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Resumo

Moléculas de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) em solugdo aquosa podem formar
aglomerados micelares em condices adequadas de concentracdes, pH, temperatura e
forca idnica, devido as caracteristicas polar/apolar de suas cabecas/caudas. Essas
micelas, anibnicas, mimetizam o ambiente da membrana de células procariontes e sdo
usados como modelo no estudo da interacdo de peptideos antimicrobianos com
membranas das bactérias. Neste trabalho usamos simula¢@es por dindmica molecular de
equilibrio para estudar a interacdo do peptideo Polybia MP-I com micela de SDS em
solucdo aquosa, considerando tanto a situacdo em que a micela esta pré-formada como a
de automontagem da micela na presenca do peptideo. Mostramos que em ambos 0s
casos 0 peptideo se insere na micela de forma aproximadamente paralela a membrana,
com a cadeia principal enterrada na regido de interface entre as caudas e as cabecas
polares das moléculas de SDS e os grupos carregados localizados na interface das
cabecas polares com a solucdo. Estes dados confirmam modelos de insercdo de
peptideos antimicrobianos em membranas existentes na literatura. Discutimos também a
estabilidade da estrutura helicoidal anfipatica do peptideo em funcédo da solvatacédo de
sua cadeia principal, que proporciona a manutencdo de uma rede de ligaces de
hidrogénio do tipo NH --- O entre residuos do tipo n-(n+4) da cadeia principal, tipicos
de estruturas em o — hélice. Além disso, os resultados indicam que pontes salinas
formadas entre 0s grupos negativos dos residuos do acido aspartico (Asp) 2 e 8 com
residuos de lisinas 5 e 11 sdo importantes para a manutencdo da estrutura do peptideo.
Os resultados indicam também que a estrutura micelar mantém-se aproximadamente
esférica com ou sem o peptideo independente do processo para acomodar o peptideo e,
no caso da automontagem, um maior nimero de moléculas de SDS. Apresentamos

também um estudo da estabilidade de micelas pré-formadas com a temperatura.



Abstract

The Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) molecules can form micellar agregates in
aqueous solution under appropriate concentration, pH, temperature and ionic strength
conditions due to the polar/apolar features of its head and tail. The anionic micelles
formed mimic the environment of the prokaryotic cells membrane of bacteria. In this
work we use equilibrium molecular dynamics simulation to study the interaction of the
peptide Polybia MP-1 with SDS micelles in aqueous solution considering both a
preformed micelle and a micelle obtained by self-assembling the SDS molecules in the
presence of the peptide. We show that in both cases the peptide inserts in an almost
parallel way relative to the micelle surface, with the main chain buried in the interface
region between the tails and polar heads of SDS molecules and the charged groups of
the peptide located at the interface with the polar heads the solution. These data support
models of insertion of antimicrobial peptides in membranes in the literature. We also
discuss the stability of the amphipathic helical structure of the peptide as a function of
salvation of the main chain, which contributes to the maintenance of the network of
hydrogen bonds in the main chain of type NH --- O between residues n and n+4 that are
typical of structures in a-helix. Furthermore, the results indicate that salt bridges formed
between the negative groups of aspartic acid residues (Asp) 2 and 8 with lysine residues
5 and 11 are importance in maintaining the structure of the peptide. The results also
indicate that the micellar structure remains approximately spherical with and without
the peptide, independent of the process as it is obtained, whether preformed or self-
assembled. The micellar radius increases to accommodate the peptide and in the case of
self-assembled micelle also a large number of molecules of SDS. We also present a

study of the stability of preformed micelles with temperature.
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Capitulo 1- Introducéo

1.1-Peptideos antimicrobianos e ambientes membranares

Peptideos antimicrobianos formam um grupo abundante e diversificado de
moléculas produzidas em muitos tecidos e tipos de células de uma grande variedade de
espécies de invertebrados, plantas e animais. Existem mais de 900 diferentes tipos de
peptideos antimicrobianos com seqiiéncias depositadas no AMSDbase (AntiMicrobial
Sequence Data base) (http://www.bbcm.univ.triest.it/~tossi/pag5.html). Eles s&o
divididos em familias com base na seqiiéncia de residuos de aminoécidos e na estrutura.
(Para divisdo e classificacdo dos grupos ver: Brodgen, 2005; Dathe et al, 1999; Zasloff,
2002; Boman, 1995; Tossi et al., 2000; Oren et al, 1998 e Davis et al., 2007).

Os mecanismos de acdo dos peptideos vém sendo estudados usando membranas
modelo, solugbes contendo co-solventes com propriedades hidrofobico/hidrofilica
como, por exemplo, solucbes agua — TFE (trifluoretanol) e micelas de SDS (dodecil
sulfato de sodio). Diferentes tecnicas experimentais, tais como: microscopia, difragdo de
raios-X, ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopias de infravermelho,
Raman, de fluorescéncia e de dicroismo circular, permitem acessar diferentes aspectos
dos mecanismos de acdo. No conjunto, elas evidenciam que composicao e estrutura séo
fundamentais para a atividade e especificidade da acéo biologica dos peptideos.

O mecanismo de insercdo de peptideos antimicrobianos em bicamadas lipidicas,
micelas e vesiculas ainda ndo é completamente conhecido. Estudos com diferentes
peptideos na presenca de alguns desses ambientes conduziram a elaboracdo de trés
modelos principais para explicar esse mecanismo: Barril, Poro Toroidal e Carpete
(Bocchinfuso et al., 2009, Matyus et al., 2007, Bechinger et al., 2006 e Sato et al, 2006).
Uma descricdo simplificada destes modelos é feita a sequir.

No modelo do barril os peptideos estruturados numa a-hélice anfipatica formam
um canal transmembranico com a face hidrofdbica interagindo com as caudas apolares
dos fosfolipideos, na regido central da membrana, e sua face hidrofilica voltada para o
centro do canal onde a entrada de agua e outras moléculas e/ou ions pode ocorrer (figura
1.1 (c)). Neste modelo, as cabecas dos fosfolipidios da membrana permanecem
localizadas na interface agua-membrana. Uma condicdo necessaria deste mecanismo é
que os peptideos sejam suficientemente longos para que eles possam atravessar o nicleo

hidrofobico da membrana (Yang et al., 2001).


http://www.bbcm.univ.triest.it/~tossi/pag5.html

No modelo do poro toroidal os peptideos em estrutura helicoidal anfipatica
agregam a bicamada e interagem com as cabecas dos fosfolipidios da membrana
produzindo um afinamento e encurvamento da membrana que d& origem a cavidade
chamada de poro toroidal, figura 1.1(d). Este modelo foi proposto a partir de estudos
com o peptideo magainina (Ludtke et al., 1996 e Matsuzaki et al, 1995).

De acordo com o modelo do carpete, proposto por Matsuzaki, Huang e
colaboradores (Gazit et al, 1996; Matsuzaki et al, 1994 e Ludtke et al, 1996 inicialmente
os peptideos se ligam paralelamente a superficie da membrana, cobrindo-a como se
fossem um carpete e produzindo uma desorganizacdo de seu interior. Quando a
concentracdo local de peptideos na superficie atinge um limiar ocorre a ruptura da
membrana (figura 1.1(e)). Este € um mecanismo que ocorre apenas para altas
concentracdes de peptideo e ndo necessita que 0 peptideo apresente uma estrutura
especifica.

Figura 1.1: A) e B) Organizacdo dos peptideos antes de permeabilizarem a membrana,
C) modelo do Barril, D) modelo do Poro Toroidal e E) modelo do Carpete. Em cinza,
fosfolipideos e em preto, peptideos.



1.2-Peptideos Antimicrobianos extraidos do veneno de vespas

A ordem Hymenoptera, uma das mais importantes entre 0s artropodes
venenosos, é constituida por espécies de abelhas, vespas e formigas. Os Hemindpteros
podem ser de vida social ou solitaria. Os de vida social usam seu veneno para defesa e
seus constituintes sdo agentes que possuem capacidade hemolitica, antimicrobiana e de
desgranulacdo de mastécitos. Os Heminopteros de vida solitaria, por outro lado, usam
Seu veneno para a captura de presas e seus constituintes apresentam atividades
neurotoxicas (Argiolas et al, 1983).

Diversos peptideos antimicrobianos foram isolados de veneno de vespas. Tais
peptideos sdo classificados em familias segundo suas atividades bioldgicas e estruturas
moleculares. Uma dessas familias ¢ a dos mastoparanos (Nakajima et al., 1985;
Nakajima et al., 1986 e Dohtsu et al., 1993).

Os peptideos da familia dos mastoparanos séo cationicos, formados de 10 a 14
residuos de aminoacidos, ricos em residuos hidrofobicos e basicos, tém o C-terminal
amidado e lisinas nas posicdes 4, 11 e 12, e conformacdo anfipatica (Murata et al.,
2009). Estes peptideos possuem uma variedade de atividades bioldgicas como a
ativacdo da fosfolipase A, (Argiolas et al, 1983) e fosfolipase C (Argiolas et al, 1983;
van Himbergen et al., 1999); a liberacdo de histamina através da degranulacdo de
mastocitos (Konno et al.,2001 e Argiolas et al, 1983); realizacdo de atividades
hemolitica e antimicrobiana, através de interacdes com biomembranas (dos Santos
Cabrera et al., 2004 e dos Santos Cabrera, 2008).

Em geral, estas atividades biologicas estdo associadas a forma de interagdo com
as biomembranas provocando aumento da permeabilidade das mesmas, através da
liberacdo de fosfolipidios (Park et al., 1995 e Whiles et al., 2001). Na presenca da
membrana, estes peptideos assumem a conformagdo em a-hélice anfipatica (Wakamatsu
et al., 1992).

Caracteristicas como o tamanho, a seqiiéncia, a carga, a conformacéo estrutural,
a hidrofobicidade, a anfipaticidade e a amidacdo do C terminal, estdo diretamente
relacionadas a atividade e especificidade dos peptideos antimicrobianos e tém sido
utilizadas para caracterizar a susceptibilidade de microorganismos simples a estes
peptideos (dos Santos Cabrera et al., 2008). A presenca de estrutura anfipatica é uma
caracteristica importante para a adsorcéo, inser¢do e a translocacdo destes peptideos

através da bicamada lipidica das membranas (Hori et al., 2001). A cationicidade dos



peptideos contribui principalmente para seletividade celular, devido ao fato das
superficies de membranas apresentarem diferentes composicfes lipidicas. As
membranas bacterianas apresentam bicamadas anidnicas enquanto que as bicamadas de
eritrécitos sdo zwiteribnicas, alguns estudos mostram que peptideos catidnicos com alta
carga liquida s&o pouco seletivos. (Broggio Costa S. T., 2006; Matsuzaki K, 2009).

O Polybia MP-1 é um peptideo extraido do veneno da vespa social Polybia
Paulista (Souza et al., 2005) pertencente a familia dos mastoparanos e constituido por
14 residuos de aminoacidos (a estrutura primaria € mostrada no esquema 1.1). Os
residuos de aminoacidos encontrados nas posicbes 4, 5 e 11 sdo lisinas e possuem
cargas positivas, assim como o N-terminal, enquanto os residuos de aminoacidos das
posicdes 2 e 8 sdo residuos de acido aspartico, que possuem carga negativa atribuindo
ao peptideo uma carga liquida igual a +2. O MP-I tem o C-terminal amidado. Ele
apresenta potente atividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, é degranulador de mastécitos (Souza et al., 2005) e ndo apresenta atividade
hemolitica em eritrocitos de ratos, sendo, portanto, seletivo as membranas de bacteérias.
Além disso, recentemente foi mostrado que ele apresenta significativa eficiéncia contra

alguns tipos de células tumorais (Wang, et al., 2008).

MP-I lle- Asp- Trp- Lys- Lys- Leu- Leu- Asp- Ala- Ala- Lys- GIn- lle- Leu- NH,
MP-X lle- Asn- Trp- Lys- Gly- lle- Ala- Ala- Met- Ala- Lys- Lys-Leu-Leu- NH,

Esquema 1.1: Seqiiéncia primaria dos mastoparanos MP-1 e MP-X. Em azul, sdo
representados o0s residuos carregados positivamente. Em vermelho, os residuos
carregados negativamente. Em preto, os residuos hidrofobicos. Em verde, os residuos
polares.

O peptideo MP-I ndo possui dados estruturais de raios-X ou de RMN, portanto
sua estrutura secundaria ndo é conhecida. Dados experimentais indicam que ele
apresenta 74% de estrutura em a-hélice quando em solucdo de 30 mM de SDS (Wang et
al., 2008) e 43% de estrutura em o-hélice quando em solugdo de 8 mM de SDS (dos
Santos Cabrera et al., 2008).

Broggio Costa (Broggio Costa, 2006 e dos Santos Cabrera et al., 2008) realizou
um estudo comparativo entre os peptideos MP-I1 e MP-X, outro membro da familia dos
mastoparanos e cuja sequéncia esta também mostrada no esquema 1.1, usando
simulagdo por dindmica molecular em solugdo agua-TFE. O MP-X é um peptideo

catibnico, carga + 4, tem hidrofobicidade média igual a 0.009 (obtido utilizando a tabela



de consensus proposta por Eisenberg (Eisenberg et al, 1984) e forma estrutura
secundaria em hélice anfipatica em misturas TFE-agua. Ele apresenta atividade
antimicrobiana e hemolitica. O MP-1 é menos catiénico (carga +2), ndo hidrofébico pois
tem hidrofobicidade média -0.108 e sO apresenta atividade antimicrobiana. Broggio
Costa prop6s uma estrutura helicoidal anfipatica para o MP-I baseada na homologia
deste com o MP-X, cuja estrutura esta depositada no PDB com o codigo 1A13. A
analise da solvatacdo da cadeia principal do MP-X mostra que ela é solvatada
preferencialmente por moléculas de TFE, preservando-a do contato com as moléculas
de dgua. Este fato favorece a manutencdo de sua estrutura helicoidal, por proteger as
ligacGes de hidrogénio intra-cadeia. Aplicada ao MP-I essa analise mostra que ele é
solvatado tanto por moléculas de TFE quanto por moléculas de agua, devido a presenca
dos residuos de acido aspartico. Com base nestes resultados, os autores consideram que
as moléculas de TFE proporcionam ao MP-X um ambiente organizado sugerindo uma
possivel explicacdo para a interacdo com bicamadas zwiteridnicas. O MP-I néo
apresenta este tipo de interacdo tendo apenas acao antimicrobiana, e isso é relacionado
com a auséncia de organizacdo do solvente em torno da cadeia peptidica e com a
diminuicdo de sua carga liquida (dos Santos Cabrera et al., 2008).

A presenca de moléculas de agua na vizinhanca da cadeia principal poderia levar
a quebra das ligacbes de hidrogénio que mantém a estrutura helicoidal anfipatica.
Broggio Costa conjectura que a estabilidade dessa estrutura para o MP-1 se deve, em
parte, ao balanco eletrostatico, proporcionado por dois conjuntos de pontes salinas entre
as cargas positivas das lisinas 4, 5 e do N-terminal com o acido aspartico 2 e das lisinas
4, 5 e 11 com o acido aspartico 8. Marquesee e Baldwin (Marquesee et al, 1987) e
Mayne (Mayne, et al., 1998) discutiram no contexto de peptideos sintéticos de alanina,
contendo uma distribuicdo de residuos de lisinas e acidos glutamicos da forma n, n+3, a
importancia de pontes salinas para a estabilidade das ligacdes de hidrogénio da cadeia
principal e para a estabilizacdo de estruturas helicoidais. Recentemente, Ghosh e
colaboradores (Ghosh et al., 2003) trataram esse problema usando simulacdo por
dinamica molecular. Eles, diferentemente dos demais, argumentam que o papel das
pontes salinas é pouco relevante e que a estabilidade das hélices deve ser atribuida a
protecdo das ligacGes pelo hidrogénio de grupos do esqueleto do peptideo contra

moléculas de agua, proporcionados pelas cadeias laterais das lisinas



1.3 - Simulacdes por dinamica molecular de peptideos em ambientes

gue mimetizam membranas

A despeito dos modelos existentes e apresentados acima, o0s detalhes
moleculares da interacdo de peptideos antimicrobianos com membranas bioldgicas
ainda permanecem um desafio. Isso ocorre devido a falta de dados estruturais em nivel
molecular. As simulag¢fes por dindmica molecular associadas aos dados experimentais
tém se tornado uma ferramenta importante nessa analise por permitir acesso aos
detalhes atdmicos da estrutura dos peptideos, dos sistemas modelos e das perturbacGes
produzidas em ambos quando eles séo colocados em contato.

