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Resumo — Quando duas proteinas se ligam, ocorrem pequenas mudangas conformacionais,
especialmente nas areas de ligacdo de proteinas quinase. A interface de ligacdo é onde
ocorrem a maioria dessas mudancas. Durante os testes, diversas estratégias sao empregadas
para prever mudancas conformacionais nas cadeias laterais, considerando varias opgdes
farmacolégicas. A Enzima Conversora de Angiotensina transmembrana 2, alvo enzimatico
com implicacgGes farmacolodgicas e indicador dos mecanismos de acao de virus e bactérias, é
de interesse na investigagdo de docagem molecular. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
utilizar as coordenadas tridimensionais de duas proteinas cristalizadas independentes, que
sdo conhecidas por interagirem, e derivar um modelo para a estrutura vinculada. Esses
algoritmos de acoplamento geralmente resultam em algumas estruturas quase nativas, mas
também geram muitas estruturas falsas positivas com complementaridade superficial
favoravel. No software ClusPro, filtramos rapidamente os resultados de saida e realizamos
analises quanto a seus valores de energia eletrostaticas, de balanco e de Van der Waals.
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Abstract - When two proteins bind, small conformational changes occur, especially in kinase
protein binding areas. The binding interface is where most of these changes occur. During
testing, various strategies are employed to predict conformational changes in the side chains,
considering multiple pharmacological options. Transmembrane Angiotensin Converting
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Enzyme 2, an enzymatic target with pharmacological implications and an indicator of virus
and bacteria action mechanisms, is of interest in molecular docking investigation. Therefore,
the aim of this study was to utilize the three-dimensional coordinates of two independently
crystallized proteins known to interact and derive a model for the bound structure. These
coupling algorithms typically yield some nearly native structures but also generate many false
positive structures with favorable surface complementarity. In the ClusPro software, we
rapidly filter output results and perform analyses regarding their electrostatic energy,
balance, and Van der Waals values.

Keywords: Interaction. Protein-Protein Docking. Energy. Protein. Structure.

l. INTRODUCAO

Décadas de pesquisa em biologia celular, biologia molecular, bioquimica,
biologia estrutural e biofisica produziram um enorme banco de dados sobre a funcéo e
caracteristicas moleculares de proteinas individuais. Essas informacdes sdo
meticulosamente mantidas em grandes bancos de dados de proteinas, como o Protein
Data Bank®. Um mecanismo de agdo® frequentemente envolve um "alvo" molecular
com o qual a droga interage, como uma enzima ou receptor. As proteinas, por outro
lado, raramente funcionam sozinhas; em vez disso, eles frequentemente constroem
"méquinas moleculares" (Shen et al., 2020) com intrincadas ligacdes fisico-quimicas
dindmicas para realizar funcdes bioldgicas nos niveis celular e sistémico. Decifrar as
intrincadas ligages quimicas em sistemas bioldgicos requer o mapeamento de
"interacdes fisicas proteina-proteina” (Acuner Ozbabacan et al., 2011).

Quando comparados aos processos presentes em organismos celulares, os virus
exibem uma variacdo significativa na composicao genética, nos padrdes evolutivos e na
funcdo das proteinas. Essas diferencas no lado do patdégeno devem ser levadas em
consideracdo ao examinar as interacfes proteina-proteina (IPP) em sistemas virus-
hospedeiro. As relacbes de reconhecimento de proteinas podem ser persistentes ou
temporéarias, e certas proteinas podem formar varios contatos (Chichili; Kumar;
Sivaraman, 2013).

As IPP sdo necessarias para o funcionamento normal das células em todas as
espécies vivas e sistemas bioldgicos maiores. O padrdo ouro para validar e compreender
tais estruturas € a cristalografia de raios X (Shi, 2014). Os complexos de proteinas, por
outro lado, podem ser dificeis de cristalizar, e 0 nimero de IPPs identificados supera o
namero de estruturas complexas. A interacdo proteina-proteina é um método
computacional que poderia preencher esse vazio expondo caracteristicas de nivel
atdbmico das interacGes de duas proteinas. Modelos criados por docagem molecular
(DM) podem ser confirmados usando processos simples, como reticulacéo ou alteracfes
direcionadas ao local. Um dos avangos mais significativos na interacdo proteina-
proteina é o uso de uma transformada rapida de Fourier (TRF) (Jung et al., 2016) para
avaliacdo de energia.

