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Resumo

Nos ultimos anos, 0 interesse por estudar peptideos com atividade antimicrobiana e
anticancer tem aumentado consideravelmente. Neste trabalho, direcionamos nossos estudos para 0s
peptideos antimicrobianos da classe dos matoparanos extraidos do veneno da vespa social Polybia
paulista: o Polybia-MP 111 (MP-I11), Polybia-MP | (MP-1) e seu sintético andlogo, o Asn2-Polybia-
MP | (NMP-I). Com o objetivo de estudar a interacdo desses peptideos com um modelo de
membrana composta por lipideos do tipo POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina) em solucdo
aquosa, realizamos dois tipos de simula¢Ges de Dindmica Molecular (DM). Primeiramente, foram
realizadas simulacdes no equilibrio com a finalidade de amostrar o comportamento geral do
sistema. Em seguida, para investigarmos especificamente o processo de adsor¢do do peptideo a
bicamada, realizamos simula¢gdes de DM com a utilizacdo do método Adaptive Biasing Force
(ABF), o que nos permitiu calcular o perfil de energia livre desse processo. Dentre os trés peptideos
estudados, o que mais se destacou com relacdo a sua interacdo com o modelo de membrana, na
simulacéo no equilibrio, foi o peptideo MP-I, por ser o Unico a se adsorver na bicamada com 200ns
de simulacdo. Com a utilizacdo do método ABF, verificamos que a posi¢cdo mais estavel para cada
peptideo é a posicdo na qual estes estdo paralelos a face da bicamada, com a face hidrofdbica de
cada peptideo voltada para o interior da membrana, e a face hidrofilica voltada para 0 meio aquoso.
Além disso, os residuos hidrofilicos estdo em contato com o grupo polar dos fosfolipideos e com a
agua, e o residuo de triptofano encontra-se posicionado na interface hidrofébica/hidrofilica. Os
resultados obtidos na simulac@o no equilibrio para o peptideo MP-I, que foi o Unico a se adsorver na
bicamada, estdo de acordo com os resultados obtidos pelo método ABF, e ambos concordam com

resultados experimentais da literatura.

Palavras-Chaves: Peptideos Antimicrobianos, Dindmica Molecular, Modelo de Membrana,

Energia livre, Método Adaptive Biasing Force.



Abstract

In recent years, interest in studying peptides with antimicrobial and anti-cancer activity has
increased considerably. In this study, we focus our studies on antimicrobial peptides of the
mastoparans class extracted from the venom of the social wasp Polybia paulista: the Polybia-MP 111
(MP 111), Polybia-MP 1 (MP-1) and its synthetic analogue, the Asn2-Polybia-MP | (NMP-I). In
order to study the interaction of these peptides with a model of membrane composed of POPC
(Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidyl-Choline) lipids type in aqueous solution, we conducted two types
of molecular dynamics simulations (MD). At first, a balance system simulation was performed in
order to get a sampling of the general behavior of the system. Then, to investigate the adsorption of
the peptide to the bilayer, MD simulations using Adaptive Biasing Force (ABF) method was
performed, which allowed us to calculate the free energy profile of this process. Among the three
studied peptides, the MP-I peptide was the one that stood out related to its interaction with the
membrane model, in the simulation on balance, for being the one to adsorb the bilayer with
simulation of 200ns. Using the ABF method, we verified that the most stable position for each
peptide is the position in which they are parallel to the surface of the bilayer with the hydrophobic
side of each peptide facing into the membrane, and the hydrophilic side facing the aqueous solution.
In addition, the hydrophilic residues are in contact with the polar group of the phospholipid and
water, and the tryptophan residue is positioned on the hydrophobic/hydrophilic interface. The
results of the simulation in balance for the MP-I peptide, which was the only adsorbed in the
bilayer, are in agreement with the results obtained by the method ABF, and both agree with

experimental results in the literature.

Keywords: Antimicrobial Peptides, Molecular Dynamics, Model membrane, Free Energy,

Adaptive Biasing Force Method
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1. Introducao

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células vivas e participam de
praticamente todos os processos celulares [1]. S&o constituidas por uma ou mais cadeias de
aminoacidos. Os aminoacidos, por sua vez, sdo moléculas organicas compostas por um grupo
carboxila (COO’), um grupo amino (NHs"), um atomo de hidrogénio e uma cadeia lateral (grupo R),
ligados covalentemente a0 mesmo atomo de carbono (o carbono a), como pode ser visto na Figura
1. O que difere os 20 distintos aminoacidos encontrados na natureza sdo suas cadeias laterais, as
quais variam em tamanho e estrutura [1, 2]. Os amino&cidos podem ser classificados por sua
afinidade por agua, pois o grupo R pode ser polar (hidrofilico) ou apolar (hidrofébico). Além disso,
os aminoacidos podem ser classificados de acordo com a carga que adquirem dependendo do pH do

meio, podendo ser positivos, negativos ou neutros [1, 3].

?oo—
H,N— (I —H
R

Figura 1: Estrutura geral dos aminoacidos. A cadeia lateral (grupo R) colorida em vermelho, ligada ao
carbono o, em azul, é o que difere os aminoacidos existentes. O grupo carboxila, o grupo amino e o atomo de

hidrogénio estdo coloridos em preto [1].

Ha um grande interesse em estudos relacionados a interacdo de peptideos (nome dado para
ligacdo de dois ou mais aminoacidos) com bicamadas lipidicas, especialmente nas areas
farmacoldgica e medica. Estima-se que mais de 70% dos farmacos disponiveis atuem por meio de
proteinas de membrana [4]. A indUstria farmacéutica possui urgéncia na descoberta de novas classes
de antibidticos devido ao aumento na resisténcia dos microorganismos e nos ultimos 40 anos apenas
trés novos antibioticos foram desenvolvidos. Por isso, muitas pesquisas estdo sendo realizadas com
0 intuito de investigar a acdo de peptideos com atividade antimicrobiana para utiliza-los como
novos antibidticos ou até mesmo em combinagdo com 0s antibidticos comerciais ja conhecidos [5].

Além do interesse farmacologico, ha também estudos realizados para a elucidagdo do mecanismo de
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acdo da interacdo de peptideos com membranas.

Um antibidtico eficiente deve ter maior afinidade por células procariontes (bactérias) que
por células eucariontes (animais e vegetais). Células bacterianas sdo mais simples que as células de
eucariotos, uma vez que 0 seu conteddo € menos complexo e ndo hd um ndcleo celular. O
isolamento efetivo de células de bactérias se deve essencialmente a membrana, de modo que seu
nacleo é mais facilmente transposto que de células animais [2]. Outro fator importante na
diferenciacdo é a composicdo da membrana celular, em que as de bactérias sdo compostas por
fosfolipidios aniénicos enquanto que as bicamadas de eritrocitos sdo zwiteridnicas.

Os peptideos antimicrobianos possuem grande importancia no mecanismo de defesa de
organismos e formam um grupo diversificado de moléculas produzidas de uma variedade de
espécies de seres vivos [6]. Eles sdo divididos em familias com base na sua estrutura e sequéncia de
residuos de aminoacidos.

Véarios mecanismos de insercdo de peptideos antimicrobianos em bicamadas lipidicas
estudados com diferentes peptideos foram propostos e conduziram a elaboracdo de trés modelos
principais: 0 modelo Barril, 0 modelo Carpete e 0 modelo Poro Toroidal. No primeiro, modelo
Barril (Figura 2 (A)), os peptideos agregados e estruturados em a-hélice anfipatica formam um
canal transmembranico, de modo que a face hidrofdbica dos peptideos se alinha com as caudas
apolares dos fosfolipidios e a face hidrofilica dos peptideos forma a regido interior do poro, onde a
entrada de agua e outras moléculas podem ocorrer. Neste modelo, as cabecas polares dos

(B)

Figura 2: Mecanismo tedrico de insercdo de peptideos antimicrobianos em bicamadas lipidicas. A face

hidrofilica dos peptideos estéa colorida em vermelho. A face hidrofébica dos peptideos estéa colorida em azul.
Em (A) esté a representacdo do Modelo Barril. Em (B) esté a representacdo do Modelo Carpete. Em (C) esta

a representacdo do Modelo Poro Toroidal.
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fosfolipidios permanecem localizadas na interface agua-membrana [7, 8]. No segundo, modelo
Carpete (Figura 2 (B)), os peptideos se orientam primeiramente de forma paralela a superficie da
bicamada lipidica, formando uma camada extensiva como um carpete. Em altas concentracdes
locais de peptideos ocorre um aumento na permeabilidade da membrana podendo resultar numa
eventual ruptura da mesma [7]. Por fim, no modelo Poro Toroidal (Figura 2 (C)), os peptideos
estruturados em a-hélice anfipatica se agregam a bicamada e interagem com as cabecas polares dos
fosfolipidios da membrana, induzindo um encurvamento nas monocamadas lipidicas, de modo que
a agua no nucleo do poro possa interagir com os peptideos inseridos e as cabecas lipidicas [7, 8].

