a mediadora
responséavel pela formagao de uma invaginacao da membrana celular que é fechada
pela acao da enzima dindmina, formando assim uma vesicula - ou endossomo -
dentro da célula hospedeira[10, 11]. Uma vez dentro do endossomo, onde ambiente
é acidificado, a Glicoproteina E sofre um rearranjo conformacional induzido pela
protonacao de histidinas presentes na Glicoproteina E; essa mudanca conformacional

¢ irreversivel e expoe o peptideo de fusao|12, 13].
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Com o peptideo exposto, inicia-se a fusao entre a bicamada lipidica do virus
e a membrana do endossomo com subsequente liberagao do capsideo viral dentro do
citoplasma. O desnudamento separa o RNA das proteinas do capsideo, deste modo
a maquinaria celular inicia o processo de traducao do material genético, seguido
do transporte para o reticulo endoplasméatico (RE). No RE ocorre a montagem
de particulas virais, onde as novas moléculas de RNA e proteinas sao montadas.
Posteriormente, particulas virais nao infecciosas, imaturas e subparticulas virais sao
transportadas através do complexo de Golgi, onde sofrem as tltimas clivagens por
proteases furina se transformando em particulas maduras e infecciosas. Na tltima

etapa, esses virions sao langados para fora da célula via exocitose(3, 4].

Internalizagao
Viral

Fusio e Maturacdo viral
desnudamento
/7= viral

)

€
\ &

Tradugao da poliproteina,

transito para o RE Montagem %, Gdlgi
e processamento viral '

Replicagao do
genoma viral

Figura 1.3: Ciclo de wvida dos Flavivirus. Figura adaptada de:
MUKHOPADHYAY 2005[4].

1.2 Estrutura da Glicoproteina E

Existem trés classes de Glicoproteinas virais de fusao, sendo que a distingao

entre elas se da pela predominancia do tipo de estrutura secundaria majoritaria.
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Deste modo, proteinas de Classe I possuem predominantemente estruturas hélice-c,
como exemplo o virus influenza; classe 11, possuem predominantemente estruturas
secundarias formadas por folhas—[, como exemplo o virus da febre amarela e
dengue; classe III ¢ uma combinacao das classes I e II, possuindo em sua estrutura
tanto hélices-av quanto folhas—f[14, 15, 16]. Dentre as classes, a Glicoproteina
E dos Flavivirus sao classificadas como classe II. A Glicoproteina E para o virus
da dengue possui regioes transmembranares e um ectodominio com cerca de 395
residuos aminoacidos. Quando presente no virus maduro a Glicoproteina E é
formada pela combinacao de mondémeros em orientacao antiparalela, tendo como
estrutura quaternaria um dimero. Cada subunidade é formada principalmente por
fitas 0 e contém trés dominios distintos: DI, DII e DIII que possuem ligacoes entre
si em formato de dobradicas (Figura 1.4 A e B). O dominio DI constitui a porgao
central da molécula, além de conter a regiao amino-terminal; o dominio DII possui
formato alongado - finger like - e esta relacionado com a interacao entre os dimeros
e trimeros formados ao longo do ciclo de vida; e o dominio DIII contém o grupo
carboxi-terminal, além de ser um dominio tipo imunoglobulina (Ig) — like, que é

creditado conter sitios receptores-ligantes.

Quando na forma madura o peptideo de fusao, localizado na extremidade
do dominio DII, esté protegido por um pacote formado pelos dominios DI e DIII
da subunidade complementar. O baixo pH do endossomo modifica o estado de
protonacao de aminoécidos sensores de pH (H146 e H323), que desestabiliza o estado
de dimeros iniciando a dissocia¢do reversivel em monoémeros (Figura 1.5)[17, 14].
Um rearranjo conformacional na Glicoproteina E formara trimeros com monémeros
dispostos paralelamente entre si e perpendicularmente ao plano da bicamada lipidica
viral. Nesta conformacao o peptideo de fusao esté exposto e pronto para promover
a fusao entre a membrana do endossomo e a bicamada lipidica viral.

Uma vez no ambiente interno ao endossomo a Glicoproteina E sera
responsavel por colocar em contato a complexa membrana do endossomo e a
bicamada lipidica viral, culminando no processo de fusdao, o uso de modelos
simplificados se faz necessario. Esses modelos, que tem sido bastante difundido na

literatura, compreendem o uso de membranas modelo e de peptideos responsaveis
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A

Domain |II

Domain |

Domain Il

Figura 1.4: Representacdo esquemdtica da Glicoproteina E para o virus da
dengue. (A) wvisao lateral da Glicoproteina E em relagao a bicamada lipidica e

(B) visao superior da Glicoproteina E. Figura adaptada de: MUKHOPADHYAY
2005[4).

pela fusao|18, 19].

Figura 1.5: Glicoproteina E dos virus da dengue II. (A) Conformagao
pré-fusional dimérica do ectodominio da Glicoproteina E. (B) Conformagao

pos-fusional  trimérica  da  Glicoproteina  E.  Figura  adaptada  de:
MUKHOPADHYAY 2005[4).
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1.3 Membranas Modelo

As biomembranas sao uma complexa e fina barreira protetora constituida de
lipidios e proteinas que limita a interagao entre o interior e exterior celular|20, 21].
Possuem uma permeabilidade seletiva permitindo a passagem de algumas moléculas
como por exemplo a dgua. Além disso, as proteinas que podem estar ancoradas,
ou mesmo ser uma proteina integral de membrana irao desempenhar uma série
de fungoes especificas como a passagem de fons para manter o equilibrio osmético
celular. Os lipidios sao moléculas anfifilicas, isto é, possuem uma regiao que tem
maior afinidade com ambientes polares que chamamos de cabega polar, e outra com
menor afinidade, que chamamos de cauda apolar. A variacao nas caracteristicas
dos lipidios tais como a presenca de carga na cabeca polar: carga liquida zero
(zwiteridnicos ou sem cargas), negativa (aniénicos) e positiva (cationicos); formato
da cabeca, tamanho da cauda e possuir ou nao insaturacoes irao modular o tipo de
membrana, ou seja, cada biomembrana possui um conjunto de lipidios caracteristicos
para cada célula.

No contexto historico, a proposicao de uma bicamada lipidica foi feita pela
primeira vez em 1925 por Gorter e Grendel|21]. Apo6s quase cinco décadas de
investigagao, Singer e Nicolson propuseram um modelo explicativo para a membrana
plasmatica contendo lipidios e proteinas, chamado de modelo do mosaico fluido[22].

Os lipidios se agregam espontaneamente em bicamadas lipidicas quando em
ambiente aquoso. Essas formagoes em formato esférico - chamadas de vesiculas - sao
de grande interesse, pois pela facilidade de modulagao na escolha dos lipidios acabam
por constituir um modelo de membrana simplificado. As vesiculas sao classificadas
quanto ao seu tamanho em pequenas (<100 nm - SUV), grandes (100-1000 nm -
LUV) e gigantes (>1000 nm - GUV).

1.4 Peptideo de Fusao - DEN.II 88-123

Para os sorotipos do virus da dengue e outros membros do género dos
Flavivirus a sequéncia de aminoacidos entre 98 e 112 - localizada na extremidade
do dominio DII - é chamada de loop de fusd@o ou peptideo de fusdo (Figura 1.6).

Essa sequéncia é altamente conservada dentre os membros da mesma familia,
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apresentando homologia de quase 100%. Entretanto, algumas diferencas locais
sao encontradas para determinados membros, como por exemplo a encefalite por
carrapatos que possui o residuo aminoacido histidina (H104), no lugar de uma glicina
(G104); além de outras mutagoes encontradas no carboxi-terminal onde podem

conter glicinas (G112) ou serinas (S112).

KRFVC KHSMV DRGWG NGCGL FGKGG IVTCA MFTCKK
88 98 112 123

Figura 1.6: Peptideo de fusdo da dengue II - DEN.II 88-128 com residuo
triptofano 101 (W101) destacado. Cédigo de cores: wverde - residuos polares
carregados; azul - hidrofobicos; vermelho - polares nao carregados.

O peptideo original, sequéncia 98-112, assim como mutagoes tem sido
amplamente estudados nos tultimos anos como agentes fusogénicos. Mutagoes
realizadas em proteinas trocando o residuo leucina 107 (L107) mostraram a
redugao na atividade fusogénical23]. Utilizando os peptideos de fusdo e vesiculas
unilamelares, Stauffer et al.  (2008) estudaram a influéncia da composicao
lipidica, bem como a influéncia no tamanho da cadeia peptidica para a fusao|24].
Considerando o sorotipo II do virus da dengue (DEN.II), foram selecionados os
residuos que flanqueiam as regioes amino e carboxi-terminal gerando assim um
peptideo sintético de maior comprimento. Além da mudanga no comprimento,
todos os residuos cisteinas foram trocados por serinas, desse modo quebrando a
ligacao dissulfeto e possibilitando a maior mobilidade do peptideo. O peptideo
contendo mais aminoacidos - DEN.IT 88-123 - apresentou uma maior atividade de
fusao quando comparado ao peptideo com menos residuos, isto pode ser devido a

formacao de estruturas S que dao maior estabilidade ao peptideo viral. A composicao
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lipidica das membranas modelo também apresentaram influéncia na interagao
peptideo-membrana, indicando que a presenca de lipidios negativamente carregados,
fosfatidilglicerol (PG), aumentam os indices de fusao quando comparados aos lipidios
zwiterionicos fosfatidilcolina (PC)[24]. Posteriormente, estudos realizados por Melo
et al. (2009) indicaram que a presenga do residuo hidrofébico tripfotano (W101) é
fundamental para a conservagao do loop de fusao; a justificativa é que o conjunto
dos residuos hidrofobicos W101, L107 e fenilalanina (F108) ajudam a estabilizar
e manter o arranjo conformacional dos residuos de glicina (G102 e G106). Esta
constatagao foi verificada pela altera¢ao do residuo W101 por alalina (A101)[25].

Apos o rearranjo conformacional a proteina na conformacao pré-fusao expoe
um trimero de peptideos de fusdo. Estudos realizados por Pan et al. (2010)
avaliaram o indice de fusao de trimeros de peptideos frente aos peptideos em
mondmeros e peptideos contendo mutantes nas posigoes 105 e 107|26]. Foi observado
que alguns residuos ficaram na conformacao fita-8 quando na presenga de um sistema
ternario POPC/POPE/colesterol. Estudos de Allison et al. (2001) corroboraram
que a mutagao do residuo L107 diminui a atividade fusogénica e mostraram que a
composi¢ao em trimeros possui maior indice de fusao do que quando os peptideos nao
estao complexados|?|. Ainda em concordancia com os estudos anteriores, Mendes et
al. (2012) apresentaram dados que indicam uma maior flexibilidade dos peptideos
virais. Os estudos envolvendo fluorescéncia apresentaram uma preferéncia do residuo
W101 por ambientes menos polares, sugerindo a sua inser¢ao ao menos que parcial
dentro de bicamadas lipidicas e sistemas micelares de SDS[24, 27]. Seguindo as
mutacoes nos residuos, Mendes et al. mostraram que a mudanca de histidina para
glicina na posi¢ao 104 nao teve influéncia significativa na interagao entre os peptideos
e miméticos de membrana. Além disso, nao foi observado uma estrutura preferencial
para o peptideo de fusdo contendo apenas 12 residuos|27].

O estado da arte sobre interacao de peptideos virais dos Flavivirus com
sistemas modelo mostram informagoes relevantes quanto & alteracao de residuos
e a influéncia dessas mudancas no processo de fusao. Sabemos ainda que ha uma
determinada seletividade que modula a interagao conforme o tipo de lipidio e, além
disso, que a formagao de trimeros tem maior poder de acao fusogénica do que

peptideos isolados. Entretanto, alguns pontos sobre o mecanismo de fusao ainda nao
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foram elucidados tais como as mudangas estruturais sofridas pela membrana modelo
pela acao do peptideo viral; ou ainda algumas divergéncias sobre a conformagao
preferencial e posicionamento do peptideo de fusao na presenca dos diferentes

modelos.

