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RESUMO

Mastoparanos sdo peptideos helicoidais, anfipaticos e catibnicos que apresentam diversas
fungdes bioldgicas, entre elas temos a acdo antimicrobiana, que esta relacionada a sua
afinidade por membranas anidnicas de bactérias e sua capacidade litica. Recentes estudos tém
mostrado que a formacdo de poros em membranas é facilitada pela agregacdo de peptideos
carregados. Esta situacdo favoreceria a hipotese de que a formacdo de poro é essencialmente
similar a eletroporacdo molecular. Neste trabalho investigamos a estabilidade de um dimero
do Eumenine Mastoparan-AF, um membro catidnico (+4) da familia dos mastoparanos, em
agua e mistura TFE-&gua, mimetizando meio aquoso e meio membranar, respectivamente.
Particular atencdo foi colocada nas interacdes eletrostaticas de grupos carregados e polares,
principalmente naqueles que participam de ligacdes de hidrogénio entre os dois peptideos e na
hidratacdo da cadeia principal e cadeias laterais apolares. Uma estrutura dimérica
representativa foi inicialmente obtida por um método de docking rigido e submetida as
simulacdes de dinamica molecular usando o pacote GROMACS. Resultados de 50 ns de
simulacdo em &gua mostram uma perda parcial do contetdo helicoidal dos peptideos e a
estrutura dimérica se desestrutura devido as interagdes desfavordveis dos residuos
hidrofébicos com a agua. Por outro lado, simulagdes em mistura TFE-4gua mostram que 0
dimero é estavel durante o tempo observado, porque as moléculas de TFE se agrupam ao
redor de residuos hidrofobicos criando um meio apropriado que protege as ligacdes de
hidrogénio intra- e inter-peptideos. Surpreendentemente, parece que a repulsdo eletrostatica
ndo é a principal razdo para a desagregacdo do dimero, o que reforca a importancia da

agregacdo e 0 mecanismo de eletroporacdo molecular para a formacéo de poros.

Palavras  chave: Dindmica  molecular,  peptideos antimicrobianos,  misturas

2,2,2-trifluoroetanol (TFE)-agua, estabilidade de estrutura secundaria.



ABSTRACT

Mastoparans are helical, amphipathic and cationic peptides that display many biological
functions, among which is the antimicrobial activity, which is related to its affinity for anionic
membranes of bacteria and its lytic capacity. Recent studies have shown that pore formation
on membranes is facilitated by the aggregation of charged peptides. This situation would
favor the hypothesis that pore formation is essentially similar to the molecular electroporation.
In this work, we investigate the stability of a dimer of the Eumenine Mastoparan-AF, a
cationic (+4) member of the Mastoparan family, in water and TFE-water mixture, mimicking
aqueous and membrane environments, respectively. Particular attention have been put on the
electrostatic interactions of charged and polar groups, mainly those participating of hydrogen
bonds between the two peptides and on the hydration of the backbone and apolar side chains.
A representative dimer conformation was initially obtained by a rigid docking procedure and
submitted to molecular dynamics simulations using the GROMACS package. Results of 50 ns
of simulation in water show a partial loose of the helical content of the peptides and the dimer
structure breaks down due to unfavorable interactions of hydrophobic residues with water. On
the other hand, simulations in TFE-water mixture show the dimer is stable in the running
time, because TFE molecules assemble around hydrophobic residues creating a suitable
environment that protect the intra- and inter-peptides hydrogen bonds. Surprisingly, it seems
that electrostatic repulsion is not the main reason for disaggregation of the dimer what
reinforces both the importance of aggregation and the molecular electroporation mechanism

for pore formation.

Key words: Molecular dynamics, antimicrobial peptides, 2,2,2-trifluoroethanol (TFE)-water

mixtures, secondary-structure stability.
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1 INTRODUCAO

Mastoparanos sdo tetradecapeptideos, constituidos de 10 a 14 residuos de
aminoéacidos, catidnicos, apresentam estrutura helicoidal anfipatica e alguns exemplares
possuem C-terminal amidado. Esses peptideos sdo extraidos do veneno de vespas da ordem
Hymenoptera (NAKAJIMA et al., 1986) e apresentam diversas func@es bioldgicas, entre elas:
a acao antimicrobiana (TOSSI et al., 2000) e acdo hemolitica (ARGIOLAS; PISANO, 1983;
NAKAJIMA et al., 1986; KONNO et al., 2000; MENDES et al., 2004, 2005). Dentre os
mastoparanos, salientamos a existéncia do peptideo Eumenine mastoparan-AF, EMP-AF,
extraido da vespa Anterhynchium flavomarginatum micado, peptideo objeto de nossos
estudos.

O alvo destes peptideos bioativos sdo as membranas bioldgicas, constituidas por
bicamadas fosfolipidicas, que sdo estruturas anfipaticas por apresentarem regides hidrofilicas
e hidrofébicas. A regido hidrofilica compde a superficie externa da membrana que, em células
eucarioticas, sdo compostas pelas cabecas polares da fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina,
conferindo-lhes carater zwitteridnico. Em células procaridticas, como por exemplo, bactérias,
sdo compostas pelas cabecas polares da fosfatidilglicerol e fosfatidilserina, conferindo-lhes
carater anibnico. A regido hidrofobica € constituida pelas cadeias de hidrocarbonetos,
conhecidas cadeias alifaticas, e ficam escondidas no miolo da bicamada para ndo interagirem
com o solvente, pois sdo incapazes de formar ligacGes de hidrogénio com moléculas polares
como a agua.

O carater zwitteridnico ou aniénico das membranas € um dos fatores que modulam o
espectro de seletividade dos peptideos bioativos mastoparanos. As funcBes bioldgicas do
EMP-AF sobre suas moléculas alvo, assim como de todos os peptideos antimicrobianos, estao
correlacionadas as suas caracteristicas estruturais, e suas analises contribuem para o melhor

entendimento dessas funcgdes, com particular atengdo na agao antimicrobiana.
1.1 Caracteristicas estruturais

1.1.1 Estrutura primaria

O EMP-AF possui 14 residuos de aminoacidos, que sdo:
lle — Asn — Leu — Leu — Lys — lle — Ala — Lys — Gly — lle — lle — Lys — Ser — Leu - NH,
(KONNO et al., 2000).
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Observa-se que o peptideo é rico em residuos hidrofdbicos, escritos em preto, possui
trés residuos polares positivamente carregados, as lisinas, escritos em azul e, possui ainda,
dois residuos polares neutros, asparagina e serina, escritos em verde.

Os residuos isoleucina, leucina, alanina e lisina, quando unidos em uma cadeia
peptidica, sdo conhecidos como residuos que se estruturam em conformacdo helicoidal,
contudo, essa estruturacdo fica condicionada ao meio em que 0 peptideo se encontra. As
lisinas sdo responsaveis pelo carater catibnico do peptideo, conferindo-lhe seletividade de
interagdo por membranas anidnicas de bactérias. Este processo envolve mecanismos de
formacdo de poros que provocam vazamento da membrana, causando a morte da bactéria, dai
a acdo antimicrobiana (TOSSI et al., 2000). Os residuos polares neutros sdo residuos
frequentemente envolvidos em ligacdes de hidrogénio, que contribuem para a manutencao da
estrutura helicoidal do peptideo.

A amidacdo do C-terminal permite a acomodacdo do peptideo em ambientes nao
polares (ANDREU; RIVAS, 1998). Além de oferecer mais uma ligacdo de hidrogénio entre o
grupo CO da isoleucina 11 e o grupo NH; da leucina 14, quando o peptideo esta estruturado
em conformagdo helicoidal (SFORCA et al., 2004). Estudos com a forma desamidada do
EMP-AF mostram poténcia antimicrobiana reduzida (dos SANTOS CABRERA et al., 2004).

1.1.2 Estrutura secundaria

O EMP-AF possui residuos que favorecem a conformacdo helicoidal (isoleucinas,
leucinas, alanina, lisinas), entretanto, em meio aquoso, essa conformacdo é desestruturada
devido a competicdo das moléculas de agua com os grupos polares da cadeia principal pelas
ligacGes de hidrogénio (BROGGIO COSTA, 2006).

Na interface de meios hidrofilico-hidrofébico, como a interface do ambiente
membranar, o0 peptideo enovela em conformacdo helicoidal que é favorecida
termodinamicamente, pois 0 ambiente permite a formacéo de ligac6es de hidrogénio da cadeia
principal, ou seja, entre os grupos amida e carbonila dos residuos i-i+4 (dos SANTOS
CABRERA et al., 2004; SFORCA et al., 2004). Uma caracteristica peculiar aos mastoparanos
é a de distribuir os residuos em duas regides bem definidas da hélice. Uma regido ¢é a face
hidrofobica, onde ficam estruturados os residuos apolares e a outra é a face hidrofilica, onde
ficam estruturados os residuos polares neutros e carregados. Essas regides ocupam lados
opostos do ponto de vista do eixo da hélice e essa caracteristica estrutural faz dela uma hélice
anfipatica. A anfipaticidade ndo é tdo importante para a acdo antimicrobiana (YEAMAN;

YOUNT, 2003), entretanto, propde-se que & necessario que a face hidrofilica do peptideo
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interaja com a face hidrofilica da membrana e a face hidrofébica dele fique adsorvida entre as
cadeias alifaticas. E a partir dessa conformacdo peptideo-membrana que se inicia a
perturbacdo da estrutura membranar, que culminard, dependendo de varios fatores, na

formac&o de poros transmembranicos.

1.1.3 Carga

O EMP-AF exibe carga +4, das quais trés cargas séo das lisinas e uma do N-terminal.
Essa carga liquida faz com que o peptideo tenha uma regido altamente catibnica, devido a
estrutura anfipatica, importante para a interacdo com membranas anibnicas de bactérias. Em
geral, com mastoparanos, 0 aumento da cationicidade esta associado ao aumento da acao

antimicrobiana.

