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RESUMO

Peptideos antimicrobianos sdo moléculas biologicamente ativas que, geralmente, tem as
membranas fosfolipidicas como avo primario. Resultados de diferentes técnicas
experimentais tém sugerido que esses peptideos permeabilizam as membranas pela formagéo
de poros. Parte dos peptideos caracterizados apresentam especificidade de disrupcéo para
membranas de bactérias, em detrimento das membranas dos hospedeiros. Essa caracteristica
tem atraido a atencdo da comunidade cientifica internacional, porque indica que estas
moléculas podem ser modelos para o desenvolvimento de novos antibiéticos, portanto o
entendimento do mecanismo de agéo, ou sgja, do mecanismo de formagdo de poro, tem
extrema importancia. Simulagdes por Dindmica Molecular foram produzidas para
investigarmos o impacto que peptideos antimicrobianos da familia Mastoparano tem sobre
membranas lipidicas modelo. Dois cenérios foram explorados. (i) de baixa concentracéo
peptideo/lipideo, P/L=1/128, que consistia de simulacbes fine-grained das interagdes de um
peptideo com uma bicamada pura de 128 lipideos anidnicos (POPG) ou zwiteriénicos
(POPC); (ii) de alta concentracéo, P/L=1/21, que abordava as interacdes de seis peptideos
com uma bicamada mista de 128 lipideos POPC/POPG (1/1) usando uma modelagem coar se-
grained. Tomando o peptideo MP1 como caso paradigmatico, verificamos que em baixo P/L
€ possivel sugerir que sua caracteristica seletiva surge da capacidade de coordenar e perturbar
maior nimero de lipideos em membrana aninica comparada a neutra. Essa capacidade fica
acentuada nas simulagdes com membrana mista, onde a atracéo dos lipideos anidnicos pelos
peptideos catidnicos guiou a separacdo local e a formacdo de dominios de lipideos anidnicos,
o que facilitou o afinamento local da membrana e aformacéo de poro transmembranico. Esses
achados gjudam a explicar como peptideos curtos, tal como o MP1, sdo capazes de formar
poro em uma membrana cuja espessura € maior que 0 comprimento do peptideo.

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos catidnicos; membranas anidnicas; interacoes
peptideo-membrana; mastoparano; seletividade; simulagdes por dinamica molecular.



ABSTRACT

Antimicrobia peptides are biologically active molecules that, usually, have the phospholipid
membranes as a primary target. Results from different experimental techniques have
suggested these peptides permeabilize membranes by the pore formation. Part of the
characterized peptides have specificity of disruption for bacterial membranes, instead of host
membrane. This feature has attracted the attention of the international scientific community,
because it indicates that these molecules can be models for the development of novel
antibiotics, so understanding the mechanism of action, ie, the mechanism of pore formation, is
extremely important. Molecular dynamics simulations were performed to investigate the
impact of antimicrobial peptides from the Mastoparano family have on mode lipid
membranes. Two scenarios were explored: (i) of low peptide/lipid concentration, P/L=1/128,
which consisted of fine-grained simulations of the interactions of a peptide with a pure bilayer
of 128 anionic (POPG) or zwitterionic (POPC) lipids; (i) of high concentration, P/L=1/21,
which addressed the interactions of six peptides with a mixed bilayer of 128 POPC/POPG
(/1) lipids, using a coarse-grained modeling. Taking the MP1 peptide as a paradigmatic case,
we found that in low P/L is possible to suggest that its selective feature arises of its ability to
coordinate and disturb large number of lipids in the anionic membrane compared to neutral
one. This ability is accentuated in simulations with mixed membrane, where the attraction of
the anionic lipids by the cationic peptides led to the local segregation and formation of POPG
lipid domains, which facilitated the local thinning of the membrane and the formation of
transmembrane pore. These findings help to explain how short peptides, such as MP1, are
able of forming pores in amembrane whose thickness is larger than the length of the peptide.

Keywords: cationic antimicrobial peptides; anionic membranes;, peptide-membrane
interactions; mastoparan; selectivity; molecular dynamics simulations.
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|. Introducéo

O uso descontrolado ao lado do reduzido nimero de descobertas de novos antibi6ticos
nas Ultimas décadas tem escancarado um sério problema que tem de ser enfrentado no século
XXI, que é o aumento dramatico do nimero de bactérias resistentes as multidrogas. "A
cronica de um problema anunciado” vem desde o fim da Il Guerra Mundial, quando Sir
Alexander Fleming ja alertava que o uso desapropriado da penicilina pressionaria a sele¢do de
formas mutantes de Staphyl ococcus aureus. Poucos anos depois, estava confirmado: 50% das
cepas eram resistentes aquela nova droga (Alanis 2005).

Peptideos antimicrobianos (PAMs) surgem como uma terapia aternativa para o
combate de infeccBes bacterianas, pois como constituintes do sistema imune de vegetais e
animais evoluiram mantendo caracteristicas de cationicidade e de acdo independente de
receptor, 0 que torna as suas interagbes com membranas anidnicas de bactérias de uma
natureza biofisica tdo fundamental que parece muito dificil estas desenvolverem alguma
resisténcia (Y eaman e Y ount 2003; Papo e Shai 2003; Papo e Shai 2005; Brogden 2005).

Peptideos antimicr obianos

Peptideos antimicrobianos tém um grande espectro de avos, em adicdo a agdo
antibidtica, esses peptideos atacam virus, fungos e células cancerosas. Portanto, drogas
desenhadas para imitar PAMs teriam um grande nimero de aplicacdes médicas. PAMs
pertencem a primeira linha de defesa do sistema imune inato e combatem micrébios por onde
tentam entrar: pela pele, tecidos mucosos e outras superficies. Essas moléculas podem ser
encontradas em plantas, mamiferos, insetos e anfibios. Alguns dos peptideos mais estudados
sd0. protegrins, extraidos de porcos, magaininas, sapos, indolicidins, bovinos, defensins,
humanos; mastoparanos, vespas. Seus alvos primarios sdo as membranas plasmaticas de
microbios (Zasloff 2002). Esses peptideos matam micrébios por induzirem seletiva atividade
litica em membranas, portanto aumentando a permeabilidade membranar para ions ou
moléculas maiores sem afetar a célula hospedeira (Ludtke et a. 1996). Peptideos
antimicrobianos sdo anfipéticos e contém residuos carregados, tais como lisinas e argininas.

Além destas caracteristicas comuns, estas moléculas bioativas apresentam grande diversidade
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em suas sequéncias (tipicamente de 10 a 40 residuos de comprimento) e estruturas (hélice-a,

folha-p e lineares), entretanto, ainda assim, exibem fungdes liticas similares.

Mecanismo de acao de peptideos antimicrobianos: formacao de poro

Enquanto muitos novos peptideos tém sido identificados e caracterizados fisico-
guimicamente, ainda existe um grande quebra-cabeca de como esses peptideos matam
bactérias e outros microbios. Ao contrério de antibidticos convencionais que inibem proteinas
especificas em bactérias, PAMs atacam o0s invasores causando vazamento em suas
membranas (Wade et al. 1990; Dathe et a. 1996). Muitos experimentos com membranas
modelo tém mostrado um aumento na condutancia voltaica através de membranas planas e
vazamento de ions em vesiculas (Dos Santos Cabrera et a. 2008a) quando peptideos estdo
incubados com a membrana ou vesicula. Logo, tem sido proposto que o efeito litico de PAMs
esta na sua habilidade de induzir poros em membranas (Zadsoff 2002). De qualquer modo,
observacdes diretas de poros em membranas permanecem como um desafio, € 0 mecanismo
fisico de como peptideos antimicrobianos induzem a disrupgdo em membranas ainda € pouco
claro.

Para explicar isso, trés mecanismos de disrupcdo de membranas tem sido sugeridos:
barril, carpete e toroidal (Figura 1) (Bechinger 2004; Bechinger e Lohner 2006). De acordo
com o modelo barril, peptideos ligam-se @ membrana, reconhecem-se, oligomerizam e
inserem-se na regido hidrofobica da membrana formando um poro transmembrénico. A
orientacdo dos peptideos permite que a superficie hidrofbica dos peptideos fique em contato
com a matriz hidrofébica da membrana, enquanto a hidrofilica permanece voltada para o
interior estruturando um poro hidrofilico. O modelo de poro toroidal sugere que peptideos
antimicrobianos inicialmente ligam-se a superficie da membrana alvo. A interagdo
eletrostatica entre o peptideo e as cabegas polares dos lipideos impde tensdo na membrana e a
permeacdo € induzida locamente onde a concentracdo de peptideos é mais alta que a
concentracdo peptideo/lipideo (P/L) critica tipica da membrana. O poro transmembranico
formado a partir da transicdo de parte dos peptideos da orientacdo paralela para a
transmembranica induz uma mudanca de orientacdo dos lipideos vizinhos, caracterizando uma
estrutura de topologia toroidal. Similarmente, no modelo carpete, os peptideos ligam-se e
interagem com as cabegas lipidicas impondo uma tensdo de curvatura na membrana, e a

acumulagdo de peptideos acima da concentragdo P/L criticainduz a quebra da membrana em
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Figura 1. Formacdo de poro por peptideos antimicrobianos. A) modelo de poro barril; B) modelo de
poro toroidal e C) modelo carpete de disrupcdo de membranas. Representacdo gréfica modificada de
Bechinger 2004.

pedacos, um efeito da micelizacdo de lipideos e peptideos, o que acarreta a formagdo de
grandes canais.

Huang (2000) prop6s um modelo de dois estados que compreende o estado adsorvido
(S) e um estado inserido (I). E pensado que primeiro o peptideo se associa com a membrana
no estado S, mas acima de um certa concentragdo P/L, ocorre o vazamento da membrana,
guando o peptideo esta no estado |. Dados de dicroismo circular orientado mostram gue neste
estado I, os peptideos estdo orientados perpendicularmente a bicamada (Huang e Wu 1991). A
insercdo de peptideos pode ser encontrada nos modelos barril e toroidal. A maior diferenca
esta na orientacdo dos lipideos. No modelo barril, os lipideos ndo séo perturbados quando o
poro é formado. Uma mudanca na orientacéo lipidica quando o peptideo esta inserido pode

sugerir aformacéo de poro toroidal.

Seletividade de peptideos antimicrobianos
Uma caracteristica intrigante de peptideos antimicrobianos é sua habilidade de

distinguir células procariéticas de eucariéticas. Embora existam modelos que indicam como
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0S peptideos atuam, a origem da seletividade para a disrupgdo de membranas ainda néo €
compreendida. A interacdo do peptideo MP1 com vesiculas PC (fosfatidilcoling) pura e PCC
(PC-Colesterol 80:20) rendem P/L criticos de 1/67 e 1/31, respectivamente (Dos Santos
Cabrera et a. 2008b), mostra como as diferencas na composicao de vesiculas influenciam a
afinidade exibida pelo peptideo antimicrobiano, o que indica que a composicdo de membranas
deve ser considerada para o estudo da afinidade que PAMs tém por micrébios em detrimento
das células hospedeiras. A monocamada externa de membranas celulares de mamiferos séo
compostas principalmente de fosfatidilcolinas (PC), esfingomielinas (SM), fosfatidil-
etanolaminas (PE) e esterdis (tal como colesterol) que sdo eletricamente neutros em pH
fisiologico (Han e Gross 2005). Em contraste, membranas de bactérias incluem quantidade
substancial de fosfolipideos negativamente carregados, tais como fosfatidilglicerdis (PG) e
cardiolipinas (CL) (Murzyn et a. 2005). Além disso, em bactérias Gram-negativas, a
monocamada externa é composta principal mente de lipopolissacarideos, que é uma molécula
polianidnica.

A seletividade usuamente tem sido atribuida as cabegas polares, onde os lipideos
anidnicos seriam mais suscetiveis a acdo de peptideos catidnicos. A importancia das
interacOes eletrostaticas entre PAMs e lipideos carregados tem sido demonstrado por meio de
ensaios com magaininas mutantes e selvagens aos quais 0 aumento de atividade foi
encontrado nos peptideos modificados que tinham mais cargas positivas (Matsuzaki et al.
1997). N&o obstante, interacdes €l etrostéticas ndo constituem o Unico fator determinante que
dita a seletividade de PAMs, como sugerido por Dos Santos Cabrera (2008b). Estes autores
notaram que a curvatura caracteristica da membrana tem um papel na sua permeabilizacéo,
pois a despeito de vesiculas PCCL (PC-Cardiolipina 70:30) e PCPG (70:30) apresentarem a
mesma densidade de cargas, os espectros de CD mostraram uma helicidade aumentada dos
peptideos em contato com vesiculas PCCL, além de ser necessario quatro vezes mais peptideo

para ser alcancado a concentracdo P/L critica comparado com a vesicula PCPG.
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II. Objetivos

Para investigar 0 impacto que peptideos mastoparanos tem sobre membranas lipidicas

model o, produzimos simulagdes por Dindmica Molecular com os objetivos especificos de:

1) investigar 0 papel que as interagdes el etrostéti cas tem para a sel etividade do peptideo MPL,
a partir da andlise da perturbacdo e sua extensdo causada por este peptideo sobre membranas
modelo anidnica POPG e neutra POPC e correlacioné-las com as interacdes intramol eculares

no seu N-termina;

2) caracterizar o efeito de separacéo local de fase lipidica induzida por peptideos com
diferentes nUmeros de lisinas representados pelo MP1 (+2), seu andogo N2-MP1 (+3),
MK-578 (+4) e MP-B (+5); investigar os estados que os peptideos estudados adotam ao longo
das simulagbes, bem como avaliar como aquele efeito interfere na formagdo de poro

transmembranico.

Os objetivos foram distribuidos de forma que os resultados e discussdes subsequentes
pudessem ser organizados em capitulos distintos. Os dois objetivos elencados estéo
apresentados respectivamente nos capitulos 1V.1 e IV.2. Ap6s algumas correcdes pertinentes,

ambos os capitul os seréo submetidos a publicacéo.
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[11. Métodos

Simulacgdes por Dinamica M olecular

A aproximacao de Bor n-Oppenheimer
Uma completa descri¢do mecanica-quantica de um atomo é feita pela hamiltoniana
H: TN+T€ +I7E€+I7€N+I7NN’

Py
2Mpy’

2
tendo T, = ); :—:n eTy =Xy onde H contém os operadores para a energia cinética de

elétrons (massa m) e nucleos (massa My), e para as interacfes el étron-elétron, elétron-nicleo
e interagdes entre nucleos. A solucéo para este problema de N-corpos é transforma-lo em um
problema de 2-corpos por melo da aproximagdo de Born-Oppenheimer. Muito

simplificadamente, a deducéo surge de uma constatacdo: sendo My >> m, (por ex., a massa
2 2
do nucleo de hidrogénio € 1836 vezes maior que a do elétron), temos que :—:n > Z—A’\;, logo é

considerado que os elétrons interagem com 0 nucleo como se este estivesse espaciamente
inerte relativamente a aqueles, portanto os graus de liberdade eletronicos se ajustariam
instantaneamente a uma variagdo de configuragao nuclear. 1sso permite o desacoplamento dos
movimentos eletronico e nuclear. Assim temos a fun¢do de onda dos elétrons para posi¢oes
nuclearesfixas, Y (r, R):
H,(r,R) Y(r,R) = E, (R) Y(r,R)
sendo H,(r,R) = T, +V,, + V., tendo tomado Ty = 0. Note que E, € o auto-valor de
energia dos el étrons se movendo no potencial advindo de nucleos fixos e esta em funcdo de R
(posi¢Bes nucleares). Com os nucleos em movimento, podemos considerar:
e(R) = Vyn(R) + E.(R),

onde Vyy(R) € a repulsio de Coulomb internuclear. A funcdo de onda nuclear ¢(R)
considera, por via reflexa, que nucleos interagem com elétrons por meio de um potencial de
campo médio, sob esse entendimento, o nucleo interagiria com uma nuvem eletrénica e se

moveria no potencial efetivo e(R):

[Ty + e(R)]P(R) = Er (R)P(R) (1)
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onde Er € aenergiatotal do &omo. Essa é a equacdo de Born-Oppenheimer. Como quase toda
amassa do &omo esta concentrada no nucleo, essa equacdo de Schrédinger efetiva do nucleo

determina a posi¢do do &omo como um todo.