Um grande esfor¢o da comunidade tem sido empregado no estudo da interagéo
de peptideos antimicrobianos, principalmente aqueles com estrutura helicoidal
anfipatica, com diversos sistemas modelos. Nos trabalhos de Matyus e colaboradores e
de Khandelia e colaboradores estes peptideos séo estudados interagindo com bicamadas
lipidicas (Matyus et al., 2007 e Khandelia et al., 2008) e nos trabalhos de Broggio Costa
e Roccatano e colaboradores (Broggio Costa, 2006 e Roccatano et al, 2002) eles se
encontram interagindo com uma solucéo de TFE-agua.

Varios estudos da estabilidade estrutural de peptideos interagindo com micelas
formadas por surfactantes, usando dindmica molecular, foram publicados recentemente.
Tian e Garcia (Tian et al, 2009) estudaram a estabilidade do peptideo AK4 na presenca
de micelas de AOT formadas através de um processo de automontagem durante a
simulacdo. Na presenca de micelas de monémeros de SDS pré-montadas foram
estudadas a estabilidade estrutural de neuropeptidios por Wymore e Wong (Wymore et
al, 1999), de trés peptideos antimicrobianos (OVIS, T7 e G10) por Khandelia e
Kaznessis (Khandelia et al, 2004), de dois dimeros (GpA e G83A) por Braun e
colaboradores (Braun et al, 2004) e de um polimero, PEO, por Shang e colaboradores
(Shang et al., 2008).



1.4 Objetivos

O objetivo principal desse trabalho é estudar a interacdo entre o Polybia MP-I e
uma micela de SDS, que mimetiza o ambiente de uma membrana procarionte.
Caracteristicas como a forma de inser¢do do peptideo na micela, a estabilidade da
estrutura helicoidal proposta para ele e a solvatagdo de sua cadeia principal seréo
analisados. Simultaneamente, pretende-se analisar as perturba¢es causadas na estrutura
da micela devido & insercéo do peptideo.

Para alcangar esse objetivo principal o trabalho foi dividido numa seqiéncia de
partes com objetivos distintos e que se complementam. A primeira delas foi estabelecer
um protocolo para simulagfes de solugdes aquosas contendo micelas de SDS. Para isso
foi estudado a estabilidade de micelas de SDS pré-formadas em func¢éo da temperatura
na regido de 278 a 325 K. A interacdo do peptideo MP-1 com a micela de SDS foi
estudada a partir de duas aproximacOes: uma considerando a micela de SDS pre-
montada e a outra com a micela sendo obtida num processo de automontagem. A
questdo obviamente é responder se o processo de obtencdo da micela implica em
alteracdes significativas na estrutura do peptideo ou da prépria micela e nas

caracteristicas da interagdo peptideo-micela.



Capitulo 2 — Simulacéo por Dinamica Molecular

2.1- O Campo de Forcas
Alguns sistemas simulados por Dindmica Molecular sdo tdo complexos que se torna
invidvel o tratamento das interacbes moleculares por Mecénica Quantica, nestes casos
estas interacdes sdo representadas por funcdes potenciais classicas. Essas funcbes
potencias classicas mimetizam a distribuicdo eletronica e permitem calcular a energia
do sistema considerando apenas as posi¢es dos nucleos atbmicos.
Existem vérias funcbes de energia potencial para descrever as diversas interaces
entre os atomos num campo de for¢as. Nas simula¢Ges descritas nos proximos capitulos
foi usado o campo de forcas GROMOS (van Gunsteren et al, 1987) com as funcdes

potenciais mostradas na equagéo 2.1.

Np _ 2 No _ , M _ 2
VE) = szn(b bo) ZKen(an 6o) +ZKgn(fn2 $o)

n=1 n=1 n=1

Ny N 12 6
L1+ cos(n,p, — 6,)7] o o qiq;
D Dl |E) (7))} e

2.1.1-Potenciais Harmonicos

Os trés potenciais harménicos da equacdo 2.1 estdo relacionados a interacao
entre atomos ligados covalentemente e com os angulos das ligacfes proximas.

A maior parte das ligacdes quimicas covalentes entre dois atomos ndo assume
valores de comprimento muito diferentes do valor de comprimento de ligacdo de
equilibrio bo. Por isso, seu potencial de ligacdo tem a forma similar ao potencial de

Hooke para um sistema massa-mola.
Vo =5 Ky(b = bo)? [2.2]

onde b é a distancia entre dois atomos em qualquer instante e K, € a constante elastica
(figura 2.1). O valor de Ky, pode ser obtido observando-se a transicdo de estado de uma

molécula do estado fundamental para o primeiro estado excitado devido, & absorcdo de



radiagdo e comparando a variacdo de energia entre esses dois estados com a energia do

foton absorvido.

Figura 2.1: Representacdo das distancias do potencial de ligacdo para qualquer par de
atomos. Esta figura e outras desta tese foram feitas usando o software Pymol (Delano et
al, 2002)

Quando tratamos de ligacdes entre trés atomos o uso de outro potencial se faz

necessario, 0 uso do potencial angular, que representa o potencial dado pela variagcdo

dos angulos 6 em torno de um angulo de equilibrio 6.
1
Vo =5 Ko (0 — 60)° [2.3]

onde 0 ¢ o angulo entre duas ligacdes quimicas envolvendo trés dtomos, sendo um deles

comum as duas ligacdes e Ky é a constante elastica (figura 2.2).

Figura 2.2: Representacdo dos angulos do potencial angular para qualquer trio de

atomos.



O GROMOS trabalha com o conceito de atomo unido, ou seja, ndo representa
explicitamente os hidrogénios pouco reativos somente os que estdo ligados a atomos
eletronegativos. Por esse motivo se inclui um termo de potencial para a manutengéo da
estrutura tridimensional destes atomos, o chamado potencial torcional impréprio ou
potencial diedral impropio.

A equacdo que descreve este potencial é dada por:

1
Ve = EKg(f —&)? [2.4]

onde & ¢ o angulo formado entre os planos i-j-k e j-k- e K: é a constante de
reconstituicdo ao angulo de equilibrio & entre esses planos. Nas proteinas o plano j-k-I

e formado pelos atomos N-C-Cy e o plano i-j-k por C,-N-C (figura 2.3).

Figura 2.3: Representacdo da estrutura tetraédrica do C,, & é o angulo entre os planos j-
k-le i-j-k.

2.1.2- Potencial Torcional
As rotagdes das ligacBes quimicas diante de barreiras e minimos de energia é descrita
pelo potencial torcional préprio ou potencial diedral proprio, que também é um
potencial de atomos ligados, sendo que dois &tomos sdo considerados ligados se entre
eles existirem trés ou menos ligacbes quimicas. Este é escrito na forma de uma

expansdo em série de cossenos truncada no segundo termo:

V, =K, [ 1+cos(ne-3)] [2.5]
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onde K, é a constante que define a altura da barreira de torgdo, n € o numero de
minimos para a tor¢do de uma ligacdo quimica especifica, 6 é a defasagem do angulo

diedral ou de torgdo ¢, que define os maximos e os minimos da funcéo (figura 2.4).

Figura 2.4: Representagdo do angulo diedral proprio.

2.1.3- Potencial de Lennard Jones
As flutuagGes na densidade eletronica em torno do nlcleo podem produzir um
momento de dipolo instantaneo. Esse dipolo instantaneo induz um momento de dipolo
num outro dtomo distante. A interacdo entre estes dois momentos de dipolo, portanto
atomos, ¢ atrativa e conhecida como interacdo de van der Waals. A medida que a
distancia entre os atomos diminui a ponto das nuvens eletronicas se interpenetrarem a
interacdo entre eles se torna fortemente repulsiva. Esta € uma manifestacdo do principio
de exclusdo de Pauli.
Uma funcdo potencial que tem as caracteristicas de ser atrativa a curto alcance e
repulsiva a curtissimo alcance foi proposta por Lennard Jones para representar este

comportamento:

V(r) = 4e [(5)12 - (3)6] [2.6]

r

onde ¢ ¢ a profundidade do poco de potencial, 6 ¢ o didmetro de Lennard Jones er € a

6
. A s , (o2 , A .
distancia entre os atomos. O termo de curto alcance (—j provém de trés tipos de
r

interacdes (Israelachvili, 1991), sendo um deles a interacdo de um dipolo elétrico

(equacgdo 2.7) e uma distribuicdo de carga polarizavel e o termo de curtissimo alcance

12
(o2 ; . ..
(—j € consegmdo empiricamente.
r
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V(r) {4_“ (+3003201%=(%j [2.7]

TE

2.1.4- Energia Potencial de Coloumb
A interagdo eletrostatica de longo alcance, entre duas cargas pontuais gi e g, €
dada pela Lei de Coulomb:

0i4;

V(r) =
) 4re er

[2.8]

onde r é a distancia entre as cargas, £o é a permissividade do espago livre e vale
8,85.10% C?Nm? e & é a constante dielétrica do meio. O valor de ¢ usado nas
simulacdes deste trabalho foi 1 e as correces para a energia potencial de Coulomb
foram feitas através do PME (Darden et al., 1993) para interacdes distantes .

As interacOes eletrostaticas sdo importantes em simula¢ées por Dindmica Molecular,
porque originam as pontes salinas e de hidrogénio que estabilizam as estruturas

secundarias do peptideo e influenciam em sua atividade bioldgica.

2.2- Algoritmos de Otimizacéo

Os sistemas de macromoléculas bioldgicas possuem muitos graus de liberdade o

que torna praticamente impossivel uma busca do um minimo global de energia
potencial. Para a Dindmica Molecular, no entanto, é conveniente fazer, ao menos, uma
busca local. Essa busca ajusta as posi¢oes atdmicas relaxando as distor¢des nas ligacdes
quimicas, nas interacfes de van der Waals e nos angulos entre as ligacdes liberando a

estrutura de possiveis conflitos estéricos artificiais.

Existem varios métodos de otimizagdo o “Steepest Descent” foi usado neste

trabalho e sera descrito em detalhes.

2.2.1- O algoritmo Steepest Descent
O algoritmo “Steepest Descent” € um algoritmo de primeira derivada eficiente
para encontrar minimos de energia a partir de pontos muito distantes, mas pouco

eficiente para pontos muito préximos do minimo.
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Neste método o passo AX, (equagdo 2.9) no instante t é dado na direcéo e sentido

da forca resultante Ift (equacdo 2.10) nesse mesmo instante.

=-W & [2.10]

onde k, é uma constante de ajuste e ";Tt‘ € 0 vetor unitario na direcéo e sentido da forca
t
resultante. A partir desses dados pode-se escrever a equacdo 2.11 para a minimizacao de

energia

|;ru

Xig =X + kt

!

\ t\ [2.11]

tal que k, é ajustado para acelerar a minimizagdo. Atribui-se um valor inicial para k, e
verifica-se o valor de V €, j no passo seguinte, se seu valor for maior do que o valor
obtido no passo anterior, o valor de k, é diminuido, e se o valor de V €, _ for menor do
que o valor obtido no passo anterior, o valor de k, é aumentado. Esse processo so se
. ~ . .
encerra quando a variagio de V €, 3, AV, assume um valor previamente determinado,

que neste trabalho é de 10 Kcal/mol, valor suficiente para eliminar as deformagdes em

angulos, ligacdes e esferas de van der Waals.

2.3 Dinamica Molecular

Através da Dindmica Molecular estuda-se um sistema constituido por varios
atomos acompanhando seu desenvolvimento ao longo do tempo por equagdes classicas
de movimento. Essas equagOes descrevem a energia potencial V e a energia cinética T

do sistema em funcdo dos momentos lineares e das posi¢des desses 4&tomos.
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Num sistema com N a4tomos escreve-se a energia cinética como:
v b
1
T€ 3D [2.12]
i=1

onde P, € o momento linear de um dado atomo i e m;é sua massa. A Hamiltoniana do

sistema é dada por :
H€.p 3T €3V €_ [2.13]

onde V €, _ é a fungdo energia potencial total. Através da Hamiltoniana escrevem-se

as equagdes de movimento dos atomos que constituem o sistema e sua evolucéo

temporal:
OH _PB_m¥% _g 9% [2.14]
op, m, m, dt

onde t é o tempo, IfI é a forga sobre 0 4tomo i, V, sua velocidade e X;

. sua posicéo.

Portanto a Dindmica Molecular consiste em resolver numericamente as equacdes
de movimento integrando-as no tempo. Para integra-las numericamente as equacées
diferenciais sdo transformadas em equacdes diferenciais finitas, ou seja, dX —>AX e
dt—At. Essa aproximacdo exige que adotemos pequenos valores de At para que os
resultados da simulacdo sejam compativeis com dados experimentais o0 que pode tornar
0 custo computacional muito alto. Podemos contornar essa limitacdo e usar valores
maiores de At com o auxilio de subrotinas como o LINCS (Hess, 2008).

A funcdo do algoritmo LINCS é garantir que a estrutura das moléculas nao sofra

distorces irreais durante a simulacéo por causa de erros de aproximacgdo numerica.
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2.3.1- O algoritmo ""Summed Verlet" ou "'Leapfrog"

O "Summed Verlet" ou "Leapfrog" (Allen et al Tidesley, 1987; van Gusteren et

al Berendsen, 1987) é um método de integracdo numerica das equacdes de movimento
baseado no algoritmo de Verlet (Verlet, 1967). Nesse método as velocidades sdo obtidas
na metade do passo de integracdo por uma expansdo em série de Taylor até a segunda

ordem em torno de (t +%j e de (t —%J:

(At~ dv ( Atj dzv.({m)zl
V|t+—|=V R — ! — | = 2.16
'[+2j O dt (2 " dtz2 (2 ) 2 [2.16]
(OAt) L~ dvV ( Atj dzv.({m)zl
Vlt—-— =V (/A= |+ | = 2.17
( 2) O a \2)" daZ \2) 2 [2.17)

Subtraindo as 2 equacdes (2.16, 2.17) obtém-se:

(ooAtY (. At AV Cy -
v, (t +?}- v, (t ——j— 5 \i [2.18]

Considerando a 22 Lei de Newton

E_m WC AKX ()

- 2.19
' dt dt? [2.49]
Pode-se escrever que:
v (t +§j: v (t —§)+ R [2.20]
2 2 m,

Através das velocidades definem-se as novas posicdes, para isso basta expandir
T , o 0% (E)
0 vetor posicdo X, (t)em torno do ponto (t + At) até a segunda ordem e substituir ——=

pela velocidade obtida na equagao (2.16):
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. . dx. (t) d 2%, (t) At?
X (t+At) =X (1) + ——= At + ' 2.21
 (t+At) = X (t) ot Gz 2 [2.21]
Vi 2 2o 3 2g 2
X (t+At) =% (t)+\7i(t+§)m—dvi ) A7 dV, () AL 1+—d X (t) AU [2.22]
2 da 2 dt? 4 )2 dat> 2
dv, (t) At? . d’%, (t) At
No entanto, como 0 termo ﬁﬁ é igual ao termo '2( )AL eles se
dt 2 dt 2!
d?v,(t)(At® )1 . . <
anulam e o termo preal B P por ser pequeno é desconsiderado, e a nova equagao

¢ escrita na forma;:

%, (t+ At = X, (t) +V (t+%)AI [2.23]
~ . At
Pela equacdo 2.20 percebe-se que para a velocidade no tempo (t+?J ser

. . - . At . . .
determinada € necessario que a velocidade no tempo (t —?J seja conhecida, por isso 0

método de Verlet é usado no passo inicial da dindmica.

2.3.2- Condig0es Periddicas de Contorno

Nos sistemas reais 0 nUmero de moléculas envolvidas é da ordem do niumero de
Avogadro. Por essa razdo parte significativa das moléculas ndo interage com as paredes
do tubo de ensaio. Simular um sistema com esse nimero de particulas é inviavel,
portanto o sistema precisa ser drasticamente reduzido e por isso as interacdes das
moléculas com as paredes tornam-se importante e, nesse sentido, ndo refletem a
situacdo no tubo de ensaio.