1.5 Objetivos

Considerando o estado atual de conhecimento das interagoes entre os
peptideos virais do género dos Flavivirus com sistemas modelo, a partir da
combinagao de dados experimentais e simulagoes computacionais por dinamica
molecular buscamos preencher as lacunas observadas na literatura. Podemos

pontuar os objetivos na seguinte forma:

e Investigar a interacao do peptideo viral DEN.II 88-123 com membranas modelo
de composigao DMPC, DMPG e mistura de DMPC:DMPG (4:1), aqui chamda
de PCPG (4:1).

e Avaliar as propriedades estruturais das bicamadas lipidicas na auséncia e
presenca do peptideo viral, através de técnicas experimentais de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e espalhamento de raio-x a baixo angulo (SAXS)

e simulagoes por dindmica molecular (DM);

e Explorar propriedades espectroscopicas do aminoécido triptofano (W101),
presente no peptideo viral com objetivo de obter informagoes relevantes sobre

o microambiente membranar;

e A partir de simulagdes por dindmica molecular explorar como a concentragao
de peptideos afetam as bicamadas lipidicas de composicao: DMPC e PCPG
(4:1); avaliar ainda as mudangas conformacionais nos peptideos pela interacao

com as bicamadas lipidicas.



CAPITULO

METODOLOGIA

Este capitulo é divido em duas se¢oes: experimental e computacional. Na
primeira etapa, apresentamos os materiais e métodos empregados na preparacao de
amostras, aquisicao e analise de dados experimentais. Posteriormente, os métodos
computacionais utilizados nas simulagoes por Dinamica Molecular (DM), bem como

as condigoes de simulacao serao descritos.

2.1 Materiais e Métodos experimentais

2.1.1 Materiais

Lipidios 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC)
e 1,ditetradecanoyl-2-sn-glycero-3-phospho-(1’-rac-glycerol) (DMPG) adquiridos
junto a Avanti Polar Lipids (Alabamaster, AL, USA). Peptideos - Os peptideos de
fusao modificados, DEN.II 88-123, foram adquiridos junto & Aminotech Pesquisa e
Desenvolvimento (Diadema - SP). Os solventes orgéanicos utilizados sdo de qualidade

analftica.

2.1.2 Preparagao de amostras

As vesiculas unilamelares grandes foram preparadas pelo método de
extrusao|28]. No preparo, concentragoes desejadas de lipidios foram ressuspendidos
em cloroférmio e secos por fluxo de N, para formacao de filme na parede dos
tubos de ensaio. Para a formacao de filmes com alguma fracao de lipidios de
DMPG, a combinagao cloroférmio:metanol (2:1) foi utilizada para formagao da

suspensao. Apos formacao do filme, o tubo foi submetido ao vacuo por trés horas

11
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para eliminagao de residuos solventes. Em sequéncia, o filme foi reidratado com
tampao Citrato (10 mM, pH 5,5), agitado e aquecido até 40 °C para formagao
de vesiculas multilamelares. Posteriormente, utilizando o mini-extrusor da marca
Avanti Polar Lipids obtivemos vesiculas unilamelares e de tamanho uniforme através
da filtragado por 21 vezes em filtro de 50 nm de didmetro. As vesiculas foram

utilizadas em um intervalo de tempo de até 7 dias.

2.1.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial - DSC

Propriedades termotropicas da interacao peptideo-membrana
foram investigadas através da técnica de DSC, fornecendo informagoes sobre as
mudancas de fase térmicas no empacotamento lipidico induzidas pela presenca do
peptideo viral[29]. Neste trabalho estudamos dois sistemas vesiculares: DMPC,
DMPC:DMPG (4:1) na presenga e auséncia do peptideo de fusdo DEN.IT 88-123.
Mantendo-se a concentracao lipidica final em 5 mM, com razao peptideo/lipidio de 1
mol%, exploramos a regiao de temperaturas entre 0 e 40 °C. Como controle, medimos
as vesiculas na auséncia de peptideos e comparamos com as medidas realizadas em
presenga de peptideos. O equipamento empregado nos experimentos foi Nano-DSC
IT - Calorimetry Sciences Corporation - Lindon, Utah, EUA, e as anélises das curvas
de DSC foram realizadas com o software CpCalc V2.2.0.10. As medidas foram
realizadas junto ao Laboratorio de Nanobiotecnologia Aplicada: Sistemas Miméticos
de Biomembranas do Departamento de Quimica da FFCLRP, USP de Ribeirao
Preto.

2.1.4 Espectroscopia de Fluorescéncia e Anisotropia

2.1.4.1 Fluorescéncia e Anisotropia de Fluorescéncia Estatica

Técnicas de espectroscopia fluorescente constituem uma importante
ferramenta na analise do micro-ambiente em que uma sonda esté inseridal30, 31]. O
peptideo DEN.II 88-123 possui em sua sequéncia o aminoacido natural triptofano
(W101) que é uma sonda fluorescente. As propriedades fluorescentes do triptofano
tais como: intensidade, comprimento de onda e anisotropia de fluorescéncia se
alteram conforme a polaridade do meio. Neste contexto, estudamos a interagao

do peptideo viral em solucao aquosa e na presenca de vesiculas de DMPC,
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DMPC:DMPG (4:1) com razao peptideo/lipidio de 2 mol% e concentracao lipidica
de 1 mM. Para a fluorescéncia estatica, as amostras foram excitadas em 280 nm e
coletadas em 350 nm. Enquanto que, a anisotropia estatica foi coletada na regiao
entre 340-360 nm. Os dados foram adquiridos em um equipamento Hitachi F7000
junto ao Laboratorio de Fotobiofisica do Departamento de Fisica da FFCLRP, USP.

2.1.4.2 Decaimento de Fluorescéncia e Anistropia resolvida no tempo

O decaimento de fluorescéncia e anisotropia foram medidos usando o método
de contagem de fotons tnicos com correlagao temporal. A fonte de excitagao
utilizada foi um laser pulsado Tsunami (Spectra Physics) bombeado por um laser de
estado solido Millenia (Spectra Physics). A frequéncia de pulsos e o comprimento
de onda foram ajustados por triplicadores de frequéncia. A emissao foi detectada
por uma fotomultiplicadora Hamamatsu e correlacionadas no tempo com os pulsos
de excitacao por meio de um conversor tempo-amplitude. O comprimento de
excitagao foi de 290 nm para o triptofano e adquirido em 350 nm. A analise foi
realizada pelo software fornecido pela Edinburgh Instruments, onde os decaimentos
de cada amostra foram ajustados em curvas multiexponenciais. Para a anisotropia
de fluorescéncia resolvida no tempo, utilizou-se de um compensador Soleil-Babinet
no feixe de excitacao e um prisma Glan-Taykis no feixe de emissao. Para obter
maiores detalhes sobre o modelo de ajuste veja o Apéndice A. Todos os experimentos

envolvendo espectroscopia de fluorescéncia foram realizados em banho térmico a 40

°C.

2.1.5 Crio-Microscopia de Transmissao Eletronica -
Cryo-TEM

A partir da Crio-microscopia de transmissao eletronica medimos amostras
de vesiculas unilamelares de DMPC:DMPG na presenca e auséncia de peptideos
virais com razao molar de 2% e concentracao final de lipidio de 0,5 mM. Filmes
vitrificados foram preparados em um equipamento 'Vitrobot’, com temperatura de
22 °C e umidade de 100%. Os filmes vitrificados foram transferidos para um porta
amostra criogénico (Gatan 626) e as medidas foram realizadas abaixo de -170 °C

em um microscopio Tecnai Sphera operando em 200 kV. Os experimentos foram
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realizados no Institute for Macromolecular and Organic Chemistry, Eindhoven -

Holanda.

2.1.6 Espalhamento de raio-X a baixo angulo - SAXS

O espalhamento de raio-x foi empregado no estudo da estrutura das
membranas formadoras das vesiculas lipidicas unilamelares na auséncia e presenca do
peptideo viral DEN.II 88-123(32, 33]. Para realiza¢ao dos experimentos utilizamos o
feixe de brilho elevado ID02 localizado no Synchrotron ESFR, Grenoble - Franca|34].
O feixe ID02 opera a 12,46 keV, com fluxo de fotons de 10'?s™!, comprimento de
onda de 0,1 nm. A distancia entre amostra e detector foi de 2,86 m, varrendo uma
regiao do vetor q entre 0,064 e 3,85 nm~'. A intensidade de espalhamento é medida
em funcao do vetor de espalhamento:

_ dmsind

7= (2.1)

onde A é o comprimento de onda do feixe incidente e 26 é o angulo de

espalhamento. As amostras com concentracdo de bmmol/L de lipidios e razao
peptideo/lipidio de 1 mol% foram medidas utilizando um capilar de 1,9 mm
mantido a temperatura de 40 °C. Os diagramas bidimensionais foram normalizados
considerando a intensidade absoluta, a funcao resposta do detector, a distancia
amostra-detector, e os feixes incidentes e transmitidos[34]. Os dados finais de
SAXS foram obtidos a partir da média das 10 melhores medidas, com um total
de tempo de exposicao de 3 s. Ainda nesta etapa, foram considerados as curvas que
sofreram menor dano pela exposicao a radiacao. De modo semelhante, realizamos
as mesmas medidas para a solugao tampao, com o objetivo de subtrai-lo das curvas
de espalhamento das amostras.

Para o ajuste dos dados experimentais, utilizamos o Programa de anélise
global (GAP), versao 1.3, fornecido pelo Dr. Georg Pabst, do Institute of Molecular
Bioscience, University of Graz, Austria. O modelo usado para ajuste dos diagramas
foi baseado na teoria de Caillé modificada (MCT). O ajuste permitiu a obtencao de
parametros relacionados ao perfil de densidade eletronica das cabegas polares e das

cadeias acilicas dos lipidios nas vesiculas. Com estes parametros foi possivel calcular
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a espessura da membrana (dp) através da seguinte equagao[35]:

dB = 2(ZH + 20'H) (22)

onde, zy ¢ a posigao da cabega polar, medida a partir do centro da bicamada,
e oy corresponde a largura a meia altura da gaussiana da distribuicao da densidade
eletronica sobre a regiao da cabeca polar. Para descricao do modelo de ajuste veja

o Apéndice B.

2.2 Simulacoes Computacionais

O estudo computacional foi realizado através de simulagoes por Dindmica

Molecular para os sistemas peptideo-membranas modelo.

2.2.1 Peptideo de Fusao

) peptideo (DEN.II 88-123)
de sequéncia: KRFVC. KHSMV.DRGWG.NGCGL.FGKGG.IVTCA.MFTCKK, foi
extraido da estrutura cristalografica da Glicoproteina E do virus da Dengue sorotipo
II em sua conformagao pos-fusdo e seu codigo PDB é 10k8[17]. Na etapa de
preparagao do peptideo duas modificacoes foram realizadas: a primeira foi a mutagao
de todos os aminoacidos cisteina (C) por serina (S), dando maior mobilidade ao
peptideo, pois elimina a ponte dissulfeto existente; em segundo lugar, modificamos
o estado de protonacao da histidina para mimetizar o pH do meio onde o virus é
ativo (= 5,5). Neste estado de protonagao o peptideo viral fica com carga liquida

positiva igual a 7 e. As cargas parciais sao sempre proporcionais a carga do elétron.

2.2.2 Preparacao das bicamadas lipidicas

Com o interesse em estudar as diferencas na interacao peptideo-bicamada,
preparamos duas membranas com diferente composicao lipidica: a primeira
bicamada de Dimiristoil fosfatidil colina (DMPC) contendo 64 lipidios por
camada. A segunda bicamada é uma mistura de um fosfolipidio carregado
negativamente: Dimiristoil fosfatidil glicerol (DMPG) com DMPC. Neste caso, cada
monocamada contém 80 lipidios de DMPC e 20 de DMPG, gerando uma razao
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DMPC:DMPG (4:1). Para construgao de ambos os sistemas utilizou-se o servidor
CHARMM-GUI|36] que gerou arquivos de entrada contendo as bicamadas ja
solvatadas e com concentragao salina de 150 mM. As membranas foram entao
simuladas por DM até a equilibragao de sua area por cabega lipidica, parametro
de ordem e densidade eletronica, que foram comparados & literatura e analisados

conforme proposto por Porasso et al. (2012)[37].