1.1.4 Macro-dipolo da hélice

A cadeia polipeptidica ou cadeia principal é formada pela polimerizacdo de varios
aminoacidos, unidos pela ligacdo peptidica. A ligacéo peptidica fica no plano do grupo amida
definida pelos a&tomos Ca-Ocarbox-Cai-Hamigico.- EM cada plano esta contido um pequeno dipolo

(pé definido por O=C—N-H) e quando a cadeia estd estruturada em hélice-o. ocorre o

alinhamento desses planos ao longo da hélice, ocorrendo, também, o alinhamento desses
pequenos dipolos, dando origem ao dipolo global ou macro-dipolo da hélice. Do ponto de
vista eletrostatico, € interessante e importante destacarmos que a interacdo entre dois dipolos
dispostos de forma antiparalela é o arranjo de energia mais baixa, por isso mais estavel. Como
exemplo de interacdo entre dipolos, poderiamos tomar a interacdo entre dois peptideos
EMP-AF que interagem diretamente em uma disposicao antiparalela.

1.2 Mecanismo de acéo de peptideos antimicrobianos

Dados de Dicroismo Circular Orientado obtidos para varios peptideos helicoidais
exibem dois espectros distintos, dependentes da concentracdo de peptideos, expressado como
fracdo molar peptideo-lipideo, P/L (HUANG, 2000). Em baixo P/L, o espectro corresponde a
orientacdo helicoidal paralela ao plano da bicamada (HUANG; WU, 1991; LUDTKE et al.,
1994; HELLER et al., 1997). A partir de uma concentracéo critica P/L", cujo valor depende da
composicdo da bicamada, o espectro corresponde a orientacdo helicoidal perpendicular ao
plano da bicamada (HUANG, 2000).
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Estes estados fisicos distintos sdo chamados de estado “S”, quando a orientagdo é
paralela ao plano da bicamada e estado “I”, quando a orientacdo é perpendicular.

Correspondendo ao estado “S”, os peptideos em conformacéo aleatdria, quando estéo
em solucdo aquosa, se aproximam da interface membranar e sdo adsorvidos na regido
hidrofébica dos lipideos. Nessa situagdo eles enovelam em estrutura helicoidal anfipatica e
permanecem com 0s eixos das hélices paralelos ao plano da bicamada, intercalando entre 0s
lipideos, enquanto a fragdo P/L < P/L" (MUNSTER et al., 2002). As faces hidrofébicas dos
peptideos ficam em contato com a regido hidrofébica da bicamada e as faces hidrofilicas
interagem com as cabecas polares. Esta conformacao cria uma tensdo interna na membrana,
causando perturbacdes na mesma, ou seja, desorganizando as cadeias de hidrocarbonetos,
com conseqlente afinamento na espessura da bicamada (Figura 1). Este estado é

funcionalmente inativo, uma vez que nao provoca vazamento.

Figura 1. Peptideo adsorvido entre os lipideos, desorganizando as cadeias de hidrocarbonetos e causando
afinamento na espessura da bicamada. Em detalhe, temos a face hidrofdbica do peptideo em preto e a face
hidrofilica em cinza. Representacdo esquematica modificada de Miinster et al. (2002).

Um fendmeno que pode ocorrer neste estado é a translocacdo de peptideos. Isto
acontece quando peptideos adsorvidos criam um desbalangco de massa, causando curvatura
local da bicamada e aumento no movimento flip-flop. Alguns peptideos se agregam, passam
para a superficie interior dela e ao entrarem a espessura da membrana volta ao normal
(Figura 2).

Em alta concentracdo, ou seja, P/L > P/L”, estado “I”, os peptideos encontram-se
enterrados na bicamada, organizados em estruturas de poros. Atualmente existem trés
modelos que descrevem essas estruturas, denominadas de modelos de poro barril, carpete e
toroidal.

Estudos realizados por dos Santos Cabrera (2006), com o EMP-AF, concluiu que
dentre aqueles modelos, o que melhor se adequou as evidéncias experimentais é 0 modelo de

poro toroidal.
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Figura 2. Translocagdo de peptideos. A) os peptideos estdo adsorvidos, provocando o afinamento na espessura
da bicamada; B) os peptideos entram pela membrana através de um poro transiente e chegam ao interior; C) apés
entrarem a espessura é recuperada. Representacdo esquematica de Pokorny e Almeida (2004).

Estudos realizados por Huang (2000), Munster et al. (2002) e Duclohier (2006)
propdem que no modelo de poro toroidal, modelo dedicado a formacao de poros por peptideos
cationicos, ocorre a agregacdo dos peptideos as cabecas polares dos lipideos, ou seja, as faces
hidrofilicas (catibnicas) ficam interagindo com as cabecas anibnicas (Figura 3). Estas
agregacdes seriam possiveis devido a curvatura que a membrana sofre, pois seu interior que
tem a forma de toro é revestido pelos peptideos (Figura 3A). Considera-se que essa
conformacdo do poro é exigida, para impedir a interagdo direta entre os mondémeros,
promovendo o balango eletrostatico entre as cargas dos grupos carregados dos peptideos. O
efeito da repulsdo eletrostatica entre estes grupos inviabilizaria a formacéo de poros.

Como descrito acima, 0 mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos, conhecido
como Modelo de dois estados compreende os estados “S” e “I”. O estado “S” abrange a
adsorcdo e a translocacdo de peptideos. O estado “I” abrange outro modelo, o de poro
toroidal. Neste mecanismo cinético os monémeros do peptideo em conformacao aleatdria em
solucdo aquosa se aproximam, sdo adsorvidos na regido hidrofobica da bicamada e se
enovelam em conformacéo helicoidal anfipatica. Acima da concentragdo critica de peptideo-
lipideo ocorre a agregacdo de varios peptideos as cabecas polares dos lipideos, o que culmina
na formacéo do poro toroidal.

Perante este tipo de interacdo peptideo-membrana, como o descrito pelo modelo de
poro toroidal, outros estudos fazem propostas que divergem em varios aspectos das

apresentadas pelo modelo tradicional.
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Figura 3. Conformagdo de poro proposta por Huang (2000), Minster et al. (2002) e Duclohier (2006), baseado
em estudos de peptideos catidnicos. A) visdo da forma toroidal do poro e da interacdo das cabecas polares dos
lipideos (esferas cinzas) com as faces hidrofilicas dos peptideos; B) visdo no eixo das hélices anfipaticas. Em
detalhe, as cabecas polares dos lipideos (L) que ficam entre os peptideos interagindo com suas faces
hidrofilicas, e no centro, o canal transmembréanico. Representacbes esquematicas modificadas de Minster et al.
(2002); Duclohier (2006), respectivamente.

Contra a necessidade da agregacdo dos peptideos as cabecas polares, Miteva et al.
(1999) e Gurtovenko e Vattulainen (2005) propdem a agregacdo dos peptideos, sem o
intercalamento das cabecas polares. Essa situacdo favoreceria a formacgédo de poros de forma
essencialmente similar a um processo que o0s autores denominaram “eletroporacdo
molecular”. De acordo com os autores, o forte campo eletrostatico local induzido por um
grupo de peptideos agregados bastaria para disparar a formacdo do poro. Para corroborar a
tese, resultados experimentais tém mostrado que a formacdo do poro € menos favoravel em
ambientes com alta concentracéo de sal.

De qualquer modo, estudos de Dempsey et al. (2003) com magaininas dimerizadas
mostram que ocorre aumento na atividade de permeabilizacdo de membranas se comparado
com a forma monomeérica, exigindo uma concentracdo de peptideo-lipideo de 1/5000, valor
abaixo do observado por Huang (2000), que é de 1/100 para 0s monémeros.

Recentemente, Leontiadou et al. (2006) simulando por dindmica molecular a interacéo
de 4 magaininas MG-H2 (um anéalogo da magainina2 que possui 4 lisinas, 1 N-terminal
carregado, 1 C-terminal carregado e 1 acido glutamico, exibindo carga liquida +3) com uma
membrana fosfolipidica, obtiveram resultados que indicam que a agregacdo dos peptideos
aumenta a ocorréncia de formacao do poro.

A formacdo do poro para magaininas € um processo cooperativo, ou seja, uma
concentracdo critica é requerida para criar estresse suficiente na membrana e a formagéo do

poro é facilitada pela agregacéo dos peptideos na interface da membrana (LEONTIADOU et
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al., 2006). Além disso, os autores observaram fortes contrastes na estrutura do poro obtido
pelas simula¢Ges em relagdo ao que é proposto pelo modelo de poro toroidal tradicional.

Nas simulagdes observaram que apos a adsor¢do dos peptideos a inducgdo cooperativa
na formagdo do poro ndo ocorreu com o0s peptideos enterrados perpendicularmente ao plano
da membrana, mas enterrados em diversas orientagdes, inclusive no miolo da bicamada com
orientacdo paralela ao plano da membrana. Os peptideos formaram um poro cujas aberturas
(abertura para o meio externo e abertura para o interior da bicamada) eram maiores que a
circunferéncia do centro. Observaram, também, que o movimento de flip-flop ocorreu de
forma espontanea a cada 100 ns de simulacao.

Destas observac0Oes, estes autores concluem que dois aspectos do modelo tradicional
devem ser reconsiderados:

a) a do poro toroidal cilindrico, pois o poro obtido apresenta abertura duas vezes maior nas
superficies da bicamada do que na regido central;

b) os peptideos adotam uma variedade de orientacBes, podendo caracteriza-los desordenados,
em desacordo com 0 modelo tradicional, que define a formacéo de poros como uma estrutura
organizada com os peptideos enterrados em orientagdo perpendicular ao plano da bicamada.

O alinhamento dos resultados obtidos por Miteva et al. (1999), Dempsey et al. (2003),
Gurtovenko e Vattulainen (2005) e Leontiadou et al. (2006) indicam que a agregacao, ou seja,
interacdo direta entre os peptideos, ndo prejudica a funcdo bioldgica de peptideos catidnicos,
alias, se mostra necessaria.

