
Ingrid Bernardes Santana Martins

Estudo da interação dos peptı́deos
antimicrobianos MP1 e H-MP1 com modelo de

membranas bacterianas por Dinâmica Molecular
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Resumo

Peptı́deos antimicrobianos (PAMs) são parte do sistema imune de muitas espécies
e, devido ao seu modo de ação, dificultam o desenvolvimento de cepas de bactérias resisten-
tes promovidas por antibióticos convencionais, sendo assim compostos que têm potencial
de aplicação antibiótica. Os PAMs são, geralmente, ricos em resı́duos de aminoácidos
catiônicos e hidrofóbicos e agem diretamente na fase lipı́dica da membrana celular. O
peptı́deo Polybia-MP1 é um peptı́deo extraı́do da vespa Polybia paulista e possui amplo
espectro bactericida em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e não é hemolı́tico nem
citotóxico. O H-MP1 é um análogo sintético em que as lisinas do MP1 são substituı́das por
histidinas, para que a carga lı́quida possa responder às mudanças no pH da solução. Nesse
trabalho usamos técnicas biofı́sicas computacionais para investigar o efeito do pH da solução
nas propriedades estruturais desses peptı́deos e na sua interação com a bicamada lipı́dica que
mimetiza a membrana celular de bactérias Gram-negativas. Os resultados indicam que a
adsorção do H-MP1, sensı́vel ao pH, aumenta com um ambiente ácido se assemelhando
ao MP1, que não é influenciado pela pequena variação de pH da solução. As simulações
de Dinâmica Molecular mostraram que o processo de adsorção de ambos os peptı́deos se
inicia pela interação do N-terminal com a bicamada, seguido por uma completa adsorção
do peptı́deo paralelo ao plano da bicamada, induzindo aumento no conteúdo helicoidal o
que intensificou o contato do peptı́deo com a fase hidrofóbica da bicamada. As simulações
ainda mostraram uma desestabilização do empacotamento lipı́dico da bicamada caracteri-
zada pela diminuição do parâmetro de ordem calculado para as cadeias acı́licas. Simulações
de Dinâmica Molecular a pH Constante, que foram realizadas a partir das estruturas dos
peptı́deos adsorvidos obtidas por Dinâmica Molecular convencional, foram capazes de elu-
cidar detalhes da eletrostática envolvida no processo de adsorção. Elas mostraram que a
adsorção desses peptı́deos na bicamada lipı́dica aumenta em aproximadamente duas unida-
des os valores de pKa calculados para os resı́duos ionizáveis. Com isso, esses peptı́deos
apresentam carga mais positiva quando estão na presença da bicamada do que quando estão
apenas em solução aquosa. Dessa forma, a magnitude da atração eletrostática dos mesmos
pela bicamada aniônica é aumentada, evidenciando a seletividade que tais peptı́deos possuem
pela bicamada mimética de bactérias.



Palavras-chave: Peptı́deos antimicrobianos. Peptı́deos sensı́veis ao pH. Simulações

por Dinâmica Molecular. Análises conformacionais. Dinâmica Molecular a pH Constante.



Abstract

Antimicrobial peptides (AMPs) are part of the innate immune system of many
species and are compounds with potential application against the development of resistant
bacterial strains promoted by conventional antibiotics. The AMPs are rich in cationic and
hydrophobic residues and act directly on the lipidic phase of the cell membranes. The MP1
has a broad-spectrum bactericide activity in both Gram-negative and positive bacteria, not
being hemolytic or cytotoxic. H-MP1 is a synthetic analog of MP1 with lysines replaced
by histidines so that its net charge could be responsive to changes in solution pH. In the
present work, we applied computational biophysics techniques in order to investigate the
effect of the solution pH on the structural properties, in the adsorption and insertion of these
peptides in lipid bilayers mimicking the cell membrane of Gram-negative bacteria. The
results indicate that the adsorption of H-MP1 is sensitive to pH, increasing to an acidic
environment, matching that of MP1, which is not influenced by solution pH. Molecular
Dynamic simulations indicated that the adsorption process of both peptides started by the
interaction of the N-terminus with the bilayer, followed by the complete adsorption of the
peptide laying parallel to the bilayer plane, inducing an increase in the peptide’s helical
content enhancing peptides contact with the bilayer hydrophobic phase. The simulations
also presented a lipid packing perturbation of the bilayer characterized for a decrease of
the acylic chains order parameter. Constant pH Molecular Dynamics simulations, that were
performed utilizing the structures of the adsorbed peptides obtained on the conventional
Molecular Dynamics simulations, were able to enlighten details of the electrostatics of the
adsorption process. They demonstrated that these peptides’ adsorption into the lipid bilayer
increases about two units the pKa values calculated for the titratable residues. Thereby,
these peptides presented higher net charges when in presence of the bilayer than when they
are only in aqueous solution. Thus, the electrostatic atraction magnitude of these peptides
for the aninonic bilayer is increased, pointing out the seletivity that both peptides have for
the bacteria mimetic bilayer.

Keywords: Antimicrobial peptides. Sensitive pH peptides. Molecular Dynamics

Simulations. Conformational analysis. Constant pH Molecular Dynamics.
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helicoidal, com a face hidrofóbica em contato com as cadeias acı́licas e a
hidrofı́lica com as cabeças polares e água. Destaque para o triptofano posici-
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estejam a uma distância do peptı́deo de no máximo 10 Å. Em (a) estão apre-
sentados os resultados calculados para a cadeia insaturada e em (b) para a
cadeia saturada de ambos os lipı́deos, POPC e POPG. . . . . . . . . . . . . 54
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1.4 Dinâmica Molecular a pH constante . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

2 Objetivos 29

3 Metodologia 30
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Capı́tulo 1

Introdução e Justificativa

Os peptı́deos antimicrobianos (PAMs) são uma nova classe de agentes antibióticos
altamente efetivos e também boas alternativas aos antibióticos convencionais para enfrentar
o aumento de cepas bacterianas resistentes[2–4], já que mecanismo de ação de organismos
invasores contra esses tipos de antimicrobianos são raramente observados [5] e também por
já ser conhecido que eles possuem atividade contra bactérias resistentes a vários tipos de
antibióticos [6].

Esses peptı́deos fazem parte do sistema imune de muitas espécies. Diferente dos
antibióticos convencionais, PAMs agem na fase lipı́dica da membrana plasmática sem que
sejam necessários receptores de membrana [7, 8], sendo uma vantagem devido ao fato de que
o desenvolvimento de mecanismos de resistência pela bactéria pode ser dificultado quando o
peptı́deo age na membrana celular [9].

Nesse trabalho, procuramos elucidar em nı́vel atômico-molecular o processo
de adsorção e os detalhes da interação de dois peptı́deos antimicrobianos com a bicamada
lipı́dica, monitorando as mudanças estruturais que acontecem nos peptı́deos, alterações pro-
vocadas na membrana modelo e também como ocorre a regulação de carga no peptı́deo
quando exposto à presença da bicamada e alterações de pH.

18



1.1 Propriedades e Mecanismos de Ação dos Peptı́deos An-
timicrobianos

Os peptı́deos antimicrobianos normalmente possuem cadeias curtas, com menos
de 50 resı́duos de aminoácidos e carga lı́quida positiva. Esses peptı́deos também apresen-
tam estrutura secundária que forma uma hélice anfipática na interface hidrofóbica/hidrofı́lica
da membrana alvo [10]. Por possuı́rem essa estrutura e serem ricos em resı́duos apolares e
catiônicos, esses peptı́deos possuem seletividade por membranas lipı́dicas aniônicas carac-
terı́sticas de organismos procariotos [11]. Existem alguns peptı́deos antimicrobianos que não
adquirem estrutura anfipática e ainda assim são capazes de induzir atividade lı́tica através de
um mecanismo de ação interfacial [12]. Os peptı́deos antimicrobianos têm atividade lı́tica
que desestabiliza o empacotamento lipı́dico, resultando em apoptose celular [5].

A membrana alvo de bactérias possui densidade superficial de carga negativa
enquanto diversos peptı́deos antimicrobianos, como já mencionado, são ricos em resı́duos
catiônicos fazendo com que a interação eletrostática conduza esse processo de adsorção. O
que também é conhecido acerca desse mecanismo de ação é que esses peptı́deos têm uma
tendência a se orientar de forma paralela ao plano da superfı́cie da membrana [13–15] e
as cadeias acı́licas, que são altamente flexı́veis, se ajustam em torno do peptı́deo causando
distorções elásticas na membrana, com mudanças na área por lipı́dio na monocamada em
que esses peptı́deos estão adsorvendo [16, 17]. Essas modificações das cadeias acı́licas cau-
sam perturbação do empacotamento lipı́dico e alterações no parâmetro de ordem e, por con-
sequência, nas propriedades da membrana [18]. Além disso, o estiramento de uma monoca-
mada pode induzir tanto ao afinamento da membrana [19] como mudanças em sua curvatura
[20]. Ademais, a densidade local de cargas positivas na superfı́cie da membrana causada pela
adsorção do peptı́deo pode causar segregação de lipı́deos, atraindo lipı́deos de carga oposta
para próximo do peptı́deo [21, 22].

Nos últimos anos, diversos mecanismos de ação foram propostos para diferentes
peptı́deos antimicrobianos [23–26]; contudo, os modelos são restritos a apenas a ação de
alguns peptı́deos [27]. De maneira geral os mecanismos incluem a adsorção dos peptı́deos
na membrana e o seu acúmulo até uma concentração em que a tensão elástica na mem-
brana torna-se grande o suficiente para que, quando aliviada, cause a lise celular através da
formação de poros ou defeitos [28, 29]. O tipo de poro ou defeito que será formado de-
pende diretamente da tensão elástica que age na sua borda e da tensão superficial gerada
pela mudança da área da membrana [28, 30], que também tem relação com o formato dos
lipı́deos que formam a membrana [31] e da repulsão eletrostática entre as cabeças polares
[32]. Dentre os diversos tipos de mecanismos de permeação na membrana que são ampla-
mente discutidos na literatura se destacam, por exemplo, o poro do tipo barril [30], poro
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toroidal [33–35], carpete [36, 37], formação de fase não lamelar [25], segregação de lipı́deos
[24] e tipo detergente [38, 39]. A maioria desses modelos se baseiam em análises experi-
mentais de vazamento em vesı́culas, em que se insere um corante fluorescente no lúmen de
vesı́culas grandes (ou gigantes) unilamelares [40–42]. Os peptı́deos que serão apresentados
nesse trabalho possuem estrutura mais curta do que a espessura da membrana. Então, seu
mecanismo de ação não inclui a formação de um poro transmembranar estável [30].
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1.2 Os Peptı́deos MP1 e H-MP1

O sistema imune de diversos organismos vivos evolui ao longo do tempo para
combater patógenos invasores. Os insetos possuem um forte sistema de defesa composto por
células imunes, barreiras anatômicas e também peptı́deos antimicrobianos. Os mastoparanos
são uma famı́lia de peptı́deos antimicrobianos catiônicos de cadeias curtas, presentes no ve-
neno de insetos do tipo himenópteros, como as vespas. Eles possuem cerca de três lisinas e
com grande presença de resı́duos hidrofóbicos, mais especificamente leucinas e isoleucinas.
Como proteção a ataques proteolı́ticos, esses peptı́deos possuem uma amidação em sua es-
trutura [43]. Em geral, os peptı́deos dessa famı́lia possuem ampla atividade antimicrobiana
contra bactérias, sendo que alguns apresentam atividade hemolı́tica e citotóxica em células
eucarióticas [44].

O tetradecapeptı́deo Polybia-MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-NH2), ou simples-
mente MP1, é um peptı́deo antimicrobiano da famı́lia dos mastoparanos, extraı́do da vespa
brasileira Polybia paulista, que exibe um amplo-espectro bactericida potente contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas [45]. O peptı́deo MP1 não é hemolı́tico nem citotóxico e
também mostrou efeito inibitório na proliferação de cultura de células cancerosas de próstata
e bexiga [8] e também contra células leucêmicas multirresistentes [46]. O MP1 ainda mos-
trou seletividade entre linfócitos leucêmicos a sadios e estudos de citometria de fluxo evi-
denciaram intensa atividade antitumoral [47].

Outros exemplos de peptı́deos antimicrobianos da mesma famı́lia do MP1 cu-
jos mecanismos de ação vêm sendo amplamente estudados derivados do MP-I são: o Asn2-
Polybia-MPI, ou NMP-I (INWKKLLDAAKQIL-NH2) e o Polybia-MP III, ou MP-III (IDW-
LKLGKMVMDVL-NH2) e também peptı́deos sintéticos que possuem caracterı́sticas seme-
lhantes com os da famı́lia do MP-I como a carga lı́quida, a hidrofobicidade média, a estrutura
helicoidal anfipática do peptı́deo em interfaces hidrofóbicas/hidrofı́licas, a posição e natu-
reza dos resı́duos carregados que formam clusters de carga em regiões especı́ficas quando
o peptı́deo se estrutura e a presença de um resı́duo ácido na região do N-terminal [48, 49].
Essas semelhanças fazem com que possuam as mesmas caracterı́sticas de ser bactericida e
pouco tóxico do MP1. Eles são: o L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2), o Ac-L1A (Ac-
IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2) e o ABZ-L1A-W8V (Abz-IDGLKAIVKKVADLLKNT-
NH2) [48]. Esses peptı́deos apresentam ação lı́tica sobre células bacterianas, podendo ser
estudados por técnicas experimentais e computacionais que usam como modelo para a mem-
brana celular bicamadas lipı́dicas com diferentes composições.