Neste trabalho focaremos nossos estudos nos peptideos antimicrobianos da classe dos
mastoparanos, extraidos do veneno da vespa social Polybia paulista [9]. Os mastoparanos sdo 0s
componentes mais abundantes no veneno de vespas. Sdo peptideos helicoidais, anfipaticos e
catibnicos que, entre diversas funcdes bioldgicas, possui a acdo antimicrobiana [5]. Normalmente
possuem o residuo C-terminal amidado, com sequéncia primaria composta por residuos de
aminodcidos basicos e hidrofobicos, como Alanina (A), Isoleucina (1) e Leucina (L) [10].

O fato dos mastoparanos serem peptideos catibnicos aumenta sua afinidade por membranas
compostas por fosfolipidios aniénicos, como as de bactérias. Entretanto, alguns apresentam acao
hemolitica, o que indica que os mastoparanos também agem sobre membranas compostas em sua
maior parte por fosfolipidios eletricamente neutros, o que torna importante o melhor entendimento
da interacdo de tais peptideos com essas membranas.

O peptideo Polybia-MP I, Polybia-MP |11 e Asn2-Polybia-MP | sdo mastoparanos constituidos
por 14 residuos de aminoacidos (Figura 3). Estes peptideos possuem estrutura a-helicoidal em meio
aquoso, C-terminal amidado e sdo anfipéaticos, isto é, quando estruturados possuem uma face
hidrofilica e uma face hidrofébica [9], como podemos ver na projecdo Helical Wheel (Figura 4) da
sequéncia de cada peptideo. O peptideo MP-I tem carga liquida +2 e hidrofobicidade média por
residuo igual a -0,11; o MP-1Il +1 e 0,6; e 0 NMP-1 +3 e -0,10 [11]. Outra caracteristica desses
peptideos é a existéncia de alguns aminoacidos basicos, no caso a Lisina (K), que sdo responsaveis
pela presenca de cargas positivas, e os aminoacidos de acido aspartico (D) que possuem carga
negativa. Além disso, apresentam o triptofano (W) na terceira posi¢ao na cadeia de aminodcidos. O
triptofano funciona como um fluor6foro que torna possivel a utilizagdo de técnicas capazes de
investigar o posicionamento do peptideo em relacdo a agua/bicamada lipidica. Estudos recentes
mostraram que o MP-I pode apresentar significativa eficiéncia contra alguns tipos de células
tumorais [12, 13].

A tendéncia atual é combinar métodos experimentais e computacionais para investigar as
propriedades do sistema em questdo. O estudo computacional das interacbes de peptideos

antimicrobianos com membranas modelos pode ajudar a entender as causas da atividade
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bactericida, fornecendo informagdes como as que dizem respeito ao comportamento do sistema em

escala atbmica, que sdo raramente atingiveis por métodos experimentais.

MP-1  lle Asp Trp Lys Lys Leu Leu Asp Ala Ala Lys GIin lle Leu NH2
MP-111  1lle Asp Trp Leu Lys Leu Gly Lys Met Val Met Asp Val Leu NH2
NMP-1 lle Asn Trp Lys Lys Leu Leu Asp Ala Ala Lys GIn lle Leu NH2

Figura 3: Sequéncia priméaria dos peptideos Polybia-MP |, Polybia-MP 11l e Asn2-Polybia-MP 1.
Residuos carregados positivamente estdo coloridos em azul. Residuos carregados negativamente estdo
coloridos em vermelho. Residuo polar est4 colorido em verde e residuos hidrofébicos, em preto. Em cinza

esta a numeracao correspondente a cada aminoacido.

(A) (B) ©)

Figura 4: Helical Wheel da sequéncia de aminoéacidos do (A) peptideo Polybia-MP 1, (B) Polybia-MP
Il e (C) Asn2-Polybia-MP 1. Os residuos hidrofilicos sdo representados em circulos e coloridos em
vermelho para alta e em amarelo para baixa hidrofilicidade. Os residuos hidrofobicos s&o representados em
losangos e sdo coloridos em verde, a intensidade do verde diminui proporcionalmente a hidrofobicidade.
Carregados negativamente e carregados positivamente, estdo representados em tridngulos e pentagonos,

respectivamente, coloridos em azul. [14].
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Sistemas biologicos envolvem um elevado nimero de atomos e a realizacdo de simulagdes
utilizando Mecéanica Quaéntica seria inviavel. Uma alternativa é tratar o sistema com uma
representacdo fundamentada nos principios da Mecénica Classica, que descreve por meio de
aproximacdes em termos de posi¢cdes e momento dos atomos e moléculas que constituem o sistema.

SimulacBes por Dinamica Molecular (DM) tem sido uma ferramenta essencial para o
entendimento da interacdo de peptideos antimicrobianos com membranas modelo. Essas simulacfes
associadas aos dados experimentais tém proporcionado compreensdo em nivel molecular da
estrutura dos peptideos, dos sistemas modelos de membranas e 0 modo como ambos interagem
quando sdo colocados em contato.

Vendo a importancia de realizar estudos por Dindmica Molecular da interacdo de peptideos
antimicrobianos com membranas, nosso objetivo foi investigar interagdes dos peptideos MP-I, MP-

11 e NMP-1 com um modelo de membrana composta por Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina (POPC).
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2. Objetivo

O presente trabalho teve como principais objetivos:

e Criar, estabilizar e validar um modelo mimético de membrana composto por POPC.

e Inserir os peptideos MP-I, MP-111 e NMP-I no sistema bicamada e investigar por meio de
dindmica molecular no equilibrio, o comportamento de cada peptideo na presenca do

modelo de membrana.

e Verificar, a conformacdo de minima energia para cada sistema por meio do método
Adaptive Biasing Force (ABF).

e Auvaliar os resultados obtidos comparando os trés peptideos entre si.
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3. Metodologia

3.1. Campo de Forga

SimulacBes por dindmica molecular tem sido uma ferramenta essencial para o estudo dos
mais diversos sistemas. Essas simulacdes associadas a dados experimentais possibilitam a
observacdo do comportamento em escala atdbmica de sistemas moleculares.

A funcdo que descreve a energia potencial deve ser complexa o suficiente para uma anéalise
realistica da dindmica do sistema e capaz de reproduzir as interacdes inter e intramoleculares, e ao
mesmo tempo, deve ser simples para uma maior eficiéncia computacional dos calculos. Um
conjunto de funcBes potenciais de interacdo entre as particulas e parametros moleculares, ajustados
a partir de calculos quénticos e experimentais, € referido como Campo de Forga [15].

De modo geral, a energia potencial total pode ser divida em duas categorias: potenciais
ligados e potenciais ndo-ligados. Os potenciais ligados, harmdnico e torcional, descrevem ligacdes
covalentes entre pares de atomos e angulos de ligagdes proximas. Os potenciais ndo-ligados sdo
compostos por termos de curto e longo alcance, como o de Van der Waals e eletrostatico, e levam
em conta repulsdes e atracBes eletrostaticas. Este potencial descreve interacBes entre d&tomos de
duas moléculas separadas ou até mesmo em uma molécula individual, com excecdo dos dois
primeiros vizinhos quimicamente ligados, cujas interacGes destes sdo tratadas pelos potenciais

ligados.