Diante deste cenario, no tocante da agregagdo ou ndo dos peptideos, das caracteristicas
estruturais dos mastoparanos, em particular do EMP-AF, fizemos duas perguntas que
exprimem a relevancia deste trabalho.

O EMP-AF ¢ o principal constituinte do veneno da vespa solitaria A. flavomarginatum
micado (KONNO et al., 2000). Supondo que existam formas agregadas, é a caracteristica
catibnica que ndo os permitem permanecerem nessa conformacdo quando sdo submetidos a
solugéo aquosa?

Observada a agregacdo de peptideos no miolo da bicamada (LEONTIADOU et al.,
2006), qual a influéncia que as interacOes eletrostaticas repulsivas impelem sobre a estrutura

de um agregado em uma simulagdo com solvente que mimetize o ambiente membranar?
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2 OBJETIVOS

Neste trabalho foram realizadas simula¢Ges por dindmica molecular de dimeros do
peptideo EMP-AF em diferentes solugdes, para estudar seus comportamentos estruturais com

0s objetivos de investigar:
a) os fatores que desencadeiam a desestruturacdo do dimero em solucdo aquosa;
b) a estabilidade do dimero em mistura TFE-agua, para compreender as interacGes entre

peptideos em um ambiente hidrofébico-hidrofilico que mimetiza o ambiente de membranas

neutras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Usamos o arquivo de coordenadas atdmicas da 12 estrutura tridimensional do peptideo
Eumenine mastoparan-AF-NH,, dentre as 27 estruturas obtidas por Ressonancia Magnética
Nuclear, em mistura TFE-agua em proporc¢do 30:70 (v:v)(SFORCA et al., 2004). O peptideo

estava estruturado em hélice-a anfipatica candnica.

3.2 Métodos

Com duas copias do arquivo de coordenadas atdmicas realizamos um docking que
produziu a estrutura tridimensional dimérica com a qual foram corridas as dindmicas de
producao.

O docking foi realizado com o software Hex versédo 4.2 (RITCHIE; KEMP, 2000) e
consistiu de uma busca otimizada do encaixe geométrico entre corpos rigidos, sem restricGes
de rotacdo, translacdo e distancias. Todas as possibilidades de encaixe foram penalizadas
pelas analises das interacdes eletrostaticas definidas pelos potenciais de Coulomb e Lennard-
Jones, com permitividade relativa referente a vacuo. Apds as avaliacbes de encaixe e
interacOes eletrostaticas a colecdo de solucGes foi organizada em ordem crescente de energia
intermolecular.

A estrutura dimérica de menor energia obtida de acordo com o campo de forcas do
Hex, programa de docking, foi submetida a minimizacdo de energia implementada pelo
campo de forcas do GROMACS. Tratamos o N-terminal e grupos laterais das lisinas como
cargas e o C-terminal sem carga por causa da carboxiamidacéo.

Todas as simulacdes foram equilibradas por 300 ps para as caixas com agua e 1 ns
para as caixas com mistura TFE-agua, restringindo as posi¢fes atdbmicas dos peptideos. Para
as simulacBes com a mistura TFE-4gua, caixa cubica de 4,5 nm de aresta foi previamente
criada e termalizada com proporcéo de 30:70 (v:v) de TFE e &gua (FIORONI et al., 2000;
BROGGIO COSTA, 2006). Os contra-ions CI° foram inseridos nas posicdes
eletrostaticamente mais favoraveis para neutralizar o sistema.

As dindmicas moleculares de producdo foram realizadas conforme amostra isotérmica-
isobarica em temperatura de 300 K. Todas as simula¢des foram corridas com o pacote de
softwares GROMACS versdo 3.3 (LINDAHL et al., 2001), usando o campo de forca
GROMOS-96 (43al)(VAN GUNSTEREN et al., 1996), com modificacGes para 0s atomos
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que compdem a molécula de TFE (FIORONI et al., 2000). Empregamos constantes de tempo
de 0,1 ps (tau_t) para o acoplamento Berendsen de temperatura e 1,0 ps (tau_p) para o
acoplamento Berendsen de pressdo, ambos ao sistema (BERENDSEN et al., 1984). O
algoritmo LINCS (HESS et al., 1997) foi usado para restringir ligagdes covalentes da proteina
e o algoritmo SETTLE (MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992) foi usado para restringir a
geometria das moléculas de agua. O algoritmo leap-frog (HOCKNEY et al., 1974) foi usado
para integrar as equagdes de movimento com um passo de 2,0 fs, sobre um total de 50 e 30 ns
(para caixa com agua e mistura TFE-agua, respectivamente). Velocidades iniciais foram
obtidas a partir da distribuicdo de Maxwell em 300 K, e as intera¢des de longo alcance foram
tratadas usando o método Particle-mesh Ewald sum (PME)(DARDEN et al., 1993), com um
raio de corte de 1,4 nm. As listas de vizinhos foram atualizadas a cada 10 fs para o célculo das
contribuicOes eletrostaticas de curto alcance e, nas interacfes de van der Waals, empregamos
raio de corte de 1,4 nm.

As arestas da caixa cubica para a simulacdo do dimero foram inicialmente fixadas em
5,0 nm, contendo 3974 moléculas de 4gua modelo SPC (Simple Point Charge)(BERENDSEN
et al., 1981), quando simulando somente d4gua como solvente. Quando simulando em mistura
TFE-4gua, a caixa continha 276 moléculas de TFE e 2666 moléculas de agua.

As tabelas que apresentam as médias de energia de interacdo coulombiana calculadas
em intervalos de tempo, foram obtidas somando-se a energia correspondente a cada frame
dividido pelo nimero de frames equivalente a 5 e 10 ns. Como nossa trajetéria foi salva a
cada 2,5 ps, um intervalo de 5 ns corresponde a 2000 frames e 10 ns a 4000 frames. Assim

(i Ecoulomb (I)]

i=1

temos que a média m= , onde: Ecouomn(i) € igual a energia de interacdo

n
coulombiana entre dois dados grupos no i-esimo frame; n € igual ao namero total de frames
considerados para se compor um intervalo de tempo.

Para o célculo das energias de interacdo de Coulomb foram considerados os atomos N,
H1, H2, H3, CA, para a carga do grupo NHs" dos N-terminais dos peptideos; CE, NZ, HZ1,
HZz2, HZ3, para a carga do grupo NHs" das cadeias laterais das lisinas; CO e NH para o0s
grupos polares da cadeia principal.

As tabelas que apresentam os percentuais de tempo para cada intervalo em que uma
dada ligacao de hidrogénio esta formada, foram obtidas somando-se o nimero de frames para

0s quais uma determinada ligacdo estava formada, (1), em um determinado intervalo, dividido
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pelo nimero total de frames considerados para se compor um intervalo de tempo de 5 ou 10
ns.

Para o calculo da existéncia de ligagdo hidrogénio foram considerados os atomos CO e
NH dos grupos polares da cadeia principal.

Os gréficos de solvatacdo em &gua, tanto ao redor de grupos polares da cadeia
principal quanto ao redor de grupos CH, mais externos das cadeias laterais de residuos
hidrofobicos, foram obtidos calculando-se a integral da funcéo de distribuicdo radial centrada
no centro de massa desses grupos considerando apenas raios de 0,4 nm (para grupos polares
da cadeia principal) ou 0,5 nm (para grupos das cadeias laterais) em intervalos de 1 ns.
Portanto, os graficos foram plotados com 50 intervalos de 1 ns contra 50 valores de nimeros
moléculas de dgua ao redor de um determinado grupo.

Os gréficos de solvatagdo em mistura TFE-agua foram calculados de maneira analoga.
Entretanto, consideramos um Gnico intervalo (de 50 ns), obtendo assim, graficos do nimero

de grupos fldor e oxigénio da agua como funcéo do raio.
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4 RESULTADOS

Neste trabalho foram realizadas andlises dos perfis eletrostatico e de solvatacdo das
simulacbes com o peptideo EMP-AF em diferentes solucBes, para investigarmos a

estabilidade da estrutura dimérica.

4.1 Docking

Com duas cdépias do arquivo de coordenadas atbmicas do peptideo EMP-AF e, por
meio de um docking rigido e em vacuo, obtivemos 117 estruturas diméricas que foram
escalonadas em ordem crescente de energia. A melhor solucdo, ou seja, aquela que
apresentava menor energia intermolecular exibia -257,8 kJ mol™, enquanto a segunda melhor
na escala exibia -237,7 kJ mol™, conferindo a primeira, energia 8,5% menor do que a
segunda.

As 117 estruturas apresentam as hélices dispostas de forma antiparalela. Essa
disposicdo, favorecida pela interacdo entre os macro-dipolos das hélices, ganha,
adicionalmente, estabilidade pelas interacGes eletrostaticas entre 0s grupos das extremidades,
ou seja, grupos NHs" do N-terminal de uma hélice com os grupos polares do C-terminal da
outra.

A submissdo da estrutura de menor energia a minimizacao de energia pelo campo de
forcas implementado no GROMACS, viabilizou 2 ligacbes de hidrogénio além das 4 que ja
existiam. As ligacGes que existiam sdo as marcadas com a, d, e e b, e as que foram
viabilizadas, c e f (Figura 5). Devido ao antiparalelismo das hélices as liga¢fes sdo simétricas
e pincam os peptideos em suas extremidades.

Na Figura 5 estdo mostrados a estrutura inicial do mondémero e a estrutura de menor

energia para o dimero obtido pelo docking rigido, ap6s a minimizacéo de energia.

4.2 Dimero em agua

Os resultados da simulag@o do dimero em dgua mostram que as cadeias do conjunto se
desestruturam a partir dos C-terminais. Isso também ocorre para 0 mondmero em agua
(SFORCA et al., 2004; dos SANTOS CABRERA et al., 2004; BROGGIO COSTA, 2006). Na
Figura 6 estdo mostrados os padrBes de estrutura secundaria por residuo como fungdo do
tempo de simulacdo, obtido usando a ferramenta DSSP (Database of Secundary Structure in
Proteins)(KABSCH; SANDER, 1983). Dele pode-se notar que no intervalo entre 5 e 10 ns,
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B' A?

