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Resumo

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo parte do sistema imune de muitas espécies
e, devido ao seu modo de agdo, dificultam o desenvolvimento de cepas de bactérias resisten-
tes promovidas por antibidticos convencionais, sendo assim compostos que t€ém potencial
de aplicacdo antibiotica. Os PAMs sdo, geralmente, ricos em residuos de aminoécidos
catidnicos e hidrofébicos e agem diretamente na fase lipidica da membrana celular. O
peptideo Polybia-MP1 é um peptideo extraido da vespa Polybia paulista e possui amplo
espectro bactericida em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas € ndo é hemolitico nem
citotoxico. O H-MP1 € um anélogo sintético em que as lisinas do MP1 sdo substituidas por
histidinas, para que a carga liquida possa responder as mudancas no pH da solu¢do. Nesse
trabalho usamos técnicas biofisicas computacionais para investigar o efeito do pH da solu¢do
nas propriedades estruturais desses peptideos e na sua interacao com a bicamada lipidica que
mimetiza a membrana celular de bactérias Gram-negativas. Os resultados indicam que a
adsor¢ao do H-MPI1, sensivel ao pH, aumenta com um ambiente dcido se assemelhando
ao MP1, que ndo ¢ influenciado pela pequena variacdo de pH da solucdo. As simulagdes
de Dinamica Molecular mostraram que o processo de adsorcdo de ambos os peptideos se
inicia pela interacdo do N-terminal com a bicamada, seguido por uma completa adsorcdo
do peptideo paralelo ao plano da bicamada, induzindo aumento no conteido helicoidal o
que intensificou o contato do peptideo com a fase hidrofobica da bicamada. As simulacdes
ainda mostraram uma desestabilizacdo do empacotamento lipidico da bicamada caracteri-
zada pela diminuicdo do parametro de ordem calculado para as cadeias acilicas. Simulagdes
de Dinamica Molecular a pH Constante, que foram realizadas a partir das estruturas dos
peptideos adsorvidos obtidas por Dinamica Molecular convencional, foram capazes de elu-
cidar detalhes da eletrostatica envolvida no processo de adsor¢do. Elas mostraram que a
adsor¢do desses peptideos na bicamada lipidica aumenta em aproximadamente duas unida-
des os valores de pK, calculados para os residuos ionizaveis. Com isso, esses peptideos
apresentam carga mais positiva quando estdo na presenca da bicamada do que quando estao
apenas em solucdo aquosa. Dessa forma, a magnitude da atracdo eletrostatica dos mesmos
pela bicamada anidnica € aumentada, evidenciando a seletividade que tais peptideos possuem

pela bicamada mimética de bactérias.



Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos. Peptideos sensiveis ao pH. Simulagées

por Dinamica Molecular. Andlises conformacionais. Dindmica 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 pK, 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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Capitulo 1

Introducao e Justificativa

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo uma nova classe de agentes antibiéticos
altamente efetivos e também boas alternativas aos antibidticos convencionais para enfrentar
o aumento de cepas bacterianas resistentes[2—4], ja que mecanismo de acdo de organismos
invasores contra esses tipos de antimicrobianos sao raramente observados [5] e também por
jé ser conhecido que eles possuem atividade contra bactérias resistentes a varios tipos de

antibiodticos [6].

Esses peptideos fazem parte do sistema imune de muitas espécies. Diferente dos
antibidticos convencionais, PAMs agem na fase lipidica da membrana plasmédtica sem que
sejam necessarios receptores de membrana [7, 8], sendo uma vantagem devido ao fato de que
o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pela bactéria pode ser dificultado quando o

peptideo age na membrana celular [9].

Nesse trabalho, procuramos elucidar em nivel atdmico-molecular o processo
de adsorcdo e os detalhes da interacdo de dois peptideos antimicrobianos com a bicamada
lipidica, monitorando as mudancas estruturais que acontecem nos peptideos, alteracdes pro-
vocadas na membrana modelo e também como ocorre a regulacdo de carga no peptideo

quando exposto a presenca da bicamada e alteracdes de pH.

18



1.1 Propriedades e Mecanismos de Acao dos Peptideos An-

timicrobianos

Os peptideos antimicrobianos normalmente possuem cadeias curtas, com menos
de 50 residuos de aminodcidos e carga liquida positiva. Esses peptideos também apresen-
tam estrutura secundaria que forma uma hélice anfipdtica na interface hidrofobica/hidrofilica
da membrana alvo [10]. Por possuirem essa estrutura e serem ricos em residuos apolares e
cationicos, esses peptideos possuem seletividade por membranas lipidicas anidnicas carac-
teristicas de organismos procariotos [11]. Existem alguns peptideos antimicrobianos que nao
adquirem estrutura anfipatica e ainda assim sao capazes de induzir atividade litica através de
um mecanismo de ac¢ao interfacial [12]. Os peptideos antimicrobianos t€ém atividade litica

que desestabiliza o empacotamento lipidico, resultando em apoptose celular [5].

A membrana alvo de bactérias possui densidade superficial de carga negativa
enquanto diversos peptideos antimicrobianos, como ja mencionado, sdo ricos em residuos
cationicos fazendo com que a interagdo eletrostética conduza esse processo de adsor¢do. O
que também € conhecido acerca desse mecanismo de acdo é que esses peptideos t€m uma
tendéncia a se orientar de forma paralela ao plano da superficie da membrana [13-15] e
as cadeias acilicas, que sdo altamente flexiveis, se ajustam em torno do peptideo causando
distor¢Oes elasticas na membrana, com mudancgas na drea por lipidio na monocamada em
que esses peptideos estdo adsorvendo [16, 17]. Essas modificagdes das cadeias acilicas cau-
sam perturbacdo do empacotamento lipidico e alteragdes no parametro de ordem e, por con-
sequéncia, nas propriedades da membrana [18]. Além disso, o estiramento de uma monoca-
mada pode induzir tanto ao afinamento da membrana [19] como mudangas em sua curvatura
[20]. Ademais, a densidade local de cargas positivas na superficie da membrana causada pela
adsor¢do do peptideo pode causar segregacio de lipideos, atraindo lipideos de carga oposta

para préximo do peptideo [21, 22].

Nos ultimos anos, diversos mecanismos de a¢ao foram propostos para diferentes
peptideos antimicrobianos [23-26]; contudo, os modelos sdo restritos a apenas a agdo de
alguns peptideos [27]. De maneira geral os mecanismos incluem a adsor¢ao dos peptideos
na membrana e o seu acimulo até uma concentracio em que a tensdo eldstica na mem-
brana torna-se grande o suficiente para que, quando aliviada, cause a lise celular através da
formacdo de poros ou defeitos [28, 29]. O tipo de poro ou defeito que serd formado de-
pende diretamente da tensdo eldstica que age na sua borda e da tensdo superficial gerada
pela mudanga da drea da membrana [28, 30], que também tem relagdo com o formato dos
lipideos que formam a membrana [31] e da repulsdo eletrostatica entre as cabegas polares
[32]. Dentre os diversos tipos de mecanismos de permeacdo na membrana que sao 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], formacao de fase ndao lamelar [25], segregacdo de lipideos
[24] e tipo detergente [38, 39]. A maioria desses modelos se baseiam em anélises experi-
mentais de vazamento em vesiculas, em que se insere um corante fluorescente no limen de
vesiculas grandes (ou gigantes) unilamelares [40—42]. Os peptideos que serdo apresentados
nesse trabalho possuem estrutura mais curta do que a espessura da membrana. Entdo, seu

mecanismo de acao nao inclui a formacao de um poro transmembranar estavel [30].
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1.2 Os Peptideos MP1 e H-MP1

O sistema imune de diversos organismos vivos evolui ao longo do tempo para
combater patdgenos invasores. Os insetos possuem um forte sistema de defesa composto por
células imunes, barreiras anatomicas e também peptideos antimicrobianos. Os mastoparanos
sdo uma familia de peptideos antimicrobianos catidnicos de cadeias curtas, presentes no ve-
neno de insetos do tipo himendpteros, como as vespas. Eles possuem cerca de trés lisinas e
com grande presenca de residuos hidrofébicos, mais especificamente leucinas e isoleucinas.
Como protecdo a ataques proteoliticos, esses peptideos possuem uma amidacdo em sua es-
trutura [43]. Em geral, os peptideos dessa familia possuem ampla atividade antimicrobiana
contra bactérias, sendo que alguns apresentam atividade hemolitica e citotoxica em células

eucarioticas [44].

O tetradecapeptideo Polybia-MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-NH?2), ou simples-
mente MP1, é um peptideo antimicrobiano da familia dos mastoparanos, extraido da vespa
brasileira Polybia paulista, que exibe um amplo-espectro bactericida potente contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas [45]. O peptideo MP1 ndo é hemolitico nem citotéxico e
também mostrou efeito inibitdrio na proliferacao de cultura de células cancerosas de prdstata
e bexiga [8] e também contra células leucémicas multirresistentes [46]. O MP1 ainda mos-
trou seletividade entre linfocitos leucémicos a sadios e estudos de citometria de fluxo evi-

denciaram intensa atividade antitumoral [47].

Outros exemplos de peptideos antimicrobianos da mesma familia do MP1 cu-
jos mecanismos de acdo vém sendo amplamente estudados derivados do MP-I sdo: o Asn2-
Polybia-MPI, ou NMP-I (INWKKLLDAAKQIL-NH2) e o Polybia-MP III, ou MP-III (IDW-
LKLGKMVMDVL-NH2) e também peptideos sintéticos que possuem caracteristicas seme-
lhantes com os da familia do MP-I como a carga liquida, a hidrofobicidade média, a estrutura
helicoidal anfipdtica do peptideo em interfaces hidrofébicas/hidrofilicas, a posi¢ao e natu-
reza dos residuos carregados que formam clusters de carga em regides especificas quando
o peptideo se estrutura e a presenca de um residuo dcido na regido do N-terminal [48, 49].
Essas semelhancgas fazem com que possuam as mesmas caracteristicas de ser bactericida e
pouco toxico do MP1. Eles sdo: o L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH?2), o Ac-L1A (Ac-
IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2) e 0 ABZ-L1A-W8V (Abz-IDGLKAIVKKVADLLKNT-
NH2) [48]. Esses peptideos apresentam acao litica sobre células bacterianas, podendo ser
estudados por técnicas experimentais e computacionais que usam como modelo para a mem-

brana celular bicamadas lipidicas com diferentes composicdes.

A caracteristica anfipatica desses peptideos faz com que ambas propriedades
eletrostaticas e hidrofdbicas apresentadas por eles devam ser estudadas. Uma hidrofobi-

cidade 6tima € necessdria, ja que quando esses peptideos se inserem na membrana sao 0s
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aminodcidos apolares os que interagem e causam perturbacdo das cadeias acilicas. Em
contrapartida, uma hidrofobicidade muito elevada faz com que esses peptideos interajam
também com células de mamiferos, ou seja, o peptideo perde seletividade pela membrana de

bactérias e passa a ser toxico em mamiferos [2, 50, 51].

O peptideo MP1 possui hidrofobicidade média por residuo igual a -0,11 [52],
dois 4cidos asparticos e quatro lisinas distribuidas de forma que cada acido aspartico tem
lisinas como seus terceiro e quarto vizinhos na sequéncia e um residuo de triptofano na ter-
ceira posi¢do [53, 54]. A presencga de residuo de triptofano € importante porque esse residuo
funciona como um fluor6foro, possibilitando a utilizacdo de técnicas experimentais de flu-
orescéncia para determinar o posicionamento do peptideo em relacdo a bicamada lipidica

quando adsorvido.

Estudos experimentais realizados com esse peptideo mostraram o papel funda-
mental desempenhado pelos residuos dcidos na modulacao da afinidade do MP1 a vesiculas
anidnicas e zwitterionicas [55-57]. Andlises conformacionais experimentais de sua adsor¢ao
em uma bicamada lipidica associada com simulacdes em solucdo aquosa com TFE mostra-
ram como ocorre a estabilizacdo da a—hélice da estrutura helicoidal anfipatica que esta
relacionada com a maneira que os residuos dcidos e basicos estio distribuidos no MP1 [55].
A disposicao desses residuos € favoravel as interacdes intra cadeia, resultando em alteracdes
do pK, dos residuos ionizdveis. Desse modo, a carga liquida que esse peptideo possui é

funcdo do pH do meio e do potencial eletrostitico gerado pela membrana.

