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RESUMO

Os receptores tipo Toll desempenham um importante papel na resposta imune
inata, reconhecendo tanto padrées moleculares associados a patégenos (PAMPSs),
quanto padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), liberados sob condi¢des
de injuria ou estresse celular. O receptor tipo Toll 4 humano (hTLR4), associado ao
seu co-receptor, o fator de diferenciagao mieldide 2 (MD-2), forma um heterodimero
caracterizado como responsavel pelo reconhecimento de lipopolissacarideos
bacterianos (LPS), derivados de bactérias Gram-negativas. Nestes casos, sabe-se
que o MD-2 reconhece LPS e promove a dimerizagdo do complexo hTLR4 - MD-2 -
LPS, promovendo a sinalizagdo intracelular. Ja foi reportada a auséncia da
associacdo hTLR4 a MD-2, no reconhecimento de outros ligantes por hTLR4, e,
nesses casos, pouco € conhecido a respeito das mudangas estruturais e
conformacionais sofridas por este receptor. No presente estudo, empregando a
técnica de simulacdo por dindamica molecular, foram exploradas as propriedades
dinamicas do complexo de reconhecimento de LPS, hTLR4 - MD-2, bem como
investigou-se as implicagdes da presenca do co-receptor para a biologia estrutural
do hTLR4. Os resultados mostram que o receptor apresenta um movimento do tipo
pinga, o qual leva a um estado final mais aberto da estrutura em forma de ferradura.
Ademais, a estabilidade desta estrutura parece ser influenciada pela presenca do

co-receptor, MD-2.
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ABSTRACT

Toll-like receptors (TLRs) play an important role in innate immunity
recognizing pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), as also damage-
associated molecular patterns (DAMPs), released after cellular injury or stress.
Human Toll-Like Receptor 4 (hTLR4) and its co-receptor, myeloid differentiation
factor 2 (MD-2), as a heterodimer, is a well-known complex of Gram-negative
bacteria lipopolysaccharide (LPS) recognition. In this process, MD-2 recognizes LPS
and promotes the dimerization of the complex hTLR4 - MD-2 - LPS, initiating an
intracellular immune signaling. Moreover, it has been reported that hTLR4 can also
act in the absence of MD-2, in the case of other ligands recognition, and, in these
cases, little is known about the structural and conformational changes that hTLR4
structure underwent. In the current study, employing molecular dynamics simulations,
we had explored the dynamical properties of the hTLR4 - MD-2 complex and
investigated the implications of the co-receptor complexation to the structural biology
of hTR4. We observed that the receptor showed a tweezers-like movement, leading
to a more oppened final state of its horseshoe-shaped structure. Additionally, the
stability of this structure seems to be influenced by the presence of the co-receptor,
MD-2.
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1 Introducao

1.1 Sistema Imunolégico

Os organismos multicelulares desenvolveram um complexo sistema de defesa
utilizado para repelir “elementos estranhos”, dito sistema imunoldgico (sistema
imune). Estes elementos abrangem um amplo espectro de moléculas, que podem
tanto estar presentes em microrganismos com potencial patogénico como também
em pequenas substancias quimicas que adentram o organismo hospedeiro
(organismo sujeito a infecgcao) e sdo reconhecidas como estranhas ou nao-proprias
(Abbas, 2012). Assim, ao longo da evolugao, o sistema imune sofreu uma série de
mudangas impostas por pressao seletiva de uma vasta gama de microrganismos
infecciosos e, como resultado, os organismos multicelulares desenvolveram varios
mecanismos de defesa contra estes potenciais patdégenos (Medzhitov et al., 1997).

No entanto, ndo apenas aqueles elementos identificados como nao-proprios
do hospedeiro possuem capacidade causativa de dano celular e tecidual e, portanto,
de ativacao da resposta imune. Alguns eventos de estresse celular, como calor, frio,
radiagdo, contato com agentes quimicos, entre outros, podem também levar a
condigdes de injuria celular (Bianchi, 2007). Essas condigbes podem culminar na lise
celular e liberagao/secrecao de algumas moléculas que funcionam como
sinalizadoras de perigo no ambiente celular, promovendo a ativagido de agentes do
sistema imune e consequente inflamagao (Bianchi, 2007; Harberts & Gaspari, 2013).
Ainda, algumas moléculas como glicosaminoglicanos (GAGs) ja foram descritas
como atuantes nesse tipo de ativagdo, em que, a presenga das mesmas de maneira
altamente distribuida em uma grande diversidade de organismos, desde
invertebrados a vertebrados (Medeiros et al., 2000), evidencia o papel evolutivo
também dessas moléculas na modulagédo da resposta imune.

Nos vertebrados mandibulados (gnatostomados) o sistema de defesa é
mediado por dois mecanismos distintos, tanto pelo seu periodo, quanto pela sua
forma de acdo (Krimbell et al., 2001). Nesses diferentes mecanismos ocorre a
diferenciagcdo entre elementos préprios do organismo daqueles nao-proprios
(Janeway et al., 1992) através de duas diferentes repostas: a resposta imune inata
(também dita inicial ou natural) e a resposta imune adquirida (também dita tardia,

especifica ou adaptativa) (Krimbell et al., 2001) (Figura 1).



18
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Figura 1. Imunidade Inata x Imunidade Adaptativa. Comparacao esquematica do
magquinario celular envolvido nas respostas imune, inata (mostrada em destaque lilas) e
adaptativa (em destaque rosa), bem como a relagcdo de tempo de inicio e duragao

aproximada das mesmas (adaptado de Dranoff, 2004 e Abbas, 2012).

A resposta Imune inata atua na primeira linha de defesa contra patégenos,
sendo considerada quase instantanea apds a situacdo de infecgdo, enquanto a
resposta imune adaptativa, por outro lado, pode levar de dias a semanas para atingir
sua maxima eficacia (Krimbel & Beutler, 2001; Pancer & Cooper, 2006; Dranoff,
2004). Ainda, para muitos organismos o sistema de defesa é ditado apenas pelos

mecanismos da resposta imune inata (Hoffmann & Reichhart, 2002; Beutler, 2004).

1.1.1 A resposta Imune Inata

A resposta imune inata surgiu muito antes da separacao dos vertebrados e
invertebrados e, para muitos organismos multicelulares, ela ainda € a unica forma de
defesa (Krimbell et. al., 2001; Hoffman et. al., 2002). A maquinaria deste tipo de
resposta é altamente conservada, desde plantas e insetos a mamiferos (Akira et al.,

2006), constituindo a primeira linha de defesa contra patdégenos, desempenhada por
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células naturalmente constituintes do sistema imune. Este fato permite que essa
resposta seja rapidamente ativada e, assim, considerada essencialmente
instantanea, uma vez que seus operantes ja sdo preexistentes a possivel situacao
de infecgao (Akira et al., 2006).

Neste tipo de resposta ha a dependéncia de receptores ditos de
reconhecimento de padrées (os PRRs), os quais sao codificados na linhagem
germinativa e sdo capazes de identificar produtos derivados de células lesadas, os
ditos DAMPS (padrées moleculares associados a dano), bem como microrganismos
e seus produtos, os ditos PAMPs (padroes moleculares associados a patdgenos
(Bianchi, 2007; Medzhitov & Janeway, 2002).

Os DAMPs sao sinais endoégenos de perigo que alertam o sistema imune
quanto a morte celular ndo programada, invasdo de microrganismos e/ou sao
liberados em resposta ao estresse. Essas moléculas podem tanto iniciar quanto
propagar a resposta imune, na presenca ou auséncia de patdogenos. Exemplos
desses DAMPs podem ser encontrados no nucleo e citoplasma (como as HMGB1 -
proteina de alta mobilidade box 1), na matriz extracelular (como o acido hialurénico)
e em exossomos (como as HSPs - proteinas de choque térmico) (Sasisekharan et
al., 2002; Erridge, 2010; Tang et al., 2012). Adicionalmente, ja foi visto que o
acréscimo dessas moléculas no soro de pacientes esta intimamente associado a
doencas inflamatérias como sepse, artrite, arterosclerose, lupus sistémico
eritromatoso e doenca de Crohn, evidenciando a potencialidade das mesmas na
ativacdo da inflamacao - resposta imune (Sasisekharan et al., 2002; Tang et al.,
2012).

Os PAMPs, por sua vez, sao estruturas moleculares essenciais a fisiologia de
microrganismos (ex.: peptidioglicanos e lipopolissacrideos (LPS) - essenciais a
integridade da forma celular bacteriana) e ausentes nos organismos hospedeiros
(Akira et al., 2006; Tang et al., 2012). Estas estruturas sdo altamente conservadas
evolutivamente e compartilhadas por classes de microrganismos, consistuindo-se
em assinaturas moleculares (ex.: peptidioglicanos: bactérias Gram-positivas; LPS:
bactérias Gram-negativas; mananas: fungos). A estratégia evolutiva de
reconhecimento de assinaturas moleculares, adotada pelo sistema imune inato,
permitiu tanto o reconhecimento de uma ampla gama de patégenos (ja que
identificam varios PAMPs e o0s mesmos estdo presentes em diversos

microrganismos), quanto possibilitou a manutencdo de um numero “limitado” de
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receptores codificados na linhagem germinativa para o reconhecimento destes
diversos patégenos (uma vez que reconhecem padroes conservados entre classes
de microrganismos) (Medzhitov et al., 1997).

A resposta tanto a PAMPs quanto a DAMPs costuma ser semelhante ja que,
ambas as condicbes podem ocorrer em consequencia a infecgao por patégenos e,
além disso, por ambas resultarem em lesado celular e tecidual (Bianchi, 2007).
Ademais, neste tipo de resposta (inata), os PRRs costumam responder,
essencialmente, da mesma maneira a sucessivas infeccées (Abbas, 2012; Tang et
al., 2012).

Os PRRs podem ser expressos tanto em superficies celulares, em
compartimentos intracelulares, ou secretados na circulagcado e fluidos teciduais e,
mediante a identificacdo de ligantes exercem fungcbes de opsonizagao, ativacdo do
sistema complemento e cascatas de coagulacao, fagocitose, ativacao de vias de
sinalizagao pro-inflamatdria e indugao de apoptose (Hoffman et al., 2002; Medzhitov,
2001). Os primeiros PRRs descritos foram os receptores tipo Toll (TLRs), os quais
configuram a maior classe desse tipo de receptores em Drosophila e mamiferos
(Chang, 2010; Kawai & Akira, 2011; Liu et al., 2012), sendo os mais bem
caracterizados tanto em termos de reconhecimento de PAMPs, quanto pela
subsequente ativagao das vias de resposta (Vanderbon et al., 2012).

Os mecanismos descritos constituem o aparato do tipo de resposta imune
mais universal, rapido e, sob algumas avaliagdes, mais importante das formas de
resposta (uma vez que para muitos organismos, a sobrevivéncia é ditada apenas por
estes mecanismos) (Beutler, 2004). Todavia, em adigcdo a resposta imune inata,
vertebrados mandibulados desenvolveram um sistema de reconhecimento e
eliminacao de patdgenos mediado primariamente por linfécitos, o qual é dito,

resposta imune adaptativa (Pancer & Cooper, 2006).

1.1.2 A resposta Imune Adaptativa

Os vertebrados mandibulados desenvolveram um sistema alternativo de
resposta e eliminagdo de patdgenos, conhecido como resposta imune adaptativa
(Litman et al., 2010). Este tipo de resposta € baseada em receptores que sao
gerados por mecanismos somaticos durante a ontogenia de cada organismo em

individual, sendo estimulada pela exposicdo a agentes infecciosos (Medzhitov et al.,
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1997). Por isso, a magnitude e a capacidade defensiva nesse tipo de resposta
aumentam conforme exposi¢des posteriores a um microrganismo em particular e &,
por isso, dita imunidade adaptativa. Este tipo de resposta € capaz de distinguir entre
os diferentes microrganismos e moléculas, incluindo até mesmo aqueles que
apresentam grande semelhanga (como diferentes patégenos dentro de uma mesma
classe) sendo, por isso, também chamada de imunidade especifica (Beutler, 2004;
Litman et al., 2010).

A resposta imune adquirida € iniciada apos o reconhecimento do agente
invasor pelo sistema imune inato, podendo levar dias ou até semanas para atingir
sua maxima eficacia (Krimbell et al., 2001). Este tipo de resposta € mediada por
linfocitos, os quais evoluiram para expressar uma grande variedade de receptores-
as imunoglobulinas (ou anticorpos, secretados por células derivadas dos linfocitos B-
plasmdcitos) e os receptores T - que sdo capazes de reconhecer os mais diversos
patdgenos que o hospedeiro possa encontrar (Kimbrell et al., 2001). A agao da
resposta imune adaptativa reside na geracdao de um altamente diverso e randémico
repertorio de receptores de antigenos, seguidos de selecdo clonal e expanséao
daqueles receptores com especificidade relevante (Medzhitov, 2001).

Os linfécitos B sé@o os principais agentes da resposta imune humoral, ou seja,
aquela em que ha agao de anticorpos; ja os receptores T (também ditos linfécitos ou
células T) mediam o processo de imunidade celular, em que sao responsaveis pelo
exterminio de microrganismos intracelulares (por sua eliminagdo ou por morte da
célula infectada) (Litman et al., 2010; Abbas, 2012).

Os mecanismos utilizados pela resposta imune adaptativa sao capazes de
conferir a chamada memoaria imunoldgica, permitindo que em um proximo contato
com 0 organismo invasor a resposta ao mesmo seja acelerada, o que confere uma
grande vantagem nesse tipo de resposta. No entanto, em um primeiro contato, essa
resposta tem a limitacdo de, devido ao processo de expansao e diferenciagado dos
clones em células efetoras, ser um tipo de resposta que pode levar dias ou até
semanas para atingir maxima eficacia (Medzhitov, 2001).