Dinamica Molecular Cléssica

A equacdo de Born-Oppenheimer (Eg. 1) permite que os graus de liberdade
eletronicos possam ser embutidos em um potencial efetivo e a dindmica dos aomos pode ser
reduzida para a dindmica cléssica do nucleo neste potencial. Entdo, um sistema de N

particul as pode ser descrito pela Hamiltoniana classica:

2
H= Z’i"=12‘;‘1i+ U(xy, ., Xy), )

com massas m;, posices xi(t) e momentos p;. U € escolhido ta que U(xy,....xn) = €(R). A
formulacdo Newtoniana da equacdo acima da as equaces de movimento de Newton:

. d?x; F;
Xi = — = _lr (3)

dt? m;
onde X; é aaceleracdo. A forcaF; nai-ésima particula é derivada do potencial U,

Fi= =V, U(xy, ..., xn), 4
que depende das posicoes de todas as N particulas. Uma trgjetéria de dinamica molecular
cléssica x"(t):=(x1(t),..., xn(t)) é obtidaintegrando a eq. (3) com (4). A parametrizacdo de U é
chamada campo de forgas.

As deducdes, equacbes e conceitos oriundos da Mecanica-Quantica apresentados
foram baseados no estudo das seguintes fontes (entre outras) e das quais podem ser obtidos
mais detalhes. Tully (2000), Doltsinis (2006) e Leach (2001).

Descricdo das moléculas: funcéo potencial
A funcdo potencial U({x}) deveria, a principio, ser um potencial de muitos corpos,
porém sua forma geral € uma versdo ssimplificada criada a partir da adi¢céo de potenciais de
pares para interacdes entre atomos ndo-ligados cova entemente e potenciais de interacéo de 2,
3 e 4-corpos para descrever interagbes entre domos ligados. Uma forma tipicamente
encontrada é (usadano GROMOS-96 e Martini):
U=Ung+Ug ()

onde no primeiro termo temos:
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oi\'?  (0i\° qi4;
Uvg = Upy(1y) + Ucou(1y) = 4ey {(4) - <—1) }"‘ — (6)

Tij Tij ATLEQErel Tij

onde r;; = x; — x;, 0;;€ a distancia na qual o potencia de LJ vai a zero e aenergiag;; € a
profundidade do poco em uma separacdo de equilibrio 2Y%s. ¢,,, é a constante dielétrica
relativa. No nivel classico de descricdo, os &omos ndo-ligados interagem via potencial
eletrostatico (Coulomb) e Van der Waals. O potencial de LJ foi usado para descrever as
interaces de VdW, pois além de considerar a atracdo dipolo induzido-dipolo induzido entre
dois d&tomos neutros por meio de um termo atrativo —r~°, ainda embuti principios oriundos
da mecanica-quantica, tal como o principio de exclusdo de Pauli (Leach 2001). O efeito da
exclusdo entre elétrons de valéncia de dois aomos a uma distancia r;; € modelado por um
potencial repulsivo de curto alcance < r~",n = 12.

No segundotermo daEq. 5temos. Ug = U, + U, + Uy + Uy =
%Kb (rj —r)* + %Ka[COS (Oijk = 0511 + Ka[1 + cos (Sija — 6)] + Kai(§ijia — fiojkl)z(7)
onde:
Uy, € o0 potencial harmdnico que representa ligacdes coval entes, tendo ri‘} como a distancia de
equilibrio;
U,, 0 potencia angular que incorpora vibragdes angulares harmonicas, sendo o angulo de
P Xk

equilibrio Hiojk € 6, = arccos x;— O campo de forcas GROMOS-87 foi modelado usando

Jjitjk
um potencial harménico maissimples: U, = %Ka(eijk - eg-k)z.
Uq, potencial diedral, descreve as vibragOes torsionais entre os planos (i, j, k) e (j, k, 1), onde

(xji Xxjk)-(xkz Xxjk)
|xji X xjkl -|xk1 X xjk| '

8ijki = arccos tal que §;j; = 0, quando i e [ estdo na conformagao cis e

6f’jkl € 0 parametro que limita a torsdo e € usado para para restringir a estrutura secundaria do
backbone de proteinas;

Ugi € 0 potencial usado para manter anéis aroméaticos e a estrutura CoCONHCo. planos, Eiojklé
0 angulo de equilibrio;

Kb, Ka, Kg, Kgi: S80 constantes de forca.

Uma outra forma para o potencial diedral € a fungdo de Ryckaert-Bellemans, geralmente

empregada em alcanos: Uy (¢;jk1) = Y=o Cncos™(8ijx; — ). (8)
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Campo deforcgas

A funcéo potencia (Eq. 5) requer um grande nimero de parémetros para cargas
parciais, Lennard Jones, valores de equilibrio para ligagcbes quimicas, angulos, diedrais e
constantes de forca. Muitos desses valores sdo obtidos experimentalmente ou por calculos de
mecéanica-quantica. Em uma simulag&o, o conjunto de parémetros escolhidos para proteinas,
lipideos, &gua e ions devem ser compativeis e cuidado deve ser tomado quando se combina

diferentes conjuntos de parametros.

Proteinas

Um dos campos de forcas usado para descrever as interacdes de peptideos foi o
GROMOS-87 (van Gunsteren e Berendsen 1987). Este € um campo de forgas atomo-unido,
isto &, trata os atomos de hidrogénio ndo-polares como parte de um aomo maior; hidrogénios
em anéis arométicos e hidrogénios polares sdo tratados explicitamente. Nesse padrdo de
representacéo cada peptideo MP1 foi modelado com 152 domos (Figura 2A). GROMOS-87
usa os potenciais descritos acima (Eq. 6 e 7) e € otimizado com modelo de &gua SPC.

O segundo campo de forgas usado foi 0 MARTINI com pardmetros para proteinas
(Monticelli et al. 2008). Este campo é baseado na filosofia de moléculas coarse-grained
(granuladas) e segue um mapeamento 4:1, isso significa que quatro domos pesados séo
representados por um simples sitio de interacdo, com excegdo dos anéis aroméaticos, pois
seguem 0 mapeamento 2:1 e 3:1 para preservar suas especificidades. Na representacdo
granulada, os peptideos tinham 31-35 sitios (Figura 2B). Nesse campo de forcas séo
consideradas apenas quatro principais tipos de sitios de interacdo: carregado (Q), polar (P),
ndo-polar (N) e apolar (C). Para representar de maneira mais acurada a natureza quimica das
estruturas atdmicas correspondentes no mapeamento, tais subtipos também sdo considerados:
i) com capacidade de ligacdo de hidrogénio: d (doador), a (aceitador), da (doador-aceitador) e
0 (nenhuma);

ii) de 1 (baixa polaridade) até 5 (alta polaridade);

todas as combinagdes (P1,...,P5, C1,..,C5, NO,NaNd,Nda, Q0,QaQd,Qda) rendem 18
diferentes tipos de sitio de interacdo, portanto a matriz de interacéo tem 18x18 diferentes
combinacfes. O potencial de LJ é o mesmo que o descrito na Eg. 6 (1° termo), exceto a
aplicacdo de uma funcéo shift que suaviza a convergéncia da energia a zero entre r;=0,9 e

1.=1,2 nm, para que sejam evitados efeitos de raio de corteem r = r,.. A cada par de sitios sdo
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Figura 2. Representacdo grafica do
peptideo MP1. A) modelagem fine-
grained de 152 &omos, B) coarse-
grained de 32 sitios.

assinalados, portanto, dois parametros. o e €. A distancia atribuida foi de 0,47 nm para todas
as combinagdes, exceto para aguelas que envolvem sitios do tipo Q (carregado) e C1/C2
(hidrofdbicos), paraos quais 0=0,62 nm. Para & temosuma variacéo que vai de 2,0 kJ/mol
para interacfes entre sitios polares e apolares imitando o efeito hidrofdbico, até 5,6 kJ/mol
para interacbes entre grupos carregados. A matriz completa € encontrada em Marrink et al.
(2007). Do lado eletrostatico, a modelagem granulada transformou o que seria um grupo de
carga ha representacao fina, cujos aomos constituintes tinham assinaladas cargas parciais, tal
que a soma é um numero inteiro, em um Unico sitio de carga 0, 1 ou -1. Concernente ao
potencial de Coulomb, resta determinar a constante dielétrica relativa, que sera discutida

adiante em Agua e fons.

Lipideos

Nas simulagdes fine-grained de lipideos, usamos o campo de forcas de Berger et al.
(1997) que € baseado nos campos de forcas OPLS e GROMOS-87. Aquele também é um
campo de forcas atomo-unido; nessa representacdo, 0 nUmero de atomos em cada lipideo
POPC é reduzido de 130 para 52 d&omos, comparado a um modelo all-atoms (Figura 3A). O
campo de forcas de Berger emprega os parametros de ligagGes quimicas, angulos, diedrais e
diedrais improprios para os aomos daregido da cabega polar obtidos do GROMOS-87. Os
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Tabela 1. Parémetros de LJ e Coulomb presentes no campo de forcas Berger para simular
lipideos.

Berger
domo atomtype o (nm) ¢ (kJmol) g/e’
N LNL 0,325 0,7113 -0,5

P LP 0,374 0,8368 1,7
@) LO 0,296 0,8786 -0,6/-0,7
@) LOM 0,296 0,8786 -0,8
@) LOS 0,3 0,87914 -0,7/-0,8
C LC 0,375 0,4393 0,7/0,8
CH LH1 0,38 0,3347 0/0,3
CH LH2 0,3905 0,4937 0,3
CH; LC2 0,38 0,4937 0,4/0,5
CHs LC3 0,396 0,6067 04
*CH; LP2 0,396 0,3808 0
*CHjs LP3 0,396  0,56895 0
* Valores gjustados para reproduzir o volume por lipideo e calor de vaporizagdo de pentadecanos
(Berger et al 1997). Todos os outros parametros foram retirados do OPLS.
! Cargas determinadas por célcul os de mecanica-quantica ab-initio por Chiu et al. (1995).

diedrais das cadeias hidrocarbonicas sdo ajustados pelo potencial de Ryckaert-Bellemans (Eg.
8). Os parametros de LJ e cargas parciais estdo na Tabela 1. Os parametros que descrevem as
interacdes entre peptideos e lipideos (combinacdes entre GROMOS-87 e Berger ff) foram
tomadas de derivacOes de Tieleman DP (disponivel em http://moose.bio.ucagary.calfiles/
lipid.itp).

Na representacdo granulada, os lipideos tinham 11 sitios, 0 que representa uma
reducdo por um fator de ~5 para 0 nUmero de &omos comparado a0 modelo &omo-unido
(Figura 3B). Lipideo POPC foi modelado com sitio do tipo QO para o grupo colina; Qa para o
grupo fosfato; Na, grupos éster-glicerol e C1 para as cadeias hidrofébicas. No modelo de
POPG, o grupo glicol teve assinalado um sitio do tipo P4; o resto da molécula é andogo ao
POPC. Os detalhes para ligagdes, angulos, diedrais estdo na topologia disponivel no site
oficial Martini (http://md.chem.rug.nl/cgmartini/images/parameters/martini_v2.0_lipids.itp).

Agua e ions
O modelo fino de dgua SPC consiste de um aomo de oxigénio com uma carga parcial
negativa e um potencial de LJ e dois &omos de hidrogénios que interagem somente por meio

de suas cargas parciais positivas. O angulo HOH e comprimentos de ligagdo sdo rigidose a
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Figura 3. Representacdo gréfica dos lipideos POPG e POPC. A) Fine-grained; B) coarse-grained.

falta de polarizabilidade é compensada por um momento de dipolo maior do que o real. O
model o granulado de agua corresponde ao centro de massa de quatro moléculas de dgua reais.
Isto é assinalado como um sitio de tipo P4. Em temperatura ambiente a 1 bar de pressdo, este
modelo reproduz a densidade de lg/cm®. Os pardmetros do fon sddio empregados nas
simulagbes com modelos fine-grained também sdo provenientes do GROMOS-87. Esses
parametros foram herdados pelo sucessor GROMOS-96. Em simulagdes coarse-grained, o
ion sodio foi modelado pelo tipo Qd (+1) e cloro por Qa (-1). Cadatipo de sitio carregado (Q)
foi parametrizado de forma a ter uma camada de hidratagdo implicita, tendo em mente, por
exemplo, ions em solucdo. Como o modelo de adgua granulado n&o tem carga, nem dipolo, a
blindagem eletrostética dos sitios carregados se da explicitamente através da constante

dielétricarelativa. Paraisso, € apontado €,..,; = 15.

Algoritmos

Para integrar as equacdes de movimento (Eg. 3), as forcas precisam ser calculadas
como gradiente do campo de forgas (Eg. 4). Na formulagdo do campo de forgas (Eq. 6 e 7) as
derivadas sdo cal culadas analiticamente.

I ntegracao das equacdes de movimento
O agoritmo Verlet (Verlet 1967) é um esguema simples e robusto para integrar as
equacdes de movimento de Newton

x(t + At) ~ 2x(t) — x(t — At) + %Atz. (8)
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Isso € derivado da expansdo de Taylor de x(t + At) + x(t — At). O erro nas posi¢oes é da
ordem de At*; velocidades wv(t) = ﬁ(x(t + At) — x(t — A)) + O(At?) sdo menos
acurados, mas sd0 necess&rias somente para calcular a energia cinética e portanto a

temperatura. Este algoritmo tem boa estabilidade temporal e conservacéo de energia (Leach
2001).

Integrador Leap-frog
Uma variante do integrador Verlet aplicada é o algoritmo leap-frog (Hockney et a

1974), que define as vel ocidades em tempos na metade dos passos:

1 _ x(t+At)—x(t) 1 _ x(t)—x(t-At)
v(t+2At)——At ev(t ZAt)_—At .

