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RESUMO

Peptideos antimicrobianos (PAMs) apresentam atividade de amplo espectro, seu modo de
acdo consiste em perturbar a membrana celular da bactéria alvo através de interagdes
eletrostaticas e hidrofobicas que levam a inser¢do do peptideo na bicamada. Devido a suas
caracteristicas, os PAMs tém sido estudados em diversas aplicagdes e provaram ser um
candidato potencial no desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de cancer.
Membranas de células cancerigenas apresentam uma exposicdo de lipidios, como a
fosfatidiletanolamina (PE), juntamente com lipidios negativamente carregados, como a
fosfatidilserina (PS), na monocamada externa. Essa condicdo confere a essas células
caracteristicas semelhantes as das células bacterianas; isso sugere que os PAMs podem
selecionar e agir efetivamente rompendo membranas de células tumorais. O peptideo
Polybia-MP1 ¢ um peptideo extraido da vespa Polybia Paulista, e apresenta agdo anti
bactericida de amplo espectro sem ser hemolitico ou citotoxico, o H-MP1 ¢ um analogo
sintético do MP1 onde as lisinas sao substituidas por histidinas. Estudos experimentais in vitro
mostraram que estes peptideos possuem afinidade por membranas de c€lulas cancerigenas
contendo o fosfolipidio PS, resultando na adsor¢ao deles na bicamada e, consequentemente,
causando perturbagdes, que resultam na formacdo de poros e vazamento. Neste trabalho foi
investigada a interagdo dos peptideos antimicrobianos MP1 e H-MP1 com um modelo
mimético de membrana de célula cancerigena utilizando simula¢des de Dindmica Molecular
(DM). As simulagdes foram realizadas usando um modelo de membrana composto por
fosfolipidios POPC e POPS na proporcdo 80:20, com os peptideos desenovelados
posicionados a uma distancia de 10 A da superficie da bicamada. O sistema foi solvatado em
agua e foram adicionados ions NaCl de modo a mimetizar o ambiente fisioldgico. Através das
simulacoes de DM foi possivel observar em nivel atdmico o processo de adsor¢ao dos
peptideos na bicamada e a estruturagdao dos residuos em conformacao alfa-hélice. A interagao
entre os peptideos MP1 e H-MP1 e a bicamada causou disturbios como alteragdes na
espessura da membrana, na curvatura da superficie e diminui¢ao do pardmetro de ordem (PO)
dos fosfolipidios. Este estudo se concentrou em simula¢cdes com um uUnico peptideo
adsorvendo na membrana, sendo possivel visualizar apenas pequenas perturbagdes. No
entanto, os resultados sugerem que os peptideos tornam a membrana mais fluida e tem o
potencial de induzir vazamento da membrana ou formagdo de poros com o aumento da
concentragdo de peptideos na superficie da membrana.

Palavras—chave: Peptideos antimicrobianos. Membrana de célula cancerigena. Dinamica
Molecular.



ABSTRACT

Antimicrobial Peptides (AMPs) present a broad-spectrum activity, their mode of action
consists of disturbing the cell membrane of the target bacteria through electrostatic and
hydrophobic interactions that lead to the insertion of the peptide in the bilayer. Due to these
characteristics, AMPs have been studied in several applications and proved to be a potential
candidate in the development of new therapies for cancer treatment. Cancer cell membranes
present an exposure of lipids, such as phosphatidylethanolamine (PE), together with
negatively charged lipids, such as phosphatidylserine (PS), in the outer monolayer. This
condition confers to these cells characteristics similar to those of bacterial cells; this suggests
that AMPs can select and act efficiently in disrupting tumor cell membranes. The
Polybia-MP1 is a peptide extracted from Polybia Paulista wasp, and has a broad spectrum
anti-bactericidal action without being hemolytic or cytotoxic, H-MP1 is a synthetic analogue
of MP1 where lysines are replaced by histidines. In vitro experimental studies have shown
that these peptides have affinity for cancer cell membranes containing the PS phospholipid,
resulting in their adsorption into the bilayer and, consequently, causing perturbations, which
result in the formation of pores and leakage. In this work, was investigated the interaction of
the antimicrobial peptides MP1 and H-MP1 with a mimetic model of cancer cell membrane
using Molecular Dynamics (MD) simulations. The simulations were performed using a
membrane model composed of POPC and POPS phospholipids in 80:20 ratio, with the
unfolded peptides positioned at a distance of 10 A from the bilayer surface. The system was
solvated in water and NaCl ions were added in order to mimic the physiological environment.
Through MD simulations it was possible to observe at the atomic level the process of
adsorption of peptides in the bilayer and the structuring of residues into an alpha-helix
conformation. The interaction between the MP1 and H-MP1 peptides and the bilayer caused
disturbances such as changes in membrane thickness, surface curvature and decreased in the
order parameter (OP) of phospholipids. This study focused on simulations with a single
peptide absorbing into the membrane, making it possible to visualize only small perturbations.
However, the results suggest that the peptides make the membrane more fluid and have the
potential to induce membrane leakage or pore formation with increasing peptide concentration
on the membrane surface.

Keywords: Antimicrobial peptides. Cancer Cell Membrane. Molecular Dynamics.
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Figura 4.3 - Figura 4.3 - Processo de enovelamento do peptideo MP. Em (a) no
inicio da simulagdo, (b) com ~250 ns de simulagao, (c) com ~500 ns de simulagao,
com (d) ~ 800 ns de simulacdo e (¢) com ~1500 ns de simulagao.
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Figura 4.12 - Espessura da membrana ao longo da simulacao para (a) MP1 e (b)

H-MP1. Em verde esta representada a espessura e em preto a sua média mével.
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Figura 4.13 - Mapa de calor mostrando as variacdes na espessura da bicamada
lipidica dos peptideos (a) MP1 antes da adsor¢ao e (b) MP1 ap6s a adsor¢do. Cores
mais quentes (vermelhos) indicam regides mais espessas e cores mais frias (azuis)
representam areas mais finas na bicamada.

Figura 4.14 - Mapa de calor mostrando as variagdes na espessura da bicamada
lipidica dos peptideos (a) H-MP1 antes da adsorcdo e (b) H-MP1 apds a adsorcao.
Cores mais quentes (vermelhos) indicam regides mais espessas € cores mais frias
(azuis) representam areas mais finas na bicamada.

Figura 4.15 - Grid mostrando as curvaturas da superficie da membrana quando os
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Figura 4.16 - Distribuicao do desvio angular da curvatura na superficie da bicamada
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fosfolipidios da bicamada. Os calculos foram feitos considerando os tultimos 100 ns
de simulacao em que os peptideos se encontram adsorvidos, MP1 ¢é representado em
ciano e H-MP1 em azul escuro, e também para 100 ns anteriores a adsor¢ao dos

peptideos, onde MP1 ¢ representado em preto e H-MP1 em cinza.
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1 INTRODUCAO

1.1 Resisténcia Antimicrobiana

Nas ultimas décadas, a resisténcia a antibidticos se tornou uma grande ameaga a saude
publica global. Com a resisténcia antimicrobiana, bactérias, virus e parasitas nao respondem
mais aos medicamentos, de modo que antibidticos e outros medicamentos antimicrobianos se
tornam ineficazes e as infec¢des ficam mais dificeis, ou até impossiveis, de tratar. Estudos
apontam que infeccdes resistentes a antimicrobianos causam em torno de 4,95 milhdes de
mortes a cada ano em todo o mundo (MURRAY et al., 2022).

