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Resumo

O Polybia-MPI é um peptideo catidnico curto que tem toxicidade seletiva
para as células cancerosas, mas nenhuma atividade hemolitica. Apresenta
acado antimicrobiana potente tanto contra bactérias Gram-positivas quanto
Gram-negativas. O peptideo oferece ainda eficacia citotoxica e antiproliferativa
pela formagdo de poros. Pode inibir seletivamente a proliferacdo de células de
cancer de prostata e bexiga, mas tem menor citotoxicidade para fibroblastos

murinos normais.

Simula¢gBes foram realizadas fazendo uso do pacote computacional
GROMACS 4.0 a partir do arquivo de coordenadas espaciais do peptideo
construido com base na estrutura primaria, depositada no banco de dados
ExPASy/SwissProt sob o codigo POC1Q4. A dinamica teve como estrutura
inicial o peptideo estendido imerso em 1831 moléculas de agua e 250
moléculas de TriFluorEtanol (TFE), proporcdo volumétrica de 65% de agua e
35% de TFE. Foi utilizado o Método de Troca de Réplicas (Replica Exchange
Method) no intuito de evitar que o sistema ficasse preso em minimos locais de
energia, 0 que possibilitou uma visitagdo aleatoria a possibilidades energéticas

diferentes.

A combinacgéo dos histogramas provenientes da Analise de Componente
Principal (PCA) de cada arquivo de trajetoria permitiu o estudo estatistico da
simulagéo. Os resultados e suas respectivas analises indicam a estabilidade da
conformacdo com trechos em hélice a, o que acarreta na possibilidade de

inferir que seja esta a estrutura do peptideo Polybia-MPI.



Abstract

The Polybia-MPI is a short cationic peptide that has selective toxicity to
cancer cells, but no hemolytic activity. It displays a potent antimicrobial action
against Gram-positive and Gram-negative bacteria. The peptide also offers
cytotoxic and antiproliferative efficiency for the formation of pores. It can
selectively inhibit cell proliferation of prostate and bladder cancer, but shows

less cytotoxicity to normal murine fibroblasts.

Simulations were performed using the computational package
GROMACS 4.0 with the spatial coordinates of the peptide constructed based on
the primary structure, deposited in the EXPASy/SwissProt database under the
code POC1Q4. The molecular dynamic simulations had as initial structure the
extended peptide immersed in 1831 water molecules and 250 TriFluoroEthanol
(TFE) molecules, volumetric ratio of 65% water and 35% TFE. The Replica
Exchange Method was used in order to prevent the system of getting stuck in
energy local minima, which allowed random visits to different energy

possibilities.

The combination of the histograms from the Principal Component
Analysis (PCA) of each trajectory file allowed the statistical study of the
simulation. The results and their respective evaluations indicate stability of the
a-helical conformation, resulting in the possibility of inferring that this is the

structure of the peptide Polybia-MPI.



1. Introducéao

1.1 Venenos de Vespas

A ordem Hymenoptera € uma das maiores dentre os artropodes, sendo
composta por pelo menos 200.000 espécies de abelhas, vespas e formigas.
Estes insetos sdo conhecidos por serem protagonistas de muitos acidentes
agricolas e médicos (VETTER; VISSCHER, 1998). Suas ferroadas podem
causar dores prolongadas, edemas, eritemas, reacfes alérgicas e sistémicas,
disturbios cardiovasculares e em casos mais extremos podem levar a morte,
gue pode ocorrer por reagdes imunolégicas ou por toxicidade direta, com o
estimulo direto dos mastécitos (ENO, 1997; LORENZI, 2002).

Os insetos desta ordem s&o classificados em sociais e solitarios,
conforme a utilizacdo de seu veneno. Himenopteros sociais incluem abelhas,
vespas e formigas, os solitarios sdo as vespas solitarias e vespas parasitas
(extremamente benéficas a agricultura como agentes de controle bioldgico de
insetos causadores de pestes agricolas) (SFORCA et al.,, 2004; VETTER,;
VISSCHER, 1998). Os insetos sociais utilizam seu veneno para defesa prépria
e de suas larvas contra invasores e predadores (KONNO et al., 2001). Ja os
insetos solitarios utilizam seu veneno para a captura de presas. A injecdo do
veneno em outros insetos acarreta na incapacidade de movimentacao do
inseto agredido, que servira de nutriente para as larvas da vespa agressora, 0
gue sugere a existéncia de um alto niumero de neurotoxinas em venenos de
vespas solitarias (KONNO et al.,, 1998), além de moléculas similares as

encontradas nos venenos de vespas sociais.



Os venenos de vespas sociais sdo constituidos de aminas biogénicas
(histamina, serotonina, dopamina, e norepinefrina), algumas enzimas
(fosfolipase, hialuromidase, histidina decarboxilase) e uma série de peptideos
policationicos biologicamente ativos como melitina, apamina, mastoparanos,
peptideos quimiotacticos e cininas de vespas (ARGIOLAS; PISANO, 1983).

Diversos peptideos bioativos foram isolados de venenos de vespas. Tais
peptideos sao classificados em familias, segundo suas atividades biolégicas e
estruturas moleculares, como, por exemplo, a dos mastoparanos e das cininas
de vespas (DOHTSU et al., 1993; NAKAJIMA et al., 1985).

1.2 Mastoparanos Isolados de Vespas Sociais

Os mastoparanos sdo peptideos catiénicos, formados por um nimero de
aminoé&cidos que varia entre 10 e 14. Ricos em aminoacidos hidrofébicos, os
mastoparanos tem o C-terminal amidado e apresentam conformacao anfipética.
Estes peptideos possuem uma variedade de atividades biolégicas como a
ativacdo da fosfolipase A, (ARGIOLAS; PISANO, 1983; HIRAI et al., 1980) e
fosfolipase C (ARGIOLAS; PISANO, 1983; CHO et al., 1995; OKANO et al.,
1985), a liberacdo de histamina por meio da degranulacdo de mastécitos
(ARGIOLAS; PISANO, 1983; HIRAI; KUWADA et al., 1979; HIRAI et al., 1980;
HIRAI; YASUHARA et al., 1979; KONNO et al., 2000), a capacidade de se
ligarem a calmodulina (LINSE et al., 1986; MALENCIK; ANDERSON, 1983;
MCDOWELL et al, 1985), ainda apresentam atividades hemolitica e
antimicrobiana, através de interagdes com biomembranas (DOS SANTOS
CABRERA et al, 2004; KATSU et al, 1989; NAKAJIMA et al., 1985;
WAKAMATSU et al., 1992), e aumentam a atividade da Guanosina trifosfato —

GTP (regulador da proteina G), atuando como um receptor acoplado a essa



proteina (HIGASHIJIMA et al.,, 1988; KLINKER et al.,, 1994; SUKUMAR;
HIGASHIJIMA, 1992; WAKAMATSU et al., 1992; WEINGARTEN et al., 1990).
E o grupo de peptideos mais abundante em venenos de vespa e tem suas
atividades bioldgicas associadas a conformagdo em hélice a anfifilica (HIRAI;
YASUHARA et al., 1979; LORENZI, 2002).

Em geral, estas atividades biologicas estdo associadas a forma de
interacdo com as biomembranas provocando aumento da permeabilidade das
mesmas, através da liberacdo de fosfolipidios (KATSU et al., 1990; PARK et
al., 1995; WHILES et al., 2001). Na presenca da membrana, estes peptideos
assumem a conformacdo em hélice a anfipatica (HIGASHIJIMA et al., 1983;
KUSUNOKI et al., 1998; MCDOWELL et al., 1985; WAKAMATSU et al., 1992).
Esta conformacao é ideal para que ocorra interacdo entre 0s grupos catiénicos
destes peptideos e os grupos carregados dos fosfolipidios, e favorece a
insercao dos mesmos na face hidrofébica da bicamada. Além disso, por serem
muito pequenos para atravessar as membranas como hélices anfipaticas, os
mastoparanos se associam podendo formar poros temporarios aumentando a
permeabilizacdo das bicamadas lipidicas (ARBUZOVA; SCHWARZ, 1999;
NAKAJIMA et al., 1985).

Dados experimentais de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
Dicroismo Circular (CD) mostram que em solucdo aquosa 0s mastoparanos
apresentam uma conformacdo aleatdria, ou estrutura secundaria nao
mensuravel (CHUANG et al., 1996). Ja em solucdo com trifluoretanol (TFE)
exibem hélice a anfipatica, onde residuos hidrofébicos estdo dispostos de um
lado da hélice, e na outra face os positivamente carregados, como 0 grupo

amina e residuos de lisina (KATSU et al.,, 1990). Esta configuracdo é



fundamental para a acao toxica destes peptideos, ja que a interacdo da parte

carregada dos fosfolipidios da bicamada ocorre com a parte catibnica desses

peptideos (Fig. 1) (KONNO et al., 2000).

Fig. 1: Representacdo esquemética da anfipaticidade do peptideo. A parte apolar (hidrofilica)
fica voltada para o solvente e a parte polar (hidrofébica) interage com a bicamada fosfolipidica.

Na tabela 1.1 estdo as sequéncias e a origem de alguns peptideos da

familia dos mastoparanos.

Tabela 1.1: Sequéncia de aminoacidos do Polybia-MPIl em comparacdo com outros
mastoparanos de venenos de vespas sociais.

Peptideo Sequéncia Origem
Polybia-MPI IDWKKLLDAAKQIL P. paulista
Mastoparano-A IKWKAILDAVKKYVL Vespa analis
Mastoparano-M INLKAITAALAKKVL Vespa mandarina
Protonectarina-MP INWKALLDAAKKYVL P. Sylveirae
Mastoparano-C INWKALLAVAKKIL Vespa crabro
Protopolybia-MPI INWLKLGKKVSAIL P. exigua
Parapolybia-MP INWKKMAATALKMI P. indica
Protopolybia-MPII INWKAIIEAAKQAL P. exigua
Agelaia-MP INWLKLGKAIIDAL A. p. pallipes

Protopolybia-MPIII INWLKLGKAVIDAL P. exigua




1.3 Mecanismos de acao dos peptideos antimicrobianos

Em sua maioria, os peptideos antimicrobianos (PAMs) apresentam baixa
massa molecular, menos de 100 aminoacidos, com predominancia de
aminoacidos basicos, o que Ihes confere uma carga liquida positiva (entre +2 e
+9) em pH fisiologico. Alem disso, os PAMs também apresentam uma regiao
rica em aminoacidos hidrofébicos. A separacdo espacial entre aminoacidos
basicos e hidrofébicos torna os PAMs moléculas anfipaticas (BULET,
PHILIPPE; STOCKLIN, 2005).