Isto fornece a atualizag&o das posi¢coes
1
x(t+At) = x(t) + v(t — EAt)At

e a atualizagdo das vel ocidades é tomada do esquema Verlet (Eg. 8)

1 1 F

v (t + —At) oY (t — —At) +—At.

2 2 m

Esta forma é equivalente ao esquema de Verlet e compartilha sua simplicidade e ainda tem a

vantagem de exibir menores erros nas velocidades (Leach 2001).

Constraintsem ligacfes quimicas

O passo temporal At no esquema de integracéo depende dos movimentos mais rapidos
do sistema. Para liquidos e biomoléculas em temperaturas biologicamente relevantes, estes
movimentos advém das vibragdes de ligacGes quimicas. Se tratarmos ligagcbes harmonicas
como rigidas, o passo de integracdo pode ser aumentada por um fator 4 (Hess et al 1997).
LigacOes rigidas sdo implementadas com constraints, pois sdo forcadas ap0s cada passo
retornar o comprimento ao valor fixado. Paraligagdes em proteinas, o algoritmo LINCS (Hess
et al 1997) foi aplicado, enquanto para o modelo de agua rigida SPC foi utilizado o algoritmo
SETTLE (Miyamoto e Kollman 1992).

Eletrostatica em condi¢des periddicas de contorno
O tamanho dos sistemas que sdo simulados com Dinamica Molecular € ainda téo

pegueno que a superficie de fronteira (parede ou simplesmente fronteira) é grande comparada
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a0 volume. Como estamos interessados no comportamento do volume, a superficie é
eliminada pela repeticdo periodica da célula de smulagdo, conhecida como condicles
periddicas de contorno. Uma particula que sai de um lado da célula entra pela face oposta com
amesma velocidade. Cuidado deve ser tomado quando interagfes ndo-ligadas séo calculadas.
Para interag@es de curto-al cance, que decaem mais rapidamente que r~3 um esquema de raio-
de-corte é suficiente, onde as interagdes entre as particulas i e j sdo calculadas dentro de um
railo Rew quando 7y < Ry, O raio-de-corte ndo pode ser maior que a metade da menor
dimensdo da célula de simulacdo. A interacdo de Coulomb (Eg. 5), de qualquer modo, tem
longo alcance e em um arranjo periédico, contribuicdes de um infinito nimero de imagens de
células vizinhas precisam ser consideradas. Seguindo as descricbes de Deserno e Holm
(1998), a energia €eletrostética de um sistema periddico (caixa de comprimento L, periddica

nas trés dimensdes n=(Ny, Ny, N3) podem Ser reescritas como

qi4qj
Zl] 12nez3 — 9)

U =
Coul | U+ L|

4TTE 2

onde a soma Y’ indica que para i =j o termo n =0 deve ser omitido. A Eq. 9 é
condicionalmente convergente, entdo seu valor depende do procedimento aplicado. A somade

convergéncia lenta pode ser dividida em duas de convergéncia rapida com base naidentidade
1_f0), 1=/
r r r

0 primeiro termo da soma coleciona as interagdes de curtas distancias com rapido decai mento,

tal que osvalores paraum r > 1n,,, deve ser zero ou negligencidvel, portanto o uso de raio-
de-corte introduz erros extremamente marginais, 0 segundo, tem lento decaimento em grandes

separacoes. A escolha de Ewald para o fator de convergénciafoi
2 + 00
f(r) = erfc(r) := = J. exp(=t?)dt (10)

gue transforma as cargas pontuais em densidades de carga gaussianas, o que faz suas

interacOes decairem rapidamente com a distancia. A energia eletrostética fica

Ucows = UD + U + S + y@

onde a contribuic¢éo do espaco real é
erfc (a |rijj+mL|)
U(T) = _Zl] Zmez3 qlq] —]l (11)

|rij+mL|
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do espaco reciproco
1 4 -Kk2\ | ~
U® = —Fiwo s exp (25) 15OI?, (12
da auto-energia

e acorrecéo de dipolo

2
21
g = — — Z 7] .
(1+ 2¢)L3 ( i

i
Onde g (k) € atransformada de Fourier da densidade de carga p(r)
p) = [ dr p(r)e™™" = XL, qje7. (14)
A distribuicdo gaussiana de cargas da parte reciproca € avaliada em um espaco
discreto a partir da localizagdo das cargas em um grid regular (essa é a parte mesh do
algoritmo PME conhecida como espal hamento de cargas). A densidade de cargas espal hadas
(mesh density) sofre a transformacdo rdpida de Fourier - FFT, equivalente a Eq. 14, e a
energia U™ do espaco reciproco é calculada (Eq. 12). Isso equivale a resolugdo da equacso de
Poisson naquele espaco. Entdo as forgcas provenientes das cargas espalhadas no espaco
reciproco sdo calculadas e re-transformadas as posi¢des das particulas originais para render a
contribuicdo de Coulomb para aforcatotal em uma particula
Shan et al. (2005) enfatiza que o espalhamento de cargas ndo deve ser feito de modo a
tentar reproduzir a distribuicdo de cargas original (aquela que existia antes de ser suavizada
pela aplicagcdo do fator de convergéncia gaussiano), mas sim para obtermos uma funcéo de
distribuicdo bem comportada, de modo que os calculos sucessivos de energias e forgas
convirjam acuradamente. Aqueles autores fazem uma derivacdo detalhada da operacdo de
espalhamento de cargas e entre as variaveis apontadas esta a distancia entre cada ponto da
rede (grid-spacing; no Gromacs esse parametro recebe o nome de fourierspacing). Para que as
cargas sgam assinaladas em um ponto da rede, geramente sdo realizadas interpolactes
polinomiais; a mais empregada delas (e também no Gromacs) é a B-spline (a ordem do
polinbmio é determinada manualmente). Estas duas varidveis estdo intrinsicamente
relacionadas com a (Eq. 11-13), que é um parametro que gusta as contribuicdes dos espagos
real e reciproco. Na prética, a dominancia das contribuicdes entre espacos real e reciproco

pode ser feita variando o raio-de-corte (Rc), jA que a = R—ﬁ e p=10" (tolerancia ao erro, em
Cc
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Gromacs. ewald rtol (determinado manuamente)). Aumentando Rc, deixamos a maior
contribui¢&o no espago real, diminuindo-o torna o espago reciproco dominante. Para o pacote
de simulac&o computacional Gromacs v. 4.5 foi observado que o desempenho em simulagtes
paraelizadas € otimizado quando o custo dos célculos no espaco reciproco € de 25 a 33% do
tempo total gasto com o PME. Significa dizer que a maior contribuicdo para a energia
eletrostatica total é tomada do espaco real, para que isso sgja alcancado, devemos aumentar o
raio-de-corte (r. > 0,9 nm). Simultaneamente, podemos aumentar o grid-spacing, acelerando,
dessa forma, os calculos no espacgo reciproco; quando isso é feito € recomendavel aumentar a
ordem de interpolacdo B-spline para ndo haver perda de acuréacia.

Os detalhes e maiores explicacdes sobre 0 método PME podem ser encontrados, por
exemplo, em Deserno e Holm (1998), Gibbon e Sutmann (2002) e Shan et a. (2005).

Temperatura e pressao constantes

Os métodos de acoplamento conhecidos como esquemas de acoplamento fraco sdo
conceitualmente simples e permitem fazer simulagdes em temperatura e pressao constantes,
de forma que as tragjetérias obtidas do Hamiltoniano (Eqg. 2) conservem energia e o0 sistema

possa ser descrito por uma amostragem NpT.

Acoplamento de temperatura
A temperatura T € calculada a partir das velocidades através da energia cinética do

sistemainteiro:

N
1 1
EnkT =E.n= Ez miviz ,comn = 3N — Neonstraints — Neom:

i=1
onde n € o numero de graus de liberdade, isto & todos os graus de translacdo de &omos
esféricos menos o nuimero de constraints (ex: comprimentos de ligagcBes limitados
(constrained)) aplicados aos aomos e 1., = 3 pararemover 0 momento do centro de massa.
Como descrito em van der Spoel et al. (2010), o algoritmo de acoplamento fraco de
Berendsen (Berendsen et al. 1984) imita o acoplamento do sistema a um banho térmico com
uma temperatura de referéncia Tp. O efeito é uma lenta relaxacéo da temperatura do sistema
de T para Ty, de acordo com
dT  To—T
dt T
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Os desvios iniciais decairdo exponenciamente com t. O agoritmo muda a velocidade de

particulas em cada passo por um fator A, que é cal culada como

A

+ ﬂ( o _ 1) onde T = 1,2~ (15)

r \ T(t—3At) kv’

Cv € a capacidade caorifica em volume constante. No Gromacs 17, e T, S0 determinados
manualmente. t/t, varia entre 1 (gés ideal, C, = sz) e ~3 para agua. Por exemplo, nas
simulagdes fine-grained, um tempo de decaimento de 7 = 0,1 ps foi escolhido para

influenciar minimamente a dinamicado sistema (“7/,, = 0,1/0,002 = 50 passos).

Acoplamento de pressao
O acoplamento fraco de presséo reescala as coordenadas das particulas x; e os vetores

da célulade smulagdo a cada passo (ou a cadanp passos) com uma matriz de escalonamento
Bij (P?j - pij(t))- (16)

T, € a congtante de acoplamento e § € uma estimativa para a compressibilidade isotérmica do

npAt
31y

Wij = 6ij —
sistema (é suficiente assumirmos 8 = 4,5 10~ °bar™! que € o valor calculado para a &gua).
Este esqguema guia a uma relaxacdo exponencial

dp _Po—P
dt T,

Todas as simulagbes foram feitas com p, = 1 bar. Nas simulagbes fine-grained, foi

determinado 7, = 1 ps (Tp/At = 500 passos).

O algoritmo de atualizac&o das posi¢coes
Conforme van der Spoel et al. (2010) p. 39, temos o seguinte algoritmo de atualizagéo

com o integrador |eap-frog (desconsiderando o uso de restricdes ou constraints).

Dado:

Posicdes r de todos os atomos no instante t
velocidades v de todos 0s &omos no instante t — % At

Aceleraces F/m em todos os aomos no instante t (onde F = —VU)
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Energiacinéticaeviria emt — At

1. calculaosfatores A e u de acordo com (15) e (16)

2. atualiza e reescala as novas velocidades v’ = A(v + aAt)
3. calculanovas coordenadas x' = x + v'At

4. reescalaas coordenadase acaixa x'' = ux'; b’ = ub.
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Abstract

Mastoparans are membrane-active peptides extracted from the social wasp venom
which exhibit mast cell degranulation and hemolytic activities and are especialy interesting
due to their strong antimicrobial action. Relatively few simulations and structural information
of experimental sources are reported for these peptides. In order to investigate its impact on
membranes, the first molecular dynamics simulations of the antimicrobial peptide Polybia-
MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-NHy), a cationic mastoparan highly selective for bacteria cells,
interacting with anionic pamitoyl-oleoyl-phosphatidylglycerol (POPG) and neutral
palmitoyl-oleoyl-phosphatidylcholine (POPC) bilayers are reported here. A membrane
thinning was observed in the region where the interactions between the peptide MP1 and the
POPG membrane led to the formation of a peptide-perturbed lipid cluster. The thinning and
perturbation of the lipidic packing are the effects of electrostatic interactions and dynamics. In
contrast, these effects drove to structural changes much smaller on the POPC membrane. The
peptide’ s ability due to its cationic residues to coordinate and perturb larger number of lipids,
and hence to cause larger structural changes in the POPG membrane in comparison to POPC,
suggest that its selective feature is a result of charge effects and it is correlated to the
intramolecular interactions in its N-terminal (IDWKK). Since the thinning membrane, a result
of lipid interdigitation, is the precursor step to the pore formation, the simulations also
indicate which is the mechanism of action of the peptide PolybiaMP1, because thinning

eventsfit the toroidal pore model and experimental observations.
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Introduction

The search for alternative antibiotics has been a slow answer to the explosion in the
prevalence of drug-resistant pathogens, which have created an emergency situation in health
care throughout the world (Alanis 2005). In this sense, natural molecules produced by many
tissues and cell types responsible for the innate immune defense system in a variety of
invertebrate, plant and animal species as bioactive peptides, which display strong
antimicrobial activity (Brogden 2005), have been extensively investigated for being good
templates for the design of new antibiotics (Spratt 1994; Marr et al. 2006). These peptides
interact with the cellular membrane in two ways: by disrupting the phospholipid arrangement
and/or by target site mechanisms (Y eaman and Y ount 2003; Papo and Shai 2003). Thus, in
order to comprehend their mechanisms of action, one needs to understand how peptides
interact with anionic lipids present in a large proportion in the outer layer of bacterial
membranes. Several works discuss the interactions between peptides and membranes from a
low peptide/lipid (P/L) ratio (e.g. 1/128), where no effect or the membrane thinning can be
observed (Jang et al. 2006; Hsu and Yip 2007), up to high P/L ratios, where leakage or
disruption of membranes or vesicles is observed and discussed according to barrel-stave,
toroidal-pore, carpet, and detergent-like models (Bechinger 2004). Data obtained from dye
leakage experiments and subsequent analyses of the flow-rate constant, apparent average pore
number and P/L molar ratio allowed to conclude that the peptide Polybia-MP1, above the
threshold P/L, lyses vesicles by the mechanism of pore formation and, different from other
mastoparans, displayed a high selectivity for bacterial membranes, another desired
characteristic for new antibiotics (dos Santos Cabrera et al. 2008).

Thus, in order to enlighten our understanding about the impact and selective feature of
action of the peptide MP1, we performed molecular dynamics simulations with neutral
(POPC) or anionic (POPG) lipids. The self-assembling simulations of the lipid/water/peptide
mixture provided the unbiased insertion mode of the peptide into the membranes (Esteban-
Martin and Salgado 2007). After the formation and equilibration of the peptide/membrane
complex, we evaluated by statistical analyses the numbers of lipids coordinated and perturbed
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by the peptide, and through the analyses of order parameters, we obtained the radius of
perturbation around the peptide. The results obtained from both environments are compared.
Inside the area of perturbation the membrane thinning occurrence was verified in the POPG
membrane; in contrast, in the POPC it was not possible to distinguish an area of perturbation,
nor was the membrane thinning observed. Membrane thinning is the precursor step to the pore
formation (Chen et al. 2003), which fits the toroidal pore model of the mechanism of action of
antimicrobial peptides proposed by Matsuzaki, Shai and Huang (Matsuzaki et a. 1994; Gazit
et a. 1996; Ludtke et a. 1996). This peptide’s ability to induce larger structural changes in
model anionic membranes, model for the bacterial ones, as well as the characteristics of this
peptide-induced structure provide a plausible explanation about its selective feature and

mechanism of action of the antimicrobial mastoparan peptide Polybia-MP1.