Apesar da resisténcia antimicrobiana ser um processo natural que ocorre devido a
mutagdes genéticas em patdogenos, o surgimento ¢ a propagacdo de bactérias resistentes é
acelerado pelo uso excessivo de antibidticos pelos sistemas de saude e na agricultura
(MELLON; BENBROOK; BENBROOK, 2001).

Na busca de novas estratégias e desenvolvimento de novos medicamentos
antibacterianos, os peptideos antimicrobianos (PAMs) t€ém mostrado grande potencial e vém
sendo amplamente estudados a fim de que se possa compreender seus mecanismos de agao e
suas possiveis aplicacdes terapéuticas (LUONG; THANH; TRAN, 2020).

Atualmente os PAMs sdo estudados em diversas aplicagdes, como no tratamento de
feridas e infecgdes de pele, ao prevenir a proliferagdo de bactérias e promover a cicatrizagao
(PFALZGRAFF; BRANDENBURG; WEINDL, 2018; SORENSEN, 2016), como alternativa
terapéutica para infecgdes na cornea (GRIFFITH; KASUS-JACOBI; PEREIRA, 2017),
apresentaram alta eficdcia no tratamento de infecgdes intestinais através de inibicdo da
inflamacdo e aumento da barreira epitelial do intestino (YT et al., 2016), vém sendo estudados
no tratamento de infec¢des nos ossos (MELICHERCIK et al., 2018) e também se mostraram
potenciais candidatos no tratamento de cancer (BAXTER et al., 2017), sendo que esta ultima
aplicacdo serd o foco deste trabalho.

Embora procedimentos como quimioterapia e radioterapia sejam os mais utilizados no
tratamento de cancer, tais aplicacdes apresentam desvantagens, como diversos efeitos
colaterais, incluindo cardiotoxicidade e neurotoxicidade, além de resisténcia a multiplas
drogas. Mesmo com o surgimento de novas terapias direcionadas que apresentam melhores
resultados, como a imunoterapia, elas apresentam um alto custo, além de ndo poderem ser

aplicadas a todos os tipos de cancer. Assim, os peptideos antimicrobianos com propriedades
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anticancerigenas tém mostrado grande potencial no desenvolvimento de novas terapias.
(BAXTER et al., 2017).

Estudos mostram que, devido as suas caracteristicas, os peptideos antimicrobianos
possam selecionar e agir de modo eficiente em membranas tumorais, podendo causar uma

ruptura da membrana, formagdo de poros ou permeacao (LUONG; THANH; TRAN, 2020).

1.2 Peptideos Antimicrobianos

Ao longo da evolucdo, um fator importante para a sobrevivéncia ¢ a capacidade de
todas as espécies, desde bactérias, insetos, anfibios, aves, plantas e mamiferos, de resistir a
microorganismos invasores por meio de um mecanismo envolvendo peptideos
antimicrobianos (PAMs) (WANG; LI; WANG, 2016). Os PAMs sdao componentes dos
sistemas de defesa presentes em todos os organismos e sdo produzidos em todos os tipos de
células, sendo importantes e eficazes no combate de patdogenos invasores. Apds uma infecgao,
os peptideos antimicrobianos sdo prontamente sintetizados e disponibilizados para neutralizar
microbios ou outros invasores (PASUPULETI; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012).

Os peptideos antimicrobianos sdo moléculas anfipaticas curtas, geralmente com
menos de 50 residuos de aminodcidos, com atividade antimicrobiana de amplo espectro,
contra ambas as classes de bactérias, espécies Gram-positiva e Gram-negativa, ¢ exibem
varios modos de acdo, incluindo propriedades bacteriostaticas, microbicidas e citoliticas
(PASUPULETI; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012). Além da atividade antimicrobiana,
os PAMs podem também apresentar atividade antiviral, antifingica, antiparasitaria, anti-HIV,
e antitumoral (HUAN et al., 2020).

Apesar dos PAMs apresentarem um alto grau de conservagdo da funcdo
antimicrobiana, ha pouca conserva¢do da sequéncia peptidica. A principal razdo disso ¢ a
necessidade do sistema imunologico de se adaptar a diferentes condig¢des fisiologicas,
mantendo sua eficiéncia contra diferentes patdégenos microbianos, que diferem em suas
caracteristicas de membrana (PASUPULETI; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012).

Quanto a sua estrutura, os PAMs podem ser divididos em quatro categorias, incluindo
peptideos lineares de a-hélice, peptideos de folha B, peptideos com estrutura de extensdo
linear e peptideos que apresentam tanto a-hélice como folha B (HUAN et al., 2020), mas
também pode apresentar estruturas mais complexas (KOEHBACH; CRAIK, 2019).

Devido a diversidade de peptideos antimicrobianos naturais, ha diversas maneiras de

classificé-los, tal classificacdo pode ser feita com base na sua fonte, na sua atividade, nas suas
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caracteristicas estruturais ou até em espécies ricas em em aminodcidos especificos (HUAN et

al., 2020).

1.2.1 Mastoparanos

Os PAMs podem ser classificados em varias familias, sendo uma delas a familia dos
mastoparanos, que sao peptideos antimicrobianos de cadeias curtas, encontrados no veneno de
diversas espécies de vespas. Trata-se de tetradecapeptideos catidnicos com o C terminal
amidado, ricos em aminoacidos basicos e hidrofobicos, que lhes conferem uma estrutura
anfipatica, tais caracteristicas sdo essenciais para sua atividade. (DOS SANTOS CABRERA
etal., 2011, 2019; KONNO et al., 2019).

Uma das principais caracteristicas dessa classe de peptideos antimicrobianos ¢ a sua
propriedade cationica, pois a carga liquida positiva € essencial para que ocorra interacao
inicial com a superficie carregada negativamente encontrada nas membranas de bactérias.
Essa carga liquida geralmente varia entre +2 ¢ +9, devido a maior quantidade de lisina e/ou
arginina em comparacdo com acidos aspartico e glutdmico encontradas na maioria dos PAMs
(YOUNT; YEAMAN, 2005).

Em meio aquoso, os mastoparanos sdo frequentemente encontrados na sua forma
desestruturada, porém adotam uma conformacdo helicoidal ao interagir com a interface
hidrofobica/hidrofilica das membranas lipidicas (DOS SANTOS CABRERA et al., 2019).
Uma das estruturas secundarias mais comumente adotadas pelos PAMs ¢ a a-hélice. Devido
tanto a sua estrutura como ao seu carater cationico, esses peptideos tendem a apresentar
seletividade por membranas lipidicas anionicas, caracteristicas de bactérias (PASUPULETTI;
SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012).

Outra caracteristica importante dos mastoparanos ¢ a sua hidrofobicidade, que ¢
definida pela proporcao de residuos hidrofébicos no peptideo e geralmente fica em torno de
50% para a maioria dos peptideos. Estudos mostram que a hidrofobicidade pode definir a
eficiéncia antimicrobiana na permeabilizacdo da membrana, pois as interagdes eletrostatica
seguidas pelo particionamento hidrofébico permitem que os PAMs sejam altamente soliiveis
em 4agua e ainda capazes de interagir fortemente com bicamadas fosfolipidicas
(GIANGASPERO; SANDRI; TOSSI, 2001). Porém, niveis muito altos de hidrofobicidade
podem levar a perda da atividade antimicrobiana (YOUNT; YEAMAN, 2005) ¢ ao aumento

da toxicidade, pois em células eucarioticas peptideos com maior hidrofobicidade apresentam
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baixa solubilidade em solucdes aquosas, de modo que se ligam também as membranas
celulares eucaridticas (DENNISON et al., 2005).