Para evitar esse problema usam-se condi¢des periddicas de contorno de modo
que ao invés da molécula interagir com as paredes da caixa ela interage com outras
moléculas formadas pela imagem da propria caixa. Condi¢cfes periodicas de contorno
consistem, portanto, em criar réplicas da caixa do sistema trabalhado em todas as
diregdes espaciais possiveis ndo deixando espacgo entre uma caixa e outra. Dessa forma

durante a simulacdo quando uma particula sai da caixa central, uma de suas imagens
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entra pelo lado oposto na caixa central, e 0 mesmo ocorre com as caixas réplicas, assim
0 nimero de particulas dentro de cada caixa se mantém constante e 0 nimero de
particulas total também.

Na figura 2.5 tem-se uma versdo em duas dimensdes para um sistema quadrado.

Figura 2.5: Condigdes periddicas de contorno para um sistema quadrado, onde 0 4&tomo
i sai da caixa central por um lado ¢ sua imagem i’ entra no lado oposto, assim como
todas as suas outras imagens nas outras caixas.

2.3.3- Raio de Corte

A fim de impedir que uma particula interaja com sua imagem ou a0 mesmo
tempo com outra particula e com a imagem desta é definida uma esfera de raio R
chamado de raio de corte que abrange a regido onde estdo as particulas com as quais
essa determinada particula pode interagir. Essa condi¢éo € aplicada de forma direta para
as interacOes tipo Lennard Jones do potencial (equacao 2.6). As interacoes eletrostaticas
que sdo de longo alcance tém que ser corrigidas para “suavizar’ a descontinuidade
causada por esse procedimento. Existem varias propostas para se obter essa suavizacao.
Neste trabalho foi usada a corre¢do conhecida como PME (Particle Mesh Ewald —
Darden et al., 1993) que é derivada da soma de Ewald aplicada para corrigir a interacdo
coulombiana (equacdo 2.8) pelo efeito das imagens de todas as particulas. A idéia
principal do PME € converter uma soma simples que converge vagarosamente em uma
expressao de trés termos: duas somas que convergem rapidamente e uma constante.

O raio de corte pode ser definido de duas maneiras: 2d <R_ ou 2R, <L ,onded

é a menor distancia entre o soluto e a parede da caixa e L € o0 menor comprimento de

uma caixa retangular. Na figura 2.6 tem-se uma representacdo em duas dimensdes.
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Figura 2.6: Raio de corte num sistema quadrado bidimensional, onde j é um atomo, j’,
sua imagem e i € 0 atomo a partir do qual se tracou o raio. O &tomo i como se observa
ndo interage com j e com j'no mesmo instante considerando o raio.

2.4- Analises das trajetorias

Nesta secdo apresentam-se 0s tipos de analises feitas a partir das coordenadas

dos atomos que constituem as particulas do sistema e suas velocidades ao longo do
tempo. Com estes dados, é possivel obter os valores das energias, a temperatura, a

pressdo, a forga e outras propriedades fisicas macroscopicas do sistema.

2.4.1- Desvio da raiz media quadratica (RMSD)

No decorrer da Dinamica Molecular o peptideo assume varias conformacoes.

Para avaliar as variacdes dessas conformacdes ao longo da dindmica, calcula-se o
desvio médio quadratico (RMSD) da conformacéo instantdnea em relacdo a uma
conformacéo de referéncia. O RMSD é o valor médio da soma dos desvios ao quadrado
de um conjunto de atomos que definem a conformacdo, por exemplo, os atomos da
cadeia principal, em relacdo aos mesmos atomos da conformacéo de referéncia, e é dado

pela expressdo:

T [2.24]
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2.4.2 Ligac0es pelo Hidrogénio

As ligagbes pelo hidrogénio sdo de origem eletrostatica, orientadas,

intermoleculares e intramoleculares. Essas ligacbes ocorrem entre um atomo

eletronegativo (O, N, F, Cl) chamado de aceitador (A), e outro &omo eletronegativo

ligado covalentemente ao hidrogénio chamado de doador (D). O atomo eletronegativo
ligado ao hidrogénio (H) forma um dipolo elétrico.

Existem vérias formas de verificar a existéncia de uma ligacao pelo hidrogénio,

a usada neste trabalho ¢ baseada no angulo o, a < 30° entre o aceitador (A) e 0

hidrogénio (H) do doador, e na distancia r, r < 0,35 nm, entre o doador (D) e o aceitador

(A) (figura 2.7).

Figura 2.7: Ligacdo pelo hidrogénio. Onde r ¢ a distancia entre o AeoDeaé o
angulo entreoH,oDeo A.

2.4.3- Funcéo de Distribuicdo Radial de Pares

A funcéo de distribuicdo radial de pares ou funcao de correlacdo de pares gas(r)

(Allen et al Tildesley, 1987) fornece a distribuicdo de &tomos do tipo B em torno de um
dado atomo do tipo A. Essa distribuicdo de atomos do tipo B esta contida numa esfera
de raio r que varia de r = 0, até r = rmax, que equivale a metade do comprimento da caixa

onde se encontra o sistema (equacéo 2.25).

~ (Pe(n) 1 & <& O (r —
Y ()_ <'OB>|ocaI B <pB>IocaI N_AEJEZB [225]

onde <,oB(r)> é a densidade de atomos do tipo B ao redor de atomos do tipo A na

distancia “r” <pB>|0ca| é a densidade média da distribuicdo de &tomos do tipo B em torno

dos atomos do tipo A considerando todas as esferas.
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Para se obter o nimero de 4tomos do tipo B em torno do a&omo A, nag, contidos
numa esfera de raio R centrada em A integra-se a fungéo gag(r) (“Running Integration
Number” - RIN) (equagdo 2.26).

R
Ny = 47z<,oB>|0Cal jg e (F)r2dr [2.26]
0

2.4.4 Estruturas Secundarias

H& vaérias estruturas secundarias: a-hélice, aleatéria, volta, folha B; e todas

podem ser classificadas de acordo com dois parametros: os tipos de ligagcdes pelo

hidrogénio entre os atomos de nitrogénio (N) e a&tomos de oxigénio (O) dos residuos de

aminodacidos da cadeia principal do peptideo, e os valores dos angulos ® ¢ ¥ dos
diedrais, (figura 2.8).

Figura 2.8: Angulos ® ¢ ¥ da ligagdo peptidica de dois residuos de aminoacidos
consecutivos.

Em uma o-hélice ideal normalmente as ligacGes pelo hidrogénio ocorrem entre
os residuos n e n+4, e os angulos ® e¢ ¥ assumem os valores -57° e -47°
respectivamente.

Durante a Dindmica Molecular as conformac@es assumidas pelo peptideo foram
classificadas de acordo com os parametros descritos anteriormente pelo programa DSSP
(“Database of Structure in Proteins” — Kabsch et al, 1983) implementado no
GROMACS. No grafico de estruturas secundarias fornecido pelo DSSP cada estrutura
secundaria é denotada por uma cor, e essas estruturas sdo fornecidas para os residuos do

peptideo ao longo do tempo de simulagéo.

20



2.4.5- Flutuacdo Média ou Desvio Padrao (RMSF)

O RMSF mostra quanto um determinado aminoéacido flutua em relagdo a sua
conformacdo média num determinado intervalo da dindmica. D4, portanto, uma idéia da
estabilidade do aminoécido na conformacdo no periodo observado. Ele é obtido da

média temporal da soma dos desvios quadraticos dos &tomos do aminoécido
relativamente a conformacéo meédia.

21



Capitulo 3 — Estabilidade de Micelas de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
prée-formadas em Solucdo Aquosa como Funcgdo da Temperatura

3.1- Introducéo

O dodecil sulfato de sodio (SDS) é um composto quimico usado como
tensoativo nos produtos de limpeza domésticos. Por apresentar caracteristicas polar e
apolar simultaneamente eles podem formar aglomerados globulares denominados de
micelas em concentragcdes acima da concentracdo micelar critica (cmc), cerca de 8 mM
(Chatterjee et al., 2001, Joshi et al., 2005 e Romani et al., 2009) com condigcOes
apropriadas de temperatura, pH e forca idnica (Mazer et al., 1976 e Vautier-Giongo et
al, 2003). Resultados experimentais indicam que para concentragdes proximas a cmc, 0
numero de moléculas do surfactante aglomeradas formando micelas varia entre 57 e 77
(Jusufi et al., 2008, Quina et al., 1995 e Zana, 2005) e a sua forma é aproximadamente
esférica. Com o aumento da concentracdo de surfactantes as micelas formadas tendem a
fugir da forma esférica (Bales et al., 1998, Bockstahl et al., 2000 e Gao et al., 2005).

Como a cabeca polar do SDS tem uma carga negativa, micelas de SDS séo
usadas para mimetizar o ambiente membranar de procariontes, enquanto micelas de
dodecil fosfocolina (DPC), que € zwiteridnico, sdo usadas para mimetizar membranas
de células eucariontes.

Com relacdo ao estudo de micelas nas duas Gltimas décadas, duas correntes de
investigacdo vém sendo desenvolvidas usando simulacdo por dindmica molecular: (1)
estudo da estabilidade e propriedades de aglomerados pré-formados (Bruce et al., 2002,
MacKerell, 1995, Rakitin et al, 2004, Tieleman et al., 2000 e Wymore et al., 1999) e (2)
a automontagem de aglomerados a partir de distribuicdo aleatéria das moléculas do
surfactante (Marrink et al., 2000 e Sammalkorpi et al., 2007).

Bruce e colaboradores (Bruce et al., 2002) e MacKerell (MacKerell, 1995)
estudaram a estabilidade de micelas de SDS pré-formadas, usando como parametros de
estudo a excentricidade, o raio micelar, a area acessivel ao solvente e a solvatacdo,
enquanto Rakitin e Pack (Rakitin et al, 2004) estudaram também os efeitos de trocas de
contra-ions (Li*, Na* e NH,") sobre a estrutura micelar. Nos trés trabalhos as micelas
foram pré-formadas com 60 surfactantes posicionando-se os carbonos 12, C12, nos
vértices de uma buckyball. As simulagdes foram feitas na temperatura ambiente, com o
campo de forcas CHARMMZ22 (Brooks et al., 1983), no trabalho de MacKerell
(MacKerell, 1995) e o AMBERG6 (Weiner et al., 1986) nos outros dois, com
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modificacOes diversas em cada um. As analises foram feitas com os 5000, 100 e 2000
ps finais de simulacdo, respectivamente.

Yoshii e colaboradores (Yoshii et al; 2006) usaram o método de integracdo
termodindmica combinado com dindmica molecular para estudar a energia livre de
formacdo e a estrutura de micelas de SDS em funcdo da distribuicdo de tamanhos das
micelas (15 micelas de tamanhos diferentes). Em especial mostraram que a estabilidade
da micela aumenta em funcéo da diminuicdo da superficie acessivel ao solvente e que o
maximo de estabilidade ocorre para o nimero de surfactantes, N, igual a 57. Tieleman e
colaboradores (Tieleman et al., 2000) usaram simula¢do por dinamica molecular para
analisar a forma e estabilidade de micelas de DPC compostas de N = 40, 54 e 65
mondmeros. Analisando as razfes entre as componentes dos momentos de inércia eles
mostraram que a micela com N = 40 era a menos esferica.

Nos ultimos anos tém-se estudado a cinética de formacdo de micelas de DPC
(Marrink et al., 2000) e SDS (Sammalkorpi et al., 2007). Nestes estudos parte-se de uma
distribuicdo uniforme de surfactantes na caixa de simulagdo, com uma distribuicdo
aleatoria de orientacbes. Sammalkorpi e colaboradores (Sammalkorpi et al., 2007)
usaram 200 mondmeros de SDS, 7902 moléculas de agua em uma caixa cubica. Oito
simulacdes, com duracdo de 200 ns, com temperaturas diferindo por 10 K foram
realizadas no intervalo de temperatura de 253 a 323 K. Os resultados obtidos mostram
que no intervalo de 253 a 273K as estruturas sdo predominantemente cristais, entre
283K e 293K coexistiam estruturas na forma de cristais e de micelas e somente em
323K havia somente estruturas micelares. Estes resultados comprovam qualitativamente
dados experimentais que indicam que ha uma temperatura de Krafft (Shinoda, 1980,
Rico et al., 1986 e Vautier-Giongo et al, 2003), no intervalo de 281 a 289 K, onde 0s

trés tipos estruturais — mondmeros isolados, estruturas cristalinas e micelas — coexistem.
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3.2-Objetivos

Considerando que os dados existentes com micelas pré-formadas sdo de dinamicas
relativamente curtas e que as variagdes de temperatura sdo muito pequenas, o0 objetivo
neste capitulo é estudar a estabilidade de micelas pré-formadas em funcdo da
temperatura usando simulag¢des por dinamica molecular de longa duragéo e comparar 0s

dados obtidos com resultados experimentais e de outras simulagdes.

3.3-Métodos

Inicialmente uma caixa cubica com aproximadamente 6 nm de aresta, contendo
65 ions de sédio, 6188 moléculas de agua e uma micela com 65 moléculas de DS (para
numeracdo dos atomos veja figura 3.1) foi construida. A micela foi obtida de uma
micela de DPC com 65 mondmeros (Tieleman et al., 2000) alterando a cabeca polar
pela troca do atomo de fosforo pelo 4&tomo de enxofre e eliminando o grupo colina.

Figura 3.1: Estrutura do DS (Dodecil Sulfato)

As simulacGes foram processadas em onze temperaturas diferentes: 278, 283,
287, 290, 293, 300, 307, 313, 316, 320 e 325 K usando o pacote computacional
GROMACS 4.0 (Berendsen et al., 1995 e Hess et al., 2008) e o campo de forgas
GROMOS 87 (van Gunsteren et al, 1987) com modificacGes propostas por
(Sammalkorpi et al., 2007).

As caixas de simulacdo foram acopladas a banhos termostéaticos e de presséo de
Berendsen (Berendsen et al., 1984), utilizando como temperaturas de referéncia as
temperaturas acima e com acoplamento a cada 0.1 ps, para a temperatura, e 1.0 atm de
pressdo de referéncia, com acoplamento a cada 1.0 ps e compressibilidade igual a 5 x
10™ bar™ para a pressdo. Cada componente do sistema: micela, fons e solvente foi
controlada separadamente.

O algoritmo SETTLE (Miyamoto et al., 1992) foi usado para garantir a
geometria da agua no modelo SPC (Berendesen et al.,1981), e o LINCS (Hess, 2008)
foi usado para manter os comprimentos de ligagcbes proximos dos comprimentos de

equilibrio. As interacBes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pelo PME
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(Darden et al., 1993). O passo de integracdo usado nas simulacdes foi de 2 fs sendo a
lista de vizinhos atualizada a cada 10 passos.

A minimizacdo de energia foi realizada usando o algoritmo Steepest Descent
com o critério de convergéncia de 10 kJ/mol, ou 30000 passos de integracio.

Uma dindmica com restri¢do de posicdo da micela de 1 ns foi realizada em todas
as simulacfes fixando a posicdo da micela com um potencial elastico e deixando as
moléculas do solvente relaxarem em torno dela.

As analises foram feitas com o tempo total das simulacgdes, 100 ns.

3.4-Resultados e Discussdes

Primeiramente verificou-se se as simulacdes estavam equilibradas atraves dos
gréficos da energia potencial total em funcdo do tempo de simulagdo para todas as
temperaturas simuladas. Em todos os gréaficos foi feito o ajuste linear (figura 3.2) cujo
coeficiente angular mostra o quanto a energia desvia de um valor de equilibrio. A
simulacdo perfeitamente equilibrada deve apresentar um coeficiente angular igual a
zero. Na figura 3.2 esta a situacdo tipica de uma das simulac6es na temperatura T = 320
K e na tabela ao lado os valores das energias e os valores do coeficiente angular do
ajuste linear “b”. Os valores absolutos obtidos para “b” nas onze temperaturas
simuladas podem ser considerados baixos e todos os sistemas equilibrados em cada uma
das temperaturas consideradas, o que implica que as médias das grandezas fisicas para

caracterizar o sistema podem ser obtidas destas simulagdes.
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Figura 3.2: Gréafico da energia potencial total do sistema em fungcdo do tempo de
simulacdo para a temperatura de 320K. Ao lado esta a tabela com os valores medios das
energias e respectivos coeficientes angulares do ajuste linear das curvas para cada
temperatura simulada.