Apesar de os estudos com PAMs catidnicos serem os mais abundantes
na literatura, PAMs com predominancia de aminoacidos acidos também tem
sido descritos. Entre os exemplos de PAMs anidnicos estdo os derivados da
pré-encefalina, denominados peptideo B e enkeletina (GOUMON et al., 1996;
STERN et al.,, 1981) os derivados da proteina presente no suor humano,
dermicina (SCHITTEK et al., 2001), o peptideo de sapo, maximina (LAl et al.,
2002) e os peptideos presentes no fluido broncoalveolar de ovinos (BROGDEN
et al., 1996; HEIDARI et al., 2002).

Em geral, os PAMs séo divididos em dois grupos principais (BULET et
al., 2004):

1.3.1 PAMs lineares

Sao peptideos que ndo apresentam pontes dissulfeto em sua estrutura.
Em solugdo aquosa ou ambiente que mimetize a membrana celular, costumam
adotar uma estrutura em hélice a anfipatica. Como exemplos podemos citar a
catelicidina (JOHANSSON et al., 1998), as cecropinas (BOMAN et al., 1993) e

a magainina (MATSUZAKI, 1999).



Além dos peptideos em hélice a, existe outra subclasse de peptideos
lineares que possuem predominéncia de um ou dois residuos de aminoacidos
tais como prolina, arginina, triptofano, histidina e glicina. Entre estes estdo a
indolicidina (FRIEDRICH et al., 2001), rica em triptofano e as histatinas
(KAVANAGH; DOWD, 2004), ricas em histidinas.

1.3.2 PAMs ciclicos

Sao peptideos que contém um ou mais pares de cisteinas envolvidas na
formacdo de pontes dissulfeto intramoleculares. Os PAMs ciclicos podem
apresentar as suas extremidades amino e carboxi-terminal abertas ou fechadas
e podem formar estruturas tais como grampos tipo B ou uma mistura de hélices
a e folhas B. Entre os exemplos mais conhecidos estdo as a-e e B-defensinas
(SELSTED et al., 1985), as protegrinas (FAHRNER et al., 1996) e a gomesina
(MANDARD et al., 2002; SILVA et al., 2000).

Os mecanismos de acdo dos PAMs ainda ndo sao totalmente
conhecidos, porém, sabe-se que o seu carater catibnico e sua tendéncia a
anfipaticidade facilitam sua interacdo com a superficie celular de bactérias e
insercdo na membrana. As interacfes eletrostaticas entre PAMs e superficies
celulares de bactérias séo facilitadas pela presenca de fosfolipidios com carga
liquida negativa na face externa da membrana, grupos fosfato de moléculas de
lipopolissacarideo e acidos teicéicos. A membrana citoplasmatica de células de
mamiferos, ao contrario das bactérias, apresenta na sua face externa uma
predominéancia de fosfolipidios com carga liquida neutra, o que contribui para
que a acdo de diversos PAMs seja seletiva para membrana de bactérias

(BROGDEN, 2005; ZASLOFF, 2002).



Como j& mencionado, a anfipaticidade dos PAMs facilita a sua insergcéo
na membrana por meio da interacdo de sua regido hidrofébica com a regido
hidrofébica dos fosfolipidios de membrana e como consequéncia, podem
ocorrer permeabilizacdo da membrana, vazamento de conteudo intracelular e
morte do patégeno (BROGDEN, 2005; HANCOCK; SAHL, 2006; YOUNT et al.,
2007).

Em principio, se a permeabilizagdo de uma membrana é esperada, o
comprimento do peptideo na sua forma helicoidal deveria ser compativel com a
espessura da mesma, que no caso de membranas bacterianas € da ordem de
30 A. Alguns PAMs, como cecropinas (ANDREU et al., 1992) e gramicidinas
(KILLIAN, 1992) sao conhecidos por sua conformagdo helicoidal ser
suficientemente longa e flexivel para atravessar as bicamadas, entretanto,
outros PAMs de cadeias menores, com 10 a 15 residuos, sdo claramente mais
curtos e indicam a existéncia de outros mecanismos para superar a diferencga
de comprimento (DOS SANTOS CABRERA et al., 2004).

Alguns autores consideram a possibilidade de que peptideos com
dobras na estrutura poderiam se alongar, ou outros poderiam adotar
conformacdes do tipo hélice 310 ou T, que sao estruturas helicoidais mais
longas que a hélice o (ANDREU et al., 1992; SILIGARDI; DRAKE, 1995).
Outros autores consideraram que os lipideos poderiam se adaptar por um
efeito de afundamento da membrana (KILLIAN, 1992). Mais recentemente foi
mostrado que em concentracdes de peptideo abaixo da concentracdo limite
necesséria para a lise, ocorre uma reducdo da espessura da membrana, que
seria provavelmente proporcional a concentracdo de peptideo e que foi

denominada de efeito de afinamento da membrana (CHEN et al., 2002; 2003;



HELLER et al., 2000; LUDTKE et al., 1995; WU et al., 1995). Esse afinamento
é resultado de um aumento na &rea da membrana que se determinou ser da
mesma ordem do tamanho molecular do peptideo (LUDTKE et al., 1995; WU,
X. R. et al., 1995).

O mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos é hipotético e se
baseia em trés etapas:

1. Ligagdo de peptideos em forma monomérica a membrana
plasmatica;

2. Insercao dos peptideos na membrana para a formacéao de poros;

3. Recrutamento progressivo de mondmeros para 0 aumento do
diametro do poro.

Para ilustrar a insercdo na membrana e os danos resultantes causados a
célula, trés modelos sédo propostos.

e Modelo “Carpete” (OREN; SHAI, 1998)

A membrana da bactéria € totalmente coberta pelo peptideo. Quando
uma concentracao critica é atingida, os peptideos danificam a membrana de
modo semelhante aos detergentes. Os peptideos permanecem na regido de
interface das membranas, em conformacao paralela, ndo entrando em contato
com as caudas dos fosfolipidios. O processo de desintegracdo e formacéo de

micelas leva a morte da bactéria.



Fig. 2: Neste modelo, os peptideos rompem a membrana através da orientacdo paralela a
superficie da bicamada lipidica, formando uma extensa camada ou carpete. Regifes
hidrofilicas do peptideo sédo mostradas em vermelho, hidrofébicas em azul (figura extraida de
BROGDEN, 2005).

e Modelo “Barril” (HUANG, 2000)

Neste modelo, os PAMs anfipaticos em hélice a, apds interagao
eletrostatica com a face externa da membrana bacteriana, formam poros do
tipo barril, nos quais a porcdo apolar do peptideo interage com a porcao
hidrofébica dos fosfolipidios da membrana e a regido hidrofilica do peptideo
fica voltada para dentro do poro. O vazamento do conteudo intracelular através

destes poros pode levar a morte celular.



Fig. 3: Neste modelo, os peptideos agregados se ligam a bicamada da membrana de forma
que as regides hidrofébicas dos peptideos possam se alinhar com a regido do nucleo lipidico e
as regides hidrofilicas formem o interior do poro. Regides hidrofilicas do peptideo séo
mostradas em vermelho, hidrofébicas em azul (figura extraida de BROGDEN, 2005).

e Modelo dos “Poros toroidais” ou “Canais agregados”
(MATSUZAKI, 1999)

Apos interacdo com fosfolipidios da membrana, varias moléculas de
peptideo se agregam e formam um complexo com moléculas de &agua
associadas. Este complexo induz a formacdo de canais transmembranicos
temporarios que podem permitir a passagem de ions, moléculas de grande
massa molecular e, inclusive, do proprio peptideo, sem que haja grandes
alteracdes na estrutura da membrana. A diferengca entre este modelo e o
modelo barril € que os peptideos estdo sempre associados com as cabecas
polares dos fosfolipidios, mesmo quando inseridos perpendicularmente a

bicamada lipidica.
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Fig. 4: Neste modelo, os peptideos agregados se ligam e induzem as monocamadas lipidicas a
se dobrar continuamente através do poro. Regides hidrofilicas do peptideo sdo mostradas em
vermelho, hidrofébicas em azul (figura extraida de BROGDEN, 2005).

Estudos sobre o mecanismo de a¢do dos peptideos anidnicos ainda séo
escassos nha literatura. Um estudo mais aprofundado foi realizado com os
derivados da dermicidina (STEFFEN et al., 2006). Foi demonstrado que estes
PAMs formam poros ou desestabilizam as membranas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Também foi observado que os derivados da
dermicidina se ligam a superficie de S. aureus e formam aglomerados de
peptideos em pontos especificos, o que pode ser um indicativo da presenca de
receptores especificos na membrana (STEFFEN et al., 2006).

