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RESUMO

Acaros da familia Blomia tropicalis sdo predominantes na poeira domiciliar e sdo os
principais responsaveis por doencas respiratorias alérgicas no mundo, geralmente em
regides tropicais e subtropicais. Neste estudo, foi aplicado simulacdes de dinamica
molecular com modelos simplificados e calculos de interacfes eletrostaticas para a
caracterizacdo termodindmica da proteina do alérgeno Blomia tropicalis do grupo 5
(rBlo t 5). O objetivo foi o estudo de um novo alérgeno com a mesma caracteristica
termodinamica da Blomia tropicalis na sua forma nativa (rBlo t 5) mas com propriedades
imunoldgicas modificadas com a finalidade de promover a reducdo da alergenicidade
por IgE e aumentar a imunogenicidade da resposta para uso em imunoterapia. Foi
realizado a simulacdo de modelos baseados em estrutura apenas com os carbonos alfa
da proteina e a analise termodinamica mostrou que a Blo t 5 nativa e a modificada séo
similares apresentando uma termo-estabilidade de AF = 2.2 kT. A interagdo carga-
carga pela nova técnica Tanford-Kirkwood Surface Accessibility - Monte Carlo (TKSA-
MC) tem sido empregado para compreensdo da termoestabilidade de proteinas e para
a modelagem por meio da otimizacdo da interacdo eletrostatica e foi aplicada nas
proteinas em estudo. Os resultados de TKSA-MC mostram uma interacdo eletrostatica
mais favoravel na regido do epitopo de mBlo t 5 com relacdo ao rBlo t 5. Estes
resultados tedricos corroboraram com os dados experimentais que mostram que o
alérgeno modificado de rBlo t 5 tem uma mudanca de isotipo para um aumento da
antigenicidade do anticorpo IgG4, tornando assim a sua aplicacdo adequada como

candidato potencial em estudos imunoterapia com alérgenos especificos.

Palavras-Chave: Alergia respiratéria. Modelo baseado na estrutura. Interagédo

eletrostatica.



ABSTRACT

Blomia tropicalis family mites are prevalent in house dust and they are primarily
responsible for allergic respiratory diseases in the world, generally in tropical and
subtropical regions. In this study, we applied molecular dynamics simulations with
simplified models and electrostatic calculations for the characterization of the
recombinant Blomia tropicalis allergen protein group 5 (rBlo t 5). The objective was
produce a new allergen with the same thermodynamic characteristic of Blomia tropicalis
in their native form (rBlo t 5), therefore with immunological properties modified in order to
promote the reduction of allergenicity by IgE and increased the immunogenicity
response for use immunotherapy. It was performed structure-based model simulations
only with the protein alpha carbons. Thermodynamic analysis showed that the native
and the mutant Blo t 5 have similar thermalstability of AF = 2.2 kT. The charge-charge
interaction by the new technique Tanford-Kirkwood Surface Accessibility — Monte Carlo
(TKSA-MC) has been employed for the understanding of protein thermostability and
modeling by means of optimization of the electrostatic interaction and it was applied in
the proteins under study. The TKSA-MC results show an electrostatic interaction more
favourable in the epitope region of mBlo T 5 with relation to rBlo t 5. These theoretical
results corroborated with the experimental data, which shows that the modified allergen
rBlo t 5 has a shift isotype to an increased antigenicity for the antibody IgG4, thus
making suitable its application as potential candidate for immunotherapy studies with

specific allergens.

Key words: Respiratory allergy. Structure-based model. Electrostatic interaction
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1 INTRODUCAO

Doencas alérgicas sdo consideradas como a quarta doenga mais importante
do mundo, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, e estima-se que de
10% a 40% da populacdo é afetada por doencas alérgicas causadas por acaros
presentes em poeira domiciliar. O acaro é considerado como o principal fator
desencadeador de asma e outras doencas alérgicas na populagcdo. Os acaros das
espécies Blomia ssp e Dermatophagoides ssp estdo entre os mais comumente
encontrados (CHUA et al., 2007).

A espécie Blomia tropicalis (Blo t ) pertence a superfamilia Glycyphagoidea,
e familia Echimyopodidae, e esta presente em regides tropicais e subtropicais, onde
apresentam uma maior importancia clinica. Os organismos da espécie
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) sdo encontrados em poeira domiciliar de
todo o mundo e pertencem a superfamilia Analgoidea, da familia Pyroglyphidae.
(CHUA et al., 2007).

Os &caros encontrados na poeira domiciliar se alimentam da descamacéo de
células mortas da pele humana e existem mais de 40 espécies e entre essas estédo
presentes as proteinas do Grupo 5 como a Blo t 5 e a Der p 5, responsaveis pela
reacao alérgica. Geralmente, sdo encontrados em colchdes, cobertores, travesseiros
(FERNANDEZ-CALDAS et al., 1997; YONG et al., 2009).

O peptideo de sinal geralmente é composto de uma sequéncia de 15 a 60
aminoacidos localizados na regido N-terminal ou amino-terminal de proteinas
(ALBERTS et al., 2008). As proteinas sao sintetizadas em compartimentos celulares
e mesmo assim acabam ndo desempenhando sua funcdo biolégica onde foram
sintetizadas e precisam ser carregadas para a regido especifica onde executardo
suas funcgdes. A funcdo da sequéncia do peptideo sinal € de dirigir a proteina para
determinados locais, como por exemplo, o ambiente extracelular (CLARK et al.,
2005).

Quando a proteina chega ao seu local especifico sdo reconhecidas por meio
do peptideo sinal, mas depois que acontece esse reconhecimento da proteina
automaticamente esse peptideo pode ser removido por intermédio da enzima
protease ou ndo, mantendo-se como parte integrante da proteina quando
localizados internamente (CLARK et al., 2005).
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Na Blo t 5, esse peptideo de sinal consiste em 17 residuos de aminoacidos
que estdo entre os 117 aminoacidos da proteina desenvolvida, enquanto este
mesmo peptideo na Der p 5 consiste em 19 residuos de aminoacidos que estdo
entre os 113 aminoacidos da proteina (CHUA et al., 2007). Estas proteinas sao
homélogas e possuem uma identidade de 42%.

Os aminoacidos dessas proteinas que apresentam carga positiva sao lisina
e arginina existindo 18 desses residuos para a Blo t 5 e 21 residuos para a Der p 5.
Os aminoéacidos de carga negativa sdo aspartato e glutamato e existem 26 desses
residuos tanto para a Blo t 5 quanto para a Der p 5 (CHUA et al., 2007). Além dessa
similaridade, a reacdo para reatividade por ligacdo a imunogloblulina E (IgE) € de
43-92% paraa Blo t5 e de 50-70% para a Der p 5 (CHUA et al., 2007).

A biologia estrutural das proteinas desses alérgenos é utilizada para sua
classificacdo e € importante para a compreensao desses alérgenos, descrevendo as
propriedades basicas dos mesmos para determinar a capacidade de ligagcéo a IgE e
prever a possibilidade de reacdo cruzada com outros alérgenos relacionados,
contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento de uma imunoterapia contra
esses alérgenos (CUl et al., 2013).

Estudos s&o desenvolvidos com a finalidade de compreender os
mecanismos imunoldgicos, moleculares e, principalmente, as reacdes clinicas
desses alérgenos que sao desencadeadas em pacientes que apresentam
sensibilidade a IgE (CUI et al., 2013).

Estudos baseados na estrutura do alérgeno tem promovido grandes avancos
no campo da tecnologia computacional a fim de permitir a produgcéo em larga escala
de alérgenos recombinantes. Com isso, obtém-se uma producdo de tratamentos
cada vez mais eficazes para a reducdo da doenca alérgica em pacientes alérgicos
(CUl et al., 2013).