3.1.1. Potenciais ligados

Os comprimentos das ligacGes quimicas entre dois atomos, em temperatura ambiente,
oscilam em torno de uma valor de equilibrio, deste modo, sua funcdo potencial aproximada tem a
forma similar ao potencial de Hooke para um sistema massa-mola, como pode ser visto na Equacao
1:

v, = Z K, (r —rp)? 1)

liga céo

onde K, € a constante de Hooke, r;; € 0 comprimento da ligagdo entre dois atomos em um instante
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qualquer e ry o parametro que define o comprimento de equilibrio da ligac&o.
O custo energético para produzir uma distor¢do do angulo formado pela ligacdo covalente

entre trés &tomos (equacdo 2) também pode ser descrita por um potencial harménico:

Vg = Z Kg (0 - 00)2 (2)

angulos

onde K, € a constante elastica, 8 é o angulo entre duas ligacdes quimicas consecutivas e 6, € 0
angulo de equilibrio entre as duas ligaces quimicas.

A rotacdo em torno de ligagdes quimicas é descrita por um termo torcional e € feito por
expansdo em funcdes periddicas, desta forma, a tor¢do do angulo diedral formado pela ligacéo

covalente de guatro atomos consecutivos é dado pelo potencial torcional (equacédo 3), na forma:

NS
I

K,[1+ cos(ng — 6)] 3)
! dif;;os ’

onde K, € a constante que define a altura da barreira de tor¢do, n € o nimero de minimos para a

torcdo de uma ligacdo quimica especifica, ¢ € o angulo diedral e & ¢é a diferenca de fase, podendo

esta ser igual a 0° ou 180°.

3.1.2. Potenciais nao-ligados

Os potenciais que remetem a interacdo entre dois atomos ndo-ligados quimicamente, séo
compostos por termos de curtissimo, curto e longo alcance. Tais termos incluem a repulsdo e
atracdo de Lennard-Jones e o termo eletrostatico de Coulomb. Quando ndo ha reagbes quimicas,
duas moléculas interagem entre si obedecendo aos potenciais desse tipo, ou até mesmo em uma
molécula individual, com excecdo dos vizinhos separados por até duas.

Pequenas flutuacbes na distribuicdo de cargas de um atomo na presenca de outro, fazem com
que estes dois passem a ter uma interagdo atrativa dipolo-dipolo, que é conhecida como interagdo de
van der Waals. A medida que a distancia entre estes dois atomos diminui quase ao ponto das nuvens
eletronicas se interpenetrarem, ocorre uma interagao fortemente repulsiva, que é a manifestacdo do
principio de exclusao de Pauli.

Uma das fungdes potencial a qual obedece as caracteristicas do comportamento de ser
atrativa a curto alcance e repulsiva a curtissimo alcance foi proposta por Lennard-Jones (equacéo 4)

na forma;
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_ 0ij . 0ij ° 4)
VL] = 481’]’ E - E

néo—ligantes

onde i e j sdo os dois atomos interagentes, ¢;;€ a profundidade do pogo entre a barreira atrativa e a
repulsiva, ag;; € o diametro de Lennard-Jones e r;; € a distancia entre os nlcleos atdmicos.

A energia potencial eletrostatica de longo alcance é dada pela lei de Coulomb (equacéo 5):

q.9;
=y b ©)
el AmEyE, T;;

néo—ligantes J

onde g; e g; sdo as cargas dos atomos i e j, separados pela distancia r;; .A permissividade do
espaco livre é g, e a constante dielétrica do meio é &,. Esse potencial € dito de longo alcance, pois
varia com o inverso da distancia de separacao entre os atomos.

Apos a descricdo de cada termo, é possivel agora a construcdo da fungdo energia potencial

total do sistema, V (r), que € dada pela equacdo 6:

V(T) =V, +Vy + V(p + VL] +V, (6)

3.2. Dinamica Molecular

O elevado numero de atomos de um sistema bioldgico torna inviavel computacionalmente o
uso da descricdo das interaces por Mecéanica Quantica de modo que optamos por uma
representacdo fundamentada nos principios da Mecanica Classica. A Dindmica Molecular trata as
moléculas como uma cole¢do de &tomos unidos por forcas, ignorando seus elétrons e é descrita por
meio de aproximacgdes em termos das posi¢es e momento das particulas constituintes no sistema:
0s 4tomos e moléculas. Sendo assim, é possivel escrever a Hamiltonia (equacao 7) do sistema, que é

a soma das energias cinética e potencial [15]:

Zmi

N
(Pi)z (7)
H = + V(Tl-)
2.

onde N é o numero total de atomos do sistema e m; a massa de cada atomo.

A partir de H é possivel construir as equagGes de movimento de Newton que governam a
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evolucdo temporal do sistema e suas propriedades dinamicas:
I=l' = & =7V (8)

p; = mt; = =VV(r;) = F, (9)

onde r; e 7; sdo a velocidades e a aceleracdo do atomo i, respectivamente, e F; a forca sobre o
atomo i.

Deste modo, a dinamica molecular consiste, portanto na resolucdo das equacdes 8 e 9,
obtendo o comportamento de um sistema ao longo do tempo.

Uma simulacdo por dindmica molecular segue alguns passos basicos. O primeiro passo é a
inicializacdo do sistema, com a definicdo da posicao, velocidade e aceleracdo de cada atomo. Em
seguida é determinado um intervalo de tempo 6t de acordo com o detalhamento desejado a ser
observado do sistema. Entdo é feito um incremento ao tempo de modo que t =t + §t.

Os termos que compdem a energia potencial total na equacdo 6 caracterizam-na como uma
funcéo continua das posi¢des atdbmicas. Devido a esta complexidade, ndo ha solucéo analitica para
sistemas de muitas particulas. Para isso € necessario utilizar algoritmos que considerem que as
posi¢Bes variem suavemente com o tempo e o algoritmo Velocity-Verlet [16] é um método de
integracdo das equacdes de movimentos que vem sendo muito utilizado para esta finalidade.

O algoritmo Velocity-Verlet consiste que dado um conjunto definido de coordenadas,
velocidades e aceleragdes iniciais para cada particula, é possivel determinar as configuracdes no

instante sequinte, t + §t:

i (t) 6t° (10)

r;(t+6t) =r;(t) + r;(t) 6t + >

A partir das novas coordenadas, novas aceleragdes podem ser obtidas pela equacdo (9). Das

novas coordenas e aceleracdes, é possivel obter novas velocidades:

[#(0) + #:(t + 8t)]6t (11)
2

Obtidas as novas coordenadas, velocidades e aceleracdes, é possivel reiniciar o ciclo e a
repeticdo deste procedimento nos fornece a obtencdo da trajetoria de todas as particulas do sistema

ao longo do tempo, que posteriormente sdo utilizadas para anélises do sistema.
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3.3. Condigoes Periddicas de Contorno

SimulacGes de dindmica molecular sdo realizadas com o objetivo de mimetizar um sistema
real, onde o nimero de moléculas envolvidas em um processo € da ordem do nimero de Avogadro,
de modo que é inviavel simular um sistema com tal tamanho, Neste caso, para simular um sistema
real é necessaria a utilizacdo de condic6es periodicas de contorno [15].

Sistemas moleculares sdo modelados como um conjunto finito de particulas confinadas em
uma caixa de simulagdo, entretanto os efeitos de contorno do sistema devem ser eliminados.
Condicdes periddicas de contorno sdo aplicadas com a finalidade de minimizar esses efeitos. Para
iss0, a caixa de simulacéo é replicada por todo o espaco, formando uma grade infinita. Dessa forma,
durante a simulacdo, quando uma particula i sai da caixa central, sua imagem i’ entra pelo lado
oposto da caixa, e 0 mesmo ocorre com as caixas replicadas. Assim, o nimero total de particulas

dentro da caixa central e de suas réplicas se mantém constante (Figura 5).
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Figura 5: Representacao bidimensional da caixa de simulagdo em condicdes periddicas de contorno.
Quando uma molécula i ultrapassa o limite da caixa central suas imagens i’ se movimentam de maneira
similar. Em cinza se encontra a caixa central de simulagdo. Em tracejado esté a representacdo das particulas

em suas respectivas posicoes anteriores, e a seta indica a nova posi¢do dessas particulas.