Computational methods

In the center of an 8 nm cubic box one peptide was placed with its axis aligned to z-
axis and 128 POPC or POPG lipids were randomly distributed around it. A pool of eight
different conformations of lipids was used and care was taken with an equal distribution of D
and L chiralities in POPG lipids. Moreover, in POPG simulations, 126 Na’ counterions were
introduced and initially distributed at distances of, a least, 0.4 nm of the oxygen atoms
belonging to ester groups of the lipids. The addition of this amount of counterions was
sufficient to ensure a null net charge of the system, as the peptide has a +2 charge. In POPC
simulations, only 2 CI" counterions were introduced. In addition, each box was filled with
~7,000 water molecules. After the construction of the unit cell of smulation, the energy
system was minimized by the steepest descent method. A simulation of 50 ps with a
restraining position of the peptide atoms and isotropic pressure coupling was performed.
Finally, the system was submitted to production run with anisotropic pressure coupling.

The POPG and POPC lipid topologies followed the models proposed by Zhao et al
(2007), with the L and D chiralities discriminated in the case of POPG. The peptide Polybia-
MP1 coordinates (IDWKKLLDAAKQIL-NH,) were generated in an aphahelix
conformation using RIBOSOME V 1.0 program. The N-terminus and lysine side chains were
protonated, carrying a NHs" charged group, as well as the aspartate aminoacid residues were
treated in their acid form with a COO™ group, yielding a peptide net charge equal to +2. We
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have used GROMOS87 force field (van Gunsteren and Berendsen 1987) for the peptide, SPC
water molecules and Na'/Cl™ counterions. The lipid parameters were taken from the OPLS-
based force field of Berger et al. (1997). And the combinations between both force fields were
considered using parameters from the lipid.itp file available at http://moose.bio.ucalgary.ca/
files/. Bond lengths were constrained using the LINCS algorithm (Hess et al. 1997), and the
SETTLE agorithm (Miyamoto and Kollman 1992) was used for SPC water molecules
allowing a 2 fs integration time step. Lennard-Jones interactions were cut off at 1.0 nm and
electrostatic interactions were evaluated using the smooth particle mesh Ewald method
(Darden et a. 1993), with a real space cut off of 1.0 nm, grid spacing of 0.12 nm, and a
fourth-order spline interpolation. The neighbor-list was updated every 10 steps. The system
was maintained at constant temperature of 310 K, and lipids, solvent (water and ions), and
peptide were separately coupled with a coupling constant of 0.1 ps. The pressure was kept
constant at 1 bar and a coupling constant of 1 ps was applied. Temperature and pressure were
controlled using Berendsen coupling algorithms (Berendsen et al. 1984).

All simulations and most of the analyses were performed using GROMACS suite of
programs, version 3.3.3 (Lindahl et al. 2001). Averages are followed by standard deviations.
Deuterium order parameters (Scp) were calculated for saturated sn-1 lipid chains. Trajectories

were visualized and figures were rendered using the VMD program (Humphrey et al. 1996).

Results and Discussion

We have applied the self-aggregation strategy known as the minimum bias method to
obtain the insertion mode of the peptide inside the membrane (Esteban-Martin and Salgado
2007). This method was applied instead of molecular diffusion simulations of peptides in
preformed membranes, as this occurs in nature, because the interactions among model POPG
lipids via lipid-ion bridges has a high free-energy barrier (Zhao et a. 2007), which hinders an
appropriated partitioning of the peptide in the lipid headgroups, in time scales less than 1 us,
as observations of our own initial smulations. The time scales of the simulations according to
the alternative approach are less than a factor of four of that. A total of five independent
simulations of self-assembling of POPG lipids, water molecules, and counterions were
performed, one simulation without and four others containing one peptide, all with different

lipid atomic positions to the initial configuration. To clarify the descriptions, this POPG case
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will be characterized by the s1 simulation, because it presented representative characteristics
about the insertion mode of the peptide and its interactions with the membrane (Table 1). To
complete this study, one additional self-aggregation simulation with POPC lipids was
performed to represent the POPC case. To know the details of the self-aggregation process of
POPG lipids into bilayers, see the descriptions and figures of the Electronic Supplementary
Material.

Insertion mode of the peptide into the membrane: surface adsorbed peptide

In both POPC and POPG cases the peptide/membrane complex was formed and
equilibrated up to 120 ns, with the peptide adsorbed into lipid acyl chains lying parallel to the
bilayer interface as shown in Figure 1. In both cases, the hydrophobic face of the amphipathic
a-helix peptide remained in close contact with lipid acyl tails, while longer hydrophilic side-
chains of the lysines interacted with oxygen atoms of both the ester and phosphate groups, in
the POPC and POPG cases, and with, oxygen atoms belonging to glycol groups, in the case of
POPG. In contrast, in the latter case, the counterions showed a preferential interaction with
ester groups as observed here and elsewhere (Bockmann and Grubmuller 2004; Zhao et al.
2007).

Bechinger and Lohner (2006) and others have discussed from a more general point of
view that linear amphipathic cationic antimicrobial peptides act on membranes essentialy as
detergents, therefore adsorbing in parallel orientation to the membrane surface, and the
analysis from circular dichroism spectra along with the primary sequence indicates that the
Polybia-MP1 is a perfect example of a peptide with those structural characteristics. In this
context, experimental observations from different short cationic antimicrobial peptides
support the toroidal pore model to which the peptides accumulate paralel to the membrane
surface up to reach the threshold peptide/lipid (P/L) ratio driving a transition of part of the
peptides for transmembrane orientation, thus exerting the biological activity by the pore
formation. Specificaly, PolybiaaMP1 exhibits sigmoidal concentration dependence, which
indicates that the accumulation of surface adsorbed peptide up to the threshold P/L ratio is
required, when in a cooperative manner, it triggers the releasing of vesicles contents (dos
Santos Cabrera et al. 2008). The study of the interaction of other mastoparan with membranes
using solid-state ">N-NMR spectroscopy investigated the insertion and orientation of |abeled
peptides interacting with macroscopically oriented samples of DMPC/DMPG bilayers, and
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observed that most of the peptides (90%) are oriented with their helix axis parale to the
membrane surface (Hori et a. 2001). Thus, the paralel orientation observed in the final
configurations of the self-assembled complexes is consistent with available experimental data
and theoretical models proposed to amphipathic cationic antimicrobial peptides.

Chargeinteractions and conformational analysis

The antimicrobial mastoparan peptide Polybia-MP1 is not hemolytic, but its analogue
with aspartate 2 to asparagine substitution has shown high hemolytic activity (Souza et al.
2005; Leite et al. 2011). To explain the absence of the hemolytic activity, dos Santos Cabrera
et al. (2008) have suggested the high-charge density (6 charges) and low hydrophobicity (-
0.108) have an interrelated role for the selective interaction of the peptide for the bacterial
membranes, a discussion based on atheoretical model by Taheri-Araghi and Ha (2007). From
an electrostatic and structural point of view, dos Santos Cabrera et a. have suggested the
position of the Lys 4, Lys 5 and N-terminus charged groups in the helical structure would
form atriangular arrangement with the Asp 2 approximately in the circumcenter, as observed
in peptide-TFE/water simulations, which would create an electrostatic equilibrium. This
arrangement would contribute to a partial neutralization of the charges and hence would cause
a smaller screening and perturbation of the lipid headgroups on zwitterionic membranes. In
model membranes with POPC, we observed the peptide’ s charged residues were dispersed in
the interfacia environment, and it was possible to observe that the interactions in which the
Asp 2 and Asp 8 residues were involved formed nets of intermittent interactions with the
nearest cationic residues in the form of triangles (Fig. 3A). On the other hand, in the case of
POPG, the spatia dispersion of the charges in the environment was able to induce only a
persistent bond, a salt bridge between Asp 2 and Lys 5 (Fig. 3B), alowing the other cationic
residues free to interact with the bilayer.

To study the impact of the intramolecular interactions in the peptide on the
intermolecular interactions of the peptide with the membranes, we calculated the radial
distribution functions (RDF) of the electronegative polar groups of the lipids around the
cationic groups of the peptide (Fig. 2). In the case of POPG, the plot reveded a peak at
r=0.257 nm indicating the formation of hydrogen bonds, and r=0.4 nm is the radius of the first
interaction shell. Inside this shell, the peptide coordinated 22.7 + 1.3 oxygen atoms belonging
to seven lipids (average obtained between 200 and 250 ns). Moreover, it was found that the
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charged groups of the N-terminus and lysines 4 and 11 coordinated, respectively, 4.8 = 0.5,
8.9 + 0.7, and 6.5 £ 0.7 oxygen atoms, while this number is only 2.5 + 0.6 for the lysine 5,
consequence of the salt bridge formation with Asp 2. The analysis of the RDF plot in the case
of POPC showed that the charged groups of the N-terminus, lysines 4, 5, and 11 coordinated,
respectively, 3.1+ 0.2, 3.1+ 0.4, 3.3+ 0.7, and 5.8 + 0.6 lipid oxygen atoms inside a shell of
radius equal to 0.35 nm. It added 15.3 + 1.1 oxygen atoms coordinated by the peptide
belonging to five lipids. These numbers reveaed that the peptide interacted electrostatically
with 32.6% less oxygen atoms in a zwitterionic membrane in relation to an anionic one,
which corresponds to a decrease of 28.6% of coordinated lipids. The explanation for this
observation of the decrease of the screening by the POPC lipid headgroups must consider two
components. The first one is related to the nature of the interactions, because charge-dipole
interactions between the peptide and this environment are weaker than charge-charge
interactions present in anionic membranes. The second and more important one is the role that
the aspartates 2 and 8 have minimizing the electrical field due to the cationic chargesin the N-
terminal. According to the coordination numbers, it should be noticed that the averages
obtained from the N-terminal, lysines 4 and 5, in the case of POPC, are equivalent statistically
to the value obtained for Lys 5, which formed a salt bridge with Asp 2 in the case of POPG,
evidencing the importance of the strategic position of those acidic residues for that
minimization. With the substitution of the aspartate residue in the position 2 for an
asparagine, a neutral amino-acid, it could not participate of those interactions, thus the peptide
would be able to screen more oxygen atoms in the zwitterionic membrane starting to present
hemolytic activity, which is in line with the experimental observations obtained from the
anal ogue peptide.

Simultaneoudly, the intra-side-chains and intermolecular interactions in the POPC
membrane did not disturb the n-n+4 hydrogen bonds in the main chain, which stabilized the
helical structure, as can be seen in Figure 4A. The high helical content observed is in
agreement with previous membrane-mimicking TFE/water simulations (dos Santos Cabrera et
a. 2008), as TFE/water solvent is a good mimicking of a zwitterionic membrane. In
TFE/water solvent as well as in a model POPC membrane, it was found that the peptide was
folded from the 3" to the 13" residue; in the other membrane, the a-helix was stable from the
3" to the 12" residue (Fig. 4B). This ordered structure is required for Iytic activity (dos Santos
Cabreraet al. 2008; Leite et al. 2011).
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Order parameters and membranethinning

Order parameters for sn-1 chains were calculated considering the lipids inside a circle
of radius r measured from the peptide’s center of mass. For the POPG case, it should be
noticed that the order parameters increase with the increasing radius (Fig. 5A). This means the
ordering of the lipid chains near the peptide are more perturbed. Only for distances larger than
2.2 nm, the values of the order parameters converge to those obtained in the peptide-free
simulation (s5). In the POPC membrane was not possible to observe a significant radial
variation of the order parameter around the peptide, because the lipid tail anisotropy was
amost uniform, therefore we could not distinguish an area of perturbation (Figure $4).

The value of 2.2 nm for the radius of perturbation isin good agreement with the value
of 2.0 nm obtained by Zemel et a. (2005) in simulations applying mean-field and chain-
packing theories. The reference configuration studied by them is very similar to ours. an
amphipathic cylinder represented the adsorbed peptide with its axes parallel to the membrane.
Moreover, these authors described that the thinning is restricted to the peptide-free leaflet. In
our results, however, the thinning is verified for both leaflets. This difference in results is
possibly due to the absence of lipid correlations in the work of Zemel et a. Furthermore, a
radius equal to 2.2 nm is al'so comparable to the value of 1.5 nm, measured from the peptide’s
backbone, obtained from the interactions between 13-residue Indolicidin and pure DOPG
membranes (Hsu and Yip 2007). Although this peptide being short and having four cationic
residues as well as the Polybia-MP1, this comparison had to be made ignoring the disordered
structure and the excess of tryptophans.

Inside the 2.2 nm radius there were 25 lipids, evidencing that the peptide did not only
perturb the ordering of the lipids inside the coordination shell (which contained seven lipids),
but aso lipids in layers beyond. Because the POPG lipids form a network through the
hydrogen bonds and lipid-ion-lipid bridges, the orientational disordering of the lipids inside
the coordination shell propagates throughout the net to the lipids non-coordinated by the
peptide, an effect of lipid chain correlations. It indicates a large contribution of dynamic
effects in addition to the electrostatic effects, which is in good agreement with experimental
observations obtained by Hori et a (2001). Through NMR spectroscopy experiments with
oriented lipid bilayers, these authors reported that the addition of mastoparan peptides lead to
an increased motional averaging of the lipid headgroups, even of the acyl chains, turning the
bilayer more fluid. In our data this increase of fluidity is revealed by the lower values of the
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order parameters calculated over al lipids of the peptide-containing simulation (sl) in
comparison to the peptide-free simulation (s, Fig. 5B).

In the region where the orientational disorder of lipid acyl chainsin POPG bilayer was
observed, it was also possible to notice the thinning of the membrane. Both leaflets showed a
peptide-induced negative curvature (Fig. 1). In order to quantify the thinning, we plotted the
electronic densities of the phosphorous atoms as a function of the distance of the center of the
membrane for peptide-containing and peptide-free simulations (Fig. 6). From the peptide-free
simulation (control simulation-s5), we obtained a membrane thickness of 4.4 nm, while from
the peptide-containing simulation (sl), we obtained a value of 4.06 nm. Thus, the overall
thinning was of 0.34 nm, comparable to the value of 0.41 nm observed of the Indolicidin
peptide interacting with pure DOPG bilayers (Hsu and Yip 2007). Nevertheless, a little more
pronounced displacement can be observed in the peptide-containing leaflet; compared to the
control simulation s5, the peak of that leaflet shifted by 0.22 nm, while the other |eaflet
shifted by 0.12 nm. The disordered lipid tails near the peptide occupied the space below it and
were interdigitated by the lipid tails of the other leaflet, being this conformation change the
putative cause for the membrane thinning. The observation of the interdigitation of lipids and
the consequent membrane thinning in the peptide-perturbed region has also been done by
other previous experimental and computational studies (Ludtke et al. 1995; Mecke et al. 2005;
Jang et a. 2006; Hsu and Yip 2007).