A B

Figura 5. Estruturas usadas no docking e dindmica molecular. A) mondmero usado como entrada para o
processo de docking; B) dimero apds a minimizacdo de energia. Essa estrutura foi inicialmente obtida pelo
docking e apresentava menor energia na escala das 117 solugdes. As linhas tracejadas pretas e roxas sao ligacoes
de hidrogénio entre grupos polares de cadeias distintas, a (NH;"* (11-A)-CO (S13-B)),
¢ (NH (N2-A)-CO (S13-B)), d (NH (N2-A)-COH (S13-B)), e (COH (S13-A)-NH (N2-B)),
f (CO (S13-A)-NH (N2-B)), b (CO (S13-A)- NH;* (11-B)), g (NH;* (K5-A)-CO (K12-B)),
h (CO (K12-A)-NH;" (K5-B)). Temos as lisinas 5, 8 e 12 e terminais denominados por K5, K8 e K12 e N-,
C-terminais, respectivamente.

! Cadeia B

Z Cadeia A

Residuos

T T T T T T T
8] 7ooo 14000 21000 28000 35000 42000 49000

Tempo (ps)

Figura 6. Padrdes de estrutura secundaria por residuo como fungdo do tempo de simulagdo. A) cadeia A;
B) cadeia B. Em branco, residuos em random coil; verde, residuos em curvas; amarelo, residuos em voltas; azul,
residuos em hélice-a.
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os residuos de aminoacidos 11 a 14 da cadeia B alternam suas conformacdes entre hélice-a,
random coil e voltas. Entre 47 e 52 ns, 0 mesmo fendmeno ocorre para os residuos 11 a 14 da
cadeia A. Depois desses intervalos de tempo até o final do periodo observado, a estrutura
helicoidal para esses residuos ndao é mais obtida (conforme extensdo da simulagdo de 50 para
60 ns ndo exposta neste trabalho). Além disso, pode-se notar que a partir de 38 ns o residuo
10 da cadeia B também deixa de apresentar estruturacao helicoidal.

Considerando que o peptideo é catibnico, com carga liquida +4, devida aos grupos
NHs" do N-terminal e das lisinas 5, 8 e 12 e que a estrutura helicoidal nio é estavel em
simulacdes do monémero em dgua (BROGGIO COSTA, 2006), fizemos uma andlise do perfil
das interacOes eletrostaticas inter-cadeias e a analise do perfil de solvatacdo sobre as regides
estruturada e desestruturada, buscando compreender as razdes para a desestruturacao

observada para a estrutura dimérica.

4.2.1 Perfil eletrostatico

A anélise do perfil eletrostatico foi dividida em partes como: efeito repulsivo entre
grupos carregados positivamente de cadeias distintas, efeito atrativo entre grupos polares que
participam das ligacGes de hidrogénio inter-cadeias e entre grupos carregados e grupos
polares de cadeias distintas e, por fim, efeito global das interacGes eletrostaticas.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios das energias das interacdes de
Coulomb entre grupos carregados de cadeias distintas. As médias foram tomadas em 6

intervalos, dois de 5 ns e quatro de 10 ns.

Tabela 1. Valores médios das energias de interacdes de Coulomb entre grupos NH;" das lisinas e N-terminal da
cadeia B e grupos NH;" das lisinas e N-terminal da cadeia A, calculados em intervalos de 5 e 10 ns.

B! A?  0-5ns 5-10 ns 10-20 ns 20-30 ns 30-40 ns 40-50 ns
kJ mol*

5 12 712 5,96 3,33 1,72 2,12 3,02
8 12 1,68 1,13 4,10 3,93 5,30 4,28
12 12 3,48 3,41 0,03

5 8 0,01 0,05

8 8 0,02 0,02 0,01 0,05 0,01
12 8 1,55 3,55 0,07 0,06
8 5 0,01
12 5 7,49 5,37 1,50 0,75 1,73 1,55
1 7 -
12 1 0,01 0,19 0,01

! Cadeia B; 2 Cadeia A; 5, 8, 12, 1, referem-se as cargas das lisinas 5, 8 e 12 e a carga do N-terminal;
---: energias menores que 10 kJ mol™.
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Observa-se que, com a evolucdo do sistema, os grupos carregados se movimentam,
juntamente com o resto da estrutura, de modo a diminuir a intensidade da repulsdo entre estes
grupos. A Unica exce¢do sdo 0s grupos associados as lisinas 8 (cadeia B) e 12 (cadeia A) para
0S quais a interacao cresce, ou seja, eles se aproximam ao longo da simulagdo. A intensidade
da interacdo entre os grupos ndo mostrados (1 da cadeia B com 5 e 8 da cadeia A e 1 da
cadeia A com 5 e 8 da cadeia B) € ainda menor do que as apresentadas.

Esse conjunto de interacBes repulsivas tem, ao menos inicialmente, que ser
compensadas por interacGes atrativas. Os candidatos naturais sdo os grupos que fazem parte
das ligaces de hidrogénio indicadas anteriormente (Figura 5, p. 23). Considerando, ainda,
que no periodo observado somente parte das extremidades se desestruturam, estudamos o
tempo de existéncia das ligacBes de hidrogénio que, em vacuo (durante o processo de
docking) e na minimizacdo de energia contribuem para a estabilidade do dimero.

Na Tabela 2 estdo dispostos os percentuais de tempo para cada intervalo em que a

ligacdo de hidrogénio entre os grupos polares da cadeia B e A estdo formados.

Tabela 2. Percentual de tempo que estdo formadas ligagfes de hidrogénio entre grupos polares da cadeia B e
grupos polares da cadeia A, calculados em intervalos de 5 e 10 ns.

Ligacoes! B2 A® 0-5ns  5-10ns 10-20ns  20-30ns  30-40ns  40-50 ns
%
a CO(S13) NHz* (11) 0,3 0 0,20 0,08 0 0
c CO (S13) NH (N2) 29,79 3,35 19,45 0 0 0
d COH (S13) NH (N2) 58,22 78,50 10,75 7,18 0 0
g CO(K12) NH;*(K5) 1,55 3,60 8,45 5,53 35,55 47,05
b NH;" (11) CO (S13) 0,45 0,05 0,48 0,13 0 0
e NH (N2) COH (S13) 58,42 56,25 57,63 74,28 85,58 83,3
f NH (N2) CO (S13) 30,38 15,3 8,58 1,20 0 1,28
h NH;" (K5) CO (K12) 1,90 4,10 5,03 3,68 2,53 2,55

! Ligagdes de hidrogénio inter-cadeias mostradas na Figura 5, p. 23; ? Cadeia B; * Cadeia A.

Estes dados evidenciam que a estrutura dimérica, na primeira parte da simulacdo (0 a
10 ns), é estabilizada pelo conjunto de interacBes que mantém as ligacdes de hidrogénio
envolvidos com o grupo NH da asparagina 2 de cada cadeia. Nesse intervalo de tempo esse
grupo esta mais de 80% do tempo formando ligacédo de hidrogénio com o grupo CO ou COH
(cadeia lateral) da serina 13 da outra cadeia. Com a evolucdo do sistema constata-se que as
duas ligacOes nas quais esta envolvida a asparagina 2 da cadeia A s&o perdidas em fungédo da
desestruturacdo dessa extremidade do dimero (tratada neste trabalho como o C-terminal da
cadeia B). Ao mesmo tempo, as ligacbes que envolvem a asparagina 2 da cadeia B

apresentam um comportamento diferente, enquanto a ligacdo f cai de 30,38% do tempo para
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1,28%, a ligacdo e cresce de 58,42% para 83,3%. Isto acontece porque conforme a cadeia B se
desestrutura, ela se movimenta de modo a desviar da disposi¢do antiparalela entre 0s
peptideos, provocando uma maior aproximacao dos grupos envolvidos nessa ligacdo. Mesmo
com a desestruturagdo do C-terminal da cadeia A, esses grupos permaneceram proximos
permitindo a formacdo da ligacdo de hidrogénio.

A ligacdo g, como mostrada pela Tabela 2, ocorre com maior freqiiéncia a partir dos
30 ns, isso também ¢é efeito da desestruturacdo observada no C-terminal da cadeia B, que
provocou a aproximacéo entre os grupos envolvidos nessa ligacao.

Considerando a simetria evidenciada pela Tabela 2 € no minimo curioso compreender
porque é o C-terminal da cadeia B que se desestrutura primeiro.

Como parte significativa das interagdes envolvidas nas ligacdes de hidrogénio é de
natureza eletrostatica, procedemos a andlise da contribuicdo coulombiana envolvida nas
interacdes dos grupos polares que tomam parte nas ligagdes indicadas.

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios das energias de interacbes de
Coulomb entre grupos polares das cadeias A e B envolvidos nas ligag0es de hidrogénio inter-
cadeias nos intervalos temporais correspondentes.

Tabela 3. Valores médios das energias de intera¢gdes de Coulomb entre grupos polares da cadeia B e grupos

polares da cadeia A envolvidos em ligacdes de hidrogénio inter-cadeias. Os valores foram calculados em
intervalos de 5 e 10 ns.

Ligacdes 0-5ns 5-10 ns 10-20 ns 20-30 ns 30-40 ns 40-50 ns
kJ mol™*
a -14,16 -1,67 -3,39 -0,54 -0,40 -0,04
c -3,82 -0,13 -2,84 0,03 -0,25 -0,27
d -11,55 -13,56 -1,93 -1,23 -0,03 -0,03
g -12,19 -11,70 -10,16 -2,55 -28,24 -29,88
b -13,50 -9,45 -4,13 -1,75 -0,38 -1,00
e -11,94 -11,00 -9,50 -12,65 -13,82 -13,77
f -3,87 -1,81 -1,23 -0,15 0,04 -0,11
h -12,66 -13,22 -15,04 -14,47 -12,48 -12,42

! Ligagdes de hidrogénio inter-cadeias mostradas na Figura 5, p. 23.