Portanto, este artigo tem como objetivo estudar interacbes proteicas entre
proteinas externas dos agentes infecciosos, tais como a influenza (PDB® ID: 2VIR),
parainfluenza (PDB ID: 4WEF), proteina Spike da variante Omicron do Sars-Cov-2
(PDB ID: 7Q07) e complexadas a proteina receptora das fossas nasais a enzima

* Banco de dados em 3D de proteinas e acidos nucléicos. Disponivel em: <https://I1ng.com/SgnNP
® Interago bioquimica especifica através da qual uma droga produz efeito farmacolégico.
6 Codigo de identificagdo no Protein Data Bank.
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conversora de angiotensina transmembrana 2 (ACE2) (PDB ID: 7UON) humana. A
abordagem de docagem molecular utilizada neste trabalho visa ndo apenas identificar
conformac@es promissoras, mas também prever interacdes especificas que podem ser
relevantes para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

I[l. METODOLOGIA

Todas as simulacGes foram realizadas com base no modelo proteina + proteina,
onde quatro estruturas foram selecionadas, sendo otimizadas utilizando o software
Chimera 1.15.6 (CHM) para encontrar as condicdes ideais que satisfazem os varios
alvos predefinidos; a complexidade adicional surge para tarefas que envolvem
experimentacao ou calculos computacionais. Os resultados indicam que o CHM permite
que uma ampla classe de algoritmos de otimizacdo fosse encontrada rapidamente. Nas
condicdes ideais, utilizamos o campo de forca AMBERFF14SB (Majumder; Mandal,
2022) para obter a estrutura com a melhor conformacéo.

2.1 — Estruturas Ligantes

2.1.1 — Hemaglutinina do Virus Influenza (HVI)

A estrutura da hemaglutinina (HA) de um virus da gripe mutante, que evita a
neutralizacdo por um anticorpo monoclonal, demonstra que a mutagédo causa alteracdes
na estrutura do HA que o impedem de adotar uma configuracdo menos favoravel
energeticamente. A HA é uma glicoproteina’ presente no envelope do virus, que é a
cobertura mais externa do virus. Ele reconhece o acido sidlico, um aglcar presente em
nossa membrana celular, importante para reconhecer e aderir 0 virus as nossas células
respiratorias, e se liga a ele. O virus é entdo endocitado ou envelopado pela membrana,
e transportado dentro de uma vesicula pela célula. A célula tenta digerir o contetdo da
vesicula diminuindo o pH de dentro da vesicula, mas isso causa uma mudanga no
formato da hemaglutinina, expondo a regido em vermelho que possui muita afinidade
pela membrana da vesicula, fazendo com que a hemaglutinina se torca e puxe a
membrana do envelope do virus, fundindo ambas e liberando o virus da vesicula para
dentro da célula (Welch et al., 2013).

2.1.2 — Estrutura da Hemaglutinina-neuraminidase do virus da parainfluenza humana
tipo 111 (HNPH)

A proteina hemaglutinina é importante para a adesdo do virus e primeiro contato
com a célula, enquanto a neuraminidase (NA) é responsavel pela penetracdo e
replicacdo do virus na célula. Duas glicoproteinas de membrana descobertas nesses
virus sdo a hemaglutinina neuraminidase (HN) e a proteina de fusdo. O HN tem uma
variedade de atividades, incluindo ligacdo ao receptor, clivagem de acido sidlico,
aceleracdo da liberacéo e propagacéo do virus e interagdo com a proteina para promover
a fusdo da membrana (Mizuta et al., 2012). Os inibidores de NA, como o zanamivir, que
tem como alvo o NA do virus da gripe, e o &cido 2-desoxi-2,3-desidro-N-acetil
neuraminico (DANA), podem ndo apenas interromper a funcéo catalitica do HN, mas
tambem interferir no receptor vinculativo.