Tanto a resposta imune inata quanto a resposta imune adaptativa sao
extremamente importantes e complementares sendo, inclusive, dificil delimitar
guando uma termina e a outra se inicia (Beutler, 2004; Takeda & Akira, 2005; Pancer

& Cooper, 2006). Juntos, estes mecanismos constituem o aparato ideal de linha de
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defesa contra microrganismos e demais agentes invasores em vertebrados (Krimbel
& Beutler, 2001; Hoffmann & Reichhart, 2002; Vivier et al., 2011).

1.2 Receptores tipo Toll

Os receptores tipo Toll (TLRs) sao proteinas que atuam como PRRs, os quais
reconhecem diferentes PAMPs e levam a ativagao tanto da iniciacao da resposta
imune inata, quanto da resposta imune adaptativa (Kumagai & Akira, 2010; Kawai &
Akira, 2011). Estes receptores encontram-se presentes em uma grande variedade
de organismos, desempenhando um importante papel de ativacdo da resposta
imune contra patégenos tanto em vertebrados quanto em invertebrados (Kimbrel &
Beutler, 2001; Gangloff et al., 2008; Chang, 2010).

1.2.1 Bases historicas

Os TLRs foram assim nomeados por apresentarem homologia aqueles
receptores de semelhante estrutura e fungdo em Drosophila melanogaster, os
receptores Toll (Anderson et al., 1985; Chtarbanova & Inler, 2011). O termo Toll, que
no vocabulario alemao é definido como impressionante, fantastico, foi empregado
por Ndusslein-Volhard tamanha foi a impressdao da pesquisadora frente aos
resultados que ali observava, os quais indicavam que aqueles genes estavam
envolvidos no estabelecimento do eixo dorso-ventral de embrides de Drosophila
(Anderson et al., 1985).

Em 1996, Lemaitre e colaboradores observaram que moscas Drosophila
mutantes para o gene Toll eram altamente suscetiveis a infecgdes por fungos e
descreveram estas proteinas como também envolvidas na imunidade destas moscas
(Lemaitre et al., 1996).

Os TLRs foram descobertos um ano depois quando, em 1997, verificou-se a
existéncia de um receptor homologo ao receptor Toll de Drosophila em humanos
(Medzhitov et al., 1997), o hToll. Suportando este achado, alguns anos depois,
Beutler e colaboradores descobriram que esses receptores em mamiferos, agora ja
ditos TLRs, desempenhavam importantes fungdes no sistema imune e, ainda, que

mutacdes no gene TIr4, codificante para a proteina TLR4, gerava mutantes nao
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responsivos a LPS, endotoxina constituinte de bactérias Gram-negativas (Poltorak et
al., 1998).

Estas descobertas permitiram um maior conhecimento acerca do aparato
envolvido no reconhecimento de patégenos em insetos e mamiferos, bem como
verificar que tais mecanismos, utilizados por grupos filogeneticamente distantes,

estdo proximamente relacionados (Chang, 2010).

1.2.2 A Familia de Receptores tipo Toll

ApOs a caracterizagao do primeiro TLR em mamiferos, o TLR4, varias outras
proteinas estruturalmente relacionadas a esse receptor foram identificadas e
denominadas TLRs (Takeda & Akira, 2005). Até o momento, treze TLRs paralogos
foram identificados em mamiferos. Dentre eles, os receptores TLR1 a TLR10 sabe-
se que sao expressos em humanos (hTLRs), apesar da funcdo do hTLR10 ainda
nao ter sido elucidada (Hopkins & Sriskandan, 2005; Nyman et al., 2008; Govindaraj
et al., 2011). Ja os receptores TLR11 a TLR13, ndo sdao expressos em humanos
mas sabe-se que estdo presentes em camundongos (cTLR). Ainda, o gene do
TLR11 encontra-se codificado no genoma humano, mas parece ser nao-funcional;
em camundongos este receptor esta relacionado ao reconhecimento de parasitas do
filo Apicomplexa (Chang, 2010; Govindaraj et al., 2011).

Os hTLRs1-9 estdo envolvidos no reconhecimento de DAMPs e PAMPs
altamente diversos, estes Uultimos presente em bactérias, fungos, virus e

protozoarios (Tabela 1).



Tabela 1. Principais ligantes descritos para os TLRs
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TLRs Principais Ligantes Origem Referéncias
1/9 lipopeptideos Bacteriana Jin et al., 2007; Kang et al.,
tri-acilados (Gram-positivas) 2009; Chang, 2010
peptidioglicanos o Jin et al., 2007
. Fungica
5 polissacarideos Chang, 2010
HMGB1 Endoégena Harberts & Gaspari, 2013
lipopeptideos Jin et al., 2007; Gay &
Bacteriana
di-acilados N Gangloff, 2007; Kang et al.,
2/6 o (Gram-positivas)
peptidioglicanos 2009
zimosana Fungica Kawai & Akira, 2011
dsRNA Bell et al., 2005; Leonard et al.,
3 Viral
polyl:C 2008; Liu et al., 2008;
Bacteriana
LPS _ Park et al, 2009; Erridge, 2010
(Gram-negativas)
polissacarideos Fungica Figueiredo et al., 2012
4
HSPs Erridge, 2010
fibronectinas Enddgena Beg, 2002
heparan sulfato Brunn et al., 2005
5 flagelina Bacteriana Zhou et al., 2012
7 Gay & Gangloff, 2008;
ssRNA Viral . _
) Govindaraj et al., 2011
Viral
CpG-DNA _
, Bacteriana Kumagai et al., 2009
9 nao metilado
de Protozoarios
histonas Endoégena Harberts & Gaspari, 2013
10 Desconhecida Nyman et al., 2008
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Os membros da familia de TLRs s&o expressos diferencialmente em uma
grande variedade celular e tecidual, incluindo tanto células do sistema imune inato
(como mondécitos e células dendriticas) quanto linfocitos do sistema imune
adaptativo, além de outras células nao constituintes do sistema imune (como
queratinécitos ou células endoteliais) (Hopkins & Sriskandan, 2005; Chang, 2010).
De acordo com suas fungdes de reconhecimento, estes receptores podem tanto
estar localizados em membranas celulares, como é o caso daqueles receptores
que reconhecem patdégenos extracelulares (como os TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e
TLRG6, que estdo envolvidos, principalmente, no reconhecimento de PAMPs
associados a superficies bacterianas) (Takeda & Akira, 2005), quanto ser
encontrados em compartimentos intracelulares (endossomos, lisossomos ou RE),
como é o caso daqueles receptores que reconhecem patdgenos intracelulares
(como os TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 que reconhecem, principalmente, acidos
nucléicos) (Gay & Gangloff, 2007; Blasius & Beutler, 2010; Kang & Lee, 2011).

Todos estes ligantes dos TLRs sao extremamente diversos, variando tanto
em suas composi¢cdes quanto formas e tamanhos. A compreensado exata dos
mecanismos-chave que possibilitam a discriminacdo de cada um deles pelos
diferentes receptores tem sido um importante campo de estudo da imunologia (Gay
& Gangloff, 2008; Chang, 2010).

1.2.3 Estrutura dos TLRs

Atualmente, estao disponiveis trinta e duas estruturas cristalograficas de
TLRs (do dominio TIR ou ECD, com ou sem ligantes) no banco de dados de
estruturas de proteinas (PDB). Estas estruturas permitiram um maior conhecimento
acerca da biologia estrutural dessa familia de receptores, bem como refletiram a
alta conservacéao estrutural nas mesmas (Govindaraj, 2011).

Os TLRs pertencem a familia de glicoproteinas transmembrana do tipo I, o
que lhes confere a caracteristica de possuirem uma sequéncia sinal para secre¢ao
ao lumen do reticulo endoplasmatico (RE) seguida por um dominio extracelular
(ectodominio— ECD) solendide (espiralado), com um tipico enovelamento
semelhante a ferradura (ou horseshoe-like) (Jackson et al., 1993; Leulier &
Lemaitre, 2008) (Figura 2A).
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Este ECD é constituido, tipicamente, de cerca de 16 a 28 repeticbes ricas
em leucina (LRRs) (Gay & Gangloff, 2008; Manavalan et al., 2011). Cada LRR
contém, aproximadamente, de 20 a 30 aminoacidos, bem como as sequéncias
consenso XLxxLXLxx (regiao cOncava, interna) e x¢xxopxxxxFxxLx (regido convexa,
externa), em que X representa qualquer aminoacido e ¢ um residuo hidrofébico. As
leucinas presentes nas sequéncias consenso também podem, em alguns casos,
ser substituidas por outros aminoacidos hidrofébicos, tais como valina, isoleucina e
fenilalanina (Kang & Lee, 2011). Estas repeticdes formam tipicamente fitas B na
regido concava da proteina (as quais representam o nucleo hidrofébico da mesma
e, constituem uma grande folha [ paralela), e elementos variados na regiao
convexa (Figura 2) (Bell et al., 2003; Akira et al., 2006; Leulier & Lemaitre, 2008;
Chang, 2010). Ha ainda, nessas LRRs, residuos de asparagina (que podem ser
substituidas por outros residuos capazes de doar hidrogénio como treonina, serina
e cisteina) (Figura 2B) proximos aos motivos das regides céncava e convexa, 0S
quais formam continuas ligacbes de hidrogénio com o grupo carbonil de fitas B
adjacentes em toda a proteina, resultando em uma rede de asparaginas. Essa rede
de asparaginas é descrita como importante na manutengao da forma geral do ECD
dos TLRs, o qual esta intimamente envolvido no reconhecimento de ligantes por

estes receptores (Kang & Lee, 2011; Manavalan et al., 2011).

B)
LRR

C)

N-terminal

e

Nucleo hidrofébico

C-terminal

Figura 2. Estrutura do ECD dos TLRs. (A) Em cartoon é representado o tipico
enovelamento do ECD dos TLRs. A estrutura apresentada é do TLR3 (PDB ID 2A02)

(Bell et al., 2005) e, foi colorida por estrutura secundaria, em que, fitas B sdo mostradas
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em amarelo; a-hélices, em vermelho; hélices 349, em verde; e algas e voltas, em cinza.
Em (B) € mostrada a sequéncia consenso presente nas LRRs em que X representa
qualquer aminoacido e, ¢ um residuo hidrofébico. Os residuos que formam o nucleo
hidrofébico, bem como a asparagina conservada responsavel pela formagado de uma
rede de asparaginas sao destacados em linhas pontilhadas e em vermelho,
respectivamente. Em (C) é mostrado um exemplo de uma LRR, mostrada em cartoon,
colorida por estrutura secundaria nos mesmos padrbes de cores que em (A). Nesta

representagdo, o nucleo hidrofébico da mesma é evidenciado em uma caixa.

O ECD dos TLRs pode tanto diretamente ligar-se aos PAMPs quanto estar
associado a outras proteinas que desempenhardo papel de co-receptores nesse
processo, como € o caso do MD-2, envolvido no reconhecimento de LPS por TLR4
(Chang, 2010; Kang & Lee, 2011).

Existem vinte e seis estruturas do ECD de TLRs disponiveis no PDB, das
quais quatorze sao de humanos. Estas estruturas estdo depositadas tanto sob a
forma de complexos associados a ligantes, quanto apresentam apenas a estrutura
cristalografica do receptor (Tabela 2).

A porcéo intracelular dos TLRs, por sua vez, esta envolvida no processo de
sinalizagao intracelular e apresenta estrutura homoéloga ao receptor de Interleucina-
1, por isso é dita dominio do receptor Toll-Interleucina 1 (dominio TIR) (Nyman et
al., 2008; Nunez Miguel et al., 2007). O dominio TIR apresenta estrutura globular
formada por hélices e fitas e é conectado ao ECD por meio de um dominio
transmembrana, predito como formador de uma a-hélice Unica (Kang & Lee, 2011;
Manavalan et al., 2011).

No processo de reconhecimento de ligantes (pelo ECD dos TLRs) e resposta
(através de sinalizagao pelo dominio TIR) sabe-se que, mediante a ligagao do ECD
ao PAMP, ha um rearranjo do TLR envolvido nesse processo, induzindo a
dimerizagdo do mesmo. Essa dimerizacdo pode ocasionar tanto a formacédo de
homodimeros, como é o caso dos receptores TLR3 (Liu et al., 2008; Gangloff,
2012) e TLRS5 (Zhou et al., 2012), quanto a formacado de heterodimeros, como o
que ocorre com os receptores TLR1-TLR2 (Jin et al., 2007) e TLR2-TLR6 (Kang et
al., 2009).

O mecanismo de dimerizagao asociado ao reconhecimento de ligantes pelos

TLRs, é proposto como um meio de aproximacgao das estruturas dos receptores,
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promovendo uma aproximagao dos dominios TIR dos TLRs envolvidos. Essa
aproximagao dos dominios intracelulares, por sua vez, induz o recrutamento, no
interior celular, de moléculas adaptadoras especificas que também possuem um
dominio do tipo TIR (Nunez Miguel et al., 2007; Moresco et al., 2011). As moléculas
adaptadoras inicialmente recrutadas, essenciais a transdugéo de sinal pelos TLRs,
sdo as proteinas MyD88, Mal (Tirap), TRIF (Ticam) e TRAM. Experimentos
mostraram que mutag¢des dessas proteinas em camundongos levam a uma maior
suscetibilidade a infeccdo nesses animais (Chang, 2010).

Existem cinco estruturas do dominio TIR de TLRs (todas de humanos)
disponiveis no PDB (Tabela 3), os quais estao presentes tanto em sua forma
monomeérica, quanto formando oligbmeros.