Os estudos realizados no inicio dos anos 90 usaram algumas técnicas
moleculares e imunoldgicas que sdo utilizadas até hoje para promover informacdes
de caracterizagdo sobre os alérgenos como: cromatografia de afinidade para a
purificacdo das proteinas dos alérgenos, SDS-PAGE para determinar caracteristicas
como determinar a mobilidade de proteinas e o tamanho ao qual da-se o nome de
peso molecular; e ELISA Radioimunoensaio para quantificar a alergenicidade, a

capacidade do alérgeno se ligar a IgE.
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1.1 Reag0es alérgicas e as imunoglubulinas G e E

Ha evidéncias de que os alérgenos de Blomia tropicalis ndo séo
semelhantes aos alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus e apresentam uma
moderada reatividade cruzada entre eles. Isso pode ser observado pelo fato de que
anticorpos de pacientes alérgicos contra o alérgeno B. tropicalis, que sdo proteinas
com peso de 14,3 e 27,3 quilodaltons (kDa), ndo inibem a ligacdo do anticorpo anti-
D. pteronyssinus para antigenos de D. pteronyssinus (ARRUDA et al., 1997).

Estudos relatam que esta reatividade cruzada, ou seja, a ligacdo do anti-D.
pteronyssinus para antigenos de D. pteronyssinus pode estar relacionada com
epitopos presentes no segmento C-terminal ou carboxi-terminal destes alérgenos.
Pelo fato de existir um elevado grau de homologia deste segmento entre as duas
moléculas, sugere-se que a inibicdo de ligacdo a IgE € obtido devido a existéncia de
um epitopo comum (CARABALLO et al., 1997). O epitopo € uma pequena parte de
um antigeno (proteina), ou seja, uma pequena sequéncia de aminoacidos que se
liga as células T e B, que participam da defesa do organismo e desenvolvem 0s
mecanismos imunoldgicos (PLATTS-MILLS et al., 1997).

Pacientes alérgicos, quando expostos aos alérgenos, desencadeiam uma
reacdo por mecanismos imunolégicos, produzindo altos niveis de anticorpos da
classe IgE. Isso ocorre porque a excrecdo dos acaros contém certo numero de
substancias proteicas e quando aspiramos essas substancias ou quando elas
entram em contato com a pele, nosso organismo produz anticorpos (PLATTS-MILLS
et al., 1997). Neste caso, a proteina Blo t 5, quando em contato com 0 organismo
por meio das mucosas, desencadeia uma reacao alérgica que se inicia pela ligacéao
de moléculas de IgE a um antigeno especifico, no caso a Blo t 5, culminando na
ativacdo de processos inflamatérios (Figura 1).

Para ativacdo do sistema imune, sdo necessarias algumas etapas. Num
primeiro momento ocorre a inalacdo de particulas ou fragmentos dos alérgenos
pelas vias respiratorias por meio da mucosa das vias respiratorias e 0s alérgenos
entram em contato com o sistema imune no organismo. Apesar das particulas fecais
dos acaros serem pequenos, eles podem chegar até os pulmdes (CALDERON et al.,
2015).

No epitélio, os alérgenos sdo capturados pelas células dendriticas e

transportados para a drenagem dos ganglios linfaticos e posteriormente sé&o
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apresentados aos linfocitos (CALDERON et al., 2015). Nos ganglios, linfaticos ocorre
a apresentacdo de antigenos, momento em que as células dendriticas interagem
com alérgeno especifico das células T. Fragmentos de alérgeno sdo parcialmente
degradadas e apresentados para a célula T no Complexo de Histocompatibilidade
Principal (CHP). Em individuos atdpicos, as células dendriticas séo distorcidas para
promover diferenciagdo de células do perfil Th2 em células T, e clivagem proteolitica
solivel de baixa afinidade do receptor de IgE por proteases derivado do acaro
podendo aumentar ainda mais a diferenciacdo do perfil Th2 (CALDERON et al.,
2015).

Células de perfil Th2 alérgeno-especificas produzem IL-4, IL-5 e IL-13. Estas
citocinas induzem a uma mudanca de classe em células B e producdo de IgE em
células B ativadas. A exposicdo continua ao alérgeno levam a producao continua de
IgE especifico para 0 mesmo, bem como a manutencdo continua de inflamacgéo
alérgica das vias aéreas. E isto torna o individuo cada vez mais sensibilizado e
predisponente a reacdes alérgicas (CALDERON et al., 2015).

A IgE soluvel secretada pelas células B ativadas se liga aos receptores
FceRI de alta afinidade especifica em basofilos e mastdcitos. Estas células sdo
degranuladas com a acdo de enzimas e produtos quimicos, histamina, que pode ser
liberada imediatamente apoOs repetido encontro com alérgeno. Acdes diretas de
proteases do antigeno em basofilos e mastécitos podem aumentar a degranulacéo e
intensificar esta resposta. Estas proteases podem também atuar em células
musculares lisas e aumentar a contracdo (CALDERON et al., 2015).

Respostas inflamatérias sustentadas sdo mantidas por exposicdo continua
ao alérgeno. A IL-5 produzida por células do perfil Th2 alérgeno-especificos ativam e
recrutam granuldcitos dos eosindfilos. Eosindfilos potentes produzem enzimas e
produtos quimicos de conducao e remodelamento das vias aéreas para progressao
da asma (CALDERON et al., 2015).
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Figura 1: Mecanismo do Sistema Imune quando em contato com o alérgeno. Figura
adaptada de CALDERON et al., 2015. 1 — Mucosa das vias respiratérias, 2 — Epitélio, 3 -
Apresentacdo de antigenos, 4 - Producdo de IgE, 5 - Reacgdo alérgica imediata, 6 -
Resposta inflamatoria sustentada sdo mantidas por exposi¢ao continua ao alérgeno.

Dessa forma, se faz necessario a compreensdo, em nivel molecular, da
regido onde o alérgeno é reconhecido pelos anticorpos IgE e 1gG, chamada epitopo,
e 0s mecanismos pela preferéncia do antigeno por IgE em pacientes alérgicos. Em
individuos néo predispostos, o alérgeno € reconhecido pelo sistema imune ligando-
se, principalmente, aos anticorpos das classes IgG1 e IgG4 que ndo desencadeiam
manifestacéo alérgica (HOLGATE et al., 2008). A induc¢éo de IgG4 desempenha um
papel blogueador pela inibicdo de eventos inflamatérios mediados por IgE
(HOLGATE et al., 2008). Varios estudos frequentemente citam a alta prevaléncia de
alergia causada por &acaros da poeira domiciliar (HDM?Y), apesar de que uma
estimativa global provou ser ilusério.

Estudos de alergia sugerem que 1% a 2% da populacdo do mundo pode ser
afetada, o que equivale a cerca de 130 milhdes de pessoas e isso ainda depende da
variacdo geogréfica que, por sua vez, complica o quadro. Apesar desse tipo de

alergia ser consistentemente encontrado em paises ocidentais, a variacdo entre

! Do inglés House Dust Mite
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paises, regibes e até mesmo laboratérios de teste individuais € significante. Isto
sugere que as discrepancias no uso de ferramentas de diagnéstico podem confundir
estudos epidemiologicos (CALDERON et al., 2015).

1.2 Mecanismo da resposta imune da alergia

A IgE é um anticorpo encontrado no CHP, essa imunoglobulina é a principal
responsavel capaz de mediar as respostas de Hipersensibilidade do Tipo | quando
se liga aos antigenos. Quando o organismo entra em contato com um alérgeno,
estes sdo imediatamente internalizados e processados pelas Células

Apresentadoras de Antigenos (APC) para apresentacédo aos linfocitos T.

Os antigenos sdo apresentados para as células T auxiliares cp4”’ pelas
APC ocorrendo um processamento desses antigenos pelas Células T auxiliares
CD4* e posterior migracdo para os ganglios linfaticos onde os Linfocitos B serdo
ativados para a producdo de IgE especificos para alérgenos e citocinas do perfil
Th2 como a IL-4, IL-5 e IL-13.

