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Resumo

Muitos peptideos extraidos de plantas e secre¢fes de animais exibem um amplo
espectro de atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, negativas, fungos e
parasitas. Devido a essa caracteristica e ao crescente aumento da resisténcia dos
microrganismos patogénicos as formas de tratamento convencionais, especula-se a utilizacéo
destes peptideos como possiveis novos farmacos. Por isso, varias técnicas experimentais e
teodricas que fazem uso de sistemas miméticos do ambiente membranar tém sido utilizadas

para se estudar os mecanismos de acdo desta classe de peptideos.

No presente trabalho, utilizam-se simulagdes por Dindmica Molecular com o intuito de
investigar a influéncia de algumas caracteristicas de interacdo peptideo-peptideo e peptideo-

membrana sobre a eficiéncia bioldgica de Protonectinas e Jeleinas.

Protonectina e Protonectina 1-6 sdo peptideos antimicrobianos, o primeiro apresenta
atividade hemolitica, de degranulacdo de mastocitos e quimiotatica, enquanto o segundo
apresenta somente a atividade quimiotatica. Dados experimentais indicam que a associacao
destes dois peptideos (proporcdo 1:1) gera uma forma de estrutura supramolecular agregada e
também aumenta as atividades hemoliticas e de degranulacdo de mastocitos, enquanto a
atividade quimiotatica decresce acentuadamente, ou seja, em associacao eles apresentam um
comportamento mais acentuado de interagdo com membranas. Tendo em vista estes
resultados, especulam-se, neste trabalho, quais as interagdes entre Protonectina/Protonectina
1-6 (mistura) que estariam associadas & formacdo de tal estrutura agregada e quais as
implicagOes desta estrutura no mecanismo de interagdo com membrana. Os resultados das
simulacdes em agua e micela de SDS para estes peptideos indicam que ha a tendéncia de
agregacao entre Protonectinas puras e Protonectina/Protonectina 1-6, e que esta ocorre por
meio de ligacbes por hidrogénio intermitentes. Além disso, verificou-se que as interaces
eletrostaticas entre a mistura de peptideos sdo menos favoraveis que para a situacdo de
Protonectinas puras, influenciando na distancia entre os peptideos, e favorecendo o aumento
da estruturacdo helicoidal e da anfipaticidade (caracteristicas de interagdo com membrana) da

Protonectina da mistura em relacdo & Protonectina isoladamente.

As Jeleinas formam um conjunto de quatro peptideos antimicrobianos distintos
extraidos da geléia real (Jeleina I, I1, 11l e 1V), apresentam de 8 a 9 residuos de aminoacidos e
a diferenca entre eles ocorre apenas por um destes residuos. A despeito desta diferenca na

sequéncia priméria destes peptideos, ocorrem diferencas significativas em sua eficiéncia



biol6gica. Tendo em vista essas caracteristicas, busca-se através de simula¢do por Dindmica
Molecular em agua, micelas de SDS e bicamada lipidica de POPC: POPG (70:30%) entender
como as diferencas na sequencia primaria destes peptideos influencia sua interacdo com
miméticos de membrana, como as pequenas cadeias de Jeleina | afetam as bicamadas lipidicas
e como o estado de protonacdo da Histidina pode influenciar o modo de acéo dos peptideos de
Jeleina. Os resultados indicaram que a caracteristica hidrofébica do primeiro residuo de
aminoacido encontrado na Jeleina | é fundamental para melhor interacdo deste peptideo com o
mimético de membrana. Verificou-se também que as Jeleinas | apresentam tendéncia de
agregacao e esta pode estar correlacionada ao seu mecanismo de interagdo com membranas e

que esta interacdo ¢ melhorada em pH &cido.

PALAVRAS-CHAVE: Dindmica Molecular. Peptideos Antimicrobianos. Interacdo com Membranas.



Abstract

Many peptides extracted from plants and animal secretions exhibit a broad spectrum of
antimicrobial activity against bacteria gram-negative, gram-positive, fungi and parasites. Due
this characteristic and the increasing resistance of pathogenic microorganisms to conventional
forms of treatment, it is speculated the use of these peptides as potential new drugs.
Therefore, various experimental and theoretical techniques that make use of membrane

mimetic systems have been used to study the mechanisms of action of this class of peptides.

In this work, we use molecular dynamics simulations to understand the influence of
some characteristics of interaction peptide-peptide and peptide-membrane on biological
efficiency of the Protonectins and Jelleines.

Protonectin and Protonectin 1-6 are antimicrobial peptides, the first shows hemolytic
activity, mast cell degranulation and chemotaxis, while the second presents chemotactic
activity. Experimental data indicate that the association between those two peptides (1:1)
generates a supramolecular aggregate structure and also increases the hemolytic and mast cell
degranulation activities, while the chemotactic activity decreases, i.e., in combination they
exhibit accentuated behavior of the interaction with membranes. Based on these results in this
work, we speculate, which the interactions between Protonectin/Protonectin 1-6 (mixture) that
would be associated with the formation of aggregate structure and the implications of this
structure in the interaction with membrane mechanism. The results of the simulations in water
and SDS micelle for these peptides indicate that there is a tendency of aggregation between
pure Protonectins and Protonectin/Protonectin 1-6, and that this occurs through intermittent
hydrogen bonds. Furthermore, it was found that the electrostatic interactions between the
mixture of peptides is less favorable than for the pure Protonectins, influencing the distance
between the peptides and favoring the increase of the helical structure and amphipathicity
(characteristics of interaction with membrane) of the Protonectin of the mixture relative to

pure Protonectin.

Jelleines form a set of four distinct antimicrobial peptides extracted from royal jelly
(Jelleine 1, I1, 111 and 1V), have 8 to 9 amino acid residues and the difference between them is
only one of these residues. Despite this difference in the primary sequence of these peptides,
significant differences occur in biological efficiency. Given these characteristics, we
investigated through molecular dynamics simulation in water, SDS micelles and lipid bilayer
of POPC: POPG (70:30%) elucidate on how the differences in the primary sequence of these



peptides influences their interaction with membrane, how small chains Jelleine | affect the
lipid bilayers and how the state of protonation of histidine may influence the mode of action
of peptides Jelleine. The results indicated that the hydrophobic characteristic of the first
amino acid residue found in Jelleine I is fundamental for better interaction of the peptide with
the membrane mimetic. It was also found that Jelleine | have tendency to aggregate and this
can be correlated to the mechanism of interaction with membranes and that this interaction is

enhanced in acid pH.

KEY WORDS: Molecular Dynamics. Antimicrobial Peptides. Membrane Interaction.



Lista de Figuras

Figura 1.1. Representacdo dos mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos com membranas...

............................................................................................................................................................... 18
Figura 2.1.1.1. Estrutura tetraédrica do CarboN0 @ ...........cccevurvrieiiiniiiciine e 26
Figura 2.1.1.2. Rotagdo em torno da ligagdo covalente entre doiS &l0MOS. ..........ccccvvvvvrerenerieniennnn. 27
Figura 2.1.1.3. Representacdo do Potencial de Lennard Jones para 0 Carbono...........c.ccoceverierieeennnn. 28
Figura 2.1.2.1. Esquema Bidimensional das Condigdes Periodicas de Contorno...........ccceevvvreereennen. 29

Figura 3.1.1. Padrdes de estrutura secundaria para os peptideos de Protonectina e Protonectina 1-6 nas

SIMUIAGOES BIM AQUA. .....veveeeeeteieieeie ettt ettt bbbt e bbbtttk ettt e bbb e b et ene b ne e 44

Figura 3.1.2. Distancias entre o0s centros de massa dos peptideos de Protonectinas e

Protonectina/Protonectina 1-6 em fung&o do tempo de SIMUIAGAO. ..........ccevvviiiienenieiccceee 45

Figura 3.1.3. Numero de ligac6es por Hidrogénio entre Protonectinas e Protonectina/Protonectina 1-6

em fungdo do tempo de SIMUIAGAD. ........cceriiiiieicie s 45

Figura 3.1.4. Conformages caracteristicas obtidas para as Protonectinas e Protonectina/Protonectina

1-6 das SIMUIACOES M AQUAL .....voueieiiieiiieiitei ettt bttt sttt et st ene s 46

Figura 3.2.1. Distancia entre os centros de massa das Jeleinas | (pH 5.5 e 7.0) em agua como funcgéo

(o (o8 (=] g oo R (IR T F- Yo (o S S 48

Figura 3.2.2. Padrdes de estrutura secundaria das Jeleinas | em pH 5.5 e 7.0 das simula¢fes em &gua

Figura 3.2.3. Numero de ligacOes por hidrogénio entre os peptideos de Jeleina | (pH 5.5 e 7.0) em

agua, como fungdo do tempo de SIMUIAGAD. ........veveieieeeiie e 50

Figura 3.2.4. Conformagdes caracteristicas obtidas para os peptideos de Jeleina | (pH 5.5 e 7.0) para

S SIMUIAGOES BIM AQUA. .....eeevieeiiieieeie ettt bbbt b et b et b et ne et b et 51

Figura 3.3.1. Distancia entre os centros de massa dos pares de peptideos de Jeleina I, Il, 11l e IV das

simulagBes em &gua, como funcéo do tempo de SIMUIAGAOD. ........coveieieiiieecece e 53

Figura 3.3.2. PadrBes de estrutura secundaria para os pares de peptideos de Jeleina I, II, 111 e IV das

SIMUIACOES BIM AQUA. ... .eevveveeiee ettt ettt e et e st e e st et e besr e et e s be e e e s beeseesbeebeesbesteese e beaseesteateeneenreeneenes 54

Figura 3.3.3. NUmero de ligac@es por hidrogénio entre os pares de peptideos de Jeleinas I, 11, 1l e IV

das simulaces em agua como fungao do tempo de SIMUIACAD. .........cccoevveveieeie e 55

Figura 3.3.4. Conformac@es estruturais iniciais e finais dos peptideos de Jeleinas I, II, Il e IV nas

S L] oo L= R Lo U T WSS 56



Figura 4.1.1. Distancia entre o centro de massa dos peptideos de Protonectinas e
Protonectina/Protonectina 1-6 e 0 centro de massa da micela de SDS em fungdo do tempo de
SHMUIAGAOD. ...ttt bbb bbb bbb R bt et e e e e e bttt nbenn e 60

Figura 4.1.2. Distancia entre o centro de massa da mistura de peptideos e dos peptideos puros na
presenca da micela de SDS como funcdo do tempo de SIMUIACED .........ccvvvvevivveieir e, 60

Figura 4.1.3. Conformagdes iniciais e em 25ns de simulagdo obtidas para as Protonectinas e
Protonectina/Protonectina 1-6 das simulagdes de equilibrio em micela de SDS. ...........ccccoovineinne. 60

Figura 4.1.4. Numero de ligagdes por hidrogénio entre Protonectinas e Protonectina/Protonectina 1-6

na presenca da micela de SDS como fungdo do tempo de SIMUIAGAD.. ........ccvevveieieieiiicirece e 61

Figura 4.1.5. Padr@es de estrutura secundaria para as Protonectinas e Protonectina/Protonectina 1-6 na

presencga da micela de SDS como funcdo do tempo de SIMUIACAO. .........ccevvreriieieiincce e 62

Figura 4.1.6. Perfil de solvatagio ao redor dos atomos de carbono a dos residuos de aminoéacidos dos
peptideos de Protonectina e Protonectina/Protonectina 1-6 das simulagdes na presenca da micela de
S I 1 PSPPSR 62

Figura 4.1.7. Superficie de energia livrte como fun¢do do numero de residuos em o-hélice e da
distancia entre o centro de massa dos peptideos para as simulaces de REMD das Protonectinas e

Protonectina/Protonectina 1-6 na presenga da micela de SDS...........ccocoviiiiiniieiiinee e 64
Figura 4.1.8. Comparacao entre os resultados das simulac6es de equilibrio e 0 REMD..................... 65

Figura 4.1.9. Superficie de energia livre para as interagdes peptideo-peptideo para Protonectinas e

Protonectina/Protonectina 1-6 na presenga da micela de SDS, obtida pelas simulagdes de REMD .... 66

Figura 4.1.10. Superficie de energia livre da energia de interacdo entre os peptideos e a micela de
SDS para as simulagdes de Protonectinas e Protonectina/Protonectina 1-6 (REMD). ..........ccccceenenee. 67

Figura 4.2.1. Distancia entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina | e o centro de massa da

micela de SDS como fung&o do tempo de simulagdo (PH 5.5 € 7.0). ..coovviiiiiiiicc e 70

Figura 4.2.2. Distancia entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina | (pH 5.5 e 7.0) como funcéo

dO teEMPO € SIMUIAGAD. . ..ottt ee st e e e e e e eneeneereseenneneen 70

Figura 4.2.3. Namero de ligagdes por hidrogénio entre os peptideos de Jeleina I (pH 5.5 e 7.0) como

fungdo do tempo de simulagéo, para as simulagcdes em micela de SDS..........ccccevvvveiiiieicenenenese e 71

Figura 4.2.4. Soma das energias de interacdo de Lennard Jones e Coulomb entre os peptideos de

Jeleina | (pH 5.5 e 7.0) na presencga da micela de SDS..........ccooieeieiinisene e 72

Figura 4.2.5. Soma das energias de interacdo de Lennard Jones e Coulomb entre os peptideos de

Jeleina | e a micela de SDS, para 05 PHS 5.5 € 7.0, ...eiiieieieicisieee e 72



Figura 4.2.6. Energia de interacdo de Coulomb entre os aminoacidos carregados dos peptideos de
Jeleina | e a micela de SDS nas simulag@es em pH 5.5 € 7.0.......ccooiiriiiiineinee s 73

Figura 4.2.7. Padrdes de estrutura secundaria em fungdo do tempo de simulacdo para os peptideos de
Jeleina | na presenca da micela de SDS nas simulagdes em pH 5.5 € 7.0.....coooviiviiiiniinnineee 74

Figura 4.2.8. Funcdo de distribuicdo radial dos grupos sulfato (SO,) das moléculas de SDS em torno
dos residuos de aminoacidos de histidina dos peptideos de Jeleina | (pH 5.5 e 7.0) que se encontram
Mais ProxXimos da INtErface AQUOSA.. ......iveviuirieierieie ettt et 75

Figura 4.2.9. Conformagdes obtidas ap6s 100ns de simulagéo dos peptideos de Jeleina I (pH 5.5 e 7.0)
na Presencga da MICEIA 0E SDS..........cviiiiiiieee ettt e e neenenreas 75

Figura 4.3.1. (a) Distancia entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina I, Il, Il ou IV e o centro
de massa da micela de SDS como fungdo do tempo de simulagdo. (b) Histograma da posi¢cdo dos

peptideos em relagdo ao centro de massa da MICEIa.. ...ccccovereiiieieee e 79

Figura 4.3.2. Distancia entre o centro de massa dos pares de peptideos de Jeleina I, II, 11l e IV em

fuNGE0 dO teMPO A SIMUIAGED.. ... eeveeveeieeieeee ettt neereenas 79

Figura 4.3.3. Numero de ligagdes por hidrogénio entre os pares de peptideos de Jeleina I, II, 11l e IV

como fuNgao do tempPO de SIMUIAGED.. ......eveieieieieice e e 80

Figura 4.3.4. Contribuicdo de Lennard Jones e Coulomb para a energia de interacdo entre os pares de

peptideos de Jeleina I, 11, 111 ou IV em funcéo do tempo de SIMUIAGED. ........ccovevervrerviririiereie e 82

Figura 4.3.5. Contribuicdo de Coulomb e Lennard Jones para a energia de interacdo entre os peptideos

de Jeleina I, 11, 111 ou IV e a micela de SDS como funcéo do tempo de Simulagao.. ..........cccveeeeriennes 83

Figura 4.3.6. Contribuicdo de Coulomb para as energias de interacdo entre cada um dos aminoacidos
carregados dos peptideos de Jeleina I, 11, 111 ou IV e a micela de SDS como fung¢do do tempo de

] 0010 FoUor: o TSSO P U TP PPOPPRPR 84

Figura 4.3.7. Padrdes de estrutura secundaria para os pares de peptideos de Jeleina I, Il, 11l e IV nas

simulagdes na presenga da MICEIA de SDS.........coiiiiiiiiiieeee s 85

Figura 4.3.8. Funcéo de distribuicdo radial de pares em torno do N-terminal dos peptideos de Jeleina

I, 11, 1T ou IV na presenca da Micela de SDS.. ..o 86

Figura 4.3.9. Conformag0es obtidas apds 100ns de simulacdo para os pares de Jeleina I, Il, 1l e IV na

presenca da MICEIA 08 SDS. ...ttt et e s te s e seesreeneesreenees 86

Figura 5.1.1. Representagcdo esquematica das moléculas de lipideo que constituem a bicamada de
POPC:POPG (70:30).. ...ttt sieiestese sttt be b et e e et st se bbb st eb s b et et e e et et e bbb nn e s nene s 89



Figura 5.1.2. Perfil de densidade média da caixa de simulacéo contendo a bicamada de POPC:POPG,
para 0S UlItim0Ss 50 NS de SIMUIAGAOD. ......c.civeuiiiiiiiiiee e e 90

Figura 5.1.3. Energia potencial total do sistema (bicamada POPC:POPG)........c.cccceeeieieininininnn 91

Figura 5.1.4. (a) Variacdo da temperatura da caixa de simula¢do como funcéo do tempo. (b) Variagéo
da presséo da caixa de simulagdo como funcéo do tempo de SImulagao.. .........cccevvevviiiiiiiiciciees 92

Figura 5.1.5. Dimensdes da caixa de simula¢do da bicamada de POPC:POPG em funcdo do tempo..92

Figura 5.1.6. Area por lipideo da bicamada POPC:POPG livre de peptideo como funcio do tempo de

] LU = To%- T SRS SSPR 94
Figura 5.1.7. Esquemas da forma de organizacao das moléculas de fosfolipidio. ..........cccoervervrrrnene. 94
Figura 5.1.8. Funcédo de distribuiGao radial de ParesS..........ccocvveeererererieiieieese e 96
Figura 5.1.9. ParAmetro de ordem para a cadeia saturada das moléculas de POPC e POPG............... 96
Figura 5.1.10. Representacdo da bicamada POPC:POPG formada apds 300ns de simulagéo............. 97

Figura 5.2.1. Perfil de densidade média das bicamadas lipidicas livre de peptideos, na presenga de 4
0u 16 peptideos EM PH 5.5 8 PH 7.0, ..o et ene s 101

Figura 5.2.2. Perfil de densidade média da agua, fosfato, e grupos carregados, polares e Fenilalanina

dos peptideos em pH 5.5, pH 7.0 e também para bicamada livre de peptideo........c.cccevvevvieeieiienen. 102
Figura 5.2.3. Pardmetro de ordem das caudas saturadas das moléculas de lipideo POPC e POPG... 103

Figura 5.2.4. Contribuicdo de Coulomb para a energia de interacdo entre os peptideos e a bicamada
1T o] o Lor: H OO PTRTPSPRS 105

Figura 5.2.5. Barreira de energia livre para passagem de agua através da bicamada lipidica............ 106

Figura 5.2.6: Representacdo da passagem de uma molécula de agua através da bicamada lipidica para

a simulag@o com 16 peptide0s €M PH 5.5. ..o 107



Lista de Tabelas

TABELA 1.1.1. Sequéncia primaria, Carga liquida <Q> e Hidrofobicidade média <H> da
Protonecting € ProtONECTING 1-6........coiuuniiiiiiiiieiiii ittt e 19

Tabela 1.1.2.Propriedades biolégicas da protonectina, protonectina 1-6 e associacdo de ambos 0s
peptideos na proporcao estequimétrica 1:1 de acordo com Saidemberg N. B. B., 2007. ....cccouveerrererrenens 20

Tabela 1.2.1. Sequéncia primaria dos peptideos em estudo, suas respectivas cargas liquidas (Q) em pH

fisioldgico e hidrofobicidade média (<H>), calculadas segundo a escala de Eisenberg et al., 1984.....22
Tabela 3.1:Simulag6es que serdo apresentadas a0 Capitlulo 3 ........ooeererermresimrssmsessssssssssssssssssssssssessens 43
Tabela 3.2.1:Simulag6es dos peptideos de Jeleina | representando 0 pH 5.5 0U 7.0 ....ccoeernrcerneessneeenne 47
Tabela 3.3.1:Simulag6es dos pares de peptideos de Jeleina I, 11, I OU IV ... nenmernmseennessssesssnseenns 52
Tabela 4.1:Simulac6es que serdo apresentadas a0 Capitulo 4 ........ocoecerererererrmrssmsesssssssssssssssssssssssssessens 57
Tabela 4.1.1:Simulag6es dos peptideos de Protonectina e Protonectina/Protonectina 1-6........cocveeenn. 59

Tabela 4.2.1: Simulacdes dos Peptideos de Jeleina | em pH 5.5 ou 7.0 na presenca da micela de SDS

................................................................................................................................................................................................ 77
Tabela 4.3.2: Ligac@es por hidrogénio entre 0s peptideos de JEIeINa I .......oeeeneeermeeesneeesssessssseessnnas 80
Tabela 4.3.3: Ligac¢des por hidrogénio entre 0s peptideos de JEleiNa I .......eereveeermreonreereeereeeseeeseessenennns 81
Tabela 4.3.4: LigacOes por hidrogénio entre os peptideos de Jeleina Hl......ceernreennreenmeeesneessneesnseenns 81
Tabela 4.3.5: LigacOes por hidrogénio entre 0s peptideos de JeleiNa IV .....eerrenmneenmseesseesseessnsesnns 81
Tabela 5.1:Simulagdes que serdo apresentadas NO CaPITUIO 5...uevreereeeeeereereesresssssssssssssssssssssssessssssssanes 88
Tabela 5.1.2: DiStriDUICA0 A0S LIPIAEOS ....u.reeeusreesueresssreeessseeeesssesesssseessssssssssessssssssssssessssssesssssssssssesssssessssssssssans 95
Tabela 5.2.1: Caracteristicas das simulacfes apresentadas Na SECAD 5.2.....cuueermerrmrrmeesrmesssssmssssssssssnnss 99

Tabela 5.2.2: Pontes salinas e ligag@es por hidrogénio entre peptideos e grupos de lipidicos............. 105



Lista de Simbolos, Siglas e Abreviaturas

Ala — Alanina

AMBER — “Assisted Model Building with Energy Refinement”
Arg — Arginina

Asn — Asparagina

Asp — Acido Aspartico

CD - Dicroismo Circular

CHARMM - “Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics”
CP — Condic0es Periodicas

Cys — Cisteina

DM — Dinamica Molecular

FTIR — Infravermelho com Transformada de Fourier
GIn — Glutamina

Glu - Acido Glutamico

Gly — Glicina

GROMACS - “GROningen MAchine for Chemical Simulation”
GROMOS - “GROningen Molecular Simulation”
His — Histidina

Ile — Isoleucina

LDH - Lactato Dehidrogenase

Leu — Leucina

Lys — Lisina

Met — Metionina

MPX — Mastoparano X

MP1 — Polybia -MP1

Phe — Fenilalanina

PME — Particle Mesh Ewvald

POPC — Palmitoil oleil fosfatidilcolina

POPG — Palmitoil oleil fosfatidilglicerol

Pro — Prolina

REMD - Replica Exchange Method Simulations
RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

RMSD — “Root Mean Square Desviation”

SDS — Dodecil sulfato de s6dio

Ser — Serina

SPC — “Simple Point Charge”

TFE — Trifluoretanol

Thr — Treonina

Trp — Triptofano

Tyr — Tirosina

Val — Valina



Sumario

1. INTRODUGAO ..ottt 16
| B o8 (0110111151 T2 OO URTUPRUPRUPRRRT 18
0 151 (<) 1B TSRS 21

2. METODOS TEORICOS ..........osiriiimriiimiriiinseesssesssssssesssssasssssssssssssssssessssssssssssesssessssssssens 23
2.1 Simula¢des por Dindmica MOIECUIAT ..........c.cccvieiierieriiiciieieeteee e e 23

2.1.1 Energia PotenCial.........ccoiiiiiiiiieiee e 24
2.1.2 Condigdes PEriOdiCas .........eeveeiieriieriieiie ittt ettt ettt sttt ettt e saeesneeeseeseens 29
2.13 RA10 A€ COTLE....cnieeeieeiieee ettt ettt ettt et e et e e neeeeeeneea 30
2.1.3.  Tratamento EIStrOStAtICO .......eeieiiriieiiiieiiee et 30
2.1.5 Minimizagao de ENEI@Ia........c.cccviiviiiiiiiiiiiiieiieieesee st ere et sresreseveereesseesaaenenas 31
2.1.6 REStrigA0 de POSIGAOD.....ccviiieiiieiie ettt e e e e aee e 31
2.1.7 Dindmica MOLECUIAT ........cccuiiiieiieiete ettt ettt ettt 32
2.2 Meétodo de Troca de REPIICAS......cccuieiiieiiiiiiie ettt 33
2.3 Simulagcdes deste Trabalho.........c...oocviiiiuiiieiie et 34
2.4, Condigdes de SIMUIAGAOD ......cccviiiiuiiierie ettt ettt e e et e eere e et e eeteeeereeeeareeans 35
2.5, ADALISES .ttt ettt n ettt et e te st e teene et e nte et e eteeneenten 36

RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt et e be s st essasseessesseessesseaseassassesssensesseessensenssessenns 42

3. SIMULACOES EM AGUA ........oooomimioiiieoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
3.1.  Peptideos de Protonectina e Protonectina/Protonectina 1-6.........c.cceoeevvieienienieiireieeeenne 43
3.2. Peptideos de Jeleina I em pH 5.5 € 7.0...ccoiiiiiiiiiiiiiieiecece et 47
3.3.  Peptideos de Jeleina I, II, IIL € IV PULOS......ccveeriieriiiiieiieiiesiie e et e seneeeveeveevaesene s 52

4. SIMULACOES EM MICELAS DE SDS .........cooviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 57
4.1.  Peptideos de Protonectina e Protonectina/Protonectina 1-6..........ccceevveiieninnieenieeneenen. 58
ConclusOes PIEliMINATES .........c.cocuieriiiiiiiieieeieeee sttt ettt et e st e et e et saeesseesateeneeenbeenseeneeens 68
4.2  Peptideos de Jeleina L em pH 5.5 € 7.0...ccouiiiiiiiiiiiniiececeeeee e 69
CoNClUSOES PrElIMINATES ......c.eeiuiieieiieiieieetieie ettt ettt ettt et et e et e e sbe et e ae et enseseeeneeneens 76
4.3.  Peptideos de Jeleina I, II, IIT € IV PUIOS.......coiviriiiiiiiiiiiecie ettt 77
ConClUSOES PrElIMINATES ......c.eeieeieieiieiieieeiieiest ettt ettt et et esteete bt et eee et eseseeeneeneens 87

5. SIMULACOES EM BICAMADAS LIPIDICAS ............cocooiiiiiiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeene, 88
5.1.  Bicamada Lipidica de POPC: POPG Livre de Peptideo ..........ccceverieniiniinininiencncee 89
ConCluSOES PIElIMINATES ........cc.eeiuiiriiiiiieiiieiieieeite sttt ettt e st e st e ebe e e ebeessaeseseenseenseenseenseens 97
5.2. Bicamada de POPC: POPG na presencga de peptideos de Jeleina I em condi¢des de pH 5.5
018 0 T TSRS 99
ConclusOEs PrElIMINATES ........cecueruiruieiiriieierieeierie ettt st ettt st et sb et e et e e 107

6. CONSIDERACOES FINALIS .........cocooiimiimiiiieiieeeeeeeeeeeeeeee e 109

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........o.ooooivmiioiieieeeeoeeeeeeeeeeee e 112



1.INTRODUCAO

Entender a dindmica e o mecanismo de enovelamento de proteinas continua sendo
problema central da biologia molecular. Por isso, ensaios por Dindmica Molecular tém se
tornado uma pratica comum para estudar as propriedades de proteinas, peptideos e acidos
nucleicos em meio aquoso ou em miméticos de membrana. Além disso, com o répido
aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos aos antibidticos os peptideos
antimicrobianos naturais e sintéticos tém se tornado uma alternativa, pois apresentam acéo

bactericida e toxicidade negligenciavel (LIM et al, 2013).