Dos diferentes tipos de TLRs descritos, o TLR4 é datado como o primeiro
estudado (Medzhitov et al., 1997). Este receptor apresenta uma variedade de
ligantes e um diferencial em suas interagbes com alguns deles, o qual é dado pela
associacao, em seu ECD, de uma proteina dita sua co-receptora, o MD-2 (Shimazu
et al., 1999; Taylor et al., 2007).
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Tabela 2. Estruturas Cristalograficas do ECD de TLRs disponivies no PDB.

Os diferentes complexos presentes nas estruturas cristalograficas sao

evidenciados na primeira coluna, em que Pam3CSK4: lipopeptideo triacilado
sintético; Pam2CSK4: lipopeptideo diacilado sintético; e (cTLR3), e (hTLR4/MD-

2/LPS), representam duas copias do referido sistema.

TLR Estrutura PDB ID Referéncia
(Dominio)
hTLR2 / hTLR1 / Pam3CSK4 277X Jin et al., 2007
2281 Jin et al., 2007
2782
cTLR2
3ATB Kang et al., 2009
3A7C getat,
hTLR2 2780 Jin et al., 2007
cTLR2 / cTLR6 / Pam2CSK4 3A79 Kang et al., 2009
2A0Z Bell et al., 2005
hTLR3 1ZIW Choe et al., 2005
3ULV Luo et al., 2012
cTLRS3 3CIG Liu et al., 2008
(cTLR3), / RNA 3ClY Liu et al., 2008
8 2762
| 2763 Kim et al., 2007
2766
hTLR4 3UL7
3ULA Han et al., 2012
3UL8
3UL9
hTLR4 / MD-2 2765 Kim et al., 2007
2764 Kim et al., 2007
cTLR4 / MD-2
3vat Ohto et al., 2012
3VQ2
(hTLR4 / MD-2 / LPS), 3FXI Park et al., 2009
3Vv44
1
drTLR5 347 Yoon et al., 2012

"TLRS5 de Danio rerio (zebra fish)
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Tabela 3. Estruturas Cristalograficas do dominio TIR de TLRs disponivies
no PDB.

TLR Estrutura PDB ID Referéncia
(Dominio)
hTLR1 1FYV Xu et al., 2000
1FYW
hTLR2 % 1FYX Xu et al., 2000
1077 Tao et al., 2002
hTLR10 2J67 Nyman et al., 2008

1.3 hTLR4

O hTLR4 é um receptor de superficie celular, principalmente expresso em
células mieldides (como macrofagos e células dendriticas), mas também em
mastoécitos, células endoteliais, células NK e linfécitos, células epiteliais,
queratinécitos, fibroblastos e até mesmo em células tumorais (Abreu et al., 2002;
Chang, 2010; Kim et al., 2012; Reynolds et al., 2012).

O hTLR4 foi primeiramente demonstrado como sendo o receptor de LPS de
bactérias Gram-negativas. Posteriormente viu-se que, para essa fungao, o receptor
necessitava da associagao a proteina co-receptora MD-2, com a qual forma um
complexo fisiolégico de reconhecimento de LPS (Poltorak et al., 1998; Shimazu et
al., 1999).

O LPS é uma endoxina constituinte da parede externa de bactérias Gram-
negativas. Essa molécula apresenta carater anfipatico, sendo composta por trés
partes: uma porc¢ao lipidica A, uma regiao central constituida por cadeias de
carboidratos e uma regiao altamente variavel, o antigeno-O, também constituida
por cadeia de carboidratos (Figura 3) (Park et al., 2009; Kang & Lee, 2011).
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/ Man— Abe’

Porgio
Lipidica A

Figura 3. Estrutura do LPS. No esquema sdao mostradas as porgdes de um
lipopolissacarideo, em que, na regido superior sao mostradas as porcdes
constituidas de carboidratos (Antigeno-O e regido central) e logo abaixo, a
principal porgao responsavel pelo potencial imunoestimulatério desta molécula,

a porg¢ao lipidica A.

Estas moléculas, quando liberadas, possuem um alto potencial
imunoestimulatorio, principalmente devido a porcéao lipidica A, podendo, inclusive,
levar ao desenvolvimento de um choque séptico se a resposta inflamatéria
resultante for amplificada ou descontrolada (Park et al., 2009; Kang & Lee et al,,
2011). No processo de reconhecimento do LPS, duas outras proteinas acessoérias
ao hTLR4 atuam, transferindo o LPS de membranas biolégicas ao complexo hTLR4
- MD-2: a LBP (proteina de ligacao a LPS) e o CD14 (Cluster of differentiation 14)
(Park et al., 2009).

O hTLR4, no entanto, ndo é capaz de reconhecer apenas LPS. E crescente
0 numero de descricbes de potenciais ligantes desse receptor tanto de origem
exdgena quanto moléculas endégena (Tabela 4) e, em ambos os casos, pouco é
conhecido a respeito da maneira pela qual o reconhecimento é feito (Erridge, 2010;
Moresco et al., 2011).
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Tabela 4. Principais ligantes descritos para o hTLR4.

Ligantes de hTLR4

Referéncia

ORIGEM DO LIGANTE

LPS
BCG (Bacillus Calmette-Guerin)

PTX (paclitaxel)

Poltorak et al., 1998
Abel et al., 2002

Szajnik et al., 2009

®
S _ Shoham et al., 2001;
© Polissacarideos de fungos o
L% Figueiredo et al., 2012
Proteina de fusdo de RSV
o . . Hold & EI-Omar, 2008;
(virus sincicial respiratério)
Glicoinositolfosfolipideos Oliveira et al., 2004
Vabulas et al., 2001; Vabulas
HSPs et al., 2002; Roelof et al.,
2006
HMGB-1 Maroso et al., 2010
© B-defensina Biragyn et al., 2002
c
é’) Fibrinogénio Smiley et al., 2001
©
L5 Fibronectina Okamura et al., 2001

Fet A

(glicoproteina de secrec¢ao do figado)

Acido hialurénico

Heparan sulfato

Pal et al., 2012

Termer et al., 2002
Johnson et al., 2002

A estrutura do hTLR4 apresenta um enovelamento altamente conservado

evolutivamente, compartilhando caracteristicas de seus dominios que sdao mantidas
para a familia de TLRs (Kang & Lee, 2011).
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1.3.1 Complexo de Reconhecimento de ligantes pelo hTLR4

1.3.1.1 Dominio Extracelular
Em seu ECD, o hTLR4 apresenta 631 residuos de aminoacidos (aa), sendo

os primeiros 23 aa constituintes do peptideo sinal e os demais 608 aa constituintes
da estrutura solendide responsavel pelo reconhecimento de ligantes (UniProt ID:
000206). Este dominio possui enovelamento em forma de ferradura, apresentando
21 LRRs (Park et al., 2009). Estas LRRs sao altamente conservadas em toda essa
familia de receptores formando, na regidao concava da proteina, folha B (Bell et al.,
2003; Leulier & Lamaitre, 2008) (Figura 4). No TLR4, assim como ocorre nos
receptores TLR1, TLR2 e TLR6, o comprimento e a conformacédo dessas LRRs
desviam-se quando comparados a de outros tipicos membros dessa familia, de
maneira que suas LRRs podem ser divididas em trés regides: N-terminal, central e
C-terminal (Figura 4A). A regido central do ECD do TLR4 (assim como no TLR1,
TLR2, TLR6 e TLR10) ndo possui a tipica rede de asparaginas cuja principal
funcao é conferir estabilidade a estrutura em forma de ferradura (Figura 4B). Desta
forma, essa quebra na rede de asparaginas tende a permitir distor¢des estruturais

nestes receptores (Kang & Lee, 2011; Manavalan et al., 2011).

B)

Regiao

: Arvore filogenética Dominios LRRs
N-terminal

TLR2
— —E TLR1
TLR6
TLR10
’b«" N-terminal I I |-_Rfv _____________

TLR3
\‘ _|: TLR7 Um dominio
TLR8

TLR9

Trés dominios

Regiao
C-terminal

C-terminal

Figura 4. Estrutura do ECD de hTLR4. (A) O ECD solendide do hTLR4 é mostrado
em cartoon, em que as diferentes regides de LRRs sao destacadas, bem como
numeradas na regiao interior da estrutura. O ECD é colorido por estrutura secundaria,

em que fitas B sdo mostradas em amarelo; a-hélices, em vermelho; hélices 310, em



34

verde; e alcas, voltas e B-bridges em cinza. (B) A arvore filogenética dos TLRs,
analisados quanto a estrutura dos dominios de LRRs, sugere a divisdo dos mesmos em

duas grandes subclasses (possuidores de trés e de um dominio de LRRS).

Ainda, a regido extracelular do hTLR4 apresenta-se altamente glicosilada,
tendo nove sitios de N-glicosilagdo observados e adicionalmente, um sitio
potencial: ASN35, ASN173, ASN205, ASN282, ASN309, ASN497, ASN526,
ASN575, ASN624 e ASNG630 (potencial) (UniProt ID: O00206). A despeito da
grande quantidade de glicosilagao encontrada neste receptor, pouca informagao
especifica esta disponivel acerca da composicao destas estruturas de glicosilacéo.

Neste ECD, a regido cbncava difere consideravelmente da regido convexa, a
qual € mais variavel e pode estar associada a capacidade apresentada por esta
familia de receptores de reconhecer tantos diferentes tipos de ligantes. No hTLR4,
essa regiao variavel do ECD possui principalmente algas e voltas conectando as
fitas da folha B central, apresentando também nestas conexdes hélices e fitas (Park
et al., 2009) (Figura 4 e Tabela 5).

Tabela 5. Contetudo de Estrutura Secundaria no hTLR4. Na tabela, valores de
quantidade de residuos envolvidos em diferentes estruturas secundarias sao
mostrados para o cristal 3FXI, o qual contém dois monémeros do hTLR4
(cadeias A e B). As predi¢gdes sao feitas com base na analise do conteudo de
estrutura secundaria pelos programas DSSP e STRIDE (Heinig & Frishman,
2004; Hess et al., 2008; Park et al., 2009).

Estrutura hTLR4 (cadeias)
Secundaria A B
DSSP STRIDE DSSP STRIDE
Algas e voltas 342 415 344 415
é Folha 109 129 109 132
g B-Bridge 15 9 16 7
35 Bend 78 - 78 -
z a-Helices 23 20 19 19
Heélice 3-1¢ 34 28 35 28
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Ainda, o hTLR4 pode estar associado a uma proteina que € dita sua co-
receptora, o MD-2, visto que a mesma tém papel auxiliar no processo de

reconhecimento de LPS por este receptor (Park et al., 2009).

1.3.1.1.1 MD-2

A proteina MD-2 (myeloid diferentiation factor-2, ou ainda, Ly96) € uma
proteina pequena (+ 14 kDa) de 160 aminoacidos, que atua como co-receptor do
hTLR4 no reconhecimento de LPS. Esta proteina apresenta um enovelamento do
tipo B-cup, com duas folhas B antiparalelas formando uma cavidade hidrofébica
central responsavel pelo ancoramento do LPS (UniProt ID: Q9Y6Y9; Kang & Lee,
2011) (Figura 5). Essa cavidade ¢é interiormente preenchida por residuos
hidrofébicos, enquanto sua regido de abertura apresenta residuos positivamente
carregados (Figura 5B).

O formato geral da estrutura do MD-2, bem como a distribuigdo de cargas na
cavidade parecem ser otimizados para a interagdo com moléculas anfipaticas,
como o LPS. Esta endotoxina é fornecida ao MD-2 pela proteina CD14, também

co-receptora, mas nao diretamente associada ao hTLR4 (Kang & Lee, 2011).

B)

C-terminal

A
N-terminal ' 5 \’)

Figura 5. Estrutura do MD-2 ligado a LPS. Em (A) séo representados em cartoon e
em bastdes coloridos em vermelho, o MD-2 e o LPS, respectivamente. A representagao
do MD-2 é colorida por estrutura secundaria, em que folhas B sdo mostradas em
amarelo; hélices, em vermelho; e voltas e alcas, em cinza. Em (B) o MD-2 e o LPS sao
mostrados em superficie e bastbes, respectivamente, mostrados na mesma posicao
que em (A). O LPS é colorido em vermelho, enquanto o MD-2 é colorido por grupos de
residuos de aminoacidos, em que, aminoacidos hidrofébicos sdo mostrados em cinza;
aminoacidos polares, em amarelo; aminoacidos negativos, em vermelho; e aminoacidos

positivos em azul.
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O MD-2 interage com a regido céncava do hTLR4, se ligando ao mesmo,
principalmente, por interagdes hidrofilicas (tais como ligagdes de hidrogénio e
pontes salinas). Os contatos de MD-2 ao hTLR4 envolvem duas regides
quimicamente distintas, o dominio N-terminal (constituida por aminoacidos de
carga predominantemente negativa) e o dominio central (composto por

aminoacidos principalmente positivos) (Park et al., 2009) (Figura 6).

Regiado
C-terminal

Figura 6. Interacdo entre hTLR4 e MD-2. A interface primaria de interagao entre
hTLR4 e MD-2, anterior ao reconhecimento de ligante, € mostrada em vista lateral
(esquerda) e de topo (direita). As estruturas dos mondmeros de hTLR4 e MD-2 sao
mostradas em cartoon, em que o MD-2 é colorido em amarelo e o hTLR4 por regides
de LRRs (azul, verde e rosa), em que as LRRs N-terminal (em rosa) e central (em
verde) interagem diretamente com MD-2 (Figura gerada a partir da estrutura 3FXI -
Park et al., 2009).

O MD-2, por si s6, ndo é capaz de transmitir o sinal de infeccdo, uma vez
que nao €& uma proteina transmembrana e tampouco possui um dominio
intracelular. Assim, uma vez o LPS ligado ao poco de MD-2 ha a direta dimerizagao
do complexo hTLR4 - MD-2 - LPS para a transducao do sinal de infeccao (Park et
al., 2009; Kang & Lee, 2011), formando um complexo heterotetramérico (portando
dois heterodimeros hTLR4 - MD-2 associados ao ligante).