Para impedir que uma particula i interaja com sua propria imagem i’ ou com outra particula
j e aimagem desta j', é definida uma aproximacdo denominada de “minima imagem” (Figura 6)

que consiste na suposicdo de que cada particula i da caixa central interage com a particula ou
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imagem mais proxima. E definida também uma esfera chamada de raio de corte, R, (sigla em inglés
cut-off), a qual determina a regido em que estdo as particulas com as quais a particula i pode
interagir, e apenas as particulas que possuem seu centro de massa a uma distancia menor ou igual a
R. € que véo interagir com esta, de modo que as interacGes de curto alcance além do raio de corte
séo ignoradas, isto é, a energia potencial para r > R, vai para 0. O tamanho 2R ndo deve ser maior

que L (Figura 6) por consisténcia da aproximagao de minima imagem [15].

Figura 6: Representacgdo do raio de corte em um sistema bidimensional. O raio de corte é tracado a partir
de um atomo de interesse i, onde este ndo interage com o0 &tomo j e com sua imagem j’ a0 mesmo instante,
muito menos com sua propria imagem i’. O quadrado tracejado representa a aproximacao de minima imagem

e o circulo o raio de corte.

Para o tratamento de interacBes de longo alcance a imposicdo de um raio de corte é
probleméatica. Uma opcdo para solucionar esse problema € a substituicdo das forcas de interacdo
entre pares por uma forca efetiva, segundo o método de soma de Ewald, o método PME [15, 17]
Neste método € calculado as interagdes de cada particula com todas as outras da caixa de simulacéo

e com todas as imagens em um sistema periodico infinito.

3.4. Adaptive Biasing Force

O método Adaptive Biasing Force (ABF) é um método de integracdo termodindmica, no
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qual a diferenca de energia de Gibbs (AG) ¢ obtida pela integracdo da derivada de G em fungédo de

uma coordenada de reacgéo & [18].

$18G
86 =66 - GGo) = | s (12
$o
onde 8G/dE resulta em [18]:
6G (13)
o = 5

onde H é a hamiltoniana do sistema. O subscrito & ao lado direito da equagao (13) é colocado para
destacar que a derivada de H em fungdo de & é calculada para cada valor fixo de & e ndo entre todos
os valores da coordenada de reacdo. Para processos isotérmicos sem mudanca de massa, a média

(6H/8¢)¢ € equivalente a média da derivada da energia potencial V em fungdo de &, dado que a
média da derivada da energia cinética é zero. A média da derivada da energia potencial ¥V em
fungdo de & ¢é expressa aproximadamente pela forca média exercida pelo meio (ﬁsistema )¢ em cada

ponto & da coordenada de reacao.

6H
had (14)
<6{T) ( f>{ - (FSlstema ){

Como mostrado na equacdo 15, a forca aplicada pelo método ABF (ﬁABF) para levar o
sistema de &, a &; e que permite o sistema sobrepor barreiras de energia livre, é definida em termos

da prépria forca média amostrada sob pequenos intervalos A finitos.
ﬁABF = _(ﬁsistema )Véf (15)

A forca Figr garante que a forga que atua ao longo da coordenada de reacao tenda a zero, ja
que ela é contréria a forca que atua no meio (—(ﬁsistema )), mas na direcdo da coordenada de reagao
(V&€). Sendo assim, a evolugdo do sistema ao longo de & € regida principalmente via difusdo em

uma superficie de energia plana [19].
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3.5. Analises aplicadas

3.5.1. Perfil de densidade de massa

Por meio de uma varredura ao longo do eixo z (normal a membrana), é detectada a
quantidade de massa referente as moléculas em cada ponto do sistema, esse mapeamento fornece
um perfil de densidade de massa (PDM) para cada tipo de molécula do sistema. Depois de realizado
0 mapeamento de toda a simulagdo, é entdo feito uma média sobre todos os dados, obtendo um
PDM médio para toda a simulagéo.

Com o PDM ¢é possivel determinar a regido ocupada por cada constituinte do sistema, como
por exemplo, lipideos, 4gua e proteinas. De modo que a sobreposicao desses perfis fornece a regido
de interface solvente-membrana, a espessura e a posicdo de cada molécula em relagdo a membrana.
O plugin Density Profile do software VMD (Visual Molecular Dynamics) [20] foi utilizado para tal

mapeamento.

3.5.2. Area por lipideo

A area superficial da bicamada, no plano xy, é determinada pela area de cada fosfolipideo
multiplicada pela quantidade em que estdo presentes em cada monocamada. Em simulagdo de
membranas na qual o sistema esta equilibrado, o nimero de lipideos por unidade de area tende a
permanecer constante e por isso pode ser considerada um parametro de equilibracgéo.

Um script foi escrito e executado no software VMD para realiza¢do do calculo de area por

lipideo.

3.5.3. Parametro de ordem

O Parametro de ordem (S) é um parametro normalizado que indica o grau de ordenamento
de um sistema. No sistema bicamada, quanto mais proximo de -0,5, menor o ordenamento das
cadeias acilicas, enquanto que para o estado de ordem absoluta S corresponde a 1. A expressao

usada para este calculo é dada na equacdo 20 [21].

3cos%6; — 1 16
P.0.= (————) (16)
2
sendo 8; o angulo entre o eixo molecular i e a dire¢cdo normal a bicamada. O eixo molecular para

uma unidade i de CH, é definido pelo vetor que une os carbonos (i — 1) e (i + 1), conforme a
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Figura 7. O parametro de ordem € dado pela média dos estados.

i-1
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Figura 7: Definicdo do eixo molecular i e da Normal da bicamada. Em azul estd um desenho

representativo de uma bicamada lipidica. O eixo N é o eixo normal a bicamada. Ao lado direito esta ilustrada

em azul uma cadeia acilica onde a seta preta é o eixo molecular i.

No presente trabalho, o pardmetro de ordem foi utilizado para verificar o alinhamento das
cadeias acilicas com caréater hidrofobico (Oleil e Palmitoil) das moléculas de POPC considerando

do segundo ao ultimo carbono, para isso, um script foi executado no software VMD.

3.5.4. Estrutura Secundaria

As proteinas sdo classificadas em quatro niveis estruturais, sendo eles: a estrutura primaria,
secundaria, terciria e quaternaria. A estrutura priméaria de uma proteina consiste na sequéncia de
aminoacidos que a comp@e. A estrutura secundaria inclui os padrbes de dobramentos da cadeia
polipeptidica, como a-hélices, folhas- e coils. O arranjo tridimensional das estruturas secundarias é
conhecido como estrutura terciaria e a estrutura quaternaria € constituida por mais de uma cadeia
polipeptidica.

A analise de estrutura secundaria nos fornece a estrutura assumida do primeiro ao Gltimo
residuo da cadeia de aminoacidos, para cada passo da dindmica molecular.

Os peptideos estudados sdo majoritariamente estruturados em oa-hélice. Em uma a-hélice
ideal as ligacdes de hidrogénio ocorrem entre o residuo n e n+4. Quando o peptideo apresentar essa
estrutura o grafico da estrutura secundaria em relacdo ao tempo de simulacdo serd colorido em
magenta. Caso ocorra coil ou folha-B, sera colorido em azul claro ou amarelo, respectivamente.

Um script foi executado em paralelo com o software VMD para gerar os graficos de

estrutura secundaria em funcdo do tempo de simulagéo.
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4.Detalhes Computacionais

As simulacdes foram realizadas basicamente em trés etapas. Na primeira etapa a bicamada
lipidica solvatada foi construida e equilibrada, posteriormente, na segunda etapa, o peptideo foi
inserido no sistema e realizamos simulacGes de DM no equilibrio de cada novo sistema, e por fim,
na terceira etapa, foi realizada a dindmica molecular utilizando o método ABF. O modo como o

trabalho foi realizado pode ser visto com mais detalhes nas proximas sec¢des.

4.1. Construcao e equilibracao da bicamada lipidica

O modelo de membrana utilizado neste trabalho foi uma bicamada lipidica composta por 60
moléculas de Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina (POPC) (Figura 8), com 30 moléculas em cada
monocamada, inseridas em uma caixa com uma fina camada de solvatacdo com 6609 moléculas de
4gua e arestas de 57 A no eixo x, 55 A no eixo y e 70 A no eixo z, sendo este eixo normal ao plano
da bicamada. Por se tratar de moléculas zwitteridnicas, ou seja, carga resultante nula, ndo ha a

necessidade do acréscimo de ions no sistema para realizar a equilibragéo.