A correlagdo entre permeabilizacdo da membrana e morte do patégeno

nem sempre é observada. Em um estudo envolvendo varias classes de PAMs
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e lipossomos que mimetizavam a membrana bacteriana, foi demonstrado que a
polifemusina | causava permeabilizacdo em uma concentracdo que néo
causava efeito na viabilidade das bactérias (ZHANG, L. et al., 2001). Outro
resultado interessante foi o obtido com o derivado do hibrido cecropina-
melitina, onde concentracdes oito vezes maiores que a sua minima
concentracdo inibitéria para E. coli ndo foram suficientes para causar
permeabilizagdo na membrana. Estes estudos indicaram que os PAMs
poderiam possuir outros alvos, além da membrana citoplasmética. De fato, nos
altimos anos, varios PAMs com habilidade para atravessar a membrana
citoplasmatica sem causar grandes danos a esta e atingir o meio intracelular
tem sido descritos. Estes PAMs agem por meio de diversas maneiras tais como
inibicdo de sintese de DNA, RNA e/ou proteinas, producdo de perdxido de
hidrogénio, ativacdo de autolisinas e fosfolipases, inibicdo de atividade
enzimatica, inibicdo de formacao de septo de membrana e inibicdo do arranjo
correto das proteinas, entre outros (CUDIC; OTVOS, 2002).
1.4 Potencial de uso terapéutico

Dentre os obstaculos naturais a acdo dos PAMs estdo a inativacéo
causada pelo plasma e seus componentes e pelas barreiras de
oligossacarideos como a camada de peptidoglicanos nas bactérias, a matriz
extracelular das células de eucariotos, ou o0s oligossacarideos anibnicos como
a heparina. Ha ainda a inativagdo pelos lipopolissacarideos das bactérias
Gram-negativas, a proteolise do peptideo e o baixo teor de fosfolipideos
anibnicos de algumas bactérias (ANDREU; RIVAS, 1998). O principal
argumento a favor das pequenas chances de uma bactéria desenvolver

resisténcia aos PAMs é seu alvo principal, a membrana celular. Um
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microrganismo teria que mudar significativamente a composicdo e/ou a
organizagdo de seus lipideos para desenvolver resisténcia. Outra possibilidade
seria a destruicdo do PAM por uma protease microbiana, iSSo requereria a
destruicdo seletiva do PAM e ndo dos constituintes proteicos da célula
(ZASLOFF, M, 2000). Ainda, as cepas mais virulentas de bactérias com que
nos deparamos atualmente podem representar a forma de resisténcia que a
maioria dos microrganismos pode desenvolver a um custo viavel (DOS

SANTOS CABRERA et al., 2004; ZASLOFF, 2002).

A pele é a primeira barreira a proteger os seres vivos de um ambiente
ofensivo e é nesse 6rgdo que se encontram muitos PAMs. Assim o maior
progresso na area provém do desenvolvimento de agentes de uso topico,
devido a relativa seguranca desse tipo de terapia em comparacdo com a
administracao sistémica de novas drogas de uso prolongado (ZASLOFF, 2002).
PAMs podem ser administrados via contato com mucosas para promover
respostas do sistema imune como nas vacinas, em profilaxia ou em terapia
(BROGDEN et al., 2003). Por meio da administragao por aerossol de um vetor
plasmidico expressando os genes de um PAM, pode-se realizar prevencao e
tratamento de infecgbes por micoplasma em granjas avicolas, evitando o0s

efeitos colaterais da exposicdo sistémica e controlando a acdo citotdxica

(LAZAREV et al., 2004).

Outros campos promissores para aplicacdo dos PAMs sao as infecgbes
buco-dentais, onde as defesas naturais estdo baseadas em peptideos da saliva
ricos em histidina; as infec¢cdes oculares; e em agentes espermicidas,
combinando atividades antibidtica e contraceptiva. Formas alternativas de

terapia poderdo surgir a partir da observacdo de que os PAMs aumentam ou
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reconstituem a poténcia de antibidticos atuais in vivo (YEAMAN; YOUNT, 2003;
ZASLOFF, 2002), ou baseadas na habilidade dos PAMs em ativar PAMs
enddgenos e ainda considerando seu potencial de acdo sinérgica (DOS
SANTOS CABRERA et al., 2004; HANCOCK; DIAMOND, 2000; SCOTT et al.,

1999; YEAMAN; YOUNT, 2003; ZASLOFF, 2002).

1.5 Polybia-MPI

O Polybia-MPI (Mastoparano | extraido do veneno da vespa Polybia
paulista) € um tetradecapeptideo catidnico que tem toxicidade seletiva para as
células cancerosas, mas nenhuma atividade hemolitica. Apresenta acédo
antimicrobiana potente tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas (SOUZA et al., 2005). O peptideo oferece, ainda, eficacia citotdxica e
antiproliferativa pela formacdo de poros na membrana. Pode inibir
seletivamente a proliferacdo de células de cancer de préstata e bexiga, mas
tem menor citotoxicidade para fibroblastos murinos normais (WANG et al.,

2008).

Sua principal funcdo bioldgica é a degranulacdo de mastdcitos, que
consiste na promocéo da liberacdo de mediadores pré-formados (histamina,
por exemplo, responsavel pela vasodilatacdo, permeabilidade vascular,
contracdo da musculatura lisa, secrecdo mucosa, quimiocinese de leucécitos,
producdo de prostaglandinas, secre¢éo acida géastrica e imunorregulacéo) e na
geracdo de novos metabdlitos derivados de lipideos (prostaglandina D2, por
exemplo, que tem propriedades de vasodilatagdo, inibicdo da agregacéo de

plaguetas, vasopermeabilidade, contracdo de musculos lisos).
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O Polybia-MPI tem como alvo a membrana celular, diferente da
quimioterapia convencional que consiste em injetar agentes agressores nas
células. Por conta disso as células tumorais tém dificuldade em desenvolver
resisténcia ao Polybia-MPI durante o tratamento e sua a¢do nao é afetada por

mecanismos de resisténcia a multidrogas (WANG et al., 2009).

Comparando caracteristicas fisico-quimicas de diferentes mastoparanos,
€ possivel inferir que a seletividade do Polybia-MPI pode ser devida a sua
baixa hidrofobicidade e ao numero de residuos carregados, o que confere ao
peptideo uma baixa carga elétrica liquida (DOS SANTOS CABRERA et al.,

2008).

Em resumo, o PAM Polybia-MPI pode oferecer uma nova estratégia
terapéutica no tratamento do cancer de prostata e cancer de bexiga,
considerando sua citotoxicidade relativamente mais baixa para as células

normais (WANG et al., 2009).
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivos a obtencdo do mapa conformacional
do peptideo Polybia-MPI, por meio de simulagBes por dindmica molecular,
fazendo uso do método de troca de réplicas (Replica Exchange Molecular
Dynamics - REMD); o estudo da estabilidade de algumas conformacfes
estruturais através do perfil de energia livre e da analise de componente
principal do sistema e a proposicdo do modelo tridimensional da

macromolécula.
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3. Métodos Tedricos

3.1 Dinamica Molecular (Mecanica Molecular)

O método de dinamica molecular foi introduzido pela primeira vez por
Alder e Wainwright no final da década de 50 (ALDER; WAINWRIGHT, 1957,
1959) para estudar as interacBes entre esferas rigidas. Muitas ideias
importantes sobre o comportamento de liquidos simples emergiram de seus
estudos. Um grande avanco aconteceu em 1964, quando Rahman realizou a
primeira simulacdo utilizando um potencial realistico de argdénio liquido
(RAHMAN, 1964). A primeira simulacdo de dinamica molecular de um sistema
realista foi feita por Rahman e Stillinger na sua simulacdo de agua liquida em

1974 (RAHMAN; STILLINGER, 1974).

A dinamica molecular consiste na solugcédo das equacgdes de movimento

de Newton para um sistema de N atomos interagentes, da forma:

onde F, é a forca resultante sobre o atomo de massa m; e 7. = (x;, y;, ;)

€ o vetor de coordenadas cartesianas do i-ésimo atomo.

As forcas sdo as derivadas de um potencial V (77,75, ..., 7y), da forma:
F=-= 2

As equacdes sao resolvidas simultaneamente em todos os passos da
dindmica, enquanto a temperatura do sistema € controlada por meio de um
banho térmico e a pressdo é mantida quase que constante, sendo permitidas

somente pequenas flutuacbes em torno de um valor determinado. As
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coordenadas dos atomos simulados podem ser gravadas em intervalos
regulares e, dadas em funcdo do tempo, representam a trajetoria do sistema.
Ao longo da simulacao o sistema tem a tendéncia de evoluir para um estado de
equilibrio, ndo necessariamente o seu minimo global de energia. Por meio da
andlise dessa trajetoria de equilibrio, muitas propriedades macroscopicas
podem ser extraidas dos arquivos de saida da dinamica molecular (VAN DER

SPOEL, 2006).

3.2 Método de Troca de Réplicas — Replica Exchange Method (REM)

Em simula¢des que tem como objetivo o enovelamento de proteinas, €
bastante comum a dificuldade de obtencdo de distribuicbes candnicas
acuradas em baixas temperaturas por meio de métodos convencionais de
simulag&o. Isto ocorre pelo fato de os sistemas ficarem presos em um largo
namero de minimos locais de energia (armadilhas energéticas). Uma forma de
transpor o problema é a realizacdo de simulacdes que ndo sigam a distribuicédo
de probabilidades de Boltzmann, de forma que ocorra uma visitacdo aleatéria a
possibilidades energéticas diferentes. Este passeio aleatdrio entre diferentes
estados energéticos permite a transposi¢do de qualquer barreira de energia e a
visitagdo a uma porcdo bem mais ampla do espaco de fase (SUGITA,

OKAMOTO, 1999).

Um método bastante conhecido é o chamado simulated annealing
(BERG; NEUHAUS, 1992). Enquanto a simulagdo de um ensemble
multicandnico consiste em um passeio aleatorio (Random walk) por um espaco
de fase energético unidimensional, simulacdes feitas com o simulated
annealling fazem um passeio aleatorio em um intervalo de temperatura. Este

passeio aleatoério, por sua vez, induz a visitacdo a um maior espacgo de fase, o
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que permite ao sistema a saida de minimos locais de energia (SUGITA;
OKAMOTO, 1999). O método simulated annealing tem sido utilizado no
problema do enovelamento de proteinas (HANSMANN; OKAMOTO, 1997;
IRBACK et al., 1997). Métodos que realizam passeios aleatdrios no espaco de
fase energético devido a ndo obediéncia a distribuicdo de probabilidades de
Boltzmann recebem o nome genérico de generalized ensemble algorithms

(HANSMANN; OKAMOTO, 1997; 1999).

O método de troca de réplicas (REM) € um algoritmo baseado em um
generalized ensemble algorithm (GEYER, 1991; HUKUSHIMA; NEMOTO,

1995; MARINARI et al., 1998; SWENDSEN; WANG, 1986; TESI et al., 1994).