Algumas analises sdo possiveis da observacdo dessa tabela e também da Tabela 2.
Avaliadas individualmente ha uma clara correlacdo entre o percentual de existéncia das
pontes com a energia eletrostatica dos grupos nelas envolvidas. Porém, uma energia alta (em
valor absoluto) ndo implica, necessariamente e de forma direta, em um percentual maior de
permanéncia da ligagdo. Por exemplo, a ligacéo c, no intervalo de 0 a 5 ns, esta formada 30%

do tempo e tem uma energia média de, aproximadamente, 4,0 kJ mol™, enquanto a ligacéo h,
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nesse mesmo intervalo, estad formada somente, cerca de 2% do tempo, mas tem energia média
de, aproximadamente, -13 kJ mol™.

A razéo é que a ligacdo de hidrogénio ndo é puramente eletrostatica, esta relacionada
também a direcionalidade dos grupos envolvidos (D-H...A), alem disso, na tabela acima,
apresentamos a interagcdo coulombiana entre os grupos polares diretamente envolvidos na
ligacdo, deixando de analisar a contribuicdo de outros &tomos ou grupos aos quais eles estdo
ligados.

Como consequiéncia da aproximagéo entre os grupos polares envolvidos na ligacao de
hidrogénio g, observamos a maior frequéncia na sua formacdo, além disso, podemos notar
agora, que também ocorreu 0 aumento na energia de interacdo entre eles.

Do ponto de vista eletrostatico, limitando-nos as interacBes entre 0S grupos
destacados, o efeito conjunto deles evidéncia que a estabilizacdo da estrutura inicial é
proporcionada pela interacdo entre estes grupos, pois as contribui¢fes negativas (favoraveis)
superam as positivas (repulsivas).

Para entendermos melhor isso e a rede de interagdes analisadas, construimos uma
representacdo esquematica do perfil eletrostatico das interagdes entre os peptideos (Figura 7).
Neste perfil consideramos apenas as interacGes nao despreziveis, ou seja, aquelas maiores que
I1| kJ mol™. Os valores correspondem as médias energéticas obtidas em cada intervalo de

tempo, conforme mostramos nas Tabelas 1 e 3.
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Figura 7. Representacdo esquematica do perfil eletrostatico das interacbes entre os peptideos. Nela estdo
representados os valores médios apresentados nas Tabelas 1 e 3, considerando apenas os valores maiores que
[1] kJ mol™. As linhas tracejadas vermelhas referem-se as interagdes repulsivas entre grupos NH;" das lisinas, e
as linhas verdes referem-se as interacdes atrativas entre grupos polares ou carregados da cadeia B e grupos
polares ou carregados da cadeia A. 1, 2, 5, 8, 12, 13, representam o N-terminal, asparagina 2, lisina 5, lisina 8,
lisina 12, serina 13, respectivamente, para ambas as cadeias.

Observa-se, no intervalo de 0 a 5 ns, que as energias das intera¢Oes atrativas na regido
do C-terminal da cadeia B, superam as interacdes repulsivas em 21,98 kJ mol™. Na outra
extremidade, ainda neste intervalo, observamos que as energias das interacOes atrativas
superam as repulsivas em 27,33 kJ mol™.

No intervalo de 5 a 10 ns, observamos que as energias das interacOes atrativas

superam as repulsivas em 14,73 kJ mol™, para a regido do C-terminal da cadeia B. Neste
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periodo constatamos a desestruturacdo dos residuos dessa regido. Para o N-terminal,
observamos a superagio em 24,98 kJ mol™.

Estendendo essa andlise aos outros trés intervalos, verificamos, tambeém, que as
interagdes atrativas superam as repulsivas em ambas as extremidades em todos os intervalos.

Além da analise das interacdes de grupos especificos das cadeias que compdem o
dimero, fizemos andlises globais sobre as interacdes eletrostaticas.

Na Figura 8 estdo apresentados os graficos de energia como funcdo do tempo. Neles
efetuamos o ajuste linear sobre todo o periodo de simulagdo para obtermos a variacao global

do sistema.
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Figura 8. Gréficos de energia como fungdo do tempo. A) energia coulombiana da cadeia A; B) energia
coulombiana da cadeia B; C) energia coulombiana da interacdo entre as cadeias A e B; D) energia potencial
total. Linha vermelha: ajuste linear sobre todo o periodo.

Analisando o grafico da energia coulombiana da cadeia A e considerando o ajuste
linear, verificamos que a variacdo global de energia é muito pequena diante da ordem de
grandeza que a energia toma durante o tempo e sua disperséo de + 50 kJ mol™. As variacoes
da energia ao longo do tempo sdo efeitos das mudancas conformacionais que o peptideo sofre,
devido sua interacdo com a outra cadeia e o solvente. Entretanto, observando os ultimos 5 ns,

podemos notar a ascendéncia da curva. Isto indica que conforme ocorre a desestruturagdo do
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C-terminal dessa cadeia neste intervalo de tempo, observamos simultaneamente, o decréscimo
na energia de interacdo coulombiana entre os atomos da cadeia A.

Avaliando o gréafico correspondente a energia de interacdo coulombiana da cadeia B,
verificamos que esta cadeia fica menos estavel em 62 kJ mol™. Esta variacdo de energia deve-
se a desestruturacdo, a perda das ligacdes entre os grupos polares e as flutuagoes
conformacionais pertinentes a estrutura. Podemos notar do grafico que a energia aumenta
entre 5 e 10 ns, periodo em que se inicia a desestruturacdo dessa cadeia. A energia fica estavel
até 40 ns, quando a partir dai, outro residuo saiu da conformacdo helicoidal e observamos
outro aumento na energia de interac6es entre 0s atomos da cadeia B.

A partir do grafico da energia de interacdo coulombiana entre as cadeias A e B,
verificamos que durante o tempo a energia de interacdo eletrostatica toma valores negativos,
provando que a interacdo dominante entre os peptideos é atrativa, uma vez que aqui temos
somadas as contribuicdes de todos os a&tomos, ndo somente de grupos especificos. A variacao
global de energia eletrostatica do dimero é de -89 kJ mol™.

A energia potencial total do sistema, por outro lado, tem uma variagdo muito pequena
diante da ordem de grandeza que a energia toma durante o tempo e sua dispersdao de
+ 600 kJ mol™.

4.2.2 Perfil de solvatacédo

Esse perfil de solvatacdo esté relacionado ao numero de moléculas de agua vizinhas
aos grupos de interesse e serd realizado por meio da integracdo (RIN, Run integration
number) da fungéo de distribuicdo radial de pares centrada em um dos grupos polares (NH ou
CO) envolvidos em uma dada ligacéo de hidrogénio ou centrada sobre o carbono mais externo
de grupos laterais apolares.

Nas Figuras 9 e 10 estdo apresentados os graficos de existéncia de ligacdo de
hidrogénio do tipo i-i+4, tipica de hélice-a em proteinas, entre 0s grupos polares
CO (i)-NH (i+4) e o respectivo perfil de solvatacdo centrado em um dos grupos do par
(considerando-se uma esfera de 0,4 nm) envolvidos na respectiva ligacdo de hidrogénio como
funcdo do tempo. As ligagbes mostradas estdo entre os residuos: 6-10, 7-11, 8-12, 9-13,
10-14, para o C-terminal da cadeia B (Figura 9) e o C-terminal da cadeia A (Figura 10). Deve-
se lembrar que esse tipo de grafico mede a existéncia, (1), se no instante testado as condicdes
para a formacdo da ligacdo de hidrogénio sdo satisfeitas ou a inexisténcia, (0), em caso

contrario. Portanto, quando ele se mostra todo pintado significa que as ligaces se fazem e
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desfazem em uma dindmica relativamente rapida (o tempo entre duas observacdes € de
2,5 ps).
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Figura 9. Andlise da solvatacdo das ligacdes de hidrogénio da cadeia principal pertencentes a regido do C-
terminal da cadeia B. A analise é baseada no estudo dos graficos da existéncia de ligacdo de hidrogénio como
funcdo do tempo e do nimero de moléculas de agua ao redor dos grupos polares envolvidos na respectiva
ligacdo em um raio de 0,4 nm como func¢éo do tempo. A) residuos 6-10; B) 7-11; C) 8-12; D) 9-13; E) 10-14.
Da Figura 9 observa-se que a ligacdo entre os residuos 10-14 quebra-se apo6s 5 ns,
entre 0s residuos 9-13 e 8-12 ap6s 10 ns e entre os residuos 7-11 apdés 40 ns.
Simultaneamente a essas quebras ocorre um aumento significativo no numero de moléculas

de agua ao redor dos grupos polares que participam dessas ligacdes.
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Como estes grupos formam ligacdes de hidrogénio com a &gua, usualmente se
interpreta a competicdo entre 0s grupos polares e a agua como um fator de instabilidade para
as ligacdes de hidrogénio intra-cadeia e um fator desestruturante para a estrutura secundaria
em forma de heélice-a. De fato, como apontado anteriormente, a partir de 10 ns ocorre a
desestruturacdo do C-terminal da cadeia B.

As ligacdes 2-6, 3-7, 4-8 e 5-9, também foram avaliadas e observamos que elas
estavam formadas com alta freqliéncia durante todo o periodo (mais de 55% do tempo) e o
namero de moléculas de agua ao redor dos seus respectivos grupos polares ndo alcangou 3
moléculas em média durante toda a simulacgéo.

Considerando o centro de massa dos dois grupos polares da ligacdo de hidrogénio CO
(Lys 8)-NH (Lys 12) da cadeia B (Figura 9 C), calculamos o percentual de tempo por
intervalo que esses grupos formaram ligacdes de hidrogénio com o solvente (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de tempo que os grupos polares da ligacdo 9-13 da cadeia B mantém ligacdes de
hidrogénio com o solvente, calculados em intervalos de 5 e 10 ns.

