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Resumo

DA HORA, G.C.A. Simula¢cbées Computacionais do Peptideo Hibrido Plantaricina-
Pediocina em Membranas Fosfolipidicas Puras e Binarias Compostas por POPC:POPG.
Tese de doutorado orientada pela Prof. Dr. Thereza Amélia Soares — Departamento de
Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil,
2016.

Peptideos antimicrobianos sdo componentes importantes do sistema de defesa de
diversos organismos contra possiveis invasores. Em geral, sdo pequenos (at¢ 100
aminoacidos), catidonicos e anfipaticos. Eles tém despertado o interesse da comunidade
cientifica por sua capacidade de atuagdo contra microbios, que ndo conseguem desenvolver
resisténcia a esses peptideos. Ou seja, eles emergem como complemento e/ou alternativa ao
uso dos antibidticos convencionais.

Este trabalho desenvolveu um modelo computacional de um peptideo hibrido de
pediocina A (N-terminal) e plantaricina 149a (C-terminal), dois peptideos bactericidas. Dados
experimentais obtidos pelo grupo da prof. Dra. Rosangela Itri do IFUSP foram utilizados para
modelagem e comparacdo dos resultados. Foram feitas simulagdes de MD do peptideo
interagindo com membranas puras e mistas de POPC e POPG utilizando os parametros do
campo de forca GROMOS 53A6 e 54A7.

As simulagdes com uma unidade do peptideo revelaram a atualizacdo 54A7 era a mais
adequado para modelagem desses sistemas. Os mapas de estrutura secundaria mostraram que
o peptideo adquire configuragdo mais ordenada quando interage com membranas com maior
quantidade de POPG em sua composicdo. As simula¢des com duas unidades do peptideo
sugeririam que o peptideo interage e penetra na camada de POPG através da regido C-
terminal. Na simula¢do com membrana de POPC, nenhuma das porg¢des terminais ficou
estavel no interior da membrana.

O efeito do aumento da concentracdo de peptideos foi examinado colocando cinco e
dez unidades do peptideo para interagir com as membranas. Na membrana de POPC, os
peptideos ndo formam um unico aglomerado e causam pouca perturbagdo na bicamada. J4 na
membrana de POPG, o efeito da interagdo do aglomerado de peptideos ¢ acentuado,
provocando grandes deforma¢des na bicamada lipidica, praticamente a destruindo. Esse
fendmeno sugere um possivel mecanismo carpete para acdo do peptideo sobre a membrana

fosfolipidica de bactérias.

Palavras-chave: peptideo hibrido, peptideo antimicrobiano, POPG, POPC.



Abstract

DA HORA, G.C.A. Computer Simulations of Plantaricin-Pediocin Hybrid Peptide in
Pure and Binary Phospholipid Membranes Composed of POPC:POPG. PhD’s thesis
oriented by Prof. Dr. Thereza Amélia Soares — Departamento de Quimica Fundamental,
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil, 2016.

Antimicrobial peptides are important components of defense system in various
organizations against possible invaders. They are generally small (100 aminoacids), cationic
and amphipathic. They have stimulated the interest of the scientific community for its ability
to act against microbes that cannot develop resistance to these peptides. That is, they emerge
as complement and/or alternative to the use of conventional antibiotics.

This study developed a computational model of a hybrid peptide pediocin A (N-
terminal) and plantaricin 149a (C-terminal), two bactericidal peptides. Experimental data
obtained by the group of prof. Dr. Rosangela Itri (IFUSP) were used for modeling and
compare the results. MD simulations were made of the peptide interacting with pure and
mixed POPC and POPG membranes. These simulations were performed using the parameters
of the force field GROMOS 53A6 and 54A7.

Simulations with a single copy of the peptide revealed that the force field 54A7 was
the most appropriate for modeling these systems. The secondary structure maps showed that
the peptide acquires a more ordered configuration when interacting with membranes with
higher amounts of POPG in its composition. The simulations with two copies of the peptide
suggest that the peptide interacts and penetrates the POPG layer via the C-terminal part. In the
simulation with POPC membrane, none of the end portions remained stable within the
membrane.

The effect of increasing the peptide concentration of was examined by placing five
and ten copies of the peptide to interact with the membranes. In the POPC membrane, the
peptides do not form a single cluster and they cause little disturbance in the bilayer. In the
POPG membrane, the interaction of peptides cluster is enhanced, causing large deformation
and practically destroying the lipid bilayer. This phenomenon suggests a possible carpet

mechanism of action of the peptide on the phospholipid membrane of bacteria.

Keywords: hybrid peptide, antimicrobial peptide, POPG, POPC
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1. Introducgao

A Quimica Computacional utiliza as teorias e fundamentos da Quimica Tedrica,
ferramentas fisicas e matematicas, inseridos em programas de computador para calcular,
descrever e prever o comportamento de atomos, moléculas, macromoléculas etc. e, assim,
estudar e prever os fendmenos da natureza. A abordagem mais comum utilizada em Quimica
Computacional para tratamento desses sistemas ¢ através do uso de modelos.

Modelos sdo representagdes simplificadas de sistemas e que procuram descrever o
comportamento de sistemas e fenomenos fisicos reais associados a eles. Ou seja, a construgao
e manipulacdo de modelos dos elementos de estudo, com o objetivo de compreender mais
detalhadamente e, na medida do possivel, fazer previsdes sobre as propriedades dos mesmos
[1].