2.2.3 Membranas em interacao com peptideos

Apobs a estabilizacao da membrana, os sistemas membrana-peptideo foram
construidos variando-se a quantidade de peptideos (N=1,2,3), o tipo de membrana
(DMPC ou PCPG) e considerando duas opgoes para concentragao salina: 0 ou

150mM NaCl, conforme apresentado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Composicao dos sistemas simulados.

Sistema Atomos Pep./Lip. N° Agua Ions Na/Cl Designacao
DMPC 34232 -/128 8099 18/18 DMPC
PCPG (4:1) 47152 -/200 8000 62/22 PCPG
DMPC-+1Pep. 34661 1/128 6321 18/25 PC-1A
DMPC+2Pep. 35198 2/128 6314 18/34 PC-2A
DMPC-+2Pep. 35198 2/128 6314 18/34 PC-2B
DMPC+1Pep. 34733 1/128 6357 T PC-1B
DMPC+3Pep. 35807 3/128 6343 -/21 PC-3A
PCPG+1Pep. 47465 1/200 7839 55/22 PCPG-1A
PCPG+2Pep. 48070 2/200 7846 48 /22 PCPG-2A
PCPG-+3Pep. 48595 3/200 7853 41/22 PCPG-3A
PCPG+1Pep. 47553 1/200 7883 33/- PCPG-1B
PCPG-+2Pep. 48118 2/200 7890 26/- PCPG-2B

PCPG-+3Pep. 48683 3/200 7897 19/- PCPG-3B
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2.2.4 Condicoes de Simulacao

Em todas as simulagdes aplicamos o ensemble NPT (T = 318 K, P = 1
bar), sendo utilizados os banhos de pressao (Nosé-Hoover Langevin) e temperatura
(Langevin). As interagoes eletrostaticas de atomos nao ligados foram controladas
pelo método Particle-Mesh Ewald (PME) e truncadas em 12 A, com decaimento a
partir de 10 A. Para realizacdo das simulacdes o pacote computacional NAMDI38|
foi utilizado em conjunto com o campo de forza CHARMM 36[39, 40]. A
minimizagao de energia dos sistemas foi realizada para eliminacao de maus contatos
e, posteriormente, a dinAmica de interagao para cada sistema foi monitorada durante
500 ns, com passo de 2 fs. Para anéalise das simulagoes, utilizou-se os pacotes
de ferramentas LOOS.v2.2.5 e de visualizacao e anéalise de sistemas moleculares

VMDI41].



CAPITULO

PEPTIDEO DE FUSAO EM INTERACAO
COM MEMBRANAS MODELO

Neste capitulo apresentaremos os resultados experimentais da interacao entre
o peptideo de fusao DEN.II 88-123 com vesiculas lipidicas unilamelares de DMPC,
DMPG e DMPC:DMPG (4:1) - PCPG (4:1).

3.1 Calorimetria exploratéria diferencial - DSC

Para uma primeira analise quantitativa da interagcao do sistema
peptideo-membrana modelo, realizamos experimentos de DSC em vesiculas
unilamelares de DMPC e PCPG (4:1) na presenca e auséncia de peptideos.

Na auséncia de peptideos as vesiculas de DMPC apresentaram uma
temperatura de transigdo de fase gel (Lg) para liquido cristalina (L,) de 23,8 °C.
Calculando a integral sob a curva de DSC obtem-se a entalpia associada ao sistema.
A este pico foi associada uma entalpia de 4,1 + 0,1 Kcal/mol. A transi¢ao de fase
gel para liquido cristalina é associada a uma maior (Lg) ou menor (L,) organizacao
lipidica. A adicao de 1% de peptideo viral nao alterou a temperatura de transicao,
entretanto aumentou a entalpia para 4,5 £ 0,1 Kcal/mol. Para este sistema é
possivel notar que a interacao entre os peptideos virais pouco alteram a estrutura
das bicamadas lipidicas de DMPC (Figura 3.1).

Para vesiculas contendo misturas com lipidios negativamente carregados
(PCPG), a temperatura para transigao entre fases foi 23,5 + 0,3 °C com uma
entalpia de 5,1 + 0,4 Kcal/mol. Contréario ao sistema com vesiculas de DMPC,

a adi¢ao de peptideos diminuiu a temperatura do pico de transicao entre as fases

18
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DMPC - 5mM —DMPC
——DMPC + 1% Pep

ACp(Kcal/mol/°C)

10 15 20 25 30 35 40
Temperatura (°C)

Figura 3.1: Termogramas para vesiculas unilamelares de DMPC' em presenca e
auséncia de DEN.II 88-128. ACp € referente ao deslocamento vertical em entre
as curvas antes e depois da adicao de peptideos.

gel e liquido cristalina para 21,7 £+ 0,8 °C. No caso do sistema misto nao houve
mudangas na entalpia (5,1 £+ 0,3 Kcal/mol). Conforme a Figura 3.2 é possivel
observar uma forte mudanca no termograma, indicando que a presenca de peptideos

altera o comportamento térmico das membranas.

3.2 Fluorescéncia e Anisotropia de Fluorescéncia

A presenca do residuo triptofano na posicao 101 (W101) do peptideo viral
permite a utilizacao das técnicas de fluorescéncia para investigar a interacao entre
peptideos e vesiculas unilamelares lipidicas. O triptofano é uma sonda fluorescente
que por caracteristica intrinseca altera as propriedades de emissao conforme a
polaridade do meio[30, 42]. E possivel ainda estimar a localizacdo, conformacao
preferencial e mobilidade rotacional do triptofano através do uso de ferramentas da

fluorescéncial43, 31, 44].

3.2.1 Fluorescéncia estatica e Decaimento do tempo de vida

Através da fluorescéncia estatica, estudamos o ambiente do triptofano

(W101) em solucdo aquosa e em presenca de vesiculas de DMPC, DMPG e
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Figura 3.2: Termogramas para vesiculas unilamelares de DMPC:DMPG (4:1) em
presenca e auséncia de DEN.IT 88-123. ACp € referente ao deslocamento vertical
em entre as curvas antes e depois da adi¢do de peptideos.

mistura PCPG (4:1). Na Figura 3.3 é possivel observar que os espectros de
fluorescéncia se deslocam para menores comprimentos de onda, conforme a presenca
de lipidios negativamente carregados. A fluorescéncia tanto em solugao aquosa,
quanto em vesiculas de DMPC apresentou o maximo de emissao em 355 nm,
enquanto que na presenca de vesiculas de PCPG (4:1) houve um deslocamento
para 350 nm e para vesiculas de DMPG o pico de fluorescéncia se deu em 346
nm. Este resultado indica que a presenga de lipidios negativamente carregados
induziu uma maior interacao entre peptideo-vesicula, corroborando com os dados
obtidos por Stauffer[24]. O deslocamento espectral para menores comprimentos de
onda sugere ainda a exposicao do residuo triptofano a ambientes menos polares,
indicando o posicionamento parcial dentro da bicamada lipidica que compoe as
vesiculas|24, 27, 44].

O residuo triptofano (W101) apresentou dois perfis distintos de decaimento
do tempo de vida: o primeiro grupo quando em ambiente aquoso e na presenca
de vesiculares de DMPC, e o segundo quando em presenca de sistemas vesiculares
contendo lipidios negativamente carregados DMPG e PCPG (4:1) (Figura 3.4).

Conforme a Tabela 3.1, todas as curvas de decaimento foram ajustadas
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Figura 3.3: Fluorescéncia estdtica para o peptideo em meio aquoso e vesiculas

constituidas de DMPC, DMPG e PCPG (4:1).
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Figura 3.4: Decaimento do tempo de vida para o peptideo viral em diferentes
ambientes.

por decaimento multi-exponenciais contendo trés tempos. As trés componentes
no decaimento do tempo de vida podem ser associadas a diferentes conformagoes
rotacionais da cadeia lateral do triptofano. O primeiro grupo, cujo tempo médio de
decaimento foi menor, apresentou o 7, de 1,80 ns para o residuo em solucao tampao

e 1,93 ns em presenca de vesiculas de DMPC. As componentes b,, para estes tempos
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foram semelhantes, assim como os tempos 71 e Ty, observando-se os peptideos na
presenca de vesiculas de DMPC quando comparado ao peptideo em meio aquoso.
Para o segundo grupo de fosfolipidios, que contém lipidios negativamente carregados,
o tempo médio foi maior, com valores de 3,93 ns para PCPG e 3,28 ns para DMPG.
Na presenca dos lipidios anionicos os tempos 7_3 foram semelhantes, entretanto
o peso relativo de cada componente b,, foi diferente, elevando as contribuicoes do
tempo médio b, e diminuindo a contribuicao de bs para as vesiculas de DMPG
quando comparadas ao sistema misto PCPG.
Tabela 3.1: Pardmetros para decaimento do tempo de vida do triptofano (W101)

obtidos através de andlise global. Unidade de tempo (ns). O erro mdzimo associado
ao tempo foi de 0,03 ns para 112, e para 73 foi de 0,2 ns, enquanto que para o0s

. . . .y Z'biTiQ
pardmetros by, foi de 0,01. Cdlculo do tempo médio: Tq, = ZZ -
i UiTi
Sistema T1 D) 73 b1 bg b3 Tav
Tampao 0,27 149 3,8 0,28 0,66 0,05 1,80
DMPC 0,26 1,57 4,2 0,32 0,62 0,05 1,93

PCPG (4:1) 038 191 55 023 050 027 3,93
DMPG 0,38 1,74 53 022 061 0,17 3,28

3.2.2 Anisotropia de fluorescéncia estatica e resolvida no
tempo

Através da anisotropia de fluorescéncia, analisamos a cinética rotacional
do peptideo em solucao aquosa e na presenca dos diferentes sistemas vesiculares.
A anisotropia de fluorescéncia estatica, medida entre os valores de 340-360 nm,
apresentou valores crescentes para o triptofano na presenca de vesiculas quando
comparado ao peptideo livre em solugao (Tabela 3.2). Quando na presenca de
vesiculas de DMPC a anisotropia foi de 0,041, valor duas vezes maior que a
anisotropia em soluc¢ao. Com os sistemas contendo DMPG e PCPG a anisotropia
atingiu trés vezes o valor obtido em solugao aquosa, tendo valores de 0,069 e 0,062
respectivamente. Estes resultados mostram que com adicao de vesiculas houve uma

maior restricao no movimento do residuo triptofano, indicando ainda uma maior
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reducao da liberdade rotacional com lipidios carregados negativamente.
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Figura 3.5: Anisotropia de fluorescéncia resolvida no tempo. (A) Peptideo viral
em solugao tampao. (B) Peptideo em interagao com vesiculas de DMPC. (C)
Peptideo em interag¢ao com vesiculas de DMPG. (D) peptideo em interagao com
vesiculas mistas de PCPG (4:1). A concentragao final de lipidio foi de ImM, com
a razao peptideo:lipidio de 2 mol%.

Para a anisotropia com resolu¢ao temporal (Figura 3.5), podemos analisar os
resultados por partes: a anisotropia residual r., e o tempo de correlacao rotacional
012. Na Tabela 3.2 podemos verificar que a anisotropia residual vai a zero para
o peptideo em solucao aquosa e na presenca de DMPC, indicando uma maior
movimentagao do residuo triptofano e consequente movimentagao do peptideo viral.
E bastante comum que, em ambientes onde ha menor viscosidade, estes fluoroforos
apresentem anisotropia proxima a zero[45]. Na presenga dos sistemas vesiculares de
DMPG e PCPG, a anisotropia residual aumentou apresentando valores de 0,056 e
0,048, respectivamente. O decaimento da anisotropia de fluorescéncia foi ajustado
como biexponenciais, onde dois tempos de correlacao rotacional foram obtidos. O

tempo curto é associado a rotagao do grupo fluorescente (W101) em torno da ligagao
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a macromolécula. O tempo curto é associado & rotagao da macromolécula como um
todo.