O 0

Figura 8: Estrutura do lipideo POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Colina). Imagem retirada de [22].

A caixa de simulacdo foi criada utilizando o programa CHARMM-GUI [23, 24, 25] com a
ferramenta Membrane Builder [26, 27, 28]. O CHARMM-GUI é um programa versatil utilizado
para gerar sistemas de simulagdo em nivel atbmico e de muitas particulas. Este programa possui
compatibilidade com o0 NAMD (NAnoscale Molecular Dynamics) [28, 29,] que é um pacote de
simulacdo de dindmica molecular. Ambos, 0 NAMD e o0 CHARMM-GUI, utilizam o campo de
forca CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) [30]. O NAMD também é
compativel com o programa de visualizagdo molecular VMD para configuragdo de simulacéo e

analises de trajetorias; além de outros programas e algoritmos tal como o algoritmo Adaptive
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Biasing Force (ABF) [19] que é um meétodo utilizado para a realizacdo do célculo da energia livre
de um sistema.

O programa CHARMM-GUI é utilizado para gerar o arquivo pdb (Protein Data Bank) que
contém as coordenadas de cada &tomo do sistema. Ap6s o arquivo pdb ser criado, é possivel utilizar
a ferramenta Automatic psf builder para gerar o arquivo psf (Protein Structure File). O psf € um
arquivo de estrutura e contém todas as informacgdes do sistema necessarias para aplicar o campo de
forca.

Apds a montagem do sistema e de seus arquivos de entrada (pdb e psf), uma minimizacéo de
energia de 10000 passos foi realizada para o rearranjo das moléculas e posteriormente, uma
simulagéo de dinamica molecular de 36 ns foi realizada. O passo de integracdo para as equagOes de
movimento foi de 2 fs. A simulagdo do sistema foi realizada no ensemble NPT (298 K e 1 atm). A
temperatura e pressdo foram controladas por dindmica de Langevin, adotando um coeficiente de
friccdo de 1 ps™, o periodo de oscilagdo e o tempo de decaimento do pistdo foram de 200 fs e 100 fs,
respectivamente. CondicGes Periddicas de Contorno foram impostas nas simulagdes com raio de
corte igual a 12 A e as interagdes de longo alcance foram tratadas com somas de Ewald por meio do
método PME. As simulacdes foram realizadas utilizando o programa NAMD?2 versdo 2.8b2 [32]. Os
parametros de energia potencial, como comprimento e angulos das ligagdes covalentes, angulos
diedrais, interacGes ndo-ligadas, foram computados segundo o campo de forca para lipideos
CHARMMBS36 [31]. O modelo que descreve as aguas € o TIP3P [33] que define a molécula de agua
por trés cargas pontuais, dois comprimentos de ligacdo O-H, e um angulo H-O-H.

Todos esses dados estdo exibidos resumidamente na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢do e parametros de simula¢do do modelo de membrana.

POPC 60 | Pressdo (atm) 1
Moléculas de agua 6609 | Controle de Temperatura e Pressao Langevin
X, Y, Z(A) 57,55, 70 | Coeficiente de friccdo (ps™) 1
fons 0 | Periodo de Oscilagéo (fs) 200
PDB CHARMM-GUI | Tempo de amortecimento (fs) 100
Minimizag&o 10000 | Raio de Corte (A) 12
Dinamica (ns) 36 | Interagdes eletrostaticas PME
Passos de Integragéo (fs) 2 | Campo de Forca CHARMM36
Ensemble NPT | Modelo de 4gua TIP3P
Temperatura (K) 298 | Integrador Velocity-Verlet
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4.2. Inclusdo dos peptideos e simula¢ao dos sistemas em equilibrio

Apbs a equilibracdo da bicamada lipidica, a fina camada de agua que solvatava a membrana
equilibrada de POPC foi retirada. A bicamada foi centralizada na caixa de simulacdo e os oito
atomos de fosforos, presentes na cabeca de cada lipideo que se localizava nas extremidades do cubo
formado pela membrana, foram restringidos por um potencial com valor k = 1.0 kcal /A% com o
intuito de manté-la centralizada na caixa de simulacdo e ndo se mover em relacdo ao eixo z durante
a simulacdo com o peptideo. Posteriormente o sistema foi novamente solvatado com uma faixa mais
extensa de agua, passando a medir 128 A no eixo z.

Apos todo o procedimento realizado somente com a bicamada, pode-se entdo inserir cada
peptideo em uma caixa de simulacdo. Os peptideos foram posicionados de modo a ficarem
centralizados no plano xy em relacdo & membrana, e a distancia de 30 A em relacéo as posicoes
médias dos fosforos das cabecas lipidicas no eixo z, como exibido na Figura 9. As moléculas de

agua em torno dos peptideos foram removidas para ndo haver sobreposicdes.

Figura 9: Esquema representativo da caixa de simulagédo. Imagem ilustrando a distancia do peptideo, em

roxo, até a posi¢do média dos fosforos das cabecas lipidicas, em amarelo.

Os peptideos s@o carregados positivamente de modo que foi necessario adicionar ions para
neutralizar o sistema. A insercdo dos ions foi realizada utilizando a ferramenta do VMD Autoionize,
neutralizando para concentracdo de 0.15 mols/L. Para o sistema com o peptideo MP-1 foram
adicionados 15 atomos de Na e 17 de CI. Para o sistema com o peptideo MP-I11 foram 15 Na e 16
Cl. Enquanto que para o sistema com o peptideo NMP-I fora adicionados 16 Na e 19 CI. Esses

dados estdo exibidos resumidamente na Tabela 2.
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Tabela 2: Composi¢do dos sistemas compostos pelos peptideos e membrana.

MP-I MP-I11 NMP-I
POPC 60 60 60
Moléculas de 4gua 15972 16404 16779
X,Y,ZA) 57,55, 128 57, 55, 128 57,55, 128
fons 15Na* 15Na*t 16Na*t
17C1~ 16C1~ 19C1~

Apds a montagem dos sistemas, uma minimizacdo de energia de 10000 passos foi realizada
para o rearranjo das moléculas. Posteriormente, uma simulacdo de 200ns foi realizada para cada
sistema. O passo de integracdo para as equagdes de movimento foi de 2 fs. A simulagédo do sistema
foi realizada no ensemble NPT (298 K e 1 atm). A temperatura e pressao foram controladas por
dindmica de Langevin, adotando um coeficiente de friccdo de 1 ps™, o periodo de oscilagéo e o tempo
de decaimento do pistdo foram de 200 fs e 100 fs, respectivamente. Condi¢bes Periodicas de Contorno
foram impostas nas simulagdes com raio de corte igual a 12 A e as interagdes de longo alcance foram
tratadas com somas de Ewald por meio do método PME. As simulagdes foram realizadas utilizando o
programa NAMD?2 versédo 2.9 [32]. Os parametros de energia potencial foram computados segundo
o campo de forca para lipideos CHARMMS36 [31]. O modelo que descreve as aguas é o TIP3P [33].
Esses dados estéo exibidos resumidamente na Tabela 3.

Tabela 3: Parametros de simulagéo para os sistemas compostos pelos peptideos e membrana.

Minimizagédo 10000 Periodo de Oscilagéo (fs) 200
Dinamica (ns) 200 Tempo de amortecimento (fs) 100
Passos de Integracéo (fs) 2 Raio de Corte (A) 12
Ensemble NPT Interagdes eletrostaticas PME
Temperatura (K) 298 | Campo de Forca CHARMM36
Pressdo (atm) 1 Modelo de 4gua TIP3P
Controle de Temperatura e Presséo Langevin | Integrador Velocity-Verlet
Coeficiente de friccdo (ps™) 1
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4.3. Simulacao dos sistemas com o Método ABF

O método ABF nos permite varrer toda uma coordenada de reacdo, levando o sistema a
regibes que raramente seriam visitadas em uma dindmica comum, realizando uma amostragem
uniforme, tornando possivel a avaliacdo do perfil de energia livre.