Devido as suas caracteristicas promissoras os PAMs vém sendo muito estudados no
tratamento de diversas doencas e também no desenvolvimento de novos medicamentos e

cosméticos (LUONG; THANH; TRAN, 2020).

1.3 Mecanismo de Ac¢ao dos Peptideos Antimicrobianos

Podemos entender que a atividade dos PAMs ¢ determinada por uma combinagdo de
fatores, como carga liquida, hidrofobicidade, anfipaticidade, sequéncia, posi¢do dos residuos
cationicos e fluidez da membrana, no entanto, ndo ha regra quanto ao nimero ideal de
residuos carregados e hidrofobicos para se obter uma maxima atividade antimicrobiana e
minima toxicidade, pois isso varia entre diferentes peptideos (PASUPULETI;
SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012; SOUZA et al., 2015) .

Atuam através da perturbacdo da membrana bacteriana ou inibigdo das fungdes
intracelulares das bactérias, seu mecanismo de agdo consiste na adsor¢ao dos peptideos na
bicamada, como mostrado na Figura 1.1. Apos atingir uma certa concentracdo, os PAMs
podem induzir formagao de poros, causando lise celular, ou entdo entrar na célula e romper a

membrana de organelas. (LUONG; THANH; TRAN, 2020).

Figura 1.1 - Mecanismo de a¢do dos peptideos antimicrobianos.
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Fonte: https://www.funpep.co.jp/en/pipeline-curepeptin, traduzido pelo autor.

Observou-se que interacdes eletrostaticas e hidrofobicas entre peptideos
antimicrobianos ¢ a membrana bacteriana leva a uma forte interacdo entre eles e,
consequentemente, a uma insercao deste peptideo na bicamada, que pode causar perturbagdes

locais na membrana e alteragdes nas suas propriedades, podendo induzir tanto a uma mudanca


https://www.funpep.co.jp/en/pipeline-curepeptin
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na sua curvatura (SCHMIDT; WONG, 2013) como também alteragdes na espessura da
membrana (FRANCO et al., 2022; GRAGE et al., 2016). Além disso, a adsorcao de peptideos
carregados positivamente pode atrair lipidios de carga oposta para proximo do peptideo,
resultando na formacgao de dominios lipidicos (MAY; HARRIES; BEN-SHAUL, 2000).

PAMs atacam membranas bacterianas de modo seletivo, ou seja, matam os microbios
em concentragdes que nio causam toxicidade ao organismo. Tal seletividade, mostrada na
Figura 1.2, ¢ determinada principalmente pelas diferentes composi¢des lipidicas encontradas
nas membranas bacterianas e também por caracteristicas fisico-quimicas dos PAMs, como sua

propriedade catidnica e seu carater anfipatico (BOBONE; STELLA, 2019).

Figura 1.2 - Seletividade dos peptideos antimicrobianos por membranas alvo. A esquerda,
estd representada a membrana de uma célula eucariotica, com a qual os PAMs possuem
interacoes fracas; a direita, esta representada uma membrana de bactéria, na qual os PAMs
interagem fortemente.
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Fonte: (EBENHAN et al., 2014)

Até o momento, discutimos o modo de acdo dos peptideos antimicrobianos em
membranas bacterianas. No entanto, uma vez que este estudo visa investigar a agdo
anticancerigena desses peptideos, torna-se crucial compreender a composi¢do e as
caracteristicas especificas de membranas de células cancerigenas.

Células eucaridticas saudaveis apresentam uma certa assimetria na distribui¢ao dos

fosfolipidios na membrana celular, enquanto em células tumorais tal assimetria ¢ perdida.
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Células normais e cancerigenas se diferem estruturalmente uma da outra devido,
principalmente, a maior carga negativa na monocamada externa de membrana de células
malignas em comparacdo com a membrana externa predominantemente zwitterionica de
células saudaveis. Isso se deve a presenga de moléculas anionicas como fosfolipidios do tipo
fosfatidilserina (PS), mucinas O-glicosiladas, gangliosideos ciliados e sulfato de heparina nas
membranas cancerigenas, que cria um microambiente tumoral dcido em seu entorno, além
disso, membranas de células cancerigenas geralmente sdo mais fluidas do que as de células

mamiferas comuns (SRIVASTAVA; PATRA, 2023).

1.4 Composicao lipidica em membranas cancerigenas

Lipidios sdo moléculas insoluveis em 4agua que exercem diversas fungdes quimicas e
bioldgicas. Eles atuam no armazenamento de energia (WELTE; GOULD, 2017), transporte de
elétrons (GREEN; FLEISCHER, 1963), no enovelamento de proteinas (BOGDANOV;
DOWHAN, 1999) e sdao também os principais elementos estruturais das membranas
biologicas (HARAYAMA; RIEZMAN, 2018).

Lipidios estruturais de membrana sdo conhecidos como fosfolipidios, eles sdo
compostos por glicerol, duas caudas de acido graxo e uma cabega com um grupo de cadeias
de fosfato, como mostrado na Figura 1.3a. Trata-se de uma molécula anfipatica, formada por
uma extremidade hidrofobica (cauda) e uma hidrofilica (cabeca) (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2013).

Na presenca de dgua essas moléculas tendem a se ordenar de modo evitar o contato da
regido hidrofébica com a agua, podendo se organizar em uma dupla camada e formar uma
membrana, de tal forma que as cabecgas polares ficam em contato com as moléculas de agua,
enquanto as caudas apolares se encontrar na parte interna da bicamada e protegidas da agua,
como mostra a Figura 1.3b (LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).

As membranas celulares sdo principalmente compostas por fosfolipidios e proteinas,
entretanto, o perfil lipidico das membranas ¢ uma propriedade celular distinta e caracteristica
de cada célula, podendo apresentar diferentes composicdes lipidicas entre os tecidos,

dependendo da funcao fisioldgica da célula (LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).
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Figura 1.3 - a) Representacao de um fosfolipidio, composto por dois acidos graxos e
um grupo fosfato modificado ligado a uma cadeia de glicerol. b) Representacao de uma
bicamada lipidica, a cabeca polar dos fosfolipidios est4 voltada para a fase aquosa enquanto
as caudas apolares se encontram no meio da bicamada.
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Fonte: https://openstax.org/books/biology-2e/pages/3-3-lipids

Em células comuns eucarioticas, a bicamada lipidica ¢ predominantemente composta
por lipidios do tipo fosfatidilcolina (PC), que se trata de um fosfolipidio de membrana com
carga neutra, presente tanto nas formas de éster e éter, que também pode ser citado como
zwitterion, pois ele consiste em um grupo de cabecga de colina carregado positivamente e um
substituinte de grupo de fosfato carregado negativamente (SZLASA et al., 2020).

Além de PC zwitteribnico, na camada externa da membrana saudavel pode ser
encontrado esfingomielina (SM) e colesterol, enquanto na camada interna podem ser
encontrados outros fosfolipidios, como fosfatidiletanolamina (PE) e fosfolipideos anidnicos,
como fosfatidilserina (PS) (ALVES et al., 2016).