ApoGs estimulacdo, os Linfécitos B apresentam na membrana receptores
especificos para o antigeno Blo t 5 e, em seguida, acontece uma diferenciacao dos
Linfocitos B em células plasmacitos e células denominadas células de memoaria. Os
plasmadcitos segregam anticorpos especificos para cada antigeno IgE e as Células
de Memdria ficam inativas, prontas para serem ativadas novamente quando se tem
um novo contato com 0 mesmo antigeno com uma maior rapidez, maior intensidade
e dura mais tempo a reacao alérgica.

Posteriormente, a IgE serd liberada na corrente sanguinea e se ligar4 na
célula mastécita por meio do receptor FceRl provocando uma sensibilizacdo dos
mastdcitos ou basofilos. Esse mecanismo ocorre na primeira exposi¢do ao antigeno,
e numa segunda exposicdo, como 0S mastocitos estdo sensibilizados pela IgE,
automaticamente os antigenos Blo t 5 se ligardo na célula mastocita promovendo
uma resposta de hipersensibilidade do tipo I, pois as moléculas como a histamina e
outras substancias mediadoras sdo produzidas e liberadas na corrente sanguinea
onde desenvolvem as reacgfes alérgicas e, neste caso, conhece-se como Resposta
Secundaria, resultando em vasodilatagdo e aumento da permeabilidade dos vasos,

constricao das vias respiratorias, edema, dor e calor (CUI et al., 2014).
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Resumindo, as reaclGes alérgicas ocorrem em duas fases: a fase de
sensibilizacdo do mastdcito, na primeira exposicdo ao antigeno, e a resposta
secundaria, na segunda exposicao ao antigeno. No caso das Células B, os epitopos
gue sdo capazes de promover alergia de uma proteina sao reconhecidas por IgE e,

no caso das células T, esses epitopos podem estimular indiretamente a producéo de

IgE por meio de um processo mediado por células T auxiliares CD4+ (CUI et al.,
2014).

A analise de um alérgeno envolve a clonagem, expressao e a caracterizacao
molecular seguido da avaliacdo de alergenicidade. Para a caracterizacao molecular,
pode ser realizado uma comparacdo de outras sequéncias homdlogas e a andlise
estrutural tridimensional (3D). E por meio da estrutura 3D da proteina que se
determina a alergenicidade, sendo assim, o conhecimento estrutural pode ajudar a
fornecer parametros sobre a base molecular da causa de reacdes alérgicas e ainda
a elucidacédo da funcéo bioldgica de alérgenos (BRUSIC et al., 2003).

Devido ao grande numero de pessoas alérgicas e ao rapido crescimento da
populacdo com predisposicdo para a alergia respiratdria, 0s métodos de
bioinformética como Dinamica Molecular com simulag6es computacionais estdo se
tornando cada vez mais indispensaveis para promover uma analise detalhada da
sequéncia desses alérgenos, assim como suas estruturas, propriedades funcionais e
alergenicidade (BRUSIC et al., 2003). Diante de uma grande necessidade, varios
métodos computacionais foram introduzidos como ferramentas cruciais para prever
potenciais alergénicos de proteinas a partir de sua sequéncia nativa ou de uma
sequéncia homodloga a sequéncia de interesse (BRUSIC et al., 2003).

No entanto, deve-se considerar que os alérgenos homologos possuem
sequéncia de aminoacidos e estrutura 3D com diferencas significativas na regiao
proximal dos residuos carregados do epitopo e apresenta uma afinidade diferente
para a ligacdo com IgE (TAN et al., 2012; CHRUSZCZ et al., 2009). Sendo assim, a
estabilidade de proteinas e as interacdes eletrostaticas dos residuos carregados na
regido do epitopo deve ser levada em consideracdo para calibrar a atividade
antialérgica.

A motivacao deste trabalho em estudar o alérgeno Blomia tropicalis in silico
foi o estudo experimental do alérgeno modificado pela Msc. Barbara Godoi Melo

Avila sob a orientac&o do Prof. Dr. Ernesto A. Taketomi e coorientag¢do do Dr. Jair P.
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da Cunha Jr., ambos do Laboratério de Alergia e Imunologia Clinica, Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG (AVILA
et al., 2012).

1.3 Modelo baseado na estrutura

A simulacdo computacional de modelos minimalistas tem contribuido para o
entendimento do enovelamento de proteinas (CLEMENTI et al., 2000; WHITFORD
et al., 2009), dimerizagcédo (LU et al., 2007), mudancas conformacionais funcionais e
reacOes enzimaticas (WHITFORD et al., 2007; BEST et al., 2005; ZUCKERMAN et
al., 2004; LU et al., 2008), entre outros sistemas biomoleculares como os estudados
pelo grupo (CHAHINE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010;
WANG et al., 2012; XU et al., 2012; CONTESSOTO et al., 2013; MANDELLI et al.,
2013). Isso porgue, a simulacdo de modelos mais realisticos de proteinas envolve
mais parametros e interacbes atbmicas e, como consequéncia, 0 tempo
computacional necessario para se extrair informacdes relevantes aumenta

dramaticamente.

1.3.1 Modelo carbono alfa

A forma mais importante dos aminoacidos sao os chamados a- aminoacidos
que formam as proteinas, pois, tem como estrutura um carbono central
representados como carbono alfa (Ca), quase sempre quiral, ao qual se ligam a 4
grupos sendo: grupo amina, grupo carboxilico, hidrogénio e um radical constituido
por uma cadeia organica, exceto na glicina onde esse radical é outro &tomo de
hidrogénio. Sendo assim, com excecdo da glicina, os aminoacidos apresentam
atividade optica pelo fato de apresentarem 4 grupos diferentes ligados ao carbono
central. O que demonstra que esse carbono é quiral é o fato dele ser assimétrico e
isso permite a formacdo de esteroisdbmeros desses aminoacidos devido aos
diferentes arranjos espaciais opticamente ativos. Esses carbonos sado assimétricos,
formam imagem especular um do outro e ndo se sobrepdem a outro.

A simulagdo computacional baseada na dindmica molecular do modelo Ca
(CLEMENTI et al., 2010) utiliza uma simplificacdo fundamental. Todos os atomos de
um aminoacido da cadeia polipeptidica sdo substituidos por uma esfera centrada na

posicado do Ca correspondente, mantendo seu raio de volume excluso. Dessa forma,
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apenas o Ca da cadeia principal € representado explicitamente e interagem entre si
pelo potencial dado pela equacdo 1 com uma pequena adaptagdo. No modelo Ca,
existem somente os termos de ligacdo covalente, angular e diedral para manter a
geometria da cadeia principal. Os angulos diedrais sdo formados entre quatro
atomos Ca adjacentes e os contatos nao-locais interagem via potencial 12-10 ao
invés do 12-6 do Lennard-Jones tipico do modelo de todos-os-atomos (WHITFORD
et al., 2009).

1.4 Célculo de interacdo carga-carga — TKSA-MC

O método calcula a média de interacdo carga-carga e tem sido utilizado para
compreender a termo-estabilizacdo de proteinas e enzimas para redesenhar por
optimizacdo das interacfes eletrostaticas de superficie (IBARRA-MOLERO et al.,
1999; PETERSEN et al., 1997; IBARRA-MOLERO et al., 2002; MAKATHADZE ET
AL., 2004; PERMYAKOQOV et al., 2005; STRICKLER et al., 2006; GRIBENKO et al.,
2009). Neste estudo, foi estabilizado as interacfes eletrostaticas entre cada residuo
ionizavel na proteina modificada, mBlo t 5, (menores valores de energia negativa)
(NAIK et al., 2008) em relacao a proteina nativa, rBlo t 5. As interacdes carga-carga
das proteinas foram determinadas pelo método TKSA-MC, modificado para ser mais
eficiente em termos computacional.