" Contém agucares (glicanos) ligados s suas cadeias polipeptidicas.
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A HN do HPIV-3 possui uma estrutura tridimensional complexa, composta por
diferentes dominios e regibes. Estudos estruturais, como cristalografia de raios-X e
modelagem molecular, tém sido usados para elucidar essa estrutura. Assim como muitas
glicoproteinas virais, a HN do HPIV-3 é frequentemente modificada por glicosilacao,
onde cadeias de acUcares sdo adicionadas as suas cadeias polipeptidicas. Essa
glicosilacdo pode influenciar a estabilidade e a funcéo da proteina (Perini, 2012).

Essa glicoproteina possui regiGes conservadas, que sdo importantes para suas
fungdes essenciais, como a ligagdo as células hospedeiras e a atividade neuraminidase.
No entanto, também pode haver regides variaveis que contribuem para a diversidade
genética e a evolucdo do virus (Matsumoto et al., 2005). A HN desempenha um papel
importante na interacdo entre o virus e o sistema imunoldgico do hospedeiro, incluindo
a inducdo de respostas imunes e a evasédo das defesas do hospedeiro.

2.1.3 — SARS-CoV-2 S Omicron Spike (SCv2-0S)

A proteina spike (também conhecida como proteina S) é fundamental para o
funcionamento do coronavirus, incluindo o SARS-CoV-2, que causa a COVID-19. Sua
importancia reside em vérias fungdes criticas durante o processo de infeccdo.
Compreender a estrutura da proteina S € importante para entender a variante Omicron
(Jiang; Hillyer; Du, 2020). A proteina spike permite que o virus se ligue e entre nas
células humanas. Ela interage com receptores na superficie das células hospedeiras,
desencadeando a fusdo do envelope viral com a membrana celular e permitindo que o
material genético do virus entre na célula.

A proteina Omicron S tem a maior distancia evolutiva das outras varia¢fes do
SARS-CoV-2, de acordo com as descobertas. Muitos aminoacidos no RBD foram
alterados, afetando potencialmente as interacdes RBD-ACE2 e demonstrando que o
anticorpo S309 ainda pode neutralizar essa variante do RBD (Braz et al., 2022).

Figura 1 - Estruturas utilizadas como ligante (a) HVI, (b) HNPH, (c) SCv2-0S
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Fonte: PDB, 2024.

2.2 — Estrutura receptora do trato respiratorio ACE2 humano (ACE2H)

A funcéo da proteina ACE2 esta associada ao sistema renina-angiotensina, que
controla a pressao sanguinea e o equilibrio de liquidos e eletr6litos em nosso corpo.
Neste sistema, ACE2 atua de forma oposta a outra proteina da sua familia, chamada
ACE. A ACE converte a angiotensina | em angiotensina Il, que possui 8 aminoacidos e
atua como um potente constritor dos vasos sanguineos. Assim, dado seu efeito redutor
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da pressdo sanguinea, ACE2 é um importante alvo para o tratamento de doencas
cardiovasculares (Silva; Alvares, 2021).

ACE2 atua como o principal receptor celular para 0 SARS-CoV-2. O virus se
liga a0 ACE2 presente na superficie das células hospedeiras, principalmente nas células
epiteliais do trato respiratorio, permitindo a entrada do virus nas células. Apos a ligacao
ao ACEZ2, a proteina Spike (S) do virus SARS-CoV-2 sofre clivagem pela enzima
transmembranar TMPRSS2 (Transmembrane Protease Serine 2) ou por outras proteases
celulares, desencadeando a fusdo do virus com a membrana celular e permitindo a
entrada do seu material genético na célula hospedeira. A TMPRSS2, facilita a iniciacao
da proteina S (spike) (Silva, 2023).

Ha vérias possibilidades farmacoldgicas em fases de testes. Ha relevancia em
desvendar estudos sobre a Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) e a Protease
Transmembranar, a serina 2 (TMPRSS2) no SARS-CoV-2, alvos enzimaticos com
perspectivas farmacoldgicas para o tratamento da COVID-19.

Figura 2 - Estrutura ACE2
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Fonte: PDB, 2024.