Em vafios tipos de cancer ¢ observada uma perda dessa distribui¢do assimétrica de
fosfolipidios na membrana celular, resultando numa exposi¢do de PS carregado
negativamente para a camada externa da membrana, como pode ser observado na Figura 1.4,
onde vemos a comparagdo das composigdes lipidicas em uma membrana de célula saudavel e
de célula cancerigena.

Além disso, foi relatado que também ocorre uma externalizagdo dos fosfolipidios PE
para a monocamada externa de membranas plasmaticas apoptdticas e tumorais. Isso ocorre
devido ao fato dos fosfolipidios PS e PE serem co-regulados pelos mesmos transportadores,
de modo que a exposi¢do a monocamada externa de um deles, consequentemente, leva a

exposicao do outro (STAFFORD; THORPE, 2011).


https://openstax.org/books/biology-2e/pages/3-3-lipids
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Figura 1.4 - Esquema representativo comparando caracteristicas das membranas celulares
normais e tumorais quanto a sua composicao lipidica e pH extracelular. A esquerda esta
representado a membrana celular normal e a direita a membrana celular cancerigena.
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Fonte: (ALVES et al., 2016)

A fosfatidilserina ¢ um fosfolipidio que consiste em dois acidos graxos ligados em
ligacdo éster aos carbonos C1 e C2 do glicerol e uma serina ligada a um fosfato que se liga
ao carbono C3 do glicerol por meio de uma ligacdo fosfodiéster (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2013b).

O principal papel do PS em células normais ¢ a sinaliza¢do da apoptose celular, essa
sinalizagdo ocorre quando PS passa para a camada externa da membrana celular devido a
acdo da proteina transportadora flippase (HANKINS et al., 2015). Fisiologicamente PS s6 ¢
exposto na superficie celular durante a apoptose, enquanto em células tumorais esse processo
esta presente também durante o processo oxidativo celular, devido a isso, o excesso de PS na
camada externa da membrana ¢ considerado um marcador tumoral (SZLASA et al., 2020).

Estudos mostram que fosfatidilserina ¢ exposta na superficie de células cancerigenas
de modo a evitar a resposta autoimune do organismo, dessa forma a célula com cancer passa a

ndo ser reconhecida como uma ameaga (BIRGE et al., 2016). A exposi¢ao desses lipidios na
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superficie das membranas de células cancerigenas ¢ um fator importante para a atividade
antitumoral de peptideos antimicrobianos, uma vez que eles apresentam maior seletividade
por membranas carregadas negativamente (HARRIS et al., 2013).

Ainda vale ressaltar que ndo so a célula cancerosa sofre alteragcdes, mas também o
microambiente ao seu redor, que passa a apresentar pH acidificado. Esse cenario favorece a
sobrevivéncia e o crescimento de células tumorais em comparagdo com células saudaveis
(HUBER et al., 2017, ROHANI et al., 2019). Desse modo, medicamentos anticancerigenos
podem interagir com as membranas bioldgicas de acordo com o seu estado de carga, que
depende sobretudo do pH de cada microambiente encontrado (ALVES et al., 2016). Neste
trabalho também serd levado em conta este fator.

Membranas bioldgicas reais sao complexas e compostas por diversos tipos de lipidios
e proteinas, entretanto, em experimentos in vitro e simulagdes computacionais ¢ comum
utilizar modelos de membranas simplificadas, utilizando menos componentes, ou apenas
alguns tipos de lipidios, de modo a mimetizar o arranjo lipidico de membranas reais e
possibilitar o estudo destes sistemas, permitindo assim a investiga¢ao de suas propriedades e

obtencdo de informagdes em nivel molecular (SAIZ; KLEIN, 2002).

1.5 Peptideos MP1 e HMP1

O peptideo antimicrobiano Polybia-MP1, ou simplesmente MP1, ¢ um peptideo da
familia dos mastoparanos, extraido do veneno da vespa brasileira Polybia Paulista. Sua
sequéncia primaria (IDWKKLLDAAKQIL-NH,), que pode ser observada na Figura 1.5,
contém dois residuos acidos (D2 e D8) e trés residuos basicos (K4, K5 e K11), que somados
ao N terminal carregado positivamente conferem ao peptideo uma carga liquida de +2, em pH
neutro.

Essa distribuicdo dos residuos acidos e basicos estabiliza sua estrutura anfipatica,
aumentando consequentemente sua atividade litica e afinidade pela bicamada anidnica

(LEITE et al., 2011).
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Figura 1.5 - Sequéncia de aminoécidos do peptideo Polybia-MP1.
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Fonte: (XUAN et al., 2021)

O MP1 apresenta amplo espectro contra ambas as classes de bactérias, Gram positivas
e Gram negativas, sem ser hemolitico ou citotoxico. Além disso, mostrou inibi¢cdo seletiva
contra vdrios tipos de células cancerigenas, apresentou inibi¢do da proliferacdo de células
cancerigenas da prostata e bexiga (WANG et al., 2008), efetividade contra células leucémicas
multirresistentes (WANG et al., 2009), teve atividade tumoricida observada em estudos in
vivo com ratos (ZHANG et al., 2010) e também apresentou atividade contra linfocitos T
leucémicos humanos (células Jurkat) (DOS SANTOS CABRERA et al., 2012).

Um andlogo ao peptideo MP1 ¢ o peptideo sintético H-MP1 (IDWHHLLDAAHQIL-
NH,), no qual as lisinas sdo substituidas por histidinas, apresentando uma carga liquida de -1
em pH neutro, mas € catidnico em ambiente acido. A estratégia de substituir residuos de lisina
por histidina vem sendo utilizada em alguns estudos para aumentar a seletividade e acao
desses peptideos em ambientes acidos (VOGT; BECHINGER, 1999).

Além disso, em estudos com peptideos ricos em histidinas foi observado uma
diminui¢do da toxicidade em células sadias, isso devido a maior sensibilidade que esses
peptideos adquirem com a mudanca de pH que ocorre no meio proximo as células tumorais
(MAKOVITZKI; FINK; SHAI, 2009).

A distribuicao de residuos acidos e basicos ao longo da estrutura dos peptideos MP1 e
HMP1 leva a formagdo de uma estrutura em hélice quando em contato com a interface
hidrofobica/hidrofilica da membrana, e de acordo com estudos experimentais in vitro, 0s
residuos basicos desempenham papel importante na afinidade do MP1 com vesiculas
anidnicas e zwitterionicas. Na figura 1.6 estdo representados ambos os peptideos e seus

aminoacidos estao coloridos de acordo com sua classificacao fisico-quimica.
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Figura 1.6 - Estruturas iniciais utilizadas para os peptideos (a) MP1 e (b) H-MP1, que
encontram-se desenovelados e coloridos da seguinte maneira: os residuos nao polares sao
representados em branco, os polares representados em verde, os residuos basicos em azul e os
residuos acidos em vermelho.

(a) MP1 (b) H-MP1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Devido a atividade antimicrobiana, sua afinidade por membranas carregadas
negativamente e suas propriedades eletrostaticas e hidrofébicas, tais peptideos vem sendo
amplamente estudados em aplicagdes adicionais a atividade antimicrobiana, uma dessas
aplicacdes € na agao litica sobre células cancerigenas.