3.2.1 Implementacdo do REM em Dindmica Molecular (SUGITA;
OKAMOTO, 2005)

Consideremos um sistema de N atomos de massa my (k = 1,...,N) com

suas coordenadas e momento linear denotados pelos vetores q = {q;, ..., qn} €

p = {p1, .-, Pn}, respectivamente. O Hamiltoniano H(q,p) do sistema & a soma

das energias cinética K (p) e potencial E(q), da forma:

H(q,p) = K(p) + E(q) 3
onde
N 2
K@) =) o= 4
my
k=1

No ensemble canbnico a temperatura T, cada estado x = (q,p) com o

Hamiltoniano H(q, p) € ponderado pelo fator de Boltzmann:

Wg(x; T) = e~FH@P) 5
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s

onde o inverso da temperatura € definido por B =1/ksT (kz € a

constante de Boltzmann). A energia cinética média a temperatura T € dada por

K@) =) 2”— = SNk, T 6
k=1

O ensemble generalizado para o REM consiste em M cdépias nao
interagentes (réplicas) do sistema original no ensemble canbnico a M
diferentes temperaturas T,, (m = 1, ..., M). As réplicas sdo arranjadas de forma
gue haja sempre uma réplica em cada temperatura. Essa paridade garante que
o indice i (i = 1, ..., M) para réplicas € a permutacdo o indice m(m =1,...,M)

para temperaturas e vice-versa:

[ i im = ,
m=m() =),

onde f(m) é a fungdo de permutacédo de m e f~1(i) é sua inversa.
Vamos admitir X = (xf(l)], ...,xE(M)]) = (x,[,ﬂl),... m(M)) como sendo o

estado no ensemble generalizado. Os sobrescritos e subscritos se referem a
réplica e a temperatura, respectivamente. O estado X é especificado pelos M
conjuntos de coordenada gl!! e momento pl! dos N atomos da réplica i a

temperatura T,,,:

M = (', plhy,, 8

X

Pelo fato de as réplicas serem nao interagentes, os fatores de
ponderacédo para o estado X no ensemble generalizado s&o dados pelo produto

dos fatores de Boltzmann por cada réplica (ou em cada temperatura):
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M
Wrem(X) = exp {—

M
BmayH (q[”,p[”)} = exp {— Z BmH (g1 plimIye 9
i=1

m=1

onde i(m) e m(i) séo as funcdes de permutacao, equacao 7.
Consideremos agora a troca de um par de réplicas no ensemble

generalizado. Suponhamos a troca das réplicas i e j, com temperaturas T,, €
T,., respectivamente:

X

(---,x,[,il], ...,x,[,j], ) S X' = ( L1’ i)’

v Xy s e X ,) 10

onde i, j, m e n estdo relacionados pelas fun¢gdes de permutagédo dadas

pela equacdo 7 e a troca de réplicas introduz uma nova funcdo de permutacao
fl.

{i=f(m)—>j=f'(m),
j=fm) —»i=f'(n).

11
A troca de réplicas pode ser escrita com mais detalhes, da forma:
{xr[rll] = (¢4, plih,, -» xr[rll]' = (qU1, pU1,,, 12
x1[1]] = (q[]]’p[J])n 5 xT[ll], = (q[‘],p[‘] )

onde:

. Tn 3
e
13
Ul = [Tm ()]
pU' = |7pll,

Este processo € equivalente a troca de pares de temperatura T,, e T,
pelas réplicas correspondentes i e j, como segue:
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= (g p! M), 14

Dessa forma, o que se faz é o reescalonamento uniforme das

velocidades de todos os atomos nas réplicas pela raiz quadrada da média das

duas temperaturas, de forma que a condicdo de temperatura equacionada

anteriormente seja satisfeita.

Para que o processo de troca convirja para uma distribuicdo de

equilibrio, se faz necesséaria apenas a imposi¢cdo da condi¢cdo de equilibrio

sobre a probabilidade de transicdo w(X' — X):
15

Wrem XWX = X') = Werey (XWX’ = X)

Das equacgoes 3, 4, 9 e 15, temos

W2 XD _ exp (—B[K(pU") + E(q)] = BulK (0 + E(q)]

wX' = X)
+ Bn[K(p") + E(q")] + Bu[K (V) + E(d"))]},

K(p I - ﬁn K(p )+ Bk (™) + Bk (pY') 16

BalE(q") = E(qU")]} = exp (-4)

= exp {— ﬁm

_ ,Bm[E(q[j] _ E(q[i])] _

onde A= [B, — Bnl(E(¢"Y) — E(qY)), e i, j, m e n se relacionam por
meio da funcdo de permutacao antes da troca i = f(m), j = f(n)

Esta condicdo pode ser satisfeita, por exemplo, pelo critério de

Metrépolis:
1, se A0
17

W(X—>X)—W( [l| [J) {exp( A),se A> 0
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onde, na expressao w(x,[,ll]lx,[{]), se escreve explicitamente o par de
réplicas (e temperaturas) a ser trocado. Mais ainda, é possivel assumir que
B1 < B, < -+ < By, Sem perda de generalidade. Assim, uma simula¢do que usa

0 REM ¢ realizada com a alternancia dos dois passos:

e Cada réplica em um ensemble canbdnico é simulada em uma

temperatura determinada de forma simultanea e independente.

e Um par de réplicas, a temperaturas vizinhas tais como xr[,i] e x,[,{lrl

tem probabilidade de troca w(x,[,il]lac,[r{]+1 :

3.2.2 Determinagdo da Escala de Temperaturas (DENSCHLAG et al.,
2009)

Em simulacdes baseadas no REM, um dado intervalo de temperatura
acarreta na determinacdo de N degraus (intervalos entre cada temperatura),
gue determinam, por sua vez, o numero de réplicas. Os beneficios do método
dependem da escolha de certos parametros. Apds a escolha do intervalo de
temperatura [Ty, Tmax], que deve ser coberto pela simulacdo, a forma ideal da
distribuicdo das temperaturas ao longo das réplicas [Ty = Tmin T2 -» Ty = Trnax)
€ um passo importante. Assim, visando a diminuicdo do tempo de simulacdo
das réplicas neste intervalo de temperatura e assumindo uma capacidade

calorifica C constante para todo o sistema, é possivel aplicar
N = 1+ 0,594VCIn(Tmar/Timin) 18

para determinar o numero de degraus na distribuicdo de temperatura. Na
equacao 18, a capacidade calorifica € dada em unidades da constante de

Boltzmann k; e se refere a energia potencial do sistema. A sugestdao para a
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determinacdo desses degraus [T;, i =1,...,N —1] para o dado intervalo de

temperatura é
T; = Ty (Tosre/ Triry) G~ 1/N-1) 19
L min max mmn

Geralmente, a partir da escolha da distribuicdo dada pela equacgao 19,
se espera probabilidades de troca P,.(T;, T;,1) = P,.(N) iguais ao longo de todo

intervalo de temperatura.
Definindo a funcéo
a(N) = (Toax/ Ty V'V~ 20
podemos expressar a temperatura por
Tiy1 = Tia(N) 21

Logo, para um dado niamero de degraus entre as temperaturas, a razao
T;+1/T; € a constante a(N). Para um dado intervalo de temperaturas e uma
distribuicdo equidistante de por¢cBes de energia potencial, o que é tipico para
sistemas de solvente explicito de capacidade calorifica C constante, a média

das probabilidades de aceitagdo é aproximadamente

22

pac(N)=\/ZEJ e dx [\/_Q(N)_ll

(N)+1
onde —f eC*)dx é a funcdo complementar que determina o erro.

Em resumo, para certa distribuicho no intervalo de temperatura
[Tmin Tmax] dada pela exponencial descrita na equacdo 19, os degraus de
temperatura T; s&o unicamente dados por N. Assumindo a capacidade

calorifica constante e uma distribuicho homogénea da energia potencial, o
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intervalo de temperatura fornece probabilidades médias de aceitacdo iguais,
como visto na equacao 22. Mais ainda, escalas de temperatura que obedecem
as equacdes 19 e 22 sao unicamente especificadas pela escolha tanto do

namero de degraus quanto pela probabilidade média de aceitacao P,..

3.3 Analise de Componente Principal — Principal Component Analysis

(PCA)

A andlise de componente principal (PCA) € abundantemente usada
porque € um método simples, ndo paramétrico, de extracdo de informacdes
relevantes a partir de conjuntos de dados. A analise dos autovalores e
autovetores, relacionados as amplitudes dos movimentos do sistema ao longo
da trajetoria, fornece um roteiro para a separacdo dos movimentos do sistema
em termos de suas amplitudes de vibragcdo no intuito de diminuir a

complexidade dos resultados de dinamica molecular.

Uma trajetéria de dindmica molecular contém as posicdes para cada
configuracéo ao longo do tempo e, portanto, as correlacdes de todos 0s graus
de liberdade do sistema em estudo. Para obter informacbes mais precisas
sobre cada grau de liberdade do sistema é necessario descorrelacionar os

dados gerados pela dindmica molecular.

O método consiste em realizar uma analise estatistica da trajetoria
obtida na simulacdo de dindmica molecular. Como as informac¢des sobre as
posicbes dos atomos sao tridimensionais, os dados estdo correlacionados.
Dessa forma, a covariancia desses dados é Util para a obtencdo da medida que
descreve como as variagbes das médias de cada dimensdo estdo

correlacionadas.
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A covariancia é sempre medida entre duas dimens6es. Como os dados

de dindmica molecular possuem trés dimensdes, € comum medir a covariancia

entre duas dimensdes por vez (xy, xz, yz). Uma maneira 0til para a obtencao de

todos os possiveis valores de covariancia entre todas as dimensdes € a criacao

da chamada matriz de covariancia (SMITH, 2002):

MCOV

|_(ZN -

(1 —
[()’1 -
_ (z -
B (2 —

(e NGy — {x1))
(YD (e — (x1))
(z:) (1 — (x1))
() (e — (x1))

(ZyN) (g — (x1))

(1 —
7
(z -

() —
YN —
(z) (O —

1) (e —
) -
1) (2 -

(x1)(z; —
i)z —
(z:) (2 —

(z1))
(z1))
(z1))

Go =) = (x2)) - (o — (xl))(ZN {(zy))
1 = N = {x2)) -
(21 =z D0, = (x2)) -

(zy (ZN)) (zy — (zn))
23

No método PCA aplicado nas simulacbes computacionais, a matriz de

covariancia tem dimensao 3N x 3N, onde N é o nUmero de atomos do sistema.