Muitos peptideos antimicrobianos, compostos de até 50 residuos de aminoécidos, tém
sido descobertos em uma grande variedade de espécies de plantas, insetos e animais,
constituindo o sistema de defesa dessas espécies contra microrganismos patogénicos
(MATSUZAKI, 2009). Por exibirem um amplo espectro de atividade antimicrobiana, contra
bactérias gram-positivas e negativas, fungos e parasitas, especula-se a utilizacdo destes
peptideos como possiveis novos farmacos (ROMANELLI et al, 2010; TORRENT et al,
2012;).

Os mecanismos de agdo destes peptideos tém sido constantemente estudados
utilizando-se sistemas modelos que mimetizam o ambiente de membrana, como por exemplo,
arranjos de fosfolipidios de composicdo diversificada na forma de bicamadas, vesiculas,
micelas de SDS (dodecilsulfato de sodio) ou em solugdes contendo solventes com
propriedades anisotrépicas, como por exemplo, solu¢bes &gua e TFE (trifluoretanol)
(ROCATANO et al, 2002; FIORONI et al, 2002; MANNA AND MUKHOPADHYAY, 2011,
WANG et al, 2010). Técnicas como microscopia, difracdo de raios-X, ressonancia magnética
nuclear (RMN), espectroscopias de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
Raman, de fluorescéncia e de dicroismo circular, permitem acessar aspectos ligeiramente
diferentes dos mecanismos de acdo e, embora, uma técnica individualmente ndo forneca o
mapa completo do problema, no conjunto, elas evidenciam que tanto a composicdo como a
estrutura sdofundamentais para a atividade e especificidade da acdo bioldgica destes
peptideos.

Algumas caracteristicas dos peptideos antimicrobianos, tais como, o tamanho, a

sequéncia, a carga, a conformacdo estrutural, a hidrofobicidade, a anfipaticidade e a amidacéo
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do C terminal, estdo diretamente relacionadas com a sua atividade e especificidade, e estas
tém sido utilizadas para caracterizar a susceptibilidade de microrganismos simples a estes
peptideos (DOS SANTOS CABRERA et al, 2008 e DOS SANTOS CABRERA et al, 2009).
A presenca de estrutura anfipatica é uma caracteristica importante para a adsorcao, insercdo e
a translocacdo destes peptideos através da bicamada lipidica das membranas (HORI et al,
2001). A cationicidade dos peptideos antimicrobianos contribui principalmente para a
seletividade celular, devido ao fato das superficies de membranas apresentarem diferentes
composicdes lipidicas. As membranas bacterianas apresentam bicamadas lipidicas anibnicas,
enquanto que as bicamadas de eritrdcitos sdo zwiteribnicas. Alguns estudos mostram que
peptideos catidnicos com alta carga liquida sdo pouco seletivos. (DATHE et al, 2001;
MATSUZAKI, 2009). A hidrofobicidade de um peptideo é definida como a média de
valores numéricos da hidrofobicidade por residuo e ¢ uma medida da habilidade de um
peptideo em mover-se de uma fase aquosa para uma fase hidrofébica, correlacionando assim,
indiretamente, seu grau de afinidade com as cadeias lipidicas (YEAMAN and YOUNT,
2003). Muitos estudos mostram que o aumento da hidrofobicidade esta associado com o
aumento da permeabilizacdo de bicamadas zwiteridnicas e/ou anidnicas, ou seja, aumento nas
atividades hemolitica e antimicrobiana (ZHAO et al, 2002; DOS SANTOS CABRERA et al,
2008).

Os mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos envolvem etapas como a
atracdo, o ancoramento e a insercdo na membrana. Presume-se que a primeira etapa seja
comandada pela atracdo eletrostatica entre o peptideo e os grupos carregados e/ou polares das
membranas. Deve-se destacar que muitos peptideos sdo desestruturados ou em conformacéo
estendida em solucdo aquosa. O processo de aproximagdo com membrana parece induzir uma
conformacdo estruturada, altamente ordenada e quase sempre anfipatica. A partir de um
minimo de concentracdo de moléculas de peptideo sobre a superficie da membrana ocorre seu
ancoramento adequado, com os aminoacidos carregados ou polares interagindo com 0s grupos
carregados e/ou polares da membrana e os aminoacidos hidrofobicos “enterrados” na
membrana, ou seja, na sua fase hidrofébica. (MATSUZAKI et al, 1997; DATHE et al, 2001).
A permeabilizagdo da membrana pode ocorrer atraves de trés possiveis mecanismos
(MATYUS et al, 2007): (1) Poro-barril (figura 1.1a), modelo no qual a face hidrofébica do
peptideo anfipatico interage com a regido das caudas alquilicas dos fosfolipidios da
membrana, e a face hidrofilica do peptideo forma um poro aquoso. Neste modelo, as cabecas

dos fosfolipidios da membrana permanecem localizadas na interface dgua-membrana. Uma
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condicdo necessaria deste mecanismo é que os peptideos sejam suficientemente longos para
que eles possam atravessar o nucleo hidrofébico da membrana (YANG et al, 2001); (2) Poro
toroidal (figura 1.1b), neste modelo o peptideo se agrega a bicamada e interage com as
cabecas dos fosfolipidios da membrana. Esta interacdo provoca uma curvatura na membrana
que d& origem a cavidade chamada de poro toroidal (TOSSI et al, 2000); (3) Mecanismo de
Carpet, modelo no qual as moléculas de peptideo se acumulam paralelamente a superficie da
membrana causando uma desarrumacdo em seu interior; a superficie hidrofilica dos peptideos
interage com as cabecas dos grupos fosfolipidicos da membrana e a regido hidrofébica dos
peptideos se orienta para o interior hidrofébico da membrana. Este € um mecanismo que nao
necessita que o peptideo apresente uma estrutura especifica, assim como também nédo é
necessario a formacdo de um canal transmembranico estruturado (OREN and SHAI, 1998). A
insercdo do peptideo na membrana pode ser acompanhada de uma série de eventos que
contribuem para a desativacédo celular, tais como: despolarizagcdo da membrana, vazamento de
metabolitos essenciais e perda de composicBes especificas, devido as perturbacdes nos
fosfolipidios (MATSUZAKI et al, 1996).

a b [V

e ==t b

Poro-barril Poro toroidal

Figura 1.1. Representacdo dos mecanismos de acdo com membranas dos peptideos antimicrobianos.
A) mecanismo de poro-barril. B) mecanismo de poro toroidal. C) mecanismo de carpet.

(http://www.ruf.rice.edu/~hwhuang/toroidalmodelvsbarrelstave.html)

O dominio da compreensdo molecular destes mecanismos abre perspectivas otimistas

para a projecdo e sintese dos futuros peptideos antimicrobianos com aplicacao farmacéutica.

1.1. PROTONECTINAS

MENDES et al, 2004, extrairam um par de peptideos quimiotaticos do veneno da

vespa social Agelaia pallipes pallipes. Depois de isolados e purificados eles foram
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caracterizados quanto as suas sequéncias primarias, atividades bioldgicas e por espectroscopia
de dicroismo circular (CD) (SAIDEMBERG et al, 2010). Os peptideos sdao denominados
Protonectina e Protonectina 1-6 e suas sequéncias primarias, carga liquida e hidrofobicidade

média estdo apresentadas na tabela 1.1.1.

Tabela 1.1.1. Sequéncia primaria, Carga liquida <Q> e Hidrofobicidade média <H> da Protonectina
e Protonectina 1-6.

Sequéncia Primaria <Q> | <H>
Protonectina lle—Leu—Gly—Thr—Ille —Leu—Gly—Leu-Leu-Lys—Gly—Leu—NH, | +2 0,276
Protonectina 1-6 | Ile — Leu— Gly — Thr — lle — Leu — NH, +1 0,417

*em azul residuos carregados, em preto residuos apolares e em verde residuos polares.

Os resultados das analises estruturais e funcionais (SAIDEMBERG et al, 2010)
sugerem que a Protonectina deve ser um peptideo estruturado anfipatico, enquanto que
Protonectina (1-6) é muito pequeno para assumir estrutura secundaria anfipatica. Os dados
exibidos na Tabela 1.1.2 mostram que Protonectina apresenta atividade hemolitica,
degranuladora de mastocito e de liberagdo de LDH e atividade quimiotatica. Enquanto que a
Protonectina (1-6) apresenta atividade quimiotatica elevada se comparada com a Protonectina
e nenhuma atividade hemolitica, degranuladora de mastdcito e de liberagdo de LDH. A
mistura de ambos o0s peptideos na propor¢do molar 1:1, resultou na potencializagdo de
aproximadamente 87% da atividade hemolitica, 35% da atividade de degranulacdo de
mastocitos e 60% de liberacdo de LDH (caracteristica de interacdo com membranas), se
comparada com a Protonectina isolada. Ao mesmo tempo, essa mistura causou uma
diminuicdo significativa na atividade quimiotatica, quando comparada com os resultados de

cada peptideo individualmente.

Dados experimentais também indicam que a forma agregada reduz pela metade a
concentracdo inibitéria minima para a interacdo com bactérias do tipo E.coli e B. subtilis em
relacdo a Protonectina pura, ndo havendo sinergia para o caso da P.aeruginosa e Saureus
(SAIDEMBERG et al, 2010).
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Tabela 1.1.2.Propriedades bioldgicas da protonectina, protonectina 1-6 e associa¢cdo de ambos o0s

peptideos na proporgdo estequimétrica 1:1 de acordo com Saidemberg N. B. B., 2007.

Protonectina

Protonectina 1-6

Protonectina/Protonectina 1-6

(proporgéo 1:1)

Peso molecular

1209 Da

628 Da

Atividade hemolitica

EDs,=9,9.10" M

Né&o apresenta

EDs=5,3.10" M

Degranulacéo de

EDs,=4,6.10° M

Né&o apresenta

EDs=3,4.10" M

mastocito
LDH ~ 40% N&o apresenta ~100%
Quimiotaxia 8.10% celulas/mL 10.10” celulas/mL 5.10% celulas/mL

Do ponto de vista estrutural, ensaios por dicroismo circular na presenca de TFE 40%
(v/v), indicam que cerca de 21,3 % dos residuos da Protonectina participam de conformacédo
em hélice-a direita e na mistura de ambos os peptideos na propor¢do estequiométrica de 1:1, o
percentual de residuos em hélice-a direita sobe para cerca de 24,4 %. Além disso, alguns
resultados experimentais sugerem que a interacdo entre os dois peptideos é fator responsavel
pelos efeitos potencializadores e/ou inibidores obtidos. E ainda, levaram os pesquisadores
(SAIDEMBERG et al, 2010) a conjecturar que quando associados entre si, estes peptideos
formariam uma estrutura supramolecular estavel ao nivel de estrutura secundaria, a ponto de
passar a apresentar fenémenos de interagdo com membranas das células animais, como por

exemplo, hemdlise e ruptura de membranas de mastacitos.

Em trabalho anterior Baldissera G., 2010 fez uso da simulacdo por Dinamica
Molecular associada ao método de Troca de Réplicas para buscar o espago conformacional do
peptideo de Protonectina em misturas de TFE/agua. No mesmo trabalho, simulacdo de
equilibrio de um par Protonectina com Protonectina 1-6 na presenca da mistura TFE/agua foi
realizada. Observou-se que neste ambiente 0s peptideos se aproximam formando um
complexo que é mantido através de 1,3 ligacGes por hidrogénio (em média), que sdo formadas

entre diferentes doadores e aceitadores intermitentemente.

OBJETIVOS. Considerando os resultados do trabalho de 2010, no presente trabalho,
simulacdes adicionais foram realizadas com o objetivo de melhor compreender, do ponto de
vista molecular, as interacBes entre os peptideos de Protonectina e Protonectina com
Protonectina 1-6. Com isso, pretende-se compreender as questdes sobre a agregacdo entre 0s

peptideos, como ela ocorre e qual a influéncia do meio sobre ela.
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1.2. JELEINAS

Um ponto relevante e ainda pouco esclarecido é a possivel relacdo existente entre a
estrutura e a funcdo desempenhada pelos peptideos e proteinas. Por isso, quatro peptideos
diferentes, identificados na geléia real também sdo objeto de estudo deste trabalho. Eles sdo
denominados Jelleina I (J1), Jelleina 11 (JI1), Jelleina 111 (JII) e Jelleina IV (JIV) e de modo
geral, eles se mostram ativos contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Das
diferencas bioldgicas entre as quatro Jelleinas pode-se dizer que as JI, JII e JlII apresentam
atividades antimicrobianas, sendo JI e JII mais ativas que JIlI, enquanto JIV aparentemente
ndo possui efeito antimicrobiologico (FONTANA et al, 2004). O modo como esses peptideos
atuam ainda ndo é bem compreendido, mas as diferencas entre suas sequéncias limitam-se a
apenas a um residuo e por isso devem esclarecer a variagdo de suas atividades bioldgicas
(Tabela 1.2.1). As Jelleinas sdo peptideos com caracteristicas hidrofébicas e com sequéncia
primaria sem similaridade com as outras classes de peptideos antimicrobianos provenientes do
veneno de abelhas A. mellifera. O conhecimento da comunidade cientifica sobre o significado
biol6gico da existéncia de muitas sequéncias homdlogas em uma Unica espécie € limitado,
mas em alguns poucos casos, ja se demonstrou a sinergia de atividades entre peptideos
correlacionados (HANEY et al, 2009; NISHIDA et al, 2007). Essa é também uma interessante
area investigativa devido a possibilidade de se reduzir a concentracdo de peptideos, de
aumentar a eficiéncia, e reduzir as chances de toxicidade (HANEY et al, 2009). Além disso,
novas formas de aplicagdo como a associacdo de agentes antibacterianos e superficies de nano
particulas vem sendo produzidos e tém a vantagem de combater eficientemente as formas de
resisténcia ligadas a presenca de biofilmes (BOLLA et al, 2011). Outro exemplo s&o as
associacbes de antibioticos, lipopeptideos policatidnicos e peptideos antimicrobianos
catibnicos sobre as quais hd poucas referencias em relacdo a base molecular dessas

combinacg0es, sinergia, razdo de concentracdes e parametros cinéticos (BOLLA et al, 2011).

Outra caracteristica interessante destes peptideos é a presenca de um residuo de
Histidina (His) em suas sequéncias primarias. Tal fato vem sendo explorado como forma de
otimizacdo das atividades antimicrobianas e tumoricidas em outros peptideos de cadeia mais
longa. MASON et al, 2009 mostraram que peptideos catiénicos anfipaticos, ricos em His, tém
propriedades liticas e antibioticas aumentadas quando adotam um alinhamento paralelo a
superficie da membrana. Usando a técnica de RMN com lipideos deuterados na cadeia
alquilica, mostraram também que tais peptideos sdo capazes de causar rupturas pontuais na

membrana, com formacédo de poros, enquanto o restante da membrana permanece intacto e
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que esses efeitos sdo desencadeados em pH &cido quando os residuos His estdo carregados.
MAKOVITZKI et al, 2009 também se valeram de residuos His, protondveis no meio acido
criado por tumores soélidos, em substituicdo a residuos Lisina (Lys) para desencadear
atividades liticas em peptideos com acdo anticancer. Essa substituicdo também reduziu a
toxicidade sistémica dos peptideos em relacdo ao peptideo contendo Lys. Outro estudo (TU et
al, 2009) revela que os residuos de His desempenham um importante papel no controle das
interacdes entre peptideos antimicrobianos e a membrana celular. Peptideos liticos que
contém residuos de His podem apresentar dependéncia entre a toxicidade e o pH do meio,
tornando-se mais ativos em pHs acidos, entretanto esta atividade foi observada nos peptideos
PTP-7c e LL-1c que possuem dois residuos de Histidina cada.

Tabela 1.2.1. Sequéncia primaria dos peptideos em estudo, suas respectivas cargas liquidas
(Q) em pH fisiolégico e hidrofobicidade média (<H>), calculadas segundo a escala de
Eisenberg et al., 1984.

Sequéncia Primaria Q <H>
Jelleina | Pro-Phe-Lys-lle-Ser-lle-His-Leu-yu» +2,5 0,096
Jelleina Il Thr-Pro-Phe-Lys-lle-Ser-lle-His-Leu-yn» +2,5 0,066
Jelleina 111 Glu-Pro-Phe-Lys-lle-Ser-lle-His-Leu-y +1,5 0,017
Jelleina IV Thr-Pro-Phe-Lys-lle-Ser-lle-His-yy» +2,5 0,008

*em azul residuos carregados positivamente, em vermelho residuo com uma carga negativa (cadeia lateral) e

uma carga positiva, em verde residuo polar carregado positivamente e em preto residuos apolares.

De simulacgdes preliminares por dindmica molecular e de uma revisdo da literatura
recente sobre as Jeleinas surgiram as questdes abaixo, que sdo parte dos objetivos deste
trabalho.

)i Como as diferencas na sequencia primaria destes peptideos influencia sua

interagdo com mimeéticos de membrana?
1) Como as pequenas cadeias de Jeleina | afetam as bicamadas lipidicas?

I[1I)  Tendo um meio dependente do valor da carga liquida, a presenca da Histidina

pode influenciar o modo de a¢do dos peptideos de Jeleina?



2. METODOS TEORICOS

2.1 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR

Simulacdo por Dindmica Molecular (DM) é uma técnica cuja utilizacdo é muito
comum no estudo de proteinas, biomoléculas e em ciéncias dos materiais. Esta técnica
computacional fornece informagdes a nivel molecular do sistema em estudo, como se fosse

um microscopio virtual com resolucéo temporal.

Existem varios pacotes computacionais livres ou ndo que sdo utilizados para a
realizacdo das simulacdes por Dinamica Molecular, alguns mais utilizados para Peptideos e
Proteinas em ambientes miméticos de membranas e ricos em Carbono, outros mais indicados
para DNAs e RNAs. A escolha do pacote a ser utilizado é feita pelo usuario, considerando sua

necessidade e disponibilidade financeira.

Em seu principio basico, as simulacBes por Dinamica Molecular consistem em

considerar os atomos e moléculas do sistema estudado como se fossem esferas de van der

Waals. Conhecendo as coordenadas das posic¢oes (Z) e dos momentos (E) que especificam

cada atomo, pode-se escrever a Hamiltoniana como sendo a soma das energias cinética e

potencial do sistema:

H =20 oo, 211)

Na equacédo acima, N é o numero total de &tomos que constituem o sistema e m é a massa de

cada atomo.

A partir da equacdo 2.1.1 é possivel obter as equagdes de movimento de Newton que,

uma vez resolvidas, fornecem a evolucdo temporal de cada particula do sistema:

CLANGIA (60) Sy~ 2.12)
oX, OX, dt
H_p_g_dx (2.1.3)
op M at
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Estas equacdes sdo resolvidas para pequenos intervalos de tempo. A partir da razdo entre a
forca F,, que é a forca sobre o &tomo i no tempo t, e a massa do atomo i, tem-se a aceleracéo

da particula naquele instante. A razdo entre 0 momento da particula e sua massa, fornece sua
velocidade e posteriormente sua posi¢do. Dessa forma, a evolucdo temporal do sistema é
analisada e as coordenadas de posi¢do e velocidade das particulas sdo gravadas em intervalos
de tempo regular. Estas coordenadas, em funcdo do tempo, representam a trajetéria do
sistema, que posteriormente é analisada, fornecendo informacgdes sobre as caracteristicas de

natureza estrutural e ou quimica.

A distingdo entre os atomos que constituem o sistema em estudo, assim como a
representacdo do principio de exclusdo de Pauli, e também as formas de interacdo, seja via
ligacbes quimicas ou por interacdes entre atomos ndo ligados, sdo representadas nas
simulacdes por Dinamica Molecular através de um conjunto de parametros denominados

Campo de Forgas.

Os programas de dinamica molecular geralmente suportam varios tipos de campos de
forca que podem diferir entre si pelo fato de terem sido parametrizados para reproduzirem
diferentes propriedades da molécula. No entanto, em todos 0s casos seus parametros Sao
ajustados a partir de dados experimentais e de calculos quanticos. Alguns exemplos de Campo
de Forcas sio AMBER (PEARLMAN et al, 1995), o CHARMM (BROOKS et al, 1983), 0
GROMOS (VAN GUNSTEREN et al, 1987), 0 OPSL (KAMINSKI et al, 2001), entre outros.

As simulacOes apresentadas neste trabalho foram realizadas utilizando o pacote
computacional GROMACS, e o campo de Forcas do GROMOS96 (van Gunsteren et al.,
1996) com os parametros 43A1, 45A3 ou 53A6, dependendo da situagdo estudada. Neste, a
funcdo de energia potencial é descrita por quatro termos de potenciais correspondentes as
interacfes entre atomos quimicamente ligados e dois termos que representam as interagdes

entre atomos néo ligados, que sdo 0s atomos separados por trés ou mais ligagdes quimicas.

2.1.1 ENERGIA POTENCIAL

Como ja discutido, para a determinacdo das equacdes de movimento é essencial
conhecer a energia potencial total do sistema como funcéo das posi¢des dos atomos ou grupos
de &tomos que constituem o mesmo. A melhor maneira de se obter este resultado seria através

da resolugdo quanto-mecénica que determina a energia de menor estado dos elétrons do
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sistema, contudo, este método é muito custoso computacionalmente para sistemas que
contenham um grande nimero de 4tomos. Por isso, sdo utilizadas fun¢des potenciais classicas
para descrever a energia potencial total do sistema em estudo como a apresentada na equacao

abaixo:

Nb

V{{x}) = Z4Kbn(b —by,)? +Z K (COS6, —C056,)* +Z Ka(Gn =) +

n=1 n—l

ZKl}mmmmn5ﬂ+Z(“0n Cojq qu”' 2.1.1.1)

i< i r” i<j |]

-

Na qual se tem N como sendo 0 nimero total de &tomos do sistema, )(I parai=1,2,3,.., N

sdo o0s vetores correspondentes as posi¢des dos atomos, N, o numero de ligagbes quimicas,
N, o nimero de atomos entre os pares de ligagGes consecutivas, N, o nimero de angulos
diedrais improprios e N, o numero de angulos diedrais proprios. C,(i, ) e C4(i, J) sdo

constantes que dependem do tipo de atomo envolvido, g;a carga parcial de cada atomo e rja

distancia entre os atomosii e j.

Os dois primeiros termos da equacgdo 2.1.1.1 representam 0s potenciais quarticos, que
surgem devido a natureza vibracional das ligacbes covalentes, que permitem que o
comprimento e o tamanho dos angulos das ligacdes apresentem flutuacGes em torno de suas

posicoes de equilibrio.

O potencial de ligacdo entre dois &tomos covalentemente ligados é descrito em termos

do comprimento de equilibrio da ligagéo covalente (b, ) e da constante de ligagdo (K, ) que é

obtida atraves de estudos espectroscopicos
V, = 1K, (b2 —b.2)
" »(0” —hy")". (2.1.1.2)

De maneira analoga pode-se representar o potencial angular, responsavel por manter o

angulo entre trés atomos covalentemente ligados

Vv, =%K5(cose—coseo)2, (2.1.1.3)
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Na qual, & é o angulo entre as ligagdes num certo instante, &, é o &ngulo de equilibrio entre
as ligacbes e K, é a constante de forca da ligag&o, ou seja, a constante que determina o quéo
dificil é a distor¢do do angulo.

O terceiro termo da equacédo 2.1.1.1 € o potencial torcional improprio, que é necessario

para manter representacdo da estrutura tridimensional do conjunto dos 4&tomos centrados no

atomo de carbono, garantindo assim a estrutura tetraédrica dos atomos de carbono com
hibridagdo sp®. Isto é necessario porque somente os atomos de hidrogénio ligados & atomos

eletronegativos (oxigénio, nitrogénio) sdo considerados explicitamente, os atomos de
hidrogénio ligados a &tomos de carbono séo unidos a eles, ou seja, sdo considerados como um

anico atomo, essa simplificacdo é feita com o objetivo de diminuir o custo computacional.
Vv, =1k ( ) 2.1.1.4
& _E £ g_(:»go ( it )

Na equacéo acima, & é o angulo entre os planos definidos por i-j-k e j-k-1 (figura 2.1.1.1), &,

e 0 angulo de equilibrio e K, € a constante elastica de restituicdo do angulo de equilibrio.

Ce (D)

C (k)

Figura 2.1.1.1. Estrutura tetraédrica do carbono « . Nela &£ é o angulo entre i-j-k e j-k-I.