Na dimerizacao (formacdo do heterotetramero), as LRRs de 15 a 17 do
hTLR4 formam ligacbes hidrofdbicas e hidrofilicas com as algcas do segundo
mondmero de MD-2 que abrigam os residuos F126 e L87 (Park et al., 2009).

Estudos ja mostraram que o MD-2 possui alta afinidade por LPS, estando

diretamente envolvido nos processos de reconhecimento e ligagdo ao mesmo em
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superficies celulares (Shimazu et al., 1999, Ohto et al., 2007, DeMarco et al.,
2011). No entanto, para os demais ligantes caracterizados para o hTLR4, estudos
tem mostrado que o MD-2 pode nao ser essencial as fungdes do receptor, podendo
estar ausente em alguns casos (Leal et al., 2010, Figueiredo et al., 2012, Leal et
al., 2012, Leal & Pearlman, 2012).

1.3.1.2 Dominio Transmembrana
Ligando a porgao extracelular a intracelular do hTLR4 esta uma sequéncia

de 21 residuos de aa predita em literatura como formadora de uma hélice que
encaixa-se na membrana ancorando os dominios do receptor (UniProt ID:
000206). Pouca informacao ha disponivel acerca da estrutura ou posicionamento

desta hélice em membrana (Kang & Lee, 2011; Vanderbon et al., 2012) (Figura 7).
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Figura 7. Regidao transmembrana de hTLR4. (A) Resultado de programa de predigcao

de dominios para a sequéncia de 21 residuos de aa do hTLR4, preditos como inseridos
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em membrana (intervalo entre os residuos 632 a 652), realizada com o servidor
THMMM (Krogh et al., 2001). (B) Conteudo de estrutura secundaria previsto para os 21
residuos do hTLR4 preditos como transmembrana (intervalo entre os residuos 632 a
652). O esquema mostra o arquivo de saida gerado pelo servidor PHYRE (Kelley &
Stenberger, 2009), em que, de cima para baixo sdo mostrados (depois do indice e
sequéncia da proteina) as predi¢bes feitas pelos programas psipred, jnet e sspro, bem
como a predigado consenso a partir das analises e um informativo acerca do grau de
probabilidade de ocorréncia desse consenso. No segundo grupo de resultados, sao
mostrados dados de desordem proteica gerados pelo programa Disopred, bem como a
probabilidade de ocorréncia da mesma (Diso_prob). Na figura, c representa conteudo

de algas; h, de hélices; e, de fitas; d, de regido desordenada; e o, de regido ordenada.

1.3.1.3 Dominio Intracelular
Encarregado da sinalizagao intracelular, o dominio intracelular do hTLR4

apresenta 187 aa (Uniprot ID: O00206) e, a despeito de ndo apresentar estrutura
tridimensional resolvida experimentalmente, apresenta homologia aos demais
dominios TIR desse familia de receptores, os quais sdo arranjados de forma
globular (Figura 8), sendo constituidos por hélices e fitas (Basith et al., 2011;
Manavalan et al., 2011).

O dominio TIR, mediante o reconhecimento de ligantes pelo ECD e
consequente dimerizagao, interage com proteinas adaptadoras intracelulares que
também possuem um dominio do tipo TIR. No caso do hTLR4, a transducéo do
sinal pode levar ao recrutamento das quatro moléculas adaptadoras envolvidas no
processo de sinalizacdo: a MyD88, TRIFF, TIRAP (também dita Mal) e TRAM
(Gangloff et al.,, 2012). A transdugao do sinal, por sua vez, através de diferentes
vias (de acordo com as diferentes moléculas adaptadoras recrutadas) induz a
expressdo de uma série de genes envolvidos na resposta inflamatéria, como
quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias, moléculas antimicrobianas, entre outras

moléculas co-estimulatérias da resposta imune adaptativa (Moresco et al., 2011).
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Figura 8. Representacao esquematica do complexo hTLR4 - MD-2, responsavel
pelo reconhecimento de LPS em sistemas biolégicos. Em superficie cinza esta
representado um modelo da estrutura inserida em membrana do hTLR4. Em superficie
lilas € mostrado o co-receptor MD-2, associado ao ECD do hTLR4. A membrana é
representada em esferas, com os atomos de carbono representados em verde, os
atomos de hidrogénios em branco e os atomos de oxigénios em salméo. O complexo
foi montado utilizando as estruturas de PDB ID 3FXI (portando o complexo do ECD de
hTLR4 associado a MD-2) e a de PDB ID 2J67 (portando o dominio TIR do hTLR10).

1.4 A Dinamica Molecular na caracterizagao conformacional de

biomoléculas

A Dinamica Molecular (DM) é um método de simulagdo computacional que
permite a representacdo de interagcbes moleculares, ao longo de determinado
periodo de tempo, através da representagdo do movimento dos atomos de um
determinado sistema (McCammon et al., 1977). Trabalhos utilizando esta técnica
para o estudo de fenébmenos bioldgicos tém sido amplamente empregados, sendo

o primeiro registro de utilizagcdo desta abordagem em biomoléculas datado nos
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anos 70, com o estudo do inibidor de tripsina pancreatica bovina (BPTI)
(McCammon et al., 1977).

As simulagbdes de DM sao baseadas na mecéanica classica e na integragao
da equacédo de movimento de Newton para cada atomo i do sistema molecular, em

que:

(FJ=[mx a2rtyctz

p— - -
Forcadeum || Massade | Aceleracdode
atomoii | umatomoi | | um atomoi

A integracdo das equagdes de movimento, quando realizada

sucessivamente e sobre todos os atomos de determinado sistema, representa a
evolugado, ao longo do tempo, das diferentes posi¢cdes destes atomos, gerando
informacdes de movimentos moleculares. A esse conjunto de dados é dado o nome
trajetoria, por meio da qual pode-se analisar uma série de propriedades
dependentes do tempo para determinado sistema em estudo, tais como difusao,
enovelamento, distribuicbes das moléculas de solvente em torno de um soluto,
entre outras (Leach, 2001; de Sant’Ana, 2009).

A integracao é realizada de forma que uma forgca F; acarreta uma aceleragao
sobre um determinado atomo i e, em consequéncia, causa uma mudanga de sua
posicao num intervalo de tempo At relativo a aceleragdo. No entanto, considerando
somente a equagao acima mostrada, ndo € possivel determinar o médulo e a
direcdo da forca F; sobre os atomos do sistema, nem sua relagdo com as
caracteristicas quimicas de cada molécula em estudo. Assim, tais parametros sao
calculados em fungcdo de mudangas na energia potencial/cinética entre a posi¢cao
atual e a posicao seguinte (a que representara o préoximo passo da simulacao)
sobre cada atomo separadamente. Esta superficie de energia potencial representa
a energia de cada molécula, sendo descrita pelo denominado campo de forca
(Schlick, 2006).

O campo de forga pode ser descrito como um conjunto de fungdes (Figura 9)
e parametrizacbes usadas em calculos de mecéanica molecular (de Sant’Anna,
2002; Oostenbrink et al., 2004). Estas fungdes definem as energias de estiramento

de ligacao e de distorcao de angulo de ligagao (tanto de valéncia quanto de diedro)
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de uma molécula quando comparadas com a sua conformagao nao tensionada
(aquela caracterizada pelos valores-padrao de comprimentos e de angulos de
ligacao) (Leach, 2001; Schlick, 2006).

VPOYS(p; 5) = VP (r; 5) H VO(r; )

VPor(p; ) = VP(r; 5) + V(s 5) + V(r; 5) + V(s 5) yrbon(y; 5) = VH(r; s) + VRE(r; ).
Ns C12; C6
1 LN . _ ij ij
vbond(r; S) — Vbond(r; K},, b()) — 2 i Kh,,[brzx _ b(Z)KJZ Vl_l(r’ S) = Vu(r, Cl2, C6) =S 2 r-ljz - r(}
-] pairs i, j L L
N
°1 ) oSN N qiq; 1
VUE(r; ) = VS<(r; Ky, 6) = 3, 5 Kalcos 6, — cos 6,F V) =V = X g
pairs i, j

n=1

N¢ 1
V(e s) = V(0 Ky, £) = 25 Kelé — &

n=1
N

Ve(r; 5) = V(r; K, 8, m) = Z K, [1 + cos(8,)cos(m,e,)]
n=1

Figura 9. Fungdes de energia que compdéem o campo de forca GROMOS. As
funcdées de energia de interagao fisica (VP™*), dividem-se em dois tipos de interacéo:
ligadas (V*°") e nao ligadas (V™). As V™" representam a soma dos termos que
descrevem o estiramento das ligagdes quimicas (V*°"%), de angulos de ligagéo (V") e
diedros préprios (V") e impréprios (V™). As V™", por sua vez, sdo dadas pela unido
dos termos de interacdo de van der Waals (V') e interacdes eletrostaticas (V°) entre
todos os pares de atomos. Nas equagdes, r representa a coordenada do atomo e s as

fungdes do campo de forga. Figura adaptada a partir de Oostenbrink et al., 2004.

Nesse contexto, os campos de forga, juntamente com possiveis termos
adicionais (por exemplo, de interagcdo entre atomos n&o ligados, de efeitos
eletrostaticos, de ligacdo de hidrogénio e de outros efeitos estruturais), expressam
o somatério das fungdes de energia potencial de cada atomo e calculam a energia
dos sistemas em funcao das posi¢des dos nucleos dos atomos, representados por
esferas unidas por molas (Leach, 2001; Schlick, 2006).

Diversos campos de forga estao disponiveis para os calculos por simulacoes
de DM, como AMBER (Case et al., 2005), CHARMM (MacKerell et al., 1998), CVFF
(Kitson & Hagler, 1988), TRIPOS (Clark et al., 1989), OPLS (Jorgensen & Tirado-
Rives, 1988) e GROMOS96 (van Gunsteren et al., 1996). Dentre estes, destacam-
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se aqueles disponiveis em dominios publicos (de Sant’Anna, 2009), como, por

exemplo, o pacote de programas GROMACS (Hess et al., 2008).

1.4.1 Analisando os dados de simulagoes de DM

Na etapa de processamento dos dados obtidos por meio das simulagdes de DM,
uma série de analises podem ser aplicadas ao sistema em estudo, sendo esse
discernimento (do tipo de andlise a aplicar), um ponto determinante ndo sé na
apresentacao dos resultados, como também na geragao das demais informacdes
que se pretende extrair do sistema em estudo.

Algumas analises sao amplamente empregadas devido a sua capacidade de
fornecer informacgdes importantes para o delineamento das demais analises a

serem realizadas.

1.4.1.1 Desvio médio quadratico (Root Mean Square Deviation - RMSD)

A anadlise para comparagdo entre estruturas de proteinas mais
frequentemente utilizada na biologia estrutural é aquela pelo valor do RMSD, obtida
ap6s uma sobreposicao roto-translacional (Kuzmanic & Zagrovic, 2009). Assim,
esta anadlise permite-nos verificar se existem diferengas entre duas estruturas

estaticas. De modo que,

N

1 2

. Y
RMSD = NE (rF —rl)7,
i=1
em que N é o nimero de atomos, i é o atomo em andlise, r* é a estrutura alvo, e r¥
€ a estrutura avaliada como referéncia para a analise da estrutura alvo (Knaap et
al., 2009).

Desta forma, em uma trajetoria obtida por DM, é possivel verificar o quanto a

estrutura da molécula de estudo variou ao longo do tempo em comparagao a uma

estrutura referéncia (por exemplo, sua estrutura cristalografica) (Figura 10).
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Figura 10. Exemplo de dado gerado por analise de RMSD. No eixo Y é
mostrada a alteragdo estrutural da molécula (comumente fornecida em
nandmetros ou angstrons), quando em comparagdo com uma estrutura de
referéncia (usualmente o cristal), ao longo do tempo (eixo X; geralmente
avaliado na escala de picossegundos -ps- ou hanossegundos -ns).

A aplicacdo da analise é diversa e inclui 0 monitoramento de mudancgas
estruturais em simulagdes de enovelamento e dinamica proteica, avaliando a
qualidade de esquemas de predicdo de estrutura, comparando diversidade de
modelos estruturais derivados de experimentos, acessando as propriedades de
abordagem em diferentes niveis de resolucao, e definindo formas de alta resolugao
de polimeros. Ademais, em uma simulagédo computacional, a diversidade estrutural
de uma amostragem de estruturas biomoleculares pode ser analisada
frequentemente por calculo do RMSD de todas as distribui¢des contra todas as
distribuicoes. Calculo este, inclusive, utilizado comumente em espectroscopia por

RMN para acessar as similaridades entre as estruturas geradas (Kuzmanic &

Zagrovic, 2009).
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1.4.1.2 Raio de Giro (Radius of Gyration - Rg)

O raio de giro de uma proteina é definido como a distancia média quadratica

de cada atomo da proteina em relagao ao seu centrdéide. Em que

% - ()

sendo m; a massa do atomo / e ri a posigao do atomo i/ em relagdo ao centro de
massa da molécula (Hess et al., 2008).

Assim, essa analise fornece informacao acerca do nivel de compactacao da
estrutura de determinada molécula (por exemplo, qudo enovelada ou ndo uma
cadeia polipeptidica esta). Sendo essa informacdo especialmente util na

caracterizagao de polimeros em solugao e proteinas (Hess et al., 2008).
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Figura 11. Exemplo de dado gerado por analise de Raio de giro. Noeixo Y é
mostrado o grau de compatagao ou expansado da molécula (em nanometros) em
funcdo do tempo, quando em comparacdo com uma estrutura de referéncia

(geralmente o cristal).