A analise das caracteristicas estruturais da micela foi realizada considerando a
excentricidade, o raio, a area acessivel ao solvente, a funcdo de distribuicdo radial de
pares para grupos e ions e o tamanho (nimero de moléculas do surfactante) dos
“clusters” formados. A ultima analise foi realizada para testar 0S critérios propostos por
Sammalkorpi e colaboradores (Sammalkorpi et al., 2007) para simulagcbes com
automontagem das micelas porque para as temperaturas mais elevadas a variacdo na
excentricidade fugia do padréo de acréscimo com a temperatura.

Para a defini¢do de “cluster” (ou aglomerado) usou-se 0S Critérios propostos no
trabalho de Sammalkorpi e colaboradores baseados nas distancias entre: (1) os atomos
de carbonos 12 de cada surfactante, C12, (2) os atomos de carbonos 5, C5 e (3) entre 0s
centros de massa dos surfactantes (para numeracao e visualizacdo relativa das posicoes
dos atomos numa molécula do surfactante, veja a figura 3.1). O critério para uma
molécula de DS pertencer a um “cluster” ¢ qualquer destas distancias, calculadas com
relagéo a alguma outra molécula que pertenga ao “cluster”, ser menor do que 0.45 nm,
ou duas delas serem simultaneamente menores do que 0.5 nm, ou se as trés forem

simultaneamente menores do que 0.6 nm. Estes critérios revelaram-se excessivamente
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restritivos, fornecendo um niimero de moléculas de surfactante no “cluster” que tinha
pouca correlacdo com a visualizagdo da trajetoria da dindmica. Por esse motivo e por
outros que serdo discutidos no capitulo seguinte, optamos por usar as distancias de 0.55
nm e de 0.60 nm para os dois primeiros critérios, e ndo usarmos uma terceira distancia.
Todas as anélises do aglomerado maior (micela) dadas a seguir foram feitas com estas
distancias.

Na figura 3.3 estdo apresentados os valores médios obtidos para o nimero de
mondmeros de SDS do maior “cluster”, considerado como sendo a micela e o nimero
de “cluster” (por definicdo um “cluster” tem mais do que uma molécula de SDS) como
funcdo da temperatura. As barras de erro fornecem uma idéia dos desvios padrdo de

cada uma destas grandezas.

a) 70 b) 8
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Figura 3.3: a) Numero médio de mondmeros, SDS, na micela com seus desvios padréo
e b) nimero médio de “clusters” com seus desvios padrdo como fun¢do da temperatura.

Da figura 3.3(a) verifica-se que o nimero de monémeros de SDS pertencente a
micela permanece, em média, constante e que as flutuacdes observadas nas diversas
temperaturas sdo devidas aos critérios utilizados na classificacdo dos “clusters” ja que
apo6s a minimizagdo de energia a micela ndo era formada por 65 monémeros de DS na
maioria das simulagdes. Obviamente se aumentarmos as distancias envolvidas na

definicdo do “cluster” esse nimero tende a crescer para o nimero total de moléculas do
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surfactante. Com excegdo das temperaturas acima de 316 K em que algumas moléculas
de SDS se destacam temporariamente do “cluster” mas lhe permanecem vizinhas, ou
seja, a variagdo no numero de moléculas pertencentes ao cluster ¢ uma flutuacéo devido
aos critérios utilizados. Para as temperaturas mais altas, no entanto, as simulacGes
mostram que ao menos uma molécula de SDS se afasta de fato do cluster e ndo mais
retorna para ele.

Os resultados apresentados na figura 3.3(a) mostram uma ténue tendéncia de
diminui¢do no nimero de moléculas de SDS na micela com o aumento da temperatura,
comportamento também reportado por Croonen e colaboradores (Croonen et al., 1983)
utilizando experimentos de fluorescéncia.

A forma da micela pode ser analisada pela sua esfericidade. Para isso calcula-se
a excentricidade da micela, definida pela expressédo (Salaniwal et al., 2001):

e=1—mn [3.1]

avi

onde e é a excentricidade, Inin € 0 momento de inércia de menor magnitude entre os
momentos de inércia ao longo dos eixos X, Y, Z e laqé a média dos trés momentos de
inércia. Quanto mais préximo de zero for o valor de e mais esférica serd a micela. Os
valores obtidos para a excentricidade da micela como funcdo da temperatura estdo
dispostos na Figura 3.4. No intervalo de temperaturas analisado ndo ha variacédo
significativa na esfericidade da micela, o valor médio da excentricidade para cada
temperatura estd em torno de 0.06, indicando micelas razoavelmente esféricas. Esse
valor € coerente com resultados obtidos em outras simulacdes de micelas pré-formadas
(Bruce et al., 2002, MacKerell, 1995 e Rakitin et al, 2004): 0.05, 0.02 e 0.09. A barra de

erro encontrada compreende esse intervalo da literatura.
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Figura 3.4: Valor médio da excentricidade para a micela com o respectivo desvio
padrdo como funcéo da temperatura.

A dimensdo geométrica da micela foi estudada por meio do raio micelar, obtido
de duas formas: (1) através da relacdo entre o raio de uma esfera solida de densidade

uniforme e o raio de giro médio, segundo (Bogusz et al., 2000)

5
R =@Rg, [3.2]

onde R é o raio micelar e Ry é o raio de giro médio, e (2) através da distancia média
entre o centro de massa da micela e os atomos de enxofre da cabeca polar, R_ = Estes
resultados estdo dispostos na Figura 3.5. Eles mostram que ha um aumento gradual no
valor dos raios micelares em funcdo da temperatura. O comportamento obtido era
esperado, pois quanto mais alta a temperatura maiores sdo as oscilagdes nos sistemas

devido a agitacdo térmicas conseqlientemente maiores serdo os valores obtidos para 0s

raios micelares independentemente da forma como séo obtidos.
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Figura 3.5: Raios micelares médios Rse Rsayvg cOm desvios padrdo em funcéo das
temperaturas.

Os valores obtidos para o raio micelar, Rs, sdo comparaveis aqueles obtidos nas
simulagdes por dindmica molecular de Bruce e colaboradores (Bruce et al., 2002) e
MacKerell (MacKerell, 1995) (2.090 e 2.068 nm respectivamente, a 298K) e ao valor
experimental de 2.020 nm (Jusufi et al., 2008) . Os valores de Rsayg, para 0s monémeros
de SDS contidos no maior “cluster”, sdo comparaveis ao valor obtido
experimentalmente de 1.89 nm a 298K para os mondémeros de LDS (Bendedouch et
al.,1983) e aos valores obtidos de simulac6es por dindmica molecular (Gao et al., 2005
e Shang et al., 2008); de 1.88 nm a 298K e 1.90 nm a 300K, respectivamente.

Outro dado relevante para a analise da micela é a sua solvatacdo, que esta
relacionada a area acessivel ao solvente. Usando o algoritmo proposto no trabalho de
Lee & Richards (Lee et al, 1971) obteve-se o0s valores da area acessivel mostrados na

figura 3.6.
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Figura 3.6: Area acessivel ao solvente total com desvios padrdo em funcdo da
temperatura.

Da figura 3.6 observa-se um crescimento no valor da area acessivel ao solvente
em funcdo da temperatura. No trabalho de Bruce e colaboradores (Bruce et al., 2002) a
4rea total obtida para uma micela com 60 mondmeros de DS foi 105.48 nm?® e no
trabalho de Shang e colaboradores (Shang et al., 2008) para a mesma configuracao
micelar foi 104.69 nm?, valores comparéveis aos obtidos nesse trabalho.

Um pequeno crescimento na area acessivel ao solvente com o aumento da
temperatura é esperado, pois com 0 aumento da agitacdo térmica, tanto as cabecas
polares quanto as caudas hidrofébicas tendem a se afastar umas das outras.

As micelas desse tipo sdo compactas. 1sso pode ser visualizado pelo nimero
médio de moléculas de agua na vizinhanca de cada carbono da cadeia acilica das
moléculas de SDS, denominado nimero de coordenacdo. Tomando como vizinhanca de
cada carbono uma esfera de raio 0,35 nm, obtém-se os dados mostrados na Figura 3.7a
para 0 conjunto de temperaturas estudado. Vé-se que had um decréscimo rapido no
namero de coordenacdo do C1 ao C3 e um aumento no nimero de coordenagdo no
grupo metil C12, consistente com o dobramento de algumas caudas acilicas deixando o
C12 mais exposto as moléculas de dgua que seus vizinhos imediatos. Os resultados de
todas as simulagdes mostram o mesmo comportamento e sdo equivalentes as curvas
obtidas nos trabalhos (MacKerell, 1995 e Rakitin et al, 2004 e Shang et al., 2008).
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Figura 3.7: a) NUmero de coordenacéo de cada atomo de carbono da cadeia alifatica do
DS em relagdo aos atomos de oxigénio das moléculas de agua (OW) numa distancia de
0.35 nm; b) Funcéo de distribuicdo radial de pares g(r) dos ions de sodio (Na*) ao redor
dos atomos de enxofre (S) das cabecas polares do SDS.

Outro dado interessante para a analise do sistema € a distribuicdo dos contra-ions
sodio ao redor das cabecas polares, uma vez que eles tém a importante fungéo de blindar
a repulsdo eletrostatica entre os grupos sulfatos existentes. Isso pode ser obtido da
funcéo de distribuicdo radial de pares de ions sodio em relacdo ao centro de massa do
grupo sulfato (SO,), que, na préatica, pode ser tomado como o atomo de enxofre. Na
Figura 3.7 (b) estd mostrada a funcdo de distribuicdo para o par S — Na*. Nela r varia
entre 0 e 0.9 nm por ser esse o intervalo em que a funcdo difere significativamente da
unidade, mas a distribuicdo vai até r igual a 3 nm.

As posicdes do primeiro e segundo picos de solvatacdo obtidos reproduzem os
valores encontrados nos trabalhos de Bruce et al.,, 2002, Rakitin et al, 2004 e
Sammalkorpi et al., 2007, mas ndo apresentam as mesmas intensidades. Os dados da
Figura 3.7(b) reproduzem os dados de Sammalkorpi e colaboradores embora esses
autores tenham trabalhado com procedimentos diferentes, um de micela pré-montada
(Bruce e Rakitin et al) e os outros obtendo a micela num processo de automontagem
(Sammalkorpi e colaboradores). Essa diferenca de procedimento é a Unica diferenca
existente entre o nosso trabalho e o de Sammalkorpi e colaboradores, uma vez que os

campos de forca e o modelo de &gua utilizado sdo essencialmente os mesmos. Em
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ambos os resultados a quantidade de ions sddio na primeira camada de solvatacdo é
significativamente menor do que aquele da segunda camada. Estes resultados diferem
dos resultados apresentados por Bruce e colaboradores e por Rakitin & Pack, para os
quais parte significativa (~ 25 % ou mais) da blindagem da repulsdo entre as cargas dos
grupos sulfato se da pelos ions sédio na primeira camada de solvatacdo. Sammalkorpi e
colaboradores atribuem essa diferenca a diferengas nos procedimentos de simulagéo,
leia-se campos de forca ou modelos para as moléculas de 4gua, ao tempo de simulagéo e
a diferenca nos tamanhos e procedimentos de obtencdo das micelas pré-montadas contra
automontadas. Esse Ultimo fator desaparece quando comparamos COM 0S NOSSOS
resultados. Por outro lado, Patra e Karttunen (Patra et al, 2004) realizaram varias
simulagbes por dindmica molecular de cloreto de s6dio em meio aquoso usando
diferentes campos de forca e diferentes modelos de agua. Como resultado eles
observaram que a posi¢cdo do primeiro pico de solvatacdo do sodio em relagdo ao cloro
depende tanto do modelo de &gua como do campo de forga utilizado. Como ndo
existem evidéncias experimentais diretas dessas distancias € preciso cuidado com as
conclusdes a serem tomadas. Sammalkorpi e colaboradores acrescentam que 70 % dos
contra-ions estdo contidos na primeira e segunda camada de solvatacdo, e nossos
resultados confirmam esse dado, em concordancia com o parametro § = 0.72 que mede
a quantidade de contra-ions ligados a micela a partir de dados de condutividade (Shanks
et al, 1992) e de dados de dissociacdo de contraions a, que varia entre 0,26 + 0,02 até
0,36 + 0.02, dependendo do método utilizado (Vautier-Giongo e Bales, 2003, Bales,
2001 e Aswal e Goyal, 2003).

No trabalho de Patra & Karttunen citado acima, os autores concluem que os
efeitos fisicos governados por hidratacdo sdo bem descritos pelos campos de forca
existentes na literatura e também pelos modelos de agua, pois o primeiro pico da funcao
de distribuicdo radial de pares de ions sodio e cloro com o oxigénio das moléculas de
agua ocorre, aproximadamente, na mesma distancia para todos os campos de forca e
modelos de agua testados. Para 0 nosso trabalho os pares de interesse séo os ions sédio
e 0 grupo sulfato (4tomo de enxofre) com as moléculas de agua (oxigénio), Na* - OW e
S - OW, respectivamente. A funcdo distribuicdo radial de pares para esses pares esta
mostrada na figura 3.8, para valores de r diferentes da unidade, pois r varia de 0 a 3 nm.
A posicdo do primeiro pico das fun¢des para o ion sodio e grupo sulfato com a agua sdo
tipicas e estdo de acordo com resultados obtidos em outras simula¢Ges. (Mackerell,
1995, Bruce et al. 2002, Gao et al. 2005, Sammalkorpi et al., 2007, Shang et al., 2008).
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As intensidades, contudo, variam entre os dierentes trabalhos e refletem os campos de
forca ou procedimentos utilizados.
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Figura 3.8: Funcgéo de distribuicdo radial de pares g (r): a) entre os atomos de enxofre
(S) e o grupo OH" das moléculas de agua, b) entre os ions de sddio (Na) e o0 grupo OH"
das moléculas de agua.

3.5 - Conclusdes
Os resultados obtidos conduzem a duas conclusées principais: (1) o protocolo
proposto, campo de forcas, modelo de molécula de agua e tratamento das interacdes de
longo alcance, permitem reproduzir as principais caracteristicas da micela em solucéo
aquosa e sdo coerentes em sua maior parte com dados de outras simulacdes e
qualitativamente com dados experimentais. Além disso, os resultados mostram que o
conjunto de parametros do campo de forca, otimizados para a simulagcdo na temperatura
ambiente, sdo robustos e ndo produzem diferencas significativas no intervalo de
temperatura estudado, mantendo-se a micela aproximadamente esférica e com
caracteristicas fisicas essencialmente iguais aquela da temperatura ambiente. Ndo nos
surpreende a insensibilidade do sistema estudado ao intervalo de temperatura contendo
a temperatura de Krafft, pois a estrutura inicial da micela é de um aglomerado esférico.
Os resultados de Sammalkorpi e colaboradores, cujo protocolo de simulacdo é
essencialmente igual ao deste trabalho, mas simula um processo de automontagem,
reproduzem ao menos qualitativamente, as observacGes experimentais com relacdo a
essa temperatura.
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Capitulo 4 — Analise Conformacional do peptideo Polybia MP-1 na
Presenca de uma Micela de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) em Solucéo
Aquosa

4.1- Objetivos

Neste capitulo seré discutida a interacdo do peptideo Polybia MP-1 com a micela

de SDS em solucdo aquosa. O objetivo é verificar as consequiéncias dessa interacdo
sobre as estruturas do peptideo, da micela e a forma como o peptideo se insere na
micela. Essa discussdo serd feita a partir de duas situacdes experimentais (simulacgdes):
uma na qual o peptideo € colocado nas vizinhangas de uma micela pré-formada,
aproximadamente esférica, (simulacdo 1) e outra na qual o peptideo é colocado no
centro de uma caixa contendo moléculas de SDS aleatoriamente distribuidas, ou seja, a

micela se forma na presenca do peptideo num processo de automontagem (simulacéo 2).

4.2- Métodos

A estrutura secundaria helicoidal do peptideo Polybia MP-I (a estrutura priméria

estd no esquema 4.1) foi gerada como proposto no trabalho de Broggio Costa (Broggio
Costa, 2006).