A aplicacao deste método € de fundamental importancia quando se pretende
realizar uma mutacao visando o aumento da termoestabilidade, mas deve-se levar
em consideracdo que nao envolve apenas fatores energéticos ao proceder com a
escolha dos residuos. E assim o residuo escolhido deve ter a sua cadeia lateral
exposta ao solvente em mais de 50% e apresentar uma contribuicdo energética
desfavoravel. Nesse caso, a mutacao nao pode ser proxima do sitio catalitico para
nao influenciar na atividade da proteina e também ndo deve alterar de forma

significativa a estrutura da proteina.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Modelagem da estrutura tridimensional da proteina

modificada mBlo t 5

A predicao da estrutura tridimensional do alérgeno recombinante modificado (mBlo t
5) a partir da B. tropicalis foi realizada pela modelagem por homologia com o
servidor da web MHOLIine (CAPRILES et al., 2010) e com o servidor web |-Tasser,
que consiste em um fluxo de trabalho biolégico que combina um conjunto especifico
de programas automatizados para a predicdo e anotagcédo da fungédo da estrutura da
proteina. Otimizacdo da estrutura e minimizacdo de energia foram realizadas com
campo de FoldX (SCHYMKOWITZ et al., 2005;
VAN DURME et al., 2011). A modelagem por homologia de mBlo t 5 utilizou-se a Blo
t 5 de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e coordenadas da estrutura (Protein

Data Bank codigo 2JMH, modelo 1) como o modelo do modelo (Figura 3B).

2.2 Simulacado computacional

Os arquivos de entrada para a simulacéo, topologia e coordenadas iniciais,
foram criados pela interface grafica do servidor SMOG-Server (NOEL et al., 2010).
As simulacdes foram realizadas com o0 pacote gratuito de dinamica molecular
GROMACS, version 4.6.7 (VAN DER SPOEL et al., 2005), as simulacbes foram
realizadas utilizando os recursos computacionais do “Nucleo de computacao
cientifica da UNESP — Gridunesp”, em seguida depois de finalizada as simulacdes
com os dados obtidos foram feitos os calculos de interacdo carga-carga onde foram
usados scripts e algoritmos criados pelo grupo e padronizado para cada tipo de
analise.

Ambos perfis de energia livre e calor especifico termodinamicos da Blo t 5
foram analisados utilizando o método de andlise de mdltiplo histograma ponderado
(WHAM) (FERRENBERG et al., 1988; FERRENBERG et al., 1989; KUMAR et al.,
1992; HESS et al., 2008) ao longo de 24 temperaturas constantes variando de 0,8 a
1,5 que abrange a temperatura de enovelamento (Tf ~ 1.0). Tt foi definida como a
temperatura no pico de calor especifica de cada proteina simulada a temperatura é
dada em unidades reduzidas do Gromacs.

A proteina representada na Figura 2 usada no estudo € a Blomia tropicalis
do grupo 5, Blo t 5 (PDB: 2JMH) e que contém 976 atomos e 117 Ca.
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Figura 2: Representacdo da Blo t 5 obtida pelo VMD?, a Figura A e B é constituido por
todos os atomos que constituem a proteina (976 &tomos) e a Figura C e D representa a
proteina s6 com os carbonos-a da proteina (117 Ca).

Neste estudo observa-se que abordagens baseadas em metodologias
computacionais tém sido amplamente aplicada em conjunto com estudos
experimentais e clinicos, e que esta combinacdo € importante pois, desenvolve um
papel fundamental nas pesquisas cientificas como em estudos de imunoterapia
(ZHANG et al., 2013; TAI et al., 2013; CARAVELLA et al., 2010). Estudos In Silico

mediante métodos computacionais podem reduzir o tempo gasto com a realizagédo

2 Do inglés Visual Molecular Dynamics
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de experimentos (HAKKAART et al., 1998) e triagens clinicas para se obter os dados
experimentais (MOREIRA et al., 2015).

Os modelos minimalistas, por possuirem uma representacdo simplificada do
problema, nos permitem explorar uma grande faixa de parametros dos sistemas em
razoavel tempo computacional. No caso dos modelos minimalistas baseados na
estrutura, a primeira simplificagcdo se refere ao potencial de interacdo entre os
componentes do sistema. A segunda se refere aos préprios componentes do
sistema: todos-os-atomos ou somente carbonos alfas (Ca). Aplica-se o modelo com
todos-os-atomos quando as informacgdes sobre as cadeias laterais sdo importantes
para o entendimento do problema em estudo, como por exemplo, empacotamento e
interacdo entre os residuos de aminoacidos. Caso contrario, aplica-se o0 modelo Ca
pois, além de ser o modelo mais testado e utilizado pela comunidade cientifica,
permite uma economia de tempo computacional de até 10 vezes se comparado ao
modelo com todos-0s-atomos.

O potencial do modelo baseado na estrutura é construido a partir da
estrutura nativa do mondémero ou do dimero, ou seja, 0s parametros da expressao
do potencial sdo obtidos da estrutura nativa. O minimo de energia corresponde a
conformacao da estrutura nativa da proteina depositada no Protein Data Bank (PDB)
obtidas por técnicas experimentais (cristalografia de raios-X e ressonancia
magnética nuclear).

Os modelos cujos potenciais sado construidos a partir da estrutura nativa séo
conhecidos na literatura como modelos Go (UEDA et al.,1975). Com isso, ao iniciar
uma simulacdo com a cadeia completamente aberta, no final se obtém a estrutura
nativa enovelada. No caso da mudanca conformacional, pode-se incluir no potencial
informacBes da estrutura aberta e fechada e a simulacdo tera dois minimos para
visitar. Isso permite estudar os mecanismos que governam o enovelamento ou uma
mudanca conformacional induzida por um ligante e, particularmente, o aspecto do

estado de transicao desses processos.
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Para Ca
O potencial de uma determinada configuragcdo [ de uma proteina, tendo o
como sua configuracédo no estado nativo, sera dado pela expressao a seguir:
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onde no primeiro termo representa a ligacdo entre dois carbonos a adjacentes,
formando um potencial harmdnico, ro € a distancia entre dois carbonos a da
conformacdo nativa ligados entre si. O segundo termo se refere ao potencial
harmonico angular formado por trés carbonos a consecutivos, onde 6o € 0 angulo
formado pelos residuos i, i+1 e i+2 da conformacdo nativa. O terceiro termo
contabiliza a torgdo realizada na cadeia, o termo utiliza quatro carbonos a em
sequéncia, os trés primeiros carbonos a formam um plano que possui um angulo ¢o
com o plano formado entre trés ultimos carbonos a. O quarto termo representa a
interacdo entre o carbono a i e o carbono a j que realizam um contato na estrutura
nativa. O parametro oij do termo de van der Waals (Ultima linha na equacao) é
determinado por meio do mapa de contatos entre os atomos na estrutura nativa da
proteina. O mapa de contatos € obtido utilizando o algoritmo Contact of Structural
Units (CSU) (SOBOLEYV et al., 1996). Para esta informacéo é atribuido um potencial
10 — 12, onde o parametro dj é o valor da distancia entre estes carbonos que
realizam um contato nativo. O ultimo termo parametro oNC € um potencial repulsivo
utilizado para manter a distancia maxima de aproximacédo entre os carbonos a, este
termo é utilizado para todos os carbonos a que ndo possuem um contato nativo. O
valor do parametro onc € de 4A, este valor caracteriza aproximadamente o volume
ocupado por um carbono do modelo. As constantes e, €o, €5, € enc Utilizadas no
potencial possuem valores de 100, 20, 1 e 1, respectivamente, todas em unidades

de e..
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2.3 Calculo de interacéo carga-carga — TKSA-MC

A energia de interacdo carga-carga entre dois residuos carregados foi
calculada utilizando o modelo Tanford-Kirkwood com a contribuicdo da éarea
acessivel ao solvente (TKSA) (TANFORD e KIRKWOOD et al., 1957; MATTHEW e
GURD et al., 1986). Neste trabalho, foi desenvolvido uma metodologia que consome
menos memoria e tempo computacional que utiliza a simulacdo de Monte Carlo
(METROPOLIS et al., 1953) para a distribuicdo de carga. Este procedimento sera
posteriormente referido como a Tanford-Kirkwood com é&rea acessivel ao solvente
por Monte Carlo ou simplesmente como o procedimento TKSA-MC.