Os valores de tempo de vida, na ordem de sub-nanosegundos, sao afetados por
efeitos de espalhamento, que sao ainda mais pronunciados na presenca de vesiculas.
Outro aspecto importante sao as contribui¢oes dos tempos curtos de correlacao
rotacional que sao pouco informativos no célculo da anisotropia média, quando
comparado ao tempo longo de correla¢ao rotacional e anisotropia residual[46]. Os
tempos obtidos para o triptofano em solugao tampao e vesiculas de DMPC foram
iguais, considerando a margem de erro de 4 0,1 ns. Na interagao do peptideo viral
com vesiculas contendo lipidios negativamente carregados os valores dos tempos de
correlagao longos (#2) aumentam para 1,4 ns (PCPG) e 2,3 ns (DMPG). Os tempos
encontrados sao similares quando comparados com outros estudos reportados na
literatura para peptideos contendo triptofano[31, 44|. Como o tempo de correlac¢ao
rotacional de vesiculas sao tipicamente na ordem de microsegundos, os tempos de

correlagao sao referentes ao movimento de rotacao do peptideo como um todo.

Tabela 3.2: Anisotropia de fluorescéncia para o peptideo viral em interacdo com
diferentes ambientes. Anisotropia estdtica (r), tempos de correlagao rotacional
(0;), fator pré-exponencial (f;), anisotropia inicial (ro) e anisotropia residual
(r). O erro para as medidas de 6y foi de 0,01 ns, enquanto que para 03 o erro
maximo foi de 0,1 ns. Todos os fatores pré-exponenciais (fi e fa) apresentaram
erro de 0,01.

Sistema r 01(ns) 6Oy(ns) fi fo ro Too
Tampao 0,021 +0,002 0,05 0,6 0,83 0,17 0,34 0,006 £0,004
DMPC 0,041 0,005 0,05 0,6 0,85 0,15 0,38 0,006 0,002

PCPG (4:1) 0,062 £0,003 0,06 14 09 0,10 0,37 0,056 £0,003
DMPG 0,069 £0,003 0,05 22 086 0,14 0,39 0,048 £0,003

3.3 Espalhamento de raios-x a baixo angulo - SAXS

Investigamos as alteragoes produzidas pela interacao dos peptideos virais
sobre as estruturas das bicamadas através de experimentos de espalhamento de

raio-X. De modo semelhante aos experimentos de fluorescéncia, estudamos vesiculas
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de trés composigoes diferentes: DMPC, DMPC:DMPG (4:1) e DMPG, na auséncia
e presenca do peptideo viral DEN.IT 88-123.
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Figura 3.6: A - Curva de SAXS para vesiculas de DMPC em presenca e auséncia
do peptideo de fusao. B - Perfil de densidade eletronica representando a bicamada
lipidica na auséncia e presenca de peptideos de fusado.

Na Figura 3.6 (a) temos o perfil de espalhamento tipico de vesiculas
unilamelares. A curva de SAXS mostra que na presenca do peptideo viral nao houve
uma modificagao estrutural na bicamada lipidica. Essas curvas refletem a estrutura
da bicamada lipidica e, a partir dela é possivel obter o perfil de densidade eletrénica
para as vesiculas de DMPC em presenca e auséncia de peptideos como indicado na
Figura 3.6 (b). Para obtencao do perfil de densidade aplica-se a transformada de
Fourier na curva de espalhamento. O perfil de densidade eletronica é ajustado por
trés gaussianas, onde os dois picos representam as cabecas polares e o vale representa
as cadeias hidrocarbonicas. Pela Figura 3.6 (b) é possivel observar que a espessura da
bicamada nao foi alterada com adicao de peptideos, entretanto, houve uma alteragao
na regiao entre as bicamadas lipidicas, aumentando a densidade eletronica local.

Para o sistema misto, DMPC:DMPG (4:1), a presenca de peptideos virais
também nao alterou a espessura da bicamada (Figura 3.7). Entretanto, a regiao da
cadeia hidrofobica sofreu modificagoes estruturais conforme indicado pelo perfil de
densidade eletronica.

As vesiculas unilamelares negativamente carregadas, DMPG, apresentaram
uma maior alteracdo no diagrama de espalhamento (Figura 3.8). Neste caso, o

primeiro minimo foi deslocado para maiores valores de q. O perfil de densidade
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Figura 3.7: A - Curva de SAXS para vesiculas de DMPC:DMPG (4:1) em
presenca e auséncia do peptideo de fusdo. B - Perfil de densidade eletrénica
representando a bicamada lipidica na auséncia e presenca de peptideos de fusao.

eletronica para o DMPG mostra uma transigao entre as cabegas polares e as caudas
mais abrupta, quando comparada ao sistema de DMPC. Além disso, na presenca de

peptideos, houve um aumento na espessura da bicamada lipidica.
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Figura 3.8: A - Curva de SAXS para vesiculas de DMPG em presenca e auséncia
do peptideo de fusao. B - Perfil de densidade eletronica representando a bicamada
lipidica na auséncia e presenca de peptideos de fusdo.

Na Tabela 3.3 apresentamos os parametros obtidos para caracterizar as
bicamadas lipidicas. Como discutido nas Figuras 3.6 e 3.7, vemos na Tabela 3.3
que nao houveram mudancas estruturais na bicamada, nem na espessura média

para os sistemas com DMPC e DMPC:DMPG (4:1). Para o sistema de DMPG
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(Figura 3.8), o aumento na espessura da bicamada lipidica se deu principalmente

pelo aumento da distribui¢ao em zp.

Tabela 3.3: Pardmetros de ajuste para perfis de densidade eletronica de vesiculas
unilamelares de DMPC, DMPC:DMPG (4:1) e DMPG na auséncia e presenga do
peptideo de fusao DEN.IT 88-123. zp: centro da distribuicao gaussiana referente a
cabeca polar; o : distribuicao média de zp; oc: distribuicao média das regiao das
cadetas hidrocarbonicas; pco: amplitude da gaussiana relativa ¢ oy e dB: espessura
calculada das bicamadas. A concentracao final de lipidio foi de 5mM, com a razdo
peptideo:lipidio de 2 mol%.

Sistema zr (A op (A) o0 (A)  pe (e/A%)  dB (A)
DMPC 16,6 £0,1 3 47+0,2 -1,14 40,04 45,3 40,1
DMPC -+ Pep. 16,6 40,1 3 44+0,2 -1,21 40,04 452 +0,1
PCPG (4:1) 172401 3 3540,1 -1,39 40,04 46,3 40,1
PCPG (4:1) + Pep. 17,1 4£0,1 3  4,1+0,1 -1,19 40,02 46,2 0,1
DMPG 178 40,1 3 29401 -1,31 40,03 47,5 +0,1
DMPG -+ Pep. 182 40,1 3 24402 -1,51 40,12 484 40,1

3.4 Crio-Microscopia Eletronica de Transmissao -

Cryo-TEM

Na Figura 3.9 (A e B), apresentamos micrografias de vesiculas unilamelares

de DMPC:DMPG (4:1) em ambiente aquoso e na auséncia de peptideos virais. As

vesiculas sao aproximadamente esféricas e estao uniformemente espalhadas, tendo

o diametro médio de 80 nm. A presenga do peptideo viral DEN.IT 88-123 induz a

fusdo entre as vesiculas, bem como a formagao de clusters vesiculares (Figura 3.9

C, D e E), e na figura 3.9 F, temos uma micrografia do momento imediatamente

anterior a fusdo. Ao promover a fusao entre vesiculas, o didmetro médio aumentou

para 100 nm.
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Figura 3.9: Crio-Microscopia Eletronica de Transmissao - Vesiculas unilamelares
de DMPC:DMPG (4:1) em interagao com peptideos virais da dengue. A e B -
Vesiculas na auséncia de peptideos ficam espalhadas aleatoriamente. C - Apds
adi¢do de peptideos, as vesiculas tendem a formar agregados. D e E - Detalhes
dos agregados em maior resolucdo. F - Detalhe de duas vesiculas no momento da
fusao.



CAPITULO

DINAMICA MOLECULAR

Neste capitulo apresentaremos os resultados referentes as simulagoes por
dindmica molecular. Um total de 11 sistemas foram simulados, sendo dois tipos
de bicamada lipidica: DMPC e um sistema misto de DMPC e DMPG na proporgao
(4:1), aqui chamado de PCPG. Além da diferenga na bicamada, também avaliamos
a importancia da concentragao peptidica, para isso utilizamos de 1 a 3 peptideos por
simulagao. Duas simulagoes foram realizadas para cada sistema peptideo/bicamada
lipidica, onde a concentragao salina pode ter valor 0 ou 150 mM - NaCl.

A apresentacao dos resultados foram separadas por tipo de bicamada lipidica.
As andlises dentro de cada grupo (DMPC ou PCPG) foram agrupadas em formato
de quadros, onde os sistemas simulados sao apresentados simultaneamente. Deste
modo podemos comparar a interacao de 1, 2 ou 3 peptideos com cada bicamada.
Os resultados sao apresentados na ordem: estabilidade dos sistemas estudados,
alteracoes sofridas pela bicamada ao longo da simulagao, alteragdes no(s) peptideo(s)

e interacao entre peptideo-bicamada.

29
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4.1 Peptideos virais na presenca da bicamada
lipidica de DMPC

4.1.1 Estabilidade do Sistema

A avaliacao da estabilidade dos sistemas estudados constitui uma etapa
importante na analise dos resultados obtidos via simulagoes.  Deste modo,
apresentamos analises da raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) e da

flutuagao do desvio quadratico médio (RMSF).

4.1.1.1 RMSD e RMSF

Para conseguir resultados confidveis através de simulagoes por dinamica
molecular sao necessérios alguns cuidados, tais como: campo de forca, condigoes
iniciais de simulacao e tempo adequados. Longos tempos de simulacao sao
necessarios para que possamos ter um espago de fase satisfatorio. A amostragem
aliada a estabilidade de um sistema da maior seguranca para comparar dados
experimentais e computacionais.

A estabilidade de uma simulagao pode ser avaliada através da raiz quadrada
do desvio quadratico médio (RMSD - do inglés Root-Mean-Square Deviation). Essa
medida compara as modificagbes estruturais no tempo em relacao a estrutura
inicial. Na Figura 4.1 apresentamos os resultados para todos os sistemas estudados
em presenca de bicamada lipidica de DMPC, onde é possivel observar que a
estabilidade foi atingida ao longo da simulagao. A bicamada de DMPC, em todas
as simulagoes antingiu a estabilidade nos primeiros 100 ns, enquanto que para os
peptideos houveram pequenas diferencas entre os sistemas. Essas mudancas refletem
a interacao do peptideo com a bicamada lipidica e, apesar das flutuacgoes, se mantém
estavel ao longo da simulacao.

Garantida a estabilidade do sistema, podemos seguir com as analises
estruturais. Uma anéalise relevante para as simulagoes é a chamada flutuagao
do desvio quadratico médio (RMSF - do inglés Root-Mean-Square Fluctuation).
Enquanto o RMSD avalia a mobilidade de um sistema em relacao ao tempo, o
RMSF avalia a mudanca estrutural média no espago.