O quarto termo na equacdo 2.1.1.1 representa o potencial torcional proprio, que é uma
maneira de considerar a rotacdo em torno da ligagdo covalente entre dois atomos. Os angulos
de torcdo podem ser utilizados para especificar a conformacéo estrutural da cadeia peptidica.
Por exemplo, as principais modificacGes destes angulos ocorrem em torno das ligacfes N —
Ca (@) e Ca — C (V) (figura 2.1.1.2). A periodicidade deste potencial é dada por uma funcao
cosseno na qual n é o nimero de minimos para a tor¢do de uma ligagdo quimica, o a diferenga

de fase, que pode adotar valores 0° ou 180° ¢ ¢ o angulo diedral para a ligacdo central na
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série dos quatro atomos e K, € a constante que define a barreira de tor¢do (VAN

GUNSTEREN et al, 1996)

V, =K, [1+cos(ng-5)]. (2.1.1.5)

4

Figura 2.1.1.2. Rotacdo em torno da ligagdo covalente entre dois 4&tomos.

O quinto e sexto termos apresentados na equacdo 2.1.1.1 representam 0s potenciais
para as interagdes entre atomos ndo ligados, ou seja pares de atomos separados por trés ou
mais ligacGes quimicas, mas que de alguma forma interagem com os demais atomos do
sistema. Sendo o quinto termo um potencial tipo Lennard-Jones cuja parte atrativa total €
computada através da soma das contribuicGes das interacdes dipolo-dipolo, dipolo-dipolo
induzido, e de dispersdo, que sdo formadas pelos deslocamentos oscilantes das nuvens
eletronicas. Esta interacdo varia com o inverso da sexta poténcia da distancia de separagéo r e

é escrita da seguinte maneira:

vo_Cbi) (2.1.1.6)

onde Cq(i,j) € um coeficiente que depende da natureza dos atomos i e j e r;; € a distancia entre

os atomos i e j. O termo repulsivo do potencial de Lennard Jones torna-se importante e passa

a dominar as forgas quando a distancia entre um par de atomos € da ordem de r, +r;, onde r,

e r, sdo os raios da esfera de Van der Waals correspondentes aos atomos i e |

respectivamente. O termo repulsivo € introduzido para impedir a interpenetracdo das nuvens
eletronicas, respeitando o principio de exclusdo de Pauli, que proibe que pares de elétrons
com 0S mesmos NUMeros quanticos ocupem a mesma regido no espaco. A descricao completa

da repulsdo devido a interpenetracdo das nuvens eletrénicas requer um tratamento quantico. A
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forma usualmente utilizada para representar esse efeito nas interac@es € pela introducdo de um
termo empirico de potencial do tipo:

v =Sl.d) (2.1.1.7)

n
riyl-

Tipicamente, n é fixado em 12, de modo que para distancias pequenas de separagéo, o0 termo

« : « 1 1
de repulsdao domina o termo de atragao, pois —5 >>—.
r r

A soma dos termos de interacdo atrativa e repulsiva € denominada potencial de
Lennard Jones, e as constantes C dependem da natureza dos atomos envolvidos e estdo
associados a profundidade do poco e a distancia de separacdo entre os &tomos i e j para a qual

0 potencial torna-se nulo.

[
A W= 12

= 5
{repulsiva)

V (Kdimol)
o 4

-0zd | b TG
V~r*
(atrativa)

0,4

03 04 03 0,6
r{rmmy)

Figura 2.1.1.3. Representacdo do Potencial de Lennard Jones para o Carbono.

O ultimo termo da equacdo 2.1.1.1 representa as interacdes eletrostaticas entre 0s 4tomos ndo
ligados. O potencial de Coulomb é um potencial de longo alcance, proporcional ao inverso da

distancia, que surge devido a distribuicéo eletrénica dos atomos e € descrito por

V= z > f a9 | (2.1.1.8)

NI
Na expressdo acima ¢ e q; sdo as cargas parciais, que representam a distribuigdo eletronica

, . . , . . ~ ‘ ~ 1 e
dos atomos i e j, r é a distancia de separacdo entre eles e f é a relagdo . na qual &, € a
m
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permissividade do meio no qual se encontram as cargas. Esta permissividade normalmente é

escrita como mdltiplo da permissividade do vacuo, &,, que é igual a 8.854.107% J*C’m™ (Sl).
Dessa forma ¢, = €, &,, onde &, € a permissividade relativa ou constante dielétrica. O efeito

do meio pode ser muito grande: para a dgua ¢, =78, assim a energia potencial entre duas

cargas separadas pelo volume de agua € reduzida em quase duas ordens de grandeza

comparada ao valor que teria se as cargas estivessem no vacuo.

2.1.2 CONDICOES PERIODICAS

Considerando que uma simulacdo eficaz deve incorporar todas as caracteristicas do
sistema de interesse e que o objetivo de realizar uma simulacdo é entender o comportamento
de sistemas reais, os quais possuem da ordem de 10?° —10% particulas, e que nestes sistemas
o efeito da interacdo das particulas com as paredes do recipiente € desprezivel, utiliza-se o que
é conhecido como “Condigdes Periddicas (CP)”, que consiste basicamente em replicar varias
vezes 0 sistema em estudo de forma que ndo haja espagos ndo preenchidos entre as juncdes,
ou seja, a caixa original € transladada nas trés direcdes espaciais, formando uma rede, por
simplicidade mostrada no plano (figura 2.1.2.1).

Com a utilizacdo desta técnica quando um atomo se move na caixa original suas réplicas

se movem igualmente nas caixas imagens, durante o processo de simulacdo, dessa forma, se
um atomo (i) sai da caixa original, uma de suas imagens (i') entram pela face oposta,

mantendo assim constante o numero de 4&tomos na caixa original.

FIGURA 2.1.2.1. Esquema Bidimensional das Condi¢cdes Periddicas de Contorno.
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2.1.3 RAIO DE CORTE

A utilizacdo das condicgdes periddicas de contorno e o calculo da energia de interacdo
eletrostatica torna necessario o uso de outra técnica chamada de raio de corte, pois, as CPC
aumentam significativamente o numero de atomos que constituem o sistema em estudo,
consequentemente, hd um aumento no custo computacional para o calculo das interacdes para
os atomos nao ligados do sistema, devido ao grande nimero de termos que haveria para que
este calculo fosse feito. Para diminuir este custo, usualmente, define-se uma regido na qual,
essas interacBes sdo calculadas diretamente. Essa regido € delimitada por uma esfera de raio

r., denominado raio de corte, que em geral é utilizado no célculo das interacGes

Coulombianas e de Van der Waals. De acordo com ALLEN and TILDESLEY (1987), o raio

de corte é definido por: r_ < L/2, na qual L é o menor comprimento lateral da caixa, assim

evita-se a interacdo do soluto (proteina, peptideo, carboidrato) com as suas préprias imagens.

2.1.3. TRATAMENTO ELETROSTATICO

Como ja ressaltado, a utilizacdo das CPC aumenta significativamente o nimero de atomos
do sistema em estudo e consequentemente o custo computacional relacionado ao calculo das
interacGes entre estes atomos. Uma maneira de se corrigir isso é a utilizagdo do raio de corte.
Assim, os calculos diretos das energias eletrostaticas (equacdo 2.1.1.8) e das interacfes de van
der Waals séo realizados apenas para o conjunto de atomos que se encontram dentro da esfera
determinada a partir do raio de corte. Para a regido externa a esta esfera, as interagcdes de van
der Waals ndo sdo consideradas e as interagcdes eletrostaticas recebem um tratamento
eletrostatico diferenciado que pode ser do tipo PME (DARDEN et al, 1993 e Essmann U. et.
al, 1995), que é a correcdo utilizada neste trabalho, Reaction Field (TIRONI et al, 1995),
Cutoff (PALL; HESS, 2013), entre outros.

PME (Particle Mesh Ewald) é um método proposto para permitir o calculo da
interacdo eletrostatica de uma carga com todas as particulas carregadas que se encontram fora
do raio de corte, inclusive suas imagens. Em resumo, 0 método, ao invés de somar o potencial
de Coulomb entre a carga que se encontra no centro da esfera de raio de corte (r;) com todas
as outras particulas carregadas que se encontram fora desta esfera de corte, no espaco real, 0
faz no espaco dos momentos, fazendo uso de uma transformada de Fourier. O resultado

encontrado é retransformado para o espaco real.
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2.15 MINIMIZACAO DE ENERGIA

O primeiro passo para a realizacdo de uma simulacdo por Dindmica Molecular ¢é a
montagem da caixa de simulacdo. Para o caso de simulacbGes de peptideos em &gua ou
miméticos de membrana, é necessario, como j& observado, um arquivo de entrada que
contenha as posic¢des atbmicas do (s) peptideo (s). A caixa é montada com 0s componentes de
interesse e para se ajustar as posi¢fes atdmicas, relaxando os conflitos estéricos nos angulos,
entre as ligacbes quimicas e nos contatos de van der Waals, utiliza-se o processo de

minimizagao de energia.

A funcdo de energia potencial total de um sistema molecular (equagéo 2.1.1.1) é muito
complexa. Ela possui um ponto de minimo global e varios pontos de minimos locais, nos
quais todas as derivadas da funcao de energia potencial sdo zero e todas as segundas derivadas
sdo positivas. Devido ao elevado nimero de graus de liberdade das macromoléculas
biol6gicas, uma exploracdo completa da superficie multidimensional de energia é
praticamente impossivel. Uma maneira de explorar esta superficie se da pelo método de
minimizacdo da energia potencial deste sistema, que consiste basicamente em caminhar pela
superficie em estudo na diregdo em que a energia decresce, de maneira que o sistema é levado
para um ponto de minimo local. Este processo é realizado utilizando-se algoritmos de
otimizacdo classicos (tal como o Steepest Descent e o Gradiente Conjugado) que,
simplesmente, consistem na comparacdo do valor da funcdo de energia potencial em dois

vetores posi¢éo consecutivos. O vetor posicdo para 0 passo seguinte € dado por:

- - -

Xtz1 = Xt + A Xt (2151)

7 /e B - Ve - - - ~ 7 -
Na qual, t € o passo em analise e AX; €, inicialmente, uma perturbacdo aleatoria nas
coordenadas que estdo sendo otimizadas. Ha varias maneiras de se determinar o incremento

A X, uma delas é o emprego da primeira derivada da funcdo de energia potencial. Outra
maneira, mais sofisticada, emprega também a segunda derivada da funcdo de energia

potencial, que melhora bastante a taxa de convergéncia.

2.1.6 RESTRICAO DE POSICAQO

Apds a minimizagdo de energia é realizado um procedimento chamado de “Restricdo

de Posicdo”, neste, as moléculas de soluto que constituem o sistema tém suas posicdes fixas
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através da aplicacdo de constantes de forgas muito altas sobre cada um de seus atomos. Tal
procedimento é utilizado para relaxacdo do solvente, evitando conflitos estéricos entre

solvente e soluto e melhorando a distribuicéo orientacional do solvente.

2.1.7 DINAMICA MOLECULAR

Finalmente a Dindmica pode ser realizada, no entanto para que tenha a evolugédo
temporal do sistema em estudo € necessario realizar a integracdo das equac6es de movimento
representadas inicialmente pela Hamiltoniana do sistema. Para isso uma simples técnica
numeérica € utilizada, o método de “Summed Verlet” ou “Leap Frog” (VERLET, 1967), que é
um método de baixa ordem e possui excelentes propriedades de conservacdo de energia (em
sua forma, o0 método gera coordenadas que séo precisas até a terceira ordem em At ), e quando
potenciais do tipo de Lennard Jones estdo envolvidos, tende a ser considerado melhor que

outros métodos de ordem superior.

Assim, como em outros métodos de integragdo numérica, no algoritmo de “Summed
Verlet” as equagdes de movimento de Newton para cada atomo em cada passo de integracdo
sdo resolvidas. O processo que mais consome tempo computacional € o calculo das forcas
para a obtencdo das aceleragdes, este tempo depende de qudo complexa é a funcdo para a
energia potencial.

A formula de Verlet é obtida a partir da expansdo de Taylor da coordenada variavel,

em torno de t+§ e t—ﬂ,
2 2

/ (Hﬂj —v, )+ 20 (E} dzv‘z(t) (gj L ey
2 d \2) d? (2) 2

Fazendo a expansdo de v, (t — %) e subtraindo-a da equagéo 2.1.7.1, tem-se:

v (t+§j:\2£t—§J+mm. (2.1.7.2)
2 2 )"

(1) _F(%)
m

Sabe-se que , @ fazendo a devida substitui¢do na equagéo 2.1.7.2:
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v (t +§j _y (t —§j+mAt . (2.1.7.3)
2 2 m
Fazendo a expansio de X (t -+ At)
. e dx, (t) d?% (t) (At)
% (t+At)= % (t)+ s e (2.1.7.4)

E substituindo a equagdo 2.1.7.1 na equagéo 2.1.7.4 e desconsiderando os termos de ordem

superior, tem-se:
- - _ At
% (t+At)= % (t) +V (t +?)At : (2.1.7.8)

As equacbes 2.1.7.3 e 2.1.7.8 sdo calculadas de forma iterativa. No entanto, as
velocidades e as posicGes ndo podem ser calculadas ao mesmo tempo, como consequéncia, as
energias cinética e potencial ndo podem ser calculadas no mesmo instante. Esse problema

pode ser contornado calculando-se a velocidade no instante t como a média das velocidades

nos instantes [t +%) e (t —%).

2.2 METODO DE TROCA DE REPLICAS

Dindmica molecular com troca de réplicas (SUGITA et al, 1999; RHEE et al, 2003) é
um método usado para varrer o0 espaco conformacional de forma mais ampla,
especialmente se as possiveis conformacgdes do sistema estiverem separadas por barreiras

de energia, pois 0 método evita que o sistema fique preso em minimos locais.

Neste método, M copias (réplicas) do sistema, que ndo interagem entre si, sdo
simuladas de forma mais ou menos independente usando Dinamica Molecular ou Monte
Carlo, em diferentes temperaturas. Numa dada frequéncia durante a simulacdo, trocas
entre os pares de réplicas sdo realizadas obedecendo a uma probabilidade de transicdo
especifica. Considere dois sistemas vizinhos i e j, com temperaturas T; e T,
respectivamente, este método permite que estes sistemas mudem de configuracdo de tal
maneira que o sistema i muda para a temperatura T;, e 0 sistema j para a temperatura T;, de

acordo com a probabilidade de transig&o:
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KoT KT

]

P(iej):min[l,expﬁ ! ! }(Ui—Uj)D’ (2.2.1)

onde U; e U; séo as energias potencias instantaneas das replicas i e j antes da troca. S&o
testadas apenas as trocas de réplicas entre temperaturas vizinhas devido ao fato da razéo
de aceitacdo diminuir exponencialmente com a diferenca entre as duas temperaturas (T)
(SUGITA et al, 1999).

Apo6s a troca, as velocidades dos atomos do sistema sdo recalculadas a partir do

reescalonamento de seus momentos:

T

LI 222

P, T P (2.2.2)
TJ

p=\7 P, (2.2.3)

A tentativa de troca com todos pares possiveis em um passo nao é permitida. Se, por
um instante, as réplicas 1 e 2 trocarem, a chance de troca para as réplicas 2 e 3 nédo
depende apenas das energias delas, mas também da energia da réplica 1. No GROMACS
isto é resolvido tentando permutar todos os pares ‘impares’ em tentativas ‘impares’ e
todos os pares ‘pares’ em tentativas ‘pares’. Se tivermos quatro réplicas: 0, 1, 2 e 3,
ordenados por temperatura e tentarmos trocas a cada 3000 passos de dinamica molecular
(caso deste trabalho), os pares 0-1 e 2-3 serdo examinados a cada 3000, 9000, etc. e o par
1-2 a cada 6000, 12000, etc.

2.3 SIMULACOES DESTE TRABALHO

Neste trabalho foram realizadas simula¢Ges dos peptideos de Protonectinas e Jeleinas
em diferentes ambientes, entre eles, agua, micelas SDS e/ou bicamada lipidica.

As simulacGes em agua, apresentadas no Capitulo 3 sdo realizadas como um passo
preliminar para as simulagdes em ambientes mimeéticos de membrana, com o intuito de
investigar a formacdo de agregados entre 0s peptideos e obter uma estrutura que pode ser
utilizada como ponto de partida para as outras simulagdes.

As conformacdes obtidas para os peptideos em agua foram utilizadas para se montar

as caixas de simulacdo destes na presenca da micela de SDS. Para estas simulagdes (Capitulo
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4), caixas cUbicas com aproximadamente 7nm de aresta contendo uma micela de SDS
previamente formada (VALDER, 2010), os pares de peptideos, dgua e contra ions foram
montadas. A vantagem de se usar a micela de SDS como mimético de membrana consiste no
fato de se trabalhar com sistemas razoavelmente pequenos, que por sua vez devem ser menos
custosos computacionalmente. No entanto, sdo comuns questdes sobre como a micela se
assemelha ao meio de uma bicamada lipidica e como o estudo de peptideos no ambiente
micelar é relevante para a compreensdo das atividades bioldgicas. Apesar de as micelas
apresentarem um alto grau de curvatura, consistirem de curtas e simples cadeias e
deformarem-se com maior facilidade, uma propriedade essencial da micela é que ela fornece
um ndcleo hidrofébico e uma casca esférica hidrofilica que pode ter semelhanga quimica com

lipidios comuns.

A bicamada lipidica utilizada neste trabalho foi obtida através do processo de auto
arranjo, no qual uma caixa cubica com aproximadamente 10 nm de aresta foi montada,
contendo 90 moléculas de POPC, 38 de POPG, 38 ions Na e aproximadamente 4500
moléculas de &gua, todas colocadas aleatoriamente na caixa. Os arquivos de topologia para 0s
lipidios foram obtidos no site do grupo do Tieleman (http://www.ucalgary.ca/tieleman/). O
sistema foi equilibrado de acordo com o tutorial disponibilizado por Justin Lemkul em

(www.bevanlab.biochem.vt.edu/ Pages/Personal/justin/gmx-tutorials/membrane protein/

index.html). Apo6s 250ns, observou-se que o sistema apresentava-se em condicdes de

equilibrio e, por seguranca, a simulagéo foi estendida por mais 50ns.

As simulagdes dos peptideos na presenca da bicamada foram realizadas utilizando-se
esta membrana. Nestes sistemas, verificou-se apenas a influencia do pH do meio, da

concentracédo de peptideos.

2.4. CONDICOES DE SIMULACAO

Neste trabalho, foram realizadas simula¢des por Dindmica Molecular de peptideos de
Protonectinas e Jeleinas na presenca de agua, micelas de SDS e bicamadas lipidicas. Em todos
0S casos, 0 modelo utilizado para representar as moléculas de agua foi o “Simple Point
Charge (SPC)” (BERENDSEN, 1981), que é um modelo muito simples no qual a molécula de
agua é representada por trés centros pontuais de carga concentrada com predominancia de
carga positiva sobre os atomos de hidrogénio e de carga negativa sobre os atomos de

oxigénio. Todas as simulacGes foram realizadas no ensemble (N, P, T), no qual o nimero de
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particulas, presséo e temperatura foram mantidos constantes, o primeiro através das condi¢Ges
periddicas de contorno e os dois ultimos utilizando-se das técnicas de acoplamento de
Berendsen (BERENDSEN et al, 1984). Os algoritmos LINCS (HESS et al, 1997) e SETTLE
(MIYAMOTO et al, 1992) foram usados para restringir os comprimentos das ligacGes
quimicas existentes nos sistemas e a geometria apropriada da molécula de 4agua,

respectivamente.

Para diminuir o custo computacional envolvido no calculo das interagdes entre 0s atomos
gue constituem o sistema de interesse, utilizou-se a representacdo de atomo unido. Nesta,
apenas os atomos de hidrogénio ligados a 4&tomos eletronegativos, tal como o nitrogénio ou
oxigénio sdo considerados explicitamente. Os demais s&o tratados como unidos aos 4&tomos
n&o polares. E importante ressaltar que, os hidrogénios unidos aos 4&tomos néo polares néo sio
desconsiderados do sistema, pois sua massa é acrescida no atomo nao polar ao qual este esta
unido. Por exemplo, um grupo CH; é representado por uma Unica esfera de van der Waals,
cuja massa € igual a soma de seus componentes e seu raio é otimizado para considerar todo o

volume que deveria ser ocupado pelo grupo.

Em todas as simulacOes realizadas neste trabalho o N-terminal dos peptideos em estudo
foi tratado como um grupo carregado positivamente (NH3") e o C-terminal foi amidado. O
campo de forcas utilizado nos calculos de DM é o0 GROMOS 96 (VAN GUNSTEREN et al,
1996) com parametros 43A1 para as simulacdes em agua, o 45A3 (SCHULER et al, 2001;
SOARES et al, 2004) modificado por SAMMALKORPI et al, 2007 para as moléculas de SDS
e sem modificacBes para os peptideos e 0 53A6 com modificagdes propostas por BERGER et
al, 1997 para a bicamada lipidica de POPC e POPG sem alteracdes para os peptideos. A
restricdo de posicdo foi realizada para 1ns de simulacdo. O passo de integracdo para as
equacdes de movimento foi de 2 fs. CondicGes periddicas de contorno foram impostas nas
simulagdes com um raio de corte de 1,4 nm e a lista de vizinhos foi atualizada a cada 5 passos

de simulacao.

2.5. ANALISES

Para se obter as informacGes desejadas das simula¢fes por Dindmica Molecular é
necessario realizar a analise dos sistemas simulados. S&o vérias as opcOes de analise
oferecidas pelo pacote utilizado, no entanto, precisa-se avaliar quais as questdes a serem

respondidas e a partir delas buscar as melhores condicdes para respondé-las.
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No presente trabalho, foram realizadas simulages na presenca de varias moléculas de
peptideos, as vezes idénticas e outras vezes distintas. Tais simulagdes tinham como objetivo
identificar as possiveis interacdes entre moléculas nos diferentes meios (no caso, agua, SDS
ou bicamada lipidica). Para tal verificacdo, a primeira andlise a ser realizada é a medida da
distancia entre o centro de massa dos peptideos envolvidos que fornece dados que indicam se
hé a aproximacdao destes durante as simulagfes. A funcédo utilizado para tal analise é o g_dist.
A analise da distancia também é utilizada para identificar se ha a interacdo entre os peptideos
e a micela de SDS, para isso a distancia entre o centro de massa destes grupos é calculada.
Para saber se os peptideos estdo inseridos na micela, analisa-se em conjunto com a distancia o
raio de giro da micela, que é uma medida da distdncia média entre o centro de massa da
micela e os a&tomos de enxofre que constituem sua cabeca polar e pode ser obtida utilizando-se
a funcdo g_gyrate. Na situacdo em que se tem a bicamada lipidica, utiliza-se a o perfil de
densidade média da caixa para se obter as informacfes sobre a posicdo dos peptideos em
relacdo as cabecas polares dos lipideos. Nesta analise, computa-se a densidade de massa

através de um eixo escolhido da caixa com a funcdo g_density.

A informacéo sobre as distancias indica a proximidade ou ndo entre os peptideos ou
entre 0s peptideos e 0os miméticos de membrana, por isso, para avaliar as interagdes entre estes
sd0 necessarias outras andlises, tal como as interacdes via ligagdes por hidrogénio ou pontes
salinas. As ligagdes por hidrogénio sdo calculadas pelo pacote, utilizando-se a fungéo
g_hbond que obedece dois critérios. O primeiro é que a distancia entre 0 atomo doador e o
aceitador seja menor ou igual a 0,35nm e o segundo é que o angulo formado entre eles seja
menor ou igual a 30°. Para as pontes salinas, a funcdo utilizado € o g_saltbr, que depende
apenas da distancia entre um grupo carregado positivamente e um grupo carregado
negativamente, que deve ser menor o u igual a 0,3nm. Outra forma de identificar as interag0es
entre dois grupos do sistema é através do calculo das energias de Lennard Jones e Coulomb
(g_energy), as quais representam as interacbes de van der Waals e eletrostaticas,
respectivamente. Nas simulacGes das bicamadas lipidicas pode-se utilizar o célculo do
parametro de ordem para investigar se a presen¢a dos peptideos perturba de alguma maneira,
a ordem dos carbonos que constituem as cadeias acilicas dos lipideos, para isso, utiliza-se a
funcdo g_order. Ainda para as bicamadas lipidicas, pode-se calcular a area ocupada por cada
fosfolipidio, que para bicamadas compostas por um Gnico tipo de lipidio e sem a presenca dos
peptideos pode ser obtida simplesmente pelo calculo das dimensdes do plano perpendicular ao
eixo da bicamada e dividindo estas dimensdes pelo nimero de fosfolipidios encontrados na
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monocamada. Para o caso das simulagdes apresentadas neste trabalho, cuja bicamada lipidica
¢ formada por POPC e POPG, na propor¢do de 70:30 em volume, e peptideos foram
simulados na presenca desta, utilizou-se 0 método proposto por HOFSASS et al, 2003, que

considera as equacdes 2.4.1 e 2.4.2 para o calculo desta area.

A — 2Acx ( Vex—VH,0—VPoPG—Vpep ) 241
POPC Vex—VH,0 \N° de moléculas de POPC o
A — 2Acx ( Vex=VH,0—VPoPCc—Vpep ) 249
POPG Vex—VH,0 \N®de moléculas de POPG o

Nas equagOes acima, A, significa a area do plano da caixa perpendicular ao eixo da
membrana e pode ser obtida facilmente através das dimensdes dos eixos calculadas
utilizando-se a funcdo g_energy no pacote. O mesmo ocorre para V., que é o volume da caixa.
Vu,0 € 0 volume que a agua ocupa na caixa de simulacdo e pode ser obtido pela simples
multiplicacdo do numero de moléculas de agua que constituem o sistema pelo fator
0,0312nm?® que é o volume ocupado por uma molécula de 4gua do tipo SPC. O Vyep (Volume
dos peptideos) é obtido através das simulacdes dos peptideos em agua, assim como 0s
volumes do POPC (Vpoppc) Ou POPG (Vppps) que sdo obtidos atraves da simulacdo da

bicamada livre de peptideos.