De acordo com os estudos anteriormente apresentados, a atividade bactericida
dos PAMs muitas vezes ¢ modulada pelo pH do ambiente. A distribui¢ao de residuos acidos
e bésicos ao longo da estrutura primdria dos peptideos MP1 e H-MP1 leva a formagao de
uma hélice anfipatica quando em contato com interfaces hidrofilicas/hidrofébicas. A figura
1.1 apresenta ambos os peptideos nessa estrutura secundaria. Apesar de sofrerem variagoes,
os valores de pK, do dcido aspartico (~ 4.0) e lisina (~ 10.4) do MP1 sugerem que esse
peptideo apenas vai responder a mudancas de pH préximas a esses valores como observado
para outro peptideo similar ao MP1 [58-60]. Em solucdo em pH fisioldgico, esse peptideo
possui carga liquida +2e, relativamente baixa se comparada a peptideos antimicrobianos
altamente seletivos no mesmo pH. Substituindo as lisinas do MP1 por histidinas, que apre-
sentam pK, mais baixo (~ 6,5), temos o peptideo modificado H-MP1 responsivo a uma

estreita varia¢do de pH aproximadamente duas unidades abaixo do fisioldgico.
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(b) H-MP1 protonado (c) H-MP1 desprotonado
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 1.1: Peptideos MP1 e H-MP1 na estrutura inicial utilizada nas simulacdes 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 peptideos estao em configuracao da estrutura secundaria
e coloridos da seguinte forma: os aminoacidos hidrofébicos estdo apresentados em branco,
os carregados positivamente em azul, os carregados negativamente em vermelho, e os polares
nao-carregados em verde.

A adsorcao desses peptideos a membrana da bactéria € seguida por sua estruturagao
em a-hélice, envolvendo interagdes tanto eletrostaticas como hidrofébicas. Apds a adsorcao,
de acordo com a orientagdo dos peptideos, alteracdes em diversas propriedades fisicas da
membrana podem ser observadas, tais como: espessura [61], diminui¢do do parametro de

ordem das cadeias acilicas [62] e alteracOes de comportamento de fase da membrana [18].

A membrana modelo que € utilizada nos experimentos e nas simulagdes € um
sistema simplificado que mimetiza o arranjo lipidico das membranas bioldgicas. Uma mem-
brana bioldgica real possui muitos tipos de lipideos e proteinas. A utilizagdo de uma mem-
brana com menos componentes (por exemplo, apenas dois lipideos) permite uma andlise
mais precisa dos resultados [63], j4 que podemos apontar mais facilmente os efeitos causa-
dos pela interacao dos peptideos, sem o ruido causado por inimeros componentes em uma
s6 membrana. O uso dessas estruturas é particularmente 1til para estudos que tem por obje-
tivo investigar as propriedades inerentes da membrana, com respeito aos seus componentes

e suas caracteristicas e também fornecer informacdes a nivel molecular.

De maneira geral, a monocamada externa das membranas plasmaticas de bactérias
¢ anidnica [64]. Entretanto, dependendo do micro-organismo alvo em que um determinado
peptideo antimicrobiano age, a membrana modelo que serd utilizada tem uma composi¢cao
lipidica que depende das caracteristicas principais dessa membrana que se deseja mimeti-
zar. Por exemplo, bactérias Gram-negativas e Gram-positivas se diferenciam em composi¢ao
lipidica. Enquanto as membranas de bactérias Gram-negativas possuem fosfolipideos anidnicos
como fosfatidilglicerol (PG) e cardiolipina e uma predominancia do lipidio zwitteridonico fos-

fatidiletanolamina, as bactérias Gram-positivas contém predominantemente PG, cardiolipina
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e lysoPG [65, 66]. J4 a membrana celular externa das células eucaridticas € rica em lipideos
zwitterionicos como fosfatidilcolina (PC), colesterol e esfingomioelina [67]. No caso dos
organismos eucarifticos existe uma assimetria entre a monocamada externa e interna, ja
que a monocamada interna também contém fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (que é
um lipideo anidnico) em uma célula cancerigena essa assimetria € desfeita e esses lipideos

também sdo encontrados na monocamada externa [68, 69].

Na tentativa de elucidar detalhes da adsorcdo e interacdo dos peptideos anti-
microbianos MP1 e H-MP1 com bicamadas lipidicas que ndo foram possiveis de observar
experimentalmente, podemos fazer uso de simula¢des computacionais. Uma das técnicas de

simulacao mais utilizadas no estudo de biomoléculas é a Dinamica Molecular (DM).
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1.3 Dinamica Molecular

A Dinamica Molecular ¢ um método que simula a evolugcdo temporal de um
sistema de biomoléculas utilizando potenciais cldssicos para descrever as interagdes mole-
culares, de modo que € possivel obter informagdes sobre a dinAmica do sistema em nivel

atdmico/molecular, o que, em muitos casos, pode ser invidvel experimentalmente.

A primeira simulacdo por Dinamica Molecular foi realizada em 1957 por Alden
e Wainwright utilizando modelo de esferas rigidas [70]. Com o tempo, a técnica evoluiu até
ser possivel a simula¢do de um liquido. A primeira simulacdo desse tipo foi uma simulagao
de dgua liquida realizada por Stillinger em 1974 [71]. Avangos na drea computacional e
desenvolvimento de novos modelos tornaram possivel simular sistemas de maior complexi-
dade e tamanho como as macromoléculas biolégicas. A primeira simula¢do de Dinamica
Molecular de uma proteina foi o estudo da BPTI (inibidor pancredtico bovino da tripsina)
realizado por McCammon em 1977 [72] e de uma bicamada lipidica por Berendsen e Van
Der Ploeg em 1982 [73]. Desde entdo, as simulagdes de DM vém sendo amplamente utiliza-
das no estudo dos mais diversos sistemas bioldgicos sendo, no caso de proteinas, a principal

técnica de simulacao.

A confiabilidade dos resultados de DM esta diretamente relacionada com a mo-
delagem utilizada (parametrizacao, escolha do campo de for¢a adequado, entre outros). Uma
boa modelagem reproduz, de forma satisfatéria, o comportamento do sistema real em estudo.
A Mecanica Quantica poderia ser utilizada para modelar um sistema muito detalhadamente,
mas, para sistemas de muitos dtomos essa abordagem se torna invidvel devido a complexi-
dade dos célculos necessarios e ao elevado custo computacional. Assim, em simulacdes de
DM, os modelos das moléculas investigadas sao construidos a partir de potenciais classicos
efetivos, que incorporam os fendmenos quanticos, de modo a reproduzir, dentro de uma
determinada precisdo, o comportamento do sistema real. A evolu¢do temporal do sistema
¢ obtida resolvendo as equagdes de Newton que descrevem o movimento dos dtomos. A
aproximacgao de Born-Oppenheimer € utilizada para dividir o Hamiltoniano e separar o mo-
vimento do nicleo do movimento dos elétrons. Os nucleos sdo considerados como esferas

de Van der Waals que interagem entre si e, porventura, com campos externos.

O potencial hidrogenidnico (pH) € a propriedade fisico-quimica que mede o grau
de acidez ou alcalinidade de uma solucdo. Praticamente todos os processos bioldgicos que
acontecem na célula envolvendo biomoléculas sofrem influéncia do pH, ja que o pH deter-
mina o estado de protonacao dos residuos ionizaveis e entdo, por consequéncia, determina a
distribuicdo de cargas na proteina [74—76]. Em proteinas, essa distribuicdo de cargas influen-
cia fortemente na estabilidade da estrutura, na catalise e até no acoplamento de ligantes [77—

81]. Consequentemente, existe uma faixa estreita de pH onde elas desempenham sua fungdo
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bioldgica de forma eficiente, estando essa fungdo diretamente relacionada com a presenga
de residuos ionizdveis em posi¢oes-chave [82]. Devido a esses fatores, o pH € estritamente

regulado na célula por diversos mecanismos fisioldgicos [83, 84].

Um exemplo de molécula biolégica cujo comportamento depende diretamente
do pH do meio sdo os peptideos antimicrobianos citados anteriormente, 0s quais sao caracte-
rizados por possuirem sequéncias curtas, residuos cationicos e um carater anfipatico. Quando
em contato com uma bicamada lipidica anidnica, como a dos micro-organismo procariotos,
esses peptideos podem desestabilizar essa membrana e destruir a célula invasora [2]. O me-
canismo de acdo desses peptideos e sua eficicia estdo relacionados com sua estrutura, e sua
afinidade por membranas anidnicas é dependente da protonacdo dos residuos do peptideo;

logo, variagdes no pH podem influenciar nesse processo [26].

Entretanto, processos que estdo diretamente relacionados com o pH do meio nao
sdo observados em simulacdes de DM convencional devido ao fato de que nelas o estado
de protonagdo dos residuos ionizdveis deve ser escolhido baseado no p/, desse residuo
isolado, e esse estado se mantém durante toda a simulagdo. Utilizando essa técnica, além
de ndo serem observados os efeitos do pH na conformacdo e fungcao da proteina, pode-se
escolher um estado que ndo seja o mais favordvel energeticamente, uma vez que os valores
de pK, dos residuos em uma determinada proteina podem divergir drasticamente dos valores
intrinsecos desses residuos isolados em solucdo, conforme o ambiente eletrostatico que esse

residuo experimenta.

O ideal, entdo, € que o estado de protonacao dos residuos ionizaveis possa variar
no decorrer da simulagdo. Para que esse efeito do pH seja incorporado computacionalmente
em simulacdes de DM, vérias técnicas ja foram desenvolvidas e implementadas por meio da
protonacao discreta via Metropolis - Monte Carlo (MC) [85-89] ou protonag¢do continua via
A-dinamica[90-94].
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1.4 Dinamica Molecular a pH constante

A Dinamica Molecular a pH Constante (CpHMD, do inglés Constant pH Mo-
lecular Dynamics) utilizando a protonagao discreta consiste em interromper periodicamente
as simulacdes de DM convencionais para realizar a mudanca do estado de protonagdo dos
residuos ionizaveis via passos de Monte Carlo Metropolis. Para tanto, utilizamos o valor da

energia livre de mudanca do estado de protonagdo e a influéncia do pH.

A primeira implementacdo de CpHMD com protonagdo discreta foi proposta
por Baptista et. al. [85], aplicando a equacao de Poisson-Boltzmann no modelo eletrostitico
continuo, ou seja, tratando o solvente como um dielétrico para estimar energias livres de
protonacdo e desprotonacdo e utiliza-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 convergéncia mais rapida dos valores de p K, foi in-
corporada a técnica de Replica-Exchange (TREX) por Brooks[93], promovendo uma melhor
amostragem conformacional no método de CpHMD. Utilizando nove proteinas como teste,
foram obtidos valores precisos de pK, que convergiram entre 500 ps e 1 ns por réplica. Esse
método também foi aplicado por Meng e Roitberg utilizando o modelo de solvente implicito
Generalized-Born (GB) [88].

Também na tentativa de melhorar a acurécia e a rapidez na convergéncia Willi-
ams, de Oliveira e McCammon acoplaram CpHMD de protonagdo discreta com Dindmica
Molecular acelerada para varios residuos 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 protonagdo [96]. Esse
método foi implementado no pacote AMBER [97] e testado para o pK, calculado para a
HEWL [98].

A primeira ideia para CpHMD de protonagdo continua foi proposta por Bro-
oks[91, 93] utilizando o conceito de simulagdes de A-dinamica [90]. Na A-dinamica o estado
de protonagao de cada sitio ionizavel € definido por meio de uma varidvel (\), também po-
dendo ser chamada de coordenada de titulacdo, que evolui lentamente entre os valores de 0
a 1 representando simultaneamente os estados desprotonado e protonado. A aplicacdo desse
método utiliza o modelo GB para o solvente implicito para propagacao tanto das coordena-
das espaciais quanto da de titulagdo [91, 93] e foi implementado para o pacote CHARMM
[99].

Nos dltimos anos, estudos de CpHMD vém sendo utilizados para analisar fa-

tores estruturais responsaveis pela dependéncia com o pH da ligacdo de substrato em (-

27



glucosidases [100], o mecanismo de transporte de prétons no canal M2 [101], entender os
flaps de proteases de HIV [102] que controlam o acesso das proteases a substratos e inibido-
res, € também o acoplamento entre os estados de protonagdo e a conformagao 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 simulacdes
de dindmica convencional com passos de dinamica fora do equilibrio em que acontecem
mudancas no estado de protonacdo de um residuo e cdlculos da energia que descreve se
a mudanca de protonacgdo € favoravel ou ndo [104]. Este método, além de simulagdes de

Dinamica convencional, também foi utilizado nesse trabalho.