Estudos experimentais utilizando técnicas de imagem, realizados com o peptideo MP1
mostraram que este apresenta grande afinidade por membranas contendo fosfolipidios do tipo
PS, e que tal interagdo resulta na permeabilizagdo da membrana pelo MP1, mesmo em baixas
concentragdes. Ainda foi observado que em maiores concentragdes ou em composi¢des
lipidicas com PS e PE pode ocorrer formacdo de poros na membrana e, consequentemente,
lise celular (ALVARES; RUGGIERO NETO; AMBROGGIO, 2017; LEITE et al., 2015).
Desse modo, assim como feito em alguns estudos experimentais in vitro (DOS SANTOS
CABRERA et al., 2012; LEITE et al., 2015), podemos considerar uma membrana composta
por porcentagens especificas de fosfolipideos dos tipos PC e PS como um mimético de
membrana cancerigena.

Apesar da grande importancia desses estudos, as técnicas experimentais in vitro
utilizadas apresentam algumas limitacdes, ndo sendo possivel obter detalhes em nivel
atdbmico/molecular de tais sistemas. Desse modo, a fim de realizar novas analises e
compreender melhor o processo de adsorcao e a interacao dos peptideos antimicrobianos MP1
e H-MP1 com membranas miméticas de células cancerigenas, ¢ interessante fazer o uso de
simulagdes computacionais. No estudo de sistemas bioldgicos uma das técnicas de simula¢do

mais utilizada é a Dinamica Molecular (LEACH, 2001).
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1.6 Dinamica Molecular

A Dinamica Molecular (DM) consiste em um método de simulacdo computacional
utilizado para estudar a nivel atdbmico/molecular a evolucdo temporal de um conjunto de
atomos interagindo em um sistema biomolecular, de modo que ¢ possivel obter propriedades
do sistema de interesse e detalhes microscopicos que ndo sdo possivel apenas com técnicas
experimentais (LEACH, 2001; RAPAPORT, 2004).

As simulagdes computacionais surgiram como uma das primeiras ferramentas usadas
nos primeiros computadores que surgiram durante a Segunda Guerra Mundial, criados para
executar calculos envolvidos em desvendar codigos e desenvolver armas nucleares. Quando
finalmente os computadores foram disponibilizados para pesquisas em universidades, um dos
primeiros problemas abordados foi a simulacdo numérica de liquidos densos (FRENKEL;
SMIT, 2002). A primeira simulacdo de um liquido foi realizada em 1953 por N. Metropolis
utilizando o método de simulagao de Monte Carlo (METROPOLIS et al., 1953).

As primeiras simulagdes de Dindmica Molecular s6 foram realizadas alguns anos
depois, em 1957, por B. J. Alder e T. E. Wainwright. Eles fizeram uso de um modelo de
esferas rigidas e consideraram que os atomos interagem por meio de colisdes perfeitas
(ALDER; WAINWRIGHT, 1957). Com o aperfeicoamento do método, surgiram potenciais de
interacao mais realisticos para simulacdes de sistemas liquidos, e a primeira simulagdo deste
tipo foi realizada em 1974 por F. H. Stillinger e A. J. Rahman (STILLINGER; RAHMAN,
1974).

Os avangos computacionais, juntamente com o desenvolvimento de novos potenciais
de interagdo permitiram a simulagdo de sistemas bioldgicos mais complexos. A primeira
simulagdo de uma proteina foi realizada em 1977 por J. A. McCammon com o intuito de
estudar o inibidor de tripsina pancreatica bovino (MCCAMMON; GELIN; KARPLUS,
1977), tal estudo foi muito importante para a compreensao de que as proteinas sdo estruturas
dindmica e que desempenham papeis funcionais (KARPLUS; MCCAMMON, 2002). J4 a
primeira simulag¢ao de uma bicamada lipidica foi realizada em 1982, por Berendsen e Van Der
Ploeg (VAN DER PLOEG; BERENDSEN, 1982).

Desde entdo, as simulagdes de Dindmica Molecular vem sendo amplamente utilizadas
no estudo de diversos sistemas bioldgicos quando se quer observar processos dinamicos ao
longo do tempo, como por exemplo, o enovelamento de proteinas (LINDORFF-LARSEN et
al., 2011), transporte entre membranas (BUCH; GIORGINO; DE FABRITIIS, 2011),

mudancas conformacionais de proteinas (HIRANO et al., 2021), ligacdo de ligantes
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(PROVASI et al, 2011) ou interacdes entre uma membrana € uma proteina
(CHAKRABORTY et al., 2021) .

A precisdo e a confiabilidade dos resultados obtidos por DM dependem muito da
modelagem utilizada. Na modelagem mais detalhada, utiliza-se a Mecanica Quantica,
entretanto, quando se trabalha com sistemas com muitos atomos, os calculos se tornam muito
extensos ¢ o custo computacional ¢ muito alto, de modo que tal modelagem se torna inviavel
computacionalmente. Por outro lado, € possivel utilizar a modelagem coarse-grained, onde os
atomos sao modelados de forma simplificada e um grupo de 4tomos sdo representados por um
unico sitio, de modo que interagdes como pontes de hidrogénio ndo sdo explicitamente
modeladas. Apesar de ser uma modelagem util quando se quer estudar sistemas muito grandes
ou complexos, ha a desvantagem de que ndao ¢ possivel observar com muitos detalhes
processos envolvendo interagdes especificas.

Na Dindmica Molecular de todos os atomos, abordagem utilizada neste trabalho, sdo
modelados todos os atomos do sistema de interesse ¢ suas intera¢des sao calculadas através de
uma fun¢do potencial classica que engloba de forma efetiva os efeitos complexos das
interacdes quanticas, a fim de reproduzir com certa precisao o comportamento de um sistema
real e com um custo computacional vidvel.

Neste trabalho foram utilizadas simulagdes de DM a fim de observar a agdo e
interagdo dos peptideos antimicrobianos MP1 e H-MP1 com bicamadas lipidicas miméticas
de células cancerosas, a fim de entender como as perturbagdes causadas pelo peptideo na

membrana estio relacionadas com sua atividade anticancer.
1.6.1 Referencial tedrico

Nas simula¢des de Dinamica Molecular a evolu¢do temporal das posi¢des e
velocidades dos atomos do sistema estudado s3o obtidas ao integrar as equacdes de

movimento de Newton a seguir, para cada um dos atomos do sistema:

il - d>r; 1
Fz<t) = m;.a; = mzﬁ (1

Essa equacao descreve a forca Fj(t) resultante que atua sobre uma particula i de massa

-

m;, na posi¢ao T, em um instante de tempo t. Assim, dadas as posigdes e velocidades iniciais,
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as massas e as forcas de interagdo que atuam sobre cada particula, ¢ possivel obter a trajetoria
de cada dtomo ao longo do tempo.
As forgas que atuam sobre cada um dos atomos sdo obtidas ao calcular o gradiente da

funcao potencial em relagdo as posi¢des dos atomos:
F,=-VV(r;) )

Esta fungdo potencial, que descreve a interagdo entre os atomos, ¢ representada por
um campo de for¢a, que descreve classicamente as interagdes entre os atomos do sistema, mas
que engloba de forma efetiva os efeitos complexos das interagdes quanticas (LEACH, 2001).

Devido ao elevado nimero de datomos presentes em sistemas contendo
macromoléculas biologicas, ¢ atualmente impossivel descrever computacionalmente as
moléculas destes sistemas utilizando a Mecanica Quantica. Assim, ¢ utilizada a aproximacgao
de Born-Oppenheimer, implementada pela divisdo do Hamiltoniano do sistema, separando o
movimento do niicleo do movimento dos elétrons. Leva-se em conta que a massa do nucleo €
muito maior do que a dos elétrons e que, portanto, os nicleos se movem mais lentamente.
Dessa forma, os elétrons percebem o nucleo como se este estivesse praticamente estatico e
sdo capazes de se adequar rapidamente a qualquer disposi¢ao nuclear (KERLEY, [s.d.]).