A equacdo 23 é calculada para cada frame da simulacéo.

Os autovalores correspondentes ao conjunto de dados obtidos provém

do determinante da matriz resultante da diferenca entre uma matriz unitéria dos

autovalores e a matriz de covariancia dada pela equacéo 23.

o

A2

A3

A3N-

— M, = A 24

Da relacdo dada pela equacdo 24 se obtém um conjunto de sistemas

cuja solugéo fornece os autovalores (2).

Tendo os autovalores, € possivel calcular os autovetores:
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[V1] [Y1]
v, v,

MCOU-I"?I:A-I”?I 25
L)L

A equacado 25 é resolvida para cada autovalor obtido e o conjunto de

autovetores resultantes é organizado em matrizes.

O resultado desses célculos é fornecido pelo GROMACS como funcao

do tempo de simulacgéo.

Usualmente, a maioria das flutuacfes posicionais esta concentrada em
movimentos correlatos num subespaco de poucos graus de liberdade,
enquanto outros movimentos ndo tem uma representacao significativa. Por
iSSO, 0 proOXimo passo € organizar os autovalores em ordem decrescente, de
forma que o primeiro autovalor corresponda ao maior desvio da posicdo média,
o segundo tem flutuacdo menor e assim por diante até que a partir de algum
autovalor (entre 0 5° e 0 10°) essas flutuacdes tendam a zerar na trajetoria. A
projecdo da trajetéria na direcdo destes autovalores nos da as componentes

principais.

A componente principal é um parédmetro que pode ser utilizado
juntamente com o método dos histogramas para obter a superficie de energia

livre.

3.4 Método de Analise dos Histogramas Ponderados - Weighted
Histogram Analysis Method (WHAM)
O método de analise dos histogramas ponderados (WHAM) €& uma

técnica que combina dados de multiplas simulacdes correlacionadas no intuito
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de obter propriedades termodindmicas do sistema. O WHAM ¢é geralmente
utilizado para obter o potencial de forca média (potential of mean force — PMF)
a partir de histogramas das trajetérias de simulacdes de dindmica molecular

(KUMAR et al., 1992).

O WHAM pondera simulagcdes executadas em diferentes temperaturas.
De fato, uma das principais utilidades do WHAM é o célculo da densidade de
estados de um sistema sobre um amplo espectro de energias através da
combinacdo de histogramas provenientes das trajetérias geradas por cada

simulacdo (FERRENBERG; SWENDSEN, 1989).

A partir dos arquivos de trajetdria obtidos pelas simulacdes utilizando o
REM é possivel determinar o valor do PMF do sistema a temperatura ambiente,
de forma a expandir o intervalo de energia livre observavel e determinar a
estrutura das barreiras de energia livre que ndo sdo observaveis a partir de
simulacbes que acontecem a uma Unica temperatura (SUGITA; OKAMOTO,

2000).

O PMF W(é) ao longo de uma dada coordenada de reacdo ¢ € um
conceito chave nas modernas teorias da mecanica classica de liquidos e
sistemas moleculares (ROUX, 1995). A grandeza W (¢) € definida a partir da
funcéo de distribuicdo média (p($)),

(p(5))

P 26

W) =wE) - kBTlnl

onde &* e W (&™) sédo constantes arbitrarias. A funcao de distribuicdo média ao
longo da coordenada ¢ € obtida a partir de uma média ponderada de
Boltzmann,
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0 = mrar 27

onde U(R) representa a energia total do sistema como fungdo das
coordenadas R, e &¢'(R) € a funcdo que depende de alguns graus de liberdade
do sistema. ¢'(R) pode ser, por exemplo, um angulo, uma distancia, ou uma
funcdo mais complicada do sistema cartesiano de coordenadas (KIRKWOOD,
1935). Em particular, propriedades conformacionais de equilibrio ou a taxa de
transicdo de processos dinamicos ativos podem ser convenientemente
expressas em termos da funcdo dada pela equacéo 26. Por essas questdes, 0
PMF é uma grandeza central em estudos computacionais de sistemas

macromoleculares (CHANDLER, 1978).

E geralmente impraticavel computar o PMF ou a funcéo de distribuicéo
dada pela equacéo 27 diretamente de uma simulacdo de dinamica molecular
de equilibrio. A presenca de barreiras de energia ao longo das coordenadas ¢,
por exemplo, pode impedir uma amostragem acurada do espaco
configuracional num tempo computacional razoavel (TORRIE; VALLEAU, 1974,

VALLEAU; TORRIE, 1977).

A ideia central do WHAM consiste na possibilidade de extrapolacdo de
grandezas termodinamicas de interesse a partir do cruzamento de dados
obtidos de simulacdes feitas sob diferentes parametros. A metodologia do
programa no qual o WHAM estéd implementado é combinar dados de todas as
réplicas. Em sua esséncia, o programa faz apenas a generalizacdo das

equacdes da energia livre.
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Como o programa faz extrapolagcbes baseadas na estatistica da
combinacdo dos histogramas de cada réplica, a probabilidade de existir um
estado com energia E € dada por

e PE

2
Z 8

p(E) = p(E)

onde B = 1/kgT, p(E) € a densidade de estados e Z € a funcao particdo
do sistema, desconhecida. Numa simulacdo executada a temperatura T, onde
sao realizadas n medidas independentes da energia total E, a probabilidade de

existéncia de um estado com energia E pode, ainda, ser dada por

N(E
p(E) =2 29

onde N(E) é o numero de conforma¢cbes do sistema com energia E,
conhecido como histograma. A relacédo das equacdes 28 e 29,

Ni(E) Z;

30
n; e_BiE

pi(E) =

possibilita a determinacdo da densidade de estados em cada
temperatura T;(B;). A equacdo 30 tem sua acuracidade dependente da
disposicéo dos histogramas N(E). A sobreposicao relativa destes histogramas
permite obter boa cobertura do espaco de fases diminuindo a possibilidade da

existéncia de conformacfes néo visitadas.

A densidade de estados detentores de informacdo sobre o dominio de
valores de energia E, envolve a realizacdo do calculo de médias sobre os

histogramas N;(E) de cada temperatura. A determinacdo da média ponderada
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de um conjunto qualquer de medidas x;, de uma quantidade x de medidas,
onde cada uma tem um erro g; associado tem sua melhor estimativa na forma

2
Yixi/o;

_— 31
Zjl/qf

X =

ou seja, 0 desvio padrdo para um conjunto de medidas é grande, de
forma que o valor médio do conjunto entra na meédia com peso baixo
(inversamente proporcional ao desvio padrdo). Assumindo medidas
independentes da energia do sistema, o erro AN;(E) relativo ao histograma é

uma funcéo do histograma médio N,(E) a temperatura T;(B;), onde

AN;(E) = /Nl (E) 32

Assim, imaginemos um grande numero de simulacdes a temperaturas
diferentes, onde séo realizadas n medidas de E em cada uma, formando um
histograma a cada execuc¢do. A determina¢do da raiz quadrada da média dos
histogramas € a estimativa correta de erro AN;(E) em um dos histogramas.
Desse modo, n,(E) esta relacionado com p(E) da forma

N(E) Z;
n; e PBiE

p(E) = 33

Com a equagéo 31, onde o peso da média ponderada é 1/¢?, € possivel

obter um valor mais acurado de p(F)

2iN(E)IN(E)/mi][Zi/e”PE % Ni(E)

B B
205 %im S
]

p(E) = 34
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onde Z; é a funcéo particdo do sistema em cada temperatura T;(;), que

€ uma quantidade desconhecida, 0 que torna a equacao 34 pouco favoravel. A

funcéo particdo é dada por:

_ 2iNi(E)
Zi 2 p(E)e Pt EE: e 35

A implementagdo do método dos mudltiplos histogramas consiste na
solucéo iterativa da equacdo 35 por funcdes particdo Z, a cada inverso de
temperatura B, das simulacfes. Isto se faz por meio da estimativa de valores
iniciais de Z,, que sédo inseridos na equacao 35 até que a funcdo convirja para

um fator de tolerancia (NEWMAN; BARKEMA, 1999).

3.5 Parametros da Simulacéo

As simulacdes foram realizadas fazendo uso do pacote computacional
GROMACS 4 — Groningen Machine for Chemical Simulations — (HESS et al.,
2008). O arquivo de coordenadas espaciais do peptideo foi construido no
programa MIFit — Molecular Images Fit — (MCREE, 2004) a partir da estrutura
primaria, depositada no banco de dados ExXPASy/SwissProt — Expert Protein
Analysis System — (GASTEIGER et al., 2003; JAIN et al., 2009) sob o cédigo
POC1Q4 (SOUZA et al.,, 2005). A dinamica teve como estrutura inicial o
peptideo estendido (Fig. 5), imerso em 1831 moléculas de agua e 250
moléculas de Trifluoretanol (TFE), propor¢gdo volumétrica de 65% de agua e
35% de TFE. No intuito de neutralizar a carga do sistema foram, ainda,

inseridos dois ions de cloro.
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Fig. 5: Estrutura estendida utilizada na execucédo das simula¢gfes de dindmica molecular. N-
terminal em azul e C-terminal em vermelho. Figura gerada com o PyMol (DELANO, 2002).