2.3 — Protocolo de interacéo do ClusPro

Todos os pardmetros necessarios foram especificados usando a plataforma do
ClusPro®. O servidor ClusPro é uma ferramenta amplamente utilizada para DM
proteina-proteina. Ele também oferece varias opg¢des avancadas para modificar a
pesquisa; estes incluem a remocdo de regides de proteinas ndo estruturadas, aplicacdo
de atracdo ou repulsdo, contabilizacéo de restrigdes de distancia de pares, construcao de
homomultimeros, consideracdo de dados de espalhamento de raios-X de pegueno
angulo e localizacdo de sitios de ligacdo (Pierce et al., 2014). Quatro funcdes
energéticas diferentes podem ser usadas, dependendo do tipo de proteina. Acoplar com
cada conjunto de parametros de energia resulta em dez modelos definidos por centros de
aglomerados altamente populosos de estruturas ancoradas de baixa energia.

Este protocolo descreve o uso de vérias opgOes, a construcdo de arquivos de
restricOes auxiliares, a selecdo dos parametros de energia e a analise dos seus resultados,
utilizando as equagbes para os calculos de Balanceamento de energia equacdo (1)
(Ignatov; Kazennov; Kozakov, 2018), Energia eletrostatica favoravel equacdo (2)
(Verma et al., 2016), Energia hidrofdbica favoravel equacéo (3) (Brenke et al., 2012) e
Van der Waals + Eletrostatica equacéo (4) (Akbal-Delibas; Pomplun; Haspel, 2014).

8 https://cluspro.org
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E=0.40E¢p+0.40Ea4+1200Egiec+1.00Epars  (2)
E=0.40Eep+0.10E;4t+600E¢|ec+0.00Epars 4)

No ClusPro, filtramos rapidamente a saida do algoritmo de correlagcdo de Fourier
usando uma combinacdo de desolacdo e energias eletrostaticas (calculada usando o
potencial de Coulomb). Essa abordagem resulta em vérias estruturas quase nativas
passando pelo filtro, eliminando muitos dos falsos positivos.

Usando o algoritmo ClusPro, o usuério tem a opcdo de selecionar DOT ou
ZDOCK para realizar acoplamento corporal rigido, ambos baseados nas técnicas de
correlacdo de transformacdo Fourier rapida (TFR) (Kozakov et al., 2010). Embora o
DOT permita o uso de um potencial eletrostatico na funcdo de pontuagdo, baseamos a
pontuacdo apenas na complementaridade superficial entre as duas estruturas. O DOT é
executado em um 128 A x 128 A x grade 128 A, usando um espacamento de grade de 1
A. Usando uma lista pré-definida de 13 000 rotacdes, mais de 2,7 x 1010 as estruturas
séo avaliadas, mantendo 20.000 estruturas com os melhores resultados para comparagao
em termo de interacdo de superficies (Alekseenko et al., 2020). Acoplamento de
fragmentos das estruturas: cada um dos fragmentos é ancorado na estrutura receptora
usando um protocolo de amostragem baseado em TFR. Os 250 melhores resultados de
cada corrida sdo combinados em um conjunto. Na saida de resultados ha a selecdo de
modelos, que visa o conjunto de modelos agrupado usando um raio de cluster de 3,5 A,
este que foi escolhido para representar a resolucdo melhor de atracdo, e os resultados
sdo classificados de acordo com a menor energia trabalhada, assim se gera a saida em
formato PDB e as tabelas.

I1l. RESULTADQOS

3.1 - Docagem proteina-proteina

O acoplamento de proteina-pequenas moléculas difere do acoplamento proteina-
proteina. Enquanto o bolso de ligacdo é conhecido nas interagdes com pequenas
moléculas, no acoplamento proteina-proteina o local de interacdo € raramente
disponivel, exigindo a exploracdo de todas as interacfes possiveis, gerando e avaliando
bilhGes de conformacgbes do complexo.

O uso de modelos de proteinas rigidas requer tolerar alguns niveis de
sobreposicBes, e como as funcdes energéticas sdo aproximadas, as estruturas proximas a
conformacéo nativa ndo necessariamente possuem as energias mais baixas. Assim, para
evitar perder conformaces potencialmente Uteis € necessario reter um grande numero,
geralmente de 2000 a 20.000 (Bartholow et al., 2021), de estruturas ancoradas de baixa
energia para posterior processamento. Assim, o acoplamento inicial produz uma longa
lista de estruturas de candidatos em vez de um pequeno numero de modelos, e a
obtencéo de resultados significativos requer alguma forma de pos-processamento, o que
inclui o refinamento das conformacbes ancoradas, geralmente representando algum
nivel de flexibilidade.