Nesse estudo, comparamos os efeitos dos pHs 4cido e fisiologico da solugdo
na adsorcdo dos peptideos antimicrobianos MP1 e seu andlogo contendo histidina H-MP1
no modelo de membrana mista anidnica (7POPC:3POPG), e analises conformacionais des-
ses peptideos. Essa configuracdo foi escolhida por mimetizar eletricamente a membrana
plasmatica de bactérias Gram-negativas [65]. O lipideo zwitteridnico predominante das
bactérias Gram-negativas € a fosfatidiletanolamina (PE), entretanto, devido a curvatura nega-
tiva apresentada por esse lipideo os experimentos que deram suporte as nossas simulagdes fo-
ram realizados com outro lipideo zwitteridnico, o POPC. Na investigacdo complementamos
as informagdes experimentais obtidas de adsor¢do e inser¢ao do peptideo, e também vaza-
mento de vesiculas, com simulacdes de Dindmica Molecular (DM) dos peptideos e bicamada
por mais de 10 ps para cada sistema, bem como quase 10 ps de Dinamica Molecular a pH
Constante desses peptideos em diferentes pHs e diferentes situacdes. Com essa estratégia,
conseguimos novas revelacdes do ponto de vista atobmico do processo de adsorcao desses
peptideos na membrana. Os resultados indicam que a interagdo que guia a aproximagao
entre os peptideos e a bicamada acontece através do N-terminal, bem como foi observado
que o posicionamento do peptideo na interface hidrofilica/hidrofébica da bicamada favorece
o aumento da estrutura helicoidal do peptideo e perturbacdo do empacotamento lipidico da
bicamada, marcado pela diminui¢ao da ordem das cadeias acilicas, como indicado pelos re-
sultados experimentais [105]. Andlises energéticas e eletrostaticas também foram realizadas
através das simulagdes a pH constante, em que os estados de protonacdo de cada residuo fo-
ram discriminados, levando em conta diferentes ambientes quimicos em que esses residuos
podem se encontrar (bulk, ou na presenca de uma bicamada lipidica). Mostrando como o
potencial eletrostatico gerado pela bicamada e sentido por esses peptideos altera os estados
de protonagdo dos residuos ionizaveis evidenciando a seletividade desses peptideos por bi-
camadas lipidicas anidnicas, resultados esses que também foram confrontados e concordam

com os dados experimentais realizados pelos colaboradores [106].
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Capitulo 2
Objetivos

O objetivo geral desse estudo € reproduzir o processo de adsorcao dos peptideos
MPI1 e H-MPI em um modelo de membrana celular bacteriana por meio de simulagdes
computacionais. Com isso, espera-se obter resultados complementares aos ja obtidos expe-
rimentalmente, de modo a compreender melhor o processo em questdo e fornecer insights

sobre a acao antibacteriana dessas moléculas.

Sendo assim, nesse estudo temos por objetivos especificos:

1. Acompanhar as modificacdes na estrutura secunddria dos peptideos durante o processo
de adsorc¢do e correlacionar essa propriedade dos peptideos com sua agao sobre a bi-

camada.

2. Identificar como aminodcidos interagem com a bicamada, a natureza das interagdes e

sua magnitude.
3. Verificar modificacdes na bicamada lipidica causadas pela adsorcao do peptideo.

4. Estudar, por Dindmica Molecular a pH Constante, diferencas entre os estados de

protonacao dos aminodcidos em diferentes pHs e diferentes ambientes quimicos.

5. Com base nas cargas liquidas dos peptideos (mais precisamente de cada um de seus
residuos ionizdveis) entender a especificidade das interagdes entre peptideos e bica-

mada.
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Capitulo 3

Metodologia

3.1 Dinamica Molecular

A Dinamica Molecular nos fornece a evolugdo temporal do sistema que se deseja
simular resolvendo as equacdes de movimento: as equagdes de Newton (equagdo 3.1). Essas
equagdes sdo resolvidas numericamente, uma vez que uma solugdo analitica ndo é possivel

para um sistema de muitos corpos [107, 108].

Ei(t) = m.a; (3.1)
onde F’Z(t) ¢ a forca resultante que atua sobre cada particula ¢ de massa m; e aceleracdo a;

do sistema em um instante de tempo t.

Em uma Dinamica Molecular os dtomos sdo modelados como se fossem particulas,
ligadas por molas, interagindo com as outras particulas dentro do seu raio de alcance por um
potencial de interagdo. Para se obter as equagdes de movimento € necessario um poten-
cial que modele o sistema da maneira mais realistica possivel. A melhor modelagem seria
descrever o sistema fazendo uso da Mecanica Quantica, o que demandaria um tempo com-
putacional muito grande pra um sistema de tantos corpos. A alternativa €, entdo, utilizar
potenciais cldssicos que incorporem esses efeitos quanticos. A escolha do campo de forca a

ser utilizado na simulagdo € o que nos d4 a forma do potencial e pardmetros de modelagem.

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

Nesse trabalho, o campo de forga utilizado foi o CHARMM, no qual o potencial
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onde cada termo descreve mudangas na energia potencial em funcao de diferentes parametros
do sistema. O primeiro termo € devido ao estiramento e contracao da ligacao covalente entre
os atomos, o segundo termo a variacdo do angulo entre trés dtomos, o terceiro a variagao
do angulo diedral, o quarto aos diedros improprios, o quinto € o termo harmo6nico de Urey-
Bradley e o sexto termo, CMAP, é aplicado para aprimorar as propriedades conformacionais
do backbone das proteinas, o sétimo a interacao coulombiana devido a forcas eletrostaticas
entre as cargas parciais dos atomos e o ultimo descreve as interagdes de Van der Waals entre

os dtomos por um potencial de Lennard-Jones 6-12.

Para realizar uma simulag@o de Dindmica Molecular é necessario construir uma
caixa de simulagdo com um numero finito de particulas. O nimero de particulas na caixa
de simulagdo pode ser insignificante perto do sistema macroscéopico que se desejaria estudar,
além de efeitos de borda que também se fazem presentes nesse caso. Uma alternativa para
contornar essas limitacdes € criar réplicas em torno da caixa principal, onde o movimento
de uma molécula serd igual ao movimento mesma molécula nas outras caixas replicadas.
Quando uma particula sai da caixa principal, a mesma particula entra pela face oposta da
caixa, com a mesma velocidade, mantendo o nimero de particulas na caixa principal cons-
tante. Essa técnica é chamada de Condic¢oes Periddicas de Contorno (PBC, do inglés Periodic

Boundary Conditions).

Com o emprego de PBC o ntimero de interagdes entre as particulas pode aumen-
tar muito, devido ao fato de que as particulas de uma determinada caixa podem interagir
com as imagens presentes nas caixas réplicas. O aumento no nimero de intera¢des também
pode aumentar exponencialmente o tempo de simulacdo; dessa forma para contornar esse
problema fazemos o uso de um raio de corte para as interacdes nao ligadas. Assim, uma

particula 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 distancia, a magnitude dessa interacdo varia devido a aplicacdo de
uma funcdo dependente da distancia que modifica o potencial chamada switching que leva o
valor da interacdo a zero. Além disso, 0 método da minima imagem também € utilizado para
impedir que uma particula interaja com a sua prépria imagem presente em uma das caixas

replicadas.

A utilizagdo de raio de corte funciona bem para as interacdes nao ligadas de curto
alcance como interacdes de Van der Waals. Para potenciais eletrostdticos, que sdo interagdes
de longo alcance, essa abordagem leva o potencial a zero de maneira muito brusca em relagao
ao alcance desse potencial. Um dos métodos mais utilizados para contornar essa situagao e
tratar essas interacoes eletrostaticas € o método de Particle Mesh Ewald (PME), que consiste
em utilizar o espago reciproco para o cédlculo das interacdes, sendo possivel determinar a

energia eletrostatica das particulas.

Outras grandezas macroscOpicas que precisam ser incluidas nas simulacdes de
DM sao o controle de temperatura e pressao, para simulacdes realizadas no ensemble isotérmico-
1sobarico (ou NPT), j4 que a maioria dos experimentos sdo realizados a temperatura e pressao
constante. Esse ensemble descreve um sistema com um nimero fixo de particulas em contato

com banhos térmico e de pressao [113, 114].

No software NAMD, é mais comum a utilizacdo do método pistdo de Lange-
vin para o controle da pressdo na simulagdo [115] e, no decorrer da simulac¢do, o tamanho
da célula é ajustado e as coordenadas das particulas sdo re-escalonadas. Esse método é
combinado ao termostato de Langevin [116], simulando um banho térmico e, a cada passo
de simulacdo as velocidades também sao re-calculadas, computando a energia cinética das

particulas mantendo a temperatura constante.

Em suma, com a Dindmica Molecular é possivel obter a trajetéria do sistema ao
longo do tempo e, a partir dela, analisar diversas de suas propriedades fisico-quimicas. As
andlises foram realizadas usando o software VMD [117] e alguns de seus plugins como Nam-
denergy, Membplugin [118] e STRIDE [119] no célculo da estrutura secundaria. Para inves-
tigar a fluidez da membrana o pardmetro de ordem (-S¢ ) foi calculado usando a equacao
[120]:

Scr = 3/2cos?(6) — 1/2, (3.3)

via um script tcl desenvolvido pelo grupo, onde 6 é o angulo entre as ligagdes C-H das
cadeias acilicas com o eixo normal a bicamada. Os calculos foram realizados focando nos

lipidios que ficam préximos ao peptideo adsorvido.
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3.1.1 Detalhes Computacionais

Para realizar as simula¢Ges de Dinamica Molecular no equilibrio dos sistemas
aqui investigados, foi construida uma bicamada lipidica composta por 120 fosfolipidios (60
em cada monocamada) de POPC e POPG em uma propor¢do de 70:30 utilizando o Mem-
brane Builder plugin [121] do website CHARMM-GUI [122] utilizando o campo de forca
CHARMM 36 [111]. A bicamada foi solvatada em uma caixa de dgua (modelo TIP3P [123])
com tamanho de aproximadamente 65x65x120 A3 e as moléculas de 4gua localizadas na
regido hidrofébica da bicamada foram removidas. Entdo, foram adicionados ions para neu-
tralizar a caixa e também sal NaCl a 150 mM para mimetizar o ambiente fisioldgico. O
software VMD [117] foi utilizado nesses processos. A caixa de simulacdo foi equilibrada
por 10000 passos de minimizagdo de energia utilizando o método do gradiente conjugado e
100 ns de Dinamica Molecular utilizando o software NAMD [124].

Os peptideos foram gerados em configuracdo a-hélice a partir da sequéncia de
aminodcidos utilizando o plugin Molefacture no VMD e o campo de forca CHARMM 36
[111]. Para ambos os peptideos o C-terminal é amidado e o N-terminal € carregado positi-
vamente. Cada um foi inserido na fase aquosa da caixa de simulagdo a aproximadamente 1
nm de distancia da superficie da bicamada. O numero de ions na caixa foi corrigido apds a

insercdo do peptideo. Pode-se observar uma das caixas de simulagdao montadas na figura 3.1.

As cargas dos aminodcidos dos dois peptideos foram escolhidas baseado no pK,
de cada residuo ionizavel e no pH da simulacdo. Os novos sistemas com o peptideo e a bica-
mada em solugdo aquosa foram equilibrados com 10000 passos de minimizacao de energia
e 10 ns de dindmica molecular com restricdo da posi¢ao do backbone do peptideo para a

relaxacao do solvente, usando o NAMD.

Nesse estudo, trés sistemas foram investigados, um para o MP1 devido ao fato
de que o intervalo de pHs aqui estudados (5,5 a 7,4) € longe do p/K, dos residuos ionizdveis
desse peptideo, e duas situacdes para o H-MP1, uma a pH 7,4 e outra para o pH 5,5. Os
estados de protonacao para o MP1 usado nessas simulagdes sdo o N-terminal e as lisinas
carregados positivamente e os dcidos asparticos carregados negativamente, para o H-MP1
a pH 7,4 o N-terminal foi carregado positivamente, as histidinas neutras e dcidos asparticos
carregados negativamente e para o H-MP1 em pH 5,5 o N-terminal e as histidinas carregados

positivamente e os dcidos aspdrticos carregados negativamente.

Para amostrar melhor o espaco de fase desses sistemas, doze simulacdes 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 multiplas réplicas é mais preciso do que apenas uma simulacdo longa [125]. No geral,

aproximadamente 2 ps de Dinamica Molecular foi realizada para o H-MP1 desprotonado, e
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3.1: Representacdo da caixa de simulacdo contendo dgua (superficie cinza), a bica-
mada de POPC (ciano) e POPG (laranja), ions Na™ (azul) e Cl~ (vermelho) e o peptideo
em representacdo de estrutura secunddria (a-hélice representada em roxo e random coil em
branco). No inicio da simulagdo os peptideos sdo posicionados de maneira aleatéria a uma
distancia de aproximadamente 10 A da bicamada lipidica.

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

Para detectar eventos de adsor¢do, as distancias entre o N-terminal, C-terminal e
o centro de massa do peptideo e o centro de massa da bicamada foram medidas para todas
as simulacdes. Dizemos que ocorreu uma adsor¢cdo quando alguma das distancias calculadas
for menor do que a distancia do centro de massa da bicamada ao plano dos fosforos dos
fosfolipideos que compde a bicamada. Adsor¢des foram observadas apenas em sistemas
em que os peptideos estavam protonados e, as que tiveram as menores distdncias foram
estendidas. Nao foi observada inser¢dao do peptideo H-MP1 desprotonado em nenhuma das
simulacdes, entdo nenhuma delas foi estendida. A auséncia de eventos de adsor¢do nesse
sistema era esperada ja que o peptideo e a bicamada possuem carga liquida com a mesma

polaridade.

Todas as simulacdes de DM foram realizadas com um time-step de 2 fs, condi¢des
periddicas de contorno, no ensemble NPT a 298 K e 1 atm. Temperatura e pressao foram
controladas pelo termostato Langevin [116] e pistdo de Langevin [115], respectivamente. O

algoritmo SHAKE [126] foi utilizado para controlar o comprimento das ligacdes covalentes,
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e para preservar a geometria das moléculas de dgua o algoritmo SETTLE [127] foi aplicado.
As interagdes de Van der Waals foram calculadas com um raio de corte de 14 A com distancia
de switching de 12 A e as interacdes de longo alcance foram tratadas com o algoritmo PME
[128].
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3.2 Dinamica Molecular a pH Constante

Em sistemas em que a regulacdo de carga é varidvel importante no comporta-
mento das macromoléculas bioldgicas envolvidas as simula¢des de Dinamica Molecular a
pH Constante (CpHMD) sdo mais indicadas. De maneira geral, uma simulacdo de CpHMD,
diferente da DM convencional, permite que os estados de protonagdo dos residuos ionizdveis
variem com o tempo. O método aqui utilizado [104] foi pautado em diversos avangos na area
de simulacdes hibridas de DM fora do equilibrio e Monte Carlo (neMD/MC) [104, 129-133],

utilizado para mudar os estados de protonagdo dos residuos ionizdveis em solvente explicito.