Além das analises que nos permitem verificar se ha e como se manifestam as
interacBes entre os peptideos e entre os peptideos e os miméticos de membrana, também é
possivel acompanhar o padrdo estrutural dos peptideos nos diferentes meios. O perfil de
estrutura secundaria de cada residuo de aminoacido do peptideo em funcdo do tempo de
simulacdo pode ser obtido pela fungdo do_dssp que € uma interface do GROMACS. Nesta
interface, as diferentes estruturas secundarias que podem ser adotadas pelos peptideos sdo
caracterizadas a partir de distancias, angulos, e ligacdes por hidrogénio formadas entre os

atomos envolvidos, para maiores informacodes, consulte KABSCH and SANDER, 1983.

Outra andlise realizada neste trabalho é o calculo da barreira de energia livre para a
passagem de &gua através da bicamada lipidica. Para o célculo desta, é utilizada a equagéo
2.4.3, na qual AF representa o valor da energia livre, k é a constante de Boltzmann, T é a
temperatura, que neste caso é 300K e p é a densidade de moléculas de &gua atraves do eixo da
membrana normalizada, pois ao normalizar esta densidade, obtém-se uma densidade de
estados com valores entre 0 e 1, onde O representa que ndo ha probabilidade de se encontrar
agua na regido observada e 1 é 0 maximo desta probabilidade. O mesmo procedimento foi
utilizado por APPELT et al, 2005.
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AF = —kT In(p) 243

As simulac@es utilizando o método de troca de réplicas séo eficientes para varrer o
espaco conformacional do sistema em estudo, e a partir destas pode-se obter a superficie de
energia livre do sistema em funcdo de duas coordenadas de reacdo. Varios métodos tém sido
utilizados para calcular as mudancas na energia livre entre moléculas que interagem entre si e
investigar as estabilidades relativas de diferentes estados conformacionais de moléculas. Tais
calculos sdo especialmente importantes para o0 entendimento entre as relagBes estrutura-
funcdo nas interagcGes biomoleculares, promovendo a base para a modelagem de novas drogas
(KUMAR , 1992). O método dos histogramas consiste em determinar a densidade de estados
a partir de varios histogramas, coletados em diferentes temperaturas. O programa que
implementa 0 método de analise dos histogramas ponderados (Kumar, et al. 1995) em uma e
duas dimensbes ¢ o WHAM. Ele é um codigo livre e aberto e pode ser encontrado em

(http://dasher.wustl.edu/alan/). As idéias basicas do método estdo descritas abaixo.

A probabilidade P(E) de gerarmos um estado com energia E é dada por:

Q(E)e”™

PE)=""—

 Z-YOEE" 2.4.4

onde Q(E)é a densidade de estados com energia E, que é a grandeza a ser determinada. Uma

estimativa para a probabilidade P(E) pode ser obtida através dos dados de uma simulac¢do na

qual se armazena o histograma de energias N(E) num total de n medidas da energia E. Assim,

pE) = NE) 245
n
Considere R simulaces feitas em diferentes temperaturas. A simulacéo i é realizada na
temperatura T; = /4. Uma estimativa da densidade de estados, oriunda da simulacéo i €

N(E) Z 2.4.6
n e’f

Q(B)=

Um calculo preciso da densidade de estados, que independesse da temperatura, poderia ser
obtido, se fosse possivel realizar nimero extremamente grande de simulages, feitas na
temperatura T;, mas que varresse todo o dominio de energias relevantes do sistema. Tomando

a média dos histogramas nas diferentes simulacdes seria possivel obter
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N(E) Z 2.4.7

O(E) = -
n €

Obviamente, esse nimero de simulagGes € proibitivo, o que torna N (E) uma grandeza

desconhecida. Entdo, a estratégia a seguir consiste em realizar um numero R, relativamente
modesto, de simulagcdes em diferentes temperaturas, que cubram o dominio de energias
relevantes para a descri¢do do sistema. Agora o objetivo é calcular uma média ponderada das
R estimativas da densidade de estados, obtidas por (2.4.6). Ou seja, obter 0s pesos wi, que

permitam calcular a média ponderada abaixo:

WO (E
o(E) - ;ﬁ.( 24.8
W,

j=1

Vamos assumir que o erro AN, (E) relativo ao histograma i seja proporcional a \/N (E), ou

seja, que os histogramas sigam, aproximadamente, a distribuicdo de Poisson, ou mesmo,
aproximadamente, que os histogramas sejam gaussianas. Nesse Ultimo caso, pode-se mostrar
2

que a média ponderada (com pesos w;) de uma grandeza, tem sua variancia ¢ minimizada

se w =1/ . Portanto, os erros relacionados com a densidade de estados Q. (E), devido aos

erros AN, (E) dos histogramas é

_AN(E) Z__N(E) Z

n e** n e’

249

Agora € possivel fazer a media ponderada (2.4.8). Usando w =1/5" e as expressoes (2.4.9) e

(2.4.6), chegando-se a expressdo

Q(E) = YN(E)JIN(E)/nllZ/e”] >N(E) 2.4.10
2N (E) > nze’"

onde foi usada a expressdo (2.4.7) para substituir a grandeza desconhecida N.(E). Deve-se
notar que a expressdo (2.4.10) ainda ndo e util, pois as fungBes de particdo Z; séo

desconhecidas. Porém, a funcéo de particdo é dada por

Z =Y Q(E)e”* 2.4.11
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Agora, as equac0es (2.4.10) e (2.4.11) sdo iteradas de forma autoconsistente. . Ou seja, parte-
se de valores arbitrérios para as funcbes de particdo Zi, que, usadas na expressao (2.4.10)
permitem obter (XE). Este, por sua vez, inserido em (2.4.11) leva a novos valores para Z, e
assim sucessivamente até que os valores das fungBes de particdo Z,, ndo variem

significativamente.



RESULTADOS

3. SIMULACOES EM AGUA

Neste trabalho, as simulacbes em &gua, constituem um passo preliminar para as
simulagdes em sistemas que mimetizam o ambiente de membrana, tais como, a micela de
SDS ou bicamadas lipidicas. Assim, 2 ou 4 peptideos, em estrutura em alfa hélice ideal,
inicialmente separados por aproximadamente 3nm, sdo colocados na caixa de simulacdo e
solvatados com moléculas de agua e contraions em quantidade suficiente para neutralizar a
caixa, 0 sistema € entdo submetido a simulagdo por Dindmica Molecular. Essas simulacdes
sdo utilizadas para estudar as configuracbes dos peptideos em ambientes hidrofilicos e
identificar a possivel formacdo de agregados entre eles. Estas configuragdes em agua seréo
utilizadas como pontos de partida nas simulacbes em micelas (Capitulo 4) e bicamadas

lipidicas (Capitulo 5).

As simulagdes em agua serdo divididas em quatro secdes, tal como mostrado na tabela abaixo.

Tabela 3.1:Simulagdes que serdo apresentadas ao Capitulo 3

Sec¢do 3.1 | Peptideos de Protonectina e Protonectina/Protonectina 1-6

Sec¢do 3.2 | Peptideos de Jeleina | mimetizando o pH 5.5¢e 7.0

Sec¢do 3.3 | Pares de Peptideos de Jeleina I, 11, Il e 1V, respectivamente.
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3.1. PEPTIDEOS DE PROTONECTINA E PROTONECTINA/PROTONECTINA 1-6

Nesta secdo sdo apresentadas duas simulagBes em &gua: a primeira contendo uma
molécula de Protonectina e uma de Protonectina 1-6 que representard a mistura destes dois
peptideos. A segunda simulacdo contendo duas moléculas de Protonectina que representara 0s
peptideos puros. Para ambas as simulacbes foi montada uma caixa cubica de
aproximadamente 5.5 nm de aresta, contendo os peptideos de interesse, agua e contra ions em
guantidade suficiente para garantir a neutralidade da caixa. A conformacéo inicial utilizada
para os peptideos de Protonectina foi uma o-hélice ideal obtida utilizando-se o programa
RIBOSOME V 1.0 (R. Srinivasan, RIBOSOME — Program to build coordinates for peptides
from sequence, Johns Hopkins University, Jenkins Department of Biophysics
http://roselab.jhu.edu/~raj/Manuals/ribosome.html) e para a Protonectina 1-6 uma

conformacdo aleatoria, pois esta € muito pequena para adotar qualquer forma de estrutura
secundaria. Os residuos de lisina dos peptideos foram protonados e os C-terminais foram
amidados, o que resultou numa carga liquida de +2 para cada Protonectina e +1 para a
Protonectina 1-6. Os peptideos foram dispostos de forma a estarem separados por

aproximadamente 2,5 nm e cada sistema foi simulado por 150ns.

RESULTADOS

A anélise do perfil de estrutura secundéria dos peptideos que compdem as simulagdes
em questdo e apresentada na figura 3.1.1, dela é possivel perceber que em todos 0s casos 0s
peptideos deixam a conformacéo inicial logo nos primeiros nano segundos e passam a
assumir conformaces aleatdrias tal como é esperado para peptideos curtos e anfipaticos em
solucgdo aquosa.
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Figura 3.1.1:Padrdes de estrutura secundaria para os peptideos nas simulac¢des (a) Protonectinas. (b)
Protonectina/Protonectina 1-6. No eixo vertical é apresentado o nimero de residuos de aminoacidos
presentes na caixa de simulacdo. Note que este nimero é continuo, sendo em (a) de 1 a 12 a
representacdo do peptideo de Protonectina e de 13 a 18 o peptideo de Protonectina 1-6, em (b) de 1 a
12 tém se a representacdo de um dos peptideos de Protonectina e de 13 a 24 o outro. No eixo x pode-
se acompanhar o tempo de evolu¢do das simulagBes. As cores representam a estrutura secundéaria
adotada pelo residuo de aminoacido sendo que o vermelho representa folha beta, branco representa
estruturas aleatdrias, o azul representa alfa hélice, verde representa bend que sdo regides com alta
curvatura, o preto representa b-bridge que é representada por um Unico par de ligacdo de hidrogénio
formador de folha beta e o representa turn que sdo regides de aminoacidos separados por

até 5 ligagbes peptidicas e que se curvam permanecendo distantes por até 7A.

Para ser verificada se ha a aproximacao entre os peptideos a distancia entre 0s centros
de massa destes em funcdo do tempo de simulagdo foi calculada e é apresentada na figura
3.1.2 (a). O resultado indica que em ambas as simulacdes a aproximacdo dos peptideos &
rapida (aproximadamente 20ns) e a situacdo na qual se tem duas moléculas idénticas de
Protonectina apresenta, em praticamente todo tempo de simulacdo, as menores distancias
observadas entre os centros de massa dos peptideos. Além disso, verifica-se que para a
simulacdo da mistura de peptideos (Protonectina/Protonectina 1-6) hd um comportamento
oscilatorio da distancia de separacdo dos peptideos, pois ora estes estdo proximos e ora

apresentam-se distantes.



45

Protonectina/Protenectina ; _
ProtonaclinaiProtonacting 1-6 15- (B) Protonectina/Protonectina
£ 12
[+
s ‘Eiu -
E § o
‘l."ﬂ-.. | = :‘l-
.E IE D i i : i
b= @ 1540 30000 60000 90000 120000 150000
e
2 | i % 124 (c) Protonectina/Protonectina 1-6
(= b.ll FoohA L ,._.. ”-_’f,-. g :
SR ™ A | § . —_
N R I
ﬂ 31 P e ik
| T T a T 1 °z 3_ ¢ .ﬁ |.|ﬁ.l'r ! 'li"ltt ﬂuiﬂlﬂ.ﬁ'l‘j"l
0 30000 60000 S0O000 120000 150000 5 0000 60000 0000 120000 150000
Tempo (ps) Tempo (ps)
Figura 3.1.2: Distancias entre os centros de Figura 3.1.3:Numero de ligagbes por Hidrogénio
massa dos peptideos em fun¢éo do tempo de entre os peptideos em funcdo do tempo de
simulacgdo. simulacéo.

A pequena distancia entre os centros de massas dos peptideos em ambas as simulagdes
sugere a possibilidade de ligacGes por hidrogénio intermoleculares. A figura 3.1.3 mostra que
em ambos 0s casos 0s peptideos interagem entre si através de ligacGes de hidrogénio, e que as
interacdes entre Protonectinas puras (figura 3.1.3 (a)) s&o mais numerosas que as interag0es
entre Protonectina e Protonectina 1-6 (figura 3.1.3 (b)). O ndmero médio de ligacbes de
hidrogénio entre os pares de peptideos em funcdo do tempo de simulacdo é de 5,4 e 2,0,
respectivamente. Também foi observado, em ambas as simulagdes, que 0s grupos que formam
estas ligacOes ndo sdo permanentes, ou seja, ao se investigar quais grupos seriam 0s
envolvidos nas ligacOes de hidrogénio intermoleculares ndo se encontrou um mesmo grupo
que permanecesse por um periodo de tempo significativo. Estas ligacdes por hidrogénio sdo

intermitentes.

A disposi¢do adotada pelos peptideos (figura 3.1.4), observada no fim das simulaces,
sugere que além da proximidade entre eles um se curva sobre o outro, provavelmente na
tentativa de proteger seus grupos hidrofobicos. A associacdo entre os peptideos minimiza seus
contatos com a agua. Isto é indicado pela reducdo da area hidrofobica acessivel ao solvente
que é aproximadamente 10% menor para a situagdo em que sdo simulados os peptideos de
Protonectina com Protonectina 1-6 e 18% menor para o caso das Protonectinas puras, ambas
medidas em relacdo a situacao anterior a agregacao. O processo de associacdo, em ambos 0S
casos, também reduz em aproximadamente 50% o numero de moléculas e agua que é

encontrado na primeira camada de hidratagio (aproximadamente 4A).
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Os resultados apresentados sugerem que a associacdo em agua é causada por forgas
hidrofdbicas, juntamente com liga¢des por hidrogénio.

(b)

[y N dormenal

Figura 3.1.4:Conformac0es finais obtidas para os peptideos das simula¢des em &gua. (a)

Protonectina (verde) e Protonectina 1-6 (azul). (b) Protonectinas puras.
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3.2. PEPTIDEOS DE JELEINAIEMPH5.5E 7.0

Nesta secdo serdo apresentadas quatro simulagcdes contendo 2 ou 4 moléculas de Jeleina |
e mimetizando o pH 5.5 ou PH 7.0, tal como apresentado na tabela 3.2.1. Para todas as
simulacBes uma caixa cubica de aproximadamente 5.5 nm de aresta foi construida contendo
0s peptideos de interesse inicialmente separados por aproximadamente 3 nm, e em a-hélice
ideal (obtida pelo programa RIBOSOME V1.0 — Program to build coordinates for peptides
from sequence, Johns Hopkins University, Jenkins Department of Biophysics

http://roselab.jhu.edu/~raj/Manuals/ribosome.html), 4gua e contra ions. As diferencas de pH

sdo simuladas através da condicdo de protonacdo das histidinas presentes nos peptideos.
Sendo que para a situag@o que representa o pH 5.5 todas as histidinas foram protonadas. Nas
simulagfes que representam o pH 7.0 somente 50% das histidinas presentes foram
protonadas. As simulacdes contendo 2 peptideos foram rodadas por 100ns. Para as simulacdes
contendo 4 peptideos o tempo de simulacdo foi de 100ns (pH 7.0) e 200ns (pH 5.5), nestas
simulacdes, os peptideos foram sendo acrescentados separadamente, ou seja, tinha-se
inicialmente 2 peptideos na caixa, entdo um terceiro foi adicionado, e, apds se observar a
interacdo do terceiro peptideo com os demais através de ligagGes por hidrogénio, o quarto foi
adicionado. No caso do pH 5.5 levou-se mais tempo para se observar a interacdo do quarto
peptideo com os demais, por isso, 0 tempo mais longo para esta simulacdo e suas anélises

serdo apresentadas de 100 a 200 ns.

Tabela 3.2.1:Simulagdes dos peptideos de Jeleina | representando o pH 5.5 ou 7.0

Nomenclatura da Quantidade de Carga liquida Carga liquida pH Tempo de
Simulacéo moléculas de de cada total dos simulado | simulag&o (ns)
Jeleina | peptideo peptideos
So-pHs 5 2 +3 +6 5.5 100
Sa-pHs 5 4 +3 +12 5.5 200
So-pH7.0 2 +2,5 +5 7.0 100
Sa-ph7.0 4 +2,5 +10 7.0 100
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RESULTADOS

A distancia entre os centros de massa dos peptideos como funcdo do tempo de
simulacdo para as simulacdes com dois peptideos em pH 5.5 (preto) ou pH 7.0 (vermelho) foi
calculada e é apresentada na figura 3.2.1. Sua anélise permite verificar que a aproximacao das
moléculas de Jeleina | é mais rapida na simulagdo SypH7o Que Na Spphss, Nas quais 0S
peptideos levam aproximadamente 10 ns e 30ns, respectivamente para se aproximarem. Além
disso, ap0s a aproximacdo, as moléculas se mantém mais préximas em pH 7.0 se comparadas

com os resultados em pH 5.5.
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Figura 3.2.1: Distancia entre os centros de massa dos peptideos em fungdo do tempo de simulagao.

Em preto, simulacdo S;.pus.s € em vermelho, simulagéo S;.pn7.0.

O Perfil de Estrutura Secundaria adotado pelos peptideos nas quatro simulacbes é
apresentado na figura 3.2.2. Dela verifica-se que para todas as simulagbes os peptideos
deixaram rapidamente a conformacédo em alfa hélice ideal e adotaram conformacdes aleatorias
ou em folhas beta. Percebe-se ainda que em pH 5.5 ha uma maior dificuldade para os
peptideos alcancarem alguma outra forma de estrutura secundaria em relagdo ao pH 7.0, que
em sua grande maioria apresenta conformacdes em folha beta. Verifica-se também que em pH
5.5, 0 aumento na concentracdo dos peptideos pode auxiliar a obtencdo da estrutura

secundaria, embora esta em menor quantidade que em pH 7.0.
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pH7.0- (C) Sa-pus.s. (d) Sapnz.0. NO eixo vertical o nimero de residuos de aminoécidos presentes na
caixa de simulagdo, sendo de 1 a 9 o primeiro peptideo de Jeleina I, de 10 a 18 o segundo, de 19 a
27 o terceiro e de 28 a 36 0 quarto. No eixo x pode-se acompanhar o tempo de evolucéo das
simulacdes. As cores representam a estrutura secundaria adotada pelo residuo de aminoéacido, no

qual o vermelho representa folha beta, branco representa estruturas aleatérias, o azul representa

permanecendo distantes por até 7A.
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Figura 3.2.2: Padrdes de estrutura secundaria para os peptideos nas simulag6es (a) Sz.pns.5. (D) So.

alfa hélice, verde representa bend que sdo regifes com alta curvatura, o preto representa b-bridge
que é representada por um Unico par de ligacdo de hidrogénio formador de folha beta e o

representa turn que sdo regides de aa separados por até 5 ligagbes peptidicas e que se curvam
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Para identificar a possivel interacdo entre os peptideos, o numero de ligacbes por
hidrogénio entre os pares ou quartetos de moléculas foram calculadas e sdo apresentadas na
figura 3.2.3. Pela figura observa-se que para todas as simulacGes ha a interacdo entre 0s
peptideos através de ligagdes por hidrogénio. Em Sypnss (figura 3.2.3 (a)) a média de
LigacOes de Hidrogénio entre os peptideos é de 3,4 + 1,5, em Sy pn7o (figura 3.2.3 (b)) essa
média sobe para 5,1 + 1,3. Ambas obtidas de 30 a 100ns do tempo total de simulacdo. Na
simulagdo Ssphss (figura 3.2.3 ()) a média de Ligagdes de Hidrogénio entre os peptideos é de
9,6 + 2,5, em S4.pn70 (figura 3.2.3 (d)) essa média é de 13,3 = 2,0 calculadas sobre todo o
periodo evidenciado na figura. Embora, em média, o nimero de pontes de hidrogénio entre 0s
peptideos nas simulacGes em pH 7.0 seja maior que para simulacfes em pH 5.5, se seus
respectivos erros forem considerados, verifica-se que a interacdao por ligacdes de hidrogénio

entre os peptideos é semelhante para ambas as simulacdes.
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Figura 3.2.3: Numero de ligag6es por hidrogénio entre os peptideos de Jeleina | como fungéo do

tempo de simulagdo. (a) Sz-pns.s. (D) S2-pr7.0- (€) Sa-prs.s. (d) Sa-prz.o.

As conformagdes finais obtidas de cada uma das simulagdes sdo apresentadas na
figura 3.2.4 com destaque para os residuos carregados. As diferentes moléculas de Jeleina sdo
representadas por diferentes cores e nomeadas por J1, J2, J3 e J4. Do lado esquerdo (a, c, €)
da figura sdo apresentados os resultados para as simulagdes em pH 5.5 e do lado direito (b, d,
f) as simulacdes em pH 7.0. Nota-se pela comparacéo entre (a) e (b), cujas simula¢Bes foram
realizadas para dois peptideos, que em pH 5.5 (a) os peptideos se associam lateralmente de
forma antiparalela, enquanto que para a situacdo em pH 7.0 (b) a associa¢do também ocorre
lateralmente, porém de forma paralela. A distribuicdo dos 4 peptideos em pH 5.5 parece

formar um aglomerado circular com um nuacleo hidrofébico, a figura (c) mostra a vista
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paralela a um eixo perpendicular a este nicleo. Dela pode se observar que os 4 peptideos se
associam de forma a manter as cadeias laterais de seus residuos carregados expostas a0 meio
aquoso e tentam proteger seus grupos apolares voltando-os para o nucleo hidrofébico. A
simulacdo dos 4 peptideos em pH 7.0 (figura (d)) mostra que eles associam-se dois a dois
paralelamente, aparentemente ndo formam um aglomerado que proteja tdo eficientemente
seus grupos apolares tdo como no caso anterior. As figuras (e) e (f) sdo a projecéo lateral

destes aglomerados.
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Figura 3.2.4: Conformagcdes finais obtidas para os peptideos de Jeleina I. A esquerda simulagées em
pH 5.5 e & direita simulacBes em pH 7.0. (@) S;.pus.s5. (B) Sa-pu7.0- (C) Vvista a partir de um pano
paralelo ao eixo que corta perpendicularmente o nicleo hidrofébico de S, puss. (d) 0 mesmo para S,.
ph7.0. (€) vista lateral do aglomerado formado pelos peptideos da simula¢éo Ss.pus 5. (f) vista lateral

do aglomerado formado pelos peptideos da simulagdo Sa.pn7.0.
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3.3. PEPTIDEOS DE JELEINA I, 11, 1l E IV PUROS

Nesta secdo serdo apresentadas quatro simulacdes em agua (tabela 3.3.1), cada uma
contendo duas moléculas idénticas de Jeleina I, IL, III ou IV inicialmente em o — hélice ideal,
obtidas pelo programa RIBOSOME e protonadas de forma a mimetizar o PH 5.5. Para cada
simulacdo, uma caixa cubica de aproximadamente 7 nm de aresta contendo as duas moléculas
de Jeleina, agua e contra ions suficientes para promover a equilibracao do sistema foi montada

e submetida a 200ns de simulagdo por Dindmica Molecular.

Tabela 3.3.1:Simulagdes dos pares de peptideos de Jeleina I, II, Il ou IV
) NUmero de Tempo de
) Peptideo Sequéncia )
Simulacéo . ) . peptideos <Q> | <H> Simulacéo
Simulado Primaria .

simulados (ns)

Sl-w Jeleina | PFKISIHL-NH, 2 +3 | 0,096 200

Sl-w Jeleina 1l TPFKISIHL-NH, 2 +3 | 0,066 200

SHI-w Jeleina 111 EPFKISIHL-NH, 2 +2 | 0,017 200

SIV-w Jeleina IV TPFKISIH-NH, 2 +3 | 0,008 200

RESULTADOS

As simulagdes em &gua sdo utilizadas para verificar se ha alguma forma de interagdo
entre as moléculas de peptideos em ambientes hidrofilicos. Como uma primeira analise de
interacdo, verificou-se a distancia entre os centros de massa das moléculas dos peptideos de
Jeleinas (figura 3.3.1). Desta analise pode-se verificar se hd a aproximacao entre os peptideos
e que os peptideos de Jeleina Il e 111 levam mais tempo para se aproximarem gue 0s demais.
Verifica-se ainda que a partir de aproximadamente 130 ns os peptideos, em todas as
simulacdes, ja estdo proximos, por isso algumas analises apresentadas nesta secdo sao
realizadas de 130 a 200ns.
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Figura 3.3.1: Distancia entre os centros de massa dos peptideos como funcdo do tempo de
simulacdo. Em preto, distancia entre os centros de massa das moléculas de Jeleina I (SI-w), em
vermelho a mesma medida para as moléculas de Jeleina Il (SI1-w), em verde para as moléculas de

Jeleina I11 (SI11-w) e em azul para as moléculas de Jeleina IV (SIV-w).

Por ndo ser conhecida a estrutura de NMR destes peptideos, optou-se por partir de alfa
hélices ideal no inicio das simulagdes. A conformacdo estrutural adotada pelos peptideos ao
longo das simulacfes € acompanhada atraves das analises de padrdes de estrutura secundaria
que sdo apresentadas na figura 3.3.2. Para as Jeleinas | (a), observa-se que a alfa hélice
original é perdida na minimizacdo de energia para um dos peptideos e antes dos primeiros
20ns de simulacdo para o outro, em ambas, uma ligeira tendéncia de formacao de folhas beta
a partir de 120ns e observada. Para as Jeleinas Il (b) observa-se uma maior permanéncia de
estruturas em alfa hélice se comparadas com os resultados para as Jeleinas I (a), estruturas em
turn, turn com b-bridge e bends também sdo observadas com grande frequéncia para esses
peptideos. As Jeleinas Il (c) sdo os peptideos que apresentam a maior propensao de alfa
hélice em &gua, com relacéo aos quatros tipos estudados. Por fim, as Jeleinas IV (d) deixam a

conformacdo em alfa hélice e adotam conformacg6es em bend até o fim da simulacéo.
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Figura 3.3.2: Padrdes de estrutura secundaria, como funcdo do tempo de simulacdo, para as
simulacgdes dos diferentes pares de Jeleinas. (a) Jeleinas | (SI-w). (b) Jeleinas Il (SII-w). (c) Jeleinas
I (SH-w). (d) Jeleinas 1V (SIV-w). No eixo vertical é apresentado o nimero de residuos de
aminoacidos presentes na caixa de simulacdo. Note que este nimero é continuo sendo em (a) de 1 a
8, um dos peptideos de Jeleina | e de 9 a 16 o outro. O mesmo ocorre em (d) no qual temos o par de
peptideos de Jeleina IV. Em (b) de 1 a 9 tém-se um dos peptideos de Jeleina Il e de 10 a 18 o outro.
O mesmo ocorre para (c) no qual temos o par de peptideos de Jeleina I1l. No eixo x pode-se

acompanhar o tempo de evolucdo das simulagdes.