Na metodologia de docagem estd a nocdo de complementaridade estérica na
interface proteina-proteina (Vajda et al.,, 2017). Essas interfaces sdo realmente
compactadas, como observado em complexos cocristalizados no Protein Data Bank. A
complementaridade tem sido a principal forca motriz no desenvolvimento de
abordagens de encaixe como observado na Figura 3, muitas vezes com a adi¢cdo de
complementaridade  fisico-quimica, hidrofobicidade e  eletrostatica. A
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complementaridade estrutural tem sido vista em diferentes resolucées, desde a atdmica
até a ultrabaixa. A estrutura de complexos proteina-proteina usando abordagens de
docagem, possui desafios que incluem identificar as solucBes corretas e lidar
adequadamente com a flexibilidade molecular e mudangas conformacionais.

A docagem de corpo rigido envolve seis graus de liberdade do sistema de dois
corpos rigidos (por exemplo, trés translacbes e trés rotacbes nas coordenadas
cartesianas). A docagem flexivel (Fan et al., 2019) envolve um nimero muito maior de
coordenadas, dada a busca conformacional nas coordenadas internas das proteinas. No
entanto, essa pesquisa normalmente nao envolve a solugdo do elusivo “problema de
dobramento de proteinas”, mas pode ser restrita a uma transicdo conformacional de
ligacdo a ligagdo muito mais tratdvel. Na docagem proteina-proteina, a semelhanca
entre proteinas em complexos pode ser avaliada através da comparacgao/alinhamento de
sequéncias, sequéncias e estruturas, ou apenas as estruturas porque as estruturas da
proteina a ser encaixada sdo consideradas conhecidas pela propria definicdo de encaixe.

Figura 3 — Estrutura em azul do complexo com ACE2 acoplada a) HVI, b) HNPH, c)
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Fonte: Autores, 2024.

O algoritmo do ClusPro conseguiu definir bem as interacBes que visaram
encaixar proteinas grandes e flexiveis, classificar modelos de forma consistente e
produzir modelos precisos o suficiente para permitir o design computacional de
afinidades ou especificidades mais altas.

Analisando as distancias das interacdes interatbmicas, e a partir dos resultados
mostrados na Tabela 1, observa-se que 0 modo de interagéo predito pelas posi¢fes pode
indicar que possui alta capacidade de interacdo. A HVI e a SCv2-0OS tiveram a menor
distancia relativa da ACE2 de afinidade calculada, e foram utilizadas para avaliar a
confiabilidade do complexo previsto, onde a docagem foi capaz de identificar uma
conformacdo promissora. As posicdes assumidas pelas proteinas permitem interacdes
com os aminoacidos presentes. Cada posicdo tomada pode levar a associacdes com
diferentes aminoacidos locais. Quanto melhores forem as energias de ligacdo, mais
fortes serdo as interacdes que ocorrem entre as moléculas da proteina e 0os aminoacidos.

Tabela 1 — Média das distancias de intera¢cdo na DM.
Macrostructure  Distance (A)

HVI 2.92901
HNPH 3.0005
SCv2-0S 2.9264

3.2 —Tipos de interacOes intermolecular das proteinas com a ACE2
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As Tabelas 2 e 3 apresentam a docagem molecular da ACE2 com as 3 proteinas,
no qual as interagdes se restringiram aos aminoacidos. Na Tabela 3 podemos observar a
formacéo das ligacdes hidrofobicas nas proteinas, as quais surgem como consequéncia
da interacdo de seus aminoacidos hidrofobicos com o solvente polar, a agua. As
ligacGes idnicas ou eletrostaticas sdo formadas quando &tomos de aminoacidos com
cargas elétricas opostas sdo justapostos. As ligacGes ibnicas podem ser importantes para
a estrutura da proteina porque sdo potentes atracOes eletrostaticas. No interior
hidrofébico das proteinas, as ligagdes idnicas podem se aproximar da forca das ligacoes
covalentes.

A principal interagdo da docagem, observada na Tabela 2, foi a Conventional
Hydrogen Bond, um tipo de interacdo intermolecular que se da entre atomos de
hidrogénio de uma molécula com atomos de elementos altamente eletronegativos, de
forma que o hidrogénio sirva como um elo entre 0os atomos com 0s quais interage
(Arunan et al., 2011). A ligacdo de hidrogénio é o tipo de interacdo intermolecular mais
forte que pode ocorrer, 0 que mostra conformidade com os resultados obtidos.