Por exemplo, em uma proteina com dois residuos ionizaveis que podem estar
protonados ou desprotonados, sdo possiveis quatro diferentes estados de protonagdo. Em
uma dindmica convencional esses estados precisam ser construidos e simulados separada-
mente considerando o pH desejado e assumindo que apenas algum desses estados possui
importancia bioldgica. Do contrario, as transi¢des de estados precisam ser exploradas sepa-
radamente utilizando calculos de energia livre por exemplo. Em uma simulacao de CpHMD
essas transicoes sdo exploradas intercalando os diferentes estados de protonacao e o método
¢ particularmente importante quando o ndmero de estados de protonagdes possivel € muito
grande (da ordem de dezenas de residuos), e também quando informacgdes acerca de algum

estado de protonagdo especifico ndo estao disponiveis.

Enquanto nas simulacdes de DM convencionais a amostragem estatistica € feita
no ensemble candnico, nas simulacdes a pH constante € utilizado o ensemble semi-grand
candnico (equacdo 3.4) ja que, nessas simulacdes, o nimero de dtomos da proteina varia e
das outras componentes (dgua por exemplo) ndo. Essa fun¢do de parti¢do consiste em uma
soma de fungdes de particdo candnicas ponderadas por um vetor de ocupacdo cujo valor

depende se o sitio de protonagdo estid ou nao ocupado.

E(pH) =) Q1077 (3.4)

AES

onde =(pH) é a chamada funcdo de parti¢do semi-grand candnica, (), é uma funcdo de
parti¢cdo candnica do sistema nos estados de protona¢do definidos no vetor de ocupacio A,
cada elemento desse vetor pode adquirir os valores de zero ou um dependendo se um de-
terminado sitio de protonagdo estd ou ndo ocupado por um préton, respectivamente. S é
o conjunto que contém todos os vetores A possiveis levando em conta todos os estados de

protonagao, e n, € o nimero de prétons no sistema (em esséncia, a soma dos elementos de
A).

A simulac¢do de Dindmica Molecular a pH Constante deve, portanto, explorar o

espaco de fase definido por cada uma das func¢des de particdo bem como o espaco de fase
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definido pelos diferentes vetores de ocupacao. O tempo em que a simulacio passa em cada
um dos estados € definido pelo peso dado nessa soma que esta diretamente relacionado ao
pH da simulacdo. E importante notar que a diferenca entre o pH do meio e o pK,, do residuo
ionizdvel em questao € levada em consideragdo no critério de Metropolis. O pK, € calculado
a cada ciclo, levando em consideracdo o ambiente quimico que aquele residuo estd inserido.

Esse novo pK, calculado € entdo utilizado no proximo ciclo.

Logo, essas simulagdes sao realizadas de forma que passos de DM convencional
sdo realizados por um tempo computacional predefinido. Apds esse tempo a simulagdo para
e um sitio ionizavel é sorteado. Nesse momento € realizada uma proposta de mudanca de
protonacdo que € aceita ou ndo com base no critério de Metropolis. Se aceita, essa nova
configuracdo passa por uma simulagdo fora do equilibrio (switch) por um tempo também pré
determinado, e apds o switch hd uma nova decis@o se esse novo estado € aceito ou nao. Se
aceito um novo ciclo de DM ¢€ realizado com a nova configuragao; se rejeitado, a simulacao

continua a partir do estado anterior.

Portanto, uma simulagdo a pH constante consiste em uma sé€rie de ciclos compos-
tos de uma etapa de DM e uma etapa de neMD/MC ao invés de apenas uma longa simulacdo
convencional. O tamanho de cada ciclo é determinado pelo nimero de passos realizados
em uma fase de equilibrio e o nimero de passos realizados no switch propriamente dito. A
mudanga do estado de protonacao passa por dois critérios de aceitagao/rejeicao a cada ciclo,
um antes de o swifch ser realizado que leva em consideracio, no critério de Metropolis, o pH
do meio, o pK, do residuo que foi sorteado, e o peso atribuido a cada sitio. Se rejeitado esse
passo, a simula¢do retoma a configuragdo anterior e realiza mais uma etapa de DM. Se aceito,
o switch ocorre por um tempo pré determinado e a energia livre de protonag¢ao/desprotonacao
e também o trabalho envolvido na criagdo/destrui¢do do proton sdo calculados e incluidos no
critério de Metropolis para o aceite ou nao do swifch. Se aceito, a nova configuracao € consi-
derada no préximo passo de DM realizado; se rejeitado a simulac@o retoma da configuracao
anterior. Esse processo estd ilustrado no esquema da figura 3.2. O tempo determinado para o
switch deve ser tal que ndo seja tdo curto a ponto de que a mudanga de protonacao seja muito
subita, gerando energias muito altas dificultando que esse passo seja aceito, mas também
ndo pode ser tdo longo que, caso rejeitado, muito tempo computacional seja desperdicado.
Para peptideos um tempo de 15 ps de switch € razodvel 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 basico das simulacdes de Dinamica Molecular a pH Constante, onde
¢ realizada uma simulacdo de Dindmica Molecular convencional em um estado fixo de
protonacdo, seguido por um passo de neMD/MC a fim de amostrar novos estados de
protonacdo. O esquema mostra o que acontece quando essa mudanca pode ser aceita ou
rejeitada.

A fim de ndo despender tempo computacional amostrando configuragdes de protonacao
raras, € realizado um pré screening dessas configuracdes baseadas no pH da simulacdo e
uma estimativa do pK, para cada residuo ionizavel (chamado pelos autores do método de
pK, inerente), abordagem proposta por Chen e Roux [130], que direciona a maior parte do
esforco computacional para as mudangas de protonacdo mais provédveis de serem aceitas.
Essa abordagem permite que o valor de pK, inerente calculado possa mudar no decorrer da
simulacao, dependendo do ambiente quimico que os residuos experimentam, sem prejuizo
da estatistica ao final da simulacdo. Esse algoritmo inclui os valores de pH da solucdo e pK,
inerente dos residuos no critério de Metropolis, tornando a simulagdo mais eficiente e menos

custosa.

Nessas simulagdes o ndmero de atomos flutua, ja que o mesmo residuo em di-
ferentes estados de protonacdo possui diferente quantidade de 4tomos. Contudo, em vez de
remover esses atomos do sistema em uma eventual desprotonagao, eles continuam existindo
na forma de dummy prétons. Essa abordagem facilita a visualizagdo da simulagcdo porque
as coordenadas sdo escritas da mesma maneira que na Dinamica convencional. Um dummy
préton ndo interage com os outros dtomos fazendo com que a termodindmica do sistema
permaneca inalterada, isto €, ndo existiria diferenca estatistica se o dummy proton fosse re-
movido, no entanto, ele sempre possui posicao e velocidades que sao plausiveis fisicamente

se ele estivesse interagindo. Durante a simulagdo, a transi¢ao entre os estados de protonagao
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¢ realizada com o uso de coordenadas auxiliares que ndo aparecem na trajetoria final.

Além dos outputs gerados pelas simulagdes convencionais, as simulacdes a pH
Constante também produzem um arquivo com os vetores A de cada ciclo de onde podem ser
obtidos os estados de protonacdo de cada residuo, com o detalhe de que residuos diferentes
podem ter mais de um sitio de ligacdo para o préton. Com esses dados, as curvas de titulacao
para esses residuos podem ser geradas e o p/K, desses residuos pode ser calculado, ja que o

mesmo residuo em ambientes quimicos diferentes tera valores de p/, diferentes.

A funcgdo de particdo semi-grand candnica pode ser reescrita como uma soma

dessas fungdes de quando o sitio de protonagio estd ocupado (=1 (pH)) ou ndo (Zq(pH)).

E(pH) = Zo(pH) 4+ E1(pH)107P (3.5)

A férmula da mecanica estatistica da equacao de Henderson-Hasselbalch de onde

se pode obter o pK, dos residuo € conhecida por:

pK.(pH) = —log="

—_— 3.6
Ei(pH) G0

A dependéncia do pK, com o pH do meio é devido ao fato de que uma proteina
pode ter diversos sitios de protonacao do mesmo tipo, com diferentes valores de pK,, € essa
dependéncia deixa de existir quando existe apenas um tipo de sitio de interacdo. Expandindo

a equacdo 3.6 em uma série de poténcias em torno de um valor de p K, aparente (pK. éa)):

pK.(pH) ~ pK™ + (1 — n)(pH — pK¥) (3.7)

Para um determinado sitio de protonag¢do s o elemento no vetor A\ que dé a
ocupacao desse sitio € o elemento \,, cuja média com a adi¢ao do coeficiente de Hill (n)

e utilizando a equacao anterior tem-se:

1
™1 4 10nPH—PKa)

(Xs)pir (3.8)

Essa equacdo fornece, além do pK, calculado para um determinado sitio, a
correlagcdo na protonagdo entre os sitios, dados pelo valor do coeficiente de Hill (n). Quando
n = 1 ndo existe correlagdo entre os sitios, ou seja, a protonacao em um sitio ndo facilita
e nem dificulta a protonagdo de outro sitio. Quando um sitio apresenta n > 1 significa que
esse sitio tem probabilidade maior de estar ocupado quando outros sitios no sistema nao
estdo ocupados. Em contrapartida, para n < 1 tem-se que um sitio tem menor probabilidade

de estar ocupado quando os outros sitios do sistema nao estao ocupados.
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Com isso, a probabilidade de ocupa¢do de um determinado sitio pode ser obtida
para diferentes pHs a partir da Dinamica a pH Constante e utilizada nessa equagdo para
obter valores de pK, e coeficiente de Hill através de uma regressao nao linear. O script
cphanalyze desenvolvido por Radak [104] foi utilizado nesse trabalho para realizar esses

calculos utilizando os arquivos de saida da simulacao.

3.2.1 Detalhes Computacionais

Nesse tipo de Dinamica o campo de for¢a usado também foi o CHARMM?36 para
modelar os peptideos e os ions [111], e o TIP3P para as moléculas de dgua [123]. Em ambos
os peptideos o C-terminal e o N-terminal estdo, respectivamente, amidado e positivamente

carregado.

Todas as simulagdes foram realizadas utilizando condi¢Ges periodicas de con-
torno (PBC) no ensemble NPT a 298 K e 1 atm, que foram mantidos contantes através do
termostato de Langevin [116] e pistdo de Langevin, respectivamente [115]. O algoritmo SET-
TLE [127] foi aplicado a fim de preservar a geometria das moléculas de dgua e o algoritmo
SHAKE [126] para fixar o comprimento das liga¢gdes atdmicas. Interacdes nao ligadas e de
curto alcance foram truncadas em 12 A com a distincia de switching de 10 A. As interagdes

de longo alcance foram tratadas com o método Particle Mesh Ewald (PME) [128].

As simulagdes de CpHMD foram realizadas com o médulo namdcph do NAMD
[104]. Nove simulacdes de ~ 25 ns (~ 200 ns para cada peptideo e cada pH) foram realiza-
das a fim de amostrar a fracdo protonada de cada residuo de cada peptideo no bulk para cada
pH desejado. As simulacdes contendo a bicamada lipidica foram realizdas por ~ 500 a 800
ns divididos em ~ 20 réplicas para cada peptideo e cada pH. Todas as simulacdes compdem
um agregado de ~ 10us de simulagdo. Essas simulagdes ocorreram em intervalos de 10 ps
para tentativas de mudanca de protonacdo, com switches de 15 ps. As andlises (fracdes de
protonacdo, pK, e coeficientes de Hill e seus respectivos erros) foram realizadas utilizando

o script cphanalyze [104].

Os peptideos MP1 e H-MP1 foram simulados em trés pHs diferentes (5,5, 6,5 e
7,4) e em trés configuracdes, no bulk, a 10 A da bicamada, que é a configuracdo inicial das
simulacdes de DM convencional realizadas, e adsorvido na bicamada lipidica, situagcdo de
equilibrio encontrada também nas simulagdes descritas anteriormente. Os residuos conside-

rados para mudar o estado de protonacgdo sdo: 2 e 8 (Asp), 4, 5, e 11 (Lys/His).
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Capitulo 4
Resultados e Discussao

Experimentos e andlises experimentais desses sistemas foram realizados pela
Dra. Taisa Giordano Viegas, pela Dra. Dayane dos Santos Alvares e pelo Prof. Dr. Jodo
Ruggiero Neto, resultados acerca desse assunto podem ser encontrados nos dois manuscritos

anexos a esse texto para consulta.