A caracterı́stica anfipática desses peptı́deos faz com que ambas propriedades
eletrostáticas e hidrofóbicas apresentadas por eles devam ser estudadas. Uma hidrofobi-
cidade ótima é necessária, já que quando esses peptı́deos se inserem na membrana são os
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aminoácidos apolares os que interagem e causam perturbação das cadeias acı́licas. Em
contrapartida, uma hidrofobicidade muito elevada faz com que esses peptı́deos interajam
também com células de mamı́feros, ou seja, o peptı́deo perde seletividade pela membrana de
bactérias e passa a ser tóxico em mamı́feros [2, 50, 51].

O peptı́deo MP1 possui hidrofobicidade média por resı́duo igual a -0,11 [52],
dois ácidos aspárticos e quatro lisinas distribuı́das de forma que cada ácido aspártico tem
lisinas como seus terceiro e quarto vizinhos na sequência e um resı́duo de triptofano na ter-
ceira posição [53, 54]. A presença de resı́duo de triptofano é importante porque esse resı́duo
funciona como um fluoróforo, possibilitando a utilização de técnicas experimentais de flu-
orescência para determinar o posicionamento do peptı́deo em relação à bicamada lipı́dica
quando adsorvido.

Estudos experimentais realizados com esse peptı́deo mostraram o papel funda-
mental desempenhado pelos resı́duos ácidos na modulação da afinidade do MP1 a vesı́culas
aniônicas e zwitteriônicas [55–57]. Análises conformacionais experimentais de sua adsorção
em uma bicamada lipı́dica associada com simulações em solução aquosa com TFE mostra-
ram como ocorre a estabilização da α−hélice da estrutura helicoidal anfipática que está
relacionada com a maneira que os resı́duos ácidos e básicos estão distribuı́dos no MP1 [55].
A disposição desses resı́duos é favorável às interações intra cadeia, resultando em alterações
do pKa dos resı́duos ionizáveis. Desse modo, a carga lı́quida que esse peptı́deo possui é
função do pH do meio e do potencial eletrostático gerado pela membrana.

De acordo com os estudos anteriormente apresentados, a atividade bactericida
dos PAMs muitas vezes é modulada pelo pH do ambiente. A distribuição de resı́duos ácidos
e básicos ao longo da estrutura primária dos peptı́deos MP1 e H-MP1 leva à formação de
uma hélice anfipática quando em contato com interfaces hidrofı́licas/hidrofóbicas. A figura
1.1 apresenta ambos os peptı́deos nessa estrutura secundária. Apesar de sofrerem variações,
os valores de pKa do ácido aspártico (∼ 4.0) e lisina (∼ 10.4) do MP1 sugerem que esse
peptı́deo apenas vai responder a mudanças de pH próximas a esses valores como observado
para outro peptı́deo similar ao MP1 [58–60]. Em solução em pH fisiológico, esse peptı́deo
possui carga lı́quida +2e, relativamente baixa se comparada a peptı́deos antimicrobianos
altamente seletivos no mesmo pH. Substituindo as lisinas do MP1 por histidinas, que apre-
sentam pKa mais baixo (∼ 6, 5), temos o peptı́deo modificado H-MP1 responsivo a uma
estreita variação de pH aproximadamente duas unidades abaixo do fisiológico.
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(a) MP1 (b) H-MP1 protonado (c) H-MP1 desprotonado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 1.1: Peptı́deos MP1 e H-MP1 na estrutura inicial utilizada nas simulações desse
trabalho. Em (a) o MP1, em (b) o H-MP1 com as histidinas protonadas, em (c) o H-MP1
com as histidinas desprotonadas. Os peptı́deos estão em configuração da estrutura secundária
e coloridos da seguinte forma: os aminoácidos hidrofóbicos estão apresentados em branco,
os carregados positivamente em azul, os carregados negativamente em vermelho, e os polares
não-carregados em verde.

A adsorção desses peptı́deos à membrana da bactéria é seguida por sua estruturação
em α-hélice, envolvendo interações tanto eletrostáticas como hidrofóbicas. Após a adsorção,
de acordo com a orientação dos peptı́deos, alterações em diversas propriedades fı́sicas da
membrana podem ser observadas, tais como: espessura [61], diminuição do parâmetro de
ordem das cadeias acı́licas [62] e alterações de comportamento de fase da membrana [18].

A membrana modelo que é utilizada nos experimentos e nas simulações é um
sistema simplificado que mimetiza o arranjo lipı́dico das membranas biológicas. Uma mem-
brana biológica real possui muitos tipos de lipı́deos e proteı́nas. A utilização de uma mem-
brana com menos componentes (por exemplo, apenas dois lipı́deos) permite uma análise
mais precisa dos resultados [63], já que podemos apontar mais facilmente os efeitos causa-
dos pela interação dos peptı́deos, sem o ruı́do causado por inúmeros componentes em uma
só membrana. O uso dessas estruturas é particularmente útil para estudos que tem por obje-
tivo investigar as propriedades inerentes da membrana, com respeito aos seus componentes
e suas caracterı́sticas e também fornecer informações a nı́vel molecular.

De maneira geral, a monocamada externa das membranas plasmáticas de bactérias
é aniônica [64]. Entretanto, dependendo do micro-organismo alvo em que um determinado
peptı́deo antimicrobiano age, a membrana modelo que será utilizada tem uma composição
lipı́dica que depende das caracterı́sticas principais dessa membrana que se deseja mimeti-
zar. Por exemplo, bactérias Gram-negativas e Gram-positivas se diferenciam em composição
lipı́dica. Enquanto as membranas de bactérias Gram-negativas possuem fosfolipı́deos aniônicos
como fosfatidilglicerol (PG) e cardiolipina e uma predominância do lipı́dio zwitteriônico fos-
fatidiletanolamina, as bactérias Gram-positivas contém predominantemente PG, cardiolipina
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e lysoPG [65, 66]. Já a membrana celular externa das células eucarióticas é rica em lipı́deos
zwitteriônicos como fosfatidilcolina (PC), colesterol e esfingomioelina [67]. No caso dos
organismos eucarióticos existe uma assimetria entre a monocamada externa e interna, já
que a monocamada interna também contém fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (que é
um lipı́deo aniônico) em uma célula cancerı́gena essa assimetria é desfeita e esses lipı́deos
também são encontrados na monocamada externa [68, 69].

Na tentativa de elucidar detalhes da adsorção e interação dos peptı́deos anti-
microbianos MP1 e H-MP1 com bicamadas lipı́dicas que não foram possı́veis de observar
experimentalmente, podemos fazer uso de simulações computacionais. Uma das técnicas de
simulação mais utilizadas no estudo de biomoléculas é a Dinâmica Molecular (DM).
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1.3 Dinamica Molecular

A Dinâmica Molecular é um método que simula a evolução temporal de um
sistema de biomoléculas utilizando potenciais clássicos para descrever as interações mole-
culares, de modo que é possı́vel obter informações sobre a dinâmica do sistema em nı́vel
atômico/molecular, o que, em muitos casos, pode ser inviável experimentalmente.

A primeira simulação por Dinâmica Molecular foi realizada em 1957 por Alden
e Wainwright utilizando modelo de esferas rı́gidas [70]. Com o tempo, a técnica evoluiu até
ser possı́vel a simulação de um lı́quido. A primeira simulação desse tipo foi uma simulação
de água lı́quida realizada por Stillinger em 1974 [71]. Avanços na área computacional e
desenvolvimento de novos modelos tornaram possı́vel simular sistemas de maior complexi-
dade e tamanho como as macromoléculas biológicas. A primeira simulação de Dinâmica
Molecular de uma proteı́na foi o estudo da BPTI (inibidor pancreático bovino da tripsina)
realizado por McCammon em 1977 [72] e de uma bicamada lipı́dica por Berendsen e Van
Der Ploeg em 1982 [73]. Desde então, as simulações de DM vêm sendo amplamente utiliza-
das no estudo dos mais diversos sistemas biológicos sendo, no caso de proteı́nas, a principal
técnica de simulação.

A confiabilidade dos resultados de DM está diretamente relacionada com a mo-
delagem utilizada (parametrização, escolha do campo de força adequado, entre outros). Uma
boa modelagem reproduz, de forma satisfatória, o comportamento do sistema real em estudo.
A Mecânica Quântica poderia ser utilizada para modelar um sistema muito detalhadamente,
mas, para sistemas de muitos átomos essa abordagem se torna inviável devido à complexi-
dade dos cálculos necessários e ao elevado custo computacional. Assim, em simulações de
DM, os modelos das moléculas investigadas são construı́dos a partir de potenciais clássicos
efetivos, que incorporam os fenômenos quânticos, de modo a reproduzir, dentro de uma
determinada precisão, o comportamento do sistema real. A evolução temporal do sistema
é obtida resolvendo as equações de Newton que descrevem o movimento dos átomos. A
aproximação de Born-Oppenheimer é utilizada para dividir o Hamiltoniano e separar o mo-
vimento do núcleo do movimento dos elétrons. Os núcleos são considerados como esferas
de Van der Waals que interagem entre si e, porventura, com campos externos.

O potencial hidrogeniônico (pH) é a propriedade fı́sico-quı́mica que mede o grau
de acidez ou alcalinidade de uma solução. Praticamente todos os processos biológicos que
acontecem na célula envolvendo biomoléculas sofrem influência do pH, já que o pH deter-
mina o estado de protonação dos resı́duos ionizáveis e então, por consequência, determina a
distribuição de cargas na proteı́na [74–76]. Em proteı́nas, essa distribuição de cargas influen-
cia fortemente na estabilidade da estrutura, na catálise e até no acoplamento de ligantes [77–
81]. Consequentemente, existe uma faixa estreita de pH onde elas desempenham sua função
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biológica de forma eficiente, estando essa função diretamente relacionada com a presença
de resı́duos ionizáveis em posições-chave [82]. Devido a esses fatores, o pH é estritamente
regulado na célula por diversos mecanismos fisiológicos [83, 84].

Um exemplo de molécula biológica cujo comportamento depende diretamente
do pH do meio são os peptı́deos antimicrobianos citados anteriormente, os quais são caracte-
rizados por possuı́rem sequências curtas, resı́duos catiônicos e um caráter anfipático. Quando
em contato com uma bicamada lipı́dica aniônica, como a dos micro-organismo procariotos,
esses peptı́deos podem desestabilizar essa membrana e destruir a célula invasora [2]. O me-
canismo de ação desses peptı́deos e sua eficácia estão relacionados com sua estrutura, e sua
afinidade por membranas aniônicas é dependente da protonação dos resı́duos do peptı́deo;
logo, variações no pH podem influenciar nesse processo [26].

Entretanto, processos que estão diretamente relacionados com o pH do meio não
são observados em simulações de DM convencional devido ao fato de que nelas o estado
de protonação dos resı́duos ionizáveis deve ser escolhido baseado no pKa desse resı́duo
isolado, e esse estado se mantém durante toda a simulação. Utilizando essa técnica, além
de não serem observados os efeitos do pH na conformação e função da proteı́na, pode-se
escolher um estado que não seja o mais favorável energeticamente, uma vez que os valores
de pKa dos resı́duos em uma determinada proteı́na podem divergir drasticamente dos valores
intrı́nsecos desses resı́duos isolados em solução, conforme o ambiente eletrostático que esse
resı́duo experimenta.

O ideal, então, é que o estado de protonação dos resı́duos ionizáveis possa variar
no decorrer da simulação. Para que esse efeito do pH seja incorporado computacionalmente
em simulações de DM, várias técnicas já foram desenvolvidas e implementadas por meio da
protonação discreta via Metropolis - Monte Carlo (MC) [85–89] ou protonação contı́nua via
λ-dinâmica[90–94].
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1.4 Dinâmica Molecular a pH constante

A Dinâmica Molecular a pH Constante (CpHMD, do inglês Constant pH Mo-

lecular Dynamics) utilizando a protonação discreta consiste em interromper periodicamente
as simulações de DM convencionais para realizar a mudança do estado de protonação dos
resı́duos ionizáveis via passos de Monte Carlo Metropolis. Para tanto, utilizamos o valor da
energia livre de mudança do estado de protonação e a influência do pH.

A primeira implementação de CpHMD com protonação discreta foi proposta
por Baptista et. al. [85], aplicando a equação de Poisson-Boltzmann no modelo eletrostático
contı́nuo, ou seja, tratando o solvente como um dielétrico para estimar energias livres de
protonação e desprotonação e utilizá-las no critério de Metropolis. Depois desse, diversos
métodos surgiram diferenciados entre si principalmente pelo modelo de solvente utilizado
como o desenvolvido por Mongan, Case e McCammon [87].

Na tentativa de se obter uma convergência mais rápida dos valores de pKa foi in-
corporada a técnica de Replica-Exchange (TREX) por Brooks[93], promovendo uma melhor
amostragem conformacional no método de CpHMD. Utilizando nove proteı́nas como teste,
foram obtidos valores precisos de pKa que convergiram entre 500 ps e 1 ns por réplica. Esse
método também foi aplicado por Meng e Roitberg utilizando o modelo de solvente implı́cito
Generalized-Born (GB) [88].

Também na tentativa de melhorar a acurácia e a rapidez na convergência Willi-
ams, de Oliveira e McCammon acoplaram CpHMD de protonação discreta com Dinâmica
Molecular acelerada para vários resı́duos da HEWL (Hen Egg-White Lysozyme) [95]. De-
pois disso, Itoh e colaboradores desenvolveram um método para CpHMD baseado em pH e
TREX para melhorar de forma direta a amostragem dos estados de protonação [96]. Esse
método foi implementado no pacote AMBER [97] e testado para o pKa calculado para a
HEWL [98].