Usualmente essa anadlise é empregada nao sO para descrever a
compactagao de uma proteina como também no estudo de seu processo de
enovelamento a partir de um estado de desnaturagao protéica para seu estado
nativo (Lei & Liu, 2008). No estudo do enovelamento protéico, o0 Rg é uma
importante quantificacdo devido a sua significancia fisica direta e sua facilidade de

medi¢ao experimental (Lei & Liu, 2008).
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1.4.1.3 Flutuagdo média quadratica (Root Mean Square Fluctuation - RMSF)

O RMSF é uma medida de flexibilidade em funcédo do tempo. De modo que,

RMSF; = \lﬂlli(ri(tk) —7),

k=1

em que, M é o numero de frames (fotografias, passos que compoem a trajetéria) a
ser analisado, ri(ty) € a particula i do complexo r no tempo k, e r é a referéncia.
Esta referéncia pode ser a média em uma determinada janela de tempo (Knaap et
al., 2009). Assim, um grafico de RMSF indica a flexibilidade de uma molécula dada
pela flutuagdo de seus residuo ou atomos (por exemplo) ao longo do tempo (Figura
12).

0.4

0,3

RMSF (nm)
e
i8]

0.1

L ] ) 1 L 1 . ]
0 40 80 120 160
Residuo

Figura 12. Exemplo de dado gerado por analise de RMSF. No eixo Y é
mostrada a flutuagcao de cada residuo (identificado em X) em relagédo a posi¢ao
dos mesmos em uma estrutura referéncia (por exemplo, a estrutura

cristalografica).
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2 Objetivos

Obetivo Geral

Caracterizar estruturalmente o hTLR4 e investigar o papel da oligomerizagao

do mesmo na sua biologia estrutural.

Objetivos Especificos

* Descrever a dindmica da forma monomérica do hTLR4 em ambiente
fisiologico.

* Avaliar, a nivel estrutural, a influéncia da formagao do complexo hTLR4 - MD-
2, para ambas as proteinas envolvidas.

* |Investigar a importancia da formagao de homodimeros do hTLR4 para a
dinamica desta proteina.

* Investigar o papel da associagao da hetero- e homo oligomerizagédo do hTLR4

para sua estrutura e conformacao.
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3 Metodologia

3.1 Programas utilizados

O presente estudo envolveu a utilizagao da técnica de DM, através do pacote
GROMACS v.4.5 (Hess et al., 2008), cujo protocolo é descrito em detalhes na
secao 3.3, a seqguir.

As analises dos sistemas foram realizadas valendo-se também do pacote de
programas GROMACS, com a adicional utilizacdo dos programas PDBSUM
(Laskowski et al., 2009), Stride (Frisman et al., 1995) e ferramentas de analise do
VMD (Humphrey et al., 1996).

O programa VMD também foi empregado para fins de visualizagdo de

moléculas (Humphrey et al., 1996).

3.2 Construcao dos sistemas

Os sistemas-alvo simulados por DM foram gerados a partir da estrutura
tridimensional do complexo hTLR4 - MD-2 - LPS, depositada no PDB sob cédigo de
identificacdo 3FXI (Park et al., 2009). Este cristal possui 3,1 A de resolucéo e
apresenta a porgao do ECD do complexo de reconhecimento de LPS em humanos.
Nesta estrutura estdo presente duas copias do complexo hTLR4 - MD-2 - LPS,

arranjados3 de maneira simétrica (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura cristalografica do complexo hTLR4 - MD-2 - LPS.
Representagdo em superficie da estrutura cristalografica do complexo de
reconhecimento de LPS (PDB ID 3FXIl) em vista lateral (acima) e de topo (abaixo). O
sistema porta duas copias do complexo hTLR4 - MD-2 - LPS, arranjadas de maneira
simétrica. Em cinza estao representados os dois monémeros do hTLR4; em lilas, os
mondmeros do co-receptor MD-2; e, em amarelo, representado em bastdes, o ligante
LPS.
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Deste modo, a estrutura 3FXI apresenta dois monédmeros do hTLR4 (cadeias
A e B), dois monémeros do co-receptor MD-2 (também denominados de cadeias A
e B) ligadas ao hTLR4 e, dois fragmentos de LPS ligados ao MD-2. Os monomeros
das cadeias A e B tanto do hTLR4, quanto do MD-2, apresentam igual sequéncia

de aminoacidos e muito semelhante enovelamento (Tabela 4 e Figura 14).

hTLR4
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Figura 14. Sequéncia e estrutura das proteinas constituintes do cristal 3FXI
(hTLR4 e MD-2). Determinagéo do conteudo de estrutura secundaria dos monémeros A
e B das proteinas hTLR4 e MD-2, presentes na estrutura cristalografica 3FXI, pelo
programa Stride (Frisman et al., 1995). A legenda da figura segue na porgao inferior da

mesma e, 0s numero ao inicio e final das linhas indicam a respectiva numeragédo do
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primeiro e ultimo aminoacido presente na referida linha; as letras A e B indicam a

cadeia dos mondmeros.

Assim, a partir da estrutura cristalografica 3FXI os seguintes sistemas foram

preparados (Figura 15):

* (hTLR4 - MD-2)4: heterodimero, portando uma copia do complexo hTLR4 -
MD-2, (cadeias A cristalografica);

* hTLR4: mondébmero de hTLR4, portando apenas o monémero do receptor
(cadeia A);

e (hTLR4 - MD-2),;: heterotetramero, portando duas copias do complexo
(hTLR4 - MD-2)4, ou seja, as cadeias A e B cristalograficas;

* (hTLR4)2: homodimero de hTLR4, portando as duas copias do receptor
(cadeias A e B).

* (MD-2);: monébmero do MD-2, portando um mondmero do co-receptor,
(cadeia A).

(hTLR4 - MD-2): (hTLR4),

(hTLR4 - MD-2),

Figura 15. Sistemas simulados. Representagcdao esquematica dos cinco sistemas
estudados. As proteinas estido representadas como superficies, estando os
monoméros da cadeia A do receptor e co-receptor, mostrados em cinza e lilas,
respectivamente. Os mondmeros da cadeia B do receptor e co-receptor sao

representados em branco e azul, respectivamente. As linhas indicam as relagdes entre
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os sistemas, as setas indicam os processos de formacao de dimeros de hTLR4, em que
a forma do sistema (hTLR4), é apresentada como incerta (?), uma vez que ainda nao

ha uma descrigdo precisa da mesma.

3.3 Simulagées de DM

O protocolo geral de simulacao foi baseado em procedimentos previamente
descritos (de Groot & Grubmiuiller, 2001).

Foram realizadas simulagdes em duplicatas para cada sistema anteriormente
citado, a fim de garantir a reprodutibilidade dos dados. O mesmo protocolo foi
utilizado para cada uma das simulagdes, conforme descrito a seguir.

Todos os calculos foram realizados usando o pacote de simulagao
GROMACS (Hess et al., 2008) e o campo de forca GROMOS53a6 (Oostenbrink et
al., 2004). Cada sistema foi solvatado em uma caixa retangular (exceto pelo
sistema (hTLR4 - MD-2),, o qual foi sovatado em caixa dodecaédrica, devido sua
extensa distribuicao) utilizando condigcbes periddicas de contorno, empregando o
modelo de agua SPC (Berendsen et al., 1981). Contra-ions (cloreto ou sédio) foram
adicionados, conforme a necessidade, de forma a neutralizar as cargas dos
sistemas estudados. O método Lincs (Hess et al., 1997) foi aplicado na restrigao de
ligacdes covalentes, bem como houve a utilizacdo do método sitios virtuais (dummy
atoms) (Feenstra et al., 1999; Hess et al., 2008) a fim de eliminar movimentacgdes
muito rapidas de atomos de hidrogénio, permitindo um passo de integracao de 4 fs.
As interacbes eletrostaticas foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh
Ewald (PME) (Darden et al., 1993) com raios de corte de Coulomb e de van der
Waals de pelo menos 10 A. A temperatura e a presséo do sistema foram mantidas
constantes através do acoplamento do soluto, ions e solvente a banhos externos
de temperatura e pressdo, utilizando constantes de acoplamento de,
respectivamente, Tt = 0,1 ps e T = 0,5 ps (Berendsen et al., 1984). A constante
dielétrica do meio foi tratada como ¢ = 1. Exemplos de arquivos com parametros
empregados nas simulagdes encontram-se no Apéndice A.

A temperatura de referéncia de todos os sistemas foi ajustada para 310 K
apo6s uma etapa de termalizagao, em que é feito um aquecimento gradativo de 50 a
300 K. Esta etapa inicia-se por um periodo de restricdo de posigao de 1ps a 50K,

seguido por passos de 5 ps em que ha o aumento gradual da temperatura em 50 K
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(Figura 16). As simulagbes por dindmica molecular geralmente iniciam com uma
etapa de equilibragdo, a fim de uniformizar as energias contidas na estrutura de
estudo (neste caso, cristalografica) para que sejam evitadas deformagdes nessas

moléculas.

Termalizacao

— — >

| | |
0 35 100 200 300 400 500
Tempo (ps)
Figura 16. Esquema das etapas que compdem as simulagdes de DM a 310 K. De
Ops a 35ps, uma série de etapas aquece lentamente o sistema em incrementos de 50K.
Apods 35 ps, o sistema esta a 300 K, temperatura na qual inicia-se a simulagéo, que

tera 310 K como temperatura referéncia a ser mantida pelo resto da simulagao
(Adaptado de Verli, 2005).

3.4 Validagao das simulagées de DM

A confiabilidade das predicbes baseadas em calculos de DM depende,
principalmente, da precisdo do campo de forca utilizado e do tamanho da
amostragem do espaco conformacional realizada durante a simulagdo, que
necessita ser suficientemente ampla para descrever as propriedades do sistema
(van Gunsteren & Mark, 1998).

De modo geral, os resultados obtidos nas simulagdes de DM foram validados
por comparagao a dados experimentais prévios, como informacdes cristalograficas
(tais como valores de B-factor) e dados bioquimicos e de modelagem
computacional. Além disso, a manutencdo de certas propriedades, como o
conteudo de estrutura secundaria, foi constantemente avaliada como indicativo do

estado das proteinas estudadas.
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4 Resultados

4.1 Preambulo

Os resultados obtidos durante a realizagdo da presente dissertacao serao
apresentados sob a forma de um trabalho a ser submetido a publicacédo. A seguir,
sera apresentado o resumo e a integra do referido manuscrito, seguindo os
padrdes® do periddico “Biochemistry”’, possivel veiculo de divulgacdo deste
trabalho. Conforme recomendagcdo do Programa de Pds-Graduagdao em Biologia

Celular e Molecular, as figuras foram inseridas ao longo do texto do manuscrito.

* Disponivel em: http://pubs.acs.org/page/bichaw/submission/authors.html
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ABSTRACT

(hTLR4 - MD-2); (hTLR4),

(hTLR4 - MD-2).

Human Toll-Like Receptor 4 (hTLR4) and its co-receptor, myeloid differentiation factor 2
(MD-2), as a heterodimer, is a well-known complex of Gram-negative bacteria
lipopolysaccharide (LPS) recognition. In this process, MD-2 recognizes LPS and promotes
the dimerization of the complex hTLR4 - MD-2 - LPS, initiating an intracellular immune
signaling. Moreover, it has been reported that hTLR4 can also act in the absence of MD-2, in
the case of other ligands recognition, and, in these cases, little is known about the structural
and conformational changes that hTLR4 underwent. In the current study, employing
molecular dynamics simulations, we had explored the dynamical properties of the hTLR4 -
MD-2 complex and investigated the implications of the co-receptor complexation to the
structural biology of hTR4. We observed that the receptor showed a tweezers-like movement,
leading to a more oppened final state of its horseshoe-shaped structure. Additionally, the

stability of this structure seems to be influenced by the presence of the co-receptor, MD-2.



Toll-like receptors (TLRs) play an important role in innate immunity, recognizing
broadly conserved pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). TLR family
consists of type I transmembrane proteins that detect PAMPs by its extracellular domain
(ECD) and induces either homo- or hetero- dimerization. The oligomerization allows the
signal transduction of infection via its intracellular TIR (Toll/interleukin-1 receptor) domain,
linked to the ECD by a transmembrane helix [1].

Human TLR 4 (hTLR4) is mostly described as a receptor for the recognition of
lipopolysaccharide (LPS), a major constituent of the cell wall in gram-negative bacteria [2, 3].
In these cases, hTLR4 depends on the MD-2, a small extracellular protein, which associates
with hTLR4-ECD, acting as a co-receptor of the hTLR4. The hTLR4 - MD-2 complex
recognizes LPS and induces dimerization of this complex for a proper signal transduction,
resulting in the (h'TLR4 - MD-2), tetramer [3]. However, hTLLR4 has also been reported in the
recognition of other molecules, including endogenously derived DAMPs (damage-associated
molecular patterns), such as HSPs [2], heparan sulphate and hyaluronic acid [3, 4, 5] and also
other PAMPs, like fungal cell wall compounds [4, 6, 7] (see Table S1). In these cases, little is
known about the structural features of the complex involved and also the way oligomerization
of hTLR4 occurs.

The structure of hTLR4-ECD (or just hTLR4) adopts a solenoid horseshoe shaped structure,
made up by leucine-rich repeats (LRRs) [8], involved in ligand recognition. These LRRs
motifs form a hydrophobic core, composed by leucine residues sometimes substituted by
other hydrophobic amino acid residues such as valine, isoleucine, and phenylalanine. There
are conserved asparagine residues that are important in maintaining the overall shape of the
protein, since they form a continuous hydrogen-bond network with backbone carbonyl
oxygens of neighboring LRRs modules [1]. On the other hand MD-2, a prototype molecule

that defined a family of related proteins, presents a typical B-cup fold, constituted by two



antiparallel $-sheets. One sheet is composed by three antiparallel (3 strands and the other
by six strands, forming a large hydrophobic cavity, where LPS is defined to interact with MD-
219,10, 11].