MP-1  lle-Asp-Trp-Lys-Lys-Leu-Leu-Asp-Ala-Ala-Lys-Gln-lle-Leu-NH,

Esquema 4.1: Seqiiéncia primaria do mastoparano MP-I. Em azul, sdo representados os
residuos carregados positivamente. Em vermelho, o0s residuos carregados
negativamente. Em preto, os residuos hidrofobicos. Em verde, os residuos polares.

Como comentado acima a insercdo do peptideo na micela de SDS foi estudada
por meio de duas simulagfes distintas; na primeira o peptideo foi colocado préximo de
uma micela pré-formada (simulacdo 1) e na segunda o peptideo foi colocado no centro
de uma caixa de simulacdo contendo mondmeros de SDS distribuidos aleatoriamente
(simulacdo 2). Na simulacdo 1 uma caixa de simulacdo cubica de aproximadamente 6
nm de aresta contendo o peptideo, dois a&tomos de cloro para neutralizar a carga do
peptideo, 65 moléculas do surfactante — dodecil sulfato, 65 contra-ions Na*™ e 8080
moléculas de agua. Na simulagcdo 2 uma caixa retangular de arestas 8, 8 e 7 nm,
aproximadamente, nos eixos X, y e z respectivamente contendo o peptideo, dois &tomos

de cloro, 144 moléculas de surfactante DS e 144 contra-ions de sodio dispostos
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aleatoriamente ao longo da caixa e 12399 moléculas de &gua. Na figura 4.1 mostramos
as configuragdes iniciais das simulacgdes, das quais as moléculas de &gua e os ions foram
omitidos para facilitar a visualizagdo. Denominaremos de simulagdo 3 a simulagdo da
solucdo aquosa com a micela sem o peptideo, dados relatados no capitulo anterior. Eles

serdo utilizados para comparacdes quando conveniente.

Figura 4.1: Configuracdo inicial dos monémeros de SDS e do peptideo. Em (1),
simulacdo 1; em (2), simulacdo 2 e em (3) simulacdo 3. Em azul e rosa, residuos
hidrofobicos e hidrofilicos, respectivamente, do peptideo e em verde, cadeias alifaticas
dos mondmeros de SDS. Da cabeca polar dos monémeros de SDS destacam-se em
vermelho, os atomos de oxigénio e em amarelo, 0s &tomos de enxofre.

Para as duas simulacdes realizou-se uma minimizacdo de energia com o auxilio
do algoritmo Steepest Descent com o critério de convergéncia de 30000 passos de
integracdo ou a energia entre dois passos igual a 10% kJ/mol para evitar possiveis
conflitos estéricos introduzidos no processo de construcao das caixas de simulacdo. Em
seguida, fez-se uma dindmica de restri¢do de posi¢do de 1 ns, mantendo o peptideo e as
moléculas de DS fixas nas suas posicGes na caixa de simulacdo por meio de um
potencial quadratico com constante elastica de 1000 kJ/mol, para permitir a
reorganizacdo do solvente e contra-ions. Por Gltimo, realizaram-se as simulacdes com o
sistema sem qualquer tipo de vinculo. A duracdo da simulagdo 1 foi de 100 ns e para a
simulacdo 2 de 200 ns.

Banhos de Berendsen (Berendsen et al., 1984) independentes foram utilizados
para o controle da temperatura do peptideo, dos surfactantes e do solvente - moléculas

de 4gua e ions - em 300K, com constante de acoplamento de 0.1 ps, e para o controle da
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pressdo em 1 atm, com constante de acoplamento de 1 ps e compressibilidade igual a
5x 10 bar™.

As simulacGes foram realizadas utilizando o pacote computacional GROMACS
4.0 e o campo de forcas GROMOS 87 (van Gunsteren et al, 1987) com modificacdes
propostas por Sammalkorpi e colaboradores para as moléculas de SDS (Sammalkorpi et
al., 2007) e sem modificacGes para os residuos do peptideo. O modelo de molécula de
agua utilizado nas simulagdes foi o SPC (Simple Point Charge - Berendsen et al.,1981),
sendo a geometria dessas moléculas mantida pelo algoritmo SETTLE (Miyamoto et al.,
1992).

O algoritmo LINCS (Hess, 2008) foi usado para manter os comprimentos de
ligacdo proximos dos valores de equilibrio. As interagdes eletrostaticas de longo alcance
foram tratadas pelo PME (Particle Mesh Ewald - Darden et al., 1993), sendo o raio de
Coulomb e o raio de Van der Walls iguais a 1 nm. A lista de vizinhos foi atualizada a
cada 10 passos e 0 passo de integracéo utilizado foi de 2 fs.

4.3- Resultados e Discussoes
4.3.1- Analise dos Aglomerados Micelares

4.3.1.1- Analise de Energias

Na Figura 4.2 estdo apresentadas as evolugdes temporais das energias potencial
total do sistema (a) e dos termos de longo alcance (Coulomb e Lennard-Jones) entre as
moléculas do surfactante e entre estas e o solvente (b), destacando que o termo solvente
designa nas simulac6es as moléculas de 4gua e os contra-ions de sddio. A terceira curva
dessa figura refere-se a soma dos dois termos citados.

Da figura 4.2(a) notamos que a energia potencial total apresenta um
comportamento tipico de uma dindmica de equilibrio, ou seja, a energia flutua em torno
de um valor médio. O ajuste linear dessa curva (em destaque na figura) mostra que o
coeficiente angular da reta é da ordem 10™ kJ/(mol.ps) para uma energia da ordem de -
4.0x10° kd/mol. As flutuacBes de energia apresentam um desvio quadratico médio em
torno de 450 kJ/mol, que pode ser considerado razoavel para um sistema desse tamanho.
O mesmo comportamento pode ser observado para as curvas de energias da figura 4.2
(b). E interessante destacar que as energias envolvidas na interagdo do surfactante (com
ele proprio e com o solvente) tém valor uma ordem de grandeza menor do que a energia

potencial total, embora as flutuagcbes dessas energias sejam da mesma ordem de
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grandeza. Essa dindmica em equilibrio desde o inicio poderia ser esperada uma vez que

se partiu de uma micela de SDS previamente equilibrada.

Figura 4.2: Evolucdo temporal de termos de energia para a simulacdo 1: a) energia
potencial total incluindo tabela com resultados obtidos da analise linear, onde “b” ¢ o
coeficiente angular da reta; b) energia de longo alcance (Coulomb mais Lennard-Jones)
entre moléculas do surfactante, em vermelho, entre estas e as moléculas do solvente, em
preto, e a soma destes dois termos, em azul.

Para a simulacdo 2, ou seja, 0 processo de automontagem, o esperado € que as
energias potenciais apresentem um comportamento diferente daquele obtido e discutido
acima (simulagéo 1), ao menos no periodo inicial da simulagéo.

De fato, da figura 4.3 (a) pode-se visualizar que do inicio da simulacdo e até,
cerca de, 50 ns ha uma queda pronunciada no valor da energia potencial total. No
intervalo aproximado de 50 ns até 120 ns a energia sofre um pequeno acréscimo,
estabilizando-se em torno de um valor médio até o final da simulacédo (120 — 200 ns). O
ajuste linear para o intervalo final mostra um valor médio de aproximadamente -6,5x10°
kJ/mol com um coeficiente angular de 1,0x10? kJ/(mol.ps). Isso indica que nesse
intervalo a dindmica pode ser considerada equilibrada. Por essa razdo os valores médios
de qualquer grandeza referente a simulacdo 2 tém como base esse intervalo.

Na Figura 4.3 (b) estdo mostradas as curvas da evolucdo temporal das energias
de longo alcance (Coulomb mais Lennard-Jones) para as interacfes entre: moléculas do
surfactante com as moléculas do solvente (SOLV-SDS), entre as moléculas do

surfactante (SDS — SDS) e a soma destas duas contribuicGes. Estes dados sugerem que o
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equilibrio ocorreria de forma muito mais rapida, diferentemente do que obtemos da
analise da energia total (Figura 4.3(a)). Por essa razdo € interessante detalharmos esses
dados. Na Figura 4.4 estdo graficadas as energias das interacGes eletrostaticas (CL) e de
Lennard-Jones (LJ) entre as moléculas do surfactante, SDS-SDS (Figura 4.4 (a) e (b)),
respectivamente e entre estas e o solvente, SOLV-SDS (Figura 4.4 (c) e (d)). Da Figura
4.4 (b) fica evidente que a formagdo inicial de um conjunto de aglomerados ocorre nos
primeiros nano segundos de simulacdo e é controlada pelas interacdes de Lennard-Jones
entre as moléculas do surfactante, num processo descrito por outros autores como um
colapso hidrofébico. O crescimento desse termo de energia, entre 50 e 120 ns
corresponde como veremos na se¢do de analise estrutural dos aglomerados, a juncéo de
dois ou mais aglomerados num aglomerado maior. A contribuicdo eletrostatica SDS-
SDS (Figura 4.4 (a)), como esperado, torna-se mais repulsiva até cerca de 50 ns, pois 0s
surfactantes sdo aproximados para formar os aglomerados no processo hidrofébico e
permanecem oscilando em torno de um valor médio até o final do tempo de simulagé&o.
A energia eletrostatica entre as moléculas dos surfactantes e o solvente, Figura 4.4(c),
por outro lado, decresce, devido a redistribui¢do dos contra-ions de sodio presentes no
termo SOLV, no intervalo de 0 a ~ 120 ns, e, depois dele, se mantém oscilando em
torno de um valor médio praticamente constante.

As energias das interacdes do tipo Lennard-Jones para estas moléculas
inicialmente (até cerca de 50 ns) crescem numa taxa alta e, para tempos maiores, huma
taxa muito pequena, que parece compensar em parte o decréscimo nas interacoes
eletrostéaticas, possibilitando que o sistema se equilibre a partir de 120 ns.

Processos semelhantes - de um colapso hidrofébico inicial seguido de um
rearranjo controlado por interacdes tipo Lennard-Jones e Coulombiana entre as
moléculas do surfactante e entre estas e as moléculas do solvente - foram reportados em
outros trabalhos (Gao et al., 2005, Sammalkorpi et al, 2007 e Jusufi et al, 2008).
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Figura 4.3: Evolucdo temporal de termos de energia para a simulacdo 2: a) energia
potencial total incluindo tabela com resultados obtidos da analise linear, onde “b” é o
coeficiente angular da reta; b) energia de longo alcance (Coulomb mais Lennard-Jones)
entre moléculas do surfactante, em vermelho, entre estas e as moléculas do solvente, em

preto, e a soma destes dois termos, em azul.
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Figura 4.4: Evolucdo temporal de termos de energia para a simulacdo 2: a) e b)
energias de longo alcance, Coulomb e Lennard-Jones respectivamente, entre moléculas
do surfactante; c) e d) energias de longo alcance, Coulomb e Lennard-Jones
respectivamente, entre moléculas do surfactante e as moléculas do solvente.

4.3.1.2- Analise Estrutural

Outro aspecto relevante, além do energético, a ser analisado é a estrutura do
aglomerado (micela) formado. Particularmente, como o0s dois experimentos em
discussdo envolvem o peptideo, interessa entender se e como a interacdo com 0
peptideo, influencia na estabilidade estrutural da micela. Para isso vamos comparar 0s
resultados obtidos para as simulacGes 1 e 2 com 0s resultados obtidos para a simulacéo
da micela pré-formada, na temperatura de 300 K, na auséncia do peptideo, dados
mostrados no capitulo anterior, e citados neste capitulo como simulacéo 3.

A defini¢do de “cluster” (ou aglomerado micelar ou, simplesmente micela) esta
baseada em critérios de distancia entre: (1) os atomos de carbonos C12 de cada
surfactante; (2) os atomos de carbonos C5 e (3) entre os centros de massa dos
surfactantes. Uma molécula de surfactante pertence ao cluster se ela for vizinha de
qualquer outra molécula de surfactante que ja pertenca ao cluster e isso ocorre quando

qualquer das distancias definidas acima for menor do que “d;” ou duas delas forem
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simultaneamente menores do que “dy” (= “d;” + 0,05 nm). A partir dessa determinacao
dos aglomerados micelares, grandezas como o numero de agregacdo micelar, a
excentricidade e o raio micelar médio (Rsag) podem ser determinadas, conforme
discutido no capitulo 3.4. Os valores de “d;” foram variados no intervalo (0.45 — 0.60)
nm ¢ os de “d>” entre 0.50 ¢ 0.65 nm.

Na Figura 4.5 estdo mostrados os resultados obtidos para o namero de moléculas
de surfactante no maior “cluster”, a micela, para a simulagao 1 (Figura 4.5(a)) e para a
simulacdo 2 (Figura 4.5(b)). Foram escolhidos os valores extremos para “d;” e “d,” para
ilustrar as flutuagdes dessa grandeza. As curvas correspondentes aos Vvalores
intermedidrios de “d;” e “dy” sdo intermedidrias entre as duas curvas apresentadas.
Como comentado na secdo anterior, é evidente da Figura 4.5(b) a ocorréncia de um
processo tipo colapso hidrofobico, pois de uma forma muito rapida, cerca de 2 ns, 0
maior aglomerado passa de algumas moléculas de surfactante para um ndmero em torno
de 30, oscilando em torno desse valor até aproximadamente 75 ns e depois crescendo
novamente, por cerca de 25 ns, para um valor entre 45 e 50 moléculas. Esse processo
estd ausente na simulacdo 1 (figura 4.5(a)), pois ali o aglomerado foi pré-montado e as
flutuacGes revelam somente a dinamica do sistema e os critérios de classificacdo para
uma molécula pertencer ao aglomerado. Essas observacdes refletem a escolha de “d;”
igual a 0.45 nm. Para “d;” = 0.60 nm as duas “transigdes” ocorrem, porém, os intervalos
de tempo sdo muito mais rapidos o que reflete os critérios de classificacdo do cluster e
sua interdependéncia com a acomodacdo das moléculas de surfactante no cluster e
blindagem da repulsdo eletrostatica das cabecas polares devido a redistribuicdo dos
contra-ions Na.

Na Tabela 4.1 estdo resumidas as propriedades estruturais dos aglomerados para
as duas situacBes com peptideo e os dados do capitulo anterior, no qual o peptideo
estava ausente. Os dados para a excentricidade indicam que os clusters formados sao
aproximadamente esféricos esteja ou ndo presente o peptideo. A presenca do peptideo
provoca um ligeiro aumento (cerca de 0.04 nm) no raio da micela calculado como o
valor médio da distancia dos atomos de enxofre da cabeca polar do surfactante ao centro
de massa da micela, Rsag, quinta coluna da tabela 4.1. A micela obtida por
automontagem, apresenta um valor de Rsag também sistematicamente superior aos
valores encontrados para os outros casos, fato que pode ser atribuido em parte a

presenca do peptideo e, em parte, a0 maior nimero de surfactantes presentes nos
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aglomerados obtidos por esse procedimento, como pode ser comprovado pelos valores

médios do nimero de monémeros de surfactante no cluster (sexta coluna da tabela 4.1).
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Figura 4.5: NUimero de monémeros de SDS no maior cluster. Em cinza, nimero de
mondmeros de SDS obtido considerando o primeiro critério de classificacdo de cluster,

“dy”, igual a 0.45 nm, em cinza, “d;” igual a 0.60 nm, em preto.

Tabela 4.1: Médias dos parametros estruturais e de forma da micela pré-formada na
auséncia (3) e na presenca do peptideo (1) e para o auto-arranjo na presenca do peptideo
(2) com respectivos desvios. Onde “dy” é o primeiro critério de classificagdo dos

(1P A]

clusters, “dy” € o segundo critério de classificacdo dos clusters, “e

¢ a excentricidade,
Rsavyg € 0 raio micelar médio, SDS é o numero de agregagdo medio de monémeros de
SDS no maior cluster e Cluster é o namero médio de clusters.

d; (nm) | dy (nm) e Rsavg(NM) SDS Cluster
1 0.45 0.50 0.09+0.07 1.87+0.08 41.048.3 5.17+1.97
2 0.08+0.05 1.94+0.05 48.6x7.9 19.6+2.6
3 0.09+0.05 1.84+0.06 41.4+2.5 5+1.98
1 0.50 0.55 0.08+0.05 1.92+0.02 58.0+3.6 2.15+1.05
2 0.07+0.04 1.98+0.02 66.3+3.5 9.17+2.19
3 0.07+0.04 1.88+0.02 58.4+3.5 2.07+1.03
1 0.55 0.60 0.08+0.05 1.92+0.02 63.0+1.7 1.29+0.52
2 0.07+0.04 1.99+0.02 70.8+1.8 4.47+1.17
3 0.07+0.04 1.89+0.02 63.0+1.7 1.25+0.50
1 0.60 0.65 0.08+0.05 1.93+0.02 64.3+1.0 1.07+0.27
2 0.07+0.04 1.9940.02 72.3+20.9 3.30+0.55
3 0.07+0.04 1.89+0.02 64.4+0.9 1.06+0.24
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O numero de surfactantes pertencentes a micela (quinta coluna da tabela 4.1)
mostra-se muito dependente dos valores de d; e de d,, por isso decidimos aprofundar

nossos estudos antes de definirmos qual o critério usariamos em nossas analises.