Para realizar o método ABF utilizamos como coordenada de reagdo a distancia que separava
0 centro de massa da cadeia peptidica ao centro de massa da bicamada lipidica, tomando como
referéncia o atomo de fosforo de cada lipideo da bicamada (Figura 10). Para acelerar a
convergéncia do célculo do perfil de energia livre, o caminho de reacédo foi dividido em janelas de
2A e cada uma delas foi simulada em paralelo. Por fim, o perfil de energia livre foi obtido a partir
da juncdo dos resultados de cada janela. A técnica de multiplas janelas é extremamente eficiente
quando se possui uma estrutura computacional composta de muitos computadores de baixo poder
computacional, 0 que é 0 nosso caso.

Para cada sistema estudado, a convergéncia e a andlise do perfil de energia livre
determinaram o tempo de simulacdo. Para o sistema com peptideo MP-1 foram necessarios 35ns em
cada janela para que houvesse a convergéncia do perfil de energia livre, enquanto que para 0s
sistemas com o peptideo MP-IIl e NMP-1 foram necessarios 30 ns. De modo que o tempo
amostrado em toda a simulagdo foi de 875ns (0,875ps) para o peptideo MP-1 e 750ns (0,75s) para
os peptideos MP-I11 e NMP-I.

— _—
» H\*

AR

Figura 10: llustracdo da coordenada de reacdo utilizada para a simulagdo dos sistemas utilizando o
método ABF. Imagem ilustrando a coordenada de reacdo & que se da pela distancia de separacdo do centro
de massa da cadeia principal peptidica, em roxo, ao centro de massa da bicamada lipidica, tomando como

referéncia o atomo de fosforo, em amarelo, de cada lipideo na bicamada.



5. Resultados e discussao

5.1. Equilibra¢do da membrana de POPC
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O sistema composto por uma bicamada de POPC hidratada, com 30 moléculas em cada

monocamada, foi simulado por 36ns. Esse sistema foi inicialmente simulado para a validagéo do

modelo mimético de membrana utilizado neste trabalho.

A Figura 11 ¢ referente a etapa de equilibracdo da bicamada lipidica em um ensemble

canbnico NPT [34] com condicbes periddicas de contorno, onde é apresentada a energia total, a

pressao e a temperatura do sistema. Podemos notar que as médias da pressdo e da temperatura do

sistema se mantém em torno do valor determinado, latm e 298K, respectivamente. Outra

caracteristica € a flutuacdo da energia total do sistema que € decorrente do acoplamento energético

com o controle de presséo e temperatura.
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Figura 11: Simulacdo de um sistema em regime NPT. A figura exibe a pressdo (verde), temperatura

(vermelho) e a variacdo total da energia (preto) para a simulacgdo total de validacdo da bicamada lipidica.
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Para verificar se 0 modelo de membrana esta equilibrado e em condicGes de ser usado,
algumas analises devem ser realizadas e a area por lipideo é um dos critérios para avaliar isto. A
Figura 12 (A) mostra a area por lipidio em toda a simulagio. E possivel notar que no periodo de
equilibracdo ocorre a queda dos valores da area do sistema, desta forma os valores iniciais sdo
desconsiderados para a analise. Tomando, portanto, os resultados a partir de 12ns (Figura 12 (B)), o
valor médio da area por lipideo é de 66,9 + 4,242, Resultados experimentais realizados com a
mesma composicdo de bicamada lipidica fornecem resultado igual a 68,3 + 1,2A% [35], enquanto
que resultados tedricos fornecem o valor de 64,7 + 0,24% [31]. Sendo assim, o resultado

encontrado para a &rea por lipidio é satisfatoria, pois se mostra coerente com os resultados ja
publicados.
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Figura 12: Area por lipideo em relacdo ao tempo. (A) Area por lipideo da simulagio total com tempo de

36ns. (B) Area por lipideo a partir de 12ns de simulac&o. A linha em azul é o valor médio dos resultados de
area por lipideo.

Analisando o grafico do Perfil de Densidade de Massa (PDM) na Figura 13, podemos
detectar a média da quantidade de massa de cada molécula ao longo do eixo z da caixa de
simulacéo.

A densidade de massa da membrana pode ser considerada a partir dos picos do grupo
fosfato, isto &, em —20,2A e 18,94 de modo que a espessura média da bicamada lipidica é de 39,1A
(Figura 13). Resultados experimentais determinaram o valor da espessura de uma bicamada de
POPC em 20°C igual a 39,8 + 0,84 e em 30°C igual a 39,1 + 0,78A [36]. Comparando o resultado
obtido com os resultados experimentais podemos afirmar que este valor médio para a espessura da
bicamada é satisfatorio.

O PDM foi realizado considerando as moléculas de POPC centralizadas na caixa de

simulagdo, porém, durante o processo de simulagdo houve o deslocamento dessa membrana, saindo
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do centro da caixa e se aproximando, por certas vezes, da borda. Deste modo podemos observar na
Figura 13 o ndo decaimento direto do PDM nas bordas. Esse deslocamento ndo altera os resultados

devido as condicdes periddicas de contorno aplicadas.
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Figura 13: Perfil de Densidade de Massa da bicamada de POPC em relagéo ao eixo z. Os grupos colina

e fosfato dos fosfolipidios estdo coloridos em amarelo e roxo, respectivamente. O solvente estd colorido em
azul, enquanto que os fosfolipidios estdo em azul claro. Em preto estd o PDM de todos os componentes do

sistema.

Para a verificacdo do ordenamento das cadeias acilicas de POPC, oleil com 18 carbonos e
insaturada no carbono 9, e palmitoil com 16 carbonos, foi realizado o célculo do Pardametro de

Ordem e é mostrado na Figura 14(A).
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Figura 14: Parametro de Ordem das cadeias acilicas da membrana pura. (A) O grafico mostra o
ordenamento das cadeias acilicas, palmitoil (saturada) colorida em azul e oleil (insaturada) colorida em
preto. (B) Grafico retirado de [31] com resultados obtidos com uma bicamada lipidica de POPC e campo de

forca CHARMMZ36. Com linhas preenchidas em azul esté& a cadeia palmitoil e em verde a oleil.
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De acordo com a defini¢do, quanto maior o alinhamento dos &tomos de carbono nas cadeias,
maior o valor de S. Observando o grafico da Figura 14(A) notamos um maior alinhamento da
cadeia saturada quando comparada com a cadeia insaturada, ja que a insaturacdo dificulta o
ordenamento dessas cadeias. Quando comparado com resultados tedricos [31] obtidos com a mesma
composicao lipidica e mesmo campo de forca (Figura 14 (B)), observamos grande semelhanca entre
0s resultados.

Assim, considerando os resultados apresentados acima, chegamos a conclusdo de que nossa
bicamada de POPC estava equilibrada e, portanto, adequada para o uso nas simulacdes

subsequentes.

5.2. Simulag¢do dos peptideos em membrana de POPC no equilibrio

Para analise da interacdo dos peptideos antimicrobianos com a membrana de POPC, o
sistema foi simulado por 200ns. A simulacdo foi iniciada a partir do arquivo de entrada como
descrito na subsecéo 4.2.

Com o propdsito de investigar a adsor¢do dos peptideos estudados em bicamada de POPC,
verificamos a distancia entre o centro da bicamada ao triptofano de cada peptideo. A técnica de
fluorescéncia utiliza o triptofano como uma sonda para o estudo do ambiente no qual esté inserido.
Estudos experimentais [37] mostraram que o triptofano presente na cadeia peptidica dos peptideos
estudados na presenca de vesiculas, tanto anibnica como zwitteridnicas, localiza-se
preferencialmente na regido da interface hidrofébica/hidrofilica. Na Figura 15 (Al), observamos que
a distancia de separacdo entre o centro de massa do triptofano do peptideo MP-1 e a bicamada decai
com o tempo e ocorre certa estabilidade apds 75ns de simulacdo. Este decaimento € devido a
aproximacdo do peptideo a bicamada e ap6s a estabilizacdo, a distancia média do centro de massa
da membrana ao centro de massa do triptofano é de 12,6 + 1,54, como podemos observar mais
detalhadamente na Figura 15 (All).