MD-2 alone has been shown to interact with LPS [9], while the same behavior was
sometimes seen for hTLR4, besides its low interaction with LPS alone [9, 12]. Moreover, the
ability of hTLR4 to recognize other ligands than LPS, such as fungal polysaccharides, in the
absence of MD-2 was already been seen, wherein the structural bases for the recognition are
still unknown [7, 13].

In this context, the present study investigate the dynamical properties of hTLR4, searching
for structural insights into hTLR4 - MD-2 cell surface complex, responsible for LPS
recognition, aiming to contribute with novel data regarding this interaction and also features

with respect to hTLR4 structural biology.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Systems. In order to evaluate the dynamics on MD-2 complexation to hTLR4, five systems
were simulated based on the protein structure of human TLR4 - MD-2 - LPS complex,
obtained from the PDB under ID 3FXI [14]. This structure contains the receptor composed by
two copies of the hTLR4 - MD-2 - LPS complex, arranged in a symmetrical fashion [14].
hTLR4 (chains A and B), and MD-2 (chains A and B) were correspondingly complexed by its
chains. The five following systems were delineated and submitted to molecular dynamics
(MD): (1) the heterodimer, (hnTLR4-MD-2),; (2) the hTLR4 monomer, (hTLR4),; (3) the
heterotetramer, (hTLR4 - MD-2),; (4) the homodimer, (hTLR4),, and (5) the MD-2

monomer, (MD-2), (Figure 1).



(hTLR4 - MD-2), (hTLR4),

(hTLR4 - MD-2). (hTLR4).

Figure 1. Representation of the simulated systems. The proteins are shown in molecular
surface, in which chain A of hTLR4 and MD-2 is shown in dark gray and violet, respectively.
The chain B of hTLR4 and MD-2 is represented in white and dark blue, respectively. The
lines indicate the relation between systems and their control systems and, arrows indicate the

dimerization process, in which (hTLR4), dimerization has not been demonstrated.

Molecular Dynamics Simulations. GROMACS simulations suite [15] and GROMOS53a6
force field [16] were used, employing an MD protocol based on previous studies [17]. Briefly,
all systems were solvated with Simple Point Charge (SPC) water model [18] in rectangular
boxes [except for the system (hTLR4 - MD-2),, that was solvated in an octahedron box- due
to its shape and size] by a layer of at least 10 A from the solute atoms. Counter ions (Na* or
CI') were added to neutralize the system charges. The Lincs method [19] was applied to
constrain covalent bond lengths and virtual sites [15, 20] were employed to eliminate fast
motions of hydrogen atoms, enabling an integration step of 4 fs. Energy minimization was
performed using steepest descents algorithm under periodic boundary conditions, followed by

the thermalization phase, where the systems were heated slowly from 10 to 300 Kelvin (K), in



steps of 5 ps, in which the reference temperature was increased by 50 K. After heating phase,
all the systems were kept at a temperature of 310 K for the rest of the simulation. Temperature
and pressure were kept constant by coupling protein, solvent and ions to external temperature
and pressure baths with coupling constants of T = 0.1 and t= 0.5 ps [21], respectively. No
restraints were applied after the thermalization phase. The electrostatic interactions were
calculated with Particle Mesh Ewald method [22]. All systems were performed in duplicates,
which were maintained under the same conditions in both experiment, in order of assurance

and reproducibility of the data.

Analysis of simulated and structural data. The simulation analysis data were generated
mainly using GROMACS suite v 4.5.1 [15], including the essential dynamics analysis
performed.

For the B-factor analysis we did a screening on crystallographical B-factor data avaiable for
different crystal structures of TLRs. From these data, we performed multiple sequence
alignment [23] and, once matched the correspondent residues, we calculate the averages and
standard deviations for each residue of hTLR4. These data were further plotted on a graph of
the B-factor pattern in TLR family.

The structural analyses were performed with additional application of Stride [24] and
PDBSUM [25]. Furthermore, VMD [26] was used to perform the dynamical network analyses
and to construct some figures. Moreover, the normal mode analysis (NMA) was made using
the WebNMA server [27].

The analyses were performed along the entire MD trajectories for all chains present in the
different complexes and equally to replicates. When the system presented similar results for

both chains of the same protein, it was shown only as the chain A.



RESULTS

Horseshoe-like domain dynamics. In the molecular dynamics simulations of the hTLR4,
the receptor showed pronounced alteration of their structure and conformation in comparison
with the crystal structure, although no protein denaturation occurred (Figure 2A and Figure
S1). Such distortions (Figure 2C) are mainly caused by the terminal residues of hTLR4 (the
first 150 and the last 100 residues) (Figure 2B and Figure S2), indicating an expansion of the
receptor curvature during simulations in comparison with the crystal structure. In this process,
the presence of MD-2 could have contributed for the presented shortest values of residue
fluctuation in both termini of (hnTLR4 - MD-2), (Figure 3 and Figure S2).

Such expansion of hTLR4 seems to behave as a tweezers-like movement in which the N- C-
regions oscillate in a progressive opening (Figure 2D). This trend was observed in all

simulations although when MD-2 was present, the values were lower (Table S2).
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Figure 2. Changes in the hTLR4 structure and conformation. RMSD values for all
residues (panel A) and for central residues (150-500, panel B), (C) radius of gyration and
(D) the distance between terminal residues of hTLR4 are shown. (hTLR4), is colored as
black, (hnTLR4 — MD-2), is colored as red, (hTLR4 - MD-2), is colored as blue and
(hTLR4), is colored as green. (E) Expansion of the curvature of (hTLR4), during

simulations in comparison with the crystal structure.



This flexibility in N- C- terminus is corroborated by B-factor values of these regions in
crystals of TLRs, obtained from PDB (Figure 3). The C- terminal portion is the segment
connected to the transmembrane helix, which is linked to the intracellular TIR domain. So the
higher flexibility of the C-terminal, when compared to the N-terminal, may be related to the

absence of the membrane vicinity.
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Figure 3. The RMSF values for hTLR4 against B-factor for crystals of TLRs. The RMSF
values for (hnTLR4 - MD-2), (the same structure utilized for B-factor analysis of hTLR4
crystal) are shown in red curve and the B-factor values in black curve; standard deviation

is crosshatch represented in black.

Furthermore, the essential dynamics analysis shows this pattern of residues fluctuation as
the one most frequent in the different systems (Figure S3). This analysis revealed the three
most frequent patterns of residues fluctuation along MD for hTLR4, being the first component
(most occurrence), the one that shows major flexibility in the terminal domains. The other two
more frequent components for residues fluctuations in the MD of hTLR4, were also close
proximal in all simulated systems and, despite the lower flexibility in the terminal domains as
compared with the first component, they were all representative of the little oscillation of the

central residues, showing as more free to move, the terminal domains (Figure S3). Also, the



eigenvectors, generated by NMA, show the predicted large-amplitude collective motion of the

hTLR4 in which an opening of the horseshoe-like structure tends to occur (Figure S4).

Dynamical Network Analysis of hTLR4. The high connectivity between residues within
N- or C-terminal regions indicates that they participate in the same cluster of movement and,
consequently, are involved in the flexibility from one to another.

Systems that lack MD-2, presented a more pronounced correlation between the nodes in the
N- terminal domain than the ones that have this protein associated (Figure 4). Additionally,
the convex region of the horseshoe-like structure shows little concentration of residues with
higher correlation, showing a network of connected residues mainly with the same weight

(Figure 4).

(hTLR4), (hTLR4),
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Figure 4. Network analysis for hTLR4. The network analysis for the hTLR4 (chain A)
present in the different systems is shown. The correlation between the residues
movement of hTLR4 monomer is shown for the four systems in order of weight. Thereby,

thicker lines evidence the more correlated movement components.

Furthermore, the N- and C-terminal portions belong to different communities of residues,

indicating that motions on each terminal are not directly linked.

The co-receptor dynamics. While the receptor presented higher flexibility mostly in its
terminal regions, the co-receptor showed a different flexibility pattern (Figure 5A-B). As in

hTLR4 systems, secondary structure content of MD-2 shows that no denaturation in the

protein structure occurs (Figure S5).
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Figure 5. Changes in the MD-2 structure and conformation. (A) RMSD and (B) RMSF

values for MD-2 present in the different systems simulated, represented as following:
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MD-2 in (hTLR4 - MD-2),: red; in (hnTLR4 - MD-2),: blue; and in (MD-2),:
orange. (C) Cartoon representation of the crystallographic coordinates of MD-2
(shown in gray), used as starting point of simulations, in comparison with the resulting
conformation of this protein in the different systems simulated after MD (the same color
pattern as (A) and (B) were used), showing the decrease in the hydrophobic pocket of this

protein in all systems.

The high flexibility of MD-2 residues produced a decrease in the hydrophobic cavity of this
molecule (Figure 5C and Figure S6). This pattern of residues fluctuation in MD-2 was
sustained in the three systems that it was present, besides the lower values in system (hTLR4 -
MD-2),, indicating that this complexation induces a more stable complex.

The major differences in residues fluctuation between systems rely on residues involved

in loops (Figure S7), wherein, in system (MD-2), the fluctuation of Lys109 and the region
comprising residues Lys55 to Lys58 was higher in comparison to the others. Additionally,
residue Lys128 in (hTLR4 - MD-2), also showed a pronounced flexibility when compared to
the other systems (Figure 5B). We also observed a marked similarity in residues fluctuations
between Ilel124 to Lys127 (constituent of the F126 loop of MD-2, at the dimerization

interface) of the systems (hTLR4 - MD-2), and (MD-2), (Figure 5B).

Systems Complexation. We investigate the distance between proteins along time in the
different oligomerized systems looking for how the flexibility of the constituent proteins has
influenced in its oligomerization. We consider both, homo oligomerization [as in hTLR4_A -
hTLR4_B dimer, present in systems (hTLR4), and (hTLR4 - MD-2),], as hetero
oligomerization [as h'TLR4 - MD-2, present in systems (hTLR4 - MD-2), and (hTLR4 - MD-

2),]. The (hTLR4 - MD-2), presented a tendency of fluctuation of the distance between
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hTLR4 and MD-2 along time, which is more stable in the (hnTLR4 - MD-2),, despite

both converges at the end of simulation (Figure 6A).

A) hTLR4 - MD-2 B) hTLR4 A-B
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Figure 6. Distance between constituents proteins of the oligomerized systems. (A)

Distance between hTLR4 and MD-2 along time in the systems (hTLR4 - MD-2),,

colored in red, and (hTLR4 - MD-2),, colored in blue for chain A and cyan for chain B,
are show. Dashed lines indicates de reference value of the crystal distance between this
proteins. (B) Distance between hTLR4 monomers (A and B) along time in the systems
(hTLR4),, colored in green and (hTLR4 - MD-2),, colored in blue, are shown. Dashed
black lines indicates de reference value of the crystal distance between this proteins. The
dotted lines at the bottom of this graphic shows this analysis with specific C-terminal
region of these proteins (the same colors as in the analysis with the whole protein were

applied).

Apparently, the receptor dimerization (h'TLR4 - hTLR4) influences in the stability of the
oligomerization hTLR4 - MD-2, conferring smaller distances between this two proteins when
hTLR4 is in the dimeric state than when it is present in the monomeric form. Additionally, in
the oligomerization of hTLR4 as a dimmer, both systems tend to approximate their hTLR4
monomers to each other (Figure 6B), and this approximation is more pronounced in the C-

terminal region, wherein, when the monomers open their horseshoe shaped domain, this



67

region becomes closer to each other (Figure 6B and Table S3). Also, energies between
the monomers in the differents oligomerizations of hTLR4, present different tendencies,
in which, with the approximation of the monomers of hTLR4, the interaction between them

increases, while in the distancing of hTLR4 - MD-2 the interaction decreases (Figure S8).

DISCUSSION

In the LPS recognition, besides a few exceptions, it is known that hTLR4 act as a
heterodimer with MD-2 and that LPS-binding induces hTLR4 - MD-2 dimerization [14].
However, in the case of other ligands (see Table S1) such as fungal polysaccharides, little is
known about the way recognition is done. In some cases, it has been reported that MD-2 may
not be essential or even present [7, 13]. This question brings out interrogations about what
would be the form of oligomerization of hTLR4 in these cases and also, what differences
should the receptor suffer whilst in the absence of the co-receptor. In this study we
investigate four systems porting hTLR4, aiming to analyze the influence of MD-2 on
hTLR4 structure and conformation, and also the influence of different forms of
oligomerization of hTLR4 for the dynamical behavior of this protein.

In the MD simulations of hTLR4 (alone or in its complexes), the receptor showed a
pronounced flexibility, showing a final structure (after MD) different from crystal data. This
high flexibility showed by hTLR4 seems to be associated with its terminal regions, which
yielded a tweezers-like movement indicated, in previous works, in a lesser extent. In that
previous work, Kubarenko and coworkers [28] detected that a homology model of hTLR4
presented an opening of 8.5 nm in its ECD in 10ns of simulation (measured by N- and C-
terminal ends). Here, with extended simulations, we identified that hTLR4 fluctuations seems
to be dependent on MD-2 presence (Figure 2, Figure 4 and Table S2), which tends to stabilize

the horseshoe shaped structure. This tendency of the hTLR4, could represent an evidence of
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the overall movement of this receptor in biological solutions and could bring an insight

of the predisposition of movement performed by the receptor when approximating its
intracellular domains, for intracellular signaling, an already known necessary event to signal
transduction [1, 29, 30].