As simulagdes de Dinamica Molecular e de Dindmica Molecular a pH Cons-
tante aqui apresentadas foram realizadas a fim de se obter novas informag¢des do ponto de
vista atdbmico-molecular desses sistemas. Os resultados obtidos a partir dos dois tipos de

simulacdes e as discussdes sobre eles serdo apresentados nessa se¢ao.

4.1 Adsorcao dos peptideos MP1 e H-MP1 por simulacoes

de Dinamica Molecular

4.1.1 Analises de Estrutura Secundaria

A andlise de estrutura secundéria é primordial no estudo de adsor¢ao dos peptideos
antimicrobianos devido ao fato de que esses peptideos apresentam mudanca conformacional
quando adsorvem na membrana adquirindo, em geral, configurac@o anfipitica em «-hélice.
Esse tipo de estrutura favorece a inser¢ao de peptideos na interface hidrofilica/hidrofébica
de bicamadas lipidicas. A partir de experimentos de Dicroismo Circular [105] sabe-se que
a adsor¢do dos peptideos Polybia-MP1 e seu andlogo, estudados nesse trabalho, na mem-
brana mimética de bactérias € acompanhada por um aumento da quantidade de estrutura
em a-hélice na estrutura secundaria. A mesma mudanga conformacional foi observada nas
simulacdes de Dinamica Molecular que serdo apresentadas nessa secdo. Com a finalidade

de evitar os longos tempos de simulacdo necessarios para se obter os peptideos em uma es-
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trutura rica em a-hélice, partimos de uma situagdo onde as moléculas ja se encontram nessa

condicao.

Para fins de controle também foi analisada a estrutura secundaria dos peptideos
sem a interferéncia da bicamada, ou seja em solucdo aquosa. Foram realizadas simulagdes
de 1 us desses peptideos em 150 mM de NaCl em 4gua e em pH 4cido. Os resultados de
estrutura secunddria dessa simulacdo, utilizando a andlise de estrutura feita pelo software
STRIDE [119], implementado no programa VMD, e também as ligacdes de hidrogénio en-
tre os residuos 7 e ¢ + 4 no backbone, se encontram nas figuras 4.1 e 4.2, respectivamente,
para os dois peptideos em fun¢do do tempo de simulacdo. Essas figuras mostram que ambos
peptideos perdem, significativamente, a conformacdo helicoidal em solu¢do aquosa adqui-
rindo mais estrutura em random coil. O peptideo MP1 perde 20% da estrutura nos primeiros
200 ns de simulagdo e, depois de 600 ns, cerca de 50% da sua estrutura ainda se encontra em
hélice, concentrada nos aminodcidos centrais. O H-MP1, por outro lado, perde rapidamente
metade de sua estrutura em a-hélice antes dos 200 ns de simulagdo e, depois, a perde com-
pletamente. Esses resultados estdo em razodvel concordancia com os obtidos no espectro de
CD, que mostram aproximadamente 30 e 10% de conformacao helicoidal para o MP1 e o

H-MP1, respectivamente.
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Figura 4.1: Estrutura secundéria em funcdo do tempo para cada aminodcido durante a
simulacao dos peptideos em solucdo aquosa, (a) MP1 e (b) H-MP1. Na cor azul quando
o residuo apresenta estrutura secundaria em conformacgao a-hélice, ciano para conformagao
random coil e vermelho para folha-/3.
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Figura 4.2: Porcentagem do tempo total da trajetéria em que a ligacdo de hidrogénio entre
os residuos 7 e ¢ + 4 do backbone existem para 0 MP1 e o H-MP1 em solu¢do aquosa. O
objetivo € observar o quao forte € a estruturacao em a-hélice desses peptideos no decorrer
da simulacdo. O MP1 estd representado em roxo e o H-MP1 em verde.

O STRIDE classifica o tipo da estrutura secundédria com base nos angulos di-
edrais ¢ e 1, além das ligacdes de hidrogénio presentes no backbone. Fazendo as mes-
mas andlises com o software DSSP [135], que ndo considera os angulos de diedro, temos
aproximadamente os mesmos valores de porcentagem de a-hélice, apenas um residuo a me-
nos se encontra nessa conformagdo. Os dois softwares sdo precisos em classificar a es-
trutura secundéria de proteinas, no entanto, tendem a superestimar o conteido de a-hélice
em peptideos e proteinas pequenas [136]. Na tentativa de se obter uma melhor estimativa do
conteudo de a-hélice nesses peptideos foi analisada a persisténcia das ligagdes de hidrogénio
entre os residuos ¢ e ¢ + 4 do backbone. A figura 4.2 apresenta a porcentagem do tempo de
simulagdo que cada ligacao de hidrogénio entre a carbonila de cada residuo de aminoécido
1 € o grupo amino do residuo ¢ + 4 para os dois peptideos. A figura também mostra que
apenas cinco residuos estio envolvidos em ligagdes de hidrogénio durante, pelo menos, 50%
da simulacdo, indicando aproximadamente 36% de estrutura helicoidal estavel para o MP1
(em roxo), em acordo com os resultados experimentais (~ 30%). Para o H-MP1 (em verde)
pode-se notar que as liga¢oes de hidrogénio foram persistentes por apenas 20% do tempo e,
consequentemente, a porcentagem de residuos em a—hélice é muito baixa, o que também

estd em bom acordo com os resultados experimentais (~ 10%).

Outra andlise estrutural que pode ser relevante para investigar o papel das cadeias
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laterais na estabilizacdo da a-hélice é olhar para as pontes salinas formadas entre residuos
carregados. Pontes salinas sdo interacdes de longo alcance e ndo direcionais, podendo ser
formadas também quando a estrutura estd em random coil, enquanto liga¢des de hidrogénio
no backbone sdo interagdes de curto alcance e direcionais. Em peptideos baseados em alani-
nas, as pontes salinas ajudam a manter os residuos carregados mais préoximos, favorecendo
a formacao de ligagdes de hidrogénio ¢-i 4+ 4 no backbone que sdo necessdrias para que o

peptideo adquira uma conformacao em «-hélice [137-139].

Para o MP1 em solucdo aquosa e 150 mM de NaCl, representado na figura 4.3a,
pode-se perceber que as distincias entre a lisina 4 (Lys4) e os dcidos asparticos (Asp2 e
Asp8) sdo compativeis com a formacgao de duas pontes salinas que parecem comutar durante
a simulag@o, com uma prevaléncia maior da Asp8-Lys4. Por outro lado, as distincias entre
os acidos asparticos e as histidinas no H-MP1, representadas na figura 4.3b, apresentam va-
lores bem maiores, sugerindo que pontes salinas quase ndo se formaram, o que pode explicar
a baixa porcentagem de conformac¢ado helicoidal desse peptideo em solu¢do aquosa, pois 0s
residuos carregados ndo se aproximam o suficiente para que haja interacdo e, em seguida,
formacdo da hélice. As cadeias laterais das lisinas e histidinas, embora possam adquirir a
mesma carga, possuem comprimentos diferentes, a cadeia lateral da lisina € bem mais com-
prida fazendo que esse peptideo consiga ter uma aproximag¢ao maior dos acidos asparticos do
que as histidinas, e favorecendo a formag¢ao das pontes salinas. Esses peptideos entdo podem,
em determinadas circunstancias, apresentar cargas iguais sendo estruturalmente diferentes,

resultando assim em afinidades diferentes pela bicamada.
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Figura 4.3: Distancia das pontes salinas entre os aminodcidos carregados dos peptideos MP1
na figura (a) e H-MP1 na figura (b) para as simulacdes dos mesmos em solu¢do aquosa.
Ligagdes entre os residuos 2 e 4 estdo representadas em preto, 2 € 5 em vermelho, 8 e 4 em
ciano, 8 e Sem azul e 8 e 11 em laranja.
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Como esperado dado o espectro de CD, concomitantemente a adsorcao dos peptideos
na bicamada, acontece um aumento significativo na estrutura secundaria em conformacao he-
licoidal. As figuras 4.4a e 4.4b apresentam a estrutura secunddria que cada residuo adquire
ao longo de 1.2 us de simulagdo para o MP1 e o H-MP1 na presenca da bicamada lipidica.
Essas figuras mostram que no MP1, apds a adsor¢do (em ~ 200 ns), 13 residuos se encon-
tram em conformacao a-hélice, o que corresponde a 93% de conteudo helicoidal, acima do
resultado experimental obtido. Ja o peptideo H-MP1 perde a maior parte da sua estrutura
helicoidal nos primeiros 400 ns, depois disso, quando o peptideo adsorve completamente
(processo que serd melhor detalhado na proxima secio), o peptideo recupera a sua estru-
tura em a-hélice, apresentando 11 residuos nessa conformacao, o que corresponde a 79% do

peptideo, uma porcentagem novamente acima da obtida experimentalmente.
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Figura 4.4: Estrutura secundéria de cada aminodcido durante a simulagdo, (a) MP1 e (b)
H-MP1. Na cor azul quando o residuo apresenta estrutura secunddria em conformacgao -
hélice, ciano para conformagao random coil e vermelho para folha-5. O MP1 esta adsorvido
na bicamada a partir de 100 ns do tempo de simulacio, e 0 H-MP1 a partir de 400 ns. E
importante notar que apds a adsor¢@o a porcentagem de conformacdo a-hélice da estrutura
secunddria aumenta.

O célculo da porcentagem de tempo em que as ligacdes de hidrogénio i-i + 4
no backbone estao formadas (figura 4.5) melhorou a estimativa da estrutura secundaria com-
parado com os resultados experimentais. Para o peptideo MP1 adsorvido na bicamada as
ligacdes de hidrogénio do backbone entre os pares de residuos de 1-4 até 7-11 permanece-
ram por pelo menos 50% do tempo de simulacdo, correspondendo a sete em dez possibili-
dades, ou seja, oito residuos que estdo mais provaveis de estar em conformacdo de a-hélice.
Comparando esses resultados com os obtidos na figura 4.2, que mostram as mesmas ligagcdes
de hidrogénio para a simulacdo do mesmo peptideo no bulk, o MP1 tem cinco liga¢cdes de

hidrogénio (2-5 até 6-10) que existem por mais de 50% do tempo de simulacdo, o que in-
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dica um aumento na estrutura em conformacao de a-hélice com a adsor¢dao do peptideo na
bicamada. Esses resultados também mostram que a regido C-terminal estd, na maior parte
do tempo, em conformagao nao-helicoidal, assumindo uma estrutura secundaria em random

coil como também visto na figura 4.1.

O perfil de ligacOes de hidrogénio ¢-i + 4 do backbone para o H-MP1 mostra
um comportamento diferente antes e depois de ocorrer a completa adsorcdo. No inicio da
simulacdo, quando apenas a por¢cdo N-terminal do pepideo adsorve e o peptideo estd per-
pendicular a superficie do plano da bicamada (figura 4.9b), o contetudo helicoidal diminui,
e as ligacdes de hidrogénios que sdo estiveis por mais de 50% do tempo diminuem de dez
para trés (barras laranja na figura 4.5). Esse € um estado intermedidrio observado entre o
peptideo em 150 mM NaCl em solucdo aquosa (figura 4.2 - completamente desenovelado),
e sua conformacgdo depois de 400 ns, quando o peptideo estd completamente adsorvido e
oito de dez i-i + 4 ligacdes de hidrogénio estdo estaveis pela maior parte do tempo (barras

magenta na figura 4.5).
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Figura 4.5: Porcentagem do tempo em que a ligacao de hidrogénio entre os residuos i-¢ + 4
do backbone existe na simulagdo para MP1 e H-MPI1 a fim de investigar a estabilidade da
estrutura de a-hélice durante a simulagdo. O MP1 estd representado em roxo e o H-MP1
estd dividido em duas situacdes: antes da adsor¢do completa em laranja, e depois em verde.

Até onde sabemos, essa € a primeira vez que o processo de enovelamento para
um andlogo do peptideo MP1 € observado em resolucao atomica. Pelas nossas simulagdes,
€ possivel observar em detalhes a mudanga de estrutura secundéria do peptideo em estado

desenovelado (random coil) no bulk; o estado intermedidrio quando o N-terminal adsorve
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e o peptideo comeca a sentir a influéncia da bicamada na sua estrutura secunddria; e o
estado enovelado quando o peptideo estd totalmente adsorvido, paralelo ao plano da bica-

mada, em uma hélice anfipatica com conformacao rica em a-hélice induzida pela interface
hidrofilica/hidrofébica da bicamada.