Outra interacdo importante observada na Tabela 2 foi a interacdo alkyl, ou
interacdo alquila, essa interacdo é considerada por alguns autores como um tipo de
ligacdo de hidrogénio com anel aromatico ndo cléssica (CH-r), que ocorre quando uma
ligagdo C-H de um grupo alquila ¢ polarizada na presenca de um anel com sistema m. E
uma interagéo do tipo dipolo-dipolo induzido fraca, mas pode ter um papel significativo
na conformacdo e na estabilidade de estruturas de complexos, como na formacao de
complexos ligante-proteina e proteina-proteina.

Tabela 2 — Tipos de interacdo na DM.

Interaction Type HVI HNPH SCv2-0S
Conventional
Hydrogen Bond 306 102 244
Salt Bridge; Attractive 16 29 22
Charge
Carbon Hydrogen 44 65 26
Bond
Sulfur-X 1 2 0
Pi-Cation 1 3 2
Pi-Anion 0 5 1
Pi-Donor Hydrogen 2 6 0
Bond
Pi-Sigma 11 15 !
Alkyl 59 125 43
Pi-Alkyl 35 69 as

Tabela 3 — Categorias de ligacdo da DM.
Number of Interactions

Bond Category

HVI HNPH SCv2-0S
Hydrogen Bond 352 553 268
Hydrogen Bond;
Electrostatic 16 29 23
Other 5 3 1
Hydrophobic 116 220 107
Electrostatic 15 29 18
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Na interacdo entre as proteinas e o ACE2, foi obtida uma significativa
quantidade de ligacOes de hidrogénio e ligacOes alquila, ligagdes essas consideradas
fortes, o que demonstra que os complexos obtidos pela DM sdo complexos estaveis
apesar do problema de acoplamento proteina-proteina discutido anteriormente.

3.3 — Analise de energias

De acordo com a Tabela 4, a interacdo da ACE2 com a HNPH e SCv2-OS
obtiveram os melhores estados com menor energia e possivelmente ocorrerdo com
maior probabilidade do que aqueles com maior energia em um sistema.

Os aminoacidos essenciais do sitio ativo HNPH foram comparados com o
relatado antes do estudo de DM para validar a sele¢do da bolsa de ligagéo correta. As
interacdes que essa proteina possibilitou, levando em consideracdo tais interacoes, 0s
resultados da DM revelaram interages com o chamado sitio ativo Glicoproteina, onde
h& maior chance de ligacdo anexada aos alvos moleculares em questdo. Analisando as
distancias das interacdes interatdmicas e a partir dos resultados de docagem, observa-se
gue o modo de interacdo predito pelas posicdes pode indicar que possui alta capacidade
de interacdo. A HVI obteve um nimero consideravel de ligacdes, como hidrogénio, as
principais interacdes de ligacdo molecular e a energia de afinidade calculada foram
utilizadas para avaliar a confiabilidade do complexo previsto, sendo que o DM foi capaz
de identificar uma conformacao promissora.

Outro aspecto importante a ser observado € que o sitio catalitico SCv2-0S
possui caracteristicas hidrofébicas, como descrito na Tabela 3. Uma descri¢do detalhada
das ligagdes m e de hidrogénio estd de acordo com a andlise de acoplamento,
verificando-se que existe afinidade de ligacdo, o que pode indicar um grau de influéncia
deste tipo de interacdo para a energia de afinidade. Além disso, foi observada uma
formacéo de ligacGes de hidrogénio em quase todas as interacfes. Como as ligacbes sdo
muito proximas e possuem caracteristicas atrativas e hidrofébicas, elas, portanto, podem
relacionar que tais interagdes com estruturas macromoleculares contribuiram para a
formacéo de melhores associagOes, explorando as diferencas de eletronegatividade entre
0s atomos. As posicBes assumidas pelos ligantes no sitio ativo permitem interacdes com
0s aminoacidos presentes. Cada posicdo tomada pode levar a associacbes com
diferentes aminoacidos locais. Quanto melhores forem as energias de ligacdo, mais
fortes serdo as interagcdes que ocorrem entre as moléculas da proteina e 0os aminoacidos.