Also, B-factor analyses helped in the connection of the observed behavior of hTLR4 in MD
with the experimental crystallographical data, as similarly observed for other works [31, 32,
33], attesting a pattern in the residues fluctuation (see Figure 3). Additionally, the opening
tendency of the horseshoe-like structure showed by NMA and essential dynamics of the
hTLR4, reinforce the tendency observed.

The dynamical network analysis permits the identification of groups of residues that have
their movement linked or dependent along the MD. This way, groups of residues (represented
by nodes) are bound by links (that represent interactions between element pairs), which have a
weight that characterizes their strenght (affinity, intensity or probability). This way, correlated
motions of these regions are defined [34, 35]. Performing this correlation for all systems, it
was shown that the lacking of MD-2 leads to a more pronounced correlation between nodes of
the N- terminal domain than the correlation present in systems in which hTLR4 associates
with MD-2. This pattern of nodes correlation shows difference in the MD-2 presence that
could influence the overall behavior of the hTLR4 systems. Also, these data reveal that the
movements seen for the terminal regions do not seems to be directly related. Moreover, the
networks representation of the convex part of hTLR4 shows that this region seems to present
a high quantity of interlinked residues with similar weight that apparently have their
movement not directly dictated by the hTLR4 terminal regions.

The closing trend of the hydrophobic pocket of MD-2, observed in all simulated systems,
are supported by a recent study with this molecule, employing MD with a time simulation

scale of 10ns, which also reported this closing tendency, and noticed that it occurs even in the



presence of ligands [36]. This performance of MD-2 indicates features of the remodeling
plasticity of this co-receptor in different complexes in biological solutions.

Also, residues between the interval of Lys124 to Lys127 are involved in the formation of
the loop that reside between the dimerization interface of MD-2 and TLR4 [14], so this could
be a possible reason why the (h'TLR4 - MD-2), system presented the lowest values of residue
fluctuation between this interval, once, in this system, the interval of residues (Lys124 to
Lys127) are not free to move as in the other systems [(hTLR4 - MD-2), and (MD-2),]. In
(hTLR4 - MD-2),, the MD-2 encounters the physical barrier of the presence of the monomer
of hTLR4 (of opposite chain) (Figure S9). The marked fluctuation in Lys109, and between the
interval of Lys55 to Lys58 in (MD-2), must be due to the exposure of these residues in this
free in solution system. Furthermore, Lys109 belongs to a loop of MD-2 that interact with the
monomer of hTLR4 of correspondent chain, which is absent in this system. The interval
between Lys55 to Lys58 constitutes a sequence of residues proximal to the aforecited loop of
the dimerization interface and also is linked with the (3-strand 4 of MD-2 (Figure S7), which
is connected to a loop near the monomer of hTLR4 of correspondent chain (which is also
absent in this system) (Figure S9).

Our results also point that different oligomerization of hTLR4 could differently contribute
to the hTLR4 oligomerization stability. The systems porting the oligomerization hTLR4_A -
hTLR4_B [(hTLR4), and (hTLR4 - MD-2),] tends to approximate their monomers to each
other, while the monomers of the hetero systems [(hTLR4 - MD-2), and (hTLR4 - MD-2),]
tends to became distant along the time (Table S3). Also, interaction between monomers of the
hTLR4 tends to increase along time, while between hTLR4 and MD-2, decrease. This could
happen due to the importance of formation the dimeric form of hTLR4, as an approach of
guarantee the intracellular signal transduction [29], once the MD-2 could have its fundamental

activity as an inductor of hTLR4 dimerization beyond ligand recognition [37]. This could be
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also highlighted by the fact that the portion that became more close to each other along
time is the C-terminal portion of hTLR4 which is linked to the transmembrane helix,
connecting extra- and intracellular domains of the receptor [38].

Besides the apparent stabilizing function of the opening of the horseshoe-shaped domain of
TLR4 by MD-2, it could also have activity in changing the correlation of the receptor
residues, possibly signaling different oligomerization.

Thereby, constantly progress has been made in the field of innate immunity and also, more
specifically, regarding TLRs family. However, studies concerning the structural and
dynamical proprieties of these complexes are still needed and little available. This work aims
to contribute with better comprehension of this information and also tends to help future
studies regarding ligands recognition by these complexes. In this way, the results showed in
this study can be extrapolated to other ones covering LPS and other described ligands of

hTLR4 (-MD-2).
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Supporting Informmation

Table S1. Current recognized ligands of hTLR4 [1-8].

Current Recognized Ligands

hTLR4

Exogenous Endogenous

LPS, Fusion protein- respiratory

syncytial virus, Bacillus Calmette- o

) HSPs, HMGBI, B-defensin, Biglycan,
Guérin (BCQ), cryptococcal

Hyaluronan, Heparan sulfate,
glucuronoxylomannan, C. albicans o-
i ) OxPAPC, Fibrinogen, Fibronectin,

linked mannosyl residues, Trypanosoma _ ‘ _

o o Angiotensin II, Fetuin A
glycoinositolphospholipids, mannans, a-

glucans, PTX (paclitaxel)
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Figure S1. Manteinence of the hTLR4 Secondary Structure. The analyses of the
secondary structure content of hTLR4, in the different systems simulated, show that the
structure of the receptor did not undergo denaturation over the MD. The legend for the

graphs is shown below them.
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Figure S2. RMSF analyses of hTLR4. RMSF analyses as a function of both residue
number and time for hTLR4 in the four systems that it was present indicates that the major
flexibility in this protein is concentreted in its terminal residues (especially in the first 150
residues and in the last 100). These set of more flexible residues were removed for the
RMSD analysis of the receptor. Systems are colored as follow: (hTLR4 - MD-2),: red

line; (hTLR4),: black line; (hTLR4 - MD-2),: blue line; and (hTLR4),: green line.



Table S2. Opening of the horseshoe-like structure in the different systems. The general values
(A) and percentage (%) of the opening showed for hTLR4 structure in comparison to the
initial opening (measured by the distance between N- and C- terminal residues; Glu27 and

Cys627) are shown. Data generated with [9].
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Figure S3. Essential Dynamics of hTLR4. Principal Component Analysis were performed
for the MD of hTLR4 in the different systems. The three most frequent components
exibited for hTLR4 in the different systems are show in order of frequence. Systems are
colored as follow: (hTLR4 - MD-2)1: red line; (hTLR4),: black line; (hTLR4 - MD-2),:

blue line; and (hTLR4),: green line.
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Figure S4. Normal Modes Analysis of hTLR4. (A) Shows the two modes that presents the
lowest values of deformation energy generated for the monomer of hTLR4, present in the
crystal structure 3FXI. (B) Shows the eigenvectors sum of the normal modes of hTLR4,
indicating the direction of the tendency of movement of the protein residues. The hTLR4

monomer is shown in gray while vectors are represented in blue. Data generated with [10].



DM DM2

140 140

120 120
oL 7]
) D
= o =
S =
7] oS
23 23
o [+
3 s
S T
o D
L L
£ £
= =
z. Z.

| | | | | | 1 1

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (ns) Time (ns)

Figure S5. Manteinence of the MD-2 Secondary Structure. The results show that the
structure of the co-receptor, in both experiments made (DM1: first simulations and DM2:
duplicates), in all systems porting MD-2, did not undergo denaturation over the MD. The
red lines represents (hTLR4 - MD-2),; the blue lines: (hTLR4 - MD-2),; and the orange

lines: (MD-2),.
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Figure S6. Decrease in the hydrophobic pocket of MD-2. (A) The analysis of the distance,
along the simulations, between the two [-sheets that forms the MD-2 pocket was
performed. Results show the approximation between these two regions. The red line
represents (hTLR4 - MD-2),; the blue line, (hTLR4 - MD-2),; the orange line, (MD-2),;
and the dashed line, the reference distance in the crystal structure. (B) Shows a schematic
representation of the constituents B-strands (colored in yellow) of the two [(3-sheets of
MD-2 (represented in cartoon), used for the distance analysis shown in (A). The strands
were consecutively numbered from N- to C- terminal, and the two -sheets are formed by
groups of strands 1,2,9,8,5,6 and 3, 4, 7 respectivelly. The remaining structure of MD-

2 is shown in gray.
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Figure S7. Secondary Structure Content of MD-2. The secondary structure sucession of
the crystal of MD-2 is show in blue, in which helix and sheets are label as H1 (in dark
green) and, A and B (in black), respectively. The residues identification is shown in blue,
for amino acids sequence, and black, for the correspondent number of the amino acid; f3-

hairpin are shown in red. Data generated with [11].



Table S3. Monomers interaction in the oligomerization. Comparison between the monomers

interaction in the crystal structure and after MD (at 100ns). Data generated with [11].

System Interaction Chain inltVer;):ce Interfacze N"of H N” of non-bonded
residues €A A% bonds contact
hTLR4 A 581
Crystal 11 7 39
hTLR4 B 579
?42 hTLR4 A 1838
(hTLR4 - MD-2), : 36 26 189
; hTLR4 B 1892
hTLR4_A 26 1557
(hTLR4), 16 116
hTLR4 B 22 1590
hTLR4 A 25 978
21 152
MD-2_A 20 1085
Crystal
hTLR4 B 19 1028
15 174
MD-2_ B 19 1159
2 hTLR4 A 15 662
(hTLR4 - MD-2), = 6 68
& MD-2_ A 13 694
=)
hTLR4_A 10 389
5 44
MD-2_ A 7 458
(hTLR4 - MD-2),
hTLR4 B 12 688
7 41

MD-2 B 11 716
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Figure S8. Interaction energies between oligomers constituents. (A) Shows the interaction
energies between hTLR4 and MD-2 present in the systems: (hnTLR4 - MD-2),, shown in red,
and (hTLR4 - MD-2),, show in blue and cyan, for chains A and B of hTLR4 - MD-2,
respectively. (B) Shows the interaction energies betweens the monomers A and B of hTLR4,

present in the systems: (hTLR4 - MD-2),, shown in blue, and (hTLR4),, shown in green.



Figure S9. Residues of MD-2 with highlighted flexibility. The lateral view (A) and top view
(B) of (hnTLR4 - MD-2), system are shown, wherein the monomers of hTLR4 are shown in
molecular surface representation, colored in gray (chain A) and white (chain B). With the
purpose of facilitating the visualization, a portion of the monomer A of hTLR4, in the N-
terminal domain, is represented in transparent molecular surface and evidenced in cartoon.
MD-2 is shown in cartoon representation, in which chain A and chain B, are colored in violet
and blue, respectively. In both monomers of MD-2, residues that posses high flexibility in the
RMSF analysis are highlighted, colored as follow: Lys109, in red; Lys122 to Lys128, in
orange; and Lys55 to Lys58 in green. The previously cited 8 strand 4 of MD-2 is colored in
yellow. On the right of both figures (A and B) is shown a zoom view of the refered residues in

the same position as show in the left.
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Discussao Geral

4.2 Validagao dos estudos de DM com o hTLR4

A confiabilidade das predicbes na DM depende, basicamente, de dois fatores:
da adequacao do campo de forga utilizado para o sistema em estudo e, que a busca
do espaco conformacional realizada durante a simulagao seja suficientemente ampla
para descrever as conformacgdes relacionadas ao processo em estudo (van
Gunsteren et. al, 1992). Em geral, a validacdo dos dados obtidos reside,
principalmente, na comparagdo dos resultados gerados a propriedades
experimentais conhecidas (van Gunsteren et. al., 1990; Karplus et. al., 1990).

Particularmente no caso dos estudos da dindmica da complexacdo hTLR4 -
MD-2, as simulagdes permitiram a observacao de fendmenos que podem ser
confirmados por dados disponiveis, como: 1) verificagdo de abertura do ECD do
sistema monomérico de hTLR4 (Kubarenko et al., 2007); e 2) fechamento do poco
hidrofébico de MD-2, o qual, recentemente, foi divulgada a mesma observacgao para
esta proteina em simula¢des na presenca e na auséncia de hTLR4, em estudos por
DM em uma escala de tempo 10x menor (Garate & Oostenbrink, 2012). Ainda, a
correspondente confirmagao dos dados nas duplicatas evidencia a reprodutibilidade

dos dados gerados (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6. Dados comparativos de analises das duplicatas para o receptor hTLR4 nos diferentes sistemas em que este

se encontrava e para as duas cadeias do mesmo.

Oligomerizagao

RMSD (nm)
) i hTLR4 - hTLR4 hTLR4 - MD-2
. . J— Raio de Giro | Estrutura RMSF
Sistemas Cadeias Réplicas a3
(nm) 2 (nm) N
todos os residuos centrais Distancia Energia Distancia Eneraia
residuos (150-500) 9 9
Total C-terminal
1 09+0.2 0.4+0.0 3.5+£0.1 354 0.2+0.1 - - - 3.21+0.19 =531+ 149.0
(hTLR4 - MD-2), A
2 1.2+£03 0.5+£0.1 3.7+£0.1 361 0.1+£0.0 - - - 3.54 +£0.23 -485 + 96.4
1 09+0.2 0.4+ 0.0 3.6+£0.1 364 0.2+0.1 - - - - -
(hTLR4), A
2 1.1+£0.2 0.4+0.0 3.7+£0.1 364 0.2+0.1 - - - - -
1 0.7+0.1 0.3+£0.0 3.5+£0.0 356 0.2+0.0 53+0.1 28+041 -1032 £ 258.0 28+0.2 -412 +£99.0
A
2 09+0.2 0.4+0.0 3.5+£0.1 372 0.2+0.1 53+0.1 29+041 -900 + 281.0 27+0.1 -346 + 137.9
(hTLR4 - MD-2),
1 09+0.2 0.4+0.0 3.5+£0.1 358 0.2+0.1 53+0.14 28+041 -1032 £ 258.0 26+0.1 -487 £+ 114.9
B
2 1.1+£0.2 0.4+0.0 3.6+£0.1 382 0.2+0.1 53+0.1 29+041 -900 + 281.0 27+0.1 =540 + 123.0
1 1.2+£0.2 0.4+0.0 3.6+£0.1 392 0.2+0.1 54+0.1 3.2+0.2 -895 +218.0 - -
A
2 1.2+041 0.4+0.0 3.6+£0.1 371 0.2+0.1 52+0.1 27+01 -1338 £ 265.0 - -
(NTLR4), 1 1.3+£0.2 0.4+0.0 3.7+£0.1 377 0.2+0.1 54+0.1 3.2+0.2 -895+218.0 - -
B
2 1.1+£0.2 0.5+£0.0 3.6+£0.1 352 0.2+0.1 52+0.1 27+01 -1338 £ 265.0 - -

? Dados gerados com o programa DSSP do pacote GROMACS (Hess et al., 2008).
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Tabela 7. Dados comparativos de analises das duplicatas para a proteina
MD-2 nos diferentes sistemas em que esta se encontrava e para as duas

cadeias da mesma.