Os peptideos realizam uma trajetéria durante todo o processo de simulacdo e para
quantificar essa trajetoria para os sistemas com os peptideos MP-111 e NMP-I, realizamos o célculo
da distancia tomando como referéncia o centro de massa da bicamada. O calculo foi realizado
tomando a posicdo de referéncia ao centro de massa do triptofano, posteriormente ao centro de
massa da cadeia principal peptidica e ao centro de massa dos grupos fosfato, como exibido na
Figura 15 (B) e (C). A distancia entre os centros de massa dos grupos fosfato nos fornece
basicamente a regido ocupada pela membrana. Isso foi realizado com o intuito de verificar o
comportamento da aproximagdo do peptideo & bicamada. Observamos que em alguns momentos,

tais como em 113 e 167ns para o peptideo MP-I11, e em 188ns para o peptideo NMP-1, o triptofano
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se aproxima das cabecas polares, porém a adsorcdo na bicamada ndo ocorre, de modo que o

peptideo se afasta da bicamada novamente.
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Figura 15: Grafico do célculo da disténcia entre o centro de massa da membrana ao centro de massa
do residuo de triptofano. (A) MP-1, (B)MP-I111 e (C) NMP-1. O célculo foi realizado para todos os 200 ns
das simulacdes. Em (Al) e (All) no eixo x temos o tempo em ns e no eixo y a distancia em A. Em (All) o
periodo de aproximacao do peptideo a membrana foi descartado, realizando a média, em azul, somente para
a regido em que o peptideo ja se apresentava enterrado. Em (B) e (C) no eixo x temos a distancia em A e no
eixo y temos o tempo em ns. Os tracos em preto sdo para o grupo fosfato (com posicdes negativas e
positivas). O centro de massa do peptideo esta colorido em verde e o centro de massa do triptofano esta
colorido em azul.

Outra andlise realizada para verificar os sistemas é o Perfil de Densidade de Massa. O PDM
exibido na Figura 16 ¢ a media de toda a simulacdo. Nesta figura, 0 PDM do solvente coexiste com
a da membrana apenas na regido de interface, sobrepostas as densidades dos grupos colina e fosfato.
No centro da bicamada, o0 PDM apresenta uma ligeira depressdo, que € devido a uma menor

ocupacdo dos atomos das caudas acilicas nessa regido apresentando uma desorganizacdo das



37

cadeias carbonicas dos lipideos caracteristico da fase liquida da membrana.

A Figura 16 (Al) foi realizada a partir dos 75 ns de simulacéo, isto €, quando o peptideo
MP-1 ja estava adsorvido na bicamada lipidica. Nesta figura podemos verificar a densidade de
massa de todos 0os componentes do sistema, no entanto analisamos o0 PDM do TRP e ndo de todos
0s aminodacidos da proteina, para assim podermos comparar com o resultado anterior que de fato se
mostra consistente, j& que o pico do PDM para o TRP, exibido com maior detalhe na Figura 16
(All), ocorre em 12 + 0,14, estando dentro da margem de erro quando comparado ao resultado
anterior e com os resultados experimentais que mostram que o TRP se encontra na regido da
interface hidrofébica/hidrofilica [37].
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Figura 16: Perfil de Densidade de Massa do sistema Peptideo-Membrana de POPC em relacgéo ao eixo
z. (A) MP-I, (B)MP-I111 e (C) NMP-I. Os grupos colina e fosfato dos fosfolipidios estdo coloridos em
amarelo e roxo, respectivamente. O solvente esta colorido em azul, enquanto que os fosfolipidios estdo em
azul claro. Em preto estd o PDM de todos os componentes do sistema. Em vermelho, (Al) e (All), esta
destacada a presenca do triptofano. Em (All) foi destacado a regido onde se encontra o triptofano, mantendo

as cores exibidas no restante.
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Ainda observando a Figura 16, notamos que o primeiro pico do grupo fosfato para o sistema
que contém o peptideo MP-I estd em —18,7 + 0,14 e o segundo pico em 16,7 + 0,14, de modo que
agora, apds a adsorcdo do peptideo & membrana, a espessura média da bicamada é 35,4 + 0,1A.
Para o sistema com o peptideo MP-I11 o primeiro pico do grupo fosfato estd em —16,9 + 0,1A e 0
segundo pico em 17,4 + 0,14, enquanto que para o sistema com o peptideo NMP-I estd em
—17,7 + 0,1A e o segundo pico em 17,4 + 0,14, de modo que a espessura média da bicamada em
cada sistema é 34,4 + 0,1A e 35,1 + 0,14, respectivamente.

Analisando o Parametro de Ordem (Figura 17) notamos que em todos 0s sistemas ocorreu a

diminuicdo de S, de modo que as cadeias dos fosfolipideos ficam menos ordenadas quando
comparados com S da simulacédo de validacdo da bicamada.
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Figura 17: Parametro de ordem para as cadeias acilicas dos lipideos no processo de interacdo com o
peptideo. (A) MP-1, (B)MP-I11 e (C) NMP-1. Com a linha tracejada esta S antes da insercdo do peptideo ao
sistema e com a linha continua S das cadeias acilicas durante o processo de simulagdo com o peptideo. Em

preto e verde esta representada a cadeia Oleil, e em azul e azul claro a cadeia Palmitoil.

A estrutura em a-hélice foi utilizada como estrutura inicial dos peptideos. Em sua cadeia, 0s
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peptideos sdo formandos tanto por residuos hidrofébicos como hidrofilicos, de modo que a
conformacdo em a-hélice ndo é consideravelmente estavel em contato com a agua. As pontes de
hidrogénios, que estabilizam a estrutura em hélice, podem ser quebradas devido a competicdo entre
essas ligagBes com moléculas de &gua na vizinhanca da cadeia principal do peptideo, de modo que
pode ocorrer a perda de estrutura secundaria como € mostrado por dados experimentais.

A Figura 18 mostra os padrdes de estrutura secundaria para cada residuo dos peptideos em
funcdo do tempo total da simula¢do. Em (A) observamos que os residuos de 1 a 10 permanecem em
a-hélice por praticamente toda a simulacdo. Com aproximadamente 40 ns, notamos que 0s residuos
do fim da cadeia, dos 11 aos 14, se desestruturam e se mantém em coil até o fim da simula¢do. Em
(B) notamos uma significativa variacdo de estruturas durante a simulacao, indicando que possa estar
ocorrendo uma grande competicdo entre as pontes de hidrogénio que estabilizam a estrutura em

hélice com as aguas vizinhas, de modo que a partir de aproximadamente 127ns o peptideo perde a
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Figura 18: Estrutura secundaria por residuo em fun¢do do tempo de simulagédo. (A) MP-I, (B)MP-I111 e

(C) NMP-1. No eixo x temos o tempo total de simulacdo com 300 ns. No eixo y estd o nimero de residuos
dos peptideos — 14 residuos. A cor rosa é para residuos estruturados em a-hélice e a cor azul claro é para

residuos estruturados em coil. Ndo houve a presenca de estruturas em folhas-g5.
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estrutura na maior parte do tempo nos residuos de 1 a 6. Essa alta competicdo pode estar
relacionada ao fato de que o peptideo MP-I1I é o mais hidrofébico entre os outros peptideos
estudados. Em (C) vemos que logo ao inicio da simulacdo os dois primeiros aminoécidos da cadeia
do peptideo NMP-1 perdem a estrutura em a-hélice e ndo voltam a ter essa estrutura até o fim da
simulacgéo, isso pode ocorrer pelo fato de que a Asparagina é mais hidrofilica que o residuo de
Acido Aspartico presente no inicio da cadeia do peptideo MP-I, que se mantém estruturado.

Durante o processo de simulagéao, o peptideo MP-I se adsorveu no modelo de membrana de POPC de
modo perpendicular & normal da bicamada, como podemos observar na Figura 19 (A) que € a
visualizacdo da posicéo final ap6s uma simulacdo de 200ns. Na Figura 19 (B) observamos mais
detalhadamente que o peptideo MP-1 esta com seus residuos hidrofobicos voltados para o interior da
membrana, seus residuos hidrofilicos em contato com a regido polar da bicamada e com a agua, e 0
residuo de triptofano posicionado na interface hidrofébica/hidrofilica. O peptideo manteve
praticamente em toda sua cadeia a estrutura helicoidal anfipatica e essa estabilidade pode ser

atribuida a insercdo num meio hidrofébico.