Estudos experimentais e tedricos com micelas formadas de diferentes tipos de
surfactantes tém sido realizados nas Ultimas décadas para a obtencdo de parametros
micelares. Bendedouch e colaboradores (Bendedouch et al, 1983), utilizando medidas
de espalhamento de néutrons a baixos angulos encontraram um nimero de agregacdo
aproximadamente igual a 78 surfactantes LDS para uma solugdo na concentracéo
micelar critica, cerca de 8.5 mM. Itri e Amaral (Itri et al, 1991) através de medidas de
Raios-X a baixos angulos obtiveram um ndmero de agregacdo da ordem de 100
surfactantes SDS para uma concentracdo de solucdo de 170 mM de SDS. Esses autores
fazem uma conciliacdo de resultados da literatura, para os quais 0 nimero de agregacao
varia de 70, para a CMC, até 128 para uma concentracdo da ordem de 0.60 M. Quina e
colaboradores (Quina et al, 1995) por meio de medidas de espalhamento de luz
mostraram que o nimero de agregacdo apresenta uma relacdo linear com a raiz quarta
da concentracao total de SDS na solugdo, a0 menos para a regido entre 20 e 80 mM de

SDS. Nessa regido o nimero de agregacédo obtido varia de 55 a 71 moléculas de SDS.

Recentemente estudos usando simulagdes por dindmica molecular de micelas de
surfactantes obtiveram resultados para o nimero de agregacdo de surfactantes proximos
aos valores experimentais, mas utilizando valores consideravelmente maiores de

concentragdes de SDS.

Na ultima década Marrink e colaboradores (Marrink et al., 2000) simularam o
processo de automontagem de uma micela de DPC a partir de uma solugdo contendo 1
surfactante para cada 420 moléculas de agua, na temperatura ambiente. Esses autores
utilizaram como critério para classificar um mondmero de DPC como pertencente ao
cluster que a distancia do seu centro de massa e o centro de massa de algum outro
mondmero j& pertencente a micela deveria estar no intervalo (1.0 — 1.4) nm.
Sammalkorpi e colaboradores (Sammalkorpi et al, 2007) e Jusufi e colaboradores
(Jusufi et al, 2008) simularam o auto-arranjo de monémeros de SDS, nas propor¢des de
1:39 e 1:45, respectivamente, e encontraram 70 e 44, respectivamente, para 0 himero de
agregacdo das micelas obtidas. O critério usado no primeiro trabalho foi discutido no

capitulo anterior e no segundo a distancia entre centro de massa das caudas acilicas de
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dois mondmeros deve ser menor ou igual a 0.4 nm. Nestes trabalhos os nimeros de
mondmeros de SDS usados sdo muito diferentes, respectivamente 200 e 55. Veé-se,
portanto, que o critério para defini¢do do “cluster” varia conforme o autor ou a técnica

experimental utilizada.

A configuracdo dos mondmeros de SDS e do peptideo obtidos na simulacdo 2
deste trabalho estd mostrada na Figura 4.6 para dois instantes da fase equilibrada da
dindmica: instantes 175 ns, figuras (a) e (b), e 200 ns, figuras (c) e (d). Os resultados
contendo todos os mondmeros de SDS estdo dispostos nas figuras da esquerda,
enquanto nas figuras a direita mostram-se apenas a micela - o maior aglomerado - e 0
peptideo, com o centro de massa da micela no centro da caixa de simulacdo. As setas
evidenciam dois conjuntos de mondmeros de SDS que pertencem ao mesmo
aglomerado apesar da separacédo entre eles. Quando se usam as condi¢des periddicas de
contorno, as imagens das moléculas indicadas com a seta 2 satisfazem os critérios para
pertencerem ao aglomerado indicado com a seta 1. Estas figuras sugerem que o0 nimero

de aglomerados deve estar entre trés e quatro.

A proporcdo de moléculas de SDS por moléculas de agua utilizada neste
trabalho é aproximadamente de 1:86, tanto para a simulacdo com a micela pré-formada
(simulagdo 1) como na simulagcdo com auto-arranjo (simulacéo 2). Os resultados obtidos
para o numero de mondmeros no cluster, mostrados na Tabela 4.1, confrontados com o0s
dados experimentais e de simulacdo disponiveis, e discutidos acima, e o confronto
visual (Figura 4.6) nos conduz a sugerir que o valor “d;” = 0.55 nm descreve de forma
apropriada as caracteristicas do aglomerado. Sendo assim, nos limitaremos a discutir os

demais dados utilizando esse valor.

E interessante observar das Figuras 4.6 a e ¢ que existem outros aglomerados
relativamente grandes na micela e que eles formam regiGes nas quais hd uma
organizacdo das moléculas de SDS num arranjo tipo liquido-cristalino, ou seja, micela e
estado cristalino e, possivelmente mondmeros isolados, convivem nessas condi¢oes de

concentra(;éo e temperatura.

Os dados da Tabela 4.1, quarta e sexta colunas, indicam que tanto o nimero
médio de monbmeros nas micelas pré-formadas, como a excentricidade ndo sao

alterados de forma significativa pela presenca do peptideo e, alem disso, sdo da mesma
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ordem que o numero obtido na simulacdo com automontagem. Os valores obtidos para a
excentricidade mostram que as micelas sdo aproximadamente esféericas. Esses dados s&o
discrepantes daqueles obtidos por Khandelia & Kaznessis (Khandelia et al, 2005) que
obtiveram uma variacdo para a excentricidade de micelas pré-formadas de SDS (60
mondmeros) de 0.03, na auséncia do peptideo, para 0.15, na presenca do peptideo, e por
Bond & Sansom (Bond et al, 2003) para micelas de DPC. Essa diferenca pode ser
atribuida a estrutura dos peptideos simulados, sua carga total, seu tamanho (nimero de
residuos), sua conformacdo inicial e a duracdo das simulacg@es, significativamente mais

curtas do gque as nossas.

A Tabela 4.1 mostra ainda (quinta coluna) os valores dos raios micelares
médios, tomando como referencia a distancia do centro de massa da micela ao atomo de
enxofre da cabeca polar. Estes valores estdo de acordo com dados experimentais: 1.89
nm (Bendedouch et al, 1983) e de simula¢do 1.90 nm (Shang et al, 2008).

¥

7 S

Figura 4.6: Distribuicdo dos mondmeros de SDS e do peptideo para a simulagdo 2, em
175 ns (a e b) e 200 ns (c e d) de simulacdo. Figuras a e ¢ visdo geral da caixa de
simulacdo, figuras b e d somente as micelas e o peptideo. Cores: em verde — atomos das
cadeias alifaticas; em vermelho — atomos de oxigénio; em amarelo — a&tomos de enxofre
das cabecas polares do surfactante; em rosa — residuos hidrofilicos do peptideo e em
azul — residuos hidrofébicos do peptideo. As setas indicam moléculas do surfactante que
pertencem ao mesmo aglomerado. A separacdo nas figuras a e ¢ devem-se a utilizagdo
de condigdes periddicas de contorno.
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A andlise da funcdo de distribuicdo radial de pares permite inferir fatores que
contribuem para a estruturacédo e estabilizagdo das micelas e aglomerados. Na Figura 4.7
estdo mostradas as curvas obtidas para os pares: S — Na, S — OW (oxigénio da agua) e
Na — OW. As figuras mostram que para os pares escolhidos as fungdes séo
qualitativamente idénticas aquelas obtidas e discutidas no capitulo anterior para a
micela pré-montada na auséncia do peptideo. As posicbes de maximos e minimos
coincidem e somente para o par S — Na ha uma pequena diferenca de intensidade na
regido do segundo minimo. Isso confirma os dados da Tabela 4.1 que indicavam
micelas muito semelhantes nas trés simulacoes.

A integracdo da funcdo distribuicdo radial de pares (RIN) A-B até a distancia
radial r fornece o nimero de 4&tomos da espécie B naquela vizinhanca do atomo A. Os
valores do RIN obtidos integrando-se até a segunda camada de hidratacdo, r ~ 0.7 nm,
para as trés simulagdes mostram uma relacdo de 1.15 : 0.99 : 1.07, respectivamente. 1sso
mostra que apesar da amplitude dos méaximos dessas distribui¢des serem distintos, essa
distincdo € pouco significativa quando se calcula o RIN dessas curvas. Dessa forma
pode-se dizer que os atomos de enxofres se encontram igualmente solvatados por ions
sodio nas trés simulacdes.

A posicédo dos primeiros maximos da funcgéo distribuicdo radial para o par S-Na
(figura 4.7(a)) comparada com a posi¢do do primeiro maximo da funcéo distribuicdo
radial para o par S-OW (figura 4.7(b)) e para o par Na-OW (figura 4.7(c)), indicam que
0s ions de sodio que se encontram nas camadas de solvatacdo dos atomos de enxofre
estdo hidratados. Na figura 4.7(c) vemos que a posicdo e a amplitude do pico da

primeira camada de hidratacdo dos ions sodio sdo idénticas para as trés simulacdes.
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Figura 4.7: Distribuicdo radial de pares para os atomos de enxofre em relagdo aos ions
de sodio (a), e em relagdo aos atomos de oxigénio das moléculas de &gua (b), e para 0s
ions de sodio em relacdo aos atomos de oxigénio das moléculas de &gua: linha continua

preta, simulagdo 1; linha continua cinza, simulacdo 2 e linha tracejada preta, simulacéo
3.
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Um dado usualmente utilizado na analise estrutural de micelas é o nimero de
coordenacao dos &tomos de carbono das cadeias alifaticas dos SDS com as moléculas de
agua (atomos de oxigénio). Para definir esse niUmero usou-se a distancia de 0.35 nm. Os
resultados para cada atomo de carbono estdo mostrados na figura 4.8. Esse
comportamento € tipico e repete resultados obtidos por outros autores (MacKerrel,
1995, Bruce et al, 2002 e Gao et al, 2005). Ele revela que os carbonos C1 e C2, que
estdo localizados préximos a cabeca polar estdo hidratados assim como 0s atomos de
carbono da outra extremidade das cadeias acilicas mostrando que estas cadeias possuem
uma significativa liberdade rotacional. Os carbonos centrais da cadeia alifatica, de 4 a

11, sdo pouco hidratados sugerindo que o interior da micela é pouco hidratado.
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Figura 4.8: NUmero de coordenacdo dos atomos de carbono das cadeias acilicas em
relacdo as moléculas de agua (dtomo de oxigénio) numa distancia de 0.35 nm: (1)
simulacdo 1, (2) simulacéo 2 e (3) simulagéo 3.

4.3.2- Andlise estrutural do Peptideo

O peptideo MP-I ndo possui dados estruturais de Raio-X ou de RMN, portanto

sua estrutura secundaria ndo é conhecida. Considerando a homologia entre este peptideo
e 0 peptideo MP-X, que tem estrutura de RMN depositada no PDB, dados
experimentais de dicroismo circular e de simulacdo por dindmica molecular em misturas
TFE-agua, Broggio Costa (Broggio Costa, 2006 e dos Santos Cabrera et al., 2008) foi
proposta uma estrutura em a-hélice para o MP-I. Essa estrutura foi utilizada como

conformacéo inicial do peptideo nas simulagdes realizadas.
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Na figura 4.9 apresentamos os padrfes de estruturas secundarias para cada
residuo do peptideo como funcéo do tempo de simulagdo para a simulagdo 1 (Figura 4.9
(@)), para a simulacédo 2 (Figura 4.9 (b)) e para a simulagdo do peptideo em agua (Figura
4.9 (c)). A classificacdo nestes padrdes é obtida usando o programa DSSP (Kabsch et al,
1983).

A figura 4.9(a) mostra que durante, praticamente, os 100 ns de simulagdo os
residuos de 3 a 13 permaneceram estruturados em a-hélice. Isso significa que
aproximadamente 78,6% dos residuos do peptideo se mantiveram nessa conformacao
durante a simulacdo, valor comparavel ao obtido experimentalmente por dicroismo
circular - 74,1% - para uma solucéo aquosa de 30 mM de SDS (Wang et al., 2008).

Para a simulacdo 2, processo de automontagem da micela na presenca do
peptideo, por outro lado, esse bloco estruturado limita-se aos residuos de 3 a 10, como é
evidente da figura 4.9(b). Os residuos das extremidades da cadeia nessa simulacao
permanecem em conformacao aleatoria, o que se pode considerar esperado levando em
conta a liberdade estrutural destes residuos. Apesar da diferenca no nimero de residuos
em padrdo de o-hélice, nas duas simulacdes, os resultados indicam que a estrutura
helicoidal para o peptideo MP-I é estavel em ambientes anfipaticos, sejam eles com
cabecas polares catibnicas, compensadas por contra-ions, como nas micelas de SDS ou
em misturas TFE-agua cuja polaridade € sensivelmente menor (Broggio Costa, 2006).

A estabilidade da estrutura secundéria do peptideo depende do ambiente micelar.
Essa afirmacdo pode ser verificada contrastando as simulacdes na presenca da micela
com a simulacdo do peptideo em agua (simulacdo 4), para a qual os padrées de estrutura
secundaria por residuo estdo dispostos na Figura 4.9(c). Dela verifica-se que apenas um
pequeno grupo de residuos, do 3 ao 6, permanecem estruturados como a-hélice em
quase todo o periodo simulado (~400 ns). A conjectura é que a estrutura é rompida pela
presenca de moléculas de agua na vizinhanca da cadeia principal do peptideo, rompendo

as pontes de hidrogénio que colaboram para estabilizar a estrutura helicoidal.
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Figura 4.9: Padr@es de estrutura secundaria por residuo ao longo da simulacéo para o
peptideo MP-I: a) para a simulacdo 1, b) para a simulacdo 2 e c¢) para a simulacdo do
peptideo MP-I em solucdo aquosa (simulacdo 4). Em branco, residuos em conformacao
aleatoria; em amarelo, residuos em voltas (“turn”); em azul, residuos em a-hélice; em
verde, residuos em curvas (“bend”); em preto, residuos em folha-f e em roxo, residuos
em hélice 5.

As ligacdes pelo hidrogénio entre o oxigénio da carbonila do n-ésimo residuo e o
nitrogénio do grupo amina do residuo n + 4, sdo fundamentais para a caracterizacdo e
manuten¢do da estrutura em a-hélice. Na Tabela 4.2 estdo dispostos os resultados
obtidos para o tempo de permanéncia (percentagem do tempo de simulacdo) das

possiveis ligacOes pelo hidrogénio para as simulagdes 1, 2 e 4. Observa-se, como era
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esperado da analise dos padrBes acima, que, para a simulacdo 1, a maior parte das
possiveis ligacOes de hidrogénio da cadeia principal permanecem intactas durante quase
toda a simulagdo. Mesmo o residuo 14, ndo classificado pelo DSSP na estrutura
helicoidal, faz essa ligacdo com o residuo 10, 80% do tempo de simulacdo. Para a
simulacéo 2 essas ligagdes s6 ocorrem para 0s residuos iniciais da cadeia — do residuo 2
ao residuo 11. Para a simulacdo 4, do peptideo em solugdo aquosa, essas ligacdes
ocorrem significativamente dos residuos 2 ao 9, e em porcentagens menores

comparadas as das outras simulagdes.