O peptideo teve suas trés lisinas protonadas e o C-terminal amidado. O
modelo de agua utilizado foi o SPC — Single Point Charge — (BERENDSEN et
al., 1981) e as moléculas de TFE foram construidas a partir do modelo
proposto por Fioroni (FIORONI et al., 2000). Para restringir a geometria das
moléculas de agua foi empregado o algoritmo SETTLE (MIYAMOTO;
KOLLMAN, 1992). Para vincular todos os comprimentos de ligac6es foi usado o
algoritmo LINCS (HESS et al., 1997). As corre¢Oes eletrostaticas foram feitas
pelo algoritmo PME — Particle Mesh Ewald — com um raio de corte de 1.4 nm,
no intuito de minimizar o tempo computacional da simulacdo. Derivado da
soma de Ewald, o PME calcula no espaco de Fourier as interagées de longo
alcance que acontecem no espaco real (DARDEN et al., 1993; ESSMANN et

al., 1995). O mesmo valor de raio de corte também foi usado nas interacdes de
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van der Waals. A lista de vizinhos de cada atomo era atualizada a cada 10

passos da simulacéo de 20 fs cada.

O sistema em estudo foi contido por uma caixa cubica com arestas de
45 A. Foram executadas duas etapas de minimizacdo de energia, uma através
do algoritmo do gradiente conjugado — 2 ns — e outra através do algoritmo
Steepest Descent — 2 ns. Apés a etapa de minimizacdo de energia, 0 sistema
passou por uma normalizacdo de pressdo e temperatura, usando o integrador
Stochastic Dynamics (SD) — 2 ns cada. O sistema com energia jA minimizada e
temperatura e pressdo equilibradas passou por um passo de restricdo de

posicao, usando o integrador Molecular Dynamics (MD) — 2 ns.

A partir deste ensemble foram geradas oito réplicas com namero fixo de
moléculas. A pressao e a temperatura, de cada réplica, foram determinadas, de
forma que foram gerados ensembles NPT. Estes ensembles foram submetidos
a dinamica molecular de troca de réplicas em um computador com dois
processadores Intel® Xeon® Processor E5410. As oito réplicas foram
submetidas a simulacdes a temperaturas entre 280 K e 322 K, com intervalos
de 6 K entre si, de 90 ns cada. A troca de réplicas aconteceu a cada mil passos

de simulacédo de 20 fs. A simulacgéo total foi de 720 ns.
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4. Resultados e Discussao

O enovelamento de proteinas (protein folding) é um processo fisico-
quimico através do qual a estrutura de uma proteina assume a sua

configuracéo funcional (VOET; VOET, 1995).

A organizacao espacial da proteina € resultante do tipo de aminoacidos
gue a compdem e de como eles estdo dispostos uns em relacdo aos outros.
Dessa forma, o enovelamento € um processo que leva a macromolécula de um
estado ndo enovelado a sua configuracéo tridimensional de menor energia livre

(ANFINSEN et al., 1954).

Modelos propostos a partir de testes indiretos indicam que o
enovelamento do peptideo Polybia-MPI é fundamental para que ocorra a

interacdo com a bicamada lipidica, como discutido no capitulo 1.

Experimentos de Dicroismo Circular (CD) do peptideo solvatado numa
mistura de agua e TFE, (Fig. 6), indicam a curva caracteristica, de acordo com
o espectro padrdo de CD (Fig. 7), de hélice a para concentracbes de TFE
proximas da concentracao utilizada na simulagcdo (DOS SANTOS CABRERA et

al., 2008).

Os dados de CD indicam ainda, nas curvas com menor amplitude de
elipcidade, a formacdo de dimeros de hélice a, que imitam a formacédo de
folhas B antiparalelas. Essa afirmativa pode ser feita a partir da observacao da

manutenc¢ao dos dois picos de elipcidade, em torno de 208 nm e 222 nm.
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Para concentracdes de TFE proximas a concentragdo utilizada na

simulagdo, o percentual estimado, a partir dos dados de CD, de residuos em

hélice a é de 37,6 %.

Fig. 6: Espectro de CD da amostra do peptideo Polybia-MPI em diferentes concentracdes de

TFE.
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Fig. 7: Espectro caracteristico de Dicroismo Circular para cada tipo de estrutura secundaria.
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Misturas de agua e TFE vem sendo utilizadas em experimentos de CD e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) com peptideos, pois esse solvente é
indutor de estrutura secundaria em hélice a (LUO; BALDWIN, 1997). O TFE é
um co-solvente anfipatico, que se aglomera em solucdo aquosa,
proporcionando um ambiente ao mesmo tempo hidrofébico e hidrofilico ao
peptideo. O grupo polar OH do TFE pode formar ligacées de hidrogénio com
outras moléculas de TFE, com a agua e com grupos polares do peptideo,
enquanto o grupo CF3 protege (solvata) as regides hidrofébicas do peptideo,

mimetizando assim o ambiente de uma membrana lipidica.

A Dinamica Molecular consiste na observacéo da evolucdo temporal do
sistema em estudo. A andlise das trajetérias fornece suporte para o
entendimento e compreensao dos fatores que contribuem para a variabilidade

e estabilidade conformacional do peptideo.

A utilizacdo do REM se mostrou bastante satisfatéria, posto que a escala
de temperaturas foi suficiente para a observacao do processo de enovelamento
e para o estudo da termodinadmica envolvida nesse processo. Esta afirmativa
tem suporte na andlise da disposicdo dos histogramas de energia de cada
temperatura (Fig. 8). A sobreposi¢cao dos histogramas possibilita a utilizac&o do

WHAM no desenvolvimento de um estudo estatistico das trajetorias.

A andlise feita por meio do PCA possibilitou, como esperado, a
extrapolagcdo de grandezas baseadas no PMF, tendo a estatistica das

trajetdrias como suporte para a determinagdo dessas grandezas.
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Fig. 8: Histogramas do nimero de configuracdes energéticas acessadas durante a simulagao,
N(E), em fung@o da energia potencial associada. Os oito histogramas correspondem, cada um,
as trajetérias com temperaturas entre 280 K (energia potencial mais baixa) e 322 K (energia
potencial mais alta). A sobreposicdo dos histogramas € o que permite a utilizagdo do WHAM
para o estudo estatistico das trajetérias.

As conformacBes do peptideo ao longo da dindmica podem ser
visualizadas nos graficos de padrdes de estrutura secundaria. Em todos os
padrées de estrutura secundaria é possivel verificar a ocorréncia de
conformacdes em dobra/volta (Bend/Turn) no inicio da simulagdo. Apos algum
periodo, os residuos proximos ao C-terminal adotam conformacgéo em hélice a
e essa conformagdo se mostra bastante estavel ao longo da dindmica. Na
segunda metade da simulacdo, os residuos proximos ao N-terminal comecam a
adotar conformagao em hélice a, porém nao tao estavel quanto a porgcao de

residuos préxima ao C-terminal.

Durante a simulacdo, os residuos llel e Asp2 ndo apresentam

organizacao estrutural definida, sugerindo o ndo enovelamento do residuo llel,
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0 que é uma caracteristica dos mastoparanos, como proposto anteriomente
(HORI et al., 2001). Foi, também, observada a estabilizacdo eletrostatica do
residuo Asp2 pelos grupos NH3;" do N-terminal e dos residuos Lys4 e Lys5,

conforme proposto anteriormente (DOS SANTOS CABRERA et al., 2008).

E importante observar que o residuo Asp8 nido adota conformagcio
diferente da conformacdo aleatéria ou conformacdo em dobra durante toda
simulacdo, o que também se deve a estabilizacdo eletrostatica do residuo por
conta da interagdo do atomo de oxigénio com os grupos NHs" dos residuos
Lys4, Lys5 e Lysll. Essa interacdo entre os grupos catidnicos e o grupo polar
do residuo Asp8 acarreta na formacdo de uma conformacao que tem o atomo
O’ do residuo Asp8 exposto ao solvente, favorecendo a interacdo de moléculas
de agua com a cadeia principal desse residuo, conforme proposto

anteriormente (DOS SANTOS CABRERA et al., 2008).

O Polybia-MPI mostra residuos em conformacao de hélice a durante,

aproximadamente, 35% do tempo de simulacgé&o.

As figuras de 9 a 16 apresentam os padrdes de estrutura secundaria
para o conjunto de 8 trajetorias geradas na simulacéo, cobrindo um intervalo de

temperaturas de 280 K a 322 K.
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Fig. 9: Padrbes de estrutura secundaria para a temperatura de 280 K. Até algo em torno de 24
ns o peptideo apresenta conformacdes em dobra/volta (Bend/Turn). ApGs esse periodo, é
possivel observar a ocorréncia de residuos em hélice a (A-Helix). Em torno dos 75 ns o
peptideo esta com 11 dos seus 14 residuos em hélice a.

Fig. 10: Padrbes de estrutura secundaria para a temperatura de 286 K. As conformacgdes
ocorrem quase que nos mesmos instantes, porém tem um tempo de vida menor. Ainda é
possivel observar a ocorréncia dos mesmos 11 residuos em hélice a no ultimo 1/4 da

trajetoria.

Fig. 11: Padrdes de estrutura secundéria para a temperatura de 292 K. Os residuos entre 9 e
14 (Ala-Ala-Lys-GlIn-lle-Leu) apresentam a conformagdo em hélice a durante um periodo muito
maior do que os outros residuos, indicando a influéncia do grupo amida na estabilizagao

conformacional do C-terminal do peptideo.
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Fig. 12: Padrdes de estrutura secundaria para a temperatura de 298 K. O tempo de
manutencé@o de todas as conformacgBes € menor ainda, porém, a hélice a continua ocorrendo
em 42,86% dos residuos (6 residuos) do peptideo durante um periodo razoavel da simulagéo.

Fig. 13: Padr6es de estrutura secundaria para a temperatura de 304 K. A ocorréncia da
conformacao aleatéria (Coil) ja é bem evidente a esta temperatura. Porém, existe ainda a
ocorréncia de residuos em dobra/volta, residuos em hélice a e alguns residuos em folha B (B-

Sheet).

Fig. 14: Padr6es de estrutura secundaria para a temperatura de 310 K. A ocorréncia de
residuos em folha 3 é bastante baixa. A estrutura predominante, porém, consiste nos residuos
em dobra/volta, o que nao gera influéncia tdo grande na conformacdo dos ultimos 6 residuos

do peptideo.
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Fig. 15: Padrdes de estrutura secundaria para a temperatura de 316 K. Nos residuos do N-
terminal a ocorréncia predominante é de conformacgbes aleatdrias, denotando assim a
flexibilidade da regido. Ja os residuos do C-terminal, pela influéncia do grupo amida, ndo tem
flexibilidade tdo grande, mantendo ligacdes entre seus residuos durante quase toda simulacao.