A primeira ideia para CpHMD de protonação contı́nua foi proposta por Bro-
oks[91, 93] utilizando o conceito de simulações de λ-dinâmica [90]. Na λ-dinâmica o estado
de protonação de cada sı́tio ionizável é definido por meio de uma variável (λ), também po-
dendo ser chamada de coordenada de titulação, que evolui lentamente entre os valores de 0
a 1 representando simultaneamente os estados desprotonado e protonado. A aplicação desse
método utiliza o modelo GB para o solvente implı́cito para propagação tanto das coordena-
das espaciais quanto da de titulação [91, 93] e foi implementado para o pacote CHARMM
[99].

Nos últimos anos, estudos de CpHMD vêm sendo utilizados para analisar fa-
tores estruturais responsáveis pela dependência com o pH da ligação de substrato em β-
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glucosidases [100], o mecanismo de transporte de prótons no canal M2 [101], entender os
flaps de proteases de HIV [102] que controlam o acesso das proteases a substratos e inibido-
res, e também o acoplamento entre os estados de protonação e a conformação do citocromo
c oxidase [103].

Mais recentemente, o grupo do Prof. Benoit Roux, da Universidade de Chi-
cago, implementou para o programa NAMD um sistema de CpHMD que acopla simulações
de dinâmica convencional com passos de dinâmica fora do equilı́brio em que acontecem
mudanças no estado de protonação de um resı́duo e cálculos da energia que descreve se
a mudança de protonação é favorável ou não [104]. Este método, além de simulações de
Dinâmica convencional, também foi utilizado nesse trabalho.

Nesse estudo, comparamos os efeitos dos pHs ácido e fisiológico da solução
na adsorção dos peptı́deos antimicrobianos MP1 e seu análogo contendo histidina H-MP1
no modelo de membrana mista aniônica (7POPC:3POPG), e análises conformacionais des-
ses peptı́deos. Essa configuração foi escolhida por mimetizar eletricamente a membrana
plasmática de bactérias Gram-negativas [65]. O lipı́deo zwitteriônico predominante das
bactérias Gram-negativas é a fosfatidiletanolamina (PE), entretanto, devido à curvatura nega-
tiva apresentada por esse lipı́deo os experimentos que deram suporte às nossas simulações fo-
ram realizados com outro lipı́deo zwitteriônico, o POPC. Na investigação complementamos
as informações experimentais obtidas de adsorção e inserção do peptı́deo, e também vaza-
mento de vesı́culas, com simulações de Dinâmica Molecular (DM) dos peptı́deos e bicamada
por mais de 10 µs para cada sistema, bem como quase 10 µs de Dinâmica Molecular a pH
Constante desses peptı́deos em diferentes pHs e diferentes situações. Com essa estratégia,
conseguimos novas revelações do ponto de vista atômico do processo de adsorção desses
peptı́deos na membrana. Os resultados indicam que a interação que guia a aproximação
entre os peptı́deos e a bicamada acontece através do N-terminal, bem como foi observado
que o posicionamento do peptı́deo na interface hidrofı́lica/hidrofóbica da bicamada favorece
o aumento da estrutura helicoidal do peptı́deo e perturbação do empacotamento lipı́dico da
bicamada, marcado pela diminuição da ordem das cadeias acı́licas, como indicado pelos re-
sultados experimentais [105]. Análises energéticas e eletrostáticas também foram realizadas
através das simulações a pH constante, em que os estados de protonação de cada resı́duo fo-
ram discriminados, levando em conta diferentes ambientes quı́micos em que esses resı́duos
podem se encontrar (bulk, ou na presença de uma bicamada lipı́dica). Mostrando como o
potencial eletrostático gerado pela bicamada e sentido por esses peptı́deos altera os estados
de protonação dos resı́duos ionizáveis evidenciando a seletividade desses peptı́deos por bi-
camadas lipı́dicas aniônicas, resultados esses que também foram confrontados e concordam
com os dados experimentais realizados pelos colaboradores [106].
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Capı́tulo 2

Objetivos

O objetivo geral desse estudo é reproduzir o processo de adsorção dos peptı́deos
MP1 e H-MP1 em um modelo de membrana celular bacteriana por meio de simulações
computacionais. Com isso, espera-se obter resultados complementares aos já obtidos expe-
rimentalmente, de modo a compreender melhor o processo em questão e fornecer insights

sobre a ação antibacteriana dessas moléculas.

Sendo assim, nesse estudo temos por objetivos especı́ficos:

1. Acompanhar as modificações na estrutura secundária dos peptı́deos durante o processo
de adsorção e correlacionar essa propriedade dos peptı́deos com sua ação sobre a bi-
camada.

2. Identificar como aminoácidos interagem com a bicamada, a natureza das interações e
sua magnitude.

3. Verificar modificações na bicamada lipı́dica causadas pela adsorção do peptı́deo.

4. Estudar, por Dinâmica Molecular a pH Constante, diferenças entre os estados de
protonação dos aminoácidos em diferentes pHs e diferentes ambientes quı́micos.

5. Com base nas cargas lı́quidas dos peptı́deos (mais precisamente de cada um de seus
resı́duos ionizáveis) entender a especificidade das interações entre peptı́deos e bica-
mada.
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Capı́tulo 3

Metodologia

3.1 Dinâmica Molecular

A Dinâmica Molecular nos fornece a evolução temporal do sistema que se deseja
simular resolvendo as equações de movimento: as equações de Newton (equação 3.1). Essas
equações são resolvidas numericamente, uma vez que uma solução analı́tica não é possı́vel
para um sistema de muitos corpos [107, 108].

~Fi(t) = mi.~ai (3.1)

onde ~Fi(t) é a força resultante que atua sobre cada partı́cula i de massa mi e aceleração ~ai
do sistema em um instante de tempo t.

Em uma Dinâmica Molecular os átomos são modelados como se fossem partı́culas,
ligadas por molas, interagindo com as outras partı́culas dentro do seu raio de alcance por um
potencial de interação. Para se obter as equações de movimento é necessário um poten-
cial que modele o sistema da maneira mais realı́stica possı́vel. A melhor modelagem seria
descrever o sistema fazendo uso da Mecânica Quântica, o que demandaria um tempo com-
putacional muito grande pra um sistema de tantos corpos. A alternativa é, então, utilizar
potenciais clássicos que incorporem esses efeitos quânticos. A escolha do campo de força a
ser utilizado na simulação é o que nos dá a forma do potencial e parâmetros de modelagem.

O sistema a ser estudado e as propriedades que vão ser analisadas nessa simulação
vão guiar a escolha do campo de força a ser utilizado. De maneira geral, os campos de
força mais utilizados para macromoléculas biológicas são: OPLS [109], AMBER [110],
CHARMM [111], GROMOS [112], entre outros.

Nesse trabalho, o campo de força utilizado foi o CHARMM, no qual o potencial
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é dado por:
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onde cada termo descreve mudanças na energia potencial em função de diferentes parâmetros
do sistema. O primeiro termo é devido ao estiramento e contração da ligação covalente entre
os átomos, o segundo termo à variação do ângulo entre três átomos, o terceiro à variação
do ângulo diedral, o quarto aos diedros impróprios, o quinto é o termo harmônico de Urey-
Bradley e o sexto termo, CMAP, é aplicado para aprimorar as propriedades conformacionais
do backbone das proteı́nas, o sétimo à interação coulombiana devido a forças eletrostáticas
entre as cargas parciais dos átomos e o último descreve as interações de Van der Waals entre
os átomos por um potencial de Lennard-Jones 6-12.

Para realizar uma simulação de Dinâmica Molecular é necessário construir uma
caixa de simulação com um número finito de partı́culas. O número de partı́culas na caixa
de simulação pode ser insignificante perto do sistema macroscópico que se desejaria estudar,
além de efeitos de borda que também se fazem presentes nesse caso. Uma alternativa para
contornar essas limitações é criar réplicas em torno da caixa principal, onde o movimento
de uma molécula será igual ao movimento mesma molécula nas outras caixas replicadas.
Quando uma partı́cula sai da caixa principal, a mesma partı́cula entra pela face oposta da
caixa, com a mesma velocidade, mantendo o número de partı́culas na caixa principal cons-
tante. Essa técnica é chamada de Condições Periódicas de Contorno (PBC, do inglês Periodic

Boundary Conditions).

Com o emprego de PBC o número de interações entre as partı́culas pode aumen-
tar muito, devido ao fato de que as partı́culas de uma determinada caixa podem interagir
com as imagens presentes nas caixas réplicas. O aumento no número de interações também
pode aumentar exponencialmente o tempo de simulação; dessa forma para contornar esse
problema fazemos o uso de um raio de corte para as interações não ligadas. Assim, uma
partı́cula vai interagir apenas com as que possuem o seu centro de massa dentro desse raio
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de corte e, a partir dessa distância, a magnitude dessa interação varia devido à aplicação de
uma função dependente da distância que modifica o potencial chamada switching que leva o
valor da interação a zero. Além disso, o método da mı́nima imagem também é utilizado para
impedir que uma partı́cula interaja com a sua própria imagem presente em uma das caixas
replicadas.

A utilização de raio de corte funciona bem para as interações não ligadas de curto
alcance como interações de Van der Waals. Para potenciais eletrostáticos, que são interações
de longo alcance, essa abordagem leva o potencial a zero de maneira muito brusca em relação
ao alcance desse potencial. Um dos métodos mais utilizados para contornar essa situação e
tratar essas interações eletrostáticas é o método de Particle Mesh Ewald (PME), que consiste
em utilizar o espaço recı́proco para o cálculo das interações, sendo possı́vel determinar a
energia eletrostática das partı́culas.

Outras grandezas macroscópicas que precisam ser incluı́das nas simulações de
DM são o controle de temperatura e pressão, para simulações realizadas no ensemble isotérmico-
isobárico (ou NPT), já que a maioria dos experimentos são realizados a temperatura e pressão
constante. Esse ensemble descreve um sistema com um número fixo de partı́culas em contato
com banhos térmico e de pressão [113, 114].

No software NAMD, é mais comum a utilização do método pistão de Lange-
vin para o controle da pressão na simulação [115] e, no decorrer da simulação, o tamanho
da célula é ajustado e as coordenadas das partı́culas são re-escalonadas. Esse método é
combinado ao termostato de Langevin [116], simulando um banho térmico e, a cada passo
de simulação as velocidades também são re-calculadas, computando a energia cinética das
partı́culas mantendo a temperatura constante.

Em suma, com a Dinâmica Molecular é possı́vel obter a trajetória do sistema ao
longo do tempo e, a partir dela, analisar diversas de suas propriedades fı́sico-quı́micas. As
análises foram realizadas usando o software VMD [117] e alguns de seus plugins como Nam-

denergy, Membplugin [118] e STRIDE [119] no cálculo da estrutura secundária. Para inves-
tigar a fluidez da membrana o parâmetro de ordem (-SCH) foi calculado usando a equação
[120]:

SCH = 3/2 cos2(θ)− 1/2, (3.3)

via um script tcl desenvolvido pelo grupo, onde θ é o ângulo entre as ligações C-H das
cadeias acı́licas com o eixo normal à bicamada. Os cálculos foram realizados focando nos
lipı́dios que ficam próximos ao peptı́deo adsorvido.
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3.1.1 Detalhes Computacionais

Para realizar as simulações de Dinâmica Molecular no equilı́brio dos sistemas
aqui investigados, foi construı́da uma bicamada lipı́dica composta por 120 fosfolipı́dios (60
em cada monocamada) de POPC e POPG em uma proporção de 70:30 utilizando o Mem-

brane Builder plugin [121] do website CHARMM-GUI [122] utilizando o campo de força
CHARMM 36 [111]. A bicamada foi solvatada em uma caixa de água (modelo TIP3P [123])
com tamanho de aproximadamente 65x65x120 Å3 e as moléculas de água localizadas na
região hidrofóbica da bicamada foram removidas. Então, foram adicionados ı́ons para neu-
tralizar a caixa e também sal NaCl a 150 mM para mimetizar o ambiente fisiológico. O
software VMD [117] foi utilizado nesses processos. A caixa de simulação foi equilibrada
por 10000 passos de minimização de energia utilizando o método do gradiente conjugado e
100 ns de Dinâmica Molecular utilizando o software NAMD [124].

Os peptı́deos foram gerados em configuração α-hélice a partir da sequência de
aminoácidos utilizando o plugin Molefacture no VMD e o campo de força CHARMM 36
[111]. Para ambos os peptı́deos o C-terminal é amidado e o N-terminal é carregado positi-
vamente. Cada um foi inserido na fase aquosa da caixa de simulação a aproximadamente 1
nm de distância da superfı́cie da bicamada. O número de ı́ons na caixa foi corrigido após a
inserção do peptı́deo. Pode-se observar uma das caixas de simulação montadas na figura 3.1.

As cargas dos aminoácidos dos dois peptı́deos foram escolhidas baseado no pKa

de cada resı́duo ionizável e no pH da simulação. Os novos sistemas com o peptı́deo e a bica-
mada em solução aquosa foram equilibrados com 10000 passos de minimização de energia
e 10 ns de dinâmica molecular com restrição da posição do backbone do peptı́deo para a
relaxação do solvente, usando o NAMD.