Na Figura 4.2 podemos observar que de modo geral todos os peptideos,
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Figura 4.1: RMSD da cadeia principal em funcao do tempo para os sistemas
contendo bicamadas lipidicas de DMPC em presenga de 1 (A e B), 2 (C e D) ou
trés (E) peptideos de fusao DEN.II - 88-123.

numerados como P1, P2 e P3, tiveram uma alta mobilidade nas extremidades e na
porcao central. Para o caso de um peptideo interagindo com a bicamada de DMPC
(Figura 4.2-A) houve pouca mudanga estrutural comparando os dois peptideos. Na
simulagao PC-2A, os peptideos apresentaram maior mobilidade na regiao central,
onde esta localizado o residuo triptofano (W101), e essa diferenga é relacionada com

a maior interacao dessa regiao do peptideo com a membrana modelo.
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Figura 4.2: RMSF para os peptideos virais em interacao com bicamada de
DMPC. (A) peptideo para simulagoes PC-1A e PC-1b, (B) peptideos P1 e P2 do
sistema PC-2A, (C) peptideos P1 e P2 para simulagao PC-2B, (D) peptideos P1,
P2 e P38 para simula¢cao PC-3A. O RMSF foi calculado utilizando como referéncia
o carbono alfa (Cy) de cada peptideo.

De modo semelhante, os peptideos referentes ao sistema PC-3A apresentam

alta mobilidade na regiao do triptofano (W101), indicando a sua interagdo com a

bicamada lipidica. Apesar das diferencas entre os peptideos, os valores médios sao

semelhantes para todos os sistemas conforme a Tabela 4.1.

Tabela 4.1: RMSF médio para peptideos virais em intera¢do com bicamadas

lipidicas de DMPC. Unidade: A.

Sistemas P1 P2 P3
PC-1A 31,4 £0,2

PC-1B 32,6 £0,2

PC-2A 16,4 +£0,6 15,8 +0,3

PC-2B 20,9 +£0,2 18,6 £0,5

PC-3A

19,0 £0,5 17,0 £0,4 14,6 £0,4
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4.1.2 Alteragoes da Bicamada Lipidica de DMPC

Os peptideos virais podem perturbar a bicamada lipidica, de modo que

apresentamos algumas anélises com objetivo de mensurar as alteragoes sofridas pela

bicamada de DMPC.

4.1.2.1 Distribuicao de Densidade Eletronica

O perfil de distribuicao da densidade eletronica de um sistema nos permite
entender como os componentes estao interagindo. A Figura 4.3 apresenta os

resultados para todas as simulacoes estudadas.
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Figura 4.3: Perfil de Densidade FEletronica para os sistemas estudados. Parte
superior: bicamada lipidica de DMPC' e dgua. Parte inferior: peptideos de todos
os sistemas estudados.

Na parte superior da Figura 4.3 é possivel observar os perfis de densidade da
bicamada lipidica e solvente. Nesse caso, foram apresentados apenas uma curva
representando a bicamada de DMPC e o solvente pois para todos os sistemas
estudados ocorreu a sobreposicao das curvas. Pelo perfil de densidade da bicamada
de DMPC, é possivel dizer que a estrutura média da bicamada ao final da simulagao
permanece inalterada. Os resultados indicam um minimo de densidade (=~ 0 A)

representando o contato entre as caudas dos lipidios e os maximos (= £ 15 A)
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representando a regiao das cabegas polares do lipidios. Na regiao das cabecas polares
ha uma certa flutuagao média no tempo, por esse motivo o decaimento da densidade
é lento. Existe ainda uma faixa de transicao entre as moléculas de agua e a bicamada
lipidica em (-20 a -10 A) e (10 a 20 A). Considerando os peptideos, é evidente da
Figura 4.3 que todos estao situados proximo a bicamada, mantendo algum grau de
interagao e estando situado na interface dgua/bicamada. As densidades elevadas,
sempre abaixo de -20 A e acima de 20 A, indicam o posicionamento médio dos
peptideos, sendo que a maioria dos residuos estao em contato com a agua e, em
nenhum caso o peptideo ficou situado inteiramente dentro da regiao hidrofébica da

bicamada lipidica.

4.1.2.2 Area por Lipidio

Um parametro bastante comum para caracterizar bicamadas lipidicas é a area
média por cabeca lipidica, ou simplesmente &rea por lipidio. E possivel encontrar
na literatura dados experimentais para area por lipidio para diversos modelos de
membrana, desde que sejam compostos por um tunico tipo de lipidio como por
exemplo DMPC e DMPG[47, 48]. A obtengao da area por lipidio tedrica é realizada
multiplicando-se as dimensoes da caixa de simulacao em x e y, e dividindo pelo

ntmero de lipidios da monocamada como segue na equacao:

_ oy
A== (4.1)

Para a escolha das posigoes x e y é comum a escolha de algum atomo que
ird gerar o ponto de coordenada (x,y) e N é o nimero de lipidios por monocamada.
Em nosso caso, sempre escolhemos o dtomo de fosforo (P). A area por lipidio para a
bicamada de DMPC na auséncia de peptideos foi de 61,4 + 1,5 AQ, valor semelhante
ao esperado experimentalmente para o DMPC em 40 °C[47].

Na Figura 4.4 podemos observar que a presenca de um ou mais peptideos
nao altera o valor médio para area por lipidio ao longo de suas trajetorias. Na
presenca de um peptideo os valores foram 61,9 A’ (PC-1A) e 62,1 A’ (PC-1B) com
erro maximo de 1,3 A%, Do mesmo modo para a interacao de dois peptideos, os
resultados sdo semelhantes 61,9 A” (PC-2A) e 60,8 A? (PC-2B) com erro de 1,4

A%, Por fim, com a presenca de trés peptideos simultaneamente, PC-3A, a area
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Figura 4.4: Area por lipidio para bicamada lipidica de DMPC em presenca de
um, dois ou trés peptideos.

média foi de 62,1 + 1,4 A?. Estes resultados indicam que apesar da interagao entre
peptideo/bicamada observadas pelo perfil de densidade eletronica, nao ha mudanga

significativa na area final mesmo com elevada razao peptideo/lipidio.

4.1.2.3 Parametro de Ordem

Sabendo-se que a area média nao foi alterada com a presenca dos peptideos
de fusao, avaliamos o ordenamento estrutural médio da cadeias hidrocarbonicas com
relag@o ao vetor normal a bicamada lipidica através do parametro de ordem[49]. O
parametro de ordem é experimentalmente obtido através de medidas de H?> NMR,

enquanto que computacionalmente é calculado através da equacao 4.2:

1
Sep = 5 < 3c0s%0 — 1 >, (4.2)

onde 6 é o angulo entre o vetor C-H e o vetor normal da bicamada.

A interacao entre diferentes razoes peptideo/lipidio nao alterou de maneira
significativa o ordenamento das cadeias hidrocarboénicas nas bicamadas de DMPC
(Figura 4.5). Nas simulagoes nao foram observadas diferengas estatisticas

significativas no ordenamento das cadeias hidrocarbonicas na presenca e auséncia
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de peptideos. Para fins de comparacao entre experimentos e simulagoes, podemos
calcular o valor médio do parametro de ordem através da média aritmética simples
considerando todos os pontos. Todos os sistemas, na presenca e na auséncia de
peptideo, apresentaram o valor médio de 0,18 + 0,01. Os valores foram calculados
considerando-se a temperatura da simulagao em 40 °C, o que esta em acordo com
dados experimentais (0,18) para o DMPC na temperatura de 50 °C, bem como

outros dados computacionais encontrados na literatural50, 51].

0’3 I I I I I I I I I I I I I I

0,2

0,1

| | | | | | | | | | | |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Atomo de carbono

Figura 4.5: Pardmetro de ordem para os dtomos 2-14 das cadeias hidrocarbénicas
de DMPC na auséncia e presenca de peptideos virais.

4.1.2.4 Espessura da Bicamada Lipidica

Assim como area por lipidio e parametro de ordem, temos na espessura da
bicamada lipidica um importante parametro a ser avaliado. Resultados de espessura
de uma bicamada lipidica bem como o perfil de densidade eletrénica sao comparados
com dados experimentais obtidos através de SAXS[52|. O calculo da espessura
média obtido a partir das simulagoes por dinamica molecular é realizado através da
diferenga entre os atomos de fosforo (P) da bicamada lipidica. O software GridMat
foi empregado no calculo (para mais informagoes veja Allen et al. (2009)[53]).

Na Figura 4.6 apresentamos os resultados para espessura média nos 50 ns

finais para a bicamada lipidica de DMPC interagindo com diferentes concentragoes
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de peptideo. Os valores médios para a bicamada na auséncia de peptideos foi de
3,6 £ 0,1 nm, sendo os mesmos valores obtidos na presenca de um e dois peptideos.
Na presenca de trés peptideos, o valor médio foi de 3,5 + 0,1 nm. Estes valores sao
matematicamente iguais, entretanto, existem variagoes na espessura da bicamada

que foram causadas pela presenca dos peptideos conforme observado na Figura 4.6.

A - DMPC

10 1
X (nm)

Figura 4.6: Mapa de espessura para bicamada lipidica de DMPC na auséncia
(A), e presenga de um (B), dois (C) e trés (D) peptideos simultaneamente. Cada
quadro representa o plano xy da bicamada com a espessura (z) na forma de escala
de cores independente. As unidades dos eixos x,y e z sio em (nm).

4.1.3 Modificagoes Estruturais e Insercao dos Peptideos de
Fusao

Os peptideos ao perturbarem as bicamadas lipidicas podem sofrer mudancas

estruturais pelo contato com as membranas modelo. Além disso, em caso de

interacao pode haver a penetracao do peptideo na membrana. FEssas avaliagoes

sao apresentadas como estrutura secundaria e penetragao do peptideo viral.
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4.1.3.1 Estrutura Secundéaria

O conjunto de analises estruturais da bicamada: area por lipidio, parametro
de ordem e espessura, nao apresentaram diferenga significativa em seus valores
médios, indicando que a presenca dos peptideos de fusao possuem pouca influéncia
sobre a estrutura das bicamadas lipidicas de DMPC. Estes dados porém nao
apresentam informacoes referentes as modificagoes sofridas pelos peptideos ao longo
do tempo de simulagao. Para avaliar essas mudancas, apresentamos a analise de
estrutura secundéria e distancia peptideo-bicamada.

A Figura 4.7 apresenta resultados de estrutura secundéria para os trés
sistemas estudados: PC-1A, PC-2A e PC-3A, avaliados usando o algoritmo
Structural Identification (STRIDE)[54]. Na Figura 4.7, o eixo y representa os
residuos aminoéacidos do peptideo viral e o eixo x a evolugao temporal. A estrutura
secundaria pode ser dividida trés grandes grupos: (i) estrutura em fita ou folha-/3,
representados em rosa; (ii) estrutura em hélice-alfa representadas em azul; (iii)
Regioes sem estrutura definida, representadas em branco.

A interagdo de um peptideo (PC-1A) com a bicamada lipidica de DMPC
apresentou mudancas na estrutura secundéria do peptideo. Os aminoacidos se
agruparam em proporgoes diferentes nas trés estruturas. Formacoes de folha-f3
foram observadas ao longo das simulacoes. O peptideo apresentou formacao de
hélice-ar em sua regiao central durante os primeiros 200 ns de simulagao. Apesar de
manter uma pequena quantidade de residuos em formacao de folha-£, a maior parte
do peptideo, ao final da simulagao, apresentou auséncia de estrutura.

Para o segundo caso (PC-2A), vamos dividir em dois peptideos: P1 e P2. P1
apresenta uma fina faixa de formacao de folha-3 ao longo da simulagao. Nao houve
formacao de hélice-a, e a maioria dos residuos estao com auséncia de conformagao
definida. O peptideo P2 apresenta uma larga faixa de formacao de folha 3 ao longo
da simulagao, com auséncia de estrutura secundaria definida na porgao central do
peptideo e aumentando em porcentagem ao final da dindmica. Regioes pontuais
apresentaram formacoes hélice-a.