Neste modelo simples, a proteina é representada por uma esfera com
constante dielétrica baixa € = 4 e raio b que representa o raio da proteina. A energia
de interacdo € entre as cargas de unidade positivo colocados nos sitios de
protonacédo de grupos ionizaveis. A energia de interacdo entre pares de residuos i e |
€ descrito por

ug' = (22— 1 - say) 2)
onde e € a unidade de carga, Aij , Bij e Cij sdo parametros obtidos a partir da
solucdo Tanford-Kirkwood, que estdo associados com a constante dielétrica da
proteina e solvente, a distancia entre as cargas e, o termo Cij, a forca idnica
(TANFORD e KIRKWOOD et al., 1957; HAVRANEK et al., 1999; IBARRA-MOLERO
et al.,, 1999). SAij é a média da area de superficie acessivel da cadeia lateral do
residuo i e j e um ion é o raio de exclusdo da esfera com a =b + 1,4 A (média céation
e anion raios tipicos de um sal NacCl).

Na representacdo mostrada na Figura 3 a seguir, tem-se CM que indica o
centro de massa da proteina, r; e rj que sé@o as distancia das cargas i e j até o centro
de massa respectivamente, £, é constante dielétrica da proteina e £ € a constante
dielétrica da solucgéao.

Pode-se observar na representacédo também a descricdo dos parametros Aj,
Bjj e Cjj presentes na equacéao 2 que foi utilizado no modelo Tanford kirkwood para a
realizacdo do calculo. O trabalho realizado por Kirkwood envolve um sistema
composto por uma solucdo eletrolitica com uma constante dielétrica maior que
envolve uma cavidade esférica com uma constante dielétrica menor e dentro dessa

cavidade contém as cargas inseridas. Em nosso modelo de forma analoga ao
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modelo de Kirkwood, pode-se considerar a proteina como uma cavidade esférica
que apresenta uma baixa constante dielétrica &, inserida em uma solucao eletrolitica
de constante dielétrica &s (Figura 3). Esse sistema envolve 3 regides, a regido 1 seri
a cavidade esférica (proteina) de raio b e constante dielétrica &, a regido 2
representa a area de exclusdo de ions entre o raio a e 0 raio b e a regido 3

representa a solucéo eletrolitica (solvente) (Figura 3).

Figura 3: Representac¢éo do modelo Tanford kirkwood

A distribuicdo de carga da proteina é alterada em cada passo de Monte
Carlo por titulacdo, em que os valores da valéncia dos residuos séo alterados (0
—+1, para ARG / LYS / HIS, -1 <0 para ASP / GLU). A aceitacdo das etapas de
Monte Carlo seguem o critério de Metropolis considerando a variagdo de energia
(ULLNER et al., 1996; De OLIVEIRA et al., 2014)

AU = AU + K, tLn(10)(Ph— PK_) (3)

em que o sinal positivo é utilizado quando o residuo é protonado e o sinal negativo é
utilizado quando o residuo é desprotonado durante a simulacdo. Os valores
intrinsecos de pKa dos residuos sao: ASP = 4.0; GLU = 4.5; HIS = 6.3; LYS = 10.6;
ARG = 12.0 (FERSHT et al., 1985; CREIGHTON et al., 1992). Foi realizada 105
passos de Monte Carlo para equilibragdo e 108 passos para a producdo. A area de
superficie acessivel, foi calculada utilizando o software de superficie piloto
(RECORD et al., 2002). Os diagramas de superficie foram preparados com o pacote
Virtual Molecular Dynamics (VMD) e o servidor PDB2PQR (HUMPHREY et al., 1996;
BAKER et al., 2001; DOLINSKY et al., 2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Estrutura da proteina Blomia tropicalis do grupo 5 (Blo t 5)

Os alérgenos que pertencem ao grupo 5 representam um importante grupo
devido a alta capacidade de resposta dos pacientes a poeiras derivadas de extratos
de acaros contendo essas proteinas. Entretanto, ao passo que alguma reatividade
cruzada existe entre os alérgenos do grupo 5, a ligagdo de IgE parece ser
especifico da espécie (CUI et al., 2013).

A Blo t 5 adota uma estrutura na forma de feixe helicoidal que compreende
trés a-hélices disposta num modo antiparalelo. A representacdo conformacional da
Blo t 5 € mostrada na Figura 1, onde a Blo t 5 é representada na forma de um feixe
de cadeia tripla em espiral na qual a primeira hélice (a1, contém os residuos de 18 a
46) e a terceira hélice (a3, contém os residuos de 84 a 113) estdo em arranjo
paralelo e a segunda hélice (a2, contém os residuos de 49 a 77) esta antiparalela
com as outras duas hélices. Todas as trés hélices de Blo t 5 parecem ser
ligeiramente inclinada, com angulos inter-helicoidal de aproximadamente 20°. Cada
hélice em Blo t 5 contém um minimo de 28 residuos ou 4 repeti¢cdes de septeto - um
padrdo de 7 residuos indicados por (abcdefg) n), embora as posi¢cdes de um septeto
para a segunda hélice na estrutura sédo diferentes (NAIK et al., 2008). Na sequéncia
da regido flexivel N-terminal, trés a-hélices antiparalelas formam um feixe de hélice
separadas por curvas fechadas (CHAN et al., 2008).

As sequéncias e as estruturas das proteinas de ligacdo a IgE na forma
nativa (rBlo t 5) e modificada (mBlo t 5) sdo mostradas na Figura 4. A sequéncia de
aminoécidos da proteina rBlo t 5 foi obtida no Genbank pelo nUmero de acesso
096870, e a mBlo t 5, foi modelada por um deslocamento da hélice a3 da rBlo t 5
(indicado pela sequéncia amarela), onde na rBlo t 5 encontra-se no final da proteina
(a3) e namBlot5 IT e mBlot 5 MH encontra-se no inicio da proteina (a1) como
mostrados na Figura 4A. Na Figura 4A, os numeros arabes ao longo das sequéncias
referem-se a posicdo de aminoacido nas proteinas, o numero total de aminoacidos
esta indicado no final das sequéncias (134 aminoacidos) e os 17 aminoacidos
iniciais, em cada sequéncia, que correspondem ao peptideo sinal, que nao foram
incluidos na analise de modelagem e simulacdo. A estrutura da proteina rBlo t 5
(Protein Data Bank codigo 2JMH) consiste em trés a-hélices (a1, a2, a3), formando

um feixe de hélice, e um dominio desordenado no N-terminal (D) como mostrado na
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Figura 4B. Duas estruturas semelhante foram modeladas para mBlo t 5 uma no
servidor I-Tasser e outra no MHOLIine, com as trés a-hélices rearranjados tal como
na Figura 4A (a3, a1, a2) e o N-terminal (D), também em um estado desordenado
(Fig. 4B). O valor do RMSD para os modelos gerados em relacédo a estrutura nativa
rBlo t 5 foram de 1,73 A paramBlot5 IT e de 6,19 A para mBlot 5 MH. A proteina
modificada mBlo t 5 tem 72% de identidade da sequéncia em relacédo a proteina do

tipo nativo ou recombinante, rBlo t 5.

rBlot5
A QEHKPKKDDFRNEF DHU IS E SRR ENNEN < S KELQEKIRELDVVCAMIEGAQGALERELKR TDLNILERFNYEEAQTLSKILLKDLKETEQKVKDIQTQ

mBlot5 IT
QEHKPKKDDFRMNEFDHLERFNYEEAQTLSKILLKDLKETEQKVKDIQTC IEENNERCER O OENRENE | < KELGEKIRELDVVCAMIEGAGGAIERELKR TDLMIL

mBlot5 MH
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Figura 4: (A) Observa-se as sequéncias de aminoécidos do alérgeno Blomia tropicalis do
grupo 5 recombinante, a sequéncia nativa (rBlo t 5), o alérgeno modificado construido por
homologia no servidor I-Tasser (mBlo t 5 IT) e, o alérgeno modificado construido por
homologia no servidor MHOLIline (mBlo t 5 _MH). Ambos os modelos gerados foram
construido por um deslocamento da hélice a3 da rBlo t 5 (indicado pela sequéncia amarela).
As letras coloridas representam os quatro dominios, uma desordem/desestruturado no
dominio N seguido por trés hélices (D, a1, a2 e a3), rearranjados no alérgeno rBlo t 5 para
produzir a proteina modificada (D, a3, a1l e a2 ). Em (B), observa-se a estrutura
tridimensional da rBlo t 5 (c6digo no Protein Data Bank 2JMH, modelo 1) e os alérgenos
modificados mBlo t5_IT e mBlo t5_MH. Os dominios da desordem sdo marcados em azul e
as a-hélices a1, a2 e a3 s&o coloridos em vermelho, verde,e amarelo, respectivamente.
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3.2 Analise Termodinamica