Nesse estudo, três sistemas foram investigados, um para o MP1 devido ao fato
de que o intervalo de pHs aqui estudados (5,5 a 7,4) é longe do pKa dos resı́duos ionizáveis
desse peptı́deo, e duas situações para o H-MP1, uma a pH 7,4 e outra para o pH 5,5. Os
estados de protonação para o MP1 usado nessas simulações são o N-terminal e as lisinas
carregados positivamente e os ácidos aspárticos carregados negativamente, para o H-MP1
a pH 7,4 o N-terminal foi carregado positivamente, as histidinas neutras e ácidos aspárticos
carregados negativamente e para o H-MP1 em pH 5,5 o N-terminal e as histidinas carregados
positivamente e os ácidos aspárticos carregados negativamente.

Para amostrar melhor o espaço de fase desses sistemas, doze simulações com
diferentes velocidades inciais foram realizadas para cada sistema (MP1, H-MP1 protonado
e, H-MP1 desprotonado), seguindo a ideia de um estudo recente que indicou que o uso
de múltiplas réplicas é mais preciso do que apenas uma simulação longa [125]. No geral,
aproximadamente 2 µs de Dinâmica Molecular foi realizada para o H-MP1 desprotonado, e
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3.1: Representação da caixa de simulação contendo água (superfı́cie cinza), a bica-
mada de POPC (ciano) e POPG (laranja), ı́ons Na+ (azul) e Cl− (vermelho) e o peptı́deo
em representação de estrutura secundária (α-hélice representada em roxo e random coil em
branco). No inı́cio da simulação os peptı́deos são posicionados de maneira aleatória a uma
distância de aproximadamente 10 Å da bicamada lipı́dica.

10 µs cada para o MP1 e o H-MP1 protonado.

Para detectar eventos de adsorção, as distâncias entre o N-terminal, C-terminal e
o centro de massa do peptı́deo e o centro de massa da bicamada foram medidas para todas
as simulações. Dizemos que ocorreu uma adsorção quando alguma das distâncias calculadas
for menor do que a distância do centro de massa da bicamada ao plano dos fósforos dos
fosfolipı́deos que compõe a bicamada. Adsorções foram observadas apenas em sistemas
em que os peptı́deos estavam protonados e, as que tiveram as menores distâncias foram
estendidas. Não foi observada inserção do peptı́deo H-MP1 desprotonado em nenhuma das
simulações, então nenhuma delas foi estendida. A ausência de eventos de adsorção nesse
sistema era esperada já que o peptı́deo e a bicamada possuem carga lı́quida com a mesma
polaridade.

Todas as simulações de DM foram realizadas com um time-step de 2 fs, condições
periódicas de contorno, no ensemble NPT a 298 K e 1 atm. Temperatura e pressão foram
controladas pelo termostato Langevin [116] e pistão de Langevin [115], respectivamente. O
algoritmo SHAKE [126] foi utilizado para controlar o comprimento das ligações covalentes,
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e para preservar a geometria das moléculas de água o algoritmo SETTLE [127] foi aplicado.
As interações de Van der Waals foram calculadas com um raio de corte de 14 Å com distância
de switching de 12 Å e as interações de longo alcance foram tratadas com o algoritmo PME
[128].
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3.2 Dinâmica Molecular a pH Constante

Em sistemas em que a regulação de carga é variável importante no comporta-
mento das macromoléculas biológicas envolvidas as simulações de Dinâmica Molecular a
pH Constante (CpHMD) são mais indicadas. De maneira geral, uma simulação de CpHMD,
diferente da DM convencional, permite que os estados de protonação dos resı́duos ionizáveis
variem com o tempo. O método aqui utilizado [104] foi pautado em diversos avanços na área
de simulações hı́bridas de DM fora do equilı́brio e Monte Carlo (neMD/MC) [104, 129–133],
utilizado para mudar os estados de protonação dos resı́duos ionizáveis em solvente explı́cito.

Por exemplo, em uma proteı́na com dois resı́duos ionizáveis que podem estar
protonados ou desprotonados, são possı́veis quatro diferentes estados de protonação. Em
uma dinâmica convencional esses estados precisam ser construı́dos e simulados separada-
mente considerando o pH desejado e assumindo que apenas algum desses estados possui
importância biológica. Do contrário, as transições de estados precisam ser exploradas sepa-
radamente utilizando cálculos de energia livre por exemplo. Em uma simulação de CpHMD
essas transições são exploradas intercalando os diferentes estados de protonação e o método
é particularmente importante quando o número de estados de protonações possı́vel é muito
grande (da ordem de dezenas de resı́duos), e também quando informações acerca de algum
estado de protonação especı́fico não estão disponı́veis.

Enquanto nas simulações de DM convencionais a amostragem estatı́stica é feita
no ensemble canônico, nas simulações a pH constante é utilizado o ensemble semi-grand
canônico (equação 3.4) já que, nessas simulações, o número de átomos da proteı́na varia e
das outras componentes (água por exemplo) não. Essa função de partição consiste em uma
soma de funções de partição canônicas ponderadas por um vetor de ocupação cujo valor
depende se o sı́tio de protonação está ou não ocupado.

Ξ(pH) =
∑
λ∈S

Qλ10−nλpH (3.4)

onde Ξ(pH) é a chamada função de partição semi-grand canônica, Qλ é uma função de
partição canônica do sistema nos estados de protonação definidos no vetor de ocupação λ,
cada elemento desse vetor pode adquirir os valores de zero ou um dependendo se um de-
terminado sı́tio de protonação está ou não ocupado por um próton, respectivamente. S é
o conjunto que contém todos os vetores λ possı́veis levando em conta todos os estados de
protonaçao, e nλ é o número de prótons no sistema (em essência, a soma dos elementos de
λ).

A simulação de Dinâmica Molecular a pH Constante deve, portanto, explorar o
espaço de fase definido por cada uma das funções de partição bem como o espaço de fase
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definido pelos diferentes vetores de ocupação. O tempo em que a simulação passa em cada
um dos estados é definido pelo peso dado nessa soma que está diretamente relacionado ao
pH da simulação. É importante notar que a diferença entre o pH do meio e o pKa do resı́duo
ionizável em questão é levada em consideração no critério de Metropolis. O pKa é calculado
a cada ciclo, levando em consideração o ambiente quı́mico que aquele resı́duo está inserido.
Esse novo pKa calculado é então utilizado no próximo ciclo.

Logo, essas simulações são realizadas de forma que passos de DM convencional
são realizados por um tempo computacional predefinido. Após esse tempo a simulação para
e um sı́tio ionizável é sorteado. Nesse momento é realizada uma proposta de mudança de
protonação que é aceita ou não com base no critério de Metropolis. Se aceita, essa nova
configuração passa por uma simulação fora do equilı́brio (switch) por um tempo também pré
determinado, e após o switch há uma nova decisão se esse novo estado é aceito ou não. Se
aceito um novo ciclo de DM é realizado com a nova configuração; se rejeitado, a simulação
continua a partir do estado anterior.

Portanto, uma simulação a pH constante consiste em uma série de ciclos compos-
tos de uma etapa de DM e uma etapa de neMD/MC ao invés de apenas uma longa simulação
convencional. O tamanho de cada ciclo é determinado pelo número de passos realizados
em uma fase de equilı́brio e o número de passos realizados no switch propriamente dito. A
mudança do estado de protonação passa por dois critérios de aceitação/rejeição a cada ciclo,
um antes de o switch ser realizado que leva em consideração, no critério de Metropolis, o pH
do meio, o pKa do resı́duo que foi sorteado, e o peso atribuı́do a cada sı́tio. Se rejeitado esse
passo, a simulação retoma a configuração anterior e realiza mais uma etapa de DM. Se aceito,
o switch ocorre por um tempo pré determinado e a energia livre de protonação/desprotonação
e também o trabalho envolvido na criação/destruição do próton são calculados e incluı́dos no
critério de Metropolis para o aceite ou não do switch. Se aceito, a nova configuração é consi-
derada no próximo passo de DM realizado; se rejeitado a simulação retoma da configuração
anterior. Esse processo está ilustrado no esquema da figura 3.2. O tempo determinado para o
switch deve ser tal que não seja tão curto a ponto de que a mudança de protonação seja muito
súbita, gerando energias muito altas dificultando que esse passo seja aceito, mas também
não pode ser tão longo que, caso rejeitado, muito tempo computacional seja desperdiçado.
Para peptı́deos um tempo de 15 ps de switch é razoável e foi utilizado no artigo do método
[104, 134].
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Fonte: adaptado de Radak, Roux and Chipot, 2018.

Figura 3.2: Esquema básico das simulações de Dinâmica Molecular a pH Constante, onde
é realizada uma simulação de Dinâmica Molecular convencional em um estado fixo de
protonação, seguido por um passo de neMD/MC a fim de amostrar novos estados de
protonação. O esquema mostra o que acontece quando essa mudança pode ser aceita ou
rejeitada.

A fim de não despender tempo computacional amostrando configurações de protonação
raras, é realizado um pré screening dessas configurações baseadas no pH da simulação e
uma estimativa do pKa para cada resı́duo ionizável (chamado pelos autores do método de
pKa inerente), abordagem proposta por Chen e Roux [130], que direciona a maior parte do
esforço computacional para as mudanças de protonação mais prováveis de serem aceitas.
Essa abordagem permite que o valor de pKa inerente calculado possa mudar no decorrer da
simulação, dependendo do ambiente quı́mico que os resı́duos experimentam, sem prejuı́zo
da estatı́stica ao final da simulação. Esse algoritmo inclui os valores de pH da solução e pKa

inerente dos resı́duos no critério de Metropolis, tornando a simulação mais eficiente e menos
custosa.

Nessas simulações o número de átomos flutua, já que o mesmo resı́duo em di-
ferentes estados de protonação possui diferente quantidade de átomos. Contudo, em vez de
remover esses átomos do sistema em uma eventual desprotonação, eles continuam existindo
na forma de dummy prótons. Essa abordagem facilita a visualização da simulação porque
as coordenadas são escritas da mesma maneira que na Dinâmica convencional. Um dummy

próton não interage com os outros átomos fazendo com que a termodinâmica do sistema
permaneça inalterada, isto é, não existiria diferença estatı́stica se o dummy próton fosse re-
movido, no entanto, ele sempre possui posição e velocidades que são plausı́veis fisicamente
se ele estivesse interagindo. Durante a simulação, a transição entre os estados de protonação
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é realizada com o uso de coordenadas auxiliares que não aparecem na trajetória final.

Além dos outputs gerados pelas simulações convencionais, as simulações a pH
Constante também produzem um arquivo com os vetores λ de cada ciclo de onde podem ser
obtidos os estados de protonação de cada resı́duo, com o detalhe de que resı́duos diferentes
podem ter mais de um sı́tio de ligação para o próton. Com esses dados, as curvas de titulação
para esses resı́duos podem ser geradas e o pKa desses resı́duos pode ser calculado, já que o
mesmo resı́duo em ambientes quı́micos diferentes terá valores de pKa diferentes.

A função de partição semi-grand canônica pode ser reescrita como uma soma
dessas funções de quando o sı́tio de protonação está ocupado (Ξ1(pH)) ou não (Ξ0(pH)).

Ξ(pH) = Ξ0(pH) + Ξ1(pH)10−pH (3.5)

A fórmula da mecânica estatı́stica da equação de Henderson-Hasselbalch de onde
se pode obter o pKa dos resı́duo é conhecida por:

pKa(pH) = −logΞ0(pH)

Ξ1(pH)
(3.6)

A dependência do pKa com o pH do meio é devido ao fato de que uma proteı́na
pode ter diversos sı́tios de protonação do mesmo tipo, com diferentes valores de pKa, e essa
dependência deixa de existir quando existe apenas um tipo de sı́tio de interação. Expandindo
a equação 3.6 em uma série de potências em torno de um valor de pKa aparente (pK(a)

a ):

pKa(pH) ≈ pK(a)
a + (1− n)(pH − pK(a)

a ) (3.7)

Para um determinado sı́tio de protonação s o elemento no vetor λ que dá a
ocupação desse sı́tio é o elemento λs, cuja média com a adição do coeficiente de Hill (n)
e utilizando a equação anterior tem-se:

〈λs〉pH ≈
1

1 + 10n(pH−pKa)
(3.8)

Essa equação fornece, além do pKa calculado para um determinado sı́tio, a
correlação na protonação entre os sı́tios, dados pelo valor do coeficiente de Hill (n). Quando
n = 1 não existe correlação entre os sı́tios, ou seja, a protonação em um sı́tio não facilita
e nem dificulta a protonação de outro sı́tio. Quando um sı́tio apresenta n > 1 significa que
esse sı́tio tem probabilidade maior de estar ocupado quando outros sı́tios no sistema não
estão ocupados. Em contrapartida, para n < 1 tem-se que um sı́tio tem menor probabilidade
de estar ocupado quando os outros sı́tios do sistema não estão ocupados.
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Com isso, a probabilidade de ocupação de um determinado sı́tio pode ser obtida
para diferentes pHs a partir da Dinâmica a pH Constante e utilizada nessa equação para
obter valores de pKa e coeficiente de Hill através de uma regressão não linear. O script

cphanalyze desenvolvido por Radak [104] foi utilizado nesse trabalho para realizar esses
cálculos utilizando os arquivos de saı́da da simulação.

3.2.1 Detalhes Computacionais

Nesse tipo de Dinâmica o campo de força usado também foi o CHARMM36 para
modelar os peptı́deos e os ı́ons [111], e o TIP3P para as moléculas de água [123]. Em ambos
os peptı́deos o C-terminal e o N-terminal estão, respectivamente, amidado e positivamente
carregado.