Conclusions

The similarity of the results from independent simulations with POPG lipids indicates
the results are reproducible, because al bilayers obtained from the self-assembling method are
well equilibrated and the binding mode of the peptide into the complex is in agreement with
experimental and theoretical descriptions. The insertion mode of the peptide inside the POPC
membrane is consistent to POPG simulations, however the analyses of order parameters did
not evidence a distinguishable radial variation from the peptide’s center of mass, nor was the
membrane thinning observed. By contrast, in the anionic membrane, we demonstrated that
dynamics and electrostatic interactions led to the formation of a peptide-perturbed lipid
cluster reveaed by the disordering of the acyl chains of the nearest lipids of the peptide, when

compared to order parameters obtained from the peptide-free simulation. Moreover, in the
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peptide-perturbed region, we observed the interdigitation of lipids between both |eaflets and
the membrane thinning. Others previous studies also observed the lipid interdigitation in the
region influenced by the peptide and suggested that this is the cause for the thinning; our data
can support the same conclusion. Experimentaly, it had already been demonstrated that the
single change of the aspartate for the asparagine in that position turned the hemolytic
analogue, therefore eliminating its selectivity. We then mined statistical information about the
molecular interactions and obtained evidences which allow us to attribute the different results
between the POPG and POPC membranes to the peptide’ s ability to coordinate and perturb a
larger number of lipids in anionic membrane than in the zwitterionic one and to correlate
these charge effects to the intramolecular interactions in the peptide’ s N-terminal (IDWKK),
especialy with the role that aspartate 2 exercises reducing the electrical field of the
neighboring lysines. As dye leakage experiments support the thesis of MP1 lyses vesicles as
the toroidal pore model, and in this model the membrane thinning is the step that precedes the
pore formation events involved in the lytic activity, our simulations provide, therefore, details
at atomic level of the impact of the antimicrobial mastoparan peptide Polybia-MP1 on anionic

membranes.

Acknowledgments

This study was supported by grants provided by the Brazilian agencies Sdo Paulo State
Research Foundation-FAPESP (BIOprospecTA program 2006/57122-7) and the National
Council of Technological and Scientific Development - CNPq (to JRR and fellowship to
FCLF).




V. 1

Tables

Table 1. List of the ssmulations.

Simula lipid Numb_er Si_mulati on Find orienta_ltion Lipi ds per Iea_flet

-tion of peptide  time (ns) of the peptide  (With/no peptide)
sl POPG 1 250 parallel 66/62
s2  POPG 1 250 parallel 66/62
s3  POPG 1 250 parallel 67/61
4  POPG 1 250 parallel 67/61
s5 POPG 0 200 - 66/62
s6 POPC 1 250 parallel 61/67
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Figures

Fig. 1 Final configuration obtained after 250 ns of simulation. This frame was taken from the
POPG simulation s1; the insertion mode and orientation of the peptide is aso representative
for POPC simulation. White spheres in the peptide represent the hydrophobic residues; blue
spheres, cationic residues; red spheres, anionic residues, and green spheres, polar residues.
Brown spheres in the lipids represent phosphorous atoms and cyan lines represent lipid acyl
chains. The white dashed lines are shown to guide the eyes along the membrane thinning.

Parallel blue lines show the boundaries of the box simulation.




V. 1 47

Fig. 2 Radia distribution functions (RDF) of al lipid oxygen atoms around the cationic
groups of the peptide (charges of the N-terminal and side-chains of the lysines 4, 5 and 11).
RDF calculated for the POPG and POPC cases (black and red lines, respectively).
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Fig. 3 Projections of peptide MP1 obtained from the simulations. A) For the POPC
simulation, it is possible to verify the formation of intermittent interactions between aspartates
and lysines in the N-terminal region. B) For the POPG simulation, only a salt bridge

formation between the Asp2 and Lys5 residues is verified.
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Fig. 4 Analysis of the secondary structure of the peptide in time for the A) POPC and B)
POPG simulations.
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Fig. 5 Lipid order parameters as a function of the distance from the peptide’s center of mass
for the POPG simulation; for the POPC case it is not shown, because no significant variation
of the order parameter of the lipids coordinated by the peptide in relation to farthest lipids was
verified (See Figure $4 in the supplementary material). (A) For the peptide-containing leaflet,
order parameters are presented for distances from 0to0 0.8; 0to 1.2; 0to 1.6; 0 to 2.0; 0 to 2.2;
0t02.8; 0t04.77; and 2.2 to 4.77 nm. (B) Comparison of the lipid order parameters between
peptide-free (empty squares) and peptide-containing simulations (filled squares). Such order
parameters were calculated over al lipids.
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Fig. 6 Electron density of the phosphorous atoms as a function of the distance from the center
of the membrane (x=0). Grey line represents the density from the peptide-free simulation (s5).
Black line represents the peptide-containing simulation (sl); the leaflet with the adsorbed
peptide is represented on the left peak of this graph. As declared previoudly, athinning on the
POPC membrane was not visualized, therefore we did not include its density for comparison
(SeeFig. S5).
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In the following section is presented the POPG membrane formation process and, for
clarity of the descriptions, the main details are presented for the peptide-free smulation (s5)
and other relevant details are also presented for the peptide-containing simulation (s1) (See
Table 1 in the main text).

1 Membrane formation process

All simulations (s1-s5) showed a similar process of aggregation and can be described
in terms of the same stages described by Marrink et a (2001) and Esteban-Martin and
Salgado (2007) for DPPC lipids and Bocchinfuso et al (2009) for POPC lipids, asisillustrated
in Figure S1. Even the time scales of the events of the anionic POPG membrane formation are
comparable to ones reported previously for zwitterionic membranes. In agreement with those
previous studies, a rapid lipid aggregation and exclusion of the water molecules due to
thermodynamics forces drove the formation of small lipid clusters (Fig. S1-A); and the
subsequent fusion of these clusters into larger aggregates, reaching a lipid distribution in less
than 10 clusters (Fig. S1-B), occurred within times of 200 ps and 3 ns, respectively. The
fusion of the large aggregates or micelle-like groups into a bilayer-like structure, containing a
large lipid pore filled with waters and ions, occurred after 10 ns of simulation. Within 15 ns
the structure relaxed to contain 9-14 lipids, which is the minimum number of lipids which
stabilized the pore (Fig. S1-C). After 85 ns that number decreased, when the pore closed
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rapidly and spontaneously (Fig. S1-D). Subsequently, the number of connective interactions
in the membrane plane increased (Fig. S2) and the area per lipid decreased smoothly until 120
ns (Fig. S3), when the bilayer was equilibrated and the thinning of the membrane is easily
noticed by visual inspection of the tragjectory (Fig. 1 in the main text). The equilibration times
for the bilayers with peptide are equal or dlightly smaller, as the peptide worked as a
nucleation point for the lipids which composed the peptide-containing leaflet, accelerating the
aggregation process, an event also described by another in silico study (Esteban-Martin and
Salgado 2007). The pore lifetime of 60 ns is within of the range of 40-100 ns reported by
Esteban-Martin and Salgado (2007) for DPPC bilayers. On the other hand, for the POPC
ones, Bocchinfuso et a observed that in two of the three self-assembling simulations with
trichogin GA |V peptide, the pore did not close spontaneously even after 100 ns, therefore
they had to use an annealing protocol to eliminate it. However, in all our simulations the pore
closed due to natural forces acting within each system, including the POPC simulation (s6).
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Fig. S1 POPG membrane formation process. The simulation started with an aeatory mixture
of lipids, waters and ions and in the center of the unit cell of simulation the peptide MP1 was
placed. A) t=200 ps; B) 3 ns; C) 25 ns; D) 85 ns. The double arrow indicates the lipid pore
filled with waters. Peptide is represented by blue (lysines), red (aspartates), green (glutamine),
and white (hydrophobic residues) spheres. Brown spheres represent the lipid phosphorous
atoms and cyan lines, the lipid acyl chains. Small red balls represent the oxygen atoms in the

water molecules. The 126 Na™ counterions were omitted.
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Fig. S2 Number of lipids bound to zero, one, two and three ions as a function of time. The
numbers of lipids bound to zero and two lipids were fitted by exponential equations (red
lines) with t(0 ion)= 13 ns (R*=0.93) and (2 ions)=35.6 ns (R?*=0.90), respectively. The
bilayer reached the liquid-crystalline organization when a threshold number of connective
interactions in the membrane plane were formed and the value incremented mainly when the
number of lipids bound to two ions converged to the asymptotic value, which took place after
36 ns, including 68 (53%) of al lipids. As each lipid has two binding sites of ions (one ester
group in each tail) and each ion often binds to more than one lipid, a large net of connected
lipids through the ions was formed, and an average of 194 + 5 connections between lipids and
ions occurred per frame. These descriptions are in good agreement with those done by Zhao et
al (2007) for a preformed pure POPG membrane.
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Fig. S3 Area per lipid as a function of time for the POPG bilayer. An average taken from 120
ns showed the self-assembled membrane had the area per lipid stabilized at 0.531 nm?.
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Figure $4. Lipid order parameters as a function of the distance from the peptide’s center of
mass for the POPC simulation. (A) For the peptide-containing leaflet, order parameters are
presented for distances from 0 to 1.0; 0 to 2.0; and 2.5 to 4.8 nm. It should be noticed that the
errors for the parameters for r<1.0 nm are within the margin of error for r>2.5 nm, which
makes it difficult to distinguish an area of perturbation. (B) Comparison of the lipid order
parameters between peptide-free (empty squares) and peptide-containing simulations (filled
squares). Such order parameters were calculated over al lipids.
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Figure S5. Electron density of the phosphorous atoms as a function of the distance from the
center of the POPC membrane (x=0). Grey line represents the density from the peptide-free
simulation (control simulation). Black line represents the peptide-containing simulation (s6).
The position of the peaks indicate that there was virtually no thinning of the membrane.
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Resumo SimulacBes computacionais de diferentes peptideos mastoparanos, MP1, seu
andlogo N2-MP1, o desenhado MK-578 e MP-B contendo cargas liquidas +2, +3, +4, +5,
respectivamente, foram estudados interagindo com uma membrana mista zwiterionical
anidnica (1:1) de 128 lipideos. A partir de uma configuracéo inicia especifica de seis copias
de uma espécie de peptideo, verificamos para dois dos quatro peptideos, 0 MP-1 e seu
analogo, a formac&o de poro transmembranico. Tomando a simulagdo do MP1 como caso
paradigmatico, as andises dela permitem sugerir que a formagdo do poro foi facilitada pela
atracdo de lipideos anidnicos pelos peptideos catibnicos agregados. Notamos que essa
separacdo local de lipideos, que deu origem a dominios de lipideos aniénicos que interagem
com o agregado, facilitou o afinamento local da membrana em 10 A, enquanto o afinamento
global delafoi de apenas 1 A. A facilitagdo do afinamento local da membrana e consequente
formacdo do poro pela formacdo de microdominios de lipideos aniénicos traz a tona um
importante aspecto da seletividade e gjudam a explicar 0 mecanismo de acdo de peptideos

cationicos, especialmente os curtos como o MPL.

Introduc¢ao

Interagbes eletrostaticas dirigem a atragdo e adsor¢éo de peptideos catibnicos em
membranas biol égicas. Devido a natureza anidnica de membranas de bactérias e catidnica por
parte de muitos peptideos, a seletividade de interacdo tem sido explicada como um efeito de

cargas. Investigacdes experimentais mostram que a seletividade, geralmente entendida como
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uma maior afinidade de interagdo de peptideos catidnicos por membranas aniénicas que por
zwiteribnicas, ndo pode ser explicada somente com base nesse efeito, sendo que outras
caracteristicas das membranas deveriam ser consideradas, tal como sua capacidade de
afinamento, que € influenciada pela organizacéo de lipideos PG e cardiolipinas (dos Santos
Cabrera et al. 2008; Epand et al. 2008; Epand e Epand 2009). Adicionalmente, estudos
experimentais e computacionais tem mostrado que peptideos catibnicos adsorvidos séo
capazes de induzir em membranas mistas de lipideos fosfatidil-colina/fosfatidil-glicerol
(PC/PG) a formacdo de microdominios de lipideos anidnicos, que seria resultado de uma
separacado local de fase (Oreopoulos et a. 2010; Polyansky et a. 2010). Tal efeito também foi
descrito por Hori et a. (2001) a partir de ensaios de RMN com o peptideo Mastoparano (MP)
e membranas PC/PG.

Os estudos computacionais disponiveis sobre peptideos antimicrobianos e membranas
modelo desprezam o papel das interacBes carga-carga para a formacdo do poro com o uso de
membranas neutras PC, pois hipotetizam que sdo os contatos hidrofébicos que dirigem a
insercdo dos peptideos na membrana e abertura do poro (Hallock et a. 2003; Leontiadou et al.
2006). Neste estudo, fazemos simulagdes a partir de uma configuracéo onde peptideos estéo
inicialmente inseridos na regido hidrofobica de uma membrana POPC/POPG (1:1), para
investigarmos 0 mecanismo de formacdo de poro e entendermos o papel das interaces
eletrostéticas nesse processo. A escolha de uma membrana mista POPC/POPG é uma melhor
opcdo de modelo do que uma membrana pura PC quando se quer imitar membranas de
bactérias, como por exemplo de Escherichia coli, pois estas sdo constituidas por lipideos
PC/PE e PG (Murzyn et al. 2005). A selecdo de quatro peptideos da familia mastoparano para
este trabalho foi propositadamente feita para termos peptideos com cargas diferentes
(diferentes nUmeros de residuos de lisina) e com residuos de lisina em diferentes posi¢cdes ao
longo da cadeia, para investigarmos também o efeito da variagdo dessas caracteristicas na sua
capacidade de perturbar a membrana, assm como feito por De Souza et a (2011).
Mastoparanos sdo avos deste estudo, pois apresentam potente acdo antibidtica e
anticancerigena (Wang et a. 2009; De Souza et a. 2011), e apesar da ata homologia de suas
estruturas primérias entre os componentes dessa familia, verifica-se que apresentam variado
espectro de atividades bioldgicas. O entendimento dos mecanismos de acéo dessas moléculas

e arelacdo com suas estruturas pode contribuir para o desenvolvimento de novas moléculas
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Uteis em terapias aternativas, ja que as atuais ndo estdo contendo 0 avanco de patdgenos

resistentes.

Métodos

Parametros de simulacao

As simulagbes por Dinamica Molecular e amaioria das andlises foram produzidas pelo
pacote de simulacdo GROMACS versdo 4.5.4 (Hess et al. 2008). Em todas as simulagdes, 0
sistema foi acoplado a um banho de temperatura constante de 315 K pela aplicacdo do
algoritmo V-Rescale (Bussi et al. 2007); lipideos, peptideos e solvente (&gua e contra-ions)
foram separadamente acoplados com um tempo de relaxacéo de 0,3 ps. A pressdo foi mantida
constante em 1 bar com um tempo de relaxacéo de 3 ps, paraisso o algoritmo de acoplamento
de Berendsen (Berendsen et al. 1984) foi utilizado. Condicdes periddicas de contorno foram
aplicadas para simular uma configuracéo de bulk. O passo de integracdo usado nas simulacdes
foi de 30 fs, que corresponde a um tempo efetivo de 120 fs. Para interpretar os resultados
obtidos com modelo coarse-grained, um fator padréo 4 € usado, pois corresponde ao fator de
aceleracdo efetivo da difusdo de um bead &gua comparado a agua real (fine grained). O
método Particle Mesh Ewald (PME, Darden et a. 1993) foi aplicado para considerar as
interacOes eletrostéticas de longo alcance, com constante dielétrica relativa ,4=15 e raio de
corte do espaco real de 1,2 nm, grid spacing de 0,12 nm e interpolacéo spline de 42 ordem.
Um raio de 1,2 nm foi usado para se determinar a lista de vizinhos, que foi atualizada a cada
10 passos. As interacdes de Van der Waals foram cal culadas usando a fungdo Shift, com suave
convergéncia da energia a zero entre os raios de 0,9 e 1,2 nm. Trajetdrias foram visualizadas e

figuras foram renderizadas usando o programaVMD (Humphrey et al. 1996).