Para se gerar informagfes sobre a possivel interacdo entre os peptideos foi verificado
se quando proximos eles formavam pontes de hidrogénio intermoleculares e os resultados séo
apresentados na figura 3.3.3. Desta figura verifica-se que, apds se aproximarem, as Jeleinas
interagem entre si através de ligacGes por Hidrogénio. O nimero médio de ligagdes entre 0s
peptideos, calculado de 130 ns a 200 ns, é de 4,4 + 1,1 para a simulagdo do par de Jeleinas |
(Sl-w); 2,2 + 1,1 para a simulacdo das Jeleinas Il (SII-w); 2,1 £ 1,1 para a simulacdo das

Jeleinas 111 (SHI-w) e 3,4 + 1,4 para a simulacdo do par de Jeleinas IV (SIV-w).
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Figura 3.3.3: Numero de liga¢gBes por hidrogénio entre os pares de peptideos de Jeleinas como

funcéo do tempo de simulacéo. (a) SI-w. (b) SlI-w. (c) SllI-w. (d) SIV-w.

A figura 3.3.4 contém as conformacdes iniciais e finais das simulacdes apresentadas
nesta secdo. Dela verifica-se que os peptideos de Jeleina I, aparecem individualmente em
estrutura aleatoria, no entanto, associam-se de forma analoga a formacéo de uma folha beta
antiparalela. Os peptideos de Jeleina 1l e Il buscam individualmente conformacGes
estruturadas, o que reduz a interacdo intermolecular entre eles. As Jeleinas 1V, também néo
sdo capazes de manter uma conformacdo estruturada, 0 que permite uma maior associacao
entre suas moléculas (representada pelo maior nimero de ligagcBes por hidrogénio

intermoleculares em relagdo as Jeleinas 11 e 111).
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4. SIMULACOES EM MICELAS DE SDS

Moléculas de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) podem formar, em solucéo aquosa e em
condi¢cbes de concentracdo, pH, temperatura e forca i6nica adequados, aglomerados
micelares pois possuem caracteristicas anfipaticas, sendo suas cabecas polares e suas caudas
apolares. Essas micelas anidnicas mimetizam o ambiente da membrana de células
procariontes e sdo usadas como modelo no estudo da interagdo de peptideos antimicrobianos

com membranas de bactérias.

Simulacgdes na presenca de micelas de SDS tém alguns beneficios como, por exemplo,
0 baixo custo computacional se comparado com simula¢fes em bicamadas lipidicas, pois
apresentam um numero reduzido de atomos. Micelas anibnicas apresentam algumas das
caracteristicas essenciais para a interacdo com peptideos, como a regido das cadeias
hidrofébicas, a camada hidrofilica composta pelas cabecas polares e a interface entre a
superficie e 0 meio aquoso. No entanto o alto raio de curvatura, as cadeias alquilicas Unicas e
a facilidade de deformagdo podem ser levados em conta como limitagio do modelo
(KHANDELIA et al., 2006; WANG et al., 2010).

Nas simulagdes apresentadas neste capitulo, caixas cubicas com arestas entre 6,5 e 8
nm foram montadas, contendo a micela pré-formada com 65 moléculas de SDS tal como foi
obtida por VALDER, 2010, moléculas de agua do tipo SPC (BERENDSEN et al, 1981) em
quantidade suficiente para garantir a densidade da agua, um par de peptideos e contra ions.
Este modelo de micela estd em boa concordancia com os dados da literatura, considerando o
numero de monémeros de SDS (JUSUFI et al, 2008; QUINA et al., 1995; ZANA, 2005), a
excentricidade, o raio micelar e a area (BRUCE et al., 2002; MACKERELL, 1995; RAKITIN
and PACK, 2004; SHANG et al., 2008). A conformac&o inicial do par de peptideos utilizados
foi obtida de frames representativos das simulacBes em &gua (capitulo 3) cujos peptideos
apresentavam-se associados atraves de ligacBes por hidrogénio. Estes peptideos foram
inicialmente colocados, no meio aquoso, paralelamente a superficie da micela e distantes de

aproximadamente 3 nm do centro de massa da mesma.

As simulacOes apresentadas neste capitulo serdo divididas em quatro se¢fes de acordo

com o conjunto de peptideos estudados (tabela 4.1).

Tabela 4.1:Simulagbes que serdo apresentadas ao Capitulo 4
Secdo 4.1 | Peptideos de Protonectina e Protonectina/Protonectina 1-6

Secdo 4.2 | Peptideos de Jeleina | mimetizando o pH 5.5e 7.0

Secdo 4.3 | Pares de Peptideos de Jeleina I, I, 111 e IV, respectivamente.



58

4.1. PEPTIDEOS DE PROTONECTINA E PROTONECTINA/PROTONECTINA 1-6

Para a analise das interacGes entre os peptideos de Protonectinas e Protonectina 1-6 na
presenca da micela de SDS foram conduzidas quatro simulagdes distintas, duas delas
considerando a mistura de peptideos (Protonectina/Protonectina 1-6) na proporcdo 1:1 e as
demais considerando os peptideos de Protonectina puros. Além disso, dois métodos distintos
de simulacdo por dindmica molecular foram testados para garantir que os resultados finais ndo
estivessem sendo influenciados pelas condi¢cbes de partida das simulagdes. Portanto
simulacdes por dinamica molecular de equilibrio e utilizando o método de troca de réplicas
(REMD) foram realizadas (tabela 4.1.1). Em todas as simulag¢Ges a conformacéo inicial para
o0s peptideos foi obtida através de frames representativos das simula¢des em agua (capitulo 3),
nos quais os peptideos de Protonectina e Protonectina 1-6 ou o par de peptideos de
Protonectina apresentavam-se associados através de ligacdes de hidrogénio. A mesma
configuracdo inicial do sistema foi utilizada como ponto de partida tanto para as simulacgdes
de equilibrio quanto para as do método de troca de réplicas. Para as simulagdes que utilizaram
0 REMD 24 replicas foram construidas varrendo as temperaturas de 288 a 315.6K com a
possibilidade de troca a cada 3000 passos de simulacdo e porcentagem de aceitacdo de troca

em torno de 40%.

Como ja discutido no capitulo 1, estudos experimentais (SAIDEMBERG et al, 2010)
indicam que a mistura Protonectina e Protonectina 1-6 apresenta maior eficiéncia biologica se
comparada com a situacdo da Protonectina pura. Estes estudos sugerem que esta eficiéncia
estaria relacionada a formacdo de um heterodimero que seria o responsavel pela
potencializacdo da acdo destes peptideos contra microrganismos patogénicos. As simulactes
em agua que representam a mistura Protonectina/Protonectina 1-6 e as Protonectinas puras
(capitulo 3, secdo 3.1) indicam que realmente ha a formacdo de aglomerados entre estes
peptideos, no entanto ndo justificam a diferenca na eficiéncia biologica observada
experimentalmente. Com as simulagbes em ambiente mimético de membrana, no caso a
micelas de SDS, buscam-se fatores que possam contribuir para o entendimento das diferencas
observadas para a eficiéncia biologica da mistura em relacdo aos peptideos de Protonectina

puros.
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Tabela 4.1.1:Simulag6es dos peptideos de Protonectina e Protonectina/Protonectina 1-6

Peptideos Simulados Representacdo | Método de Simulacdo | Tempo de simulagéo (ns)
2 Protonectinas Puras Equilibrio 100
1 Protonectina e 1 Protonectina 1-6 Mistura Equilibrio 100
2 Protonectinas Puras REMD 100
1 Protonectina e Protonectina 1-6 Mistura REMD 100
RESULTADOS

Experimentos por Dicroismo Circular dos peptideos em solucdo de SDS, acima da
concentracdo micelar critica, demonstraram que a presenca do ambiente mimético de
membrana induz mudangas conformacionais tanto para a mistura Protonectina/Protonectina 1-
6 como para as Protonectinas puras. Esses resultados sugerem que existe uma interacdo entre
0s peptideos e a micela. As simulacbes desses sistemas corroboram igualmente com a
existéncia da interacdo dos peptideos com a micela. A figura 4.1.1 apresenta a distancia entre
0 centro de massa dos peptideos e o centro de massa da micela de SDS em funcdo do tempo
de simulacéo, obtida para as simulagdes de equilibrio. Nela, a reta azul indica o valor do raio
de giro da micela que é em torno de 1,9 nm. O raio de giro é a medida da distancia média
entre 0 centro de massa da micela e os 4&tomos de enxofre que constituem a cabeca das
moléculas de dodecil sulfato de sddio. Por esta figura verifica-se que para ambas as
simulagOes, 0s peptideos se inserem rapidamente na micela com seu centro de massa
posicionado, na maior parte do tempo, abaixo do raio de giro. Outro ponto a ser verificado é
que a situacdo das Protonectinas puras ndo apresenta resultado distinto da situagdo em que se

tem a mistura de peptideos.

Pela figura 4.1.2 verifica-se que a distancia entre os centros de massa dos peptideos
Protonectina e Protonectina 1-6 aumenta a medida que a simulacdo se estende, enquanto que a
distancia entre os peptideos de Protonectina permanece, por todo periodo simulado, em torno
do mesmo valor. Tal analise indica que, apds a insercdo na micela de SDS, ocorre um

processo de separacdo dos peptideos de Protonectina e Protonectina 1-6.



5.0 ] Protonectina/Protonectina
4.5 Protonectina/Protonectina 1-8
4.0+

E_ 351 |

= 304 |

=

2 |

o 204 " . :

1 | r I"'I'H-u \ |
1,5+ .\:’m AT 4 \
1.0
'D.E T T T T T

0 20000 40000 60000  BOODO0O
Tempo (ps)
Figura 4.1.1: Distancia entre o centro de massa

dos peptideos e o centro de massa da micela de

SDS em

funcdo do tempo de simula¢do. Em azul,

raio de giro da micela.

4,0 4
3.5

o
[=]
-

L
= o
P

1,54

Distancia (nm)

-
(=}
PR T—

o
wn
1

o
(=1

60

Protonectina/Protonectina
Protonectina/Prolonectina 1-8

\
. |

' !
J .,i*l.‘m "HI*"I "[I'r

h ¥
boad b ?'r'“

L0

#‘""kl.uw‘l

0

' 40000 60000 80000

Tempo (ps)

© 20000

Figura 4.1.2: Distancia entre o centro de massa

da mistura de peptideos (cinza) e dos peptideos

puros (preto) em funcdo do tempo de

simulacdo.

A figura 4.1.3 revela instantes importantes das simulagGes de equilibrio. Em 25ns de

simulacdo os peptideos Protonectina/Protonectina 1-6 ja haviam se separado, e a Protonectina

ja havia adotado uma conformacdo mais anfipatica em relagdo a conformacéo inicial, na qual

seus grupos hidrofilicos estdo voltados para 0 meio aquoso e seus grupos hidrofébicos estdo

protegidos no interior da micela, permanecendo assim até o fim da simulacdo. Ja os peptideos

de Protonectina puros ndo se separam.

Processo de

separacdo .
oL 5

Y St

$ 3 ’ .

Figura 4.1.3: Conformacg6es
iniciais e em 25ns de simulagdo
obtidas para os peptideos das
simulacdes de equilibrio em
micela de SDS. Acima:
Protonectina (verde) e
Protonectina 1-6 (magenta).
Abaixo: Protonectina puras

(verde e amarelo).
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Espera-se que o processo de separacdo entre os peptideos de Protonectina e
Protonectina 1-6 cause o rompimento das ligagdes por hidrogénio que havia entre 0s
peptideos. Pela figura 4.1.4 verifica-se que as interacGes via ligacdo por hidrogénio para a
mistura de peptideos véo a zero com a sua separacdo (b), enquanto o nimero de interagdes por

pontes de hidrogénio entre os peptideos de Protonectina puros aumentam durante a simulacéo

().

Protonectina/Protonectina

o 45 ]
2 15
-g, 12
5 9]
I 6-
2 o
w04
- T - T - T v T v T
'§- 0 20000 40000 60000 80000
g 154 (b) Protonectina/Protonectina 1-8
P 12 4
b= 9 i
2
o B
E 4]
z G . lph. 1l 1R
0 20000 40000 60000 80000

Tempo (ps)

Figura 4.1.4: Numero de ligagGes por hidrogénio entre os peptideos em funcdo do tempo de

simulacdo. (a) Protonectina puras. (b) Protonectina/Protonectina 1-6.

A partir dos padrdes de estrutura secundaria adotado pela mistura de peptideos e pelas
Protonectinas puras (figura 4.1.5) verifica-se que a conformacdo preferencial para as
Protonectinas puras sdo regides com alta curvatura, denominadas bend. Para a simulacdo da
mistura de peptideos verificam-se, em boa parte do tempo de simulacdo, que o peptideo de
Protonectina apresenta-se em hélice-n (roxo) que ¢ um precursor de hélice alfa, e também
hélices-a (azul) que sdo estruturas mais anfipaticas que as observadas para a simulagdo dos
peptideos puros, Protonectina 1-6 € muito pequena para adotar alguma forma de estrutura
secundaria, por isso apresenta-se em conformacdo aleatoria. Os dados apresentados
corroboram os dados experimentais obtidos por SAIDEMBERG et al, 2010 que verificaram
que a presenga da Protonectina 1-6 na mistura Protonectina/Protonectinal-6 causa uma maior

estruturacdo nas Protonectinas, quando comparadas com a situacdo das Protonectinas puras.
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Figura 4.1.5: PadrGes de estrutura secundéria em funcdo do tempo de simulagdo. (a) Protonectinas
puras. (b) Protonectina/Protonectina 1-6 No eixo vertical é apresentado o nimero de residuos de

aminoacidos presentes na caixa de simulagéo.
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Figura 4.1.6: Perfil de solvata¢do ao redor dos atomos de carbono o dos residuos de aminoacidos
dos peptideos. (Acima) para Protonectina da mistura. (Centro e abaixo) para peptideos das
Protonectinas puras. SO, corresponde as cabecas polares das moléculas de SDS e tail as caudas

alquilicas destas moléculas.
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A andlise de solvatagdo do carbono alfa (Ca) de cada residuo de aminoacido dos
peptideos, para as simulacbes de equilibrio, é apresentada na figura 4.1.6, na qual a figura
superior exibe o perfil de solvatacdo para estes grupos da Protonectina da mistura
Protonectina/Protonectina 1-6, a central e a inferior exibem a mesma analise para cada um dos
peptideos da simulacdo das Protonectinas puras. Os resultados para a Protonectina da mistura
de peptideos mostram a abundancia de grupos SO, ao redor dos Co dos residuos de
aminoacidos 1, 2, 5 e 6, enquanto que o Ca dos residuos 3, 7, 8 ¢ 9 esta preferencialmente
solvatado pelas caudas alquilicas das moléculas de SDS. Os demais residuos encontram-se na
interface entre estas duas regides. Para as Protonectinas puras (figura central e inferior)
verifica-se que ambas as moléculas estdo predominantemente solvatadas pelas cadeias
alquilicas das moléculas de SDS. Estes dados em associacdo com os de padrdes de estrutura
secundaria indicam que a Protonectina da mistura de peptideos assume uma conformacao

mais anfipatica em relacdo a situacdo dos peptideos puros.

Como o método de troca de réplicas € famoso por varrer melhor o espago
conformacional das simula¢des em relacdo as simulac6es de equilibrio, evitando que
o sistema fique aprisionado em minimos locais de energia, ele foi também utilizado

para investigar as interacdes entre os peptideos na presenca da micela de SDS.

A partir dos arquivos de trajetdria das simula¢des de REMD e da utilizacdo do
programa WHAM, a superficie de energia livre como func¢do do numero de residuos
em a-hélice (eixo x) e da distancia entre o centro de massa dos peptideos (eixo y) foi
obtida (figura 4.1.7). Nela também sdo apresentados configuracdes representativas do
sistema. Para as Protonectinas puras (figura 4.1.7 (a)) apenas um minimo ¢é
observado, neste os peptideos estdo proximos e o numero de residuos em a-hélice é
no maximo igual a um. Para a mistura de peptideos, trés minimos sdo observados
(figura 4.1.7 (b)). No primeiro minimo, observa-se uma configuragdo que também
apresenta os peptideos proximos e com conteudo helicoidal pobre. No segundo
minimo a distancia entre os peptideos praticamente ndo sofre variacdo, no entanto
percebe-se um elevado numero de residuos em a-hélice em relagdo ao minimo
anterior. E no terceiro minimo, observa-se uma conformagdo que mantém o contetido
helicoidal tal como no segundo minimo, mas que demonstra a propensdo de

distanciamento dos peptideos.
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Figura 4.1.7: Superficie de energia livre (kcal.mol™) como fun¢iio do numero de residuos em a-hélice e da
distancia entre o centro de massa dos peptideos e exibindo conformagdes caracteristicas dos pontos destacados.
(a) Protonectinas puras. (b) Protonectina/Protonectina 1-6.

Como forma de comparacdo entre resultados de estrutura separacao entre os peptideos
das simulacdes de equilibrio e REMD, a figura 4.1.8 foi montada. Nela é apresentado o
histograma da distancia entre o centro de massa dos peptideos para as simulacdes de
equilibrio (figura 4.1.8(a)), no qual é possivel verificar que as Protonectinas puras ndo se
afastam durante a simulagdo, enquanto que a distancia entre os centros de massa da
Protonectina e da Protonectina 1-6 pode assumir valores que se encontram entre
aproximadamente 0,7 e 3,5 nm, implicando no mesmo comportamento observado para as
simulagdes que utilizaram o método de troca de réplicas. Quanto as estruturas, foi montado o
histograma do desvio quadratico médio (RMSD) entre as estruturas obtidas em cada frame
das simulacgdes de equilibrio em relacéo a estrutura representativa obtida pelo método de troca
de réplicas. Deste é possivel verificar que tanto para as Protonectinas puras quanto para a
Protonectina da mistura, a maioria das estruturas que surgiram nas simulacdes de equilibrio
desvia-se por aproximadamente 0,3 nm da estrutura representativa obtida das REMD. Este

resultado indica que ha a convergéncia estrutural entre os dois métodos utilizados.
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Figura 4.1.8: Comparacdo entre os resultados das simulacdes de equilibrio e 0 REMD. (a)
Histograma da distancia entre os centros de massa (CM) dos peptideos. (b) Histograma do desvio
médio quadratico entre as estruturas obtidas em cada frame da simulacdo de equilibrio e a de

representacdo do REMD.

Além das interacGes entre os peptideos através de ligacbes por hidrogénio,
também foram investigadas as interacGes energéticas entre eles, para isso as
simulacdes de REMD foram utilizadas. A superficie de energia livre em funcédo da
soma da contribuicdo para a energia de interacdo de Lennard Jones e Coulomb
(medidas por par de interacdo) para os peptideos (eixo x) e da distdncia entre seus
centros de massa (eixo y) é apresentada na figura 4.1.9, sendo em (a) para
Protonectinas puras e em (b) para a mistura de peptideos. Dela € possivel observar
que o minimo para a energia livre ocorre para a situagdo em que se tém os peptideos
proximos (ambas as simula¢cBes: Protonectinas puras ou mistura) e também, este

minimo ocorre para energia de interacdo entre os peptideos mais favoravel entre
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Protonectinas  puras  (aproximadamente  -11.  10°  kcal.mol™)  que
Protonectina/Protonectina 1-6 (aproximadamente -8. 10 kcal.mol™). Como pelas
simulacdes de REMD verificou-se que para o par Protonectina/Protonectina 1-6 ha a
possibilidade de estes peptideos estarem proximos e praticamente sem residuos
estruturados em alfa hélice ou com cerca de 6 a 7 sete residuos estruturados (figura
4.1.7 (b)), buscou-se investigar se o minimo de energia livre observado na figura
4.1.9 (b) correspondia a situacdo estruturada ou ndo. Para isso a figura 4.1.9 (c) foi
montada, nela tem-se a superficie de energia livre em funcdo da energia de interacdo
entre os peptideos (eixo x - tal como explicado acima) ¢ do numero de residuos em a-
hélice (eixo y). Por esta figura é possivel afirmar que a situacdo de minima energia
livre para a soma da interacdo das contribuicdes de Lennard Jones e Coulomb entre
0S peptideos ocorre para 0 caso em que ha maior estruturacdo do peptideo de
Protonectina da mistura. Além disso as figuras 4.1.9 (d, e, f) mostram que estes
minimos de energia livre ocorrem para situagcdo em que além de préximos, 0s

peptideos estdo interagindo entre si através de ligagBGes por hidrogénio.
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Figura 4.1.9: Superficie de energia livre (kcal.mol™) para as interagdes peptideo-peptideo. Primeira
linha: Soma de Lennard Jones e Coulomb para a contribuicdo da energia de interacdo entre 0s
peptideos como funcdo da distancia entre 0s centros de massa dos peptideos, em (a) Protonectinas
puras e em (b) Protonectina/Protonectina 1-6; e como fun¢do do numero de residuos em a-hélice (c)
para Protonectina/Protonectina 1-6. Segunda linha: NUmero de ligacbes por Hidrogénio entre os
peptideos como funcdo da distdncia entre seus centros de massa, em (d) Protonectinas puras e em (e)
Protonectina/Protonectina 1-6; e como func¢do do numero de residuos em a-hélice (c) para

Protonectina/Protonectina 1-6.
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Figura 4.1.10: Superficie de energia livre (kcal.mol™!) da energia de interacio entre os peptideos e a
micela de SDS. Primeira linha: Contribuicdo de Coulomb, medida por par de interagdo, como funcéo
da distancia entre os centros de massa dos peptideos, em (a) Protonectinas puras e em (b)
Protonectina/Protonectina 1-6; como funcdo do nimero de residuos em alfa hélice (c) para mistura
de peptideos. Segunda linha: Contribuicdo de Lennard Jones (LJ), medida por par de interagéo,
como funcdo da distancia entre os centros de massa dos peptideos, em (d) Protonectinas puras e em

(e) Protonectina/Protonectina 1-6;

As contribuicdes nas energias de interacdo de Lennard Jones (LJ) e Coulomb
(medidas por par de interacdo) entre os peptideos e a micela de SDS tambem foram
investigadas nas simulacdes de REMD e sdo apresentadas na superficie de energia
livre como funcéo da distancia entre os centros de massa dos peptideos ou do nimero
de residuos em a-hélice (figura 4.1.10). Para as interacdes coulombianas (figuras
4.1.10 (a) Protonectinas puras e (b) Protonectina/Protonectina 1-6), verifica-se que
um minimo com caracteristicas similares é observado para ambas as simulagfes, a
diferenca entre os sistemas ocorre no aparecimento do segundo minimo observado na
figura 4.1.10 (b) que apresenta a mesma energia de interacdo coulombiana, porém
ocorre para a distancia de aproximadamente 2,5nm entre o0s peptideos de
Protonectina e Protonectina 1-6. A figura 4.1.10 (c) é utilizada para comprovar que a
interacdo mais favoravel ocorre para a situagdo em que se tem o peptideo de
Protonectina da mistura com 6 a 7 residuos em a-hélice. Para a interacdo de Lennard

Jones entre os peptideos e a micela, também é verificada a presenca de dois minimos
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na situacdo da mistura de peptideos (figura 4.1.10 (d)), enquanto que para as
Protonectinas puras (figura 4.1.10 (c)) apenas um minimo é observado. Além disso,
os dois minimos observados na figura 4.1.10 (d) encontram-se deslocados em relacdo
a posicao do minimo da figura 4.1.10 (c), indicando que a interacdo de Lennard Jones
entre a mistura de peptideos e a micela é mais favoravel se comparada com a situacéo

em que se tem apenas Protonectinas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos para as simulacbes das Protonectinas puras e
Protonectina/Protonectina 1-6_indicam que as Protonectinas exibem tendéncia de agregacao,
que é diminuida pela presenca da Protonectina 1-6. As simulacGes por REMD indicam que a
associacdo das Protonectinas puras é mais favoravel, considerando-se ligacdes por hidrogénio
e energias de interagdo de Lennard Jones e Coulomb. O fato de a associacdo
Protonectina/Protonectina 1-6 ser menos favoravel influéncia na distancia entre os centros de
massa destes peptideos e no nimero de residuos em alfa hélice que a Protonectina da mistura
apresenta. Dessa forma a Protonectina da mistura de peptideos exibe um maior contetdo
helicoidal e estruturacdo mais anfipatica que as Protonectinas puras. Além disso, ha uma
provavel interacdo entre os peptideos da mistura com a micela de SDS quando estes se

encontram dissociados que ndo é verificada para a situacao de Protonectinas puras.
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4.2 PEPTIDEOS DE JELEINAITEMPH55E 7.0

As conformac6es iniciais colocadas na presenca da micela de SDS para os peptideos
de Jeleina I em pH 5.5 ou 7.0 foram obtidas das simulagdes em agua (capitulo 3, secdo 3.2),
nelas um par dos peptideos de interesse estavam associados atraves de ligacdes por
hidrogénio. As diferencas de pH foram produzidas pelas diferencas de protonagdo das
histidinas presentes na Jeleina I, sendo em pH 5.5 todas protonadas e em pH 7.0 apenas 50%

do total de histidinas presentes nos peptideos foram protonadas.

Nesta secdo serdo apresentadas duas simulacdes (tabela 4.2.1), que foram realizadas
através da montagem de caixas cubicas contendo a micela de SDS pré-formada, o par de
peptideos de interesse, inseridos na regido aquosa, paralelamente a superficie da micela e
distantes de aproximadamente 2,5 nm do centro de massa da mesma, agua e contra ions em
quantidade suficiente. A diferenca entre as duas simulacdes esta na representacdo do pH
simulado e seu objetivo consiste em ajudar a elucidar como a diferenca no estado de

protonacdo influencia na interacdo dos peptideos com o mimético de membrana.

