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Resumo

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

pela bicamada mimética de bactérias.



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

por Dinamica Molecular. Andlises conformacionais. Dindmica Molecular a pH Constante.



Abstract

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

the bacteria mimetic bilayer.

Keywords: Antimicrobial peptides. Sensitive pH peptides. Molecular Dynamics

Simulations. Conformational analysis. Constant pH Molecular Dynamics.
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Capitulo 1

Introducao e Justificativa

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

antibiodticos [6].

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

peptideo age na membrana celular [9].

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

quando exposto a presenca da bicamada e alteracdes de pH.

18



Capitulo 5
Conclusao

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

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

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