Todas as simulações foram realizadas utilizando condições perı́odicas de con-
torno (PBC) no ensemble NPT a 298 K e 1 atm, que foram mantidos contantes através do
termostato de Langevin [116] e pistão de Langevin, respectivamente [115]. O algoritmo SET-
TLE [127] foi aplicado a fim de preservar a geometria das moléculas de água e o algoritmo
SHAKE [126] para fixar o comprimento das ligações atômicas. Interações não ligadas e de
curto alcance foram truncadas em 12 Å com a distância de switching de 10 Å. As interações
de longo alcance foram tratadas com o método Particle Mesh Ewald (PME) [128].

As simulações de CpHMD foram realizadas com o módulo namdcph do NAMD
[104]. Nove simulações de ∼ 25 ns (∼ 200 ns para cada peptı́deo e cada pH) foram realiza-
das a fim de amostrar a fração protonada de cada resı́duo de cada peptı́deo no bulk para cada
pH desejado. As simulações contendo a bicamada lipı́dica foram realizdas por ∼ 500 a 800
ns divididos em ∼ 20 réplicas para cada peptı́deo e cada pH. Todas as simulações compõem
um agregado de ∼ 10µs de simulação. Essas simulações ocorreram em intervalos de 10 ps
para tentativas de mudança de protonação, com switches de 15 ps. As análises (frações de
protonação, pKa e coeficientes de Hill e seus respectivos erros) foram realizadas utilizando
o script cphanalyze [104].

Os peptı́deos MP1 e H-MP1 foram simulados em três pHs diferentes (5,5, 6,5 e
7,4) e em três configurações, no bulk, a 10 Å da bicamada, que é a configuração inicial das
simulações de DM convencional realizadas, e adsorvido na bicamada lipı́dica, situação de
equilı́brio encontrada também nas simulações descritas anteriormente. Os resı́duos conside-
rados para mudar o estado de protonação são: 2 e 8 (Asp), 4, 5, e 11 (Lys/His).
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Capı́tulo 4

Resultados e Discussão

Experimentos e análises experimentais desses sistemas foram realizados pela
Dra. Taisa Giordano Viegas, pela Dra. Dayane dos Santos Álvares e pelo Prof. Dr. João
Ruggiero Neto, resultados acerca desse assunto podem ser encontrados nos dois manuscritos
anexos a esse texto para consulta.

As simulações de Dinâmica Molecular e de Dinâmica Molecular a pH Cons-
tante aqui apresentadas foram realizadas a fim de se obter novas informações do ponto de
vista atômico-molecular desses sistemas. Os resultados obtidos a partir dos dois tipos de
simulações e as discussões sobre eles serão apresentados nessa seção.

4.1 Adsorção dos peptı́deos MP1 e H-MP1 por simulações
de Dinâmica Molecular

4.1.1 Análises de Estrutura Secundária

A análise de estrutura secundária é primordial no estudo de adsorção dos peptı́deos
antimicrobianos devido ao fato de que esses peptı́deos apresentam mudança conformacional
quando adsorvem na membrana adquirindo, em geral, configuração anfipática em α-hélice.
Esse tipo de estrutura favorece a inserção de peptı́deos na interface hidrofı́lica/hidrofóbica
de bicamadas lipı́dicas. A partir de experimentos de Dicroı́smo Circular [105] sabe-se que
a adsorção dos peptı́deos Polybia-MP1 e seu análogo, estudados nesse trabalho, na mem-
brana mimética de bactérias é acompanhada por um aumento da quantidade de estrutura
em α-hélice na estrutura secundária. A mesma mudança conformacional foi observada nas
simulações de Dinâmica Molecular que serão apresentadas nessa seção. Com a finalidade
de evitar os longos tempos de simulação necessários para se obter os peptı́deos em uma es-
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trutura rica em α-hélice, partimos de uma situação onde as moléculas já se encontram nessa
condição.

Para fins de controle também foi analisada a estrutura secundária dos peptı́deos
sem a interferência da bicamada, ou seja em solução aquosa. Foram realizadas simulações
de 1 µs desses peptı́deos em 150 mM de NaCl em água e em pH ácido. Os resultados de
estrutura secundária dessa simulação, utilizando a análise de estrutura feita pelo software

STRIDE [119], implementado no programa VMD, e também as ligações de hidrogênio en-
tre os resı́duos i e i + 4 no backbone, se encontram nas figuras 4.1 e 4.2, respectivamente,
para os dois peptı́deos em função do tempo de simulação. Essas figuras mostram que ambos
peptı́deos perdem, significativamente, a conformação helicoidal em solução aquosa adqui-
rindo mais estrutura em random coil. O peptı́deo MP1 perde 20% da estrutura nos primeiros
200 ns de simulação e, depois de 600 ns, cerca de 50% da sua estrutura ainda se encontra em
hélice, concentrada nos aminoácidos centrais. O H-MP1, por outro lado, perde rapidamente
metade de sua estrutura em α-hélice antes dos 200 ns de simulação e, depois, a perde com-
pletamente. Esses resultados estão em razoável concordância com os obtidos no espectro de
CD, que mostram aproximadamente 30 e 10% de conformação helicoidal para o MP1 e o
H-MP1, respectivamente.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.1: Estrutura secundária em função do tempo para cada aminoácido durante a
simulação dos peptı́deos em solução aquosa, (a) MP1 e (b) H-MP1. Na cor azul quando
o resı́duo apresenta estrutura secundária em conformação α-hélice, ciano para conformação
random coil e vermelho para folha-β.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.2: Porcentagem do tempo total da trajetória em que a ligação de hidrogênio entre
os resı́duos i e i + 4 do backbone existem para o MP1 e o H-MP1 em solução aquosa. O
objetivo é observar o quão forte é a estruturação em α-hélice desses peptı́deos no decorrer
da simulação. O MP1 está representado em roxo e o H-MP1 em verde.

O STRIDE classifica o tipo da estrutura secundária com base nos ângulos di-
edrais φ e ψ, além das ligações de hidrogênio presentes no backbone. Fazendo as mes-
mas análises com o software DSSP [135], que não considera os ângulos de diedro, temos
aproximadamente os mesmos valores de porcentagem de α-hélice, apenas um resı́duo a me-
nos se encontra nessa conformação. Os dois softwares são precisos em classificar a es-
trutura secundária de proteı́nas, no entanto, tendem a superestimar o conteúdo de α-hélice
em peptı́deos e proteı́nas pequenas [136]. Na tentativa de se obter uma melhor estimativa do
conteúdo de α-hélice nesses peptı́deos foi analisada a persistência das ligações de hidrogênio
entre os resı́duos i e i + 4 do backbone. A figura 4.2 apresenta a porcentagem do tempo de
simulação que cada ligação de hidrogênio entre a carbonila de cada resı́duo de aminoácido
i e o grupo amino do resı́duo i + 4 para os dois peptı́deos. A figura também mostra que
apenas cinco resı́duos estão envolvidos em ligações de hidrogênio durante, pelo menos, 50%

da simulação, indicando aproximadamente 36% de estrutura helicoidal estável para o MP1
(em roxo), em acordo com os resultados experimentais (∼ 30%). Para o H-MP1 (em verde)
pode-se notar que as ligações de hidrogênio foram persistentes por apenas 20% do tempo e,
consequentemente, a porcentagem de resı́duos em α−hélice é muito baixa, o que também
está em bom acordo com os resultados experimentais (∼ 10%).

Outra análise estrutural que pode ser relevante para investigar o papel das cadeias
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laterais na estabilização da α-hélice é olhar para as pontes salinas formadas entre resı́duos
carregados. Pontes salinas são interações de longo alcance e não direcionais, podendo ser
formadas também quando a estrutura está em random coil, enquanto ligações de hidrogênio
no backbone são interações de curto alcance e direcionais. Em peptı́deos baseados em alani-
nas, as pontes salinas ajudam a manter os resı́duos carregados mais próximos, favorecendo
a formação de ligações de hidrogênio i-i + 4 no backbone que são necessárias para que o
peptı́deo adquira uma conformação em α-hélice [137–139].

Para o MP1 em solução aquosa e 150 mM de NaCl, representado na figura 4.3a,
pode-se perceber que as distâncias entre a lisina 4 (Lys4) e os ácidos aspárticos (Asp2 e
Asp8) são compatı́veis com a formação de duas pontes salinas que parecem comutar durante
a simulação, com uma prevalência maior da Asp8-Lys4. Por outro lado, as distâncias entre
os ácidos aspárticos e as histidinas no H-MP1, representadas na figura 4.3b, apresentam va-
lores bem maiores, sugerindo que pontes salinas quase não se formaram, o que pode explicar
a baixa porcentagem de conformação helicoidal desse peptı́deo em solução aquosa, pois os
resı́duos carregados não se aproximam o suficiente para que haja interação e, em seguida,
formação da hélice. As cadeias laterais das lisinas e histidinas, embora possam adquirir a
mesma carga, possuem comprimentos diferentes, a cadeia lateral da lisina é bem mais com-
prida fazendo que esse peptı́deo consiga ter uma aproximação maior dos ácidos aspárticos do
que as histidinas, e favorecendo a formação das pontes salinas. Esses peptı́deos então podem,
em determinadas circunstâncias, apresentar cargas iguais sendo estruturalmente diferentes,
resultando assim em afinidades diferentes pela bicamada.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.3: Distância das pontes salinas entre os aminoácidos carregados dos peptı́deos MP1
na figura (a) e H-MP1 na figura (b) para as simulações dos mesmos em solução aquosa.
Ligações entre os resı́duos 2 e 4 estão representadas em preto, 2 e 5 em vermelho, 8 e 4 em
ciano, 8 e 5 em azul e 8 e 11 em laranja.
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Como esperado dado o espectro de CD, concomitantemente à adsorção dos peptı́deos
na bicamada, acontece um aumento significativo na estrutura secundária em conformação he-
licoidal. As figuras 4.4a e 4.4b apresentam a estrutura secundária que cada resı́duo adquire
ao longo de 1.2 µs de simulação para o MP1 e o H-MP1 na presença da bicamada lipı́dica.
Essas figuras mostram que no MP1, após a adsorção (em ∼ 200 ns), 13 resı́duos se encon-
tram em conformação α-hélice, o que corresponde a 93% de conteúdo helicoidal, acima do
resultado experimental obtido. Já o peptı́deo H-MP1 perde a maior parte da sua estrutura
helicoidal nos primeiros 400 ns, depois disso, quando o peptı́deo adsorve completamente
(processo que será melhor detalhado na próxima seção), o peptı́deo recupera a sua estru-
tura em α-hélice, apresentando 11 resı́duos nessa conformação, o que corresponde a 79% do
peptı́deo, uma porcentagem novamente acima da obtida experimentalmente.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.4: Estrutura secundária de cada aminoácido durante a simulação, (a) MP1 e (b)
H-MP1. Na cor azul quando o resı́duo apresenta estrutura secundária em conformação α-
hélice, ciano para conformação random coil e vermelho para folha-β. O MP1 está adsorvido
na bicamada a partir de 100 ns do tempo de simulação, e o H-MP1 a partir de 400 ns. É
importante notar que após a adsorção a porcentagem de conformação α-hélice da estrutura
secundária aumenta.

O cálculo da porcentagem de tempo em que as ligações de hidrogênio i-i + 4

no backbone estão formadas (figura 4.5) melhorou a estimativa da estrutura secundária com-
parado com os resultados experimentais. Para o peptı́deo MP1 adsorvido na bicamada as
ligações de hidrogênio do backbone entre os pares de resı́duos de 1-4 até 7-11 permanece-
ram por pelo menos 50% do tempo de simulação, correspondendo a sete em dez possibili-
dades, ou seja, oito resı́duos que estão mais prováveis de estar em conformação de α-hélice.
Comparando esses resultados com os obtidos na figura 4.2, que mostram as mesmas ligações
de hidrogênio para a simulação do mesmo peptı́deo no bulk, o MP1 tem cinco ligações de
hidrogênio (2-5 até 6-10) que existem por mais de 50% do tempo de simulação, o que in-
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dica um aumento na estrutura em conformação de α-hélice com a adsorção do peptı́deo na
bicamada. Esses resultados também mostram que a região C-terminal está, na maior parte
do tempo, em conformação não-helicoidal, assumindo uma estrutura secundária em random

coil como também visto na figura 4.1.

O perfil de ligações de hidrogênio i-i + 4 do backbone para o H-MP1 mostra
um comportamento diferente antes e depois de ocorrer a completa adsorção. No inı́cio da
simulação, quando apenas a porção N-terminal do pepı́deo adsorve e o peptı́deo está per-
pendicular à superfı́cie do plano da bicamada (figura 4.9b), o conteúdo helicoidal diminui,
e as ligações de hidrogênios que são estáveis por mais de 50% do tempo diminuem de dez
para três (barras laranja na figura 4.5). Esse é um estado intermediário observado entre o
peptı́deo em 150 mM NaCl em solução aquosa (figura 4.2 - completamente desenovelado),
e sua conformação depois de 400 ns, quando o peptı́deo está completamente adsorvido e
oito de dez i-i + 4 ligações de hidrogênio estão estáveis pela maior parte do tempo (barras
magenta na figura 4.5).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.5: Porcentagem do tempo em que a ligação de hidrogênio entre os resı́duos i-i + 4
do backbone existe na simulação para MP1 e H-MP1 a fim de investigar a estabilidade da
estrutura de α-hélice durante a simulação. O MP1 está representado em roxo e o H-MP1
está dividido em duas situações: antes da adsorção completa em laranja, e depois em verde.