Tabela 4.2.1: Simulagdes dos Peptideos de Jeleina | em pH 5.5 ou 7.0 na presenca da micela de SDS

Peptideos Aminoacidos Carga pH Tempo de Simulagéo
Simulados Protonados liquida representado (ns)
Jeleina | N-terminal, Lys e His +3
Simulacéo | 55 100
Jeleina | N-terminal, Lys e His +3
Jeleina | N-terminal, Lys e His +3
Simulacéo Il 7.0 100
Jeleina | N-terminal, Lys +2
RESULTADOS

A distancia entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina I e o centro de massa da
micela de SDS como funcéo do tempo de simulacéo é apresentada na figura 4.2.1, em (a) tem-
se a simulagdo em pH 5.5 e em (b) pH 7.0. Nelas, a curva em azul exibe o raio de giro da
micela, a cinza um dos peptideos de Jeleina | e em preto o outro peptideo de Jeleina | de cada

simulacdo. As figuras mostram que em ambas as simulacdes os peptideos se inserem na
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micela de SDS. Sendo que em pH 5.5 eles permanecem ligeiramente mais proximos da
interface com a agua e em pH 7.0, aparentemente, se inserem um pouco mais no core
hidrofdbico da micela.

A distancia entre o centro de massa dos peptideos em fungdo do tempo de simulacédo
também foi investigada e é apresentada na figura 4.2.2. Dela verifica-se que em pH 7.0
(cinza) a distancia entre os centros de massa dos peptideos é maior em relagdo ao pH 5.5
(preto).
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Figura 4.2.1: Distancia entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina | e o centro de massa da
micela de SDS como funcéo do tempo de simulacdo. Em azul, raio de giro da micela, em preto um
dos peptideos de Jeleina | e em cinza o outro peptideo de Jeleina | que constituem caixa de
simulacdo. (a) pH 5.5 (b) pH 7.0.
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Figura 4.2.2: Distancia entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina | como funcdo do tempo de

simulacdo. Em preto, simulacdo em pH 5.5 e em cinza, simulacdo em pH 7.0.
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A distancia méxima verificada entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina | é 1,2
nm para a simulacdo em pH 7.0, este valor ndo representa uma grande separacdo. Por isso
ainda nao se pode afirmar se os peptideos permanecem associados ou se separam apos a
insercdo na micela de SDS. As interacdes via ligacdes por hidrogénio entre os peptideos
podem auxiliar nesta investigacdo, por isso sdo apresentadas na figura 4.2.3. Desta figura
verifica-se que ndao houve diminuicdo no nimero de ligacGes por hidrogénio entre os
peptideos, em ambas as simulacdes, apos a insercdo na micela. Além disso, a média temporal
de ligacBes por hidrogénio em pH 5.5 (a) € 3,0 + 1,3 e em pH 7.0 (b) é 3,3 + 1,3, estes
resultados indicam que as diferengas no pH néo influenciam a interagdo entre os peptideos por
ligagOes de hidrogénio, na presenca da micela de SDS, diferentemente do que foi observado

em agua (capitulo 3, secdo 3.2).
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Figura 4.2.3: Namero de liga¢gBes por hidrogénio em fun¢do do tempo de simulacdo, para as
simulacdes em micela de SDS. (a) pH 5.5 (b) pH 7.0.

A soma das Energias de Interacdo de Lennard Jones e Coulomb entre os peptideos de
Jeleina | para as simulacbes em pH 5.5 (preto) e 7.0 (cinza) é apresentada na figura 4.2.4.
Dela é possivel perceber que as energias de interacao entre os peptideos na simulagdo em pH
7.0 (cinza) sao ligeiramente mais favoraveis que 0s mesmos termos para a simula¢do em pH
5.5 (preto), isso pode ser consequéncia do fato de que em pH 7.0 tém-se uma carga a menos
em um dos peptideos de Jeleina | em relacdo ao pH 5.5 e essa menor quantidade de carga
causa uma menor repulsdo eletrostatica entre as moléculas de peptideo, favorecendo

ligeiramente as interagOes de Lennard Jones e Coulomb.
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A figura 4.2.5 exibe a soma das Energias de Interacdo de Lennard Jones e Coulomb
entre os peptideos de Jeleina | e a micela de SDS para as simulagdes em pH 5.5 (preto) e pH
7.0 (cinza). Néo sdo verificadas diferencas significativas devido as diferencas de pH das
simulacdes. Embora na situacdo estudada, ndo se observa grandes alteracdes nas energias de
interacdo entre peptideos e micela devido as diferencas de protonacdo causadas pelo pH do
meio, num sistema real, no qual se tem da ordem de 10* moléculas, a interacio de Coulomb,
responsavel pela atracdo eletrostatica entre peptideo e membrana pode ser afetada resultando

numa menor eficiéncia bioldgica para o peptideo.
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Figura 4.2.4: Soma das energias de interacdo de | Figura 4.2.5: Soma das energias de interacdo de
Lennard Jones e Coulomb entre os peptideos de Lennard Jones e Coulomb entre os peptideos de
Jeleina | na presenca da micela de SDS. Em Jeleina | e a micela de SDS. Em preto, para
preto, para peptideos da simulagdo em pH 5.5 e peptideos da simulagdo em pH 5.5 e em cinza,

em cinza, para peptideos da simulagdo em pH para peptideos da simulagdo em pH 7.0,
7.0

As energias de interacdo de Coulomb entre os residuos de aminoacido carregados
presentes nos peptideos de Jeleina | e a micela de SDS foram investigadas e sdo apresentadas
na figura 4.2.6. Analise anterior (figura 4.2.1) exibiu que os peptideos de Jeleina | se inserem
na micela de forma paralela, com um dos peptideos mais inserido e 0 outro mais
superficialmente (préximo do raio de giro) a micela, por isso o célculo das Energias de
Interacdo de Coulomb entre os residuos de aminoacidos carregados e a micela de SDS foi
realizado para cada peptideo separadamente e esta apresentada na figura 4.2.6, sendo (a), (c),
(e) para os peptideos mais inseridos na micela e (b), (d), (f) para os peptideos mais externos
ao centro de massa da micela, e preto representando o pH 5.5 e cinza o pH 7.0. Da figura

verifica-se que o pH e a posicdo dos peptideos em relacdo ao centro de massa da micela ndo
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geram diferencas nos valores para as energias de interacdo de Coulomb das Prolinas e Lisinas,
figuras 4.2.6 (a) e (b) e figuras 4.2.6 (c) e (d), respectivamente. Quando se observa a interagéo
entre as Histidinas e a micela de SDS (figuras 4.2.6 (e) e (f)) observa-se que, para o peptideo
mais proximo do centro de massa da micela (figura 4.2.6 (e)) na qual a Histina se encontra
protonada em ambas as simulag¢fes (pH 5.5 ou 7.0), ndo ha alteracbes dos valores observados
devido as diferencas de pH. J& para a situacdo da figura 4.2.6 (f) na qual a Histidina do
peptideo de Jeleina | encontra-se protonada em pH 5.5 (preto) e desprotonada em pH 7.0
(cinza) verifica-se que o estado de desprotonacdo da Histidina desfavorece a energia de
interacdo Coulombiana desta com a micela de SDS. Além disso, se forem comparadas as
figuras 4.2.6 (e) e (f) identifica-se que a posi¢do dos peptideos em relagdo ao centro de massa
da micela também influencia a interacdo, de forma que as Histidinas dos peptideos mais
distantes do centro de massa da micela (figura 4.2.6 (f)) tém sua Energia de Interacdo de
Coulomb desfavorecida em relacdo aos peptideos mais proximos do centro de massa da

micela (figura 4.2.6 (e)).
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Figura 4.2.6: Energia de interagdo de Coulomb entre os aminoacidos carregados dos peptideos de
Jeleina | e a micela de SDS nas simulacdes em pH 5.5 (preto) e 7.0 (cinza). (a) residuo de Prolina do
peptideo mais préximo do centro de massa da micela. (b) residuo de Prolina do peptideo mais

distante do centro de massa da micela. (c) residuo de Lisina do peptideo mais préximo do centro de
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massa da micela. (d) o residuo de Lisina do peptideo mais distante do centro de massa da micela. (e)
residuo de Histidina do peptideo mais proximo do centro de massa da micela. (f) residuo de histidina

do peptideo mais distante do centro de massa da micela.

O perfil de estrutura secundaria em funcdo do tempo de simulacdo para as simulacfes
em pH 5.5 e 7.0 sdo apresentados na figura 4.2.7. Dela, observa-se que em pH 7.0 (a) os
peptideos se apresentam em conformacao aleatéria e em pH 5.5 (b) os peptideos apresentam
alguns padrdes em folha beta. As simulac@es em agua (capitulo 3, secdo 3.2) para 2 peptideos
apresentam padrdes que sdo praticamente o contrario do observado nesta situacdo, pois em
agua os peptideos em pH 7.0 organizam-se com um maior nimero de residuos em folha beta
que os peptideos em pH 5.5. Na situacdo em que se tem a presenca da micela de SDS,
observa-se a organizacdo numa estrutura mais anfipatica dos peptideos em pH 5.5 (b). Estes
resultados estdo em boa concordancia com dados experimentais obtidos através de
experimentos de dicroismo circular (DOS SANTOS CABRERA et al, 2014)
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Figura 4.2.7: Padroes de estrutura secundaria em funcdo do tempo de simulacdo para os peptideos
de Jeleina | nas simulagc6es em pH 7.0 (a) e 5.5 (b) No eixo vertical é apresentado o nimero de
residuos de aminoacidos presentes na caixa de simulacdo. Note que este nimero é continuo, sendo
que de 1 a 8 tém se a representacdo de um dos peptideos de Jeleina | e de 9 a 16 0 outro peptideo.

No eixo x pode-se acompanhar o tempo de evolucdo das simulacdes.

A distribuicéo radial de pares dos grupos sulfato das moléculas que compdem a micela
de SDS em torno da Histidina presente nos peptideos de Jeleina I que se encontram mais
distantes do centro de massa da micela foi calculada e é apresentada na figura 4.2.8. Dela
verifica-se que em pH 5.5 (preto) h4 uma maior probabilidade de se encontrar as cabegas
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polares da micela de SDS em torno da histidina do peptideo, evidenciando novamente que 0
pH 7.0 (cinza) desfavorece a interacdo eletrostatica entre o peptideo e a micela de SDS.

As conformac6es finais obtidas pelos peptideos de Jeleina | na presenca da micela de
SDS ap6s 100ns de simulacdo sdo apresentadas na figura 4.2.9. Em magenta sao apresentados
0s peptideos mais distantes e em verde os peptideos mais préximos do centro de massa da
micela de SDS. Da figura verifica-se que em ambas as simula¢fes 0s peptideos se inserem
paralelamente a superficie da micela, e que aparentemente os peptideos em pH 5.5 (b) causam

uma maior perturbacdo na estabilidade da micela, tornando-a menos esférica.
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Figura 4.2.8: Funcdo de distribuicdo radial dos grupos sulfato (SO,) das moléculas de SDS em
torno dos residuos de aminoacidos de histidina dos peptideos de Jeleina | que se encontram mais

préximos da interface aquosa. pH 5.5 (preto) e pH 7.0 (cinza).

(a) ‘ (b)

Figura 4.2.9: Conformac6es obtidas apds 100ns de simulagéo dos peptideos de Jeleina | na presenca

da micela de SDS. A cadeia alquilica das moléculas de SDS é apresentada em azul e o grupo sulfato,



76

que constitui a parte polar destas moléculas, esta representado em tons de laranja e vermelho. Em
verde, tém - se a molécula de Jeleina | mais proxima do centro de massa da micela e em magenta a
outra, que se encontra mais distante do centro de massa da micela. (a) simulacdo em pH 7.0. (b)

simulagdo em pH 5.5.

CONCLUSOES

A insercdo dos peptideos de Jeleina | na micela de SDS parece ndo atrapalhar as
interacGes intermoleculares entre eles, pois mesmo depois de inseridos na micela os peptideos
permanecem associados através de ligacBes por hidrogénio. As diferencas no estado de
protonacdo das Histidinas presentes nas moléculas de Jeleina I influenciam nas interagdes
eletrostaticas entre estes aminoacidos e a micela de SDS de forma que o pH 7.0 desfavorece a
atracao eletrostatica entre esse aminoacido e a micela. Os peptideos que foram simulados em
pH 5.5 apresentam, na presenga da micela de SDS e no periodo simulado, conformag6es
estruturais anfipaticas, enquanto que em pH 7.0 os peptideos ndo adotam nenhuma forma de
estrutura anfipatica. Pela figura 4.2.9 verifica-se que, no fim das simulagdes, os peptideos da
simulacdo em pH 5.5 causaram um maior desarranjo da micela se comparados com a

simulacdo em pH 7.0, demonstrando maior interacdo destes com o0 mimético de membrana.
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4.3. PEPTIDEOS DE JELEINA I, 11, 11l E IV PUROS

Para a realizacdo das simulacdes que serdo apresentadas nesta secdo, conformacgdes
com os pares de peptideos de Jeleinas I, Il, 11l ou IV puras obtidas de simula¢cfes prévias em
agua (capitulo 3, secéo 3.3) foram colocados na presenca de micela de SDS, paralelamente a
sua superficie e distante de aproximadamente 2,5 nm de seu centro de massa. Aguas em
quantidade suficiente para garantir a densidade e contra ions para neutralizacdo da caixa
foram adicionados. Cada um dos sistemas foi simulado por 100ns e neles, todos 0s grupos
plausiveis de protonacdo foram protonados (pH 5.5), sendo eles o N-terminal, as lisinas,
histidinas e acido glutamico. Tais simulacGes sdo nomeadas de Slsps para Jeleinas I, Sllsps

para as Jeleinas I1, Slllsps para as Jeleinas 111 e SIVsps para as Jeleinas 1V (tabela 4.3.1).

O objetivo destas simulacdes é identificar de que maneira as diferencas sequencias
destes peptideos influenciam nas interagcdes com o meio mimético de membrana, buscando
entender as diferencas observadas nas atividades bioldgicas destes peptideos (FONTANA et
al, 2004).

Tabela 4.3.1: Simulacdes dos peptideos de Jeleina I, II, 111 e IV, puros na presen¢a da micela de SDS
Simulacéo Peptideos simulados Sequéncia Primaria Tempo de simulacéo (ns)
Slgps 2 moléculas de Jeleina | Pro-Phe-Lys-Leu-Ser-Leu-His-Leu-NH, 100
Sllgps 2 moléculas de Jeleina Il | Thr-Pro-Phe-Lys-Leu-Ser-Leu-His-Leu-NH, 100
Slgps 2 moléculas de Jeleina 11l | Glu-Pro-Phe-Lys-Leu-Ser-Leu-His-Leu-NH, 100
SIVsps 2 moléculas de Jeleina IV | Thr-Pro-Phe-Lys-Leu-Ser-Leu-His-NH, 100
RESULTADOS

A primeira analise a ser realizada consiste em identificar se os peptideos de Jeleina se
inserem na micela de SDS. Para isso a distancia entre o centro de massa dos peptideos e 0
centro de massa da micela em funcdo do tempo de simulacao foi calculada e é apresentada na
figura 4.3.1 (a), na qual a curva em preto representa a simulacdo das Jeleinas I, a curva em
vermelho as Jeleinas Il, a curva em verde as Jeleinas Ill e a curva em azul as Jeleinas IV.

Considerando que o raio de giro da micela de SDS corresponde a aproximadamente 1,9nm,
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verifica-se por esta figura que os peptideos se inserem rapidamente na micela
(aproximadamente 5ns) e permanecem inseridos a distancia de aproximadamente 1,5nm de
seu centro de massa. Pode-se perceber que os peptideos oscilam em torno da distancia de
1,5nm, por isso a distribuicdo das posicGes ocupadas pelos peptideos durante toda a simulacédo
foi calculada e é apresentada na figura 4.3.1 (b). Dela, verifica-se que as Jeleinas I
(vermelho) n&o apresentam uma posicéo preferencial em relacéo ao centro de massa da micela
de SDS para o periodo simulado, pois a distribuicdo ndo possui um Unico ponto de maximo
bem definido, tal como ocorre para as demais Jeleinas. Ao se observar a distribuicao para as
Jeleinas I, 111 e 1V percebe-se que | e 11l apresentam-se mais inseridas na estrutura da micela
de SDS se comparadas com a Jeleina V. No entanto a Jeleina | estd um pouco mais proxima
do centro de massa da micela do que a Jeleina Ill, observe que os picos estdo ligeiramente

deslocados.

Verificou-se das simulagdes em agua (capitulo 3, secdo 3.3) que, neste ambiente, 0s
pares de Jeleina se aproximam e associam-se através de ligacbes por hidrogénio. Para
identificar se os diferentes peptideos de Jeleina permanecem préximos um do outro e mantém
as interacdes via pontes de Hidrogénio na presenca da micela de SDS, as figuras 4.3.2 e 4.3.3
foram plotadas. Na figura 4.3.2 tém-se a distancia entre o centro de massa dos peptideos de
Jeleina em funcdo do tempo de simulacdo, sendo em preto para Jeleina I, em vermelho para
Jeleina 11, em verde para Jeleina 111 e em azul para Jeleina V. Desta figura verifica-se que 0s
peptideos de Jeleina | (preto) e Il (verde) sdo os que permanecem mais proximos durante
toda a simulacdo, enquanto que os peptideos de Jeleina Il e 1V afastam-se logo nos primeiros

instantes mantendo-se a distancia de aproximadamente 1,2nm durante todo o resto da

simulacéo.
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Figura 4.3.1: (a) Distancia entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina e o centro de massa da
micela de SDS como funcgdo do tempo de simulacdo. (b) Histograma da posicdo dos peptideos em
relacdo ao centro de massa da micela. Em preto, simula¢do do par de Jeleinas I, em vermelho,

Jeleinas I, em verde, Jeleinas Il e em azul, Jeleinas V.
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Figura 4.3.2: Distancia entre o centro de massa dos peptideos de Jeleina em funcéo do tempo de
simulacdo. Em preto, simulacdo das Jeleinas I, em vermelho Jeleinas Il, em verde Jeleinas Il e em

azul Jeleinas 1V.

A figura 4.3.3 mostra as ligacGes por hidrogénio formadas entre os peptideos de
Jeleina em funcdo do tempo de simulagdo. Dela verifica-se que em todas as situacfes 0s
peptideos permanecem associados via ligagdes por hidrogénio. Os peptideos de Jeleina |
(figura 4.3.3 (a)) associam-se através de um nimero maior de pontes de hidrogénio (em meédia
3 ligagdes) que os demais peptideos, sendo 1,4 ligacdes entre as Jeleinas Il (b), 1,8 ligacGes

entre as Jeleinas Il (c) e 2,2 ligagdes entre as Jeleinas 1V (d).
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Os grupos que formam as pontes por hidrogénio entre estes peptideos foram
investigados e sdo apresentados nas tabelas 4.3.2, 4.3.3, 4.3.4 e 4.3.5. Nestas tabelas Ja € Jg
representam as duas moléculas de Jeleina presentes em cada simulacdo. O representa 0 atomo
de oxigénio aceitador da cadeia principal do residuo de aminoacido analisado, NH representa
0 grupo nitrogénio-hidrogénio doador da cadeia principal de um dado residuo, ND e NE
representam os nitrogénios doadores da cadeia lateral dos residuos de histidina, OE1 e OE2
representam os oxigénios aceitadores da cadeia lateral dos residuos de Glutamina das Jeleinas
I11, OH representa o oxigénio doador da cadeia lateral do residuo de Serina e NZ representa o
nitrogénio doador da cadeia lateral dos residuos de Lisina. Os resultados mostram que as
ligagBes de hidrogénio que haviam entre as Jeleinas I, 1l ou IV na &gua sdo conservadas na
presenca da micela de SDS. Para as Jeleinas 11, as ligagdes observadas nao estavam presentes
em agua. Alem disso, verifica-se que as ligacdes de hidrogénio entre as Jeleinas | ocorrem
predominantemente entre 0s residuos que compdem a cadeia principal destes peptideos,
enquanto que para as Jeleinas Il, 111 e IV algumas das ligaces por hidrogénio sdo formadas

entre grupos constituintes das cadeias laterais dos peptideos.

Tabela4.3.1: Ligacdes por hidrogénio entre os peptideos de Jeleina |

Grupo Porcentagem de Permanéncia (%0)
O 1le6 (Jn) — NH His7 (Jg) 79
O lle4 (Ja) — NH C-terminal (Jg) 40

NH 1le 6 (Jn) — O His7 (Jg) 69
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Tabela 4.3.2: Ligacdes por hidrogénio entre os peptideos de Jeleina Il

Grupo Porcentagem de Permanéncia (%)
O Ile5 (J) — NH His8 (Jg) 54
NE2 His8 (J») — O Ser6 (Jg) 80

Tabela 4.3.3: Ligacdes por hidrogénio entre os peptideos de Jeleina Il

Grupo Porcentagem de Permanéncia (%)
OE1 Glul (Jg) — NE His8 (Ja) 28%
OE2 Glul (Jg) — NE His8 (Ja) 34%
OE2 Glul (J,) — ND His8 (Jg) 26%
OE1 Glul (Ja) — ND His8 (Jg) 11%
O 1le7 (J) — NE2 His8 (Jg) 13%
OH Ser6 (Jn) — O 1165 (Jg) 17%

Tabela 4.3.4: Ligacdes por hidrogénio entre os peptideos de Jeleina 1V

Grupo Porcentagem de Permanéncia (%0)
O His8 (Jn) — NZ Lys4 (Jg) 18%
O Ser6 (Ja) — NH 1le7 (Jg) 92%
NH His8 (Ja) — O Phe3 (Jg) 80%

As contribuicGes de Lennard Jones (cinza) e Coulomb (preto) para as energias de
interacdo entre os peptideos foram investigadas e sdo apresentadas na figura 4.3.4. Desta
figura percebe-se que a energia de interacdo de Coulomb entre os peptideos Jeleinas I (-65 +
20 kJ/mol), Jeleinas 11 (-33 £ 10 kJ/mol) e Jeleinas IV (-46 + 11 kJ/mol) sdo menos favoraveis
que para a Jeleinas 11l (-115 £ 29 kJ/mol). Tal fato, possivelmente é consequéncia da carga
liquida dos peptideos em estudo, pois cada peptideo de Jeleina Il tém duas cargas positivas e
uma negativa, 0 que favorece a atracdo eletrostatica entre estes peptideos em relacdo aos
demais que sé apresentam cargas positivas. Ainda que com diferenca menor, verifica-se que a
interacdo eletrostatica entre os peptideos de Jeleinas | é ligeiramente mais favoravel se
comparada com os peptideos de Jeleinas Il e 1V. Ao analisar os resultados da energia de
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interacdo de Lennard Jones entre os peptideos, observa-se que a interagdo entre 0s peptideos
de Jeleinas | (-153 + 18 kJ/mol) e Jeleinas 11l (-133 = 18 kJ/mol) sdo mais favoraveis se
comparadas com as demais, nas quais se tem -73 £ 7 kJ/mol para as Jeleinas Il e -84 £ 9
kJ/mol para as Jeleinas IV, evidenciando, novamente, a estabilidade das ligacGes por

hidrogénio entre as Jeleinas |.
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Figura 4.3.4:Contribuicdo de Lennard Jones (cinza) e Coulomb (preto) para a energia de interacdo entre 0s
peptideos de Jeleina em funcdo do tempo de simulagdo. (a) Jeleinas I. (b) Jeleinas Il. (c) Jeleinas
I11. (d) Jeleinas IV.

As contribuicbes de Coulomb (preto) e Lennard Jones (cinza) para as energias de
interacdo de entre os peptideos de Jeleina I, 11, 1l ou IV e a micela de SDS s&o apresentadas
na figura 4.3.5. Dela verifica-se que a interacdo de Coulomb entre as Jeleinas | e a micela de
SDS ¢ a mais favoravel (-1029 £ 95 kJ/mol) dentre as interagfes Coulombianas observadas.
As interacfes de Coulomb entre as Jeleinas 11 (-801 + 83 kJ/mol), 111 (-543 + 113 kJ/mol ) e
IV (-683 £ 105 kJ/mol) e a micela de SDS sdo praticamente iguais, pois a diferenga entre seus
valores médios encontra-se dentro da faixa de erro. A Jeleina Il é a que apresenta a menor
atracdo eletrostatica com a micela de SDS, tal fato possivelmente pode ser atribuido a
presenca do residuo de Glutamina em sua sequéncia, pois este apresenta uma carga negativa,
0 que pode estar causando a diminui¢do deste termo de atracdo. Uma vez que este peptideo

apresenta carga negativa esta pode ser repelida pelas cargas negativas das cabecas polares da
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micela de SDS, diminuindo a atracdo eletrostatica entre ambos. As energias de interacdo de
Lennard Jones entre os peptideos estudados e a micela de SDS ndo apresentam diferencas

significativas durante o intervalo de tempo simulado.
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Figura 4.3.5: Contribuicdo de Coulomb (preto) e Lennard Jones (cinza) para a energia de interacéo
entre os peptideos de Jeleina e a micela de SDS em funcao do tempo de simulagdo. (a) Jeleinas I. (b)

Jeleinas Il. (c) Jeleinas Ill. (d) Jeleinas IV.

A contribuicdo de Coulomb nas energias de interacdo entre os aminoacidos carregados
que constituem cada um dos peptideos de cada simulagdo e a micela de SDS foi calculada e 0
resultado é apresentado na figura 4.3.6. Nela as curvas em preto e cinza tém-se representam
0s residuos carregados que se encontram no N-terminal dos peptideos, as curvas em azul e
ciano representam os aminoacidos de Lisina e as curvas em magenta e rosa claro representam
os aminoacidos de Histidina. A andlise desta figura nos permite verificar que no caso das
Jeleinas | (figura 4.3.6 (a)), as interacOes eletrostaticas entre seus grupos carregados e a
micela de SDS apresentam diferencas entre si, sendo as Prolinas (carregadas por se
encontrarem no N-terminal) os aminodcidos com as interacOes eletrostaticas mais favoraveis
com a micela, seguidas pelas Histidinas e por fim as Lisinas. Quando as demais Jeleinas séo
observadas, percebe-se que nesses casos, todos 0s grupos carregados apresentam praticamente

as mesmas energias de interacdo Coulombiana, que por sua vez sdo0 menos atrativas que as
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Prolinas das Jeleinas I. Estes resultados indicam que a Prolina na primeira posicdo do

peptideo de Jeleina é importante para a interacdo eletrostatica entre ele e a micela de SDS,

pois torna mais favoravel esta interacao.
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Figura 4.3.6: Contribuicdo de Coulomb para as energias de interacdo entre cada um dos

aminoacidos carregados dos peptideos de Jeleina e a micela de SDS em funcédo do tempo de

simulacdo. (a) Jeleinas I. (b) Jeleinas Il. (c) Jeleinas Il1. (d) Jeleinas IV.