A respeito das pontes salinas, pode-se notar que na simulacdo em que ocorre a
adsor¢ao do MP1, a Lys4 forma uma ponte salina estdvel com o Asp8 (figura 4.6a), como
também observado na simulacdo do mesmo peptideo em solu¢do aquosa. Para o H-MPI,
apos a adsorcao do N-terminal no inicio da simulagdo, a distancia entre Asp2 e His5 (figura
4.6b) indica uma ponte salina que provavelmente sustenta a estrutura em a-hélice na regidao
central do peptideo. Depois de 400 ns, quando o peptideo inteiro adsorve, outra ponte salina

¢ formada entre o Asp8 e His4 que possivelmente influencia no enovelamento do peptideo.
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Figura 4.6: Distancia das pontes salinas formadas entre os aminoécidos carregados dos
peptideos (a) MP1 e (b) H-MP1 para as simulagdes na presenca da bicamada. Ligacdes
entre os residuos 2 e 4 estao representadas em preto, 2 € 5 em vermelho, 8 e 4 em ciano, 8 e
Semazule 8 e 11 em laranja.
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4.1.2 Processo de adsorcao

Nossas simulagdes de DM fornecem informagdes tteis em resolu¢do atdmica
dos processos de adsorcdo dos dois peptideos a bicamada anionica (7POPC:3POPG). As
evidéncias mostram que a adsor¢ao de ambos os peptideos, de maneira simplificada, se ini-
cia pela inser¢do 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 por¢ao central
e o C-terminal amidado também adsorvem e a orientacdo final desse peptideo € paralela ao
plano da bicamada, com o C-terminal ligeiramente inclinado para a regiao hidrofébica da bi-
camada. E possivel notar que, quando adsorvido, o residuo de triptofano dos dois peptideos
se insere na inteface hidrofilica/hidrofébica da bicamada, o que € esperado considerando
os experimentos de fluorescéncia quenching, cujo resultado também pode ser observado no

manuscrito em anexo.

A figura 4.7 descreve como o processo de adsor¢dao ocorre. Pode se notar pela
figura 4.7a, que mostra o processo de adsorc¢do do peptideo MP1, que ele inicia a simulacao
na solugdo, se aproxima da bicamada sofrendo uma alteracdo conformacional na por¢ao C-
terminal de a-hélice para random coil, e depois, o peptideo se insere completamente na bica-
mada em posi¢do paralela a superficie e sua configuracio retorna para a estrutura secunddria
predominantemente em a-hélice. Na figura 4.7b podemos observar esse processo para o H-
MP1. A adsorcao ocorre de forma semelhante ao que acontece para o MP1. A diferenca é
que esse processo foi mais lento nessas simulacdes, e o peptideo adquire mais conformagdo
em random coil do que o MP1 enquanto esta fora da bicamada. Entretanto, apds a adsorc¢ao

esse peptideo retorna a estrutura predominante em «-hélice similar a encontrada para o MP1.
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(b) H-MP1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.7: Processo de adsor¢@o dos peptideos antimicrobianos MP1 em roxo (a) e H-MP1
em verde (b). A bicamada est4 representada em cinza nas das duas figuras.
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(c) H-MP1 - 100 ns (d) H-MP1 - 500 ns

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.8: Snapshots das simulacdes em que foram observadas a adsor¢do dos dois
peptideos estudados. (a) e (c) Instante em que os peptideos primeiramente tocam a bicamada
com o N-terminal carregado. Pode-se notar que parte da estrutura secunddria se configura
em random coil. (b) e (d) Peptideos ap6s a adsor¢ao completa, paralelos a bicamada, com
estrutura majoritariamente helicoidal, com a face hidrofébica em contato com as cadeias
acilicas e a hidrofilica com as cabecas polares e dgua. Destaque para o triptofano posicio-
nado na interface hidrofilica/hidrofébica como inidicado por experimentos de flourescéncia.
Os peptideos estdao representados em cartoon e coloridos pelo tipo de residuo (residuos hi-
drofdébicos representados em branco, positivos em azul, negativos em vermelho e polares
nao-carregados em verde). O residuo de triptofano (TRP) esté representado em laranja, as
moléculas de dgua em iceblue, lipideos pelo nome de cada dtomo: carbonos em ciano, ni-
trogénios em azul, oxigénios em vermelho e fésforos em dourado.

A orienta¢do de cada peptideo em relacdo a bicamada lipidica no decorrer da

simulacao pode ser obtida de forma quantitativa medindo as distancias do N- e C-terminal e
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também do centro de massa (COM) dos peptideos ao COM da bicamada em cada configuracao
da simulacdo. Essas distancias, apresentadas na figura 4.9a para o MP1, mostra que a
adsorcdo acontece pela aproximacao do N-terminal em aproximadamente 70 ns, entdo em
180 ns o peptideo se insere, quase que por inteiro, paralelo a superficie da bicamada (no
plano XY). Para o H-MP1, mostrado na figura 4.9b, em 6 ns do tempo de simulagdo o N-
terminal se aproxima da bicamada e comeca a se inserir na regido hidrofilica da bicamada
até 50 ns de simulacdo. A adsorcdo completa ocorre apds 400 ns na mesma orientagao que o
MP1. As distancias do COM (linha preta), C-terminal (ciano) e N-terminal (roxo) do COM
da bicamada antes de 400 ns mostram o peptideo orientado perpendicularmente a bicamada
e, apds esse tempo, essas distdncias sdo praticamente as mesmas ate o final da simulagao, o
que indica que o peptideo se re-orienta a fim de se posicionar paralamente a bicamada, em
orientacdo similar a do MP1. Esses resultados mostram que a interagdo entre o N-terminal
positivo e os grupos fosfato da bicamada parecem ser o fator direcionador da adsor¢do para
os dois peptideos. Entretanto, como pode-se ver também na figura 4.9b, apds a adsorc¢do, o
C-terminal do peptideo fica mais enterrado na bicamada, provavelmente devido a amidagao
do C-terminal (que o torna nao-carregado) e a predominancia de residuos hidrofébicos dessa
regido. Também foi observado que, uma vez adsorvidos, os peptideos permanecem nessa

condi¢do até o fim da simulacdo.
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Figura 4.9: Distincia entre diferentes regides dos peptideos ao centro de massa da bicamada
lipidica. Trés posi¢Oes para ambos os peptideos foram consideradas aqui, o centro de massa
(COM) considerando o peptideo inteiro em preto, o N-terminal como sendo o centro de
massa do primeiro residuo (Ilel) em roxo o C-terminal sendo o centro de massa do ultimo
residuo (Leul4) em ciano. (a): MP1, (b): H-MP1, inset: nos primeiros 6 nanossegundos da
simulacdo, quando o peptideo estd fora da bicamada (mais de 20 A de distincia), podemos
ver que o peptideo comeca paralelo a bicamada e rapidamente muda para uma orientacao
perpendicular e comega a se aproximar da bicamada.
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Apesar da distancia entre o peptideo e o centro de massa da bicamada nos forne-
cer informagdes acerca da dinamica de adsor¢ao dos peptideos, também € importante inves-
tigar o ambiente no qual o peptideo estd inserido na bicamada. Essa andlise € possibilitada
através de célculos do perfil de densidade de nimero para a bicamada, dgua, e peptideo antes
e depois da adsor¢do, apresentados na figura 4.10. O papel desse ambiente e as alteracoes
eletrostaticas que sao observadas nos peptideos devido a ele serdo melhor discriminados na

secdo 4.2.

Os resultados indicam que o perfil de densidade do peptideo se move de fora da
bicamada para dentro da bicamada no decorrer da simulacdo, ficando completamente inse-
rido na interface hidrofilica/hidrofébica, regido onde coexistem dgua e as cabegas polares dos
fosfolipideos. A orientacao dos aminodcidos dos peptideos adsorvidos nessa regido esta indi-
cado na figura 4.8 que mostrou essa posi¢do em mais detalhes, em que a face hidrofdbica do
peptideo fica enterrada na regido das caudas acilicas da bicamada, enquanto os residuos hi-
drofilicos interagem com &gua e as cabecas polares dos fosfolipideos. A combinacdo dessas
duas anélises nos fornecem o detalhamento da posicao que o peptideo adquire na bicamada
apos adsorcao. Com isso as interagdes de cada aminodcido do peptideo com a bicamada po-

dem ser observadas também em mais detalhes, e os resultados serdo explicitados nas se¢coes

posteriores.
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Figura 4.10: Perfil de densidade de numero para as simulagdes dos dois peptideos, MP1
em (a) em que o peptideo adsorvido estd representado em roxo e o HMP1 em (b) em
que o peptideo adsorvido estd representado em verde, em ambas as figuras a bicamada de
7POPC:3POPG e solugdo aquosa. A dgua estd representada em azul, as cabecas polares em
vermelho, as cadeias acilicas em ciano, e os peptideos antes de ocorrer a adsor¢cao em laranja.
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O posicionamento dos peptideos na bicamada (figura 4.8) concorda com a posi¢ao
média do triptofano obtida experimentalmente a partir da constante de Stern-Volmer
(Ksyv/Ksy ) em experimentos de supressao de fluorescéncia do triptofano por acrilamida
[105]. Para fins de comparagdo, foi gerado o histograma de frequéncias da posi¢do em que
o triptofano se encontra no decorrer da simulacdo, apresentados na figura 4.11. Essa andlise
foi realizada medindo a distancia do centro de massa do Trp3 de ambos os peptideos em

relacdo ao centro de massa da bicamada durante a simulacdo.

A distancia mais frequente obtida pra o MP1 € um pico bem estreito centrado
entre 11,3 e 14,7 A, e para o H-MP1 um pico um pouco mais largo entre 12,9 e 16,5 A.
Desse resultado podemos concluir que o Trp se insere na bicamada e fica posicionado na
interface hidrofilica/hidrofébica (a localizag@o dessa interface pode ser observada na figura
4.10), como mostrado também na figura 4.8 e que foi constatado no experimento. Essa
disposicao também era esperada ja que a estrutura do anel biciclico indol da cadeia late-
ral do triptofano apresenta grupos quimicos hidrofilicos e hidrofébicos fazendo com que a
localizag@o na interface seja o ambiente mais apropriado. Da dindmica molecular, pode-
mos também notar que o residuo de triptofano do MP1 estd um pouco mais enterrado na
fase hidrofébica se comparado ao triptofano do H-MP1, o que estd em bom acordo com os

resultados de fluorescéncia quenching.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.11: Histograma das distancias entre o centro de massa do triptofano dos peptideos
(Trp3) e o centro de massa da bicamada durante a simulacao, mostrando qual € a distincia
mais frequente entre esse aminodcido e o CM da bicamada. Em (a) para o MP1 e em (b)
para o H-MP1.
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4.1.3 Alteracoes na bicamada

Como observado, os dois peptideos adsorvem na bicamada lipidica em posi¢ao
paralela a superficie adquirindo estrutura secunddria em «-hélice. Esse processo de adsorc¢ao,
bem como as alteragdes conformacionais que esses peptideos sofrem foram compreendidas
nas secoes anteriores. No entanto, as discussdes foram mais focadas no ponto de vista dos
peptideos, sendo importante também observar as alteracdes que a bicamada sofre com a
adsorcao desses peptideos. Para isso, podemos fazer uso do parametro de ordem. Os resul-

tados estdo apresentados na figura 4.12.

O parametro de ordem foi calculado para bicamada lipidica sem a adsor¢do de
nenhum peptideo para as duas cadeias acilicas dos lipideos (palmitoil e oleil) a fim de com-
parar o que acontece com essas cadeias quando o peptideo estd adsorvido na bicamada.
Nessas situacdes foram utilizados os lipidios que estdo mais préximos (10 A) ao peptideo
adsorvido a fim de realmente monitorar a perturbacdo local que esses peptideos causam. O

calculos foram realizados utilizando 50 ns de simulagdo em que os peptideos se encontram

adsorvidos.
T 4 T T T T T
e Bicamada *—e Bicamada
oo MP1 4 r e— MP1 1
e—o H-MP1 e— H-MP1
0,2 - 0,21 -
z | 5
b 0,1+ - 2 0,1+ -
o- . o- -
L 1 L 1 L | L A 1 L | L 1 L
0 5 3 10 15 20 0 5 3 10 15 20
Atomos de Carbono Atomos de Carbono
(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.12: Parametros de ordem calculados para as cadeias acilicas dos lipidios da bi-
camada na auséncia de peptideo na caixa de simulacdo (em preto), com o peptideo MP1
adsorvido na bicamada (em roxo) e com o peptideo H-MP1 adsorvido na bicamada (em
verde). Para os graficos onde o peptideo esta adsorvido o paradmetro de ordem foi calculado
apenas para os lipideos que estejam a uma distancia do peptideo de no méximo 10 A. Em (a)
estdo apresentados os resultados calculados para a cadeia insaturada e em (b) para a cadeia
saturada de ambos os lipideos, POPC e POPG.

Pode-se notar pela figura 4.12 que a adsor¢do dos peptideos diminuiu a ordem
das duas cadeias acilicas, na cadeia insaturada a ordem foi praticamente a mesma com a
adsor¢do dos dois peptideos. 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 perturbacdo no empaco-
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tamento lipidico. A diminuicdo da ordem desses lipideos indica uma maior fluidez loca-
lizada nessa regido da bicamada, causada por uma maior dispersdo das cadeias acilicas.
Por Dinamica Molecular, observando a adsor¢ao de apenas um peptideo ndo foi possivel
constatar formacdo de poro na bicamada, ou vazamento de moléculas de dgua através da
bicamada lipidica. No entanto, a diminui¢do da ordem desses lipideos € uma evidéncia da
desestruturagdo do empacotamento lipidico causado pela adsor¢ao dos peptideos que pode
levar ao vazamento e, em grande escala, a morte celular do micro-organismo invasor ou seja,

demonstrando a potencial efetividade da acao anti-microbiana desses peptideos.
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Figura 4.13: Média da energia eletrostatica em (a) e energia de Van der Waals em (b) da
interacdo entre cada residuo de aminodcido dos peptideos MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-
NH2) e H-MP1 (IDWHHLLDAAHQIL-NH2) e os fosfolipideos da bicamada e seus res-
pectivos desvios padrao. MP1 esta representado em roxo e o H-MP1 em verde.