Realizou-se 0 estudo estatistico das trajetdrias oriundas das dinamicas,
utilizando o algoritmo WHAM (FERRENBERG et al.,, 1988; FERRENBERG et al.,
1989; KUMAR et al.,, 1992; HESS et al., 2008) por meio do qual se obteve os
contatos nativos (Q) em funcao do tempo medido em unidades reduzidas (Figura 5),
calor especifico das proteinas rBlo t 5 e mBlo t 5 em fun¢éo da temperatura (Figura
6), assim como os perfis de energia livre em funcédo da temperatura e em seguida
em funcao do parametro de ordem (Figura?).

Ao realizar as simulagdes computacionais com as proteinas rBlot5 e mBlo t
5, observou-se sua forte dependéncia com a temperatura como mostrado na Figura
6. Nota-se que ndo houve diferenca significativa na formagcéo dos contatos nativos
entre a proteina rBlot 5 e mBlo t 5 MH, e isso demonstra uma estabilidade da
proteina modificada. Com relacdo a mBlo t 5_IT, ndo houve diferenca significativa,
pois, deve-se considerar que este modelo apresenta uma estrutura desordenada
maior no inicio com relacdo a rBlot5 e mBlo t 5_MH.. Foi também calculado o calor
especifico (Cy) de ambas as proteinas (mBlo t 5 e rBlo t 5) em funcdo da
temperatura. No que diz respeito as proteinas purificadas em solugdo, assim como
os estados enovelado e desenovelado tem diferentes entalpias, e eles também tém
diferentes capacidades de calor. Em relacéo a estabilidade da Blo t 5, pode-se notar
na Figura 6, que mostra o calor especifico de cada estrutura que ndo houve
diferenca significativa nos picos das temperaturas das estruturas rBlo t 5 e mBlo t
5 MH, pois, elas apresentaram um calor especifico de 134K e 130K
respectivamente. O pico da curva foi definido com a temperatura de enovelamento
da proteina (CLEMENTI et al., 2000). Observa-se na Figura 6, que a temperatura de
enovelamento é bem proxima para as duas estruturas rBlot5e mBlot 5 MH, e isso
demonstra uma estabilizacéo da estrutura. No modelo I-Tasser o0 pico € menor e isso
demonstra que este modelo se enovela numa faixa de temperatura maior, mas iSso
deve-se ao fato da ndo modelagem de uma das hélices que foi gerado pelo servidor
como estrutura desordenada da proteina, sendo assim ela se enovela com uma
temperatura maior. Esses dados corroboram com os dados experimentais realizados
em que apds a modificagcdo da Blo t 5 também apresenta estabilizacdo na sua

estrutura, resultados bem similares do encontrado por meio das simulagdes.
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Figura 5: Contatos nativos (Q) em funcao do tempo computacional em unidades reduzidas.
Em preto (T = 0,83), a proteina encontra-se enovelada (estado nativo), em vermelho (T =
1,11) esta em seu estado de transicdo. Em verde (T = 1,33), encontra-se desenovelada.
Temperatura em unidades reduzidas.
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Figura 6: Calor especifico da estrutura mBlo t 5_MH (verde), mBlo t 5_IT (azul) e rBlot 5
(vermelho).
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3.2.2 Energia livre versus contatos nativos (Q) para o modelo C-

alfa

Na reacdo de enovelamento de proteinas € empregado a coordenada de
reacao Q, que corresponde a fracdo de contatos nativos formados na estrutura. Para
monitorar a termodinamica do sistema, deve-se agrupar as configuracdes obtidas
durante uma simulacdo como uma funcdo de Q. Sendo assim, o parametro Q
representa a quantidade de contatos correspondentes na forma nativa,
demonstrando-se como uma boa medida do grau de semelhanca com a estrutura
nativa (CLEMENTI et al., 2000).

Nota-se que, por meio do perfil de energia livre em funcdo de Q, se torna de
facil localizacdo os agrupamentos desenovelados, enovelados e o estado de
transicdo, como é mostrado na Figura 7. Por estes modelos considerarem as
sequéncias ndao-frustradas, eles podem ndo gerar as mesmas energias das
proteinas reais, assim como o valor das alturas de barreira e a estabilidade dos
estados intermediarios; porém ha uma Otima concordancia com resultados
experimentais (CLEMENTI et al., 2000).

As energias livres sdo medidas em unidades de kgTs, em que Tf é a
temperatura de enovelamento. Para um rapido enovelamento, mesmo que a barreira
termodinamica inerente € baixa, ou similar, a energia térmica kgT sobre a cinética

pode ser significativa.
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Figura 7: Os perfis de energia livre em funcéo da coordenada de reacéo fragcdo de contatos
nativos (Q) na temperatura de enovelamento (Tr) obtidos com as simula¢cdes em modelo C-
a. T; foi definida como a temperatura no pico de calor especifico de cada proteina simulada.
Ambas as proteinas estdo no estado desenovelado quando Q ~ 0,3 e no estado enovelado
quando pelo Q ~ 0,8, com exce¢do da mBlo t 5 IT que alcanga o seu estado enovelado
guando Q ~ 0,55. A proteina modificada mBlo t 5_MH tem a mesma estabilidade térmica e
um perfil de energia livre muito semelhante termodindmicamente como o da proteina
recombinante nativa rBlo t 5.

As Figuras 6 e 7 mostram as simulacdes do modelo baseado em estrutura
(SBM3) utilizando o modelo Ca, para a andlise cinética e termodinamica. Os
resultados com o modelo Ca da Figura 6 apresenta calor especifico (Cy (t)) e da
Figura 7 os perfis termodindmicos de energia livre em fungdo da coordenada de
reacao (F (Q)) em T:. A reacdo de enovelamento/desenovelamento para rBlot 5 e
mBlo t 5_MH foi monitorado pelo parametro de ordem Q com a forma enovelada (Q
~ 0,8) e populacdes desenoveladas (Q ~ 0,3), e separados pela barreira do estado
de transicdo em (Q ~ 0,5). Enquanto que para mBlo t 5_IT a reacéo para a forma
enovelada foi (Q ~ 0,55) e desenoveladas (Q ~ 0,27) separados pelo estado de
transicdo em (Q ~ 0,4). Na Figura 6, apesar do fato de que a temperatura de

transicdo de enovelamento para o estado desenovelado (Tr), a temperatura no pico

3 Do inglés Structre-based model
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de Cv (t), de rBlo t 5 e mBlo t 5. MH serem ligeiramente diferentes, ambas as
proteinas mostraram-se duas proteinas estaveis, com um perfil muito semelhante e
uma estabilidade térmica de AF = 2.2kT obtido a partir de simula¢cbes e para o
modelo mBlo t 5_IT, essa estabilidade reduziu-se pela metade em torno de AF =
1.1KT . Esta € uma indicacdo de que a sequéncia modelada mBlot 5 MH tem uma
estrutura tridimensional estavel, possivelmente, uma proteina funcional, devido a

mesma caracteristica termodinamica da rBlo t 5.