Fig. 16: Padrbes de estrutura secundaria para a temperatura de 322 K. O peptideo continua
apresentando baixo tempo de permanéncia em conformacdes ndo aleatorias. O residuo de
namero 8 (Asp) ndo adotou uma conformacéo estavel ao longo da dindmica, ficando, na maior
parte do tempo, em conformacéo aleatéria, conformacgéo de dobra (Bend) e assumindo durante
alguns momentos a conformag&@o em volta (Turn).

A superficie de energia livre do sistema pode ser obtida por meio do
WHAM em funcdo de alguns parametros, tais como RMSD e componentes
principais. Para a construgdo da superficie de energia livre do sistema em
estudo foram utilizadas as duas primeiras componentes principais (Fig. 17). Na
figura sdo observados alguns minimos de energia, um desses minimos (A) é
formado por estruturas parcialmente organizadas, com trechos de hélice a (Fig.
18 — A). Outro minimo (B) é formado por estruturas também parcialmente
organizadas, com trechos em folhas 8 (Fig. 18 — B). Os demais minimos de

energia observados repetem as configuracdes mostradas na Fig. 18, tendo
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grande predominancia de estruturas parcialmente organizadas com um ou dois

trechos de hélice a.

Fig. 17: Superficie de energia livre do sistema a 300 K em fun¢do das componentes principais
1 e 2. Um minimo de energia livre, bastante evidente, (A) se aproxima do ponto -1,5 nm e -0,5
nm. O segundo minimo de energia livre (B) se aproxima do ponto 0,5 nm e 0,3 nm. A barra de
cores na lateral direita do padréo de energia livre mostra valores em kJ/mol.

Para a obtencdo das conformacdes mencionadas anteriormente, 0s
autovalores das componentes principais 1 e 2, encontrados em cada um dos
minimos, foram comparados com os autovalores das conformacgfes adotadas
durante as simulacdes. O que se faz é verificar quais estruturas tem
autovalores iguais aos autovalores observados nos minimos de energia livre do
padrao de energia livre construido a partir das componentes principais 1 e 2.

Assim, a partir da trajetoria de temperatura igual a 298 K, é possivel

verificar autovalores condizentes com as estruturas mostradas na Fig. 18.
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Fig. 18: Estruturas observadas nos minimos de energia livre identificados na Fig. 16. A
estrutura (A) consiste de 11 residuos enovelados em hélice a, sendo 6 deles préximos ao C-
terminal e os outros 5 proximos ao N-terminal e 3 em conformacao aleatdria. As duas hélices a
séo ligadas pelo residuo Asp8. A estrutura (B) consiste de uma folha B antiparalela formada
pelos residuos Leu6, Leu7 e Asp8 (fita B superior, proxima ao N-terminal) e Lys11, GInl2 e
llel3 (fita B inferior, préxima ao C-terminal) ligadas pelas Ala9 e Alal0 que tem conformacao
em volta. Os residuos restantes apresentam conformacdo aleatéria. Figura gerada com o
PyMol (DELANO, 2002).

A estrutura com trechos em hélice a é observada durante um tempo
maior da simulacado. A energia livre dessa conformacao € inferior a 0,2 kJ/mol.
Mesmo assim, ndo € possivel afirmar que o minimo de energia no qual se
observa a conformacdo em questdo € o minimo global ou apenas mais um
minimo local, porém, a analise das conformacdes adotadas pelo peptideo em
toda simulag&o indica uma forte tendéncia do sistema a estruturacdo, mesmo

que parcial, em hélice a.

A estrutura A da Fig. 18 € composta por duas hélices direitas (right-
handed helixes) e um residuo (Asp8) em conformacao aleatéria fazendo a

ligacédo entre estas hélices.

Tomando a estrutura A da Fig. 18 como referéncia, foi feito o calculo do
RMSD em funcdo do tempo para toda trajetoria da réplica a 298 K (Fig. 19). Os
resultados indicam uma propensao do sistema a adotar a conformacdo de

referéncia ao longo da dindmica. A constatacdo para esta afirmativa esta na
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inclinacdo negativa da reta de ajuste de curva (regresséao linear), mostrada em
vermelho, que tem coeficiente angular de —2,6.10"°nm/s. O coeficiente
angular da reta de ajuste de curva é evidenciado apenas para fins de

comparacao entre as Fig. 19 e 20.

Fig. 19: RMSD em funcdo do tempo. A inclinacdo negativa da reta de ajuste de curva,
destacada em vermelho, indica uma propensdo do sistema a adogdo da conformacdo de
referéncia (estrutura A da Fig. 18), observada em um dos minimos do perfil de energia livre.

No intuito de dirimir eventuais duavidas a respeito da possibilidade de
formacéo da folha B observada em um dos minimos de energia e sugerida por
uma analise acidentalmente errdnea dos dados de CD, o RMSD da trajetéria

de temperatura igual a 298 K em relacdo a esta estrutura também foi calculado.

A conformacgao em folha 3 ocorreu por conta do passeio aleatorio entre
diferentes estados energéticos. Como visto no capitulo sobre o método de

troca de réplicas, a visitagdo ao maior numero possivel de possibilidades
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conformacionais € o objetivo primeiro de ensaios de dindmica molecular via

replica exchange.

A existéncia de estruturas que adotaram a conformacédo em folha 3 em
um dos minimos de energia nos remete a ideia de que esta conformacédo pode
ser a estrutura do peptideo, mas esta afirmativa ndo é corroborada pelo

restante das estruturas observadas na trajetoria.

Nos padrbes de estrutura secundaria (Fig. 9 a Fig. 16) é possivel
verificar que a ocorréncia da conformagao em folha B nado é tdo frequente
quanto a ocorréncia da conformagao em hélice a, o que corrobora os dados de
CD minimizando a falsa ideia de formacdo de folha B. A trajetdria com
temperatura igual a 298 K mostra 4 residuos enovelados em conformacédo de

folha B durante menos de 2% do tempo de simulagao.

E possivel inferir que o peptideo ndo tende & conformacdo em folha B a
partir do célculo do RMSD em funcdo do tempo para a trajetéria da réplica a
298 K, tomando a estrutura B da Fig. 18 como referéncia (Fig. 20). A
constatacdo para esta afirmativa estd na inclinagdo mais suave da reta de
ajuste de curva (regressao linear), mostrada em vermelho, que tem coeficiente
angular de —4,3.1077 nm/s. Sendo esse coeficiente angular menor do que o
coeficiente angular calculado na Fig. 19, é possivel afirmar que existe uma
maior tendéncia do sistema a adocdo da estrutura A da Fig. 18 do que da

estrutura B da Fig. 18.
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Fig. 20: RMSD em func¢éo do tempo. A inclinagédo da reta de ajuste de curva, destacada em
vermelho, é, aproximadamente, seis vezes menor do que a inclinagdo da reta de ajuste de
curva observada na Fig. 19, o que acarreta no descarte da possibilidade de adocdo da
estrutura de referéncia (estrutura B da Fig. 18) ao longo da dinamica.

O volume total do peptideo foi calculado para a trajetéria com temperatura
igual a 298 K e mostrou uma diminuicdo média de, aproximadamente, 6% em
relacdo ao volume inicial. A dobra/volta na estrutura pode ser a maior influéncia

na diminuicao do volume do peptideo (Fig. 21).

Foi feita, também, a determinacao da area do peptideo acessivel ao solvente
(Fig. 22), que corresponde a area removida de solvente devido a relagdo do
peptideo com ele mesmo. Ao se enovelar, o0 peptideo se contrai, 0 que acarreta
na diminuicdo da area acessivel ao solvente, caracterizando assim a
separacdo das porcOes hidrofobicas e hidrofilicas. Como visto no capitulo
sobre mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos, esta € a principal

caracteristica dos PAMs, a conformagao em hélice a anfipatica.
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Fig. 21: Volume do peptideo em funcéo do tempo para a réplica a 298 K. A inclinacdo negativa
da reta de ajuste de curva (regressao linear) indica uma diminuicdo no volume do peptideo a
medida que o sistema evolui no tempo.

Fig. 22: Area do peptideo acessivel ao solvente em fungéo do tempo para a réplica a 298 K. A
inclinacdo negativa da reta de ajuste de curva (regresséo linear) indica uma diminuicdo na area
do peptideo que fica exposta ao solvente a medida que o sistema evolui no tempo.
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As constatacfes feitas a partir das analises do volume do peptideo e de
sua area acessivel ao solvente sdo corroboradas pela analise do raio de giro
da estrutura ao longo da simulacéo (Fig. 23). O raio de giro fornece uma ideia

sobre o grau de compactacéo do sistema.

Fig. 23: Raio de giro do peptideo em fungdo do tempo. A inclinagdo negativa da reta de ajuste
de curva (regressdo linear) indica uma diminuicdo no raio de giro do peptideo a medida que o
sistema evolui no tempo.

A diminuicdo no raio de giro se da por conta das ligacdes feitas pelos
residuos de aminoacidos ao longo da dinamica. Ligacbes como pontes de
hidrogénio colaboram para a diminuicdo do volume do sistema e, assim,

aumentam o grau de compactacéo do peptideo.

O numero de pontes de hidrogénio cresce significativamente a medida
gue o sistema evolui (Fig. 24), chegando ao pico de 13 pontes entre 0s

residuos de aminoécidos. Estas ligacdes aumentam tanto a estabilidade do
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sistema quanto seu grau de compactacdo e sao ainda responsaveis pela
manutencdo da estabilidade de conformacdes estruturais, quaisquer que

sejam.

Fig. 24: Numero de pontes de hidrogénio entre elementos das cadeias laterais em fungéo do
tempo. A inclinag&o positiva da reta de ajuste de curva (regresséao linear) indica um aumento no
numero de pontes de hidrogénio feitas entre residuos do peptideo a medida que o sistema
evolui no tempo.