Tabela 4.2: Porcentagem de permanéncia temporal das ligacdes pelo hidrogénio do tipo
n-n+4 para a cadeia principal dos residuos do peptideo.
2-6 3-7 4-8 5-9 6-10 | 7-11 | 8-12 | 9-13 | 10-14

1 90% | 94% | 96% | 95% | 96% | 95% | 81% | 67% | 81%
2 89% | 95% | 97% | 90% | 90% | 60% | 0,0% | 0,0% | 0,0%
4 86% | 75% | 55% | 53% | 25% | 3,3% | 3,1% | 13% | 6,8%

O namero maximo de possiveis ligagdes do tipo n — n+4 para o peptideo MP-I
com C-terminal amidado € 11. Se considerarmos como estaveis as ligacbes com tempo
de permanéncia acima de 75 %, os dados da tabela 4.2 mostram que 8, 5 e 2,
respectivamente, sdo as ligacOes estaveis para as simulacdes 1, 2 e 4. Dados que
confirmam as observacdes feitas a partir das Figuras 4.9 (a), (b) e (c) sobre a
estabilidade da conformac¢ao em a-hélice.

Curiosamente a ligacdo 1 — 5 nunca se forma e o programa DSSP raramente
classifica o residuo 2 no padrdo helicoidal. A razdo para isso parece ser a existéncia de
uma ligacdo de hidrogénio entre o a carbonila da cadeia lateral do aspartico na posi¢éo 2
com o NH da cadeia principal da lisina 5, que existe por cerca de 30 % do tempo de
simulacdo. Além disso, como discutiremos abaixo a Isoleucina na posi¢éo 1 é altamente
hidratada. Essa situacdo foi também observada em simulacfes do peptideo em mistura
TFE-agua (Broggio Costa, 2006).

A pequena variabilidade conformacional dos residuos no interior da cadeia
peptidica, residuos 3 ao 9 nas simulacdes 1 e 2, sdo confirmadas pelos dados de RMSD
e RMSF. Na Figura 4.10 (a) e (b) est&o dispostos os resultados obtidos para 0 RMSD e
RMSF, respectivamente, para as simulagdes 1, 2 e 4. Tanto o RMSD como o RMSF

estdo calculados para os atomos da cadeia principal e tem como referencia a
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conformacéo inicial do peptideo (RMSD) e a conformacdo média obtida da dindmica
(RMSF).

Da figura 4.10(a) observa-se que, para a simulacdo 1, os valores do RMSD tem
um ligeiro aumento apds os primeiros 20 ns de simulacdo e depois permanecem
oscilando em torno de um valor de 0.16 nm, mostrando que hd um ajuste inicial da
conformacéo do peptideo sem, contudo, tira-lo da conformacédo de a-hélice. No caso da
simulacdo 2 ha um aumento rapido do RMSD nos primeiros nano segundos de
simulacdo, compativel com o fato dos residuos do final da cadeia perderem a
conformacdo em a-hélice, estabilizando-se 0 RMSD num valor ligeiramente superior ao
da simulagdo 1 nos ultimos 80 ns, para os quais a dinamica foi considerada equilibrada.
Por outro lado, e compativel aos dados da Figura 4.9 (c), os valores de RMSD obtidos
para a simulacdo 4 indicam uma variacdo significativa em relacdo a conformacéo
inicial, mostrando que parte significativa da conformacdo helicoidal é perdida na
simulacdo em &gua. Os valores obtidos para 0 RMSF por residuo sdo compativeis a
esses dados, pois para as simulacbes 2 e 4 ha obviamente uma maior variabilidade

conformacional, sobretudo da parte final da cadeia peptidica.

Figura 4.10: a) RMSD em funcdo do tempo de simulacdo e b) RMSF em funcdo dos
residuos do peptideo. Em preto, dados obtidos na simulacdo 1, em cinza claro, dados
obtidos na simulacdo 2 e em cinza escuro, dados obtidos da simulacéo 4.

Moléculas d'agua na vizinhanca da cadeia principal do peptideo podem competir
pelas ligacdes de hidrogénio entre a carbonila e o grupo amina, devido a polaridade das
moléculas de agua. Essa competicdo pode conduzir a quebra das ligacdes CO, — NHpsq
produzindo a desestabilizacdo da estrutura secundaria. Nesse sentido, estudar a
hidratacdo da cadeia principal é relevante para avaliar a inter-relagdo ambiente-estrutura

secundaria. Na figura 4.11 estdo mostrados os resultados obtidos para 0 nimero médio

52



de moléculas de agua contidos numa esfera de 0.5 nm de raio centrada em cada um dos
C, do peptideo, integrando a funcdo distribuicdo radial de pares para o par C,- OW
(&gua), para as trés simulacdes 1, 2 e 4.

Para a simulagdo 1 o nimero de moléculas na distancia considerada é sempre
menor do que trés, com excecao dos C,, dos residuos das extremidades (1, 2 e 12). Esses
dados sdo compativeis com uma conformacdo em a-hélice anfipatica, pois os residuos
3, 6, 7 e 10, praticamente, ndo apresentam moléculas de agua nas vizinhancgas de seus
C, Os residuos 4, 5, 8, 9 e 11 apresentam um niimero da ordem de duas moléculas de
agua e sdo, com excecdo do residuo 9, todos carregados. Essa baixa quantidade de
moléculas de &gua nas vizinhancgas desses grupos indica a auséncia de competicdo das
moléculas de agua pelos grupos doadores e aceitadores de protons da cadeia principal,
proporcionando a estabilidade das ligacGes de hidrogénio tipo n — n+4, discutidas
acima.

O padréao de distribuicdo de moléculas de agua ao redor dos C, na simulagéo 2
segue um padréo semelhante ao da simulacdo 1 com excecdo dos residuos 8 e 9 que
apresentam uma quantidade de moléculas de agua maior, principalmente o residuo 9.
Comparando essa informacdo com a existéncia e estabilidade de ligacGes de hidrogénio
(Tabela 4.2) vé-se que a ligagdo 9 — 11 ndo se forma no periodo da simulagdo 2
analisado (120 a 200 ns). Isso € compativel com uma competicdo das moléculas de
agua, como doadora de préton, pela carbonila (CO), aceitadora. A disparidade da
hidratacdo do residuo 9 pode ser a principal responsavel pelas diferencas de
conformacéo e estabilidade entre as simulacdes 1 e 2.

Para as simulacdes 1 e 2 0 peptideo mantém parte significativa de seus residuos
em o-hélice anfipatica, como esta ilustrado na figura 4.12. A face hidrofébica, formada
pelos residuos hidrofobicos (3, 6, 7, 9, 10), pouco hidratados, com a possivel exce¢do
do residuo 9 na simulacdo 2, esta voltada para o centro de massa da micela, interagindo
preferencialmente com as caudas acilicas dos mondmeros de SDS, enquanto a face
hidrofilica, formada pelos residuos polares ou carregados (1, 2, 4, 5, 8, 11, 12) localiza-
se, preferencialmente, na interface das cabecas polares com o solvente e, portanto, sdo
mais hidratadas. (Voltaremos a essa discussdao na préxima secdo). De passagem é
conveniente destacar que o tipo de insercdo do peptideo na micela estd de acordo com
as sugestbes dos modelos de interagdo em membranas, sendo uma ilustracéo inequivoca

da primeira etapa, qual seja 0 ancoramento e inser¢ao paralela a membrana.
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Como era de se esperar a simulacédo 4 apresenta um quadro completamente
distinto das outras duas simulacBes com relacdo a hidratacdo dos C,. Nesse caso
somente os residuos 3, 5, 6 e 7 ttm menos do que trés moléculas ao redor dos C,, e as
Unicas ligacOes tipo n — n+4 da cadeia principal que apresentam alguma estabilidade sdo
ade2-6(85%)ede3-—7(55%). O C, do residuo 6 apresenta um valor préximo a 1
para 0 numero de moléculas de &gua ao seu redor, enquanto o C, do residuo 7 é da
ordem de trés, portanto com maior probabilidade de doar o préton (NH) para uma
molécula de agua, razdo pela qual a ligagdo CO3; — NH7 é menos estavel do que a CO, —
NHe.
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Figura 4.11: Numero medio de moléculas de dgua (d&tomos de oxigénio) contidos numa
esfera de 0.5 nm centrada em cada Ca do peptideo. Em (1), dados da simulagdo 1 ¢ em
(2) dados da simulagéo 2.

Figura 4.12: Distribuicdo dos mondmeros de SDS e do peptideo. (1) configuracao final
para a simulacdo 1 apds 100ns de simulacédo e (2) configuracédo final para a simulagéo 2
ap6s 200 ns de simulacdo. Em azul, residuos hidrofobicos do peptideo; em rosa,
residuos hidrofilicos do peptideo e em verde, cadeias alifaticas dos monémeros de SDS.
Da cabeca polar dos mondmeros de SDS destacamos em vermelho os atomos de
oxigénio e em amarelo os atomos de enxofre.
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No trabalho de Broggio Costa (Broggio Costa, 2006) foi proposto que a
estabilidade da conformacdo helicoidal anfipatica obtida para o peptideo numa
simulacdo em misturas de TFE-agua também se devia, além de outras interacfes, ao
arranjo de cargas entre a carga negativa da cadeia lateral do acido aspartico 2 e as
cargas positivas do N-terminal e lisinas 4 e 5, e o arranjo semelhante para o &cido
aspartico 8, as lisinas 4, 5 11 e o grupo polar da glutamina 12. Esses arranjos
proporcionavam uma diminuicdo na repulsdo eletrostatica e consequentemente serviam
como coadjuvantes na estabilidade das estruturas. Estabilidade de estruturas secundarias
por pontes salinas entre grupos carregados de cadeias laterais foram sugeridas por
Baldwin e colaboradores (Marqusee et al, 1989). Na Tabela 4.3 estdo dispostos 0s
valores médios e respectivos desvios quadraticos para as distancia entre 0S grupos
carregados das Asp 2 e 8 e 0s grupos carregados do N-terminal, lisinas 4, 5 e 11, da

glutamina 12 e do amina no C-terminal para as trés simulacoes.

Tabela 4.3: Distancias médias entre 0s grupos de cargas e grupos polares das cadeias
laterais do peptideo MP-I para as trés simulacdes. Para as lisinas selecionamos o centro
de massa do grupo NHs", para glutamina e grupo amida do C-terminal selecionamos o
centro de massa do grupo NH,, e para os acidos asparticos selecionamos o centro de
massa do grupo COO". Todas as distancias estdo em nandmetros (nm).

Nter Lys4 Lys5 Lys11 GIn12 Cter

1 [Asp2] 0,71+0,06 | 0,73%0,21 0,68+0,23 1,41+0,20 1,35+0,19 | 1,9840,13

Asp8] 1,42+0,18 | 1,08+0,13 0,79+0,20 0,57+0,15 0,52+0,20 | 1,18+0,12

2 |Asp2] 0,71+0,06 | 0,71+0,19 | 0,59+0,16 1,42+ 0,17 1,69 £0,17 | 2,52+0,10

Asp8] 1,50+0,08 | 1,11+0,09 | 0,83 +0,19 0,58+ 0,14 1,00 +0,16 | 1,72+ 0,11

4 (Asp2] 0,74+0,04 | 0,80+0,14 | 0,61+0,15 1,44+ 0,36 | 0,97 +0,26 | 1,08+0,33

Asp8] 1,38+0,32 | 0,78+0,28 | 0,98 +0,28 1,26+ 0,31 1,22 +0,33 | 1,44+ 0,11

Na Figura 4.13, como exemplo do tipo de arranjo geométrico referido, mostra-se
um instantaneo da simulagdo 1, destacando por linhas pontilhadas os grupos de cargas
positivas e/ou polares (N-terminal, lys 4, 5 e 11 e GIn 12) com as cargas negativas dos
acidos asparticos (Asp 2 e 8).

A andlise da Tabela 4.3 é muito semelhante para as trés simulaces se tomarmos
como referencia o arranjo em torno da Asp 2. HA um pequeno aumento nos valores
obtidos para as distancias médias, mas elas permanecem no intervalo de oscilacdo

indicado pelo desvio quadratico médio. Ao mesmo tempo 0s dados anteriores mostram
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que essa € a parte da cadeia peptidica que se mantém em conformacéo helicoidal nas
trés simulagdes.

O arranjo em torno da Asp 8 ¢ diferente para cada simulagdo. Na simulacdo 1 o
grupo COO" da Asp 8 dista, em média, 0.57 nm da Lys 11 e 0.52 do grupo polar NH, da
GIn 12. Na simulagéo 2, por outro lado, essas distancias sdo respectivamente 0.58 e 1.00
nm, ou seja, embora a distancia entre Asp 8 e Lys 11 se mantenha, a interacdo entre a
Asp 8 e a GIn 12 praticamente desaparece se considerarmos que essa € uma interacao
tipo carga-dipolo. Além disso, a lisina 5 parece ter um papel importante pois as
distancias do NH3" com a Asp 2 e 8 sdo respectivamente, 0.59+0.16 e 0.83+0.19, na
simulacdo 2 e 0.68+0.23 e 0.79+0.20 nm, na simulacdol, ou seja, embora a diferenca
esteja na barra de erro, o resultado indica que a lisina 5 esta mais presa ao Asp 2 na
simulacdo 2 do que na simulacdo 1. Esses dois fatores em conjunto podem ser
responsaveis pela instabilidade da ligacdo de hidrogénio entre os residuos 7 — 11 e a ndo
formacdo da ligacdo 8 — 12 da cadeia principal na simulagdo 2 e a ndo manutencgéo da
estrutura helicoidal nessa simulagdo. Por fim, na simulagéo 4 perde-se completamente
esse arranjo pelos dados dispostos na tabela 4.3 e ndo € de se estranhar que a
conformacéo helicoidal dessa parte do peptideo se perca também.

Se a manutencdo destes arranjos sdo as causas para as alteracOes
conformacionais ou apenas consequéncias delas demanda maior investigacéo, o que esta
sendo feito com um peptideo andlogo ao MP-I, mas modificado na posicdo 2. De
qualquer forma, os dados apontam, resumidamente, que a manutencdo destes arranjos
estd correlacionada a estabilidade da estrutura helicoidal anfipatica observada no
trabalho de Broggio Costa em mistura TFE-agua e neste trabalho na presenca de
micelas de SDS.
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Figura 4.13: Estrutura, no instante 50 ns da simulacdo 1 destacando o0s arranjos
geométricos formados pelos grupos de cargas positivas (N-ter, Lys 4 e Lysb) e a carga
negativa (Asp2) e entre o grupo (Lys4, Lys5, Lys1l e GIn 12) e a carga negativa (Asp8)
atraves das linhas tracejadas pretas. Em azul, atomos de nitrogénio; em branco, atomos
de hidrogénio; em verde, atomos de carbono e em vermelho, &tomos de oxigénio.

4.3.3- Analise da interacgdo peptideo-aglomerado

A analise do sistema precisa ser completada com estudos sobre a interacdo entre
0 peptideo e o aglomerado. Aspectos como a insercdo e posicao relativa do peptideo na
micela sdo relevantes e podem ser revelados tanto pela visualizacdo da dindmica nos
seus diferentes instantes, como pelo estudo do ambiente ao redor do peptideo.

Na Figura 4.14 esta mostrada como funcao do tempo a distancia entre os centros
de massa da micela e do peptideo. As diferencas de comportamento no inicio das duas
simulacGes € evidente. Para a simulacdo 1, ha uma rapida queda nesse valor
evidenciando que o peptideo se insere rapidamente na micela, enquanto para a
simulacdo 2 a micela vai se formando com o peptideo ja inserido. Depois da insercao as
duas simulacbes mostram que essa distancia flutua entre valores de 1.3 a 1.7 nm, com
valores médios de 1.36 e 1.41 nm, respectivamente, para as simulacdes 1 e 2, como sera

discutido abaixo.
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Figura 4.14: Distancia entre os centros de massa da micela e do peptideo como fungéo
do tempo de simulagéo: a) dados da simulacdo 1 e em b) dados da simulagéo 2.