Para o sistema contendo trés peptideos simultaneamente (PC-3A), vamos
dividi-los em: P1, P2 e P3. Nessa formacao os peptideos apresentaram uma

grande variagao nas estruturas. P1 apresenta tracos de formacgoes de folha-3, com
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Figura 4.7: Mapa de evolucdao temporal da estrutura secunddria para os peptideos

em interagdo com bicamada lipidica de DMPC.

consolidagao de uma fina estrutura a partir de 250 ns e estendendo-se até o final da

dindmica. P2 perde a formacao de folha-# ao longo da dinamica, finalizando com

auséncia de formagao de estrutura secundaria. Por tltimo, P3 apresentou uma fina

formacao de folha-f3 ao longo da simulacao. Na porc¢ao central, apresentou formagao
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de hélice e, majoritaramente auséncia de conformagao definida.

De modo geral, os peptideos quando na presenca da bicamada de DMPC
apresentaram estruturas condizentes com os trés grandes grupos. A formacao de
folha-f3 foi observada em todos os peptideos, enquanto que a formagao de hélice-a
foi pontual. Majoritariamente a auséncia de estrutura secundaria foi observada nos

peptideos.

4.1.3.2 Insercao dos Peptideos na Bicamada Lipidica de DMPC

Uma analise das distancias entre peptideo-membrana ¢ fundamental para
avaliar se houve ou nao penetragao na bicamada lipidica. Para este fim, avaliamos
as distancias entre o residuo triptofano (W101) e o centro das bicamadas lipidica
de DMPC ao longo da simulagao. A escolha do triptofano, se deve ao fato de ter
sido citado como fundamental para que ocorra a fusdo de membranas|25]. Além
disso esses valores podem auxiliar no entendimento dos resultados obtidos via
fluorescéncia.

Na Figura 4.8 apresentamos os graficos avaliando a evolugao temporal da
distancia entre o peptideo viral e a bicamada lipidica. Em ambas as simulagoes
contendo um peptideo (A e B), houve interacao do residuo triptofano com a
bicamada, sendo que para o sistema PC-1A houve penetragao na regiao hidrofobica,
enquanto que, no sistema PC-1B o triptofano fica situado na regiao das cabegas
polares. Nas simulag¢oes entre dois peptideos e a bicamada de DMPC (C e D),
nao houve penetracao do residuo triptofano na regiao hidrofébica. Em alguns
momentos da simulacao, o residuo triptofano se posiciona na regiao das cabecas
polares, entretanto, em seu posicionamento médio ele estd exposto & &dgua. Para
o tultimo caso onde ha a presenga de trés peptideos (E), apenas um peptideo ira
penetrar a bicamada lipidica com o residuo triptofano. Durante essas simulagoes
foram observados momentos onde os peptideos interagem com a bicamada através
dos residuos alanina nas posigoes (88, 122 e 123), essa pode ser a razao pela qual o
residuo triptofano nao interagiu com a bicamada lipidica.

Por fim, apresentamos snapshots (Figura 4.9) das simulagbes em trés
momentos distintos: inicio (0 ns), meio (=~ 200-300 ns) e final (500 ns). Estes

resultados complementam os dados apresentados na Figura 4.8, pois indicam o
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Figura 4.8: FEvolugao temporal da distdncia média do residuo triptofano (W101)
em relagdo a bicamada. A - PC-1A, B - PC-1B, C - PC-2A, D - PC-2B ¢ FE -
PC-3A. As linhas pontilhadas em azul indicam a espessura da bicamada lipidica,
logo, se o peptideo estd entre as linhas, isso significa uma interacdo com a T€giGo

hidrofébica da bicamada.

posicionamento do residuo triptofano, bem como as regioes das cabecas polares

e caudas hidrofébicas.
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PC-IA o

Gelas i t=R O Ee it
Figura 4.9:

Snapshots das simulagdes por dindmica molecular em tempos
distintos indicando inicio, meio e final. (A,B e C) indicam a simulagao PC-1A,
(D,E e F) PC-2A ¢ (G,H e I) PC-3A. Os lipidios sao representados na cor cinza,
onde as esferas simbolizam a cabeca polar.

Os peptideos sao representados nas
cores: P1 - verde, P2 - rosa e P3 - laranja.
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4.2 Interacao de peptideos virais com bicamada
lipidica mista de DMPC:DMPG (4:1)

4.2.1 Estabilidade do Sistema

De modo semelhante a secao anterior iniciamos as analises das simulagoes
contendo o peptideo viral na presenca de bicamadas mistas pela avaliacao da

estabilidade com RMSD e RMSF.

4.2.1.1 RMSD e RMSF
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Figura 4.10: RMSD da cadeia principal em funcao do tempo para os sistemas
contendo bicamadas lipidicas de PCPG em presenca de um (A e B), dois (C e D)
ou trés (E e F) copias do peptideo de fusao DEN.II - 88-123.
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A avaliacao dos RMSD para os sistemas contendo misturas lipidicas de PCPG
indicam estabilidade ao final das simulac¢oes, conforme mostrado na Figura 4.10.
Considerando os componentes separadamente, temos nos lipidios (DMPC e DMPG)
um maior tempo médio para atingir a estabilidade (~ 200 ns), com valores de RMSD
médios proximos entre si. O RMSD para a agua atingiu a estabilidade rapidamente,
enquanto que na avaliacao do sistema total o equilibrio s6 foi atingido aos 100 ns.
Os peptideos nos sistemas PCPG-1A e PCPG-1B nao convergiram para um tnico
valor, enquanto que para as simulagdes contendo dois (PCPG-2A e PCPG-2B) e
trés (PCPG-3A e PCPG-3B) peptideos simultancamente se mantiveram estaveis ao

longo de toda a simulagao.
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Figura 4.11: RMSF para os peptideos virais em interag¢do com bicamada de
DMPC:DMPG. (A) peptideos P1 para simulagoes PCPG-1A e PCPG-1B, (B)
peptideos P1 e P2 da simula¢ao PCPG-2A, (C) peptideos P1 e P2 para simula¢do
PCPG-2B, (D) peptideos P1, P2 e P3 para simula¢gio PCPG-3A e PCPG-3B. O

RMSF foi calculado utilizando como referéncia o carbono alfa (Cy,).

O padrao de RMSF observado para os mondémeros indicam que a mudanga
estrutural sofrida pelos peptideos foram semelhantes para todos os residuos
aminoacidos, conforme Figura 4.11. Para os sistemas contendo dois peptideos
simultaneamente, o peptideo P2 do sistema PCPG-2A apresentou maior mudanca
estrutural na regiao central do peptideo em relagao aos residuos iniciais (88-90) e

finais (115-117). No sistema PCPG-2B, ambos os peptideos apresentaram mudangas
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similares, com maior restricao nos residuos iniciais e finais. Quando agrupados em
trés unidades, os valores médios de RMSF foram uniformes para todos os residuos

dentro de um mesmo peptideo.

4.2.2 Alteracoes da bicamada lipidica de PCPG (4:1)

As modificagoes estruturais sofridas pela bicamada lipidica mista sao
apresentadas de modo semelhante aos sistemas contendo apenas lipidios de DMPC.
Neste caso, ¢ importante ressaltar que a mistura lipidica deixa a bicamada com
uma carga liquida negativa de -40 devido aos lipidios de DMPG. Essa carga pode
influenciar a interagao peptideo/bicamada, pois o peptideo viral possui uma carga

liquida positiva de +7.

4.2.2.1 Distribuicao de Densidade Eletronica
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Figura 4.12: Perfil de Densidade Eletronica para os sistemas estudados. Parte
superior: bicamada lipidica de DMPC:DMPG e dgua. Parte inferior: peptideos
de todos os sistemas estudados.

A partir do perfil de densidade eletronica podemos avaliar como os
componentes do sistema interagem ao longo da simulacao. Na Figura 4.12 é possivel

observar que tanto os lipidios de DMPC quanto DMPG mantiveram-se na formagao
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de bicamada lipidica e possuem uma diferenca de intensidade devido a diferenca de
proporg¢ao na constru¢ao da bicamada. Através dos maximos de intensidade para
os lipidios em (~ + 15A), é possivel afirmar que ao longo da simulagao as cabegas
polares de ambos os lipidios (DMPC e DMPG) permaneceram na mesma regiao.
A &gua por sua vez forma uma regiao de sobreposigao com a bicamada de (-20 a
-10 A) e (10 a 20 A). Além disso, ndo houve penetracio de moléculas de dgua na
regiao hidrofobica da bicamada que compreende (= + 10A). Os peptideos ficaram
em contato com a bicamada lipidica tendo méximo de densidade eletronica mais
proximo da bicamada lipidica (=~ 4+ 25 A), enquanto que para o caso das bicamadas
contendo apenas DMPC, os méximos sdo em ~ + 35 A. Como explicacio para
essa mudanga podemos usar as forcas eletrostéticas agindo sobre os componentes do

sistema.

4.2.2.2 Area por Lipidio
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Figura 4.13: Area por lipidio para bicamada lipidica de PCPG em presenca de
um, dois e trés peptideos virais.

E comum encontrarmos na literatura dados estruturais tais como &area e
espessura para sistemas contendo apenas um tipo de lipidio. Entretanto, o mesmo
nao acontece tao frequentemente para misturas lipidicas, neste caso utilizamos uma

média ponderada entre os valores obtidos experimentalmente para DMPC e DMPG
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em conjunto com critérios para identificar a equilibra¢ao da bicamada lipidica|37].
O valor médio da area por lipidio da bicamada de PCPG (4:1) obtido foi de 59,9 4+
1,2 A.

Na Figura 4.13 apresentamos os graficos contendo a evolucao temporal da
area por lipidio da bicamada de PCPG em presenca de quantidades crescente de
peptideos. Podemos notar que de modo semelhante aos sistemas contendo bicamadas
de DMPC, nao houve mudangas significativas ao longo das simulag¢oes. Neste caso,
as areas médias foram de: 60,5 + 1,0 A (PCPG-1A), 60,7 + 1,1 A (PCPG-2A) e
61,6 + 1,2 A (PCPG-3A).

4.2.2.3 Parametro de Ordem

O ordenamento das cadeias hidrocarbonicas de DMPC e DMPG foi
semelhante para ambos os lipidios. Na Figura 4.14, temos uma diferenca aparente
entre as curvas do parametro de ordem, entretanto, os valores médios nao foram
alterados ao longo da simulagao. Para o sistema PCPG-1A o valor médio foi de 0,18
+ 0,01, enquanto que para PCPG-1B foi de 0,17 + 0,01. Resultados semelhantes
foram observados para PCPG-2A (0,18 + 0,01) e PCPG-2B (0,17 £+ 0,01). Para os
sistemas contendo trés peptideos simultaneamente, ambos os valores foram de 0,17
+ 0,01. Esses valores sdo comparaveis aos dados experimentais em DMPC (0,18) e

os resultados computacionais observados para os sistemas na presenca de bicamada

lipidica de DMPC.
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Figura 4.14: Pardmetro de ordem para os dtomos 2-14 das cadeias

hidrocarbonicas de (A) DMPC e (B) DMPG na auséncia e presenga de peptideos
ViTaLs.
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4.2.2.4 Espessura da Bicamada Lipidica

A avaliagao da espessura da bicamada de PCPG na auséncia e presenga dos
peptideos virais é apresentada na Figura 4.15. Nao foram observadas mudancas no
valor médio da espessura apos a interacao com os peptideos, tendo o valor médio de
3,6 = 0,1 nm. Embora o valor médio da espessura seja igual para todos os sistemas,
houve uma diferenca na distribuicao da espessura devido a interagao dos peptideos

e flutuagoes termodinémicas.
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Figura 4.15: Mapa de espessura para bicamada lipidica de PCPG na auséncia
(A), e presenga de um (B), dois (C) e trés (D) peptideos simultaneamente. Cada
quadro representa o plano xy da bicamada com a espessura (z) na forma de escala
de cores independente. As unidades dos eizos x,y e z sao em (nm).
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4.2.3 Modificagoes Estruturais e Insercao dos Peptideos de
Fusao
As modifica¢bes na estrutura secundaria dos peptideos virais, bem como o

insercao do peptideo na bicamada sao avaliadas nesta secao.

4.2.3.1 Estrutura Secundaria

Para estas analise seguiremos o mesmo codigo de cores e estruturas ja
apresentados anteriormente.