Entretanto, as ligacfes responsaveis pela estruturacdo do peptideo em
hélice a sdo as pontes de hidrogénio formadas entre os grupamentos NH e CO
da cadeia principal. O grupamento CO de cada aminoacido forma ponte de
hidrogénio com o grupamento NH do aminoacido que esta situado a quatro
unidades adiante, na sequéncia linear, sendo que todos os grupamentos NH e

CO formam pontes de hidrogénio numa hélice ideal.

O numero de pontes de hidrogénio entre os grupamentos NH e CO da

bY

cadeia principal também cresce significativamente a medida que o sistema
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evolui (fig. 25), chegando ao pico de 7 pontes de hidrogénio entre os

grupamentos descritos.

Fig. 25: Nimero de pontes de hidrogénio entre grupamentos NH e CO da cadeia principal em
funcé@o do tempo. A inclinacéo positiva da reta de ajuste de curva (regresséo linear) indica um
aumento no numero de pontes de hidrogénio feitas entre os grupamentos NH e CO da cadeia
principal do peptideo a medida que o sistema evolui no tempo.

Toda esta evolucdo conformacional, denotada pelo aumento no nimero
de pontes de hidrogénio, diminuicdo do volume, do raio de giro e da éarea
acessivel ao solvente, acarreta na estruturacdo do peptideo. Esta estruturacao

se deve, em parte, as condi¢cdes do meio onde o peptideo foi inserido para que

ocorresse a simulacao.

O meio de simulagdo, como visto anteriormente, continha uma mistura
de 4gua e TFE. No intuito de verificar a influéncia do TFE na conformacédo em
hélice a do peptideo, foi determinada a distribuigdo radial de TFE em torno dos
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carbonos a de quatro residuos equidistantes, Trp3, Leu6, Ala9 e GInl12 (Fig.
26) e, em seguida, a distribuicdo radial das moléculas de agua em torno dos

carbonos a dos mesmos residuos (Fig. 27).
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Fig. 26: Distribuicao radial de TFE em torno dos carbonos a dos residuos Trp3 (ciano), Leu6
(vermelho), Ala9 (azul) e GIn12 (verde).

A Fig. 26 mostra um namero maior de moléculas de TFE a uma distancia
menor do carbono a da Leu6 em relagao ao carbono a dos residuos Trp3, Ala9
e GInl12. A distancia r = 0,5 nm ha uma concentracdo bem maior de TFE em
torno da Leu6, quando se compara esse mesmo dado em relagdo aos outros
residuos. Este fato corrobora a ideia sobre a influéncia do TFE no
enovelamento do peptideo em hélice a, proposta por LUO e BALDWIN em
1997, pois o residuo Leu6, mesmo afastado do grupo amida ligado ao C-
terminal, permanece enovelado na conformacao de hélice a durante um tempo

maior do que os demais residuos proximos ao N-terminal.
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Fig. 27: Distribuicdo radial de moléculas de dgua em torno dos carbonos a dos residuos Trp3

(ciano), Leu6 (vermelho), Ala9 (azul) e GIn12 (verde).
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A Fig. 27 mostra uma quantidade menor de moléculas de agua nas
proximidades dos quatro residuos destacados em relacdo ao numero de
moléculas de TFE. Esse fato corrobora a proposta de LUO e BALDWIN em
1997 sobre a blindagem oferecida pelo TFE em relacdo a agua, facilitando a
adocdo da conformacgao em hélice a desses residuos. Dessa forma, € possivel
constatar que, nas regides proximas a cadeia principal, a probabilidade de se
encontrar TFE € muito maior do que a de se encontrar agua e, a medida que a
regido de interesse se afasta da cadeia principal, as probabilidades de se
encontrar TFE e agua vao se igualando, o que denota certa homogeneidade no

sistema.

E possivel, ainda, determinar o tempo de enovelamento do peptideo a

partir do estudo do processo de enovelamento. O processo de enovelamento
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do peptideo € descrito pelo estudo da dindmica de enovelamento em que a
progressiva formagdo de uma estrutura é dificultada por uma barreira de

energia livre.

Parametros de ordem macroscopica tornam o0 acompanhamento da
evolucdo do processo de enovelamento possivel. A superficie de energia é
determinada pela energia livre e pela entropia e o enovelamento € “uma
competicdo” entre esses dois parametros (OLIVEIRA, 2007). A medida que a
dindmica evolui no tempo, gerando conformacdes que se deslocam
energeticamente da parte mais alta para a parte mais baixa do perfil de energia
livre, a entropia conformacional é reduzida. A variacao da energia determina a
forma como o peptideo visita diferentes possibilidades energéticas até o estado
enovelado. De forma aproximada, esse processo pode ser considerado como

uma difusdo (BRYNGELSON; WOLYNES, 1987; 1989).

O tempo de enovelamento, entdo, dependerd da rugosidade da
superficie de energia livre e da dificuldade de superar a barreira termodinamica

de energia imposta por esta rugosidade.

A superficie de energia livre do sistema pode ser obtida por meio do
WHAM também em funcdo da primeira componente principal e do RMSD (fig.
28). A Fig. 28 mostra alguns minimos com energia livre em torno de 2 kJ/mol e
RMSD por volta de 0,05nm e outros minimos com energia livre inferior a
0,2 kJ/mol e RMSD em torno de 0,5 nm, denotando uma barreira energética a

ser transposta entre as duas configuracoes (fig. 29).
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Fig. 28: Superficie de energia livre do sistema a 300 K em fun¢éo da componente principal 1 e
do RMSD. Algumas estruturas sdo observadas na regido de RMSD em torno de 0,05nm e
outras na regido de RMSD em torno de 0,5 nm.

Fig. 29: Energia livre entre os estados desenovelado e enovelado. A barreira termodinamica de
energia livre AF é de aproximadamente 1,3 kJ/mol.

A rugosidade da superficie de energia em qualquer estagio do

enovelamento decorre da existéncia de um grande namero de barreiras entre
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minimos locais de energia, acarretando na diminuicdo da velocidade de
enovelamento do peptideo. As estruturas existentes em cada um desses
minimos locais, todavia, sdo correlacionadas, ou seja, mantém uma memoria

da estrutura da qual foi gerada (fig. 30).

Fig. 30: Estruturas encontradas nos minimos de energia mostrados nas fig. 28 e 29. A estrutura
A é encontrada no primeiro minimo (RMSD = 0,09 nm) e a estrutura B é encontrada no
segundo minimo (RMSD = 0,48 nm). Figura gerada com o PyMol (DELANO, 2002).

As estruturas sao consideradas descorrelacionadas quando a correlacao

é igual a e™1, posto que o decaimento é exponencial.

Uma forma de determinar o tempo de correlacao (tempo necessario para
que uma estrutura perca a “memoéria” da estrutura da qual foi gerada) é por
meio da andlise da correlacdo média entre as estruturas de toda a trajetoria ao
longo da dinamica (fig. 31). O tempo de correlacdo é determinado a partir da
equacao de ajuste de curva. Para uma medida mais acurada, o0 ajuste de curva

foi feito por meio de uma equacédo exponencial entre os instantes 0 ns e 40 ns.
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Fig. 31: Correlagédo entre estruturas em diferentes minimos locais de energia ao longo do
tempo. O tempo de correlagdo entre as estruturas (tempo de decaimento da funcdo de
correlagdo) € de 13 ns.

A correlacao entre estados pode ser entendida em termos do coeficiente

de difusdo configuracional (BRYNGELSON; WOLYNES, 1987; 1989). O

coeficiente de difusédo configuracional (D) é determinado da seguinte forma:

__ (RMSD)?—(RMSD?)

D 36

tCOTT

onde as medidas de RMSD séao feitas a partir de configuragbes do
ensamble desenovelado durante toda simulacdo. Os valores de < RMSD >2 e
< RMSD? > sdo, respectivamente, 1,56196 e 0,40929 e t.,,, = 13 ns, de forma

que D vale 0,08867 nm?.ns™ 1.

Assim, o tempo de transicao (otrqnsicao) €Ntre o estado desenovelado e o

estado enovelado pode ser obtido por meio da ado¢do de uma coordenada de
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reacdo, como, por exemplo, o raio de giro médio da conformagéo
desenovelada (GARCIA; SANBONMATSU, 2001) que é igual a 1,06 nm. O

Otransicao © determinado da seguinte forma (WALDAUER et al., 2010):

_Re® &
Utransi;éo D exT 37

onde AF = 1,3 kJ/mol, K = 0,00831447 kJ/mol.K e T = 300 K.

O tempo de transi¢ao (0transicao). t€MPO Necessario para que o sistema

deixe um estado relativamente estavel na conformacdo desenovelada e acesse
outro estado relativamente estavel na conformacdo enovelada, é de,

aproximadamente, 21,34 ns.

As analises apresentadas mostram, assim, o enovelamento do peptideo,

mesmo que parcial, em hélice a.

58



5. Concluséo

Neste trabalho foi apresentada a analise conformacional do peptideo

Polybia-MPI em mistura de agua e TFE. O sistema foi analisado por meio de

simulacédo por dindmica molecular via replica exchange entre 280 K e 322 K.

A simulacdo por dinamica molecular via replica exchange teve por

objetivo a varredura do espago conformacional entre as temperaturas citadas,

no intuito de obter uma estatistica que favorecesse a proposi¢cdo da estrutura

tridimensional do peptideo Polybia-MPI. Os dados das simulacdes permitem os

seguintes comentarios:

1.

3.

A tendéncia a conformacédo helicoidal do peptideo foi verificada e, a
partir desta apreciacdo, € possivel inferir que a estruturacdo da

macromolécula é um processo energeticamente favoravel.

Os minimos de energia livre da trajetéria do peptideo estdo mais
espalhados ao longo da componente principal 1, indicando flutuacées
menores ao longo da componente principal 2, denotando maior
ocorréncia de movimentos de maior amplitude em relacdo a
movimentos de menor amplitude, o que acarreta em estabilidade

conformacional.

A estabilidade da conformacéo com trechos de hélice a, verificada ao
longo da trajetoria, possibilita a proposicédo de que esta conformacéo

seja a estrutura tridimensional do peptideo Polybia-MPI.
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