Até onde sabemos, essa é a primeira vez que o processo de enovelamento para
um análogo do peptı́deo MP1 é observado em resolução atômica. Pelas nossas simulações,
é possı́vel observar em detalhes a mudança de estrutura secundária do peptı́deo em estado
desenovelado (random coil) no bulk; o estado intermediário quando o N-terminal adsorve
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e o peptı́deo começa a sentir a influência da bicamada na sua estrutura secundária; e o
estado enovelado quando o peptı́deo está totalmente adsorvido, paralelo ao plano da bica-
mada, em uma hélice anfipática com conformação rica em α-hélice induzida pela interface
hidrofı́lica/hidrofóbica da bicamada.

A respeito das pontes salinas, pode-se notar que na simulação em que ocorre a
adsorção do MP1, a Lys4 forma uma ponte salina estável com o Asp8 (figura 4.6a), como
também observado na simulação do mesmo peptı́deo em solução aquosa. Para o H-MP1,
após a adsorção do N-terminal no inı́cio da simulação, a distância entre Asp2 e His5 (figura
4.6b) indica uma ponte salina que provavelmente sustenta a estrutura em α-hélice na região
central do peptı́deo. Depois de 400 ns, quando o peptı́deo inteiro adsorve, outra ponte salina
é formada entre o Asp8 e His4 que possivelmente influencia no enovelamento do peptı́deo.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.6: Distância das pontes salinas formadas entre os aminoácidos carregados dos
peptı́deos (a) MP1 e (b) H-MP1 para as simulações na presença da bicamada. Ligações
entre os resı́duos 2 e 4 estão representadas em preto, 2 e 5 em vermelho, 8 e 4 em ciano, 8 e
5 em azul e 8 e 11 em laranja.
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4.1.2 Processo de adsorção

Nossas simulações de DM fornecem informações úteis em resolução atômica
dos processos de adsorção dos dois peptı́deos à bicamada aniônica (7POPC:3POPG). As
evidências mostram que a adsorção de ambos os peptı́deos, de maneira simplificada, se ini-
cia pela inserção do N-terminal carregado positivamente na bicamada como observado nas
figuras 4.7 e 4.8. Depois desse primeiro contato, o sistema evolui até que a porção central
e o C-terminal amidado também adsorvem e a orientação final desse peptı́deo é paralela ao
plano da bicamada, com o C-terminal ligeiramente inclinado para a região hidrofóbica da bi-
camada. É possı́vel notar que, quando adsorvido, o resı́duo de triptofano dos dois peptı́deos
se insere na inteface hidrofı́lica/hidrofóbica da bicamada, o que é esperado considerando
os experimentos de fluorescência quenching, cujo resultado também pode ser observado no
manuscrito em anexo.

A figura 4.7 descreve como o processo de adsorção ocorre. Pode se notar pela
figura 4.7a, que mostra o processo de adsorção do peptı́deo MP1, que ele inicia a simulação
na solução, se aproxima da bicamada sofrendo uma alteração conformacional na porção C-
terminal de α-hélice para random coil, e depois, o peptı́deo se insere completamente na bica-
mada em posição paralela à superfı́cie e sua configuração retorna para a estrutura secundária
predominantemente em α-hélice. Na figura 4.7b podemos observar esse processo para o H-
MP1. A adsorção ocorre de forma semelhante ao que acontece para o MP1. A diferença é
que esse processo foi mais lento nessas simulações, e o peptı́deo adquire mais conformação
em random coil do que o MP1 enquanto está fora da bicamada. Entretanto, após a adsorção
esse peptı́deo retorna à estrutura predominante em α-hélice similar à encontrada para o MP1.
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(a) MP1

(b) H-MP1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.7: Processo de adsorção dos peptı́deos antimicrobianos MP1 em roxo (a) e H-MP1
em verde (b). A bicamada está representada em cinza nas das duas figuras.
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(a) MP1 - 70 ns (b) MP1 - 200 ns

(c) H-MP1 - 100 ns (d) H-MP1 - 500 ns

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.8: Snapshots das simulações em que foram observadas a adsorção dos dois
peptı́deos estudados. (a) e (c) Instante em que os peptı́deos primeiramente tocam a bicamada
com o N-terminal carregado. Pode-se notar que parte da estrutura secundária se configura
em random coil. (b) e (d) Peptı́deos após a adsorção completa, paralelos à bicamada, com
estrutura majoritariamente helicoidal, com a face hidrofóbica em contato com as cadeias
acı́licas e a hidrofı́lica com as cabeças polares e água. Destaque para o triptofano posicio-
nado na interface hidrofı́lica/hidrofóbica como inidicado por experimentos de flourescência.
Os peptı́deos estão representados em cartoon e coloridos pelo tipo de resı́duo (resı́duos hi-
drofóbicos representados em branco, positivos em azul, negativos em vermelho e polares
não-carregados em verde). O resı́duo de triptofano (TRP) está representado em laranja, as
moléculas de água em iceblue, lipı́deos pelo nome de cada átomo: carbonos em ciano, ni-
trogênios em azul, oxigênios em vermelho e fósforos em dourado.

A orientação de cada peptı́deo em relação à bicamada lipı́dica no decorrer da
simulação pode ser obtida de forma quantitativa medindo as distâncias do N- e C-terminal e
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também do centro de massa (COM) dos peptı́deos ao COM da bicamada em cada configuração
da simulação. Essas distâncias, apresentadas na figura 4.9a para o MP1, mostra que a
adsorção acontece pela aproximação do N-terminal em aproximadamente 70 ns, então em
180 ns o peptı́deo se insere, quase que por inteiro, paralelo à superfı́cie da bicamada (no
plano XY). Para o H-MP1, mostrado na figura 4.9b, em 6 ns do tempo de simulação o N-
terminal se aproxima da bicamada e começa a se inserir na região hidrofı́lica da bicamada
até 50 ns de simulação. A adsorção completa ocorre após 400 ns na mesma orientação que o
MP1. As distâncias do COM (linha preta), C-terminal (ciano) e N-terminal (roxo) do COM
da bicamada antes de 400 ns mostram o peptı́deo orientado perpendicularmente à bicamada
e, após esse tempo, essas distâncias são praticamente as mesmas ate o final da simulação, o
que indica que o peptı́deo se re-orienta a fim de se posicionar paralamente à bicamada, em
orientação similar à do MP1. Esses resultados mostram que a interação entre o N-terminal
positivo e os grupos fosfato da bicamada parecem ser o fator direcionador da adsorção para
os dois peptı́deos. Entretanto, como pode-se ver também na figura 4.9b, após a adsorção, o
C-terminal do peptı́deo fica mais enterrado na bicamada, provavelmente devido à amidação
do C-terminal (que o torna não-carregado) e a predominância de resı́duos hidrofóbicos dessa
região. Também foi observado que, uma vez adsorvidos, os peptı́deos permanecem nessa
condição até o fim da simulação.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.9: Distância entre diferentes regiões dos peptı́deos ao centro de massa da bicamada
lipı́dica. Três posições para ambos os peptı́deos foram consideradas aqui, o centro de massa
(COM) considerando o peptı́deo inteiro em preto, o N-terminal como sendo o centro de
massa do primeiro resı́duo (Ile1) em roxo o C-terminal sendo o centro de massa do último
resı́duo (Leu14) em ciano. (a): MP1, (b): H-MP1, inset: nos primeiros 6 nanossegundos da
simulação, quando o peptı́deo está fora da bicamada (mais de 20 Å de distância), podemos
ver que o peptı́deo começa paralelo à bicamada e rapidamente muda para uma orientação
perpendicular e começa a se aproximar da bicamada.
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Apesar da distância entre o peptı́deo e o centro de massa da bicamada nos forne-
cer informações acerca da dinâmica de adsorção dos peptı́deos, também é importante inves-
tigar o ambiente no qual o peptı́deo está inserido na bicamada. Essa análise é possibilitada
através de cálculos do perfil de densidade de número para a bicamada, água, e peptı́deo antes
e depois da adsorção, apresentados na figura 4.10. O papel desse ambiente e as alterações
eletrostáticas que são observadas nos peptı́deos devido a ele serão melhor discriminados na
seção 4.2.

Os resultados indicam que o perfil de densidade do peptı́deo se move de fora da
bicamada para dentro da bicamada no decorrer da simulação, ficando completamente inse-
rido na interface hidrofı́lica/hidrofóbica, região onde coexistem água e as cabeças polares dos
fosfolipı́deos. A orientação dos aminoácidos dos peptı́deos adsorvidos nessa região está indi-
cado na figura 4.8 que mostrou essa posição em mais detalhes, em que a face hidrofóbica do
peptı́deo fica enterrada na região das caudas acı́licas da bicamada, enquanto os resı́duos hi-
drofı́licos interagem com água e as cabeças polares dos fosfolipı́deos. A combinação dessas
duas análises nos fornecem o detalhamento da posição que o peptı́deo adquire na bicamada
após adsorção. Com isso as interações de cada aminoácido do peptı́deo com a bicamada po-
dem ser observadas também em mais detalhes, e os resultados serão explicitados nas seções
posteriores.

(a) , (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.10: Perfil de densidade de número para as simulações dos dois peptı́deos, MP1
em (a) em que o peptı́deo adsorvido está representado em roxo e o HMP1 em (b) em
que o peptı́deo adsorvido está representado em verde, em ambas as figuras a bicamada de
7POPC:3POPG e solução aquosa. A água está representada em azul, as cabeças polares em
vermelho, as cadeias acı́licas em ciano, e os peptı́deos antes de ocorrer a adsorção em laranja.
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O posicionamento dos peptı́deos na bicamada (figura 4.8) concorda com a posição
média do triptofano obtida experimentalmente a partir da constante de Stern-Volmer
(KSV V /KSV B) em experimentos de supressão de fluorescência do triptofano por acrilamida
[105]. Para fins de comparação, foi gerado o histograma de frequências da posição em que
o triptofano se encontra no decorrer da simulação, apresentados na figura 4.11. Essa análise
foi realizada medindo a distância do centro de massa do Trp3 de ambos os peptı́deos em
relação ao centro de massa da bicamada durante a simulação.

A distância mais frequente obtida pra o MP1 é um pico bem estreito centrado
entre 11,3 e 14,7 Å, e para o H-MP1 um pico um pouco mais largo entre 12,9 e 16,5 Å.
Desse resultado podemos concluir que o Trp se insere na bicamada e fica posicionado na
interface hidrofı́lica/hidrofóbica (a localização dessa interface pode ser observada na figura
4.10), como mostrado também na figura 4.8 e que foi constatado no experimento. Essa
disposição também era esperada já que a estrutura do anel bicı́clico indol da cadeia late-
ral do triptofano apresenta grupos quı́micos hidrofı́licos e hidrofóbicos fazendo com que a
localização na interface seja o ambiente mais apropriado. Da dinâmica molecular, pode-
mos também notar que o resı́duo de triptofano do MP1 está um pouco mais enterrado na
fase hidrofóbica se comparado ao triptofano do H-MP1, o que está em bom acordo com os
resultados de fluorescência quenching.

(a) MP1 , (b) H-MP1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.11: Histograma das distâncias entre o centro de massa do triptofano dos peptı́deos
(Trp3) e o centro de massa da bicamada durante a simulação, mostrando qual é a distância
mais frequente entre esse aminoácido e o CM da bicamada. Em (a) para o MP1 e em (b)
para o H-MP1.
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4.1.3 Alterações na bicamada

Como observado, os dois peptı́deos adsorvem na bicamada lipı́dica em posição
paralela à superfı́cie adquirindo estrutura secundária em α-hélice. Esse processo de adsorção,
bem como as alterações conformacionais que esses peptı́deos sofrem foram compreendidas
nas seções anteriores. No entanto, as discussões foram mais focadas no ponto de vista dos
peptı́deos, sendo importante também observar as alterações que a bicamada sofre com a
adsorção desses peptı́deos. Para isso, podemos fazer uso do parâmetro de ordem. Os resul-
tados estão apresentados na figura 4.12.

O parâmetro de ordem foi calculado para bicamada lipı́dica sem a adsorção de
nenhum peptı́deo para as duas cadeias acı́licas dos lipı́deos (palmitoil e oleil) a fim de com-
parar o que acontece com essas cadeias quando o peptı́deo está adsorvido na bicamada.
Nessas situações foram utilizados os lipı́dios que estão mais próximos (10 Å) ao peptı́deo
adsorvido a fim de realmente monitorar a perturbação local que esses peptı́deos causam. O
cálculos foram realizados utilizando 50 ns de simulação em que os peptı́deos se encontram
adsorvidos.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.12: Parâmetros de ordem calculados para as cadeias acı́licas dos lipı́dios da bi-
camada na ausência de peptı́deo na caixa de simulação (em preto), com o peptı́deo MP1
adsorvido na bicamada (em roxo) e com o peptı́deo H-MP1 adsorvido na bicamada (em
verde). Para os gráficos onde o peptı́deo está adsorvido o parâmetro de ordem foi calculado
apenas para os lipı́deos que estejam a uma distância do peptı́deo de no máximo 10 Å. Em (a)
estão apresentados os resultados calculados para a cadeia insaturada e em (b) para a cadeia
saturada de ambos os lipı́deos, POPC e POPG.