Os padrdes de estrutura secundaria adotadas pelos peptideos na presenca da micela de

SDS sdo apresentados na figura 4.3.7. Dela é possivel verificar que as Jeleinas | apresentam

padrdes em folha beta durante a maior parte do tempo de simulacdo. Um dos peptideos de

Jeleina Il e também Jeleina Ill apresenta-se em alfa hélice durante praticamente toda a

simulacdo, enquanto que os outros assumem conformacfes em voltas (turns) e aleatorias

(coil), respectivamente. As Jeleinas IV, que em agua apresentaram-se praticamente em coil,

assumem conformagdes em B-bridge com Turn.
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Figura 4.3.7: Padr@es de estrutura secundaria para os peptideos nas simulacdes na presenca da
micela de SDS. (a) Jeleina I. (b) Jeleina Il. (c) Jeleina I11. (d) Jeleina IV No eixo vertical é
apresentado o nimero de residuos de aminoacidos presentes na caixa de simulagdo. No eixo x pode-

se acompanhar o tempo de evolucdo das simulacdes.

A funcdo de distribuicdo radial de pares em torno dos residuos do N-terminal dos
peptideos de Jeleina em fungdo dos grupos de Sulfato da molécula de SDS e das moléculas de
agua é apresentada na figura 4.3.8 (a) e (b), respectivamente. Da figura verifica-se que a
Prolina (preto) € o residuo que exibe a maior probabilidade de apresentar grupos de sulfato ao
seu redor, mais um indicativo de que sua interagdo com a micela de SDS é mais favoravel que
as interacfes dos demais residuos de aminoacidos com a micela. Uma possivel explicacdo
para o fato da interagdo entre a Jeleina | e a micela de SDS ser mais favoravel é que a Prolina
é um residuo hidrofébico, enquanto que a Thr (presente Jeleinas Il e IV) é polar e a Glu
(presente na Jeleina I11) é carregada negativamente, o que causa menor interacdo de Coulomb
com grupos carregados, como por exemplo, as cabecas polares da micela de SDS. Grupos
hidrofobicos tendem a se proteger das moléculas de agua, enquanto que os polares e
carregados interagem bem com a &gua, tal fato pode ser confirmado pela distribuicdo radial de

moléculas de agua em torno destes residuos (figura 4.3.8 (b)), na qual se percebe que



praticamente ndo h& &gua em torno da Prolina (preto), enquanto que para os demais se
observa um pico em torno de 0,2 nm.
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Figura 4.3.8: Funcdo de distribui¢do radial de pares em torno do N-terminal dos peptideos de
Jeleina. (a) Grupos sulfato. (b) Moléculas de &gua. Prolina, da Jeleina | em preto, Treonina da

Jeleina Il em vermelho, Glutamina da Jeleina 111 em verde e por fim Treonina da Jeleina IV em azul.

A figura 4.3.9 exibe as conformac6es finais apresentadas pelos peptideos de Jeleina I,

I, 11l e IV na presenca da micela de SDS. Dela verifica-se que, em todos 0s casos, 0S

(@)

peptideos estdo inseridos na micela, no entanto conclusdes a respeito da interacdo com o0 meio

mimético de membrana ndo podem ser formuladas a partir da figura.

A ()

{f o /‘\\ \ o

Figura 4.3.9: Conformacdes
obtidas ap6s 100ns de
simulacéo dos peptideos de
Jeleina na presenga da micela
de SDS. A cadeia alquilica das
moléculas de SDS é
apresentada em azul e seu
grupo sulfato, que constitui a
parte polar destas moléculas,
esta representado em tons de
laranja e vermelho. (a) Jeleinas
I. (b) Jeleinas Il. (c) Jeleinas
1. (d) Jeleinas IV.
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CONCLUSOES

Dos peptideos estudados nesta secéo, verificou-se que o conjunto de Jeleinas | é o que
mais se insere na micela de SDS, além disso, a interagdo entre os peptideos e entre 0s
peptideos e a micela é a mais favoravel se comparada com as demais sequéncias. Alem disso,
SimulacBes por Dinamica Molecular sugerem que o residuo de Prol é provavelmente o
determinante para mais eficiente atividade antimicrobiana da JI em relacdo as demais,
adicionalmente, foi verificado que a Prolina na primeira posi¢do apresenta uma contribuicao
mais favoravel na energia de interacdo eletrostatica entre o residuo do N-terminal e a micela
de SDS se comparada com a situacdo em que se tem a Treonina ou a Glutamina. Talvez esta
interacdo seja favorecida devido ao fato de que a Thr (polar) ou a Glu (carregada
negativamente) acomodam-se com facilidade no ambiente agquoso, enquanto que a Pro
(hidrofobica) tém a necessidade de proteger seus grupos, inserindo-os mais profundamente na
micela de SDS e tornando a interacdo eletrostatica com a mesma mais atrativa. Além disso,
considerando-se a conjectura de que a estrutura secundaria dos peptideos e/ou proteinas é
condicdo necessaria para a potencializacdo de suas atividades biologicas, a analise do perfil de
estrutura secundaria dos peptideos estudados nesta secdo nos permite verificar que, apos a
insercdo na micela, os dois peptideos de Jeleina | adotam conformacdo estruturada anfipéatica
em forma de folha beta antiparalela, enquanto que para 0s demais apenas um dos peptideos
consegue adotar estrutura anfipatica e o outro permanece em conformacdes aleatérias, este
pode ser outro fator relacionado a melhor eficiéncia dos peptideos de Jeleina | em relacéo aos

demais.
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5. SIMULACOES EM BICAMADAS LIPIDICAS

A membrana celular é a estrutura que delimita todas as células de procariotos e
eucariotos, separando o meio intracelular do extracelular e regulando as possiveis trocas de
substancias entre estes meios. E composta basicamente por lipideos, proteinas e uma pequena
fracdo de acUcares. Existe uma grande variedade de lipideos, todos compostos por duas
cadeias alifaticas que podem ser saturadas ou insaturadas e uma cabec¢a polar ligada a um
glicerol. Os fosfolipidios sdo moléculas anfipéticas que apresentam uma porcao hidrofilica
que fica exposta ao solvente aquoso e outra hidrofébica que fica orientada para o interior da
bicamada, o carater anfipatico desta molécula é de suma importancia para a formacdo das
bicamadas. A distribuicdo de cargas que se d& na porcdo hidrofilica da molécula é a

responsavel pelo carater anidnico ou zwiteridbnico da mesma.

Considerando que Simulag¢bes por Dinamica Molecular de sistemas modelo constituidos
por bicamadas lipidicas tém sido bastante utilizadas para se lancar luz sobre as interacfes
entre peptideos antimicrobianos e membranas (APPELT et al, 2005; VIVCHRUK and
KAZNESSIS, 2010) e que a maioria das membranas sintetizadas para fins experimentais séo
compostas apenas por lipideos dispostos na forma de uma bicamada, neste trabalho, fez-se
uso de simulagfes por Dindmica Molecular para se obter uma bicamada mista de POPC e
POPG na proporcdo de 70:30, em porcentagem. A bicamada foi obtida através do processo de
auto arranjo cujos detalhes e parametros de simulacdo estdo apresentados na secdo de
metodologia. A simulacdo foi corrida por 300 ns, e a bicamada comecou a se formar
rapidamente (em torno de 5ns), no entanto sé por volta de 250 ns todas as moléculas de dgua
existentes em seu interior foram expulsas, entdo a simulagéo foi estendida por mais 50 ns para
permitir sua total equilibracdo. A bicamada obtida foi base de todas as simulacOes

apresentadas nesta secdo (tabela 5.1).

Tabela 5.1:Simulag6es que serdo apresentadas neste Capitulo

Se¢do 5.1 | Bicamada Lipidica de POPC:POPG livre de Peptideo

Sec¢do 5.2 | Bicamada de POPC:POPG na presenca de peptideos de Jeleina | em condigdes de pH 5.5 ou 7.0.
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5.1. BICAMADA LIPIDICA DE POPC: POPG LIVRE DE PEPTIDEO

Nesta secdo, os resultados obtidos pela formagdo da bicamada lipidica que contém 90
moléculas de POPC (figura 5.1.1(a)) e 38 moléculas de POPG (figura 5.1.1 (b)), através do

processo de auto arranjo, sao apresentados.

(a) : (b)

POPG

Figura 5.1.1: Representacdo esquematica das moléculas de lipideo que constituem a bicamada em

estudo. Em verde, estdo evidenciados os atomos de carbono que constituem a bicamada, em branco

0s atomos de hidrogénio, em vermelho os &tomos de oxigénio, em azul o nitrogénio e em amarelo o
sédio. (a) molécula de POPC. (b) molécula de POPG.

Primeiramente precisam-se obter informacdes sobre a formacao da bicamada lipidica e
estes dados podem ser obtidos atraves da analise da distancia de repeticdo da bicamada, assim
como a distribuicdo das moléculas de fosfolipidio, agua e ions ao logo do eixo paralelo as
caudas dos lipideos da caixa (neste caso eixo x). Estes parametros podem ser obtidos através
da anélise do perfil de densidade média (PMD) do sistema, que é apresentada na figura 5.1.2.
Nesta figura, em ciano, é apresentado o perfil de densidade média da membrana, que é a soma
do perfil de densidade media das moléculas de POPC e POPG, por esta curva, verifica-se o
primeiro pico em aproximadamente -1,94 nm e o segundo em 1,77 nm. A soma dos modulos
destas posicBes indica a espessura da bicamada lipidica, que é dada por 37 A, além disso,
observa-se que ambos 0s picos tem aproximadamente a mesma altura e que sdo simétricos,
indicando que o numero de fosfolipidios em cada monocamada é praticamente o mesmo.
Quando a curva referente ao PDM das moléculas de POPC (verde) é observada, verifica-se
que a posicdo de seus picos coincide com a posi¢do dos picos da curva em ciano, discutida

ainda ha pouco. No entanto, observa-se que 0 pico da esquerda é mais alto que o da direita,
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evidenciando um numero maior de moléculas de POPC na monocamada da esquerda (49
moléculas) em relacdo a da direita (41 moléculas). O PDM para as moléculas de POPG
(vermelho) tém a posicdo de seus picos coincidentes com os discutidos até o momento e
apresenta o pico da direita maior em relacdo ao da esquerda, indicando que had um maior
nimero de moléculas de POPG na monocamada da direita (23 moléculas contra 15 a
esquerda), contrariamente a curva para o POPC. Entre as posi¢6es dos picos para a curva de
densidade média da membrana (ciano), verifica-se que os perfis do sodio e da agua sdo nulos,
representando que estas moléculas estdo ausentes no interior da bicamada. Na regido das
cabecas polares, onde o perfil de densidade da membrana apresenta seu maximo, comeca a
aparecer moléculas de agua, formando a interface &gua-membrana, assim como os ions de
sodio gue se concentram nessa regido devido as interacBGes eletrostaticas entre as cabecas

polares anibnicas e esses cations.
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Figura 5.1.2: Perfil de densidade média do sistema, para os ultimos 50 ns de simulacdo. Em ciano,
soma das moléculas de POPC e POPG resultando em toda membrana, em verde apenas as moléculas
de POPC, em vermelho apenas as moléculas de POPG, em amarelo a distribuicdo das moléculas de
adgua e em magenta o mesmo para as moléculas de sédio. Os arquivos para a obtencdo desta figura
foram manipulados para que se evidenciasse a bicamada centralizada no eixo x da caixa de

simulacéo.

Além de se verificar a formacdo da bicamada lipidica é necessario observar se o

sistema esta equilibrado. Na figura 5.1.3 € apresentada a Energia Potencial Total do sistema
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em funcdo do tempo de simulacdo; em 5.1.3 (a) tém-se o tempo total de simulacdo e dela
percebe-se claramente que houve uma queda da energia nos primeiros 200ns de simulagéo a
partir do qual, aparentemente, a energia passa a oscilar em torno de um ponto de equilibrio.
Em 5.1.3 (b) apresenta-se a Energia Potencial Total do sistema apenas para os 50ns finais de
simulacdo; desta figura verifica-se que os valores de energia oscilam em torno de um ponto
médio que parece ndo mais cair. No entanto, para que isto seja confirmado € necessario
observar o coeficiente angular da curva que é um dos indicativos de equilibracao do sistema.
Para que o sistema se encontre no equilibrio, espera-se idealizadamente que o valor deste
coeficiente seja zero, 0 que indicaria que a energia potencial do sistema encontrou o minimo
global. No entanto, nas simula¢des por Dindmica Molecular, valores préximos de zero ja sao
resultados significativos e o sistema, do ponto de vista energético, pode ser considerado
equilibrado. Para a curva da figura 5.1.3 (b) o valor do coeficiente angular obtido é 2,4. 10"

kJ/mol.s que é suficiente para se considerar o sistema equilibrado.
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Figura 5.1.3: Energia potencial (kJ/mol) total do sistema. A direita considerando todo o tempo de
simulagdo (300ns); a esquerda considerando apenas os Gltimos 50 ns de simulagdo, em vermelho o

fit linear da curva, cujo coeficiente angular é 2,44. 10" * kd/mol.s.

Outras condigdes consideradas para se verificar se o sistema esta em equilibrio é a
temperatura e a pressdo serem mantidas, em média, em torno da faixa que se escolheu
simular, neste caso 300K e 1bar, respectivamente. Estas grandezas sdo mostradas na figura

5.1.4, da qual se verifica que ambas oscilam em torno dos valores esperados.
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Figura 5.1.4: (a) Variagdo da temperatura como funcdo do tempo de simulacdo, cujo valor médio é
de 300K. (b) Variacdo da pressdo como funcdo do tempo de simulacdo, cujo valor médio € igual a 1

bar.

Outro fator utilizado para determinar se o sistema lipidico esta em equilibrio é a
verificacdo das dimensdes da caixa de simulacdo como fun¢do do tempo, que é apresentada na
figura 5.1.5. Nesta figura, as dimensdes X, y e z sdo apresentadas como funcéo do tempo total
de simulacdo (figura 5.1.5 (a)) e como func¢éo dos ultimos 50 ns de simulacdo (figura 5.1.5
(b)). Delas percebe-se que, no inicio da simula¢do, hd& um aumento das dimensdes X e y
(vermelho) e uma diminuicdo da dimensdo z (preto), ja nos ultimos 50 ns as dimensfes da
caixa ja estdo estabilizadas, sendo as dimensfes x e y iguais e oscilam em torno de 8,80 *
0,04 nm (em vermelho) e a dimensdo z oscila em torno de 4,00 + 0,04 nm (em preto),
indicando que a bicamada se formou de forma que o vetor perpendicular a superficie formada

pelas cabecas lipidicas se encontra paralelo ao eixo X, perpendicular ao plano yz.
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Figura 5.1.5: Dimensdes da caixa de simulacdo em funcdo do tempo. Em vermelho, dimensdes x e y
e em preto, dimenséo z. (a) Sobre todo o tempo de simulacédo. (b) Apenas nos Gltimos 50 ns de

simulagao.
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Cada lipideo tem uma é&rea superficial fixa, determinada principalmente pela cabeca
polar. No caso de bicamadas mistas, o valor desta area ainda ndo é bem conhecido
experimentalmente. No entanto este parametro tende a ficar constante quando o sistema esta
equilibrado, por isso sua evolucdo temporal pode ser utilizada para a analise do tempo
necessario para a convergéncia do sistema. Seu célculo é efetuado da seguinte maneira:
Considere uma bicamada com n lipideos, composta de duas laminas, cada uma com n/2
lipideos. A area estimada por fosfolipidio é a area total da membrana dividida pelo nimero de
lipideos em cada lamina. Na figura 5.1.6 (a) é apresentada a area por lipideo como funcédo do
tempo total de simulagdo, pode-se observar desta figura uma diminuicdo acentuada na area de
cada fosfolipidio com o tempo, aparentando comecar a se estabilizar a partir de 250 ns de
simulacdo. Como o sistema simulado é constituido de moléculas de POPC e POPG utilizou-
se 0 método apresentado por HOFSASS et al, 2003 e também utilizado por MARTINS DO
CANTO et al, 2011 e JANOSI and GORFE, 2010 para o célculo da area por lipideo de cada
molécula. Este pardmetro foi medido sobre os dltimos 50ns de simulacéo e os valores obtidos
s30 de 54,8 + 0,3 A? para as moléculas de POPC e 55,6 + 0,6 A? para as moléculas de POPG.
Em 5.1.6 (b) plotou-se a mesma curva apresentada em (a) mas apenas de 0 a 120ns tal como
mostrado no trabalho de JANOSI and GORFE, 2010 (figura 5.1.6 (c)). O calculo das areas
por lipideo considerando-se apenas os 120ns iniciais de simulagéo (figura 5.1.6 (b)) resulta
em éreas de 62 + 3 A? para as moléculas de POPC e 63 + 3 A? para as moléculas de POPG.
Estes valores estdo condizentes com os observados em outros trabalhos (JANOSI and
GORFE, 2010; MURZIN et al, 2005). A diminuicdo da area por lipideo observado nos 50ns
finais de simulacdo em relagdo ao valor calculado para os 120ns iniciais pode ser fruto da
maneira como a bicamada foi obtida. No presente trabalho, obteve-se a bicamada a partir do
modelo de auto arranjo, enquanto que para os trabalhos citados as bicamadas foram montadas
a partir da translacdo das moléculas de lipideo até formar cada monocamada e depois a
bicamada. Ao se efetuar a translacdo, as cabecas polares dos fosfolipidios acabam sendo
organizadas em linha (ver figura 5.1.7 (a)) resultando numa area ocupada maior em relacdo ao
auto arranjo, no qual as cabegas polares dos lipideos organizam-se de maneira mais
compactada (figura 5.1.7 (b)). Essa ordenagdo que causa a diminui¢do da area por lipideo nas
simulacdes de auto arranjo também reflete numa menor distancia entre os atomos de fosforo
das monocamadas e um maior ordenamento das cadeias acilicas das moléculas de POPC e

POPG em relagdo as bicamadas pré-formadas.
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Figura 5.1.6: Area por lipideo como fungéo do tempo de simulagdo. (a) Sobre o tempo total. (b)
Apenas os 120ns iniciais. (c) Extraido de: JANOSI and GORFE, 2010.

Figura 5.1.7: Esquemas da forma de organizacdo das moléculas de fosfolipidio. (a) Obtida a partir

da translacdo de uma molécula. (b) Para simulacdo de auto arranjo.

A funcdo de distribuicdo radial de pares entre os &tomos de fosforo dos lipideos
existentes na bicamada analisada é apresentada na figura 5.1.8. Dela é possivel obter alguns
parametros tais como: a distancia mais provavel entre dois fosfolipidios vizinhos (Dg), que € a
medida da posi¢do do primeiro maximo; o fim da primeira camada de fosfolipideos (Dengp),
que é a medida da posicéo do fim do primeiro méximo; o nimero de fosfolipidios na primeira
camada de hidratacdo, que & a integral da funcdo g(r) até o fim da primeira camada de

hidratacdo. A distancia mais provavel de se encontrar uma molécula de dgua em torno de um
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fosfolipideo (Dp-ow); 0 final da primeira camada de hidratacd0 (Deng-ow); O NUmero de
moléculas de agua na primeira camada de hidratacdo (now); Estes resultados sdo apresentados
na tabela 5.1.1 e na figura 5.1.8.

Tabela 5.1.1: Distribuicdo dos Lipideos
POPC POPG POPC/POPG

PROPRIEDADE Figura5.1.8 (a) Figura5.1.8 (b) Figura5.1.8 (c)

Dp (nm) 0,43 0,48 0,55

Denge (NM) 0,75 0,61 0,65

N, 1,35 0,19 0,27
Dp.ow (NM) 0,29 0,29 -
Dendow (NM) 0,33 0,33 -
Now 3,30 3,10 -

Pela tabela acima é possivel perceber que a distancia mais provével de se encontrar um
fosofolipideo de POPC em torno de um POPC é 0,43 nm, para o POPG em torno de si é 0,48
nm e para 0 POPG em torno do POPC é 0,55 nm. A primeira camada de solvatagdo para o
POPC em torno de si tem um raio de 0,75 nm, maior que para 0s demais cujos valores séo de
0,61 nm para POPG em torno de si e 0,65 nm para 0 POPG em torno de POPC. O namero de
fosfolipideos POPC na primeira camada de solvatacdo em torno do proprio POPC é
significativamente maior (1,35) que para os demais: 0,19 (POPG - POPG) e 0,27 (POPG -
POPC), isto ndo é consequencia do fato desta camada apresentar um raio maior que as
demais, porque foi observado o nimero de fosfolipideo em 0,6 nm para este caso e o valor
obtido foi de aproximadamente 0,8 lipideos, um namero ja consideravelmente maior que 0s
demais. Tal fato ja era esperado, uma vez que 0O sistema possui aproximadamente 2,4
moléculas de POPC para cada POPG. Quanto a hidratacdo do sistema, ndo ha diferencas entre
a distancia mais provével de se encontrar uma molécula de agua em torno de um fosfolipideo,
assim como também nao héa diferencas entre o tamanho da primeira camada de hidratacéo e

do nimero de moléculas de agua em cada camada.

O Parametro de Ordem das cadeias saturadas das moléculas de POPC (verde) e POPG

(vermelho) é apresentado na figura 5.1.9. Quanto maior o alinhamento dos carbonos na cadeia
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maior é o parametro de ordem. Da figura, verifica-se que as curvas para ambas as moléculas

sdo muito parecidas, com excecdo dos carbonos mais proximos das cabecas polares que

apresentam uma ordenacdo ligeiramente maior para as moléculas de POPG em relacédo as de
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Figura 5.1.8: Funcdo de distribui¢do radial de pares. (a) Distribuicdo das moléculas de POPC em
torno das moléculas de POPC. (b) Distribuicdo das moléculas de POPG em torno das moléculas de

POPG. (c) Distribuicdo das moléculas de POPG em torno das moléculas de POPC.
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Figura 5.1.9: Parametro de ordem para a cadeia saturada das moléculas de POPC (verde) e POPG

(vermelho).
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Figura 5.1.10: Representacdo da bicamada formada ap6s 300ns de simulacdo. Em azul claro séo
representadas as moléculas de POPC e em azul escuro as moléculas de POPG, os oxigénios das

cabecas polares estdo representados em laranja.

A configuracdo final dos residuos lipidicos é apresentada na figura 5.1.10, dela é
possivel verificar a formacdo da bicamada. As moléculas de dgua foram removidas da figura
para favorecer a visualizacdo. Em azul claro sdo representadas as moléculas de POPC e em
azul escuro as moléculas de POPG.

CONCLUSOES

Pelas analises de perfil de densidade meédia apresentadas nesta se¢cdo observou-se que
a bicamada lipidica é formada com exatamente 64 lipideos em cada face, no entanto,
consistindo de 23 moléculas de POPG e 41 de POPC em uma das faces e 15 POPG e 49
POPC na outra face. Como consequéncia tém-se uma diferenca de 9 cargas negativas entre as
faces. As demais analises apresentadas indicam que o sistema equilibrou-se mesmo sob estas
condi¢des. Uma analise mais detalhada do nimero de moléculas de sddio proximas de cada
face da bicamada evidencia que se tem 23 destas moléculas na face em que se encontram as
23 moléculas de POPG e as demais 15 moléculas de sédio na outra face (15 POPG), a
distribuicdo das moléculas de sodio pode estar auxiliando na blindagem das cargas dos POPG
ajudando assim a manter o sistema em equilibrio. Embora a bicamada tenha se formado com
um numero igual de lipideos em cada monocamada, ou seja 64 em cada face, o numero de
moléculas de POPC e POPG em cada face sdo distintos, esta disparidade que surgiu
espontaneamente na formacdo da bicamada lipidica pode ser consequéncia da &rea ocupada
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pelas cabecas polares destes fosfolipideos. GURTOVENCO and VATTULAINEN, 2008 e
GURTOVENCO and VATTULAINEN, 2009 também trabalharam com bicamadas lipidicas
assimétricas produzindo uma diferenca de potencial entre as superficies da membrana, e seus
resultados indicam que a utilizacdo das aproximacdes classicas para o tratamento da energia
potencial eletrostatica do sistema em estudo, associado as condi¢des periddicas de contorno
que sdo implementadas no método de PME, balancam a superficie de carregada de um
sistema periodicamente replicado. Foi verificado ainda que a distancia entre 0s picos
observados para a membrana é de 37 A, valor proximo dos apresentados no trabalho de
JANOSI and GORFE, 2010 que simula a mistura de POPC e POPG na proporgéo 77:23%
obtendo valores proximos de 39 A. E também no trabalho de MURZYN et al, 2005 que
obtém valores de 35.6 A para bicamada de POPC pura e 35.5 A para a bicamada de POPG

pura.

A érea por lipideo obtida para a simulacio apresentada neste trabalho (54,8 + 0,3 A?
para as moléculas de POPC e 55,6 + 0,6 A% para as moléculas de POPG), obtidas nos 50ns
finais de 300ns de simulacdo, mostra valores abaixo ou semelhante aos obtidos em outros
trabalhos (JANOSI and GORFE, 2010; MURZYN et al, 2005, MANNA and
MUKHOPADHYAY, 2011). No entanto a compara¢cdo mostrada na figura 5.1.6 evidencia o
papel importante do tempo de simulagdo nesse parametro.

O parametro de ordem das cadeias saturadas das moléculas de POPC e POPG foi
calculado e apenas uma ligeira diferenga nos carbonos de 2 a 9 foi observada entre as curvas,
sendo nesta regido a molécula de POPG mais ordenada em relacdo a molécula de POPC.
MANNA and MUKHOPADHYA, 2011 realizaram uma simulacdo de 150ns de duracdo a
partir de uma bicamada lipidica, pre-formada, constituida de 128 moléculas de POPG com
parametros de simulacdo e campo de forcas idénticos aos que foram utilizados neste trabalho.
Se compararmos a curva obtida para o parametro de ordem de nossas moléculas de POPG
com a obtida nesse trabalho verifica-se uma ligeira diminuicdo no ordenamento das nossas
moléculas de POPG em relacéo as de Manna, que pode ser fruto do fato de que nosso sistema
é constituido da mistura de POPC e POPG (70:30%). No entanto o comportamento da curva é
idéntico nos dois trabalhos.
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5.2. BICAMADA DE POPC:POPG NA PRESENCA DE PEPTIDEOS DE JELEINA
| EM CONDICOES DE PH 5.5 OU 7.0.