RMSD Raio de Estrutura
Sistemas |Cadeias | Simulagao Giro 224 RMSF (nm)
(nm)
(nm) (res.)
DM1 04+0.0 1.6+0.0 90 0.1+0.1
(hTLR4 - MD-2)1 A
DM2 04+0.0 1.6+0.0 75 0.2+0.1
DM1 0.3+0.0 1.5+0.0 82 0.1+0.1
A
DM2 04+0.0 1.5+0.0 88 0.2+0.1
(hTLR4 - MD-2);
DM1 04+0.0 1.6+0.0 87 0.1+0.1
B
DM2 0.3+0.0 1.5+0.0 87 0.2+0.1
DM1 0.5+0.0 1.6+0.0 86 0.2+0.1
(MD-2)4 A
DM2 04+0.0 1.6+0.0 83 0.2+0.1

4.3 Importancia dos estudos com o hTLR4

Notavelmente, todos os organismos multicelulares expressam receptores
celulares tipo Toll ou semelhantes aos mesmos, que sintonizam microrganismos e
iniciam reacgdes de defesa contra os mesmos (Abbas, 2012). Varios estudos tém
demonstrado o importante papel dos TLRs e seus homdlogos na iniciagao da
resposta imune inata contra patégenos em uma série de organismo (Chang, 2010).
A manutencdo desses receptores ao longo do processo evolutivo evidencia a
fundamental importancia dessas proteinas no sistema de defesa de diferentes
organismos.

Estudos acerca do comportamento dinédmico destes receptores séao
consideravelmente validos para obtencao de insights que poderao auxiliar a tragar o
comportamento dessas proteinas em diversos processos, tais como reconhecimento
de ligantes, sinalizagcao intracelular, entre outros. A utilizacdo da abordagem de
estudos de DM para melhor compreensao de fendmenos biolégicos tem sido

amplamente empregada nos mais diversos campos de estudo, tendo atuado como

* Analise realizada com o programa DSSP do pacote GROMACS (Hess ef al., 2008).
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uma importante ferramenta no estudo do comportamento molecular de uma série de
sistemas bioldégicos (Hansson et. al., 2002).

No presente trabalho, buscando contribuir no estudo estrutural e
conformacional do receptor hTLR4, diferentes formas de oligomerizacdo do mesmo
foram tragadas. Os sistemas portando o co-receptor, (hnTLR4 - MD-2); e (hTLR4 -
MD-2),, foram delineados a fim de avaliar a influéncia dessa proteina no
comportamento geral do receptor. Assim, esses sistemas objetivaram contribuir com
informacdes acerca das formas oligomericas do hTLR4 disponiveis em meio
bioldgico. Ja os sistemas do hTLR4 que n&o continham MD-2, (hnTLR4), e (hTLR4),,
além de funcionarem como um controle dos sistemas que portavam MD-2,
contribuiram no estudo de diferentes formas de oligomerizacdo do hTLR4,
fornecendo dados do comportamento dindmico dessa proteina nos diferentes
estados. Ainda, como estudos tem mostrado a possibilidade de atuagdo do hTLR4
na auséncia do MD-2 e, nestes casos, sob uma forma de oligomerizagcao do receptor
desconhecida, esses complexos tem ainda potencial para contribuir com dados
acerca de uma possivel forma alternativa de dimerizacdo de hTLR4 nesses casos.
Por fim, o sistema (MD-2), foi planejado como forma de controle da proteina MD-2
nos dois sistemas que a portavam.

Os dados obtidos neste trabalho evidenciam o estudo de diferentes formas de
oligomerizacao do receptor hTLR4 bem como a analise das propriedades dinamicas
desses complexos. Através dessas analises foi possivel investigar como as
diferentes formas de oligomerizagcao do hTLR4 influenciaram no comportamento do
mesmo em solugdo aquosa, mimetizando o ambiente fisiolégico. Ademais, além da
importancia da informagao estrutural do hTLR4, obtida pela estrutura cristalografica
3FXI, essencial para um maior entendimento a respeito da biologia estrutural deste
receptor, dados dinamicos dessa proteina, como a observacdo do padrdo de
flutuacdo de seus residuos ao longo do tempo, bem como a relagdo entre este
evento e os fendbmenos observados, como a analise de movimentos coletivos da
molécula, ou correlagdo entre os residuos dessa proteina, sao fornecidos pelas
simulagcées por DM e ampliam, consideravelmente, o espectro de informagdes
acerca do receptor bem como evidenciam novos potenciais desenhos de estudo
com 0 mesmo.

Desta forma, as caracteristicas dinAmicas das proteinas em estudo, obtidas no

presente trabalho, possibilitam a utilizagdo desses dados para estudos comparativos
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com outros membros da familia de hTLRs, na busca de padrdes comportamentais
dessa proteina, atuando como um estudo base para geragcdo de novos dados. No
entanto, futuros estudos mostram-se necessarios para elucidacdo dos resultados
obtidos como um padrao para essa familia de receptores e, ainda, para investigacao
da influéncia dos demais dominios de hTLR4 no comportamento do mesmo.
Todavia, a metodologia de DM empregada, que utiliza programas gratuitos, e
implementados com algoritmos de simulagdo rapidos, pode contribuir no
entendimento dos diversos processos biolégicos aos quais estdo envolvidos estes
receptores (como a dindmica dos mesmos em solugao, reconhecimento de ligantes,

entre outros), gerando novos insights acerca destes processos.
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5 Conclusoes

Considerando os objetivos propostos, o presente trabalho permitiu:
» Caracterizar o comportamento conformacional do hTLR4, em solugao
aquosa, sob diferentes formas de oligomerizagao, livre ou em complexo
com o co-receptor MD-2;
» lIdentificar o movimento do dominio extracelular do hTLR4, o qual
comporta-se semelhante a uma pinga;
» Observacao de tendéncia de fechamento do pogo hidrofébico de MD-2,

dado este corroborados por trabalho recentemente divulgado;
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6 Perspectivas

Considerando-se os procedimentos e os resultados obtidos no presente

trabalho, podem ser tragadas como perspectivas:

Estudos entre os complexos estudados neste trabalho associados a
seus ligantes;

Avaliacdo de outras formas de oligomerizagdao do hTLR4, como o
heterodimero hTLR4-hTLR2;

Caracterizacdo do comportamento conformacional da porgao
extracelular de outros membros da familia de TLR;

Caracterizacdo da interacdo do hTLR4 com membranas bioldgicas,
avaliando a influéncia da mesma para o comportamento conformacional

observado para este receptor em solugao aquosa.
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8 Apéndice

8.1 Apéndice A
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Os arquivos “.mdp” definem parametros para as simulagdes de dindmica
molecular. A seguir sdo apresentados arquivos “.mdp” empregados em uma das

simulagdes estudadas, a fim de exemplificagcao.

» Etapa de minimizacao de energia empregando o algoritmo Steepest Descent:

; Input file
title

cpp

define
constraints
integrator
nsteps

emtol

emstep

nstcomm
nstxout
nstvout
nstfout

nstlog
nstenerqgy
nstlist

ns_ type
coulombtype
rlist

rcoulomb

rvdw
fourierspacing
optimize fft
pme order
ewald rtol
Tcoupl

Pcoupl
compressibility
ref p

gen vel

Yo
/1ib/cpp
-DFLEX SPC
none
steep
10000
100
0.01

1

250
1000

0

100
100

10
grid
PME
0.9
0.9
0.9
0.12
yes

4

le-5
No

No
4.5e-5
1.0

no
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» Etapa 1 da termalizagao:

; Input file

title = Yo

cpp = /lib/cpp
define = -DPOSRES
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 0.0

dt = 0.001; ps !
nsteps = 1000 ; total 1 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 250

nstvout = 1000
nstfout = 0

nstlog = 100
nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_ type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = le-5

Tcoupl = v-rescale
tc-grps = Protein SOL NA
tau t = 0.1 0.1 0.1
ref t = 50 50 50
energygrps = Protein SOL NA
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

gen vel = yes
gen_temp = 50.0

gen_seed = 173529



» Etapa 2 da termalizagao:

; Input file
title

cpp

define
constraints
integrator
tinit

dt

nsteps
nstcomm
nstxout
nstvout
nstfout
nstlog
nstenerqgy
nstlist

ns_ type
coulombtype
rlist
rcoulomb
rvdw
fourierspacing
optimize fft
pme order
ewald rtol
Tcoupl
tc-grps
tau t

ref t
energygrps
Pcoupl
Pcoupltype
tau p
compressibility
ref p

gen vel
gen_temp
gen_seed

Yo

/1ib/cpp
-DFLEX SPC
all-bonds
md

1.0

0.002; ps !

4500 ; total 9 ps.

1

250

1000

0

100

100

10

grid

PME

0.9

0.9

0.9

0.12

yes

4

le-5
v-rescale
Protein SOL NA
0.1 0.1 0.1

50 50 50
Protein SOL NA
berendsen
isotropic

0.5

4.5e-5

1.0

no

50.0

173529
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» Etapa 3 da termalizagao:

; Input file

title = Yo

cpp = /lib/cpp
define = -DFLEX SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 10.0

dt = 0.002; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 250

nstvout = 1000
nstfout = 0

nstlog = 100
nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_ type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = le-5

Tcoupl = v-rescale
tc-grps = Protein SOL NA
tau t = 0.1 0.1 0.1
ref t = 100 100 100
energygrps = Protein SOL NA
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

gen vel = no

gen_temp = 100.0

gen_seed = 173529
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» Etapa 4 da termalizagao:

; Input file

title = Yo

cpp = /lib/cpp
define = -DFLEX SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 15.0

dt = 0.002; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 250

nstvout = 1000
nstfout = 0

nstlog = 100
nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_ type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = le-5

Tcoupl = v-rescale
tc-grps = Protein SOL NA
tau t = 0.1 0.1 0.1
ref t = 150 150 150
energygrps = Protein SOL NA
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

gen vel = no

gen_temp = 150.0

gen_seed = 173529
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» Etapa 5 da termalizagao:

; Input file

title = Yo

cpp = /lib/cpp
define = -DFLEX SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 20.0

dt = 0.002; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 250

nstvout = 1000
nstfout = 0

nstlog = 100
nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_ type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = le-5

Tcoupl = v-rescale
tc-grps = Protein SOL NA
tau t = 0.1 0.1 0.1
ref t = 200 200 200
energygrps = Protein SOL NA
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

gen vel = no

gen_temp = 200.0

gen_seed = 173529
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» Etapa 6 da termalizagao:

; Input file

title = Yo

cpp = /lib/cpp
define = -DFLEX SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 25.0

dt = 0.002; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 250

nstvout = 1000
nstfout = 0

nstlog = 100
nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_ type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = le-5

Tcoupl = v-rescale
tc-grps = Protein SOL NA
tau t = 0.1 0.1 0.1
ref t = 250 250 250
energygrps = Protein SOL NA
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

gen vel = no

gen_temp = 250.0

gen_seed = 173529
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» Etapa 7 da termalizagao:

; Input file

title = Yo

cpp = /lib/cpp
define = -DFLEX SPC
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 30.0

dt = 0.002; ps !
nsteps = 2500 ; total 5 ps.
nstcomm = 1

nstxout = 250

nstvout = 1000
nstfout = 0

nstlog = 100
nstenergy = 100

nstlist = 10

ns_ type = grid
coulombtype = PME

rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9

rvdw = 0.9
fourierspacing = 0.12
optimize fft = yes

pme order = 4

ewald rtol = le-5

Tcoupl = v-rescale
tc-grps = Protein SOL NA
tau t = 0.1 0.1 0.1
ref t = 300 300 300
energygrps = Protein SOL NA
Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5

ref p = 1.0

gen vel = no

gen_temp = 300.0

gen_seed = 173529



» Exemplo de etapa de dindmica sob temperatura constante:

; Input file
title

cpp

define
constraints
integrator
tinit

dt

nsteps
nstcomm
nstxout
nstvout
nstfout
nstlog
nstenerqgy
nstlist

ns_ type
coulombtype
rlist
rcoulomb
rvdw
fourierspacing
optimize fft
pme order
ewald rtol
Tcoupl
tc-grps
tau t

ref t
energygrps
Pcoupl
Pcoupltype
tau p
compressibility
ref p

gen vel
gen_temp
gen_seed
constraint algorithm
lincs-iter
lincs-order
comm_mode

Yo

/1ib/cpp
-DFLEX SPC
all-bonds
md

35.0

0.004 ; ps !
241250

1

250

1000

0

100

100

10

grid

PME

0.9

0.9

0.9

0.12

yes

4

le-5
v-rescale
Protein SOL NA+
0.1 0.1 0.1
310 310 310
Protein SOL NA+
berendsen
isotropic
0.5

4.5e-5

1.0

no

310.0
173529
lincs

1

6

linear
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