Pode-se notar pela figura 4.12 que a adsorção dos peptı́deos diminuiu a ordem
das duas cadeias acı́licas, na cadeia insaturada a ordem foi praticamente a mesma com a
adsorção dos dois peptı́deos. Na cadeia saturada a ordem foi um pouco menor para o MP1
do que para o H-MP1, mostrando que o MP1 causou uma maior perturbação no empaco-
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tamento lipı́dico. A diminuição da ordem desses lipı́deos indica uma maior fluidez loca-
lizada nessa região da bicamada, causada por uma maior dispersão das cadeias acı́licas.
Por Dinâmica Molecular, observando a adsorção de apenas um peptı́deo não foi possı́vel
constatar formação de poro na bicamada, ou vazamento de moléculas de água através da
bicamada lipı́dica. No entanto, a diminuição da ordem desses lipı́deos é uma evidência da
desestruturação do empacotamento lipı́dico causado pela adsorção dos peptı́deos que pode
levar ao vazamento e, em grande escala, à morte celular do micro-organismo invasor ou seja,
demonstrando a potencial efetividade da ação anti-microbiana desses peptı́deos.
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(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.13: Média da energia eletrostática em (a) e energia de Van der Waals em (b) da
interação entre cada resı́duo de aminoácido dos peptı́deos MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-
NH2) e H-MP1 (IDWHHLLDAAHQIL-NH2) e os fosfolipı́deos da bicamada e seus res-
pectivos desvios padrão. MP1 está representado em roxo e o H-MP1 em verde.

4.1.4 Análises energéticas

Outra informação importante que as simulações de DM fornecem, e que é mais
difı́cil de se obter dos experimentos, é a respeito das interações detalhadas dos resı́duos de
aminoácidos dos peptı́deos com a bicamada lipı́dica. Energias de interações eletrostáticas
e de Van der Waals foram obtidas via NAMD energy plugin no VMD entre cada resı́duo e
a bicamada lipı́dica inteira para todos os frames da simulação, então, a média e o desvio
padrão foram calculados para os últimos 500 ns da simulação, quando os peptı́deos estão
inteiramente adsorvidos. Os resultados obtidos estão mostrados nas figuras 4.13a e 4.13b,
discretizados para cada resı́duo.

A figura 4.13a mostra que a a interação eletrostática mais intensa ocorre entre
a carga positiva do grupo amino do N-terminal dos peptı́deos e a bicamada, mais especifi-
camente, os grupos fosfato. O fato dessa interação ser a mais intensa pode explicar porque
a adsorção dos peptı́deos começa pelo N-terminal, uma vez que a interação eletrostática é
de longo alcance e pode ter sido guia para o inı́cio da adsorção. Essa interação é mais pro-
nunciada no MP1 do que no análogo. As lisinas contribuem com praticamente metade da
energia que o N-terminal contribui. Os dois resı́duos ácidos (Asp2 e Asp8) mostram ener-
gia de interação eletrostática com a bicamada ligeiramente desfavorável. A orientação que
o peptı́deo se insere na bicamada, já constatada anteriormente, faz com que esses resı́duos
fiquem em uma posição na qual a interação atrativa com os grupos colina ficam parcialmente
deslocadas pela interação repulsiva com os grupos fosfato gerando valores de energia desfa-
voráveis mas de pequena magnitude. Observando os valores obtidos para o H-MP1, temos o
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mesmo comportamento qualitativo do MP1, com o N-terminal e resı́duos básicos sendo os de
interação mais favorável e os ácidos ligeiramente desfavoráveis. Além disso, pode-se notar
que todos os resı́duos do H-MP1 mostram menor interação eletrostática do que as do MP1 e
para a histidina 5 o valor é praticamente o mesmo. Esses resultados, junto aos apresentados
nas seções anteriores, sustentam a hipótese de que o MP1 interage mais fortemente com a
bicamada, fica mais enterrado e causa uma maior perturbação do empacotamento lipı́dico do
que o H-MP1, mesmo que esses peptı́deos tenham a mesma carga lı́quida.

As energias de interação de Van der Waals mais favoráveis foram pelo menos
10 vezes menos intensas quando comparadas com a interação eletrostática mais forte (grupo
amino do N-terminal). O resı́duo de triptofano possui a contribuição de energia de VDW
mais pronunciada e de magnitude similar para ambos os peptı́deos. Apesar de o Trp3 pos-
suir a energia de VDW mais favorável (∼ −14 kcal/mol), a grandeza é menos da metade
do que a comparada para a energia eletrostática do mesmo aminoácido (∼ −40 kcal/mol).
Mesmo assim, o valor essas duas energias é significativo e mostra o contato desse peptı́deo
com a interface hidrofı́lica/hidrofóbica. As energias de VDW de outros resı́duos não-polares
Leu6 e Leu7, posicionados na região hidrofóbica da bicamada, estão bem abaixo do valor da
energia do Trp3 enquanto Ile13 e Leu4 no C-terminal são praticamente metade da energia ob-
tida para o Trp3 para os dois peptı́deos. Para o Asp2 o valor é praticamente o mesmo do que
da energia eletrostática desfavorável obtida, sugerindo que essas energias podem se compen-
sar. Mesmo com a dificuldade em se estimar energias eletrostáticas e de VDW no processo
de adsorção experimentalmente, a comparação das constantes de partição, que podem ser
observadas nos resultados experimentais no manuscrito, para o H-MP1 considerando cargas
lı́quidas diferentes (em pH 5,5 e 7,4), evidencia a dominância das interações eletrostáticas
na adsorção dos peptı́deos o que mantém a estabilidade do mesmo quando adsorvido na
bicamada.

É importante notar que o estado de protonação de cada aminoácido é o mesmo
no decorrer da simulação, o que é uma limitação desse método de Dinâmica Molecular
convencional utilizado. Dessa forma, análises de carga onde o estado de protonação dos
resı́duos possa variar com o tempo pode nos fornecer detalhes mais especı́ficos no âmbito
da eletrostática. Para isso, simulações de Dinâmica a pH constante também foram realizadas
para esse sistema a fim de fornecer uma melhor descrição do papel de regulação de carga no
processo de adsorção. Os resultados serão apresentados na próxima seção.
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4.2 Análises de regulação de carga da adsorção dos peptı́deos
por CpHMD

As análises das interações eletrostáticas apresentadas anteriormente mostram
que a regulação de carga é fator importante na seletividade e especificidade desses peptı́deos
pela bicamada aniônica. Logo, simulações de CpHMD, em que os resı́duos ácidos e básicos
podem variar seus estados de protonação no decorrer da simulação, são uma alternativa apro-
priada para investigar a relação entre a adsorção dos peptı́deos e regulação de carga. Para
isso, três situações (obtidas das simulações de DM convencional) foram consideradas como
configurações para se realizar essas simulações: o peptı́deo em solução, a 1 nm da superfı́cie
da bicamada e adsorvido. Comparando as cargas que o peptı́deo adquire nessas três situações
para um dado pH é possı́vel determinar como o ambiente afeta o estado de protonação dos
resı́duos e, por consequência, sua seletividade pela membrana bacteriana.

Foram realizados quase 10 µs de simulação divididos em 9 a 24 réplicas desses
sistemas, sendo os sistemas com a presença da bicamada os maiores em tempo computaci-
onal. Esses três setups de simulações para cada um dos dois peptı́deos foram realizados em
três diferentes pHs: 5,5, 6,5 e 7,4.

Em termos dinâmicos, foi observado apenas um certo desenovelamento dos H-
MP1 em solução aquosa, da mesma maneira que acontece na DM convencional. Nas simula-
ções em que o peptı́deo inicia fora da bicamada não foi observada adsorção, e nas simulações
do peptı́deo já adsorvido também não foi observado nenhum desligamento do peptı́deo da
bicamada. Já do ponto de vista eletrostático, mudanças do estado de protonação de cada
resı́duo ionizável dos peptı́deos foram observadas nos diferentes pHs e configurações, apre-
sentados nas tabelas 4.1 e 4.3. Essas frações protonadas foram então utilizadas para estimar
a carga média de cada peptı́deo nessas configurações, que estão apresentadas nas tabelas 4.2
e 4.4.
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Tabela 4.1: Fração protonada para cada resı́duo do peptı́deo MP1 obtidas pelas simulações
de CpHMD nas três configurações e três pHs diferentes.

em solução aquosa

pH

Resı́duos 5.5 6.5 7.4

2 Asp 0.0061± 0.0005 0.0006± 0.0000 0.0001± 0.0000

4:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

5:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

8:Asp 0.0035± 0.0003 0.0004± 0.0000 0.0000± 0.0000

11:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

próximo à bicamada

pH

Resı́duos 5.5 6.5 7.4

2:Asp 0.6302± 0.0014 0.1569± 0.0008 0.0233± 0.0002

4:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

5:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

8:Asp 0.5752± 0.0015 0.1293± 0.0007 0.0188± 0.0001

11:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

adsorvido na bicamada

pH

Resı́duos 5.5 6.5 7.4

2:Asp 0.5363± 0.0018 0.0292± 0.0003 0.0022± 0.0000

4:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

5:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

8:Asp 0.6350± 0.0016 0.0582± 0.0004 0.0062± 0.0001

11:Lys 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000 1.0000± 0.0000

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4.2: Cargas lı́quidas calculadas para o MP1

pH em solução aquosa próximo à bicamada adsorvido na bicamada
5.5 2.010± 0.001 3.205± 0.003 3.171± 0.003
6.5 2.001± 0.000 2.286± 0.002 2.087± 0.001
7.4 2.000± 0.000 2.042± 0.000 2.008± 0.000

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4.3: Fração protonada para cada resı́duo do peptı́deo H-MP1 obtidas pelas simulações
de CpHMD nas três configurações e três pHs diferentes.

em solução aquosa

pH

Resı́duos 5.5 6.5 7.4

2:Asp 0.0030± 0.0003 0.0003± 0.0001 0.0000± 0.0000

4:His 0.4690± 0.0029 0.1204± 0.0015 0.0213± 0.0004

5:His 0.7410± 0.0023 0.2952± 0.0023 0.0566± 0.0008

8:Asp 0.0179± 0.0008 0.0092± 0.0005 0.0023± 0.0001

11:His 0.8804± 0.0015 0.4499± 0.0026 0.0988± 0.0011

próximo à bicamada

pH

Resı́duos 5.5 6.5 7.4

2:Asp 0.5138± 0.0017 0.0874± 0.0007 0.0132± 0.0002

4:His 0.9946± 0.0002 0.9361± 0.0005 0.6363± 0.0019

5:His 0.9951± 0.0001 0.9684± 0.0004 0.8489± 0.0014

8:Asp 0.5477± 0.0017 0.0950± 0.0007 0.0119± 0.0002

11:His 0.9987± 0.0001 0.9928± 0.0002 0.9394± 0.0010

adsorvido na bicamada

pH

Resı́duos 5.5 6.5 7.4

2:Asp 0.5646± 0.0015 0.1593± 0.0009 0.0243± 0.0002

4:His 0.9999± 0.0000 0.9981± 0.0001 0.9536± 0.0008

5:His 0.9982± 0.0001 0.9951± 0.0001 0.9346± 0.0010

8:Asp 0.7536± 0.0012 0.3015± 0.0013 0.0506± 0.0003

11:His 0.9999± 0.0000 0.9963± 0.0001 0.9415± 0.0009

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4.4: Cargas lı́quidas calculadas para o H-MP1

pH em solução aquosa próximo à bicamada adsorvido na bicamada
5.5 1.111± 0.008 3.050± 0.004 3.316± 0.003
6.5 −0.125± 0.007 2.080± 0.003 2.450± 0.003
7.4 −0.821± 0.002 1.450± 0.005 1.905± 0.003

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os resultados indicam que o pH local experimentado pelos peptı́deos quando
muito próximos à bicamada é menor do que o pH do bulk, facilitando a protonação dos
resı́duos ionizáveis e, por consequência, os peptı́deos adquirem carga mais positiva, o que
aumenta a interação eletrostática dos mesmos pela bicamada aniônica e facilita a adsorção.
Esse efeito é mais eficiente e mais perceptı́vel no análogo H-MP1, já que as histidinas são
resı́duos de aminoácidos que possuem pKa muito próximo do pH fisiológico, mais próximo
da faixa de pHs em que as simulações foram realizadas. Para o H-MP1 a adsorção do
peptı́deo na bicamada aumenta a carga do mesmo em aproximadamente duas unidades para
todos os pHs, chegando ter uma carga negativa em solução aquosa e consideravelmente posi-
tiva quando adsorvido nos pHs 6,5 e 7,4. A diminuição do pH também influencia os estados
de protonação dos resı́duos ácidos Asp2 e Asp8 de ambos os peptı́deos, o Asp2 passa mais
tempo protonado do que o Asp8 em pH 5,5 mesmo que tenham aproximadamente a mesma
quantidade de resı́duos básicos vizinhos que possuem cargas similares.

As frações de protonação também podem ser usadas para calcular o pKa aparente
e o coeficiente de Hill para cada resı́duo a partir da equação de Hill (4.1):

pH = pKa + n ∗ log
(

[A−]

[AH]

)
(4.1)

onde pH é o pH da simulação, pKa é o pKa aparente obtido, n é o coeficiente de Hill, [A−]

é a fração do tempo que o resı́duo fica desprotonado, e [AH] é a fração protonada.

Os valores de pKa e coeficiente de Hill para os dois peptı́deos nas três configura-
ções estudadas foram calculados através do script cphanalyze disponibilizado pelo grupo que
desenvolveu o método aqui utilizado, e estão apresentados nas tabelas 4.5 e 4.6.

Para as simulações em solução aquosa, o pKa dos resı́duos de histidina é similar
ao pKa de referência. Não foi possı́vel obter os valores de pKa e n para ácidos aspárticos
em solução aquosa e lisinas em nenhuma das configurações devido à escolha dos valores
pHs que foram utilizados para realizar as simulações. Nesses pHs não foi observada uma
diferença entre estados protonado e desprotonado suficiente para que essas grandezas fossem
calculadas. Entretanto, para o peptı́deo próximo à bicamada e adsorvido, a amostragem dos
estados de protonação foi suficiente para mensurar o pKa dos resı́duos de ácido aspártico de
ambos os peptı́deos e também dos resı́duos de histidina.
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Tabela 4.5: Valores de pKa e coeficientes de Hill para os resı́duos do
MP1.*

próximo à bicamada adsorvido na bicamada

Resı́duos pKa n pKa n

2:Asp 5.74± 0.01 0.97± 0.01 5.53± 0.06 1.50± 0.11

8:Asp 5.64± 0.01 0.97± 0.01 5.65± 0.07 1.33± 0.11

Fonte: Elaborado pelo autor.