A bicamada de POPC: POPG na propor¢do 70:30% cujo processo de formacdo foi
apresentado no capitulo 5, secdo 5.1 € utilizada nesta secéo, na qual algumas simulac@es da
bicamada na presenca de peptideos de Jeleina | foram realizadas, alterando-se o nimero de
peptideos, a forma como sdo dispostos no meio aquoso e o pH da simulacao.

Quatro simulagdes contendo quatro ou dezesseis peptideos (em 4 conjuntos de 4
peptideos cada, obtidos das simulacdes em agua) de Jeleina | inseridos, aleatoriamente, na
regido aquosa da bicamada lipidica foram realizadas. Em duas das simula¢es, mimetizou-se
0 pH 5.5 através da protonacdo de todos os residuos de lisina, histidina e N-terminal dos
peptideos, resultando numa carga liquida de +3 para cada um. Nas outras duas simulages,
mimetizou-se o pH 7.0 protonando-se todas as lisinas, 0os N-terminais e apenas 50% das
histidinas presentes nos peptideos, resultando numa carga liquida de +2,5 para cada. Contra
fons de Cl- foram adicionados a caixa de simulacdo para promover sua neutralizagdo e

também moléculas 4gua em quantidade suficiente para garantir a densidade de 1g/cm?.

As simulagdes apresentadas nesta se¢do foram realizadas com o intuito de se comparar
como a concentracdo de peptideos influéncia a acdo destes com miméticos de membrana, por
isso foram realizadas simula¢des com 4 ou 16 peptideos. E Também identificar as diferencas
nas interacdes peptideo/membrana causadas pelo pH do meio, por isso as simulagdes foram

realizadas em pH 5.5e 7.0.

A tabela 5.2.1 abaixo exibe algumas das caracteristicas das simulacdes que serédo

apresentadas nesta secéo.

Tabela 5.2.1: Caracteristicas das simulacdes apresentadas na se¢do 5.2

Simulac NUmero de Carga liquida Tempo de * Configuracdo Inicial dos peptideos
imulagao
¢ Peptideos dos peptideos Simulagéo (ns) sobre a bicamada

PCPGyphss 4 +12 400
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PCPG4pH70 4 +10 400
P i—:{x
PCPGigphis5 16 +48 400
4 Conjuntos de 4 moléculas de peptideos cada.
'ri’ & /: T
PCPGipH 7.0 16 +40 400

4 Conjuntos de 4 moléculas de peptideos cada.

*Na Configuragdo inicial dos peptideos sobre a bicamada, os peptideos ou o conjunto de 4 peptideos sdo apresentados em
verde, magenta, amarelo e goiaba, suas conformagdes iniciais foram obtidas da simulagdo em agua apresentadas no capitulo
3, se¢do 3.2. A bicamada ¢ apresentada em ciano e para melhor visualizagdo, as moléculas de agua e ions foram ocultados da
figura.

RESULTADOS

O perfil de densidade média das caixas de simulacdo com 4 ou 16 peptideos em pH
5.5 ou 7.0 foram comparados com o perfil da bicamada livre de peptideo e os resultados sdo
apresentados na figura 5.1.1. Na qual, as curvas em verde apresentam os resultados para a
bicamada livre de peptideo, em azul os resultados para as simulagdes com 4 peptideos e em
vermelho para 16 peptideos. Em ambas as figuras a regido | representa a fase aquosa, regido Il
a interface agua/bicamada, regido Il as caudas ordenadas e regido IV representa a as caudas
desordenadas. Em (a) encontra-se o perfil de densidade média para a 4gua, (b) para os atomos
de fosforo das moléculas de lipideo, (c), (d), (e), (f) e (g) para os &tomos da cadeia lateral dos
residuos de aminodcidos de Prolina, Lisina, Histidina, Serina e Fenilalanina, respectivamente.
A observacdo das figuras para pH 5.5 e 7.0 nos permite verificar que a presenca de 16
peptideos perturba a regido I, pois a presenca dos peptideos implica numa menor quantidade

de &gua nesta regido (figura 5.2.1 (a)). Pela figura 5.2.1 (b) vé-se um ligeiro deslocamento dos
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picos referentes as simulacées com 4 ou 16 peptideos em relacdo as bicamada livre. Isto pode
ser um indicativo que a presenca de peptideos causa um pequeno aumento na espessura da
bicamada. A mesma analise para os grupos glicerol e cadeias acilicas ndo mostrou diferencas
entre as curvas, indicando que os peptideos ndo interferem na distribuicdo destes grupos
(dados ndo mostrados). Observando-se (c), (d), (e), (f) e (g) verifica-se que as cadeias laterais
dos peptideos interagem com a bicamada através dos grupos fosfato. As simula¢Ges com 16
peptideos apresentam mais de um pico nas distribuicdes enquanto que as simulacdes com 4
peptideos apresentam 1 pico. Isso evidencia que na presenca de muitos peptideos, alguns se
aproximam da bicamada, enquanto outros ndo o fazem. Este fato muito possivelmente esta
relacionado com a formacdo da estrutura tercidria obtida em agua, na qual se tém a
aglomeracdo de 4 peptideos. Esse aglomerado se aproxima da bicamada (caso de 16
peptideos) e quando ndo se desfaz, causa a interacdo de dois dos peptideos do aglomerado
com a bicamada, enquanto os outros dois ficam expostos a0 meio aquoso e, portanto mais

distantes da interface membrana/agua (dando origem aos demais picos da distribuicao).
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Figura 5.2.1: Perfil de densidade média das bicamadas lipidicas livre de peptideos (verde), na
presenca de 4 peptideos (azul) ou 16 peptideos (vermelho). pH 5.5 (& esquerda) e pH 7.0 (a direita).
Em (a) moléculas de solvente. (b) a&tomos de fosforo das moléculas de lipideo. (c), (d), (e), (f) e (9)

atomos da cadeia lateral dos residuos de aminoacidos de prolina, lisina, histidina, serina e

fenilalanina, respectivamente.
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Anélises da perturbacdo na bicamada lipidica causada pelos diferentes pH foram
realizadas e s@o apresentadas na figura 5.2.2. A figura reflete como os diferentes grupos estéo
posicionados em relacdo a bicamada lipidica, mostrando que os residuos carregados, polares e
a Fenilalanina encontram-se na regido das cabecas fosfolipidicas e mais internamente

inseridos na micela em pH 5.5 que em pH 7.0.

Experimentos de Anisotropia de Fluorescéncia de DPH (DOS SANTOS CABRERA et
al, 2014) estimam a ordem das cadeias acilicas dos lipidios e reportam a influéncia que os
peptideos exercem sobre esta regido. Os resultados obtidos através desta técnica mostram que
a interacdo da Jeleina | com a bicamada ocorre na regido das cabecas fosfolipidicas. Pela
figura 5.2.3 observa-se 0s parametros de ordem das cadeias saturadas das moléculas de POPC
e POPG para a bicamada livre de peptideo (verde), na presenca de 16 peptideos, em pH 5.5
(vermelho) e pH 7.0 (verde). Desta figura verifica-se que a presenca dos peptideos tende a
ordenar as cadeias acilicas das moléculas de lipideo em relagéo a situacéo livre de peptideos.
A presenca dos peptideos em pH 5.5 causa, ligeiramente, uma menor ordenacéo dos carbonos
de 3 a 7 das moléculas de POPC em relacdo ao pH 7.0, para esta molécula. Os demais
carbonos apresentam-se praticamente com 0 mesmo comportamento para ambos 0s pH.
Quando se observa a ordenacdo das moléculas de POPG, verifica-se um ligeiro aumento da
ordenacdo de toda a molécula na presenca dos peptideos em pH 5.5 em relagdo ao pH 7.0.
Estes resultados concordam com os obtidos experimentalmente de que os peptideos interagem

preferencialmente com a regido proxima as cabegas fosfolipidicas.
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Figura 5.2.2: Perfil de densidade média da agua, fosfato, e grupos carregados, polares e
Fenilalanina dos peptideos em pH 5.5 (vermelho), pH 7.0 (azul) e também para bicamada livre de

peptideo (verde). Para claridade a membrana é dividida em regides: () regido do carbono-10 ao
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carbono-16; (I1) regido do carbono 2 ao carbono 9; (I11) regido da interface membrana-agua; (1V)

regido aquosa sobre a influéncia do peptideo.
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Figura 5.2.3: Pardmetro de ordem das caudas saturadas das moléculas de lipideo. (a) POPC. (b) POPG.
Simulacdo da bicamada livre de peptideo (verde), na presenca de 16 peptideos em ph 5.5 (vermelho) e ph 7.0

(azul).

A atividade de formacéo de poro foi investigada através da influéncia do pH do meio
sobre a condutancia em experimentos de single channel (DOS SANTOS CABRERA et al,
2014). Os resultados indicam que um alto nimero de poros permanecem abertos por mais
tempo em pH 5.5 em relagdo ao pH 7.0. Em adicdo, a contribui¢cdo de Coulomb para a energia
de interacdo de entre 0s peptideos e a bicamada lipidica ou apenas entre os peptideos, para as
simulagdes com 4 moléculas de Jeleina I em pH 5.5 ou 7.0 é apresentada na figura 5.2.4. Este
termo de energia em funcdo do tempo de simulacdo é apresentado na figura 5.2.4 (a), dela é
possivel verificar que para ambas as simulagdes o comportamento das curvas sdo anélogos até
aproximadamente 300 ns, a partir do qual a simulacdo com 4 peptideos em pH 5.5 (vermelho)
passa a apresentar interacdo mais favoravel dos peptideos com a bicamada em relacdo a
situacdo com 4 peptideos em pH 7.0 (azul). A figura 5.2.4 (b) explicita o histograma das
energias de interagdo entre peptideos e bicamada nos ultimos 50ns de simulagdo. Dela
verifica-se novamente a favorabilidade da interacdo em pH 5.5 em relacdo ao pH 7.0. A
contribuicdo de Coulomb para a energia de interacdo entre os peptideos de Jeleina | (figuras
5.2.4 (c) e (d)) indica que a interacdo entre os peptideos em pH 7.0 é mais atrativa, portanto
mais favoravel, que para o pH 5.5, tal fato, provavelmente, € consequéncia da diferenca da
carga liquida assumida pelos peptideos quando em pH 5.5 ou 7.0, tal como discutido na

apresentacdo das simulacfes. O fato de os peptideos interagirem melhor entre si em pH 7.0
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pode resultar numa menor interacdo dos mesmos com a bicamada lipidica, como
consequéncia, 0 menor numero de poros formados tal como observado experimentalmente. As
energias de interacdo de Lennard Jones entre os peptideos e entre os peptideos e a bicamada
lipidica ndo foram apresentadas, pois ndo indicam diferencas significativas entre os dois pH

observados.

A tabela 5.2.2 evidencia as pontes salinas e as pontes por hidrogénio formadas entre os
peptideos das simulacGes com 4 peptideos e os lipideos que constituem a bicamada, e também
as ligacdes de hidrogénio formadas entre as moléculas de agua e os lipideos. As principais
informaces obtidas da tabela sdo: 1) a maioria dos contatos eletrostaticos da Jeleina | ocorre
com as moléculas de POPC. Il) no pH 5.5 observa-se 0 aumento significativo no nimero de
ligacGes por hidrogénio dos lipidios com as moléculas de 4gua e 0 nimero de pontes salinas
entre Prol e Lys3 com os lipidios. No pH 7.0 ocorre a reducdo de 53 e 80% na quantidade
total de ligacbes salinas dos peptideos com POPC e POPG, respectivamente. E 64% de
reducdo no nimero de ligacGes por hidrogénio com POPG.

A area por lipideo obtida através do modelo utilizado por HOFSASS et al, 2003, foi
calculada para os lipideos de POPC e POPG das simulagdes contendo 4 peptideos em pH 5.5
e 7.0. Os resultados em pH 5.5 sdo0 51,8 + 0,3 A? e 52,6 + 0,8 A? respectivamente. Em pH
7.0, ttm-se 52,4 + 0,3 A% para o POPC e 53,3 + 0,8 A? para 0 POPG. Destes resultados, é
possivel observar que os valores da area por lipideo € praticamente 0 mesmo para as
moléculas de POPC e POPG, tanto em pH 5.5 quanto em pH 7.0. No entanto, verifica-se uma
diminuicdo dos valores obtidos em relagdo a bicamada livre de peptideo, cujos valores
calculados foram 54,8 + 0,3 A% para o POPC e 55,6 + 0,6 A% para 0 POPG, todos sobre 0s

50ns finais de simulac&o.
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Figura 5.2.4: Contribuicdo de Coulomb para a Energia de interacdo entre os peptideos e a bicamada

lipidica. (a) como funcdo do tempo total de simulagdo. (b) histograma dos dltimos 50ns.

Contribui¢do de Coulomb para a energia de interacdo entre os peptideos de Jeleina I. (¢) Como

funcédo do tempo total de simulacdo. (d) Histogramas dos Gltimos 50ns de simulacgéo.

Tabela 5.2.2: Pontes salinas e ligacdes por hidrogénio entre peptideos e grupos de lipidicos

Razao de Peptideo: Lipideo
0:128

4:128

4:128

Pontes Salinas  Ligac6es por Hidrogénio
POPC POPG POPC POPG
Agua * 5,0 4,6
pH 5.5
Agua* 21,0 10,3
Prolinaft 1,25 0,5 - 0,25
Lisinat 2,0 0,75 2,2 0,72
Histidinat 0,5 0,25 —
Serinat - - 0,42 -
Peptideot 3,75 1,25 44 1,25
pH 7.0
Agua* 4,6 4,1
Prolinat 0,5 0,25 - -
Lisinaf 1,25 19 0,2
Histidinat 0,42 -
Serinat 0,25 -
Peptideot 1,75 0,25 4,6 0,65
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+ Ligacdes calculadas por peptideo; * Ligagoes calculadas por lipideo; --- Ndo ha formag&o de ligacoes.

As pontes salinas foram computadas individualmente, considerando-se a manutencdo da mesma durante o tempo de simulacéo a existéncia
de uma distancia entre doador e aceitador menor que 0,35 nm. As ligagdes por hidrogénio foram calculadas utilizando o pacote g_hbond do
Gromacs.

Experimentos de Eletrofisiologia (DOS SANTOS CABRERA et al, 2014) revelam
que em pH 5.5 os peptideos de Jeleina | apresentam maior atividade em bicamadas POPC:
POPG 70:30% em relacdo ao pH 7.0. Por isso, neste trabalho, busca-se investigar quais
fatores favorecem a interacdo destes peptideos com a bicamada lipidica e porque o pH do
meio favorece esta interacdo. Uma das conjecturas € que a interacdo dos peptideos com as
bicamadas lipidicas deve causar o vazamento de moléculas do meio intra para o extracelular e
vice-versa. Por isso a barreira de energia livre para passagem de agua através da bicamada
lipidica foi investigada e é apresentada na figura 5.2.5, na qual a curva em verde representa a
bicamada livre de peptideos, em vermelho a bicamada na presenca de 16 peptideos em pH 5.5
e em azul a bicamada na presenca de 16 peptideos em pH 7.0. Desta figura se observa que, na
auséncia de peptideo, a barreira de energia livre para passagem de agua apresenta seu maximo
em 40,2 kJ/mol (verde), enquanto que na presenca de 16 peptideos em pH 5.5 (vermelho), o
méaximo esta em 31,7 kJ/mol e na mesma concentracao de peptideos, porém em pH 7.0 (curva
em azul) o maximo encontra-se em 34,9 kJ/mol. Destes dados é possivel inferir que a
presenca dos peptideos favorece a passagem de agua através da bicamada lipidica em relagédo
a condicdo sem peptideo, uma vez que a barreira de energia livre decai em 8,5 kJ/mol ou 5,3
kJ/mol que é quantidade significativa se considerarmos que KT equivale a 2,5 kJ/mol. Nestes
dados, verifica-se ainda a influéncia do pH do meio, pois em pH 5.5 a barreira de energia livre

para passagem de moléculas de agua é cerca de 1,3 KT menor que em pH 7.0.

40 B

Figura 5.2.5: Barreira de energia livre para
passagem de agua através da bicamada lipidica.
Verde, bicamada livre da presenca de peptideos.

Em vermelho e azul, bicamada na presenca de

SHmenngy, 16 peptideos de Jeleina I em pH 5.5 e 7.0,

Barreira de Energia Livre (kJ/mol)

. . respectivamente.
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A passagem de &gua através da bicamada lipidica pode ser observada em alguns
instantes da simulacdo. No entanto ndo é observada a formacdo de um canal ou poro
transmembranico, fato que ja era esperado, pois, de acordo com o trabalho de ZHU et al,
2002, nas simulacdes por Dinamica Molecular de equilibrio, somente um ligeiro fluxo de
moléculas através da bicamada pode ser observado, por isso, para o estudo da formacdo de
poros, técnicas que aplicam forcas externas as moléculas de agua dentro do canal sdo
utilizadas para acelerar 0 movimento destas através da bicamada. No entanto, investigacoes,
nos ultimos 50ns de simulacdo, sobre a presenca de moléculas de agua a até 1nm do centro da
bicamada lipidica evidenciam que para a simulacdo da bicamada livre de peptideo apenas 1
molécula foi encontrada nesta regido, enquanto que para a situacdo com 16 peptideos foram

encontradas 5 e 15 moléculas de 4gua para o pH 7.0 e 5.5, respectivamente.

(a) (b) (c) (d)
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Figura 5.2.6: Representacdo da passagem de uma molécula de dgua através da bicamada lipidica
para a simulagdo com 16 peptideos em pH 5.5. As esferas em verde e laranja representam 0s atomos
de fésforo das cabecas polares dos lipidios POPG e POPC, respectivamente. As caudas acilicas das
moléculas de fosfolipidios e os peptideos foram ocultados para melhor visualizacdo da imagem. As
moléculas de dgua externas a bicamada séo evidenciadas como pontos em vermelho. A molécula de
agua que passa através da bicamada esta representada como esferas de van der waals, com os 4&tomos

de hidrogénio em branco e o oxigénio em vermelho.

CONCLUSOES

Estudos experimentais indicam uma maior eficiéncia bioldgica dos peptideos de
Jeleina | contra microrganismos patogénicos em pH 5.5 em relacdo ao pH 7.0. Pelos dados
apresentados nesta secdo verifica-se, em ambos os pH, que os peptideos se inserem na
bicamada lipidica, permanecendo na interface com a &gua. Verificou-se que a energia de
interacdo de Coulomb entre os peptideos e a bicamada lipidica é mais favoravel em pH 5.5

que em pH 7.0, contrariamente, a energia de interacdo de Coulomb entre os préprios
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peptideos € menos favoravel em pH 5.5 que em pH 7.0. Quando as interagdes via ponte salina
ou ligagGes por hidrogénio entre os peptideos e os fosfolipidios foram analisadas, observou-se
que em pH 5.5 ha um nimero maior destas interacbes em relacdo ao pH 7.0. Além disso.
Verificou-se também que as ligagdes por hidrogénio entre as moléculas de dgua e a bicamada
sdo maior em numero em pH 5.5 se comparadas com o pH 7.0 ou com a bicamada livre de
peptideo. A érea por lipideo das moléculas de POPC e POPG apresentam-se menores em pH
5.5 que em pH 7.0, indicando que a interacdo dos peptideos com a bicamada em pH 5.5 causa
uma aglomeracao maior destas moléculas em relacdo ao pH 7.0. Por fim, a barreira de energia
livre para a passagem de agua através da bicamada lipidica foi investigada e obteve-se que em
pH 5.5 esta é cerca de 1,3 KT menor que em pH 7.0, e cerca de 3,4 KT menor que para a
situacdo da bicamada livre de peptideo. Todos os fatos relatados, evidenciam maior interacao
dos peptideos com os fosfolipidios em pH .5 que em pH 7.0, o que provavelmente contribui

para a melhor atividade bioldgica observada nesta condicéo.

Este estudo aponta para um mecanismo de acéo pelo qual as moléculas de JI acumulam-se
na regido das cabecas fosfolipidicas. Devido a tendéncia de agregacdo dos peptideos, Ji
exerce pressdo sobre a bicamada para acomodar seus grupos polares e apolares. Esta presséo
pode abrir poros ou defeitos, causando a perturbacdo da bicamada e provocando o vazamento

de metabolitos essenciais.

A forma agregada pode apresentar vantagens e desvantagens com relacdo a eficiéncia
antimicrobiana do peptideo: a forma agregada aumenta a concentracdo local de peptideos e
pode prejudicar a degradacdo proteolitica; por outro lado a ndo agregacdo pode ser mais

eficiente na ligacéo e neutralizacdo das cargas da membrana.



6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho duas classes de peptideos antimicrobianos foram estudadas, as
Protonectinas extraidas do veneno da vespa solitaria Agelaia palipes palipes e as Jeleinas

extraidas da geléia real.

Para 0 caso das Protonectinas propos-se investigar as interacfes entre os peptideos de
Protonectina e Protonectina com Protonectina 1-6 para se esclarecer as questdes sobre a
agregacdo entre estes peptideos, buscando entender como ela ocorre e qual a influéncia do
meio sobre ela. Pelas simula¢des apresentadas neste trabalho, verificou-se que a Protonectina
exibe a tendéncia de agregacdo que é mantida através de ligacGes por hidrogénio em agua, e 0
numero dessas ligacfes aumenta para Protonectina pura e diminui para a mistura de peptideos
quando na presenca da micela de SDS. As simulagfes utilizando REMD evidenciaram que 0s
peptideos de Protonectinas puros tém a contribui¢cdo de Coulomb e Lennard Jones para sua
energia de interacdo mais favoravel em relacdo a situacdo da mistura de peptideos. Em
oposicédo, a contribuicdo de Coulomb e Lennard Jones para a energia de interacdo entre 0s
peptideos e a micela de SDS é menos favoravel para os peptideos de Protonectina puros que
para a mistura. O fato da interacdo peptideo-peptideo ser mais fraca para o caso da mistura
Protonectina/Protonectina 1-6 influencia a distancia entre os peptideos e também seu nimero
de residuos em a-hélice. Assim a Protonectina da mistura apresenta um contetdo helicoidal e
anfipaticidade superiores ao das puras, caracteristicas de interacdo com membranas. Por tudo
isso, pode-se especular que a perda de residuos da Protonectina 1-6 diminui as chances de
interacdo peptideo-peptideo e torna a Protonectina capaz de interagir melhor com a micela de
SDS, permitindo que ela assuma uma estrutura mais helicoidal e anfipatica, caracteristicas
essas que podem estar relacionadas ao aumento na eficiéncia bioldgica da mistura de
peptideos em relacdo as Protonectinas puras, tal como observado experimentalmente por
SAIDEMBERG et al, 2010.

Para as Jeleinas, havia trés questdes principais que se esperava responder, a primeira delas
a respeito de como as diferencas na sequencia primaria destes peptideos influencia sua
interacd0 com miméticos de membrana. Das simulagbes por Dindmica Molecular
apresentadas neste trabalho inferiu-se que o residuo de Prol é provavelmente o determinante
para a atividade antimicrobiana da Jeleina | mais eficiente em relacdo as demais, pois foi

verificado que a Prolina na primeira posicdo apresenta uma contribuicdo mais favoravel na
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energia de interacdo eletrostatica entre o residuo do N-terminal e a micela de SDS se
comparada com a situacdo em que se tem a Treonina ou a Glutamina. Provavelmente esta
interacdo seja favorecida devido ao fato de que a Thr (polar) ou a Glu (carregada
negativamente) acomodam-se com facilidade no ambiente aquoso, enquanto que a Pro
(hidrofdbica) tém a necessidade de proteger seus grupos, inserindo-os mais profundamente na
micela de SDS e tornando a interacdo eletrostatica com a mesma mais atrativa. A segunda
questdo é sobre como as pequenas cadeias de Jeleina | afetam as bicamadas lipidicas. Através
de estudos experimentais (DOS SANTOS CABRERA et al, 2014) e a contribuicdo das
simulacdes por dindmica molecular apresentadas neste trabalho pode-se sugerir um possivel
mecanismo de acdo destes peptideos com a membrana. Pelas simulagdes verificou-se a
tendéncia de agregacdo dos peptideos de Jeleina I, a forma agregada poderia estar se
acumulando na regido das cabecas fosfolipidicas, exercendo pressdo sobre a membrana para
acomodar seus grupos polares e apolares, e este fato causaria a perturbagcdo da membrana
provocando poros ou defeitos, causando o vazamento de metabolitos essenciais para
membrana. Outra questdo diz a respeito a influencia do estado de protonacéo das Histidinas
sobre 0 modo de acdo das Jeleinas. As simula¢fes sugerem que a contribuicdo de Coulomb
para a energia de interacdo entre os peptideos e 0 mimético de membrana é mais favoravel em
pH é&cido (situacdo em que todas as Histidinas presentes nos peptideos estdo protonadas) e
que esta condi¢do diminui a barreia de energia livre para a passagem de agua através da

bicamada em relagdo a situacdo em pH 7.0.

Do ponto de vista global, os resultados obtidos para as diferentes classes de peptideos
nas simulacdes apresentadas neste trabalho indicam mecanismos de interagdo com membrana
aparentemente opostos, mas que estédo relacionados a melhoria da eficiéncia da interacéo entre
peptideo e membrana. No caso das Protonectinas os dados sugerem que a agregacdo entre 0s
peptideos puros é mais intensa que a agregacdo entre a mistura de peptideos que podem se
apresentar na forma agregada ou ndo, dependendo das condic¢des hidrofobico/hidrofilica do
meio em que se encontram. A forma desagregada seria o diferencial que causaria uma melhor
eficiéncia bioldgica deste par de peptideos com o modelo de membrana. Para as Jeleinas, os
estudos por dindmica molecular mostraram que os peptideos de Jeleina | tendem a formar
agregados que se assemelham a pequenas esferas em grupos de quatro moléculas de peptideo

e que agem dessa forma sobre o mimético de membrana.

Tendo em vista estes resultados, pode-se considerar que novos estudos seriam

indispensaveis para se lancar luz a respeito de quais mecanismos estariam envolvidos na



111

interacdo peptideo/membrana a fim de estabelecer em qual ou em quais situagdes ha a
necessidade de agregados ou nao.
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