A partir do calculo das forcas ¢ possivel resolver as equagdes de movimento de
Newton descritas em (1), de modo que obtemos as trajetdrias de cada um dos atomos ao longo
do tempo. A cada passo da Dinamica Molecular essas forcas sdo recalculadas por meio de um
processo iterativo, obtendo-se a cada passo novas posi¢coes e velocidades para os atomos.
Devido ao elevado nimero de atomos presentes em sistemas biologicos, essas equagdes
devem ser resolvidas numericamente, uma vez que ndo ¢ possivel obter a solu¢do de forma
analitica.

Na Dinamica Molecular ¢ necessario o uso de algumas técnicas e conceitos para que
as simulacdes dos sistemas a serem estudados sejam feitas da forma mais realista possivel.

Os sistemas liquidos estudados, a principio, deveriam ter tamanho praticamente
infinito, entretanto, essa abordagem ¢ computacionalmente inviavel. Ao realizar simulagdes
de DM ¢ necessario construir uma caixa de simulacdo com nuimero finito de particulas, de
modo que temos um sistema restrito € com alguns efeitos de borda. Para contornar tais
problemas ¢ necessario utilizar Condi¢gdes Periddicas de Contorno (PBC, do inglés Periodic

Boundary Conditions). Nessa técnica, sdo simuladas infinitas réplicas ao redor da caixa
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central, dessa forma, quando um atomo sai da caixa um atomo idéntico entra na caixa pelo
lado oposto com mesma velocidade, mantendo o nimero de particulas constante na caixa de
simulacdo (FRENKEL; SMIT, 2002).

Além disso, os campos de for¢a utilizados nas simula¢gdes de DM consideram termos
de interagdes entre &tomos que ndo estdo covalentemente ligados com seus atomos vizinhos,
dessa forma, com o uso de PBC tais interagdes deveriam ser consideradas entre cada dtomo e
os atomos das infinitas caixas ao redor da caixa central, porém, o célculo de tais interacdes
ndo ¢ possivel computacionalmente.

Uma alternativa ¢ a utilizacdo de um raio de corte, a partir do qual tais interagcdes nao
sdo consideradas, que funciona bem para interagdes nao ligadas de curto alcance, entretanto,
para interagdes de longo alcance a melhor abordagem ¢ utilizar o método de soma de Ewald
(PME, do inglés Particle Mesh Ewald), que consiste em separar a fun¢do potencial em
componentes de curto e longo alcance. A contribui¢do de curto alcance ¢ calculada no espago
real a partir de interagdes particula-particula, enquanto a contribui¢do de longo alcance ¢
calculada a partir de métodos de malha de particulas, usando uma transformada de Fourier.
Tal método requer que o sistema possua carga neutra para calcular com precisdo a interacao
coulombiana total, trata-se de um método com alta precisdo e velocidade (DARDEN; YORK;
PEDERSEN, 1993).

Também sdo utilizados algoritmos de controle de temperatura e pressdo para que as
simulagodes sejam realizadas num ensemble isotérmico isobarico (NPT), onde ¢ mantido fixo o
numero de particulas e o sistema se encontra em contato com reservatorios de temperatura e
pressdo. Isso € importante pois os sistemas simulados sdo validados com base em resultados
experimentais e, geralmente, os experimentos sdo realizados em condi¢gdes em que a
temperatura e pressao sdo mantidas constantes, de modo que € necessario realizar as

simulagdes nas mesmas condi¢des (LEACH, 2001).

1.6.2 Campos de Forca

Um campo de for¢a descreve um sistema com muitos dtomos considerando termos
que levam em conta a interagdo de dtomos ligados covalentemente entre si, descritos por um
potencial de intera¢do intramolecular com termos harmonicos € um termo torcional. Também
leva em conta as interagdes entre atomos nao ligados covalentemente, que sdo descritos por

um potencial de interacdo intermolecular, com termos de interagdes de curto alcance,
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combinadas no termo de Lennard-Jones, e de longo alcance, descritas por termos
eletrostaticos (DRIGO FILHO, 2019).

Os termos harmoénicos modelam os atomos como se fossem particulas ligadas por
molas, e os comprimentos das ligacdes quimicas oscilam em torno de um valor de equilibrio,

de modo que obedecem a fungao potencial de Hooke, que ¢ dada por:
3
Vi = 5K3(b — bo)?, )

onde K, ¢ a constante de Hooke associada a ligagdo quimica, b € o comprimento da ligacao
em um instante qualquer e b, ¢ o comprimento da ligacdo no equilibrio.
Da mesma forma, os termos harmoénicos descrevem as oscilagdes dos angulos entre

ligagdes quimicas vizinhas:

Vo = 5K9(0 — 60)?, ®)

onde K, ¢ a constante de Hooke associada ao angulo entre as ligagdes, 0 ¢ o angulo entre duas
ligacdes quimicas e 6, ¢ o angulo entre duas ligagcdes quimicas no equilibrio.

Além disso, ¢ considerado um termo harmdnico, chamado de potencial diedral
improprio, para manter a estrutura tridimensional em um conjunto de quatro dtomos 1, j, k e 1,

considerando que um atomo central ¢ ligado a trés outros atomos de maneira que:

Ve = 3Ke(€ — &), ®

onde K; ¢ a constante de Hooke associada ao angulo entre os dois planos, € o dngulo entre o

plano formado pelos atomos i-j-k e o plano formado pelos atomos j-k-1, e &, ¢ o angulo de
equilibrio entre esses dois planos.

O termo torcional, chamado de diedral proprio, que modela as rotacdes em torno das

ligacdes quimicas, descrevendo a energia associada aos angulos de rotacdo entre 4&tomos ao

longo de cada ligacdo, e ¢ descrito por:

Vi, = 3K [1 + cos(ng — )], (6)

onde K, define a barreira de rota¢do, n ¢ o niimero de minimos de energia para a tor¢do de
determinada ligacdo quimica, ¢ ¢ o angulo diedral para a ligacao central em uma sequéncia de
quatro atomos e 0 ¢ a defasagem do angulo diedral. Como o potencial torcional tem carater

periodico, podemos entendé-lo como uma série de Fourier truncada.
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As interagdes entre atomos nao ligados pode ser descrita pelo potencial de
Lennard-Jones, que combina termos de interacdes de maior € menor alcance. Um par de
atomos que se encontra a uma curta distancia estd sujeito a uma forca repulsiva, devido a
sobreposi¢do dos orbitais eletronicos, e também sujeito a uma forga atrativa, devida a forcas

de Van der Waals:

Vis =455((2)2 — (2)°). )

O primeiro termo da equagdo ¢ associado a repulsdo e é de curtissimo alcance,
enquanto o segundo termo ¢ associado a atracdo dos atomos e ¢ relativamente de curto
alcance, ¢ ¢ o parametro que mede a profundidade do pogo entre a barreira atrativa e a
repulsiva, 6 ¢ o diametro de Lennard-Jones e r ¢ a distdncia que separa os nucleos do par de
atomos. Os pardmetros € e ¢ sdo ajustados para reproduzir dados experimentais e calculos
tedricos

Além disso, também ¢ preciso levar em conta as interagdes devido as forcas

eletrostaticas entre as cargas parciais dos atomos, ou seja, interagcdes coulombianas :

V. = q:9; (8)
47T67“ij

Na equagdo qi € qj sdo as cargas parciais dos dtomos 1 e j respectivamente, r ¢ a
distancia entre os atomos e & ¢ a constante dielétrica que corrige g, para considerar a
polarizabilidade do meio (DRIGO FILHO, 2019).