Construcao da célula unitaria de smulacéo

Uma bicamada PC/PG (1:1) com 128 lipideos foi montada a partir da replicacdo de
dois lipideos, um POPC e outro POPG, no plano x/y até que uma monocamada quadrada de
64 lipideos com 5,12 nm de aresta fosse obtida. Uma réplica dessa monocamada foi
apropriadamente rotacionada e transladada, assim compondo a bicamada contendo uma
distribuicdo homogénea de lipideos neutros e aniodnicos. Em uma célula unitaria de simulacéo,

a bicamada foi solvatada por ~2270 beads W, o que corresponde a 9080 moléculas de dgua e
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~70 moléculas de agua por lipideo. Contra-ions foram adicionados para anular a rede de
cargas do sistema (64 Na’ para anular as cargas dos 64 lipideos PG e mais tantos Cl” e Na’
guantos foram os nimeros de residuos de lisina e aspartatos que 0s Sei's peptideos possuiam).
Uma simulag&o de 400 ns foi produzida para que esse sistema contendo apenas a bicamada
fosse equilibrada. Ap6s a equilibracdo, usando o Perl-script InflateGRO (Kandt et al. 2006)
em um protocolo de 28 loops de aproximacdo dos lipideos e peptideos e minimizagdo de
energia, seis copias de uma espécie de peptideo foram espacadamente inseridos, com os eixos
das hélices alinhados ao eixo z, dentro da regido hidrofébica da membrana. Os peptideos
foram mutuamente dispostos de forma antiparalela. Com essa configuracéo, foi feita uma
minimizacdo de energia usando o método steepest-descent com uma iteracdo do método
gradiente conjugado a cada 10 passos. Finalmente, o sistema (Fig. 1A) foi submetido a

simulagdes de producéo de 2 us livres de qualquer restricao.

Modelando os lipideos e os peptideos

As topologias dos lipideos zwiteridnico POPC e aniénico POPG foram tomadas do
repositorio de topologias do site oficid do campo de forcas Martini
(http://md.chem.rug.nl/cgmartini/). A partir delas, conforme sugestdo de Rzepiela et al.
(2010), reduzimos em um bead as cadeias acilicas das duas espécies de lipideo, para assim
eliminarmos a superestimacdo da espessura da membrana que ocorria com 0s parametros
originais. A érea por lipideo, espessura da membrana e coeficiente de difusdo lateral obtidos
da simulacdo de controle, onde foi aplicada essa modificacdo, indicam que as propriedades
tipicas da membrana sdo preservadas. A estrutura primaria dos peptideos estudados esta
apresentada na Tabela 1. Todos os peptideos foram estudados em conformacdo helicoidal do
3 ao 12° residuo, conforme estudos de RMN e simulages indicam que os terminais de
peptideos mastoparanos possuem liberdade conformacional em ambientes membranares ou
gue mimetizam estes. Suas topologias foram obtidas usando o Perl-script seq2itp versdo 1.1.5
(S. K. Kandasamy e M. J. Louhivuori, em: http://md.chem.rug.nl/cgmartini/index.php/
downl oads/tool s/62-seg2itp) com adaptacdes introduzidas no backbone. Partindo do N- parao
C-terminal empregamos 0s seguintes atomtypes para os beads do backbone: Qd P5 Nd Nd NO
NO NO NO NO NO NaNa P5 P5. As ateractes seguiram a filosofia do campo de forgas: beads

em regides de estrutura helicoidal foram assinalados como de baixa polaridade, Na, Nd ou
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NO; sem estrutura secundéria tiveram sua polaridade aumentada para P5 e N-termina

positivamente carregado recebeu o atomtype Qd.

Campo de forcas

Na primeira série de simulagdes (s1-4, veja Tabela 2), temos uma simulagéo para cada
um dos quatro peptideos. Nessas simulacfes foi usado o campo de forcas Martini coarse-
grained model v2.1 (Monticelli et al. 2008), que descreveu as interacbes de todas as
moléculas do sistema, ja que este também contém parémetros gjustados para a smulagdo de
proteinas. Neste campo de forcas, quatro moléculas de agua sdo representadas pelo modelo de
um bead do tipo (atomtype) P4, reduzindo substancialmente o tamanho do sistema,
permitindo, portanto, a extensdo dos tempos de simulagdo para 2 us. A segunda série de
simulagBes (s5-16) envolveu o estudo de um estado intermediario bem definido observado em
duas das quatro simulacdes do primeiro conjunto. Um frame do estado intermedié&rio das
simulagdes sl e s2, estado em que é observada a formacdo de poro transmembranico, foi
usado como ponto de partida nestas simulacdes. Este frame foi selecionado entre aqueles que
possuiam 0 maior nimero de moléculas de agua dentro do poro durante seu intervalo de
tempo de vida. Para ser possivel estudarmos essas estruturas em uma escala de tempo maior
gue a observada nas simulacfes sl e s2, estabilizamos 0s poros através da restricdo de posi¢cao
dos beads do backbone dos peptideos. Os campos de forgas Martini e Martini com modelo de
&gua polarizavel (Y esylevskyy et al. 2010) foram usados e para cada um foram avaliados trés
valores para a constante de forca de restricdo: 50, 100 e 500 kJmol*nm™ (aplicado nas trés

direcdes).

SimulagBes com campo el étrico externo

Para completar o estudo, a configuracéo de poro obtida para os peptideos MP1 (s1) e
N2-MP1 (s2) e usadas na segunda série de simulacdes sdo também estudadas com a aplicacéo
de um campo el étrico externo paralelo ao eixo normal a membrana, em um esquema parecido
com um experimento de patch-clamp (simulagdes s17 e s18). Foi aplicada uma constante de
forca de 100 kJmol *nm para estabilizar o backbone dos peptideos e assim verificarmos se a
configuragcdo determinada como poro também suporta a passagem de ions, assim como é

observado em ensaios de patch-clamp durante o estado aberto. O campo de forgas Martini
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com modelo de &gua polarizével (Y esylevskyy et al. 2010) foi usado, pois € crucia o efeito de

orientabilidade das moléculas de agua dentro do poro devido ao campo el étrico.

Analise: parametro de ordem orientacional

O estado de organizagdo lipidica como funcéo da distancia do centro de massa do poro
foi avaliado por um parametro de ordem orientacional das cadeias acilicas, <Scp>, definido
como o valor médio do parametro de ordem instanténeo de cada lipideo (Scp,) que ocupa uma
posic¢do cuja distancia em relacéo ao ponto de referéncia seja menor ou igual ar. Por suavez,
Scp; = 1/2<3cos%0;-1>, onde 6; é 0 angulo entre o eixo da cadeia S1 do lipideo i e 0 eixo z, que
€ 0 eixo norma a membrana. O vetor que representa 0 eixo da cadeia S1 foi determinado

pelos beads C1A e C3A. < > denota uma média obtida para cada frame da trgjetéria.
Resultados

Estados ocupados pel os peptideos

A primeira sé&rie de ssimulagbes (s1-4) mostrou que os quatro peptideos ocuparam
estados bem definidos ao longo das simulagdes. Os peptideos MP1 e seu andlogo N2-MP1
sairam da orientac&o inicial transmembréanica mutuamente paralelos e rapidamente (cerca de
20 ns) adotaram uma orientacdo desordenada dentro da membrana, com um peptideo em
orientacdo paralela a esta. Nessa configuracéo, observa-se a formacdo de um poro pelo qual
mais de uma centena de moléculas de agua passam. Esta estrutura desaparece devido a
difusdo lateral dos lipideos e a difusdo dos peptideos para a regido das cabegas polares dos
lipideos. Nos dois casos, ndo houve flip-flop de lipideos e os peptideos distribuiram-se
iguamente entre as monocamadas, conseguentemente o numero de moléculas por
monocamada permaneceu equilibrado. Por terem o C-termina neutro (“amidado”) e trés dos
seis N-terminais estarem inicialmente dispostos para uma monocamada e os demais para a
monocamada oposta, indica que as interagdes entre os N-terminais e as cabegas polares na
regido interfacial guiaram o ancoramento inicial dos peptideos até a difusdo para a interface,
quando ocuparam o estado paralelo. Portanto, para esses dois peptideos, fica definido um
estado intermediario entre os instantes em que todos os peptideos estdo em orientacdo
perpendicular e todos estéo paralelos ao plano da membrana. Dentro dessa janela de tempo,

determinamos o intervalo de vida do poro, que comegca com 0 inicio da passagem de
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moléculas de agua pela membrana e termina quando o fluxo cessa. Assim, estabelecemos a
existéncia de poro entre 96 e 400 ns de ssimulagdo para 0 caso do peptideo MP1 e entre 112 e
272 ns, para o analogo N2-MPL1.

Na simulagdo do peptideo MK-578 néo foi observada a formagéo de poro, apenas a de
defeitos pelos quais poucas moléculas de agua difundiram. Répida difusdo dos peptideos
ocorreu da orientacdo transmembranica para a paralela. Ao final, uma distribuicéo
desequilibrada de peptideos (4 e 2) entre as monocamadas foi observada, o que reforca a
importancia do ancoramento do N-terminal para distribuicdo e difusdo equilibrada de
peptideos entre as monocamadas. Como os residuos de lisina do MK-578 estéo localizadas no
meio da cadeia, ha uma interacdo fraca entre os N-terminais (com somente uma carga) e as
cabegas polares (se comparado aos dois primeiros peptideos que tinham trés cargas positivas),
tornando a distribuicdo um processo estocastico. A aeatoriedade do processo € percebida
guando notamos que dois dos quatros peptideos adsorvidos em uma monocamada estavam
com seus N-terminais inicialmente voltados para a outra monocamada.

Com relacdo ao peptideo MP-B, apenas um estado € observado. Cinco dos seis
peptideos permanecem na orientagcdo transmembranica, devido a ancoragem que 0s quatro
residuos de lisina presentes nos terminais (mais a carga do N-terminal) fazem com as cabecas
polares, causando grande perturbacéo da membrana. Os residuos de aminoacidos do meio da
cadeia peptidica sdo hidrofdbicos ou tém baixa polaridade, portanto os seus contatos com a
regido hidrofdbica da membrana sdo energeticamente favoréaveis.

Energias das interacfes peptideo-peptideo e peptideo-lipideo

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de energia de interagdo entre peptideos e
lipideos. Veja que os valores para as interacoes peptideo-peptideo séo maiores no estado poro
gue no paralelo, pois naguele estado os peptideos estédo mais proximos (em ambos os casos
MP1 e N2-MP1). Entre as trés espécies de peptideos que ocupam o estado paralelo, os
peptideos MK -578 sdo 0s que apresentam a maior energia de interacdo de LJ (-1.762 kJ/mol)
e energia de interagdo de Coulomb positiva, consequéncia de possuir somente residuos
carregados positivamente. Note que essa energia positiva (2,3 kJ/mol) foi obtida em um
estado em que os peptideos estdo dispersamente distribuidos na regido interfacial, onde ha
uma blindagem eletrostética dos grupos carregados dos peptideos por parte das cabecas
polares dos lipideos. 1sso sugere que em uma hipotética situacdo de aproximacdo e agregacao
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de cinco ou seis peptideos tornaria a energia de Coulomb ainda maior, indicando que as
interacOes eletrostéticas peptideo-peptideo sdo componentes da driving force que impede a
agregacdo e conseguente formagdo de poros por esses peptideos. Mesmo que a resultante
entre as interagdes de cargas e LJ sgja atrativa em uma hipotética situacdo de agregacdo dos
peptideos (agregacdo que ndo foi observada na simulagdo), o agregado néo teria ponto de
contato com as interfaces, e a repulsdo entre as cadeias laterais carregadas dos peptideos e as
cadeias hidrofébicas dos lipideos seria uma driving force para a interface carregada. Essas
interpretagbes podem explicar a auséncia de estado intermedidrio em nossa simulagéo.
Diferentemente, cinco dos seis peptideos MP-B permanecem na orientacdo transmembranica,
formando grupos de dois e trés peptideos, todavia nenhum poro é formado. Também nesse
caso temos uma energia de Coulomb positiva, porém h&a um grande desbalanco atrativo a
partir das interagdes de L J.

Energias de interacéo peptideo-lipideo e efeito de cargas. mecanismo de separacéo de fases
em microdominios lipidicos (" demixing mechanism’)

Em nossas simulagtes, a configuragdo inicia tinha uma distribuicdo homogénea de
lipideos neutros e negativamente carregados. Ao longo do tempo, a presenca dos peptideos
interfere nessa distribuicdo provocando uma aglomeracdo maior de lipideos carregados em
um raio de 5A. Na Figura 2, verificamos isso a partir da distribuicso radial de pares dos
lipideos anidnicos e zwiteribnicos (considerando como grupo de referéncia o bead PO4
negativamente carregado) em torno dos grupos bésicos dos peptideos (beads carregados dos
N-terminais e cadeias laterais dos residuos de lisina). Vea que a atracéo de maior nimero de
lipideos anidnicos que de zwiteridnicos esta diretamente relacionada com a quantidade de
residuos de lisina presentes nas cadeias peptidicas, ou sgja, com a sua carga liquida
Comparando a altura dos picos relacionados aos lipideos negativamente carregados, €
perceptivel que o MP-B (+5) € o peptideo que mais atrai esses lipideos, seguido por MK-578
(+4), N2-MP1 (+3) e MP1 (+2). A andlise das energias das interacdes entre 0s peptideos e os
lipideos também indicam uma maior atracdo dos lipideos PG pelos peptideos (Tabela 3).
Observe que a energia de interacéo entre o peptideo MP-B e os lipideos PG € 3,7 vezes maior
comparada a dos lipideos PC. Tomando o peptideo MK-578, temos a mesma tendéncia com
um fator 2; com o peptideo MP1 e seu analogo, considerando o estado paralelo, temos fatores
1,7 e 2, respectivamente. Considerando o estado poro dos peptideos MP1 e N2-MP1, a
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energia de interacdo com os lipideos PG € 1,8 e 2,5 vezes maior que a com os lipideos PC,
respectivamente. A passagem espontanea dos sistemas do estado poro para o paraelo
acontece com diminuicdo da energia potencial. Basta ver que a energia de interagdo peptideo-
lipideos PC aumentou 59,5%, peptideo-PG, ~11%, no caso MPL. Para seu andlogo temos
aumentos de 72 e ~9%, respectivamente. As interactes dos peptideos com lipideos anidnicos
aumentaram levemente no estado paralelo, por outro lado, ocorreu um aumento significativo
por parte das interagdes com POPC. Essas variacdes estéo refletidas no RDF dessas moléculas
(Fig 2). Houve um ligeiro aumento na altura dos picos relativos aos lipideos PG e comparado
com este, houve um aumento maior nos picos dos lipideos PC ao redor dos grupos catidnicos
dos peptideos. Isso indica um efeito de separacdo dos lipideos neutros e carregados mais
acentuado no poro que no estado paralelo, quando os peptideos estdo dispersos pela interface
membrana-solucéo. A explicagdo para isso tem base na densidade de cargas. No poro, a
aglomeracéo dos peptideos conduz ao aumento da densidade de cargas devido aos N-
terminais e residuos de lisina, 0 que provoca um aumento consideravel do campo elétrico na
regido hidrofébica da membrana (0,9 V/nm no estado poro, enquanto temos 0,12 V/nm no
estado paralelo), que consequentemente atrai mais lipideos anidnicos que zwiteridnicos, pois

as interacfes carga-carga tém maior a cance que carga-dipolo.