3.3 Otimizacdo de interacdo eletrostatica dos alérgenos
recombinantes

Chan e colaboradores realizam mutacdes pontuais na estrutura nativa de Blo
t 5, alterando os residuos ionizaveis na regido do epitopo por meio de um
aminoacido neutro (alanina) (CHAN et al., 2008). Alguns mutantes dos alérgenos
foram capazes de reduzir a ligacdo para IgE e também reduziram a resposta ao
teste subcutaneo. E interessante observar nos calculos eletrostaticos que estes
efeitos foram mais significativos quando a mutacdo foi feita nos residuos que
mostram uma energia eletrostatica meédia positiva (instaveis) de interagdo com o
resto dos residuos carregados determinado pelo nosso método. Os residuos
especificos para ligagdo nos epitopos da IgE carregados nos alérgenos nativos
(Glu76, Asp81, Glu86 e Glu9l), determinados por RMN de acordo com o estudo de
(CHAN et al., 2008), mostrou a estabilizacdo (energias negativas) da interacao
eletrostatica no epitopo de ligacdo do novo alérgeno devido a inser¢cdo de uma carga
positiva. Nesse estudo foram realizados utilizando todos os &tomos da proteina e

nao somente os Ca.
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Figura 8: Otimizacdo de interacdo eletrostatica calculado na proteina nos residuos
carregados pelo modelo de Acessibilidade Superficie Tanford-Kirkwood implementados

usando simulacdes de Monte Carlo (TKSA-MC).
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A contribuicdo da energia eletrostatica para cada residuo ionizavel dos
alérgenos rBlot 5, mBlo t 5 _IT e mBlo t 5_MH foi investigada usando as simulacfes
TKSA-MC. Na Figura 8A, a regido do epitopo de ligacdo da rBlo t 5 (do residuo de
76 para 91), a média da interacdo carga-carga de energia eletrostatica dos residuos
Glu76, Asp81, Glu86 e Glu91 tem um valor de energia positiva, o que significa que a
contribuicdo eletrostatica devido a estes residuos néo ser energeticamente favoravel
se torna uma regido menos estavel em comparacdo com o resto da proteina (barras
vermelhas na Figura 8A). Esta instabilidade esta associada com a proximidade dos
grupos ionizaveis negativos. A distancia média entre 0s grupos com carga negativa
é 12,88 A, enquanto que nos grupos positivos a média é de 30,60 A. Esta diferenca
€ causada principalmente por os residuos Glu76, Glu86 e Asp81l, que estdo mais
préximos entre si do que o0s outros residuos ionizaveis no epitopo de ligacdo. Esta
concentracdo de carga negativa também provoca um potencial eletrostatico negativo
nesta regido (diagrama de superficie na Figura 8B). A mesma andlise eletrostatica
foi aplicada no alérgeno mBlo t 5. A energia eletrostatica da regido do epitopo do
mBlo t 5 modificado para os dois modelos IT e MH (alinhado com rBlo t 5) mostrou-
se mais estavel do que a regido do epitopo do rBlo t 5 (Figura 8C e 8E). Esta
estabilizacdo da energia eletrostatica em mBlo t 5 esta associado com a inclusédo de
um residuo positivo na regido do epitopo (Figura 8D e 8F), o que provoca uma
distribuicdo de carga mais homogénea e um potencial eletrostatico mais positivo
guando comparado com o epitopo de ligacdo da rBlo t 5. Isto sugere que o aumento
de estabilidade e a diminuicdo da energia eletrostatica média na regido do epitopo
de mBlo t 5 pode ser uma das razdes do aumento de antigenicidade para a IgG4 e a

diminuic&o para ligacéo de IgE em relacdo ao alergénio nativo rBlo t 5.

3.4 Correlacdo das predicdes tedricas com o0s dados

experimentais

Existe uma forte correlacdo entre a reducdo da ligacdo de IgE pelas
mutacOes pontuais em rBlo t 5 (dados a partir da experiéncia de RMN CHAN et al.,
2008) e o valor médio da energia eletrostatica (<W;>) de cada residuo ionizavel
desenvolvido neste estudo (Figura 9). A percentagem de reducado da ligacao de IgE
€ promovida por cada uma das seis mutacdes nos residuos do epitopo entre oito

pacientes (apenas as mutagdes induzidas em que mais do que 20% de reducao da
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ligacdo de IgE foram consideradas para analise). A correlacdo R = 0,834 sugere que
a substituicdo dos residuos que possuem uma interacao eletrostética favoravel, ndo
sendo um residuo neutro, aumenta a estabilidade eletrostatica na regido do epitopo

e induz a reducgéo da interacao entre rBlo t 5 e IgE.
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Figura 9: Correlacdo entre os dados teéricos e experimentais. Média da interagdo carga-
carga de energia eletrostética <W;> dos residuos de epitopos da rBlo t 5 em funcdo da
percentagem de pacientes com reducdo de ligacdo a IgE induzida pela mutacdo destes
residuos carregados para alanina (dados experimentais extraidos de CHAN et al., 2008). Os
quatro principais residuos de ligacdo a IgE (E76, D81, E86 e E91) sdo carregados
negativamente e mostram uma interagdo de energia eletrostatica desfavoravel (<Wi>> 0)
opondo-se a ligacdo de menores residuos (K78 e R87), que sdo carregados positivamente
com uma interacdo de energia eletrostatica favoravel (<W;> <0). O ajuste de correlagédo
linear de calculo tedrico aos dados experimentais mostra uma forte correlacéo positiva com
R = 0,83 (ajuste linear obtido pela aplicacdo da correlacdo de Pearson). A energia é
expressa em unidades de kJ/mol e as barras de erro sdo o desvio padrdo da média das
simulacfes TKSA-MC.
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3.5 Discussodes

Em primeiro lugar, foram caracterizados o estudo termodinamico e a cinética
por meio da modificagdo do alérgeno mBlo t 5. Foi certificado que o alérgeno
projetado com as modificagbes pelo servidor MHOLline tem as mesmas
caracteristicas globais da proteina no seu estado nativo: apresentou um perfil quase
idéntico de energia livre e termoestabilidade (AF = 2.2 KkT), enquanto o alérgeno
projetado pelo servidor I-Tasser apresentou uma reducdo de 50% em relacdo ao
perfil de energia livre e termoestabilidade (AF = 1.1 kT). Esses resultados confirmam
que o alérgeno modificado pelo MHOLIine tem o seu grupo helicoidal dinamicamente
estavel e o epitopo de ligacéo altamente exposto ao solvente devido ao mesmo perfil
de flutuacdo apresentado para rBlo t 5, que corrobora com a descricdo original de
dindmica de proteinas para o alérgeno conforme estudos de RMN(CHAN et al.,
2008; NAIK et al., 2008).

Em segundo lugar, as interacdes eletrostaticas de residuos de carga
localizados no epitopo e no restante da proteina modificada foram optimizadas.
Trabalhos anteriores mostram que os residuos especificos carregados localizados
na superficie dos alérgenos HDM desempenham um papel crucial na interacéo entre
o alérgeno-anticorpo (CHAN et al., 2006; CHAN et al., 2008; TAN et al., 2012). Neste
estudo, foi estabilizado (menores valores de energia negativa) as interacdes
eletrostaticas entre cada residuo ionizavel na mBlo t 5 modificado em relacdo ao
rBlo t 5.

A correlagdo apresentada de R = 0.83 é considerada como uma boa
validacdo do modelo computacional de como a simulagdo computacional e
experimental corroboram, considerando que € um modelo simplificado de baixo

custo computacional.
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4 CONCLUSOES

Conclui-se que a simulacdo por dindmica molecular é capaz de detalhar os
mecanismos dos processos bioldgicos envolvidos. Neste estudo, caracterizamos um
novo protocolo para avaliar os epitopos projetados por computador por meio de
modelos simplificados que podem levar a um aumento da antigenicidade do
alérgeno para o isotipo 1gG reduzindo a ligacédo e a consequente alergenicidade para
o isotipo IgE.