Existe um grande numero de campos de for¢a destinados a simulacdes de Dinamica
Molecular, os mais utilizados para o estudo de macromoléculas biologicas sio AMBER
(HORNAK et al., 2006), CHARMM (HUANG; MACKERELL, 2013), GROMOS (HORTA
et al., 2016), entre outros .

A escolha do campo de forca a ser utilizado depende do sistema de estudo e também
das propriedades a serem analisadas na simulagdo. Como o CHARMM ¢ geralmente utilizado
em simulacdes de fosfolipidios e fornece um conjunto completo de parametros para todos os
tipos de biomoléculas, ele foi escolhido para ser utilizado neste trabalho. Sua fung¢ao potencial

¢ dada por:
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Verwarmm = Z Ky(b—bo)?+ Z Ko(0—60)*+ Z Ke(€—&)*+

ligacoes angulos improprio
Z K, [1+ cos(np —9)] + Z Ky (u —ug)® + Z ucpap(P, V) +
diedral Urey— Bradley CMAP (9)
- Tij 0ij 4
Yol T+ Y
> r r = dmer;;

Na equacdo pode-se identificar alguns dos termos potenciais ja descritos, além de
alguns termos adicionais, os trés primeiros termos sdo os potenciais harmdnicos, o quarto
termo € o potencial torcional, o quinto termo ¢ o termo harmonico de Urey-Bradley, o sexto
termo ¢ CMAP, o sétimo termo ¢ o potencial de Lennard-Jones e o ultimo termo € o potencial
eletrostatico. O potencial de Urey-Bradley ¢ um termo harmonico que descreve as oscilagdes

na distancia entre os atomos i e k dos termos angulares, ja o termo CMAP ¢ utilizado para

aprimorar as propriedades conformacionais do backbone das proteinas.

1.6.3 Minimizagao de energia

Em muitos aspectos, as simulagcdes de Dinamica Molecular sdo semelhantes aos
experimentos reais. Primeiro devemos preparar a amostra, ou seja, montar sistema modelo
composto de N particulas, devendo ser feita uma minimizagao de energia de modo a otimizar
a geometria molecular para que esta corresponda a conformacgdo ativa do sistema. Entdo,
resolvemos as equagdes de Newton para esse sistema até que suas propriedades
termodinamicas ndo variem mais com o tempo, obtendo um sistema em equilibrio
termodinamico. Em seguida podemos realizar a Dinamica Molecular onde observamos como
o sistema se comporta ao longo do tempo (FRENKEL; SMIT, 2002).

Na minimizacdo de energia a finalidade ¢ encontrar um conjunto de coordenadas que
minimize a energia potencial do sistema a ser simulado. Esse processo consiste em explorar a
superficie de energia potencial do sistema no sentido decrescente de energia, levando-o a um
minimo de energia local proximo. Porém, pode haver um elevado nimero de minimos locais
de energia, dependendo das dimensdes do sistema. Esses arranjos de minima energia
correspondem a estados estaveis, em que as forcas que atuam sobre cada um dos 4tomos do
sistema estdo balanceadas.

Macromoléculas biologicas possuem um alto grau de liberdade, assim, a minimizagao

de energia s6 ¢ capaz de varrer uma pequena parte do espago configuracional, porém, ja ¢


https://www.codecogs.com/eqnedit.php?latex=%20V_%7BCHARMM%7D%3D%20%5Csum_%7Bligacoes%7D%5E%7B%7D%20K_%7Bb%7D(b-b_%7B0%7D)%5E%7B2%7D%2B%20%5Csum_%7Bangulos%7D%5E%7B%7D%20K_%7B%5Ctheta%20%7D(%5Ctheta%20-%5Ctheta%20_%7B0%20%7D)%5E%7B2%7D%2B%20%5Csum_%7Bimproprio%7D%5E%7B%7D%20K_%7B%5Cxi%20%7D(%5Cxi%20-%5Cxi%20_%7B0%7D)%5E%7B2%7D%20%2B%20%5Csum_%7Bdiedral%7D%5E%7B%7D%20K_%7B%5Cvarphi%20%7D%5B1%2Bcos(n%5Cvarphi%20-%5Cdelta%20)%5D%2B%20%5Csum_%7BUrey-Bradley%7D%5E%7B%7DK_%7Bu%7D(u-u_%7B0%7D)%5E%7B2%7D%2B%5Csum_%7BCMAP%7D%5E%7B%7Du_%7BCMAP%7D(%5CPhi%2C%5CPsi)%2B%20%5Csum_%7Bi%2Cj%7D%5E%7B4%7D%5Cvarepsilon%20_%7Bij%7D%5B(%5Cfrac%7B%5Csigma%20_%7Bij%7D%7D%7Br%7D)%5E%7B12%7D-(%5Cfrac%7B%5Csigma%20_%7Bij%7D%7D%7Br%7D)%5E%7B6%7D%5D%2B%5Csum_%7Bi%2Cj%7D%5E%7B%7D%5Cfrac%7Bq_%7Bi%7Dq_%7Bj%7D%7D%7B4%5Cpi%20%5Cepsilon%20r_%7Bij%7D%7D.%20#0
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suficiente para relaxar as distor¢des em ligagdes quimicas, em angulos entre ligacdes € nos
contatos de Van der Waals. E importante eliminar tais distor¢des na preparagdo do sistema
sobre o qual se quer aplicar a Dinamica Molecular, pois durante a dindmica ocorrem
conversdes de energias cinética e potencial, de modo que se a energia potencial inicial for
demasiado elevada o sistema pode apresentar temperaturas muito altas nos primeiros passos
da dindmica, o que pode levar o sistema a visitar pontos indesejaveis do espago de fase
(RAPAPORT, 2004).

A minimizacdo de energia do sistema pode ser realizada através de um processo

iterativo representado por:

T'in+l = Tin + A’ri,n (7’ - 17 27 ceey Nat)u (10)

onde n ¢ o nimero de passos e Ar; , ¢ o incremento nas coordenadas do atomo i (DRIGO
FILHO, 2019).