N°. de ligagOes 0-5ns 5-10 ns 10-20 ns 20-30 ns
%
1 9,80 25,75 79,55 87,10
2 0,15 1,50 34,40 43,16
3 0 0 4,85 5,57

Verificamos que no intervalo de 5 a 10 ns, intervalo que o dimero comeca a se
desestruturar pelo C-terminal da cadeia B, durante 25,75% do tempo ocorreu uma ligacéo de
hidrogénio entre os grupos polares e o solvente, e somente em 1,5% do tempo que ocorre uma
ligacdo ocorreu simultaneamente a 22 ligacdo. Entretanto, o percentual de tempo que ocorreu
pelo menos uma ligagdo é 2,5 vezes maior que no 1° intervalo, de 0 a 5 ns. A partir dos 10 até
20 ns, o percentual de tempo de existéncia de uma ligacdo aumentou para 79,55% (percentual
3 vezes maior que no intervalo anterior) e o percentual de tempo que ocorria 2 ligacGes
simultaneamente aumentou para 34,4%. Neste intervalo, em 4,85% do tempo que ocorreram 2
ligagbes ao mesmo tempo, também ocorreu uma 32 ligagdo. No 4° intervalo, de 20 a 30 ns,
constatamos que a ocorréncia de uma ligacdo € um comportamento muito estavel (87,1% do
tempo), ocorrendo duas ligacGes simultaneamente em quase metade deste tempo.

Estes dados confirmam (para o caso da ligagéo de hidrogénio 8-12 e para as outras que

também foram perdidas) que ao mesmo tempo em que verificamos a desestruturacdo da
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cadeia principal, efeito da instabilidade da ligacdo de hidrogénio, ocorriam com frequéncia

cada vez maior ligagdes entre os grupos polares e as moléculas de agua.
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Figura 10. Analise da solvatacdo das ligacOes de hidrogénio da cadeia principal pertencentes a regido do
C-terminal da cadeia A. A analise é baseada no estudo dos graficos da existéncia de ligagdo de hidrogénio como
funcdo do tempo e do nimero de moléculas de agua ao redor dos grupos polares envolvidos na respectiva
ligacdo em um raio de 0,4 nm como func¢éo do tempo. A) residuos 6-10; B) 7-11; C) 8-12; D) 9-13; E) 10-14.

Da Figura 10 observa-se que a ligacdo entre os residuos 10-14 quebra-se ap0s 47 ns.
Simultaneamente a essa quebra ocorre um aumento significativo no nimero de moléculas de
agua ao redor dos grupos polares que participam dessa ligagdo. Nota-se, também, que h4 um

aumento discreto no nimero de moléculas de 4gua na ligacao de hidrogénio dos residuos 8-12
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e que essa ligagdo apresenta uma grande intermiténcia a partir dos 15 ns, quando ocorre 0
aumento no numero de moléculas de agua.

As ligagdes 2-6, 3-7, 4-8 e 5-9 dessa mesma cadeia, também foram avaliadas e
observamos que elas se formavam durante todo o periodo de simulagcdo e o numero de
moléculas de agua ao redor dos seus respectivos grupos polares nao ultrapassou 2 moléculas
durante toda a simulagéo.

Para avaliarmos o efeito da desestruturacdo sobre a solvatacdo dos grupos laterais,
verificamos o0 nimero de moléculas de 4gua, em um raio de 0,5 nm, ao redor dos grupos mais
externos das cadeias laterais dos residuos hidrofobicos da cadeia B (Figura 11) e da cadeia A
(Figura 12).
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Figura 11. Analise da solvatacdo das cadeias laterais de residuos hidrofébicos da cadeia B. A analise é baseada
no estudo dos graficos do nimero de moléculas de agua ao redor do carbono mais externo das cadeias laterais
como fungéo do tempo, em um raio de 0,5 nm. A) Leucina 3; B) Leucina 4; C) Isoleucina 6; D) Alanina 7;
E) Isoleucina 10; F) Isoleucina 11; G) Leucina 14.

Os dados da Figura 11 mostram um decréscimo significativo (em média maior do que
10) no nimero de moléculas de agua ao redor da isoleucina 10 e leucina 14. Para a isoleucina

6 ha tambem um decréscimo, embora mais discreto (aproximadamente 5), enquanto para a
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alanina 7 h4 um acréscimo nesse nimero de moléculas da ordem de 2 moléculas. Para 0s
demais grupos avaliados esse nimero, na média, mostra-se inalterado.

Leucina e isoleucina tém cadeias laterais relativamente longas e compostas por grupos
apolares, que ndo interagem favoravelmente com a agua. Estas perdem liberdade
translacional, pois devem compor uma cavidade capaz de abrigar 0s grupos com as quais
interagem muito fracamente. Essa perda entrdpica, que € esséncia do efeito hidrofdbico, induz
tais grupos a “esconderem-se” das moléculas de adgua. A respeito disso, a tendéncia de queda
no ndmero de moléculas de &gua ao redor de cadeias laterais hidrofébicas induz a
interpretacdo de que as mudancgas conformacionais ocorridas conduzem as, ou sao conduzidas

pelas, alteracBes de solvatacdo dos grupos hidrofébicos.
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Figura 12. Andlise da solvatagdo das cadeias laterais de residuos hidrofébicos da cadeia A. A andlise é baseada
no estudo dos graficos do nimero de moléculas de adgua ao redor do carbono mais externo das cadeias laterais
como fungéo do tempo, em um raio de 0,5 nm. A) Leucina 3; B) Leucina 4; C) Isoleucina 6; D) Alanina 7;
E) Isoleucina 10; F) Isoleucina 11; G) Leucina 14.

Verifica-se da Figura 12, que para todos os grupos hidrofébicos das cadeias laterais da
cadeia A ocorre uma varia¢do discreta no nimero de moléculas de &gua no raio avaliado,

reflexo da estabilidade da cadeia até os 47 ns de simulacéo.
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Na Figura 13 estdo ilustradas seis passagens conformacionais do dimero em intervalos
de 10 ns, desde o instante inicial até 50 ns, ilustrando a dindmica do mesmo. Vé-se que
simultaneamente as desestruturacGes relatadas, e principalmente devido a elas, a partir de 20
ns (Figura 13 I11) a disposi¢é@o antiparalela das hélices comeca a se perder e a evolugdo no
tempo soO faz crescer essa separacdo. Isso pode ser relacionado as variagdes nos momentos de
macro-dipolo que diminuem de intensidade com a desestruturacdo das hélices e ao efeito
hidrofébico que induz a esconder do solvente (dgua) os grupos laterais hidrofébicos. A
continuacdo dessa dindmica (de 50 até 60 ns, ndo exposta neste trabalho) mostra a
continuacdo desse processo, tanto no aspecto da desestruturacdo dos peptideos, como do seu

afastamento da disposicéo antiparalela inicial.
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Figura 13. Representac@es das mudancas conformacionais do dimero em &gua apresentadas em intervalos de 10
ns e suas respectivas visdes no eixo da hélice B. 1) dimero no estado inicial da simulagdo, apresentando estrutura
anfipatica; 1) apds 10 ns; I11) 20 ns, observa-se a desestruturagdo do C-terminal da cadeia B e o desvio da

disposicéo antiparalela; 1V) 30 ns, V) 40 ns; VI) 50 ns.
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4.3 Dimero em mistura TFE-agua

Os resultados da simulagdo do dimero de EMP-AF em mistura TFE-agua mostram que
ndo houve desestruturacfes nos peptideos, exceto por pequenas perturbacdes passageiras nos
terminais. Na Figura 14 estdo mostrados os padrfes de estrutura secundaria por residuo como
funcdo do tempo de simulagdo. Dele observa-se que durante todo o periodo observado os
peptideos permaneceram em conformacao helicoidal.

Verificamos as 18 ligagOes de hidrogénio das cadeias principais (9 ligacfes de cada
cadeia) e constatamos que elas estavam formadas com alta frequéncia (mais de 55% do

tempo) durante todo o periodo de simulacdo observado.
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77—
o 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Tempo (ps)

Figura 14. Padrdes de estrutura secundaria por residuo como funcdo do tempo de simulacdo. A) cadeia A;
B) cadeia B. Em branco, residuos em random coil; verde, residuos em curvas; amarelo, residuos em voltas; azul,
residuos em hélice-o. Pela predominancia da cor azul constata-se a estabilidade da estrutura helicoidal para as
duas cadeias.

Considerando que neste ambiente reproduzido pela mistura TFE-agua, observamos a
estabilidade da estrutura dimérica, fizemos uma analise das interacGes eletrostaticas inter-
cadeias e a andlise do perfil de solvatacdo sobre os grupos polares da cadeia principal e 0s
grupos mais externos das cadeias laterais hidrofobicas, buscando compreender as razfes para

a estabilidade observada.

4.3.1 Perfil eletrostatico

Realizamos as analises eletrostaticas para o dimero em mistura TFE-4gua da mesma
maneira que realizamos para o dimero em &gua. Dividimo-nas em efeito repulsivo entre
grupos carregados positivamente de cadeias distintas, efeito atrativo entre grupos polares que
participam das ligacGes de hidrogénio inter-cadeias e, por fim, efeito global das interagdes

eletrostaticas.
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Na Tabela 5 estdo apresentados os valores médios das energias das interacdes de
Coulomb entre grupos NHs" de cadeias distintas. As médias foram tomadas em intervalos de
10 ns.

Tabela 5. Valores médios das energias de interagdes de Coulomb entre grupos NH;" das lisinas e N-terminal da
cadeia B e grupos NH;" das lisinas e N-terminal da cadeia A, calculados em intervalos de 5 e 10 ns.

B! A? 0-10 ns 10-20 ns 20-30 ns
kJ mol™

5 12 11,12 11,62 10,54

8 12 4,00 3,31 2,66

12 12 0,38 0,59 0,41

5 8 0,11 0,10 0,02

8 8 0,18 0,13 0,04

12 8 1,67 1,81 1,43

5 5

8 5 0,06 0,04 0,11

12 5 12,24 11,35 9,14

1 12

12 1

! Cadeia B; 2 Cadeia A; 5, 8, 12, 1, referem-se as cargas das lisinas 5, 8 e 12 e a carga do N-terminal.
---: energias menores que 10 kJ mol™.