O método do ClusPro resultou nas estruturas mais viaveis, e isso foi feito usando
a energia da area de superficie, energia de solvatacdo e minimizacdo de energia dos
complexos de ligante e receptor. Os valores para o0 HVI na Tabela 4 evidenciam que
conforme a interacdo da cadeia lateral da ACE2 se aproxima de superficies maiores em
relacdo as outras, o valor de energia de ligacdo pode ser decomposto por residuo.

A analise da variacdo da energia de Van der Waals (vdW) para essas interacdes
visou investigar propriedades estruturais dos complexos. Assim, as interacdes de vdW
desempenham um papel importante nas propriedades dos sistemas nos quais interagoes
dipolo-dipolo muito mais fortes estdo presentes. Nessa analise a HNPH obteve -262.8
kcal/mol, a SCv2-0S, -254.2 kcal/mol e a HVI -242.8 kcal/mol.

A analise da energia eletrostatica e hidrofobica da interagdo das proteinas
aumentou significativamente conforme foram testadas estruturas com maior
abrangéncia de acoplamento a superficie do ACE2, falta de mudancas nas afinidades de
ligagdo indica que a amostragem da paisagem de energia de balanceamento é
amplamente afetada pelos movimentos de dominio da proteina observados. Em todos os
casos, 0s valores presentes nos termos eletrostaticos se compensam, resultando em
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alteracdes minimas na estrutura. Na atracdo eletrostatica foi considerada caracteristicas
comuns de todos os sistemas idnicos, usando ambas as estratégias de simulagao.

Tabela 4 — Valores de energia obtidos da intera¢do proteina-proteina.

Energy Coefficients (kcal/mol)

ACE2H with Van der
Structure Balanced Electrostatic Hidrofobic
Waals
HVI -751.2 -792.9 -917.6 -242.8
HNPH -970.5 -930.2 -1197.2 -262.8
SCv2-0S -906.1 -907.3 -1052.3 -254.2

IV. CONCLUSAO

Neste trabalho, exploramos as paisagens energéticas de acoplamento de
complexos proteicos, conhecidos usando conjuntos de estruturas ancoradas geradas por
um procedimento de otimizacdo de energia global de corpo rigido. Anterior a isso,
descrevemos um procedimento de acoplamento de duas etapas que permitiu a
amostragem aproximada da superficie do receptor ao redor do local de ligacédo
conhecido. Logo apds, estendemos a busca para toda a superficie do receptor.

Os resultados mostram que as contribuicdes para o acoplamento do ligante
foram os termos eletrostaticos e de vdW. Esses inibidores identificados acordam
principalmente por dois fatores, especificamente, a area de superficie (geometria da
molécula) e a polarizabilidade eletrnica (tamanho molecular), dentre os diversos tipos
de energia calculada. O modo de acoplamento dos ligantes foi conhecido para entender
as propriedades de ligacdo e o mecanismo de acdo das interacbes. A partir dos
resultados combinados dos célculos de acoplamento, constatou-se que os residuos do
sitio ativo da ACE2 interagiram fortemente com as proteinas, em especial com a HNPH.
Embora os resultados de tais simulacdes possam certamente contribuir para aumentar a
compreensdo e racionalizar os dados experimentais, esta abordagem também tém
algumas limitacOes e desvantagens.

Este trabalho evidenciou que, dentro do campo dos modelos atomicamente
detalhados, h& provavelmente diferentes niveis de aproximacao aceitaveis, dependendo
da aplicacdo especifica. Por exemplo, para o problema da ancoragem de proteinas, é
provavel que uma solucdo geral ndo exigira a descoberta de nova fisica, mas certamente
demandard a inclusdo de flexibilidade conformacional nas proteinas. Isso pode
envolver, no minimo, permitir algum grau de movimento nas cadeias laterais, mas
também pode exigir flexibilidade mais ampla. A questdo de como incorporar
eficientemente esses recursos em algoritmos existentes de acoplamento de proteinas
permanece sem solucdo. Por outro lado, a flexibilidade conformacional pode ser um
requisito menos urgente para uma descricdo geral de interacdes proteina-proteina fracas.
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