Na Figura 4.15 estdo mostradas as energias de longo alcance (Coulomb mais

Lennard-Jones) para a interacdo SDS — peptideo e solvente — peptideo. Novamente, no

inicio da simulacdo 1 ha uma sensivel queda da energia entre SDS — peptideo (curva

SDS-PROT) seguida de uma relativa estabilidade. Na simulacdo 2, por outro lado a

energia flutua em torno do valor final desde alguns poucos nano segundos de simulacdo,

a despeito de todo o rearranjo discutido anteriormente da micela de SDS.
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Figura 4.15: Evolugéo temporal dos termos de energia de longo alcance, Coulomb mais
Lennard-Jones, para a interacdo entre os surfactantes SDS e o peptideo, em preto, e para
as moléculas do solvente e o peptideo, em cinza: a) simulagdo 1 e b) simulagéo 2.
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Na Tabela 4.4 esta apresentado um conjunto de distancias médias que permitem
caracterizar a micela, o peptideo e a inser¢do do peptideo na micela. As trés primeiras
linhas sdo de dados da micela, o primeiro dos quais j& discutido acima. O raio de
parafina, Rpar estd em razoével acordo com dados de simulagdo por dindmica molecular
(1.7 nm) (Shang et al, 2008) e experimentais (1.67 nm) (Itri et al, 1991). Considerando
que os carbonos C; e C, estdo mais hidratados pode-se imaginar a micela dividindo o
espaco numa regido hidrofébica, das caudas acilicas, de raio entre 0 e ~ 1.6 nm e uma
coroa esférica com raio interno ~1.6 nm e raio externo entre 2.0 e 2.5 nm considerando

a camada de contra-ions de sodio.

Tabela 4.4: Conjunto de distancias para analise da interacdo peptideo - micela

Simulacéo 1 2
Distancia(nm)

Rs 1.93+£0.02 1.99 £ 0.02
Rpar 1.76 £0.02 1.82 +0.02
Reci2 1.10+£0.04 1.12 +0.03
dend-to-end 2.24 +0.11 2.74 £0.15
dcom - cmpeP 1.36 £0.14 141+0.10
dcom-n1 1.76 £ 0.16 185+0.24
dcom - n1s 1.56 £0.17 1.92+0.17
dni-N10 1.41 +£0.07 1.44 +0.07

Rs — Raio micelar medido como a distancia média do centro de massa da micela
(COM) até o atomo de enxofre (S) da cabeca polar; Rpa — raio de parafina,
distancia média do COM até o atomo C; das moléculas de SDS; Rc;, distancia
média do COM até o atomo C;, das moléculas de SDS; deng-t0-ena distancia entre
os atomos de Nitrogénio do residuo 1 e do grupo amina do C-terminal; dcowm-
cmpep, dcom - N1, deom - nis distancias médias do COM ao centro de massa do
peptideo e atomos de Nitrogénio dos residuos 1 e C-terminal, respectivamente e
dna- n10 distancias entre &tomos de Nitrogénio dos residuos 1 e 10.

Os demais dados séo relativos ao peptideo. A comparacao dos valores deng-to-end €
dn1 - n1o expde a desestruturagdo da a-hélice na parte final do peptideo que ocorre no
processo de automontagem. Os valores de dn; - n1o SA0 essencialmente iguais porque na
seqiiéncia dos residuo de 3 ao 10 o peptideo se encontra em a-hélice nas duas
simulagdes. Essa estrutura permanece na simulagdo 1 até o residuo 13 enquanto na

simulagdo 2 a sequiéncia é desestruturada. Essa diferenca resulta numa distancia entre
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extremos que é aproximadamente 0.5 nm maior na simulagdo 2 em comparac¢do com a
simulagéo 1.

Os dados para as distancias dcom - cwmper, dcom-n1 € Ocom - nis fornecem
informacdes sobre a insercdo do peptideo na micela. Essa insercdo é com o peptideo
posicionado paralelamente a superficie da micela, com seu centro de massa, que se
localiza proximo ao eixo da heélice entre os residuos 7 e 8, na regido das caudas acilicas
das moléculas de SDS, ou seja, dcom - cmeep igual a 1.36 e 1.41 nm para as simulacdes
1 e 2, respectivamente. Por outro lado as extremidades do peptideo estdo localizadas nas
regibes das cadeias polares e/ou dos raios de parafinas. Resumidamente, portanto, o
peptideo se insere na micela protegendo a cadeia principal dos residuos centrais na
regido hidrofobica e as extremidades permanecem na regido das cabecas polares que é
hidrofilica, como descrito em vérios trabalhos citados no capitulo 1.

Essas informacdes sdo comprovadas pela analise da fungéo distribuicao de pares
ao redor dos C, dos residuos do peptideo. Na figura 4.16 mostramos essas fun¢des com
0s grupos: sulfato SO, as caudas acilicas das moléculas de SDS e as moléculas de dgua

(a&tomo de oxigénio, OW) para todos os C,, do peptideo.
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Figura 4.16: Distribuicdo radial de pares de algumas moléculas ao redor dos C, dos
residuos do peptideo. Em vermelho, de 4&tomos de oxigénio de moléculas da agua; em
azul, de grupos sulfatos dos SDS e em preto, das caudas alifaticas dos SDS. A linha
continua corresponde aos dados da simulacdo 1 e a linha tracejada aos dados da
simulagéo 2.

As fungdes de distribuicdo radial de pares da Figura 4.16 mostram que 0s
residuos de aminoéacidos hidrofébicos, com excec¢édo da lle 13, tém como vizinhanca de
seus C as caudas apolares dos monémeros de SDS, enquanto os residuos hidrofilicos, a
Unica excecdo € o Asp 8, estdo num ambiente rico de grupos SO, e agua. De fato,
calculando a distancia média de cada C, do peptideo ao centro de massa da micela,
dados mostrados na Tabela 4.5, confirmam-se estes dados, sobretudo se lembrarmos
que a regido anular entre 1.50 e ~ 1.75 nm define a interface entre a parte hidrofébica e
hidrofilica da micela.

Os dados da figura 4.16 constituem verdadeiras impressdes digitais das
interacdes dos diferentes residuos com o solvente e a micela. A analise destes dados
podem dar indicacbes de como modificar o peptideo para potencializar uma funcao
biologica desejada.

Os grupos carregados das cadeias laterais do peptideo, por outro lado estdo
dispostos na média na regido das cabecas polares, como mostram os dados da Tabela
4.6, na qual estdo calculadas a distancia dos centros de massa dos diversos grupos

carregados ao centro de massa da micela.
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Tabela 4.5: Distancias médias dos a&tomos de C, do peptideo ao centro de massa da
micela. Todas as distancias estdo em nm.

Simulacéo
Residuo : ‘
llel 1.68 £0.15 1.84 +£0.16
Asp 2 1.68 £0.14 1.80 £0.15
Trp 3 1.40 £0.15 1.49+0.15
Lys 4 1.59+£0.16 1.64 £0.15
Lys 5 1.63+0.13 1.74 £0.13
Leu 6 1.28+£0.14 1.42+£0.13
Leu 7 1.25+0.15 1.30£0.13
Asp 8 1.56 £ 0.15 1.62 £0.13
Ala9 1.46 £0.16 1.58 £0.13
Ala 10 1.18 £0.16 1.26 £0.14
Lys 11 1.43+0.16 1.44 +£0.15
GIn 12 1.66 +0.16 159+0.14
lle 13 1.50+0.18 1.75+0.16
Leu 14 1.39+0.17 1.70+0.21

Tabela 4.6: Distancias dos centros de massa dos grupos carregados das cadeias laterais
dos residuos de aminoacido do peptideo ao centro de massa da micela. Todas as

distancias estdo em nm.

Grupo lateral | Residuo Simulagdol Simulacéo 2
NH;* llel 1.76 £0.16 1.92 +£0.17
COoO Asp 2 1.83+0.14 1.95+0.16
NH;" Lys 4 1.98 £0.20 2.00 +0.20
NH;* Lys5 2.09+0.15 2.22 +0.15
COoO Asp 8 1.80+0.14 1.86 £0.13
NH;* Lys 11 1.82 +£0.16 1.83+0.13

CONHz3 GIn 12 1.87 £0.17 1.59+0.19

Esse modelo de insercdo do peptideo vem sendo proposto ha longo tempo (ver

discussdo no capitulo 1). Nele um peptideo em conformagdo de a-hélice anfipatica se
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“enterra” na micela ou membranas modelo, protegendo os residuos hidrofébicos e
expondo os hidrofilicos, principalmente aqueles com grupos carregados a regido externa
da micela. Recentemente, Khandelia e Kaznessis (Khandelia et al, 2005) mostraram que
0 peptideo OVIS ao interagir com uma micela de monémeros de SDS constitui-se num
segmento anfipatico posicionado entre as cabecas polares e as cadeias carbdnicas dos
monbémeros de SDS, com as cadeias hidrofobicas do peptideo ancoradas no interior da
micela e a face hidrofilica exposta ao solvente.

Pelas suas propriedades fluorescentes o triptofano tem sido utilizado como uma
sonda para o estudo do ambiente (solvatacdo) no qual esta inserido. Por exemplo, na
interacdo de peptideos, contendo triptofano, com sistemas miméticos de membranas, o
desvio para o azul (blue shift) do pico de intensidade do espectro de fluorescéncia indica
a preferéncia do triptofano por um ambiente mais hidrofébico. Freitas e colaboradores
(Freitas et al. 2007) mostraram que o peptideo EBO;¢ na presenca de micelas de SDS
localizam-se preferencialmente na regido das caudas alifaticas das moléculas de SDS.
Leite e colaboradores (Leite, et al. 2010) mostraram que o peptideo MP-1 na presenca de
vesiculas anidnicas e zwitteribnicas também preferem a regido das caudas apolares. Para
estudar a solvatacdo do triptofano, apresentamos na figura 4.17 as curvas da funcao
distribuicdo radial de pares entre o centro de massa da cadeia lateral do triptofano com o
oxigénio da agua, as cabecas polares (grupo SO,) e as caudas acilicas dos mondmeros
de SDS.
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0 T T T T T 0 T T T T T
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Figura 4.17: Distribuicdo radial de pares da cadeia lateral Trp3 em relacdo aos atomos
de oxigénio das moléculas de agua, linha vermelha, das cabecas polares dos monémeros
de SDS, linha azul, e das caudas acilicas dos monémeros de SDS, linha preta. Em a)
dados para a simulacdo 1 e em b) dados para a simulacéo 2.
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Da figura 4.17 pode-se inferir que o triptofano se encontra na regido entre as
cabecas polares e as caudas apolares, pois 0s picos principais da funcdo de distribuicéo
encontram-se, essencialmente as mesmas distancias. As intensidades indicam uma
preferéncia suave (um pouco mais marcada para a simulagdo 2) pela regido apolar.
Como a cadeia lateral do Trp ndo pode obviamente estar nos dois lugares ao mesmo
tempo, esses dados sugerem uma dinamica de equilibrio na qual a cadeia lateral do
triptofano oscile entre as regides apolares e polares da micela.

Na figura 4.18 esta mostrada a evolucdo temporal de diversas distancias que
caracterizam o sistema micela-peptideo, para a simulacdo 1. Para a simulagdo 2, quando
o sistema esta equilibrado, os dados apresentam 0 mesmo comportamento. As distancias
consideradas referem-se em todos os casos ao centro de massa da micela (COM). Elas
sdo: ao centro de massa da cadeia lateral do Trp 3 (curva preta); o raio micelar (curva
vermelha), o raio de parafina (distancia média ao 4&tomo C; — curva verde); distancia
média aos atomos C;, (curva azul) e distancia ao centro de massa do peptideo (curva
amarela). Esses dados evidenciam o carater dindmico do equilibrio, como comentado
acima, e confirmam a insercdo do peptideo na micela, com certa liberdade de
movimento para 0 peptideo como um todo (ver curva verde) e que a cadeia lateral do
triptofano apresenta flutuacGes adicionais, possivelmente oriundas de rotacfes em torno

da cadeia principal.

Figura 4.18: Evolucdo temporal de diversas distancias que caracterizam o sistema
micela-peptideo, para a simulacdo 1. Estas distancias sdao em relagdo ao centro de massa
da micela. Elas séo: ao centro de massa da cadeia lateral do Trp 3 (curva preta); ao
atomo de enxofre S, raio micelar (curva vermelha), o raio de parafina (distancia média
ao atomo C; — curva verde); distancia média aos atomos Ci, (curva azul) e distancia ao
centro de massa do peptideo (curva amarela).
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4.4- Conclusodes
O objetivo principal do trabalho era estudar a interagéo do polybia MP-1 com a

micela de SDS, discutindo a forma de insercdo e estabilidade do peptideo e da micela de
SDS.

Mostramos nesse capitulo que o peptideo se insere na micela paralelamente a
superficie, com sua cadeia principal enterrada logo abaixo da regido hidrofilica, seus
residuos hidrofébicos voltados para as caudas acilicas das moléculas de SDS e os
grupos carregados na regido de interface entre as cabecas polares, agua e ions Na+. Essa
conclusdo apoia-se no estudo da solvatacdo dos C,, mostrados na figura 4.16, nas
posicdes médias destes mesmos atomos de carbono (tabela 4.5), nas posicdes médias do
centro de massa, N-terminal e C-terminal do peptideo relativo ao centro da micela.

Além disso, os dados da simulacdo 1 indicam que a inser¢do do peptideo na
micela é um processo rapido (alguns nano segundos) dirigido pela atracdo eletrostéatica e
pelo colapso hidrofébico. Esta inser¢do causa um pequeno aumento no raio micelar
(tabela 4.1) da simulacdo 1 comparada a simulacdo 3 (micela na auséncia do peptideo).
Um acréscimo adicional ocorre na simulacdo 2 comparada a simulacdo 1, devido ao
aumento do nimero de peptideos na micela. O volume medio ocupado por uma
molécula de SDS na micela (simulagdo 3) é ~ 0.45 nm®, enquanto a diferenca de volume
entre as micelas com e sem o peptideo é ~1.4 nm?, volume suficiente para abrigar um
cilindro com 2.2 nm de comprimento (a distancia entre extremos do peptideo na
conformacédo helicoidal da simulacdo 1) e de raio 0.45 nm, que é bem razoavel para
representar o peptideo nessa conformacdo. O volume do peptideo é mais dificil de
estimar na simulacéo 2, pois parte da estrutura helicoidal é perdida. Mantendo o volume
do peptideo constante, ou seja, assumindo que o alongamento do mesmo seja
compensado por uma area de base menor, 0 aumento do volume da micela formada na
simulacdo 2 em relacdo aquela da simulacdo 1 é ~ 3.33 nm?®, aproximadamente o
volume necessario para abrigar as oito moléculas de SDS a mais dessa micela. Esses
dados obtidos de forma simplificada indicam que a imagem de uma micela esférica com
0 peptideo inserido em seu interior forma um quadro coerente.

O anel aromatico do triptofano apresenta uma dinamica que indica flutuacGes
entre a parte apolar e a parte polar da micela. Essa dindmica € bastante rapida (~ 15 ns)
e os valores médios indicam uma ligeira preferéncia pelo meio apolar (~ 1,57 nm as

duas simulacGes).
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Indicamos que o peptideo em interacdo com a micela de SDS pré-montada,
mantém a estrutura helicoidal anfipética e a estabilidade pode ser atribuida a insercéo
num ambiente hidrofobico, protegendo as ligacfes de hidrogénio da cadeia principal e
também pelas pontes salinas entre os residuos de acido aspértico e as lisinas 4, 5 e 11.
Mostramos que quando a micela é obtida por automontagem e na presenca do peptideo,
0 C-terminal do peptideo se desestrutura e isso pode ser atribuido tanto a uma maior
hidratacdo média dos C, (figura 4.16 e tabela 4.5) como ao enfraquecimento da ponte
salina envolvendo o residuo Asp 8. Na simulacdo do peptideo em &gua, a cadeia
principal esta exposta a &gua e a rede de ligacGes de hidrogénio do tipo n, n+4 se rompe
desestruturando ainda mais o peptideo. No intervalo de tempo simulado (400 ns)
entretanto, mantém-se uma volta de a-hélice, residuos 3 ao 6, provavelmente devido a
duas ligacOes de hidrogénio e a ponte salina.

Apesar das diferencas nos valores do raio micelar, a interacdo da micela com o
peptideo ndo produz modificacbes na micela suficientes para que esta deixe de ser
esférica.

Estudos complementares envolvendo a interacdo do polybia MP-1 com micelas
zwitterionicas e de peptideos homdlogos ao MP-I, obtidos por mutacGes pontuais,
deixando o peptideo mais ou menos hidratado e mais ou menos catidnico estdo
presentemente em curso e deverdo permitir uma compreensdo mais completa dos fatores

determinantes para a interacéo de peptideos antimicrobianos com membranas modelo.
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