Observa-se que, com a evolucdo do sistema, a intensidade da repulsdo entre estes
grupos varia pouco. Além disso, observa-se que estas interacdes estdo mais intensas se
comparadas as mesmas interaces da simulacdo do dimero em &gua (em relagdo aos primeiros
10 ns, intervalo em que o dimero em &gua ainda estava estruturado), apresentadas na Tabela
1, p. 23. Uma possivel racionalizacdo para isso envolve dois aspectos. O primeiro, refletindo a
estabilidade conformacional, revela uma dindmica de movimentos mais suaves, proximos a
uma estrutura em equilibrio e, o segundo, devido ao fato que a mistura TFE-&4gua reproduz
um ambiente de constante dielétrica de, aproximadamente, 60, que € menor que a constante da
agua, cerca de 80, permitindo interacbes mais intensas entre 0s grupos carregados e grupos
polares.

Por outro lado temos que avaliar as interacbes favoraveis, aquelas envolvidas nas
ligacGes de hidrogénio inter-cadeias, afinal, da mesma forma que as interacdes repulsivas
apresentam energias de mesma intensidade durante todo o periodo observado, as energias das
interagBes atrativas devem estar também, e elas estéo relaxando as tensdes.

Na Tabela 6 estdo dispostos os percentuais de tempo para cada intervalo em que as

ligacGes de hidrogénio entre os grupos polares da cadeia B e A estdo formados.
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Tabela 6. Percentual de tempo que estdo formadas ligagbes de hidrogénio entre grupos polares da cadeia B e
grupos polares da cadeia A, calculados em intervalos de 10 ns.

Ligacdes B> A 0-10 ns 10-20 ns 20-30 ns
%
a CO(S13) NH (I1) 0,60 0,33 0,35
c CO(S13) NH (N2) 34,82 25,55 21,03
d COH (S13) NH (N2) 40,59 59,10 53,78
g CO (K12) NH;" (K5) 2,80 3,33 7,00
b NH (I1) CO (S13) 0,20 3,30 1,45
e NH (N2) COH (S13) 39,17 79,48 51,65
f NH (N2) CO (S13) 43,24 11,30 23,43
h NH5" (K5) CO (K12) 2,62 6,35 4,70

! Ligacdes de hidrogénio inter-cadeias mostradas na Figura 5, p.23; 2 Cadeia B; > Cadeia A.

Para as ligacOes d e e, que sdo ligacOes entre a asparagina de uma cadeia com a serina
da outra (sdo ligacBes simétricas), verificamos um comportamento semelhante. Ambas tém
um percentual de existéncia de aproximadamente 40% do tempo no intervalo de 0 a 10 ns e
variam até ficarem em média 52% do tempo formadas no intervalo de 20 a 30 ns. A0 mesmo
tempo, as ligacBes c e f, que também sdo simeétricas, apresentam nos Gltimos 10 ns de
simulagéo, aproximadamente 22% de tempo de existéncia. Uma vez que em mistura TFE-
agua as ligacdes das extremidades estdo estaveis, ou seja, se formam com alta frequéncia
durante a simulacdo, enquanto que na simulacdo em agua elas ndo estdo, podemos
correlacionar esses resultados de forma que do ponto de vista fenomenoldgico esses eventos
sdo efeito de solvente, indicando uma contribuicdo marginal delas para a estabilidade do
dimero.

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores médios das energias de interacfes de
Coulomb entre grupos polares das cadeias A e B envolvidos nas ligag0es de hidrogénio inter-
cadeias, indicadas na Tabela 6, nos intervalos temporais correspondentes.
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Tabela 7. Valores médios das energias de interagfes de Coulomb entre grupos polares da cadeia B e grupos
polares da cadeia A envolvidos em ligacdes de hidrogénio inter-cadeias. Os valores foram calculados em
intervalos de 10 ns.

Ligacdes’  0-10ns 10-20 ns 20-30 ns
kJ mol™
a -7,20 -15,36 -11,15
c -5,00 -3,24 -2,99
d -7,87 -11,54 -10,80
g -12,57 -12,99 -15,94
b -14,36 -16,34 -16,20
e -8,00 -14,75 -9,76
f -5,57 -1,05 -3,38
h -12,13 -13,43 -15,58

! Ligages de hidrogénio inter-cadeias mostradas na Figura 5, p. 23.

Da analise conjunta das Tabelas 6 e 7 notamos gque, uma grande energia negativa, ndo
implica, necessariamente, em um percentual grande de existéncia da ligacdo de hidrogénio.
Tome-se como exemplo, a energia coulombiana dos grupos envolvidos na ligacdo h que é
menor que -12,1 kJ mol™ ao longo de toda a simulagdo, enquanto a ligagdo é considerada
formada em menos de 6% de tempo. A ligacdo e, por outro lado, é considerada formada em
mais do que 40% de tempo de simulagéo, enquanto a energia de interacdo coulombiana entre
0s grupos envolvidos € da mesma ordem. A razéo para isso, como aventado anteriormente, é a
direcionalidade das ligacGes de hidrogénio, ou seja, uma distancia pequena entre doador e
aceitador ndo implica por si s na existéncia da ligacdo, hd uma dependéncia na posi¢do do
hidrogénio. Se o angulo A-H...D for menor do que 120° a ligagdo ndo é considerada formada.

Verifica-se, ainda, que a evolucdo temporal do sistema ndo produz variag@es drasticas
nas energias eletrostaticas destes grupos e quando a fazem de modo mais significativo é no
sentido de estabilizar (tornar mais negativa) a interacdo. Essas interagfes minimizam as
tensdes causadas pelas interacdes dos grupos carregados positivamente e, do ponto de vista
eletrostatico, promovem a estabilidade da estrutura dimérica, pois as contribui¢cdes negativas
superam as contribuicdes positivas.

Para entendermos melhor isso e a rede de interacGes analisadas, construimos uma
representacdo esquematica do perfil eletrostatico das interagcGes entre os peptideos (Figura
15). Neste perfil consideramos apenas as intera¢des ndo despreziveis, ou seja, aquelas que, em
médulo, sdo maiores que 1 kJ mol™. Os valores correspondem &s médias energéticas obtidas

em cada intervalo de tempo, conforme mostramos nas Tabelas 5 e 7.
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Figura 15. Representacdo esquematica do perfil eletrostatico das interacBes entre os peptideos. Nela estdo
representados os valores médios apresentados nas Tabelas 5 e 7, considerando apenas os valores que, em
médulo, sio maiores que 1 kJ mol™. As linhas tracejadas vermelhas referem-se as interacdes repulsivas entre
grupos NH;" das lisinas, e as linhas verdes referem-se as interagGes atrativas entre grupos polares ou carregados
da cadeia B e grupos polares ou carregados da cadeia A. 1, 2, 5, 8, 12, 13, representam o N-terminal, asparagina
2, lisina 5, lisina 8, lisina 12, serina 13, respectivamente, para ambas as cadeias.

Observa-se que as interacfes ndo variam significativamente ao longo da simulagéo.
Além disso, se avaliarmos as interagGes por terminais, constata-se que no 1° intervalo, de 0 a
10 ns, a interagdo atrativa é dominante, pois supera a repulsiva em 18,73 kJ mol™ para o
C-terminal da cadeia B e em 24,94 kJ mol™ para o N-terminal. No 2° intervalo, constata-se
que a soma das energias de interacBes atrativas superam as repulsivas em 29,97 kJ mol™ para
o C-terminal (cadeia B) e em 30,64 kJ mol™ para o N-terminal e, finalmente, para o Gltimo
intervalo, temos que a soma das interacdes atrativas superam as repulsivas em 30,31 kJ mol™
no C-terminal e 31,72 kJ mol™ no N-terminal.

Estes resultados indicam que os grupos polares e carregados criam uma rede de
interagBes promovendo uma situacdo eletrostaticamente favordvel, mas como aventado
anteriormente, a estabilidade se deve, principalmente, a um efeito de solvente, cujo ambiente
reproduzido por ele preserva as ligac6es de hidrogénio intra e inter-cadeias.

Na Figura 16 estdo apresentados os graficos de energias eletrostaticas internas as
cadeias A, B e entre as cadeias A e B e a energia potencial total do sistema como fun¢des do
tempo. Neles efetuamos o ajuste linear sobre todo o periodo de simulacdo para obtermos a

tendéncia média das suas variacoes.
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Figura 16. Graficos de energia como funcdo do tempo. A) energia coulombiana da cadeia A; B) energia
coulombiana da cadeia B; C) energia coulombiana da interagdo entre as cadeias A e B; D) energia potencial
total. Linha vermelha: ajuste linear sobre todo o periodo.

A partir dos graficos da Figura 16 calculamos as variaces globais médias destas

energias. Os dados estdo resumidos na Tabela 8.

Tabela 8. Valores das variag@es globais médias das energias de interacOes eletrostaticas internas as cadeias A e
B e da interag&o entre as cadeias A e B e valor da variacdo da energia potencial total do sistema.

Energia de interacdo do tipo: AE (kJ mol™)
Eletrostatica cadeia A -7
Eletrostatica cadeia B +24

Eletrostatica entre as cadeias Ae B -22
63

Energia potencial total do sistema

Estes dados evidenciam que as pequenas alteracdes conformacionais que ocorrem no

dimero conduzem a uma situacdo de menor energia, portanto mais estavel, quer analisemos a
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energia potencial total, ou as energias eletrostaticas diretas entre o0s peptideos
(A + B+ AB = -5 ki mol™).

4.3.2 Perfil de solvatacédo

Os perfis que serdo apresentados a seguir, também foram realizados por meio da
integracdo (RIN, Run integration number) da funcdo de distribuicdo radial de pares centrada
em um dos grupos polares (NH ou CO) envolvidos em uma dada ligacdo de hidrogénio ou
centrada sobre o carbono mais externo de grupos laterais apolares. Contudo, além do nimero
de moléculas de agua, verificou-se também o numero de grupos Flior (com referéncia ao
centro de massa desse grupo) e o numero de grupos OH do TFE. Deve-se lembrar que pela
presenca desses grupos o TFE tem carater anfipatico.