Como podemos observar na Figura 4.16, o peptideo no sistema PCPG-1A
apresenta formacgao de folha g no inicio da dindmica, com posterior perda de
conformacao. Foram observados tracos de formacoes hélice-o.  Entretanto, a
auséncia de estrutura secundaria foi predominante para esse sistema.

Para o sistema PCPG-2A, podemos dividir em dois peptideos: P1 e P2.
O peptideo P1 iniciou a simulagao com formagao de folha-3, além de auséncia de
conformagao definida na porgao central (residuos 97-112) e extremidades. A partir
de 100 ns de simulacao a auséncia de estrutura secundéaria foi predominante, com
tragos eventuais de formacoes de folha-3. O peptideo P2 apresentou formagao de
folha- durante todo o tempo de simulacao, com formacao de hélice-a na porc¢ao
central durante os 200 ns finais da simulacao. Ao longo da simulagao o peptideo
apresentou regioes sem estrutura definida.

O sistema contendo trés peptideos (PCPG-3A), pode ser dividido em trés:
P1, P2 e P3. P1 apresentou uma fina faixa de formacao de folha-f ao longo da
simulagao. Poucos pontos apresentam formacao de hélice-, sendo predominante a
auséncia de estrutura secundéria. O peptideo P2 perde a formagao de folha-5 logo
no inicio da simulagao e continua sem conformacao definida, apresentando tragos
de folha-f e hélice-ac ao longo do tempo. O peptideo P3 apresentou formagao de
folha (8 até aproximadamente 200 ns. Além disso, em sua regiao central os residuos
tendem a formar hélices. O componente majoritario é a auséncia de formagao de
estrutura secundaria.

Quando na presenca de bicamadas lipidicas de PCPGQG, os peptideos tendem

a apresentar menores proporcoes de formacgoes de folha-£.
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4.2.3.2 Insercao dos Peptideos na Bicamada Lipidica de PCPG

A Figura 4.17 apresenta a interacao e inser¢ao do residuo triptofano
(W101) para os sistemas em presenca de bicamada de PCPG. Nos sistemas
contendo mondmeros (PCPG-1A e PCPG-1B), o triptofano apresentou flutuagao
na profundidade de insergao. Para o sistema PCPG-1A (A), o residuo permanece
posicionado dentro da regiao hidrofébica da bicamada lipidica ao final da simulagao,
enquanto que para o sistema PCPG-1B (B), houve uma flutuagdo na posi¢ao do

residuo, alternando entre a superficie da membrana e exposi¢oes ao ambiente aquoso.

—P1 — P2
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Figura 4.17: Evolugao temporal da distancia média do residuo triptofano (W101)

em relagao a bicamada de DMPC:DMPG. A - PCPG-11, B - PCPG-1B, C -

PCPG-2A, D - PCPG-2B, E - PCPG-3A e F - PCPG-3B. As linhas pontilhadas

em azul indicam a espessura da bicamada lipidica, logo, se o peptideo estd entre
as linhas, isso significa uma interacao com a regiao hidrofdbica da bicamada.

Os sistemas contendo dois peptideos simultaneamente (C e D), apresentaram
resultados divergentes entre si. Para PCPG-2A, na média, o residuo triptofano

estd exposto ao ambiente aquoso, enquanto que o sistema PCPG-2B, os residuos
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ficam posicionados na regiao das cabegas polares. Além disso, o residuo W101
para o peptideo P1 mantém o posicionamento na superficie da bicamada por mais
tempo (= 250 ns), quando comparado ao triptofano do peptideo P2 que somente
se posiciona nas cabecas polares ao final do tempo de simulagao. A presenga de
trés peptideos virais (E e F), gerou resultados semelhantes aos observados para o
caso contendo dois peptideos. O sistema PCPG-3A, exibe o posicionamento de dois
residuos triptofanos dos peptideos P2 e P3 na interface entre cabega polar/cauda
hidrofébica, enquanto que o sistema PCPG-3B os residuos triptofanos dos peptideos

nao interagem diretamente com a bicamada ao longo das simulagoes.

Por fim, apresentamos snapshots (Figura 4.18) das simula¢oes em trés

momentos distintos: inicio (0 ns), meio (=~ 200-300 ns) e final (500 ns).
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Figura 4.18: Snapshots das simulagoes por dindmica molecular em tempos
distintos indicando inicio, meio e final. (A,B e C) indicam a simula¢ao PCPG-1A,
(D,E e F)) PCPG-2A e (G,H e I) PCPG-3A. Os lipidios sao representados em
cinza (DMPC) e vermelho (DMPG), onde as esferas simbolizam a cabega polar.
Os peptideos sdo representados: P1 - verde, P2 - amarelo e P3 - laranja.



CAPITULO

DISCUSSAO

Nesse trabalho buscamos compreender como o peptideo de fusao da dengue
IT (DEN.II 88-123) afeta e é afetado pela interagdo com membranas modelo. Pela
combinacgao das técnicas experimentais, bem como pelas simulagoes por dinamica
molecular, observamos que os peptideos de fusao interagem com as vesiculas
unilamelares /bicamadas lipidicas de diferentes constituigao.

Utilizando a técnica de calorimetria (DSC) avaliamos a mudanca na
cooperacao lipidica de vesiculas unilamelares compostas por DMPC e DMPC:DMPG
(4:1) na auséncia e presenga do peptideo viral. Em ambos os sistemas o
peptideo DEN.IT 88-123 interagiu com as membranas causando uma perturbagao
nas bicamadas. Para a interacao com vesiculas de DMPC houve um aumento na
entalpia de 0,4 kcal/mol, sem, no entanto, alterar a temperatura de transigao de
fase. Por outro lado, o sistema contendo a mistura lipidica sofreu uma queda na
temperatura de transicao de 23,5 °C para 21,7 °C, mantendo a entalpia em 5,1
kcal /mol.

A emissao de fluorescéncia para o residuo triptofano (W101) do peptideo viral
mostrou que a presenga de lipidios negativamente carregados (DMPG) influencia
na interagao, sugerindo uma maior inser¢ao do residuo triptofano na regiao das
cadeias hidrofébicas da bicamada lipidica. Este efeito que é observado através
do deslocamento de comprimentos de onda para valores menores foi verificado na
presenga de vesiculas de DMPG (346 nm) e misturas lipidicas de PCPG (350 nm),
mas nao houve deslocamento quando o peptideo estava em agua ou vesiculas de
DMPC (355 nm). Pela anisotropia de fluorescéncia estatica constatamos que ha

um aumento nos valores na seguinte ordem: DMPG (0,069) > PCPG (0,062)

o4
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> DMPC (0,041) > tampao (0,021). Esses dados revelam que na presenca das
vesiculas o peptideo estd com menor liberdade rotacional e consequentemente o
residuo triptofano também. Podemos ainda afirmar que, apesar de nao haver
deslocamento espectral para emissao de fluorescéncia na presenca de vesiculas de
DMPC, o peptideo encontra-se de alguma forma ligado as vesiculas. Isso pode
ser afirmado pela alteracao dos valores de entalpia observados nos experimentos
de DSC em conjunto com a diminui¢ao de liberdade rotacional encontrada pela
anisotropia de fluorescéncia. Avaliando o decaimento da fluorescéncia podemos
confirmar a influéncia dos lipidios negativamente carregados para a interacao do
peptideo-bicamada lipidica. Os tempos médios de decaimento para o peptideo em
tampao e na presenca de vesiculas de DMPC foram proximos (tampao - 1,80 ns
e DMPC - 1,93 ns), enquanto que para vesiculas contendo DMPG foram PCPG -
3,93ns e DMPG - 3,28ns. Assim vemos claramente que hé uma divisdo em dois
grupos: um contendo a presenca de lipidios anidnicos e outro com a auséncia.
A mudanca nas componentes temporais pode ser explicada pelo caminho que
um residuo triptofano excitado voltard ao estado fundamental e estd diretamente
relacionada com as taxas de decaimento radiativo e nao-radiativo como explicado por
Chenl55], enquanto que a existéncia de trés tempos de vida distintos é relacionada
a diferentes conformagoes rotacionais do triptofano[31, 44|. Esses resultados sao
complementares aos apresentados por Stauffer|24] e Mendes|27], que mostraram que
a presenca de cargas negativas nos modelos de membrana aumentaram a interagao.
Pela dinamica molecular conseguimos ver através do perfil de densidade eletronica
que ha uma maior proximidade entre peptideo-bicamada lipidica nas presenca da
bicamada de PCPG comparada ao DMPC.

A combinagdo experimental de DSC e espectroscopia de fluorescéncia
nos permitiu mostrar que ha interacao entre o peptideo viral e as bicamadas
lipidicas, entretanto a interagao nao representa evidéncias da capacidade fusogénica.
Geralmente os peptideos inteferem na estrutura das bicamadas lipidicas e induzem
a fusao entre vesiculas em menor porcentagem quando comparados ao virus
inteiro[18, 24, 26, 56]. Isso pode ser explicado pela diferenca em tamanho do peptideo
quando comparado a glicoproteina inteira, que, evidentemente tera outras regioes

com capacidade de auxiliar no processo de fusao. Em nosso caso, o processo de
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fusao foi avaliado por técnicas de espalhamento dindmico de luz e combinados com
crio-microscopia de transmissao eletronica. As vesiculas de DMPC na auséncia e
presenca de 1 mol% de peptideo nao tiveram diferenca significativa no raio, tendo
um valor médio de 39 nm. Para os sistemas contendo mistura lipidica PCPG, o raio
médio foi de 41.6 nm na auséncia para 48,9 nm na presenga de peptideos (dados
nao apresentados). Observando que as vesiculas mistas apresentaram diferenga
significativa no tamanho, realizamos experimentos de cryo-TEM para avaliar o que
de fato ocorre com as vesiculas, pois a técnica de DLS nao distingue entre formagao
de agregados vesiculares e fusao entre vesiculas. Constantamos que na auséncia
de peptideos as vesiculas tem um diametro médio de 80 nm e ficam espalhadas
uniformemente. Quando sao adicionados peptideos as vesiculas tendem a formar
agregados e, além disso, fundem-se formando vesiculas com didmetro maior (~ 100
nm).

A literatura propoe que os peptideos sao capazes de perturbar as bicamadas
lipidicas de diversos modos|19, 57, 58| tais como: alterar a fase termodinamica do
sistemal59] ou ainda induzir alteragoes de area|60]. Entretanto, essas informagoes
normalmente sao relacionadas aos peptideos de classe I, que possuem estrutura
secundaria em a-hélice. Deste modo, buscamos verificar se a acao do peptideo
da dengue, classificado como classe II, foi capaz de alterar alguma propriedade
estrutural na bicamada lipidica tais como espessura ou area.

Combinamos dados experimentais de SAXS com simulagoes computacionais
para avaliar as mudancas na espessura da bicamada lipidica pura e apods adicao
de peptideos. Como exposto acima, os resultados de SAXS mostraram que
o peptideo nao foi capaz de alterar a espessura das bicamadas de DMPC e
PCPG, mantendo respectivamente os valores médios de 4,5 nm e 4,6 nm na
auséncia e presenga dos peptideos. Para a dindmica molecular foram observados
os valores médios de espessura de 3,6 + 0,1 nm para todos os sistemas de DMPC
e PCPG. Pela dindmica podemos ainda observar que embora o valor médio da
espessura permaneceu constante, houve flutuagoes locais devido a interacao com o
peptideo viral. Devemos ainda ressaltar que a aparente diferenca entre os valores
experimentais e computacionais ¢ devida aos critérios utilizados. Na simulagao

escolhemos o atomo de fosforo para fazer o calculo da espessura média, enquanto que
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no experimento consideramos uma gaussiana centrada na cabeca polar para estimar
o resultado.