Densidade de massa

A observacdo de maior efeito de separacdo de lipideos PC/PG também pode ser
investigada pel as densidades de massa das cabecas polares dos lipideos POPC e POPG (Fig.
3). Observe que para a simulacéo de controle (Fig. 3A), temos uma espessura de membrana
de 3,8 nm e aregido hidrofbica apresenta uma espessura de 2,1 nm, esses valores convergem
para agueles obtidos com modelos fine-grained. Os picos tém base estreita e acangcam
densidades maiores (se comparadas as das outras simulagfes) indicando que os beads PO4
apresentam uma distribuicéo confinada em uma pequena margem em relagdo ao eixo z, que €
uma das propriedades que caracterizam uma membrana equilibrada. Além disso, as
densidades se sobrepdem indicando uma distribuicdo homogénea. Note que para todas as
simulagdes em gue os peptideos adotam a orientacdo paralela, as espessuras da membrana e
regido hidrofébica ficam em torno dos valores obtidos para a simulacdo de controle. No
estado poro dos peptideos MP1 e seu andlogo N2-MP1 e para o peptideo MP-B que

permanece na orientagdo transmembrénica (porém ndo forma um poro), temos que a
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espessura da membrana, tomando como referéncia a distancia entre os picos relativos as
densidades de PC, é de 3,7 ou 3,8 nm, valores que também convergem para aquele da
simulagdo de controle. Entretanto, temos um aargamento da base dos picos relativos as
densidades dos lipideos PG. Vemos, nesse estado, uma diminuicéo da espessura da regiao
hidrof ébica devido a difusdo de lipideos para as proximidades do poro, especialmente para as
vizinhancas das cadeias laterais expostas dos residuos de lisina. Essa € outra maneira de se
observar a separacdo dos lipideos neutros e carregados, que nessa maneira de avaliacéo fica
especiamente evidente para o estado poro. Veja também as densidades no caso do peptideo
MP-B. Conforme a andlise do RDF (Fig. 2 F), sabemos que este € o0 peptideo que provoca a
maior atracdo de lipideos PG. A densidade dos beads PO4 dos lipideos PG evidenciam uma
grande perturbacéo, haja vista o deslocamento da posicdo dos picos e a diminuicdo da
espessura da regido hidrofobica.

Parametros de ordem orientacional

Estes parametros calculados como funcéo do raio fornecem informagdo sobre a
extensdo da perturbacdo da orientacdo dos lipideos provocada pelas interagbes com o poro
(Fig. 4). Nos dois casos, MP1 e N2-MP1, verificamos que os lipideos mais proximaos ao poro
tém a orientacdo de suas cadeias hidrofdbicas fortemente perturbadas, hgja vista os menores
valores para o parametro de ordem. Nota-se que o raio de perturbacdo € de 4 nm, pois para
disténcias maiores 0 paréametro converge para o valor médio obtido a partir de uma membrana
equilibrada sem peptideo. Em uma configuracdo de um peptideo MP1 adsorvido na superficie
de uma membrana de 128 lipideos POPG, Lopes Filho e Ruggiero (artigo em preparacdo
final, Cap. 1V.1) mostraram que o peptideo coordenava eletrostaticamente sete lipideos e o
raio de perturbacdo de 2,2 nm encerrava uma area contendo 25 lipideos. Os autores
explicaram gue sendo a membrana uma grande rede formada por lipideos conectados por
ligacbes de hidrogénio e pontes lipideo-ion-lipideo, o desordenamento orientacional dos
lipideos coordenados propagava aos ndo-ligados por efeitos dindmicos de correlagcdo de
cadeias. Essa explicagdo pode ser aplicada para as observagoes deste estudo. A observacéo de
raios de perturbacdo de 2,2 nm para um peptideo adsorvido e 4 nm para um poro formado por
cinco peptideos enterrados pode ser racionalizada com apoio da teoria de elasticidade de
bicamadas lipidicas (Huang 2000; Lee et a 2004). De acordo com ela, a adsor¢do de um
peptideo afina a membrana localmente, no entanto essa distor¢do custa energia. O custo de
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deformacéo da membrana aumenta conforme peptideos dispersamente adsorvidos agregam,
aumentando consequentemente a tensdo interna na membrana. Uma membrana suporta o
aumento de tensdo até certo limite (o limite depende da natureza dos lipideos que a constitui),
gue ultrapassado culmina na transi¢céo de parte dos peptideos paralelamente adsorvidos para
uma orientacdo transmembranica, como forma de relaxar a tensdo (esse € um dos modelos de
mecanismo de formacdo de poros transmembranicos). Como consequéncia da reducéo da
tensdo interna, temos uma reducdo do raio de perturbacdo. Sob esse ponto de vista, faz sentido
cinco peptideos enterrados em orientacdo (aproximadamente) perpendicular perturbarem uma
area cujo raio é apenas o dobro do raio de perturbacdo de um Unico peptideo adsorvido. Tal
diferenca nos raios de perturbacdo deve ainda considerar outro importante aspecto: a
diferenca na composicdo das membranas consideradas. Como vemos pela Figura 4, os
lipideos zwiteribnicos sdo relativamente menos perturbados pel os peptideos que os anidnicos.
Por efeitos dinamicos, a propagacdo da perturbacéo dos lipideos PG deve ter sido influenciada
pelos lipideos PC. Naquele estudo citado, tal influéncia ndo é considerada, ja que a membrana

anionica era pura.

Discussao

Ensaios de cinética de vazamento de vesiculas unilamelares PCPG (7030) e dose-
resposta forneceram a fracdo critica peptideo/lipideo (P/L) 0,025 para MP1 (Dos Santos
Cabrera et a 2008); 0,079 para seu andogo N2-MP1 (Leite et al 2011); 0,1 para MP-B (Park
et a 1995) e para o peptideo MK-578 n&o temos conhecimento do valor. A concentragdo P/L
abordada neste estudo para todos os peptideos foi igua a 0,046 (~1/21), que € o dobro da
concentracdo critica requerida para que o MP1 exiba atividade litica, portanto, em tese, uma
simulagdo computacional desse peptideo deveria produzir a formacdo de poro
transmembranico. O mesmo ndo se poderia esperar para o peptideo N2-MP1, j& a que fracéo
estudada é menor. Entretanto, para ambos os peptideos observamos a formacdo de poro. Por
outro lado, nossa simulagdo ndo observou a formacdo de poro pelo peptideo MP-B, o dimero
e trimero formados apenas facilitaram a formacéo de defeitos na membrana, pelos quais
dezenas de moléculas de agua difundiram (veja Tabela 2, s4). E o quarto peptideo estudado
nao formou poro nem facilitou o surgimento de defeitos. Neste contexto, podemos verificar

gue a formagdo de poro é facilitada simultaneamente por duas condic¢des: concentracéo P/L
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critica e agregacdo dos peptideos. A simulacdo do MP1 capturou as duas condigdes e
consequentemente observamos o poro (Fig. 1B). Sua estrutura com peptideos em diferentes
orientagdes (com um deles paralelo a membrana, localizado na entrada do poro) difere muito
do tradiciona modelo de poro toroidal idealizado por Matsuzaki, Shai e Huang (Matsuzaki et
al 1994; Gazit et al 1996; Ludtke et al 1996) para o qual os peptideos se ainham ao interior
do poro, porém em concordancia com o modelo de poro toroidal desordenado (Leontiadou et
al 2006). A smulacdo do peptideo N2-MP1 capturou somente a questdo da agregacao, que
ocorreu logo nos primeiros instantes. O poro formado apresentou caracteristicas semelhantes
ao do MP1 (Fig 1C), entretanto com um tempo de vida que corresponde a metade do que foi
observado para o seu peptideo-pai. Certamente, isso foi influenciado pela concentracdo abaixo
da concentracdo P/L critica. Provavelmente, se aumentarmos a concentracéo para algum valor
maior que o valor critico, teremos poros estaveis por um intervalo de tempo maior. O peptideo
de maior carga liquida, o MP-B, ndo formou um agregado maior que trés peptideos e a
concentracdo simulada foi menor que a critica. Simulagdes com concentragdes mais elevadas
deverdo ser implementadas para assim alcangcarmos o estado poro desse peptideo. Todavia, €
interessante termos observado como sua capacidade de perturbar a membrana € téo alta (Fig.
1E, 2F e 3) que até em baixas concentragdes este consegue induzir a formacédo de defeitos na
bicamada (Tabela 2). Por sua vez, os peptideos MK-578 sairam da orientacdo inicial
transmembréni ca e rapidamente foram para o estado paralelo perturbando somente os lipideos
ligados a estes. Apesar de ndo conhecermos a concentragdo P/L critica, estudos de
concentracdo inibitéria minima realizados por De Souza et a. (2011) mostram que este
peptideo tem atividade antimicrobiana muito reduzida, comparado aos outros mastoparanos
alvos daquele estudo. Veja que os resultados de nossa simulagdo estdo em boa concordancia
com aquele achado experimental, mesmo comparando-os de forma indireta, ja que foram
obtidos de sistemas pequenos em que foram usadas condi¢des periddicas de contorno.

Nossos resultados parecem suportar a conclusdo de que peptideos com residuos de
lisina dispostos no meio da cadeia, tal como o MK-578, tem atividade litica muito baixa (ao
menos na concentracdo testada), enquanto agueles com residuos localizados nos terminais
mostraram atividade por meio da formacédo de poro, perturbando sobremaneira a integridade
das membranas (Figuras 1, 2, 3 e 4). A partir de um arranjo especifico dos peptideos no inicio
das simulagfes pudemos notar a alta capacidade litica destes, mesmo em concentracéo abaixo
da critica, como foi o caso do N2-MP1. Simulagdes e andlises adicionais s80 necessérias para
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gue possamos refinar nossas andlises a ponto de podermos comparar a influéncia dos residuos
de lisina nas posi¢des 2/4 contra 4/5, onde MP-B e MP1 seriam 0s respectivos peptideos
representantes (veja Tabela 1). Nossos resultados prévios indicam que o MP-B tem grande
facilidade de se manter ancorado nas cabecas polares lipidicas em orientacéo
transmembranica, entretanto, ndo conseguimos visualizar a formac&o de poro, provavelmente
pela simulacéo ndo ter varrido suficientemente o espago de configuragdes a ponto do dimero e
trimero se ligarem em uma configuracdo energeticamente favoravel. Souza et al. (2011)
qualifica a disposicdo de residuos de lisina nas posi¢des 4/5 e 11-13 como estratégica para
potencializar a atividade litica, pois por meio de interacOes eletrostaticas com residuos
vizinhos, estes contribuem para a estabilidade da conformacéo helicoidal, que por sua vez
maximiza a eficiéncia antibiética dos mastoparanos. Aqueles autores sugerem, portanto, uma
forte correlacdo entre eficiéncia e anfipaticidade. Eles notaram que o0 MK-578, o peptideo que
exibia uma atividade antibiética muito reduzida em ensaios de concentracdo minima
inibitoria, era também o peptideo que em simulacdes computacionais exibia o menor angulo
polar, ou sgja, era o que tinha uma estrutura menos anfipética.

A seletividade de peptideos por células bacterianas € entendida em termos gerais como
uma preferéncia de interacdo determinada pelas diferencas na composicdo de membranas de
mamiferos e bactérias. Nestas, as membranas séo constituidas por lipideos zwiteriénicos, PC
ou PE, e anibnicos, PG ou PS, para os quais peptideos antimicrobianos catiénicos (todos 0s
mastoparanos sdo catidnicos) tém ata afinidade; naquelas as membranas sdo constituidas
predominantemente por lipideos zwiteridnicos e ainda sdo ricas em esterdis, tais como
colesterdis, que diminuem a capacidade de curvatura de membranas inibindo a formacéo de
poros pela diminuicdo do efeito de afinamento causado pela adsor¢éo de peptideos (Zad of f
2002; Yeaman, Yount, 2003). Quando peptideos catidnicos estdo ligados a superficie de
membranas de bactérias, tem sido observado a formagdo de dominios de lipideos anibnicos
por meio de reorganizacéo lateral (Epand e Epand 2009). Epand e Epand apontam que esse
efeito pode ter uma importancia variada ao mecanismo de agdo no vasto espectro de peptideos
caracterizados. Em nossas simulagdes, ficou claro o efeito de separacéo de fase local devido a
presenca dos peptideos, seja dentro, no estado poro, ou ligados as interfaces das membranas,
no estado paralelo (Figura 2). No estado paralelo, os peptideos permanecem adsorvidos
dispersamente nas interfaces e nessa orientacdo estes ligam-se aos lipideos anidnicos
vizinhos. Lopes Filho e Ruggiero (artigo em preparacdo final, Cap. 1V.1) notaram que um
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peptideo MP1 paralelamente adsorvido na membrana ligase a sete lipideos POPG.
Considerando esse numero de coordenacdo medio na simulagdo sl do peptideo MPL,
podemos ter 42 lipideos segregados em seis dominios contendo um peptideo, o que
corresponderia a 65% dos lipideos anidnicos presentes no sistema. De qualquer forma, neste
estado a reorganizacdo lateral dos lipideos parece ter um impacto muito limitado, pois ndo
facilitou a ocorréncia de defeitos conhecidos como defeitos na fronteira de fases entre
dominios lipidicos (Epand et al 2006; Epand e Epand 2009) por onde beads de agua poderiam
difundir. O mesmo pode ser dito para os peptideos N2-MP1 e MK-578. Por outro lado, no
estado poro, a separacéo de fase local parece ter uma importante participagdo no afinamento
da membrana. Na Figura 1 B (MP1) e C (N2-MP1), vemos como os lipideos anidnicos
atraidos pelos peptideos afinam a membrana. Essa atracéo dos lipideos PG para o interior da
membrana causando seu afinamento € também visualizado nos gréficos de densidade de
massa (Fig. 3).