Um dos algoritmos de minimizagdo de energia mais utilizados em modelagem
molecular, e que foi utilizado neste trabalho, ¢ o método dos gradientes conjugados. Esse
método utiliza o valor do gradiente do potencial na posi¢do atual e também leva em conta o
caminho ja percorrido a fim de obter a posi¢do do 4&tomo no passo seguinte, alcangando, dessa
forma, uma convergéncia mais rapida ao minimo de energia do que outros métodos que
utilizam somente a informacdo do gradiente no passo atual, como o algoritmo
steepest-descent. No método dos gradientes conjugados a dire¢do do gradiente no novo ponto

¢ obtido da seguinte maneira:

Tim+l = Tim + Aripn

(11)
o deslocamento das coordenadas ¢ dado por:
Arin = nbin (12)
onde:
L — Fin ) |Fi,n|2
Oin = Foa] 5z,n—1(m)7 (13)

onde a, ¢ um parametro que se ajusta a cada passo e seu valor ideal ¢ obtido por um processo

de minimizag¢ao do potencial na dire¢do e sentido do vetor 9, .
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A grande vantagem em utilizar esse método ¢ que ele ird determinar um caminho mais
direto ao fundo do pog¢o de potencial, evitando retornar sobre caminhos ja percorridos, isso
ocorre devido ao fato de o gradiente no novo passo ser ortogonal ao gradiente do ponto
anterior e de a direcdo do passo ser conjugada a todas as dire¢des anteriores (DRIGO FILHO,

2019).
1.6.4 Algoritmos de integracao

Na Dinamica Molecular, um dos algoritmos mais utilizados para obter a trajetoria das
particulas ¢ o algoritmo de Verlet. Nele, as equagdes do movimento sdo integradas utilizando
o método das diferencas finitas e assume-se que as posi¢des e velocidades podem ser
aproximadas por uma expansao de Taylor, j& que os incrementos de tempo sdo infinitesimais.

Levando em conta que a energia potencial ¢ funcdo das posicdes dos dtomos e que
essas posicdes variam em um intervalo de tempo Ot, entdo, dado um conjunto inicial de
posigdes atomicas em um instante t, as posigdes no passo seguinte podem ser obtidas por uma

expansao de Taylor de r(t) :

ri(t + 0t) = ri(t) + rot + %fi(t)étQ +ee (14)

Do mesmo modo, as posi¢gdes no passo anterior podem ser obtidas por:

ri(t — 0t) = 1;(t) — 70t + %fi(t)dt? — (15)

Somando essas duas equagdes e desprezando termos de ordem superior, obtemos a
nova posicao da particula ri(t+dt) em funcdo da posicao e aceleragdao no tempo t e da posigao

no tempo t- ot :
ri(t + 0t) = 2r;(t) + 7i(t)5t* — ri(t — 6t). (16)
A aceleragdo pode ser obtida a partir da segunda lei de Newton:

Fi(1) (17)
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e a forca que atua sobre a particula em um dado instante ¢ calculada a partir do campo de
forca (Equacdo 2). Além disso, também € preciso realizar o célculo das velocidades que sao

dadas por:

(1) = [ri(t + 575)2;;%(75 —ot)] (18)

Assim, a partir das posi¢des e velocidades iniciais sdo calculadas as forgas de
interagdo através do campo de forgas, a partir da forca ¢ obtida a aceleracdo, cujo valor ¢
utilizado no algoritmo de Verlet para obter as novas posi¢des dos dtomos, € assim tal processo
se repete por uma quantidade determinada de vezes (DRIGO FILHO, 2019).

Apesar do algoritmo de Verlet ter uma implementacdo simples e ser muito utilizado,
as trajetorias obtidas através dele estdo sujeitas a imprecisdes numéricas devido ao fato de a
nova posi¢do ser obtida da diferenga entre duas posigdes, da posi¢dao atual e da posicao no
passo anterior. Além disso, a velocidade ndo ¢ explicita nas equagdes, o que dificulta a sua
obtengao.

O algoritmo leap-frog ¢ uma variagdo do algoritmo de Verlet, utilizado nos softwares
NAMD e GROMACS, que surgiu de modo a evitar imprecisdes, nele inicialmente sao
calculadas as velocidades no meio passo v(t+dt/2) a partir das velocidades v(t-6t/2) e da
aceleracdo no tempo t, em seguida a nova posi¢do ¢ obtida a partir da posicdo anterior e da
velocidade no meio passo t + dt/2, de acordo com as seguintes relacdes (FRENKEL; SMIT,
2002):

ri(t+ Ot) = ri(t) + otri(t + 16t), (19)

it + 20t) + ri(t — 26t) + 0tr(t). (20)
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste estudo foi investigado, fazendo uso de simulagdes de Dindmica Molecular, o
processo de adsorcdo e a a¢do dos dois peptideos antimicrobianos, o Polybia-MP1 e seu
analogo H-MP1, em uma bicamada lipidica mimética de célula cancerigena composta pelos
fosfolipidios POPC e POPS na proporg¢ao 80:20 respectivamente.

Ambos os peptideos, que inicialmente se encontravam totalmente desenovelados e
posicionados a uma distincia aproximada de 10A da superficie da bicamada, apresentam
comportamento similar ao interagirem com bicamada lipidica. Eles se aproximam pelo
N-terminal e apds a adsor¢do se posicionam paralelamente ao plano da bicamada e passam a
apresentar, em parte dos seus residuos, estrutura secundaria em a-hélice.

As anadlises apontam que o MP1 apresenta uma maior quantidade de pontes salinas
intra peptideo e, consequentemente, apresenta uma maior porcentagem de conformacido em
a-hélice, enquanto o H-MP1, por formar uma quantidade menor de pontes salinas, apresenta
uma estrutura em o-hélice menos estavel. Tais resultados a respeito da estrutura secundaria
dos peptideos concordam com resultados obtidos através de estudos experimentais, que
mostram que o MP1, de fato, apresenta uma maior estrutura¢dao do que o H-MP1.

As simulagdes de DM também mostraram que no processo de adsor¢do os peptideos
perdem ligacdes de hidrogénio com as moléculas de agua e passam a formar pontes salinas
que ajudam a estabilizar (ou até induzir a formacdo de) a estrutura secundéaria e também
formam ligag¢des de hidrogénio com a bicamada.

Do ponto de vista energético as simulagdes mostraram que as interagdes eletrostaticas
sdo as que mais contribuem para a ancoragem do peptideo na bicamada.

Foram analisadas ainda alteracdes que os peptideos MP1 ¢ H-MP1 causaram na
bicamada lipidica, onde foi mostrado que ao serem adsorvidos eles perturbam a bicamada
causando uma afinamento na espessura da bicamada na regido em que o peptideo se encontra
adsorvido, alteragdes nos angulos de curvatura da superficie ¢ uma diminui¢do da ordem das
cadeias lipidicas.

Tais resultados indicam que esses peptideos atuam perturbando o empacotamento
lipidico e deixando a membrana toda mais fluida, o que facilita a permeacao da membrana e,
consequentemente, a formacgao de poros. O fato de nesse estudo ter sido realizado com apenas
um peptideo na caixa de simulacao nao nos permitiu observar grandes alteragdes na bicamada
lipidica, uma vez que ha indicios de que o poder litico desses peptideos esta relacionado a um

fenomeno coletivo de agdo de varios lipidios sobre a bicamada. Assim, as perturbagdes
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observadas, podem indicar que tais peptideos tem potencial para levar ao vazamento de
membrana ou formacdo de poros se presentes em maior nimero na caixa de simulagdo,
evidenciando sua potencial agdo terapéutica contra células cancerigenas.

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, temos como perspectiva estudar tais
sistemas com um numero maior de peptideos na caixa de simula¢do, a fim de poder visualizar
maiores perturbagdes na bicamada lipidica causadas pela ag¢do coletiva dos peptideos sobre
ela. Além disso, tomando como base os resultados de pontes salinas e estrutura secundaria, ¢
de nosso interesse propor peptideos hibridos, ou seja, com residuos de lisina, histidina e acido
glutdmico em posi¢des chave, a fim de tentar obter uma estrutura secundaria com maior
conteudo helicoidal e, portanto, uma maior eficiéncia litica contra bactérias e células

cancerigenas.
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