*os resultados para Asp em solução aquosa e para Lys nas três

configurações estão omitidos por falta de amostragem.

Tabela 4.6: Valores de pKa e coeficientes de Hill para os resı́duos do H-MP1.*

em solução aquosa próximo à bicamada adsorvido na bicamada

Resı́duos pKa n pKa n pKa n

2:Asp - - 5.52± 0.02 1.02± 0.03 5.64± 0.05 0.90± 0.04

4:His 5.44± 0.03 0.84± 0.02 7.63± 0.02 1.04± 0.02 8.24± 0.05 1.56± 0.05

5:His 6.04± 0.03 0.88± 0.03 8.31± 0.00 0.82± 0.00 8.32± 0.19 1.26± 0.18

8:Asp - - 5.58± 0.00 1.06± 0.00 6.05± 0.04 0.92± 0.05

11:His 6.40± 0.00 0.96± 0.01 8.58± 0.14 1.02± 0.09 8.27± 0.03 1.38± 0.03

Fonte: Elaborado pelo autor.

*os resultados para Asp em solução aquosa estão omitidos por falta de amostragem.

Observando os valores de pKa obtidos pode-se notar que nas simulações com a
presença da bicamada, ou seja, quando os peptı́deos sofrem a influência do potencial ele-
trostático gerado pela bicamada lipı́dica aniônica, o pKa aparente desses resı́duos sofre um
aumento de aproximadamente duas unidades, o que pode ser explicado pelo pH local que
esses resı́duos experimentam que, na superfı́cie da bicamada é aproximadamente 1 unidade
mais baixo [57].

O pH na superfı́cie da bicamada (pHs) em relação ao pH do bulk (pHb) pode ser
obtido por:

pHs = pHb +
Fψ0

2.3RT
(4.2)

onde F é a constante de Faraday, ψ0 é potencial da bicamada lipı́dica na su-
perfı́cie (que pode ser obtido através de experimentos de potencial zeta) e RT é a energia
térmica [57, 140].
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Utilizando o potencial zeta [57] para estimar o potencial da bicamada lipı́dica na
superfı́cie (ψ0) temos que, quando pH do bulk é 5,5 o pH na superfı́cie da bicamada é 4,7.
Pode-se notar que essa diferença muda significantemente a fração de protonação dos resı́duos
ácidos, fazendo com que nesse pH a carga seja praticamente a mesma para os dois peptı́deos
(3,171 para o MP1 e 3,316 para o H-MP1). No pH 6,5 o pH da superfı́cie da bicamada é
5,7, resultando em cargas 2,087 e 2,450 para o MP1 e para o H-MP1, respectivamente. No
pH 7,4 , na superfı́cie da bicamada o pH é 6,6 e a fração de protonação das histidinas reduz
significativamente, gerando uma carga lı́quida de 1,905 para o H-MP1 (para o MP1 a carga
é de 2,008, muito próxima à calculada para o pH 6,5).

De todas as histidinas, a His 4 é a que sofre maior alteração do pKa aparente.
Esse resı́duo está mais próximo da extremidade N-terminal do peptı́deo, região essa que, no
H-MP1, se encontra em configuração random coil (como observado na seção 4.1.1) con-
ferindo maior flexibilidade a esse resı́duo e a possibilidade de interagir com ambos ácidos
aspárticos presentes nesse peptı́deo. Esses resultados enfatizam que o ambiente que um de-
terminado aminoácido experimenta influencia diretamente na propensão dele a ganhar ou
perder próton, ou seja, no valor do seu pKa.

O efeito de correlação da protonação entre os resı́duos pode ser avaliado pelos
valores dos coeficientes de Hill (n), que também estão apresentados nas tabelas 4.5 e 4.6.
Quando o coeficiente de Hill de determinado resı́duo é igual a 1, significa que a protonação
do resı́duo não é afetada pela protonação (ou desprotonação) de outros resı́duos na proteı́na.
Quando o coeficiente é maior do 1 que significa que a protonação de um resı́duo favorece a
protonação de outro, ou seja, o efeito na protonação dos resı́duos é cooperativo. O oposto
acontece quando o coeficiente de Hill é menor do que 1 e o processo é anti-cooperativo. A
maioria dos resı́duos apresenta coeficiente de Hill próximo de 1, com exceção dos resı́duos
de ácido aspártico do MP1 adsorvido na bicamada e nos resı́duos de histidina do H-MP1 na
mesma situação, em que o coeficiente de Hill varia entre 1,25 e 1,56. Sendo assim, alem
do efeito do potencial eletrostatico da bicamada nos resı́duos ionizáveis e no pH local, ele
também influencia na cooperatividade de protonação dos resı́duos citados acima.

Outro fator a ser considerado para explicar as diferenças entre os estados de
protonação dos resı́duos de mesmo tipo é o posicionamento relativo dos resı́duos protonáveis
nesse peptı́deo, ilustrado na figura 4.16. A presença de resı́duos carregados em torno de outro
resı́duo carregado pode facilitar (ou dificultar) a ligação de um próton no mesmo. Utilizando
cálculos de distribuição radial de pares podemos obter os valores médios da distância entre
os resı́duos ionizáveis de cada peptı́deo. Esses resultados podem ser observados nas figuras
4.14 e 4.15. Pode-se notar que para o MP1, com o aumento do pH, os picos dos valores de
g(r) para as interações dos ácidos aspárticos com as lisinas se deslocam para um valor de
menor distância. Isso se deve ao fato que em pH mais alto (6,5 e 7,4) os resı́duos de ácido
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aspártico ficam maior parte do tempo desprotonados, adquirindo carga negativa e interagindo
com a cadeia lateral positiva da lisina que se aproxima do ácido aspártico. Para o H-MP1
de maneira geral, não há uma aproximação tão evidente como a do MP1 devido ao menor
tamanho da cadeia lateral da histidina em comparação a lisina, logo ela não se dobra tanto ao
aproximar do ácido aspártico. Entretanto com a diminuição do pH há um pico nos valores de
g(r) para o par Asp2-His4 já que nesse pH a histidina e o ácido aspártico passam mais tempo
protonados do que nos outros pHs, interagindo mais fortemente. Esses resı́duos se encontram
em uma porção de maior flexibilidade no peptı́deo do que os outros resı́duos carregados.

(a) Asp2-Lys5 (b) Asp8-Lys4

(c) Asp8-Lys11

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.14: Distribuição radial de pares calculada para os resı́duos de ácido aspártico do
peptı́deo MP1 com o nitrogênio protonável da lisina mais próxima. Em (a) estão apresenta-
dos os valores para o ácido aspártico 2 e a lisina 5, em (b) para o ácido aspártico 8 com a
lisina 4 e em (c) do ácido aspártico 8 com a lisina 11.
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(a) Asp2-His4 (b) Asp8-His5

(c) Asp8-His11

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.15: Distribuição radial de pares calculada para os resı́duos de ácido aspártico do
peptı́deo H-MP1 com o nitrogênio protonável da histidina mais próxima. Em (a) estão apre-
sentados os valores para o ácido aspártico 2 e a histidina 4, em (b) para o ácido aspártico 8
com a histidina 5 e em (c) do ácido aspártico 8 com a histidina 11.

Em razão da porção N-terminal do peptı́deo H-MP1 estar em configuração ran-

dom coil, em contraste com a mesma região no MP1 que permanece em α-hélice, o resı́duo
Asp2 tem maior flexibilidade no H-MP1. Por isso, no caso do H-MP1 a histidina mais
próxima do Asp2 é a His4, diferente do MP1. Considerando também o fato de que as lisinas
possuem cadeias laterais mais longas que as histidinas, como pode ser observado na figura
4.16, esses resı́duos podem chegar mais perto da cadeia lateral do Asp2, fazendo uma maior
interação eletrostática do que o mesmo resı́duo com as histidinas no H-MP1. Esses efeitos
de cadeia mais longa podem ser observados também no fato de que as distâncias entre os
resı́duos de ácido aspártico e lisinas são bem maiores do que para os mesmos resı́duos com
as histidinas, com exceção do par de resı́duos 2-4 que possui maior aproximação no H-MP1,
que estão em uma região desestruturada permitindo essa maior aproximação. Esses efeitos
acoplados podem também ser responsáveis pelas diferenças de protonação encontradas entre
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Asp2 e Asp8 e, também, entre ambos os peptı́deos.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.16: Disposição dos resı́duos ionizáveis dos peptı́deos utilizados nesse trabalho. Os
resı́duos ácidos e básicos estão representados em vermelho e turquesa, respectivamente. O
backbone se encontra representado em cinza.

Portanto, as simulações de CpHMD são capazes determinar os estados de protona-
ção para os resı́duos ionizáveis desses peptı́deos com suas particularidades. O N-terminal
de ambos os peptı́deos foi mantido protonado durante as simulações o que, levando em
conta o pH na superfı́cie da bicamada 6,6 para as simulações feitas em pH 7,4 essa é uma
aproximação razoável.

Como evidenciado pelas tabelas 4.1 e 4.3, na ausência da bicamada lipı́dica di-
ficilmente os ácidos aspárticos de ambos os peptı́deos protonam tanto em pH ácido quanto
neutro. Entretanto, quando os peptı́deos adsorvem na bicamada, em pH 5,5, a protonação
do Asp8 é aproximadamente 20% e 30% maior do que a protonação do Asp2 no MP1 e no
H-MP1, respectivamente. No pH neutro, Asp2 e Asp8 possuem fração de protonação dez
vezes maior no H-MP1 do que no MP1. Dessa maneira, as diferenças entre a protonação dos
resı́duos ácidos indicam uma grande influência do potencial da bicamada aniônica em pH
mais baixo aumentando a carga dos peptı́deos, evidenciando a atração desses peptı́deos pela
membrana mimética de bactérias.
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Capı́tulo 5

Conclusão

Nesse estudo foram investigadas, por dois tipos de simulações de Dinâmica Mo-
lecular, a influência do pH no processo de adsorção de dois peptı́deos antimicrobianos da
famı́lia dos mastoparanos, o Polybia-MP1 e seu análogo contendo histidina H-MP1, na bi-
camada lipı́dica mista mimética de bactérias e sua inserção espontânea na fase hidrofóbica
da bicamada. Os resultados mostraram que o análogo H-MP1, com histidinas substituindo
as lisinas do MP1, ficou mais responsivo ao pH do meio se comparado ao MP1. Ambos
os peptı́deos apresentam comportamento similar quando interagem com a bicamada, com
aumento do conteúdo helicoidal com a adsorção, se posicionando paralelamente ao plano da
bicamada. Apesar de os dois peptı́deos apresentarem um estado adsorvido final semelhante,
o processo de adsorção foi diferente. Antes de a adsorção ocorrer os peptı́deos encostam o
N-terminal primeiro na bicamada, o MP1 então, rapidamente adsorve, o análogo permane-
ceu perpendicular à bicamada por quase 400 ns na simulação apresentada, perdendo grande
parte da sua estrutura secundária que estava em conformação α-hélice e depois se insere e
também fica paralelo à bicamada, recuperando sua estrutura em α-hélice com a influência do
ambiente hidrofı́lico/hidrofóbico da interface. A quantidade de estrutura em α-hélice calcu-
lada usando a ligação de hidrogênio dos resı́duos i-i+ 4 do backbone teve boa concordância
com as determinadas experimentalmente por CD. As calculadas com o software STRIDE,
superestimaram a quantidade de hélice nos dois peptı́deos. As simulações de DM também
evidenciaram que as pontes salinas das cadeias laterais ajudaram a estabilizar a estrutura
secundária. Os peptı́deos adsorvidos são favorecidos pela interação eletrostática de acordo
com as análises energéticas que são as principais responsáveis pela adsorção e enovelamento
em α-hélice do peptı́deo. Além disso, alterações na bicamada lipı́dica também foram ob-
servadas através de cálculos de parâmetro de ordem dos fosfolipı́dios que ficam em torno
do peptı́deo adsorvido. Esses resultados mostraram uma diminuição da ordem das cadeias
lipı́dicas com a adsorção dos peptı́deos, indicando perturbação do empacotamento lipı́dico e
aumento da fluidez da bicamada localizado nessa região.
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A fim de analisar a eletrostática envolvida na interação desses peptı́deos com a
bicamada foram realizadas análises das simulações de Dinâmica Molecular a pH Constante.
As cargas lı́quidas dos dois peptı́deos foram calculadas, bem como os valores de pKa apa-
rente para cada resı́duo ionizável em cada configuração, ressaltando as diferenças nas frações
de protonação para os peptı́deos em solução aquosa ou na presença da bicamada. O potencial
eletrostático da bicamada e o pH da solução modulam a afinidade dos dois peptı́deos pela
bicamada modelo. Também foi investigado o efeito de alteração do pH local na superfı́cie da
bicamada causada por esse potencial eletrostático. As cargas de cada peptı́deo em diferentes
situações foram calculadas e o conjunto de fatores analisados auxilia no entendimento da
seletividade do análogo contendo histidina no meio ligeiramente ácido. Essa seletividade
pode ter um papel importante na atividade inibitória de proliferação celular de bactérias.

68



Referências
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