Na Figura 17 estdo apresentados os perfis de solvatacdo calculados sobre um dos
grupos polares envolvidos em uma dada ligacdo de hidrogénio. As ligacbes mostradas estdo
entre os residuos: 6-10, 8-12, 10-14, para o C-terminal da cadeia B e 5-9, 7-11, 9-13, para 0
C-terminal da cadeia A.
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Figura 17. Analise da solvatagdo das ligacOes de hidrogénio da cadeia principal. A analise é baseada no estudo
dos gréficos do nimero de moléculas ao redor de grupos polares envolvidos em uma dada ligagéo de hidrogénio
como funcdo do raio. A) 6-10; B) 8-12; C) 10-14 (residuos da cadeia B). D) 5-9; E) 7-11; F) 9-13 (residuos da
cadeia A). Curva preta: grupo Fltor do TFE; curva vermelha: oxigénio do TFE, curva verde: oxigénio da agua.

Verifica-se que os grupos flior das moléculas de TFE sdo encontrados em maior
quantidade em relacdo aos grupos polares (agua e OH do TFE do solvente), a partir de 0,3 nm

de raio. Os perfis de solvatacdo das ligacGes de hidrogénio ndo apresentados apresentam
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comportamento semelhante a estes. Simultaneamente as observacGes da existéncia de
nenhuma ou poucas moléculas de agua dentro de um grande raio, verificamos que as ligagdes
de hidrogénio s&o preservadas durante a simulacéo (graficos de existéncia de todas as ligacoes
de hidrogénio foram avaliados, mas néo apresentados).

Na Figura 18 estdo apresentados os perfis de solvatacéo calculados sobre os carbonos
mais externos de cadeias laterais dos residuos apolares. Os residuos apolares apresentados
sdo0: 6, 7 e 10 paraa cadeia A e 3, 11 e 14 para a cadeia B.
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Figura 18. Analise da solvatagdo das cadeias laterais de residuos hidrofébicos. A andlise é baseada no estudo
dos graficos do nimero de moléculas ao redor do carbono mais externo das cadeias laterais como funcéo do raio.
A) Isoleucina 6; B) Alanina 7; C) Isoleucina 10 (residuos da cadeia A). D) Leucina 3; E) Isoleucina 11; F)
Leucina 14 (residuos da cadeia B). Curva preta: grupo Flior do TFE; curva vermelha: Oxigénio do TFE; curva
verde: Oxigénio da agua.

Notamos que 0s carbonos mais externos estdo solvatados por maior nimero de grupos
fldor do TFE que de grupos oxigénio da dgua. Exceto para o carbono da alanina 7 da cadeia
A, para o qual as curvas referentes ao nimero de grupos fllor e de grupos oxigénio da agua
sdo proximas, a partir de 0,6 nm de raio.

Para os grupos das cadeias laterais dos residuos hidrofobicos 3, 4, 11 e 14 da cadeia A
e dos residuos 4, 6, 7 e 10 da cadeia B, calculamos os perfis e 0 comportamento observado é
semelhante a esses apresentados. Também verificamos os perfis sobre as cargas das lisinas 5,
8 e 12 de cada cadeia e observamos que elas sdo altamente hidratadas, ou seja, existem muito

mais moléculas de agua ao redor dos grupos carregados do que grupos flior ou oxigénio do
TFE.
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Avaliando as Figuras 17 e 18 juntas, constatamos o mesmo tipo de comportamento
descrito por Fioroni et al. (2000) e Broggio Costa (2006) para simula¢fes de monémeros de
peptideos em mistura TFE-agua e experimentos como CD e RMN (SFORCA et al., 2004).
Entre os resultados descritos por aqueles trabalhos e 0s nossos, observamos o agrupamento de
grupos fluor do TFE ao redor dos grupos de interesse, impedindo a aproximacdo de moléculas
de agua. O grupo fluor é hidrofébico, ou seja, é incapaz de formar ligacBes de hidrogénio com
grupos polares, por isso, se interpreta que ndo ocorre competicdo com 0s grupos protegidos
por ligacOes de hidrogénio, estabilizando as ligagdes de hidrogénio que conferem a estrutura
em hélice-a para os peptideos.

Na Figura 19 estdo ilustradas trés passagens conformacionais do dimero em intervalos
de 10 ns, desde o instante inicial até 30 ns, ilustrando a dindmica do mesmo. Vé-se a
estabilidade da estrutura helicoidal e dimérica dos peptideos.

i v

Figura 19. Representagdes das mudangas conformacionais do dimero em TFE-agua apresentadas em intervalos
de 10 ns e suas respectivas visdes no eixo da hélice B. 1) dimero no estado inicial da simulagdo; 1) ap6s 10 ns;
111) 20 ns; 1V) 30 ns.
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5 DISCUSSAO

Os resultados, discutidos na introdugéo, sobre estudos da interacdo entre magaininas e
dermaseptinas, que sdo peptideos helicoidais catidnicos e anfipaticos, com membranas
fosfolipidicas, sdo racionalizados com base em dois modelos. Um no qual a agregacdo dos
peptideos s6 se da na membrana e com colaboracéo explicita das cabecas polares ou anidnicas
para sua estabilizacdo e outro defende a agregacdo direta dos peptideos, o que promoveria um
campo elétrico molecular culminando na formacdo do poro transmembranico, em um
processo denominado eletroporagdo molecular (MITEVA et al., 1999).

Assim como magaininas e dermaseptinas, o peptideo EMP-AF é helicoidal anfipatico,
possui alta cationicidade e apresenta atividade antimicrobiana, diferindo no ndmero
significativamente menor de residuos, 14 contra 23 das magaininas. Neste trabalho,
considerando as semelhancas estruturais entre os peptideos, supusemos a existéncia de um
dimero de EMP-AF e discutimos a sua estabilidade em solugdo aquosa e em mistura TFE-
agua. Embora resultados de CD e RMN ndo indiquem a formac&o de agregados moleculares,
fica ai a especulacdo da ocorréncia de agregados de dois ou trés peptideos presentes em
pequena escala, evento pela qual ndo foi verificado porque ndo era o objetivo de quem
empregou tais técnicas, SFORCA et al. (2004) e dos SANTOS CABRERA et al. (2004).

Considerando que uma das linhas indicadas para explicar os resultados defende que a
agregacdo s6 é possivel no ambiente membranar, por causa da “blindagem” eletrostatica
produzido pelas cabecas polares, ou seja, sem esse efeito ndo seria possivel obter agregados
estaveis, discutimos a estabilidade do dimero em funcdo das interacGes eletrostaticas, atento
especialmente, as interacdes entre os grupos carregados e polares e também aos efeitos da
solvatacdo. Para mimetizar o ambiente hidrofobico representado pelo interior da bicamada
lipidica, simulamos o dimero em uma mistura de TFE-agua, porque o TFE forma clusters de
ambientes hidrofobicos.

Partindo de um monbémero do peptideo EMP-AF obtivemos, através de um docking
rigido e em vacuo, uma estrutura dimérica com caracteristicas interessantes. O dimero
apresenta estrutura anfipatica, assim como observamos para 0 mondémero, de modo que
sugere que ele pode ficar adsorvido na membrana da mesma maneira que para 0 monémero é
proposto (Figura 13 I, p. 37). Além disso, os macro-dipolos das hélices que estdo dispostos de
forma antiparalela e, as ligacGes de hidrogénio inter-cadeias promovidas pelo processo de

docking entre as asparaginas e serinas, sugeriam que eram fatores que colaborariam para a
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estabilidade da estrutura, mesmo que com contribuicdo marginal e, antes da simulacdo em
mistura TFE-&gua, sinalizavam a possibilidade de interag&o direta entre os peptideos sem que
houvesse instabilidade da estrutura helicoidal em um ambiente que mimetize a interface
membranar.

Os resultados da simulagdo em agua mostram que 0s peptideos, inicialmente em
conformacéo helicoidal, colocados antiparalelamente, perdem paulatinamente essa estrutura,
assim como a disposicdo antiparalela. 1sso ocorre, a despeito do balango favoravel da soma
das energias eletrostaticas intra- e inter-cadeias. Dos resultados apresentados ndo é possivel
afirmar com certeza que a interacdo condutora do processo de desestruturacdo da estrutura
inicial do dimero sejam as interacdes hidrofobicas, porém o fato dela ser acompanhada pela
varia¢do no numero de moléculas vizinhas a alguns residuos hidrofébicos sugere que esse seja
0 caso.

Essa afirmacdo é corroborada pelos resultados em mistura TFE-agua. Nesse caso,
mostramos que, no tempo de simulacdo o dimero mostra-se estavel. O balan¢o energético das
interagcBes eletrostaticas inter-cadeias €, qualitativamente, muito semelhante ao caso em
solugdo aquosa. A diferenca mais significativa parece estar exatamente no ambiente
hidrofobico propiciado pelos atomos de flior do TFE que se voltam para 0s grupos apolares
das cadeias laterais, enquanto a parte hidrofilica do TFE (grupo OH) proporciona bons
“contatos” com a agua. Adicionalmente, pelo fato das lisinas serem residuos de aminoacidos
com grupos laterais grandes, com 4 grupos hidrocarbonicos entre a cadeia principal e o grupo
NHs" carregado, o TFE da mesma forma proporciona um ambiente adequado (hidrofdbico)
para estes grupos e em consequéncia disso protegem as ligacGes de hidrogénio da cadeia
principal dos peptideos e, em conseqiéncia, a estrutura helicoidal. O dimero, nesta solucéo, é
adicionalmente estabilizado pelas ligacdes de hidrogénio inter-cadeias que estdo dispostas

simetricamente na estrutura, devido ao antiparalelismo dos peptideos.
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