Outra caracteristica estrutural importante associada a fusao entre
membranas é o parametro de ordem para as caudas hidrofobicas|61, 62|. A insercao
de um peptideo viral na superficie da bicamada lipidica altera a curvatura da
membrana e juntamente modifica o parametro de ordem. Como exemplo temos
o peptideo de fusao da influenza que apds a ligacdo com bicamadas de DMPC
aumentaram os valores para o parametro de ordem|61, 60]. Contrariando essa
regra, nossos resultados obtidos via dindmica molecular nao apresentaram diferenca
estatistica para o valor médio do parametro de ordem do DMPC ou da mistura
lipidica PCPG na presenga ou auséncia dos peptideos virais da dengue.

Na tltima avaliagao estrutural da bicamada observamos que o aumento da
razao molar peptideo/lipidio nao teve qualquer influéncia na area média por lipidio,
obtendo valores de 61,4 + 1,5 A? (DMPC), enquanto que para PCPG foi de 59,9
+ 1,2 A% na auséncia de peptideos. Na presenca de um ou mais peptideos, os
valores médios para a area ficaram dentro da margem de erro, deste modo nao
houve aumento das areas.

Quando na presenca de bicamadas lipidicas os peptideos de fusao podem
adotar diferentes estruturas secundérias, sendo a grande maioria classificados como
a-hélices[62, 57]. Entretanto, existem ainda peptideos que possuem a estrutura
secundéria em estruturas-3, ou ainda sem estrutura definida[18]. E importante
ressaltar que a conformacao final do peptideo pode ser atrelada ao ambiente em que
se encontra, e peptideos de fusao - geralmente ricos em residuos glicina - possuem
uma elevada flexibilidade[63]. O peptideo DEN.IT 88-123 nao apresentou uma tnica
caracteristica quando na presenga de bicamada de DMPC e PCPG. Nas simulagoes
com bicamadas de DMPC o peptideo apresentou uma pequena porcentagem de
formacao de estruturas-f3, de acordo com o que poderia ser esperado quando ligado
na Glicoproteina E. Entretanto, a maior porcentagem indica a auséncia de estrutura
definida. Resultados semelhantes foram observados para os peptideos na presenca
de bicamadas de PCPG, com uma tendéncia a apresentar formacoes de a-hélice
quando simulados em dimeros e trimeros. Peptideos contendo apenas 12 residuos,

FLAqg e FLAg, na presenca de bicamada lipidica de POPE apresentaram auséncia
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de conformagao definida, conforme reportado por Mendes e colaboradores|27]. Pan
e colaboradores verificaram que peptideos sintéticos da encefalite transmitida por
carrapatos na presencga de bicamadas de POPC/POPE/Colesterol apresentaram
cerca de 35% dos residuos em formagao de estrutura-3[26]. Em nosso caso, todas as
simulagdes apresentaram elevadas proporgoes onde nao ha estrutura definida (coil -
amarelo), entretanto, para as simulagoes na presenga de DMPC, houve uma maior
tendéncia em formacoes de folhas 3, enquanto que na presenca de PCPG, a tendéncia
de formagoes de o hélices sao predominantes.

Apo6s a ligacdo com as membranas lipidicas os peptideos podem ter
alguma afinidade para penetragao na bicamada como sugerido pelos resultados
de fluorescéncia. Pelo perfil de densidade eletronica vimos que os peptideos
permaneceram na interface membrana-agua. Entretanto, alguns residuos
hidrof6bicos aromaticos tais como o triptofano (W101) possuem certa preferéncia
por ambientes com menor polaridade. Avaliando a profundidade de penetragao
do triptofano em DMPC podemos notar que ele possui uma tendéncia a ficar
posicionado entre as cabegas polares e o inicio das caudas hidrofobicas. Resultados
semelhantes foram encontrados para os peptideos na presenca de PCPG. Os valores
numéricos encontrados para a profundidade méxima séo de aproximadamente 10 A
e esses resultados correspondem aos valores propostos por Stauffer que o residuo
triptofano estaria a 12 A de profundidade a partir da superficie das membranas|24].
Sao semelhantes ainda aos dados reportados por Mendes, onde o anel indol do

triptofano esta proximo a superficie das bicamadas|27].



CAPITULO

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusoes

Neste trabalho investigamos a interagao entre o peptideo de fusao da dengue
IT (DEN.II 88-123) e membranas modelo. Como membranas modelo consideramos
as vesiculas unilamelares grandes (experimentos) e bicamadas lipidicas (simulagoes)
compostas por: DMPC e DMPC:DMPG (4:1).

Os resultados mostraram que o peptideo viral induz a fusao entre vesiculas
que contenham o lipidio aniénico DMPG em sua composi¢gao, mas nao nas compostas
apenas por DMPC. Apesar de nao induzir a fusdo em todos os tipos de vesiculas
estudados o peptideo interagiu com todos os modelos de membrana, tendo uma
maior intensidade de interagao com as bicamadas de PCPG, provavelmente devido
a interacao de cargas. Mostramos que o peptideo nao foi capaz de alterar as
propriedades da bicamada: area por cabeca lipidica, espessura e parametro de
ordem para as cadeias hidrofébicas. Entrentanto, os experimentos de DSC indicaram
que a mudanca na cooperacao lipidica causada pelos peptideos sobre as bicamadas
lipidicas depende da composicao lipidica das vesiculas. Além disso, os resultados de
cryo-TEM mostraram que na presenca de peptideos, as vesiculas de PCPG tendem
a formar agregados e, além disso, fundem-se formando vesiculas com aumento de
didmetro maior (=~ 100 nm). mecanismo de indugao da fusdo pode estar atrelado
ao tipo de perturbagao causado nas bicamadas compostas por PCPG, que nao sao
observadas em bicamadas de DMPC. Em relacao ao posicionamento do peptideo,
mostramos que o mesmo encontra-se na superficie das bicamadas lipidicas com

insercao do residuo hidrofébico triptofano entre as cabecgas polares e as caudas
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hidrofébicas. Observamos ainda que, embora o peptideo apresente alguns residuos
em formacao de folha-f e a-hélices, existe uma maior porcentagem de residuos sem

estrutura definida.

6.2 Perspectivas

Com o presente trabalho conseguimos avancar no entendimento das
interacoes entre peptideos de fusao de classe II e bicamadas lipidicas. Entretanto,

dois pontos sao de grande relevancia para a proposicao de um modelo de agao:

e Quais as diferencas entre as modificacoes estruturais ocorridas nas bicamadas

lipidicas de PCPG e DMPC na presenca do peptideo viral?

e A formacao de um trimero de peptideos forcados a manter a estrutura-f3 seria

capaz de gerar outras modificagoes estruturais nas bicamadas lipidicas?

Essas questoes poderiam trazer uma luz ao mecanismo de inducao de
fusao promovido pelos peptideos virais. Uma forma de avaliar esses sistemas
seriam através da combinacao de experimentos e simulagoes computacionais.
Experimentalmente, pode-se utilizar a técnica de DSC para avaliar uma
possivel mudanca na transicao de fase lipidica. Poderiam também ser
realizados experimentos de visualizagao de mudancas estruturais induzidas nas
membranas modelo, por meio de sondas fluorescentes inseridas nas bicamadas
lipidicas, utilizando técnicas como FLIM (fluorescence lifetime imagining).
Computacionalmente, pode-se utilizar a dindmica molecular modelada em
Coarse-Grained para construgao de uma bicamada lipidica maior e utilizagao de
maior quantidade de peptideos. Desse modo, poderiamos acessar maiores tempos
de simulacao e avaliar as possiveis mudancas induzidas pelos peptideos. O seguinte
ponto, a estrutura em trimeros, seria avaliado com o objetivo de compreender melhor
a interagao da glicoproteina com a bicamada lipidica.

Além das questoes levantadas, algumas anélises complementares dos
resultados computacionais podem trazer novas informacoes, tais como, avaliagao
da mudanca na hidratacao da bicamada apoés a interagao com o peptideo e mudanca

na curvatura da bicamada.
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APENDICE

FLUORESCENCIA COM RESOLUCAO
TEMPORAL

A técnica de fluorescéncia com resolucao temporal permite estudar o
decaimento fluorescente de fluoréforos com relagao ao tempo. Uma amostra ao
ser excitada por um pulso de luz eleva uma populacao de moléculas ao seu estado
excitado. Sendo a taxa de variagao populacional no estado excitado proporcional ao
niamero de moléculas (n(t)) num tempo t apos a excitagao:

dn(t)

BT — (kg + knr)n(2) (A1)

onde k; ¢ a taxa de decaimento por emissao fluorescente, e k,, ¢ a taxa de
decaimento nao radiativo. Realizando a integragao sobre a equagao A.1 temos um

decaimento exponencial da populagao no estado excitado:

n(t) = n(0)exp(—t/7) (A.2)

onde o tempo de vida 7 é representado por:

T = (kf + k’nr)_l (A.3)

Em experimentos de fluorescéncia observamos a intensidade da fluorescéncia
em funcao do tempo, de modo que as curvas de decaimento do tempo de vida
podem ser ajustadas com expressoes exponenciais, em casos mais simples, e

multi-exponenciais para os casos mais complexos como por exemplo o residuo
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aminoacido triptofano:

I(t) = Z azexp(—tr;) (A.4)

onde 7; sao os tempos de vida de decaimento, «; saos os fatores
pré-exponenciais e n é o numero de exponenciais para o ajuste da curva de
decaimento. Os fatores pré-exponenciais podem ser normalizados de modo a
representarem a fragdo de moléculas emissoras com determinado tempo de vida.

Nos casos onde existem mais de um tempo de decaimento, pode-se calcular

o tempo de vida médio para o decaimento a partir da equagao:

fooo tI(t)dt _ Zj O‘J'Tj2
oo It)dt Yoy

(r) = (A.5)



APENDICE B

MODELO PARA OBTENCAO DO PERFIL
DE DENSIDADE ELETRONICA A PARTIR
DAS CURVAS DE SAXS

A técnica de espalhamento de raio-X a baixo angulo é uma método para
determinacao estrutural de sistemas de particulas em termos do tamanho médio
ou forma das particulas. A particula espalhadora pode ser um tnico objeto ou um
aglomerado de objetos tais como atomos. O ajuste das curvas de SAXS foi realizado
utilizando a teoria de Caillé modificada (MCT), de acordo com o exposto por Pabst
et al. 2000[64|. A partir deste ajuste, pode-se obter os parametros relacionados
ao perfil de densidade eletrénica das cabecas polares e das caudas hidrofébicas dos

lipidios nas vesiculas conforme a expressao:

S(q)|F(q)|?
(9)] 2(q)| (B.6)
q
onde S(q) esta relacionado a interagao entre as particulas, também conhecido

I(q) o

como fator de estrutura; F(q) relacionado ao fator de forma da particula e da
distribuicao eletronica; e q correspondendo ao moédulo do vetor espalhamento,

relacionando ao angulo de espalhamento, 26, e ao comprimento de onda, A, por:

q= 4Twsen(g) (B.7)

O fator de forma caracteriza a distribuigao de densidade eletronica, sendo
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apresentando como a transformada de Fourier:

#a) = [ ple)eaptios)d: (B.35)

para um perfil de densidade p ao longo do eixo z. Aplicando a transformada

inversa da eq. B.8 permite calcular a func¢ao densidade eletronica p(z) a partir da
intensidade espalhada.

Para modelar bicamadas lipidicas podemos considerar a soma de duas

Gaussianas, representando as cabecas polares a o terminal metila respectivamente:

(Z — Zy)?
202,

(Z + Zy)? 72
20_?{ >]+(pc pCHQ)exp( 20_%{)

(B.9)

onde a densidade eletronica das cabecgas polares sao definidas por py e das

p(2) = pcrat(pn—pom2)exp(— )Fexp(—

cadeias hidrocarbénicas por pc. A posicao dos picos das Gaussianas sao definidas

por Z;(i = H,C; z. = 0), com desvio padrao p;.

.

Oc Zy Oy

-di2 z a2

Figura B.1: Perfil de densidade eletronica representando p(z) em funcao da
distincia z ao centro da bicamada, dado pela equacdo B.9. Adaptado de Pabst et
al. (2000).
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