Huang (2006) investigou por meio de difracdo de raios-X o efeito de afinamento de
membranas como resposta a0 aumento da concentracdo P/L de Alameticina e Melitina em
bicamadas PC. Ele observou uma relagdo linear entre aumento da fragdo P/L e aumento do
afinamento da membrana até PIL ~ P/L™; para P/L > P/L’, a espessura das membranas
manteve-se constante. O afinamento observado foi de 1,2 A para o caso Alameticina/DPhPC e
de 1,6 A para Mélitina interagindo com bicamada DOPC. Tomando a simulagdo sl do
peptideo MP1 como caso paradigmético (pois P/L>P/L"), também observamos um reduzido
afinamento da membrana de 1 A (Fig. 3B MP1-poro). Em contrapartida, a regiio hidrofébica
afinou 10 A devido a atracio dos beads fosfatos dos lipideos PG para as proximidades do
poro. Note que a separacdo local de lipideos toma um papel importante para o afinamento
local da membrana e a formag&o de poro por peptideos catidnicos, especialmente o0s curtos.
Como as interagOes carga-dipolo (peptideo-lipideo POPC) tem menor alcance, pois decaem
com r, o custo de energia livre para uma membrana PC pura afinar localmente é maior se
comparado ao custo de aguns lipideos PG dentro do dominio de interacdo do agregado
peptidico deslocarem até este afinando localmente as monocamadas (as interacOes carga-
carga, peptideo-lipideo POPG, tem longo alcance, com decaimento de r?). Isso foi
confirmado pela simulacéo de seis peptideos MP1 interagindo com uma membrana POPC
pura (Fig. 3F). O afinamento da regido hidrof obica observado nessa simulagdo foi de apenas 4
A, como consequéncia, ndo observamos a formacdo de poro. O peptideo MP-B por ter a
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maior rede de cargas (+5) entre os peptideos estudados foi 0 que atraiu maior nimero de
lipideos carregados (Fig. 2F). Para esse peptideo provavelmente faca sentido em se falar em
defeitos na fronteira de fases. Como ndo observamos a formacgéo de poro por onde ocorreria a
maior parte das difusdes de dgua de um lado a outro da bicamada, fica claro que as moléculas

de &gua que difundem, atravessam a bicamada por defeitos induzidos.

Conclusoes

A principal contribuicdo deste trabalho é a de estabelecer em nivel molecular de
detalhamento outro importante aspecto sobre a cationicidade de peptideos antimicrobianos
para a sua atividade litica, entendida neste trabalho como a formacdo de poro
transmembréanico. Geramente, a cationicidade é discutida em termos de preferéncia de
interacdo com membranas predominantemente anidnicas, ou sgja, de seletividade. Essas
interacbes sdo importantes para a atragdo eletrostética e adsorcdo de peptideos (estado
paraelo). Aqui, sugerimos que as interacbes sd0 importantes em outro estado em que
peptideos estdo ligados a membrana. A simulagdo do peptideo MP1 pode ser considerada um
caso paradigmético, pois deixa evidente que a cationicidade governa o mecanismo de
separacdo local de lipideos em microdominios favorecendo a formacdo de poro.
Paralelamente, observamos que a localizac&o de residuos de lisina no meio da cadeia resulta
em um peptideo com capacidade litica nula, @ menos na concentracdo estudada. Esse achado
estd em concordancia com o trabalho experimental De Souza et al. (2011), que foram os
primeiros a investigar o efeito do diferente posicionamento de residuos de lisina em
mastoparanos. Os resultados obtidos também sugerem que os estados intermediérios
observados ndo foram efeitos de um viés imposto pela orientacdo e localizagdo inicial dos
peptideos dentro da membrana, hgja vista que as simulagdes exibiram resultados que
capturaram efeitos de concentracéo P/L e agregacéo de peptideos. Basta notar que MK-578 e
MP-B exibiram comportamentos distintos aos observados pelo MP1 e seu analogo N2-MP1, e
também notar a diferenca no tempo de vida do poro formado por estes ultimos peptideos.
Este estudo computacional merece ser levado adiante com um maior nimero de simulaces,
dentre outras razdes, para tentarmos entender o mecanismo de agdo do peptideo MP-B, no
qual os residuos de lisina estdo em posi¢des mais extremas que no MP1, o que € incomum em

mastoparanos. Apesar dos esforgos, permanece pouco clara essa questéo.
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Perspectivas

Essa metodologia de simulacdo computacional aliada as facilidades oferecidas
atualmente pelo grid computacional GridUNESP pode ser empregada como ferramenta para
andlise em larga escala da atividade litica de muitos peptideos antimicrobianos. Simulacdes
em diferentes concentracdes P/L, modificacBes na estrutura primaria entre outras diferentes
Situaghes poderdo ser tratadas em uma escaa de tempo efetivo de microssegundos e,
finalmente, seria possivel gerar uma colecdo de informactes que efetivamente contribuirdo
para o entendimento em nivel molecular dos diferentes mecanismos de agdo da vasta

variedade de mastoparanos e de outras familias e classes de peptideos antimicrobianos.
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Tabela 1. Caracteristicas da estrutura primaria dos peptideos alvo deste estudo.

+2 MP1 | W K K L L A A K QT L
+3 N2-MP1 I N W K K L L A A K QT L
+4 MK-578 I N WL KAKIKV AGMI L
+5 MP-B LKL KSI VS WAZKZK VL
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Tabela 2. Lista das simulagdes.
Tempo mé]jd;no
efetivo N2, médio demol. Tempo
de demol.de deagua efetivo
Estado vida Constante agua dentro de
Simu- Campo de interme- Estado do poro de forca E. <D> Fluxo de mol. de dentro do do simula-
lacdo  Peptideo forcast diario Final (ps) (kJmol''nm2) (V/nm) (nm)2 agua3/Na+/Cl pelo poro* poro3 poro3  cdo (ps)
sl MP1 Martini poro paralelo 0,304 - - - +80-44/0/0 9,6£5,6 56 2
s2 N2-MP1 Martini poro paralelo 0,160 - - - +52-16/0/0 8,4+6,0 44 2
s3 MK-578 Martini - paralelo - - - - - - - 2
s4 MP-B Martini - transmemb. - - - - +24-36/0/0* - - 2
s5 MP1 Martini - poro 2 500 - 0,08+0 +296-236/0/0 36,8+6,8 60 2
s6 MP1 Martini - poro 2 100 - 0,140 +276-276/0/0 36,8+8,0 60 2
s7 MP1 Martini - poro 2 50 : 0,17£0,01 +376-256/0/0 40,8+7,6 68 2
s8 MP1 Martini P. - poro 2 500 - 0,08+0 +436-216/0/0 54,8+10,0 84 2
s9 MP1 Martini P. - poro 2 100 - 0,14+0 +436-236/0/0 56,6+11,2 84 2
s10 MP1 Martini P. - poro 2 50 - 0,17+0,03 +456-356/0/0 58,2+11,2 88 2
s11 N2-MP1 Martini - poro 2 500 - 0,08+0 +272-124/0/0 24,0£6,0 44 2
s12 N2-MP1 Martini - poro 2 100 - 0,15+0 +256-180/0/0 24,8+6,0 44 2
s13 N2-MP1 Martini - poro 2 50 B 0,18+0,02 +336-260/0/0 26,6+6,4 48 2
s14 N2-MP1  Martini P. - poro 2 500 - 0,08+0 +368-68/0/0 38,4£8,0 64 2
s15 N2-MP1  Martini P. - poro 2 100 - 0,15+0,01 +420-96/0/0 38,8+9,8 64 2
s16 N2-MP1  Martini P. - poro 2 50 - 0,19+0,03 +416-160/0/0 40,8+8,0 72 2
s17 MP1 Martini P. - poro 1 100 0,1  0,19+0,02 +272-146/-6/+1 64,2+13,6 104 1
s18 N2-MP1  Martini P. poro 1 100 0,1 0,20+0,02 +276-64/-3/+1 50,8+9,5 84 1

T Martini P.: campo de forcas com &gua polarizavel.

® Este ntimero é resultado da multiplicagio do niimero de beads W por 4, pois este model o coarse-grained de &gua corresponde a quatro moléculas de 4gua fine-grained.
“ + e — denotam o nimero de moléculas que atravessam o poro em sentidos opostos.

* Os beads &gua difundiram pela membrana através de defeitos.
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Tabela 3. Valores de energias das interagdes peptideo-peptideo e peptideo-membrana (os
valores estédo em kJ/mal).

MP1 N2-MP1 MK-578 MP-B

Paralelo? Poro? Paralelo3 Poro#4 Paralelo®> Transm.6

Coul -25,8+0,2 -25,2+0,2 -13,1+1,8  -10,6+0,2 2,3+0,2 9,9+0,3

Pept-Pept
L] -19504+34  -2524+13  -2003+50 -2557+23 -1762+36 -2125%9
total (1) -1975,8 -2549,2 -2016,1 -2567,6 -1759,7 -2115,1
Coul -15,7+1,4 -9,1+£2,7 -13,4+6,0 -8,2+£3,5 -15,6%3,5 -14,5£2,4
Pept-PC
L] -1390+155 -872x150 -12774£154 -742+131 -1357+76 -918%110
total (2) -1405,7 -881,1 -1290,4 -750,2 -1372,6 -932,5
Coul -31,2+0,9 -29,6%2,7 -41,1£16  -40,0+29 -48,9+50 -78,5%£4,6
Pept-PG
L] -2457+101 -2218+161 -2510+62 -2308+83 -2755%138 -3373+122
total (3) -2488,2 -2247,6 -2551,1 -2348,0 -2803,9 -3451,5
total (1+2+3) -5869,7 -5677,9 -5857,6 -5665,8 -5936,2 -6499,1

! Valores médios obtidos pela andlise da simulago sl partir de t=600 ns, quando todos os peptideos j& estavam
no estado paralelo;

2V al ores médios obtidos pela anélise da simulagio s5 desprezando-se os primeiros 200 ns de simul ago.

% Valores médios obtidos pela andlise da simulagéo s2 partir de t=600 ns, quando todos os peptideos ja estavam
no estado paralelo;

“Valores médios obtidos pela andlise da simulagéo s11 desprezando-se 0s primeiros 200 ns de simulago.

® Valores médios obtidos pela andlise da simulagéo s3 partir de t=600 ns, quando todos os peptideos ja estavam
no estado paralelo;

® \/alores médios obtidos pela andlise da simulacéo 4 partir de t=600 ns.
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Figura 1.  Configuracbes
instanténeas. A) Configuracéo
inicial empregada nas
simulagbes sl a s4. Os
peptideos foram inseridos na
regido hidrofébica da
membrana  (linhas  azuis).
Ribbons beges: cadeia
principal dos  peptideos;
ribbons amarelos. cadeias
laterals, esferas verdes. grupos
PO4 ("grupo fosfato") dos
lipideos POPG,; esferas cinzas:
grupos PO4 dos lipideos
POPC; esferas roxas: bead W
(cada uma corresponde a um
grupo de quatro moléculas de
agua). B) Poro formado pelo
peptideo MP1 na ssmulagéo sl.
Configuracdo usada como
configuracdo  inicid nas
simulacdes s5 a s10 e s17. C)
Poro formado pelo N2-MP1 na
simulacdo s2. Configuracéo
usada como configuracdo
inicial nas simulagbes sl1 a
s16 e s18. D) Configuracdo do
peptideo MK-578 tomada aos
50 ns (s3). Vega que quatro dos
seis  peptideos estdo em
orientacdo paraela. E) Dimero
(2) e trimero (3) formados pelo
peptideo MP-B. Cinco dos seis
peptideos estdo  perpendi-
cularmente  enterrados na
membrana. Em B a E, as
cadeias laterais foram omitidas
para melhorar aclareza.
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Figura 2. Distribuictes radiais de pares dos beads PO4 (“grupo fosfato”) em torno dos residuos
basicos dos peptideos. Curva preta: representa a distribuicdo de PO4 dos lipideos POPC; vermelha:
PO4 dos lipideos POPG. A) simulacdo sl, MP1; B) simulacdo s2, N2-MP1. As RDFs foram
calculadas no estado paralelo (intervalo de 0,6 a2 us) C) simulagdo s5, MP1; D) simulac&o s11, N2-
MPL. Essas RDFs foram obtidas no estado poro sobre todo o intervalo das ssimulagtes. E) simulacéo
s3, MK-578, estado paralelo; F) smulagdo s4, MP-B, estado perpendicular. As RDFs foram obtidas
dos ultimos 800 ns das s mul agOes.
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Figura 3. Densidades de massa como func¢éo do raio tomado no eixo z norma ao plano da
membrana. As densidades correspondem aos sitios PO4 (grupo fosfato). A) Densidades
tomadas da simulagéo da membrana PC/PG (1/1) sem peptideo (simulacéo de controle). Note
gue a espessura da membrana é 3,8 nm e a da regido hidrofébica € 2,1 nm. B) Densidades
tomadas das simulagdes com o peptideo MP1 nos estados paralelo e poro. Veja que houve um
afinamento de 10 A na espessura da regi&o hidrofébica no estado poro. C) Peptideo N2-MP1,
estados paralelo e poro. D) MK-578, estado paralelo. E) MP-B, orientagdo perpendicular a
membrana. Nos quadros A até E, as distancias entre os picos POPC (curvas pretas) foram
usadas para determinar a espessura das membranas; a espessura da regido hidrofébica foi
determinada pelas distancias entre os limites em que as curvas vermelhas (POPG) encontram
0 eixo das coordenadas. F) Densidade dos grupos fosfato obtida de uma membrana POPC
pura sem peptideo (simulacdo de controle)(curva preta). Note que a espessura da membrana €
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3,8 nm e a da regido hidrofébica € 2,0 nm. Curva vermelha representa a densidade
correspondente a smulagdo de uma membrana PC pura e seis peptideos MP1. Observe que as
interagOes entre o0s peptideos e a membrana provocaram um afinamento da regi&o hidrofobica
de apenas 4 A, enquanto na membrana PC/PG foi de 10 A.
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Figura 4. Par@metros de ordem das cadeias hidrofébicas dos lipideos como funcédo da distancia do
centro de massa do poro. Linha cinza tracejada indica o valor médio obtido na simulagéo de controle
(sem peptideo).
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O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

1. Um peptideo MPL é capaz de provocar intensa perturbacdo em uma membrana POPG
pura, como observado pelos numeros de coordenacdo de lipideos, parametros de
ordem dos lipideos encerrados na &rea de perturbacdo do peptideo e afinamento da
membrana. Por outro lado, em uma membrana POPC pura, tais parametros indicaram
uma perturbacdo induzida pelo peptideo muito reduzida, o que sugere a grande
relevancia que o efeito de cargas tem para a coordenacdo e perturbacdo de lipideos e,
consequentemente, para a seletividade de um peptideo catiénico;

2. Em membranas mistas, o caréter catiénico dos peptideos atraiu lipideos negativamente
carregados para as suas vizinhangas, 0 que guiou a separacdo local de lipideos
anionicos, formando-se dominios lipidicos. Notou-se que o nimero de lipideos
atraidos estd4 diretamente relacionado com a quantidade de lisinas presentes nos
peptideos, ou sgja, com sua carga liquida.

3. A separacdo local de fase em dominios lipidicos e atragdo destes para a regido dos
peptideos agregados favoreceu o afinamento local da membrana e a formag&o de poro
transmembranico, 0 que explica como peptideos curtos como o MP1 é capaz de

formar poros em membranas cujas espessuras S8 maiores que seu comprimento.
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