4.1.4 Analises energéticas

Outra informagao importante que as simulagdes de DM fornecem, e que € mais
dificil de se obter dos experimentos, € a respeito das interagdes detalhadas dos residuos de
aminodcidos dos peptideos com a bicamada lipidica. Energias de interacOes eletrostaticas
e de Van der Waals foram obtidas via NAMD energy plugin no VMD entre cada residuo e
a bicamada lipidica inteira para todos os frames da simulacdo, entdao, a média e o desvio
padrao foram calculados para os dltimos 500 ns da simulacdo, quando os peptideos estdao
inteiramente adsorvidos. Os resultados obtidos estdo mostrados nas figuras 4.13a e 4.13b,

discretizados para cada residuo.

A figura 4.13a mostra que a a interacdo eletrostitica mais intensa ocorre entre
a carga positiva do grupo amino do N-terminal dos peptideos e a bicamada, mais especifi-
camente, os grupos fosfato. O fato dessa interagdo ser a mais intensa pode explicar porque
a adsorcdo dos peptideos comeca pelo N-terminal, uma vez que a interacdo eletrostética é
de longo alcance e pode ter sido guia para o inicio da adsor¢do. Essa interacdo € mais pro-
nunciada no MP1 do que no andlogo. As lisinas contribuem com praticamente metade da
energia que o N-terminal contribui. Os dois residuos dcidos (Asp2 e Asp8) mostram ener-
gia de interacdo eletrostatica com a bicamada ligeiramente desfavordvel. A orientacdo que
o peptideo se insere na bicamada, ja constatada anteriormente, faz com que esses residuos
figuem em uma posic¢ao na qual a interac@o atrativa com os grupos colina ficam parcialmente
deslocadas pela interacao repulsiva com os grupos fosfato gerando valores de energia desfa-

voraveis 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 residuos basicos sendo os de
interacao mais favordvel e os dcidos ligeiramente desfavordveis. Além disso, pode-se notar
que todos os residuos do H-MP1 mostram menor interacao eletrostédtica do que as do MP1 e
para a histidina 5 o valor é praticamente o mesmo. Esses resultados, junto aos apresentados
nas se¢des anteriores, sustentam a hipdtese de que o MP1 interage mais fortemente com a
bicamada, fica mais enterrado e causa uma maior perturbacdo do empacotamento lipidico do

que o H-MP1, mesmo que esses peptideos tenham a mesma carga liquida.

As energias de interacdo de Van der Waals mais favordveis foram pelo menos
10 vezes menos intensas quando comparadas com a interacao eletrostdtica mais forte (grupo
amino do N-terminal). O residuo de triptofano possui a contribuicao de energia de VDW
mais pronunciada e de magnitude similar para ambos os peptideos. Apesar de o Trp3 pos-
suir a energia de VDW mais favoravel (~ —14 kcal/mol), a grandeza € menos da metade
do que a comparada para a energia eletrostatica do mesmo aminoacido (~ —40 kcal/mol).
Mesmo assim, o valor essas duas energias € significativo e mostra o contato desse peptideo
com a interface hidrofilica/hidrofébica. As energias de VDW de outros residuos nao-polares
Leu6 e Leu7, posicionados na regido hidrofébica da bicamada, estdo bem abaixo do valor da
energia do Trp3 enquanto Ile13 e Leu4 no C-terminal sdo praticamente metade da energia ob-
tida para o Trp3 para os dois peptideos. Para o Asp2 o valor € praticamente o0 mesmo do que
da energia eletrostética desfavoravel obtida, sugerindo que essas energias podem se compen-
sar. Mesmo com a dificuldade em se estimar energias eletrostaticas e de VDW no processo
de adsor¢@o experimentalmente, a comparacdo das constantes de particdo, que podem ser
observadas nos resultados experimentais no manuscrito, para o H-MP1 considerando cargas
liquidas diferentes (em pH 5,5 e 7,4), evidencia a dominancia das interacdes eletrostaticas
na adsor¢do dos peptideos o que mantém a estabilidade do mesmo quando adsorvido na

bicamada.

E importante notar que o estado de protonagio de cada aminodcido é o mesmo
no decorrer da simulagdo, o que é uma limitacdo desse método de Dinamica Molecular
convencional utilizado. Dessa forma, analises de carga onde o estado de protonacdo dos
residuos possa variar com o tempo pode nos fornecer detalhes mais especificos no ambito
da eletrostética. Para isso, simula¢des de Dinamica a pH constante também foram realizadas
para esse sistema a fim de fornecer uma melhor descri¢ao do papel de regulacio de carga no

processo de adsorc@o. Os resultados serdo apresentados na proxima secao.
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4.2 Analises de regulacao de carga da adsorcao dos peptideos
por CpHMD

As andlises das interacOes eletrostdticas apresentadas anteriormente mostram
que a regulacdo de carga € fator importante na seletividade e especificidade desses peptideos
pela bicamada anidnica. Logo, simula¢cdes de CpHMD, em que os residuos dcidos e basicos
podem variar seus estados de protona¢ao no decorrer da simulagdo, sdo uma alternativa apro-
priada para investigar a relacdo entre a adsor¢do dos peptideos e regulagdo de carga. Para
isso, trés situacdes (obtidas das simulagdes de DM convencional) foram consideradas como
configuracdes para se realizar essas simulagdes: o peptideo em solucao, a 1 nm da superficie
da bicamada e adsorvido. Comparando as cargas que o peptideo adquire nessas trés situagoes
para um dado pH ¢é possivel determinar como o ambiente afeta o estado de protonacdo dos

residuos e, por consequéncia, sua seletividade pela membrana bacteriana.

Foram realizados quase 10 ;s de simulacdo divididos em 9 a 24 réplicas desses
sistemas, sendo os sistemas com a presen¢a da bicamada os maiores em tempo computaci-
onal. Esses trés setups de simulac¢des para cada um dos dois peptideos foram realizados em
trés diferentes pHs: 5,5, 6,5 e 7,4.

Em termos dindmicos, foi observado apenas um certo desenovelamento dos H-
MP1 em solugdo aquosa, da mesma maneira que acontece na DM convencional. Nas simula-
coes em que o peptideo inicia fora da bicamada ndo foi observada adsor¢do, e nas simulagdes
do peptideo ja adsorvido também nao foi observado nenhum desligamento do peptideo da
bicamada. J4 do ponto de vista eletrostitico, mudangas do estado de protonacdo de cada
residuo ionizavel dos peptideos foram observadas nos diferentes pHs e configuracdes, apre-
sentados nas tabelas 4.1 e 4.3. Essas fragOes protonadas foram entdo utilizadas para estimar
a carga média de cada peptideo nessas configuracdes, que estdo apresentadas nas tabelas 4.2
e4.4.

58



Tabela 4.1: Fracdo protonada para cada residuo do peptideo MP1 obtidas pelas simulagcdes

de CpHMD nas trés configuragdes e trés pHs diferentes.

em solugdo aquosa

pH
Residuos 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 4 0.0000 1.0000 % 0.0000
5:Lys 1.0000 £ 0.0000 1.0000 4 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
proximo a bicamada
pH
Residuos 5.5 6.5 7.4
2:Asp | 0.6302 £0.0014 0.1569 4 0.0008 0.0233 £ 0.0002
4:Lys 1.0000 £ 0.0000 1.0000 4 0.0000 1.0000 % 0.0000
5:Lys 1.0000 £ 0.0000 1.0000 £ 0.0000 1.0000 % 0.0000
8:Asp | 0.5752 4+ 0.0015 0.1293 + 0.0007 0.0188 + 0.0001
11:Lys | 1.0000 £ 0.0000 1.0000 4= 0.0000 1.0000 = 0.0000
adsorvido na bicamada
pH
Residuos 5.5 6.5 7.4
2:Asp | 0.5363 £ 0.0018 0.0292 4+ 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 4 0.0004 0.0062 + 0.0001
11:Lys | 1.0000 £ 0.0000 1.0000 4 0.0000 1.0000 = 0.0000

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4.2: Cargas liquidas calculadas para o MP1

pH ‘ em solucdo aquosa ‘ proximo a bicamada ‘ adsorvido na bicamada

5.5
6.5
7.4

2.010 £ 0.001 3.205 = 0.003
2.001 £ 0.000 2.286 £ 0.002
2.000 £ 0.000 2.042 £ 0.000

3.171 £ 0.003
2.087 £ 0.001
2.008 = 0.000

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4.3: Fracao protonada para cada residuo do peptideo H-MP1 obtidas pelas simulagcdes

de CpHMD nas trés configuragdes e trés pHs diferentes.

em solugdo aquosa

pH
Residuos 5.5 6.5 7.4
2:Asp | 0.0030 £ 0.0003 0.0003 &+ 0.0001  0.0000 £ 0.0000
4:His 0.4690 4+ 0.0029 0.1204 + 0.0015 0.0213 + 0.0004
5:His 0.7410 + 0.0023  0.2952 £ 0.0023  0.0566 4 0.0008
8:Asp | 0.0179 £0.0008 0.0092 4 0.0005 0.0023 £ 0.0001
11:His | 0.8804 £ 0.0015 0.4499 4+ 0.0026 0.0988 + 0.0011
proximo a bicamada
pH
Residuos 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 4+ 0.0019
S:His 0.9951 + 0.0001 0.9684 £ 0.0004 0.8489 4+ 0.0014
8:Asp | 0.5477 £0.0017 0.0950 £ 0.0007 0.0119 £ 0.0002
11:His | 0.9987 £ 0.0001 0.9928 4+ 0.0002 0.9394 + 0.0010
adsorvido na bicamada
pH
Residuos 5.5 6.5 7.4
2:Asp | 0.5646 = 0.0015 0.1593 4+ 0.0009 0.0243 £ 0.0002
4:His 0.9999 + 0.0000 0.9981 £ 0.0001 0.9536 £ 0.0008
5:His 0.9982 4+ 0.0001 0.9951 4+ 0.0001  0.9346 + 0.0010
8:Asp | 0.7536 £0.0012 0.3015 4 0.0013 0.0506 % 0.0003
11:His | 0.9999 + 0.0000 0.9963 £ 0.0001 0.9415 4 0.0009

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4.4: Cargas liquidas calculadas para o H-MP1

pH ‘ em solucdo aquosa ‘ proximo a bicamada ‘ adsorvido na bicamada

5.5 1.111 4+ 0.008 3.050 £ 0.004 3.316 = 0.003
6.5 | —0.125=+0.007 2.080 £ 0.003 2.450 £ 0.003
74| —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 peptideos quando
muito proximos a bicamada é menor do que o pH do bulk, facilitando a protonagdo dos
residuos ionizaveis e, por consequéncia, os peptideos adquirem carga mais positiva, o que
aumenta a interagado eletrostdtica dos mesmos pela bicamada anionica e facilita a adsorcao.
Esse efeito é mais eficiente e mais perceptivel no andlogo H-MP1, ja que as histidinas sdo
residuos de aminoécidos que possuem pK, muito proximo do pH fisioldgico, mais proximo
da faixa de pHs em que as simulagdes foram realizadas. Para o H-MP1 a adsorcdo do
peptideo na bicamada aumenta a carga do mesmo em aproximadamente duas unidades para
todos os pHs, chegando ter uma carga negativa em solu¢@o aquosa e consideravelmente posi-
tiva quando adsorvido nos pHs 6,5 e 7,4. A diminuicdao do pH também influencia os estados
de protonacgado dos residuos dcidos Asp2 e Asp8 de ambos os peptideos, o Asp2 passa mais
tempo protonado do que o Asp8 em pH 5,5 mesmo que tenham aproximadamente a mesma

quantidade de residuos basicos vizinhos que possuem cargas similares.

As fragdes de protonacdo também podem ser usadas para calcular o p K, aparente

e o coeficiente de Hill para cada residuo a partir da equagdo de Hill (4.1):

pH = pK, +n * log (%) 4.1)

onde pH é o pH da simulagdo, pK, é o pK, aparente obtido, n é o coeficiente de Hill, [A~]

é a fracdo do tempo que o residuo fica desprotonado, e [AH]| é a fra¢do protonada.

Os valores de pK, e coeficiente de Hill para os dois peptideos nas trés configura-
coes estudadas foram calculados através do script cphanalyze disponibilizado pelo grupo que

desenvolveu o método aqui utilizado, e estdo apresentados nas tabelas 4.5 e 4.6.