Figura 19: Visualizacao da posicdo do peptideo MP-1 ap6s 200ns
de simulacdo. As moléculas de &gua estdo coloridas em azul escuro.
Os lipideos estdo com suas caudas acilicas coloridas em azul cyan, os
atomos de fosforo (P) estdo em amarelo e os oxigénios (O), ligados
aos P, estdo em vermelho. Em roxo temos a apresentacéo da estrutura
secundaria do peptideo, que também estd com seus aminoacidos
coloridos de acordo com suas propriedades: Residuos carregados
positivamente estdo coloridos em azul; carregados negativamente
estdo em vermelho, polar esta em verde e residuos hidrofébicos estdo

em branco. Imagem construida utilizando o VMD [20].
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5.3. Simulacao dos peptideos em membrana de POPC com a utilizacao
do Método Adaptive Biasing Force (ABF)

Um dos principais objetivos deste trabalho foi a verificacdo da posi¢cdo mais estavel da
interagdo dos peptideos estudados com uma membrana modelo, por meio do céalculo da energia
livre pela utilizacdo do método ABF.

Os sistemas foram montados como descrito na subsecdo 4.3, utilizando como coordenada de
reacdo a distancia de separacdo entre centro de massa da cadeia peptidica ao centro de massa da
bicamada lipidica. Na Figura 20 temos o perfil de energia livre caracterizado pela inclusdo dos
peptideos estudados em bicamada de POPC. A convergéncia e a anélise do perfil de energia livre
determinaram o tempo de simulacdo, de modo que para cada peptideo fez-se necessario um tempo
especifico.

Notamos que o perfil de energia livre para o os trés peptideos sdo semelhantes, se mantendo
praticamente constante na regido a qual contém o solvente, na regido de interface solvente/bicamada
vemos um significativo decaimento desse perfil, passando por um estado de minima energia e
voltando a aumentar conforme o peptideo é direcionado ao centro da bicamada.

Analisando a curva da energia livre ap6s a convergéncia para cada sistema (Figura 21),
encontramos a posi¢do de minima energia, isto é, a posicdo mais estavel da interacdo de todos 0s
peptideos com a bicamada. Observando mais detalhadamente esse perfil podemos verificar que a
posicdo mais estavel do sistema para o peptideo MP-I é em 13,354, para o peptideo MP-111 em
13,954, e para 0 NMP-I em 13,454.

O perfil para o peptideo MP-1 na posicdo de 50,00A tem o valor de energia igual
—16,1kcal/mol, posteriormente ha um pequeno aumento desse perfil na posicdo 24,07A com
valor de —14,9kcal/mol. Apbs esse aumento, ha um decaimento continuo chegando a um minimo
de energia na posicdo 13,35A com energia igual a —24,2kcal/mol e entdo o valor de energia
aumenta novamente na regido correspondente ao centro da bicamada.

Para o peptideo MP-III o perfil é bem semelhante ao do peptideo MP-I, porém com valores
de energia mais elevados. Na posicdo de 50,00A o perfil tem o valor igual —11,1kcal/mol,
posteriormente em 24,05A o valor é de —9,6kcal/mol. Na regido de minimo da energia na posicao
13,94 a energia é igual a —21,6kcal /mol e finalmente o valor de energia aumenta novamente.

Os valores para do perfil do peptideo NMP-I sdo semelhantes aos do MP-III, tendo um
pequeno minimo proximo a regido de interface. Na posicdo de 50,004 o perfil tem o valor igual
—10,3kcal/mol, se mantendo praticamente constante até chegar a um pequeno minimo na posi¢éo
25,80A com energia igual —10,84kcal/mol, e posteriormente tendo um pequeno aumento em

24,10A com valor de —10,3kcal/mol. Na regifo de minimo da energia na posicdo 13,45A a
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energia é igual a —21,22kcal /mol e finalmente o valor de energia aumenta novamente.

A profundidade do poco de energia pode determinar o qudo mais facilmente um sistema
pode acessar um minimo de energia, de modo que valores mais negativos de profundidade mostram
que o sistema pode acessar mais facilmente tal estado. A profundidade do poco para o peptideo MP-
| é de —9,28kcal/mol, enquanto que para os peptideos MP-IlIl ¢ NMP-I é —11,9kcal/mol e
—10,9kcal/mol, respectivamente.

Na Figura 21 também é possivel observar o grafico que exibe a amostragem do sistema e
verificamos que esta foi homogénea para todos os sistemas, sendo assim, podemos afirmar que o
peptideo visitou toda a coordenada de reacao.

Também na Figura 21 vemos a imagem correspondente a posicdo mais estavel para cada
sistema. Notamos que a posicdo mais estavel para os trés peptideos sdo semelhantes, com o
peptideo paralelo a face da membrana com sua cadeia principal adsorvida, seus residuos
hidrofobicos voltados para o centro da bicamada, seus residuos hidrofilicos em contato com o grupo
polar dos fosfolipideos e com a &gua, e o residuo de triptofano posicionado na interface
hidrofébica/hidrofilica.

E importante ressaltar que ainda ha dividas a respeito do fato de que apesar do perfil de
energia livre dos trés peptideos estudados serem equivalentes, o Unico que observamos a adsorgao

na bicamada de POPC na simulagdo no equilibrio foi o peptideo MP-I.
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Figura 20: Perfil de Energia Livre
para o processo de insercdo do
peptideo em bicamada lipidica. No
eixo X temos a coordenada de reagéo
que é distancia que separa o centro de
massa da cadeia peptidica (50A) ao
centro de massa da bicamada lipidica
(0A). No eixo y temos a variagio da
energia livre. Cada curva é referente a
um tempo de simulacdo para cada
intervalo de 2A, colorida como na

legenda do gréafico de cada figura.
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Figura 21: Perfil de Energia Livre ap6s a convergéncia e amostragem do sistema ao longo da
coordenada de reagdo. No gréafico principal temos o perfil de energia livre e 0 tempo necessario para a
convergéncia esta na legenda. No outro grafico temos a amostragem do sistema ao longo da coordenada de

reacdo, onde no eixo X temos a coordenada de reacdo e no eixo y a quantidade de amostras.
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6. Conclusoes

e O modelo de membrana utilizado se mostrou muito coerente com resultados, tanto tedricos
como experimentais, encontrados na literatura, e a utilizacdo do software CHARMM-GUI nos

poupou significativo tempo computacional para a pré montagem do modelo.

e Quando realizamos a simulacdo dos peptideos no equilibrio observamos que dentre os trés
peptideos estudados, apenas o0 MP-I interage diretamente com a bicamada lipidica numa simulacéo
de 200ns. Essa interacdo ocorre como descrita na literatura, com o peptideo paralelo a face da
membrana com sua cadeia principal adsorvida, seus residuos hidrofébicos voltados para o centro da
bicamada, seus residuos hidrofilicos em contato com o grupo polar dos fosfolipidios e com a &gua, e

o residuo de triptofano posicionado na interface hidrofébica/hidrofilica.

e Com os resultados obtidos a partir das simula¢bes com o método ABF, concluimos que o
perfil de energia livre dos trés peptideos estudados é equivalente e que esses resultados nos
deixaram em ddvida quanto ao fato de o Unico peptideo o qual observamos a adsorcéo na bicamada
na simulacdo no equilibrio foi o peptideo MP-I. Um fato interessante é que as posi¢cfes mais
estaveis correspondentes a regido de minima energia no perfil de energia livre, sdo semelhantes

entre si e também com a posicao adotada pelo peptideo MP-I durante a simulagdo no equilibrio.

e A posi¢cdo mais estavel em um sistema com membrana de POPC e solvente para o peptideo
MP-1 estdo coerente tanto para a simulacdo no equilibrio tanto com o método ABF, que nos
forneceu resultados iguais a 12,64 e 13,35A, respectivamente, os quais se mostraram muito
semelhantes entre si e de acordo com resultados experimentais [37], 0s quais mostram que a regido
preferencial para esses peptideos é com o residuo de triptofano localizado na regido da interface
hidrofobica/hidrofilica.
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