A correlacdo apresentada é uma boa validacdo do nosso modelo de como a
simulagdo experimental e computacional convergiram em grande acordo. A
estabilizacdo da energia eletrostatica na regido do epitopo, bem como no resto da
mBIlo t 5, sugere uma possivel explicacdo para a mudanca de antigenicidade para o
isotipo 1gG4 quando comparado com o rBlo t 5 como descrito no ensaio
experimental (AVILA et al., 2012). Sendo assim, o modelo baseado em estrutura,
juntamente com a simulacdo TKSA-MC parece ser um protocolo poderoso e
promissor para investigar no futuro mutacbes pontuais in silico e propor novos
candidatos em estudos de imunoterapia alérgeno especificos. Os resultados tedricos
corroboraram com os dados experimentais, o que mostra que o alérgeno modificado
rBlo t 5 tem uma mudanca de isotipo para a antigenicidade do anticorpo 1gG4,
tornando assim a sua aplicacdo adequada como candidato potencial em estudos
imunoterapia com alérgenos especificos.

Outros estudos tedricos, estudos experimentais e clinicos sdo necessarios
para avaliar a atividade potencial e funcional hipoalergénico deste alérgeno
modificado (mBlo t 5) em pacientes atépicos com sensibilidade adquirida ao Blomia
tropicalis apds estimulacao in vitro com rBlot5 e mBlo t 5.

Por fim, o Anexo A apresenta o trabalho em andamento sobre o estudo de
outros alérgenos (Blot 12, Blo t 21, Der p 1, Der p 2, Der p 5, Der p 23 e Der f 13)
com o proposito de verificar propriedades globais que definem a interagdo antigeno-

anticorpo.
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APENDICE A

Trabalho em andamento

Sabe-se que existem diferencas sutis na composicdo e distribuicdo de
cargas por conta do epitopo que demonstra uma diferenca na especificidade de
ligacdo a IgE entre os diferentes grupos de alérgenos em B. tropicalis, D.
pteronyssinus e D. farinae do HDM. Devido a essas diferencas, esta em andamento
0 estudo de outros alérgenos (Blot 12, Blot 21, Derp 1, Der p 2, Derp 5, Derp 23 e
Der f 13) com o proposito de verificar propriedades globais que definem a interacéo
antigeno-anticorpo.

Muitos alérgenos provenientes de acaros e outras substancias contribuem
promovendo varios sintomas alérgicos em humanos, incluindo a asma e a rinite
como ja vimos anteriormente no caso da Blo t 5 (Blomia tropicalis) do grupo 5.
Sendo assim, percebe-se que esses alérgenos pertencem a varios grupos de
alérgenos e que podem ter caracteristicas em comum. Uma das perspectivas futuras
deste nosso estudo é estudar outros alérgenos que apresentam uma similaridade
para a Blo t 5 e uma proporcao de ligacdo em IgE, aplicando a metodologia utilizada
para a Blo t 5. Neste caso selecionamos alguns alérgenos que serdo melhor
descritos abaixo.

Alérgenos do GRUPO 1: Neste grupo, escolheu-se a Dermatophagoides
pteronyssinus (Der p 1) que € um alérgeno que apresenta 50% de ligacdo a IgE.
(CUI, 2013). Essa estrutura foi obtida no Protein Data Bank (PDB) pelo codigo:
2AS8, e contém 222 residuos de aminoacidos.

Alérgenos do GRUPO 2: Neste grupo, também optou-se pela espécie
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 2). E um alérgeno com 80% de ligacéo a
IgE (CALDERON et al., 2015), obtida pelo PDB com o cédigo 1KTJ, e composta por
129 residuos de aminoécidos.

Alérgenos do GRUPO 5: Neste, trabalhou-se com duas espécies a Blomia
tropicalis (Blo t 5) e a Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 5), ambas
apresentam uma identidade de 42% na sequéncia de aminoacidos. Este grupo
apresenta uma grande importancia clinica pelo fato da alta resposta alérgica de
pessoas predispostas a estes alérgenos. A Blo t 5 apresenta 90% de ligacéo a IgE
enquanto que a Der p 5 apresenta 72% de ligagéo. (CUI, 2013). A Blo t 5 foi obtida

do PDB (cddigo 2JMH) e apresenta 117 residuos de aminoacidos e a Der p 5 foi
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obtida pelo codigo 3MQ1 e apresenta um fragmento de residuos de 32 a 132,
totalizando 101 residuos de aminoé&cidos. Essas duas sdo homologas e apresentam
uma alta capacidade para reatividade cruzada.

Alérgeno do GRUPO 12: Neste grupo escolheu-se a Blo t 12 por apresentar
uma reatividade de ligacdo a IgE de 50%, (CHUA et al., 2007) e a mesma foi obtida
através do codigo 2MFK, com 143 residuos.

Alérgeno do GRUPO 13: A Der f 13, espécie Dermatofagoides farinae do
grupo 13 obtida pelo cédigo do PBD 2A0A, possui 131 residuos e € um dos
alérgenos que possui menos reatividade de ligagdo em IgE, que de acordo com
CALDEIRA et al., 2015 é de 11%.

Alérgeno do GRUPO 21: A Blo t 21 representa um novo grupo de alérgeno
de grande importancia clinica dentro da espécie Blomia tropicalis, ela apresenta uma
capacidade de reatividade cruzada com Blo t 5, Der p 5 e Der f 21 e ainda apresenta
mais que 75% de ligacdo a IgE, apresenta também uma moderada identidade da
sequéncia com a Blo t 5, em torno de 40,7% . A estrutura foi obtida por meio do
codigo 2LM9, apresenta-se um fragmento de 18 a 113, perfazendo um total de 96
residuos de aminoacidos (TAN et al., 2012).

Alérgeno do GRUPO 23: Neste grupo, deu-se preferéncia pela Der p 23 por
apresentar uma grande reatividade de ligacdo para IgE, que apresenta 75% de
ligacdo a IgE. A prevaléncia de quantidade de IgE especifica € bastante elevada
para a Der p 23 e Der p 2 em comparacao com a expressao de outros alérgenos da
espécie Dermatophagoides pteronyssinus (MUELLER et al., 2016). Este foi obtido
pelo cédigo PDB 4ZCE e apresenta um fragmento 43-90, num total de residuos.

A analise termodinamica das proteinas em estudo € apresentada nas
Figuras 10 e 11.

Como continuacdo do trabalho, pretende-se calcular o perfil eletrostatico
com o método TKSA-MC e agrupar essas proteinas de acordo com suas
caracteristicas similares levando em conta a barreira de energia livre, interagcédo
carga-carga e reatividade com IgE, com o objetivo de compreender os mecanismos

gue levam a interacdo dos alérgenos com as imunoglobulinas.
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Figura 10: Calor especifico das estruturas Blo t 12 (vermelho), Blo t 21 (amarelo), Der f 13
(violeta), Der p 2 (laranja), Der p 23 (azul turquesa), Der p 5 (azul) e Blo t 5 (verde).
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Figura 11: Os perfis de energia livre em funcdo da coordenada de reacédo fracdo de
contatos nativos (Q) na temperatura de enovelamento (T;) obtidos com as simula¢cées em
modelo Ca para as proteinas Blo t 5 (verde), Der p 2 (laranja) e Der f 13 (violeta). Tt foi
definida através da temperatura no pico de calor especifico de cada proteina simulada.
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Ambas as proteinas estdo no estado desenovelado quando Q ~ 0,1 e no estado enovelado
quando pelo Q ~ 0,8, com excecdo da Blo t 5 que alcanca o seu estado desenovelado
guando Q ~ 0,3. Essas sédo proteinas com barreira de energia livre no estado de transigéo.
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Figura 12: Os perfis de energia livre em fungdo da coordenada de reacdo fracdo de
contatos nativos (Q) na temperatura de enovelamento (T;) obtidos com as simulacdes em
modelo C-a para as proteinas Der p 5 (azul), Blo t 21 (amarelo), Blo t 12 (vermelho) e Der p
23 (azul turquesa). Utilizou-se T; como parémetro definido através da temperatura no pico
de calor especifico de cada proteina simulada. Essas sdo proteinas com nenhuma ou
baixissima barreira de energia livre no estado de transicao.