Para as simula¢des em solug¢do aquosa, o pK, dos residuos de histidina € similar
ao pK, de referéncia. Nao foi possivel obter os valores de pK, e n para dcidos asparticos
em solugcdo aquosa e lisinas em nenhuma das configuragdes devido a escolha dos valores
pHs que foram utilizados para realizar as simulagdes. Nesses pHs ndo foi observada uma
diferenca entre estados protonado e desprotonado suficiente para que essas grandezas fossem
calculadas. Entretanto, para o peptideo proximo a bicamada e adsorvido, a amostragem dos
estados de protonacao foi suficiente para mensurar o pK, dos residuos de acido aspdrtico de

ambos os peptideos e também dos residuos de histidina.
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Tabela 4.5: Valores de pK, e coeficientes de Hill para os residuos do

MP1.*
préoximo a bicamada adsorvido na bicamada
Residuos pK, n pK, n
2:Asp | 5.74+0.01 097+0.01 | 5.53+£0.06 1.50+0.11
8:Asp | 5.644+0.01 0.97+0.01 | 5.65+0.07 1.33+£0.11

Fonte: Elaborado pelo autor.

*os resultados para Asp em solucdo aquosa e para Lys nas trés

configuragdes estdo omitidos por falta de amostragem.

Tabela 4.6: Valores de pk, e coeficientes de Hill para os residuos do H-MP1.*

em solu¢do aquosa proximo a bicamada adsorvido na bicamada
Residuos pK, n pK, n pK, n
2:Asp - - 5.52+£0.02 1.024+0.03 | 5.64£0.05 0.90 +0.04
4:His 544 +0.03 0.84+0.02|7.63+0.02 1.04+0.02|8244+0.05 1.56+0.05
5:His 6.04 +0.03 0.88+£0.03 | 831 £0.00 0.824+0.00 | 8.32+£0.19 1.26£0.18
8:Asp - - 5.58 £0.00 1.06 £0.00 | 6.056 £0.04 0.9240.05
11:His | 6.40£0.00 0.96+0.01 | 858 +0.14 1.02+£0.09 | 8.274+0.03 1.38 £0.03

Fonte: Elaborado pelo autor.

*0s resultados para Asp em solug@o aquosa estdo omitidos por falta de amostragem.

Observando os valores de p/K, obtidos pode-se notar que nas simulagdes com a
presenca da bicamada, ou seja, quando os peptideos sofrem a influéncia do potencial ele-
trostético gerado pela bicamada lipidica anibnica, o pK, aparente desses residuos sofre um
aumento de aproximadamente duas unidades, o que pode ser explicado pelo pH local que
esses residuos experimentam que, na superficie da bicamada € aproximadamente 1 unidade

mais baixo [57].

O pH na superficie da bicamada (pH) em relacao ao pH do bulk (pH,) pode ser
obtido por:

4.2)

onde F' € a constante de Faraday, vy é potencial da bicamada lipidica na su-
perficie (que pode ser obtido através de experimentos de potencial zeta) e R7' € a energia
térmica [57, 140].
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Utilizando o potencial zeta [57] para estimar o potencial da bicamada lipidica na
superficie (1)) temos que, quando pH do bulk é 5,5 o pH na superficie da bicamada ¢é 4,7.
Pode-se notar que essa diferenca muda significantemente a fracdo de protonagao dos residuos
acidos, fazendo com que nesse pH a carga seja praticamente a mesma para os dois peptideos
(3,171 para o MP1 e 3,316 para o H-MP1). No pH 6,5 o pH da superficie 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 superficie da bicamada o pH € 6,6 e a fracdo de protonacao das histidinas reduz
significativamente, gerando uma carga liquida de 1,905 para o H-MP1 (para o MP1 a carga

¢ de 2,008, muito proxima a calculada para o pH 6,5).

De todas as histidinas, a His 4 € a que sofre maior alteracao do pK, aparente.
Esse residuo estd mais proximo da extremidade N-terminal do peptideo, regido essa que, no
H-MPI, se encontra em configuracdo random coil (como observado na secao 4.1.1) con-
ferindo maior flexibilidade a esse residuo e a possibilidade de interagir com ambos dcidos
asparticos presentes nesse peptideo. Esses resultados enfatizam que o ambiente que um de-
terminado aminoacido experimenta influencia diretamente na propensdo dele a ganhar ou

perder préton, ou seja, no valor do seu pK,,.

O efeito de correlagdo da protonacdo entre os residuos pode ser avaliado pelos
valores dos coeficientes de Hill (n), que também estdo apresentados nas tabelas 4.5 e 4.6.
Quando o coeficiente de Hill de determinado residuo € igual a 1, significa que a protonacao
do residuo ndo € afetada pela protonagao (ou desprotonagdo) de outros residuos na proteina.
Quando o coeficiente € maior do 1 que significa que a protona¢do de um residuo favorece a
protonacgdo de outro, ou seja, o efeito na protonagao dos residuos é cooperativo. O oposto
acontece quando o coeficiente de Hill ¢ menor do que 1 e o processo € anti-cooperativo. A
maioria dos residuos apresenta coeficiente de Hill préximo de 1, com exce¢do dos residuos
de 4cido aspartico do MP1 adsorvido na bicamada e nos residuos de histidina do H-MP1 na
mesma situacdo, em que o coeficiente de Hill varia entre 1,25 e 1,56. Sendo assim, alem
do efeito do potencial eletrostatico da bicamada nos residuos ionizadveis e no pH local, ele

também influencia na cooperatividade de protonacio dos residuos citados acima.

Outro fator a ser considerado para explicar as diferencas entre os estados de
protonacdo dos residuos de mesmo tipo € o posicionamento relativo dos residuos protondveis
nesse peptideo, ilustrado na figura 4.16. A presenca de residuos carregados em torno de outro
residuo carregado pode facilitar (ou dificultar) a ligacdo de um préton no mesmo. Utilizando
calculos de distribuicdo radial de pares podemos obter os valores médios da distancia entre
os residuos ionizdveis de cada peptideo. 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 interacdes dos dcidos asparticos com as lisinas se deslocam para um valor de

menor distancia. Isso se deve ao fato que em pH mais alto (6,5 e 7,4) os residuos de acido
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aspartico ficam maior parte do tempo desprotonados, adquirindo carga negativa e interagindo
com a cadeia lateral positiva da lisina que se aproxima do 4cido aspdrtico. Para o H-MP1
de maneira geral, ndo ha uma aproximacao tao evidente como a do MP1 devido ao menor
tamanho da cadeia lateral da histidina em comparagao a lisina, logo ela nao se dobra tanto ao
aproximar do 4cido aspdrtico. Entretanto com a diminui¢do do pH h4 um pico nos valores de
g(r) para o par Asp2-His4 j4 que nesse pH a histidina e o 4cido aspartico passam mais tempo
protonados do que nos outros pHs, interagindo mais fortemente. Esses residuos se encontram

em uma porcao de maior flexibilidade no peptideo do que os outros residuos carregados.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.14: Distribuicdo radial de pares calculada para os residuos de acido aspartico do
peptideo MP1 com o nitrogénio protondvel da lisina mais proxima. Em (a) estdo apresenta-
dos os valores para o dcido aspartico 2 e a lisina 5, em (b) para o 4cido aspartico 8 com a
lisina 4 e em (c) do acido aspartico 8 com a lisina 11.
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Figura 4.15: Distribuicdo radial de pares calculada para os residuos de acido aspartico do
peptideo H-MP1 com o nitrogénio protonavel da histidina mais préxima. Em (a) estdo apre-
sentados os valores para o acido aspdrtico 2 e a histidina 4, em (b) para o acido aspartico 8
com a histidina 5 e em (c) do acido aspértico 8 com a histidina 11.

Em razio da por¢dao N-terminal do peptideo H-MP1 estar em configuragdo ran-
dom coil, em contraste com a mesma regiao no MP1 que permanece em a-hélice, o residuo
Asp2 tem maior flexibilidade no H-MP1. Por isso, no caso do H-MP1 a histidina mais
proxima do Asp2 € 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 residuos podem chegar mais perto da cadeia lateral do Asp2, fazendo uma maior
interacao eletrostatica do que o mesmo residuo com as histidinas no H-MP1. Esses efeitos
de cadeia mais longa podem ser observados também no fato de que as distancias entre os
residuos de 4dcido aspartico e lisinas sao bem maiores do que para os mesmos residuos com
as histidinas, com excec¢ao do par de residuos 2-4 que possui maior aproximacao no H-MP1,
que estdo em uma regido desestruturada permitindo essa maior aproximacao. Esses efeitos

acoplados podem também ser responsaveis pelas diferencas de protonagdo encontradas entre
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Asp2 e Asp8 e, também, entre ambos os peptideos.

ASP 8 4: LYS 11 HIS 4
I } ASP 8
~2 HIS 11
-

LS 5 ASP 2

LYsS 4

HIS 5

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

ASP 2

Figura 4.16: Disposicao dos residuos ionizaveis dos peptideos utilizados nesse trabalho. Os
residuos 4cidos e bésicos estdo representados em vermelho e turquesa, respectivamente. O
backbone se encontra representado em cinza.

Portanto, as simulagdes de CpHMD sao capazes determinar os estados de protona-
¢do para os residuos ionizaveis desses peptideos com suas particularidades. O N-terminal
de ambos os peptideos foi mantido protonado durante as simulagdes o que, levando em
conta o pH na superficie da bicamada 6,6 para as simulacdes feitas em pH 7,4 essa é uma

aproximacao razodvel.

Como evidenciado pelas tabelas 4.1 e 4.3, na auséncia da bicamada lipidica di-
ficilmente os dcidos asparticos de ambos 0s peptideos protonam tanto em pH acido quanto
neutro. Entretanto, quando os peptideos adsorvem na bicamada, em pH 35,5, a protonacao
do Asp8 é aproximadamente 20% e 30% maior do que a protonagdo do Asp2 no MPI e no
H-MP1, respectivamente. No pH neutro, Asp2 e Asp8 possuem fracdo de protonacio dez
vezes maior no H-MP1 do que no MP1. Dessa maneira, as diferencas entre a protonagao dos
residuos 4cidos indicam uma grande influéncia do potencial da bicamada ani6nica em pH
mais baixo aumentando a carga dos peptideos, evidenciando a atracdo desses peptideos pela

membrana mimética de bactérias.
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Capitulo 5
Conclusao

Nesse estudo foram investigadas, por dois tipos de simulagdes de Dindmica Mo-
lecular, a influéncia do pH no processo de adsorcdo de dois peptideos antimicrobianos da
familia dos mastoparanos, o Polybia-MP1 e seu andlogo contendo histidina H-MP1, na bi-
camada lipidica mista mimética de bactérias e sua inser¢ao espontanea na fase hidrofébica
da bicamada. Os resultados mostraram que o andlogo H-MP1, com histidinas substituindo
as lisinas do MP1, ficou mais responsivo ao pH do meio se comparado ao MP1. Ambos
os peptideos apresentam comportamento similar quando interagem com a bicamada, com
aumento do contetido helicoidal com a adsorcao, se posicionando paralelamente ao plano da
bicamada. Apesar de os dois peptideos apresentarem um estado adsorvido final semelhante,
o processo de adsorcao foi diferente. Antes de a adsor¢ao ocorrer os peptideos encostam o
N-terminal primeiro na bicamada, o MP1 entdo, rapidamente adsorve, o andlogo permane-
ceu perpendicular a bicamada por quase 400 ns na simulag@o apresentada, perdendo grande
parte da sua estrutura secundaria que estava em conformacio a-hélice e depois se insere e
também fica paralelo a bicamada, recuperando sua estrutura em «-hélice com a influéncia do
ambiente hidrofilico/hidrofébico da interface. A quantidade de estrutura em «a-hélice calcu-
lada usando a ligagdo de hidrogénio dos residuos i-¢ + 4 do backbone teve boa concordancia
com as determinadas experimentalmente por CD. As calculadas com o software STRIDE,
superestimaram a quantidade de hélice nos dois peptideos. As simulacdes de DM também
evidenciaram que as pontes salinas das cadeias laterais ajudaram a estabilizar a estrutura
secunddria. Os peptideos adsorvidos sao favorecidos pela interagdo eletrostatica de acordo
com as andlises energéticas que sdo as principais responsaveis pela adsorcao e enovelamento
em a-hélice do peptideo. Além disso, alteracdes na bicamada lipidica também foram ob-
servadas através de calculos de parametro de ordem dos fosfolipidios que ficam em torno
do peptideo adsorvido. Esses resultados mostraram uma diminui¢do da ordem das cadeias
lipidicas com a adsor¢do dos peptideos, indicando perturbacdo do empacotamento lipidico e

aumento da fluidez da bicamada localizado nessa regido.
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A fim de analisar a eletrostatica envolvida na interacdo desses peptideos com a
bicamada foram realizadas analises das simulagdes de Dindmica Molecular a pH Constante.
As cargas liquidas dos dois peptideos foram calculadas, bem como os valores de p/K, apa-
rente para cada residuo ionizavel em cada configuragao, ressaltando as diferencas nas fracdes
de protonagdo para os peptideos em solucdo aquosa ou na presenga da bicamada. O potencial
eletrostatico da bicamada e o pH da solu¢do modulam a afinidade dos dois peptideos pela
bicamada modelo. Também foi investigado o efeito de alteracdo do pH local na superficie da
bicamada causada por esse potencial eletrostitico. As cargas de cada peptideo em diferentes
situacOes foram calculadas e o conjunto de fatores analisados auxilia no entendimento da
seletividade do andlogo contendo histidina no meio ligeiramente 4cido. Essa seletividade

pode ter um papel importante na atividade inibitéria de proliferacdo celular de bactérias.
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