Na Quimica Computacional, a modelagem molecular consiste em gerar, manipular
e/ou representar as estruturas dos compostos moleculares ou i6nicos e, através do uso de
computadores, calcular as propriedades fisico-quimicas associadas ao sistema de interesse. O
avango da tecnologia computacional e o desenvolvimento de ferramentas e softwares
complexos permitem a visualizagdo, constru¢do, analise e armazenamento de modelos de
sistemas moleculares cada vez maiores. Isso possibilita o estudo de sistemas cada vez maiores
e mais precisos, além de auxiliar na interpretagdo das relagdes entre estruturas e atividade
biologica.

Um trabalho de modelagem molecular envolve, basicamente, trés etapas:

¢ Selecionar um modelo que descreva com determinada precisdo uma propriedade de
interesse (por exemplo, interacdes intra e intermoleculares de um sistema);
* Realizar os calculos;

* Analisar os resultados, obtendo conclusdes a respeito do trabalho ou do modelo em si.

Neste sentido, para realizar um trabalho de Quimica Computacional € necessario
conhecer mais profundamente os sistemas a serem estudados para a escolha adequada do
modelo. No presente trabalho, foram realizadas simulagdes de peptideo cationico
hibrido de pediocina A e plantaricina 149A (antimicrobianos) em contato com membranas

fosfolipidicas de POPG (1-Palmitoil-2-Oleoil-sn-Glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)]) e POPC
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(1-Palmitoil-2-Oleoil-sn-Glicero-3-Fosfatidilcolina). Esse peptideo hibrido teve dados

experimentais obtidos recentemente [2, 3] que serdo abordados nas se¢des 1.1.2 e 1.1.3.
Baseado nessas informacdes, as subsecdes a seguir descrevem o plano de fundo

contextual e trazem uma abordagem dos sistemas estudados (peptideos precursores, peptideo

hibrido e suas caracteristicas experimentais, mecanismo de acdo, membranas fosfolipidicas).

1.1. Peptideos Antimicrobianos

Peptideos e proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células vivas. Sao
constituidos por uma sequéncia de aminodacidos e apresentam diversas fungdes bioldgicas. Em
geral, faz-se a distingdo entre esses dois grupos pela quantidade de aminodcidos: até 100
aminoacidos, s3o chamados peptideos ou polipeptideos. Acima desse ntimero, sdo conhecidos
por proteinas.

O conjunto de aminoacidos que constituem a base para a construcdo de todos os
peptideos e proteinas ¢ formado por 20 unidades monoméricas relativamente simples (Figura
1.1.2). Esses blocos sdo os responsaveis por formar os diversos peptideos e proteinas através
de ligagdes covalentes resultantes de sua condensacao e formagao de 4gua. Dai deriva o nome
“residuo de aminoacido” (perda de agua e constituicdo da ligagdo entre o grupo amino de um
aminodcido com o grupo acido carboxilico do outro). A Figura 1.1.1 mostra essa reacdo de

condensac¢do envolvendo dois aminodcidos genéricos.
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Figura 1.1.1 Reacdo de condensacdo entre dois aminodcidos para

formar um dipeptideo. A ligagdo peptideo é mostrada em vermelho.
Baseada na Ref. [4]
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Existem diversas formas de caracterizar os aminodcidos. As principais sdo através da
sua afinidade ou ndo com a 4gua (polaridade do grupo R) e através da carga que possuem, de
acordo com o pH do meio (neutros, positivos ou negativos). Essas caracteristicas dos
aminoacidos permitem a constru¢do de moléculas anfipaticas (ou anfifilicas — moléculas com
uma regido hidrofilica e outra parte hidrofobica). A Figura 1.1.2 mostra os 20 aminoacidos

essenciais e a classificacdo de acordo com esses critérios.
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Figura 1.1.2 Os vinte aminodcidos essenciais que sdo constituintes primarios de peptideos e proteinas.
Estao divididos em grupos de acordo com afinidade com a agua e os subgrupos de acordo com a carga da
cadeia. Em parénteses, estdo o simbolo (3 letras) e a abreviagado (1 letra). Figura adaptada da Ref. [5].

Além desses vinte aminoacidos, existem outros que sdo chamados de ndo-essenciais.
Muitos deles sdo constituintes de algumas proteinas e processos bioldgicos [4]. Entretanto,
por ndo fazerem parte do escopo deste trabalho, ndo serdo aqui abordados.

Uma vez conhecida a sequéncia de ligacdes peptidicas, a cadeia principal do peptideo
revela alguns aspectos importantes. As ligacdes peptidicas, por exemplo, sdo rigidas e planas.
Desta forma, seis 4&tomos situam-se no mesmo plano nesse tipo de ligacdo: o carbono a com o
grupamento CO do primeiro aminoacido e o grupamento NH com o carbono a do segundo
aminodcido. Devido a sua natureza quimica com forte carater de ligacdo dupla (comprimento
C-N = 1,32 A; simples = 1,49 A, dupla = 1,27 A), a ligacdo peptidica apresenta elevada
barreira de rotagdo interna (E, entre 64.6 e 99.2 kJ.mol') [6]. Essa rotagdo interna restrita
limita a conformagdo ao redor da ligagdo e explica sua estrutura no plano. Efeitos estéricos
fazem com que a maioria das ligagdes em peptideos e proteinas assuma conformacdo anti,
com os dois carbonos o em lados opostos da ligacdo peptidica. Ja as ligacdes entre a amina e
o carbono a e da carbonila com esse carbono a tém cardter simples. Isso permite que os

grupos ao redor dessas ligagdes possam rodar quase livremente, assumindo diversas
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conformagdes possiveis. O angulo em torno da ligacdo entre a amina (N) e o carbono o ¢
conhecido por angulo ¢, enquanto o angulo de rota¢do ao redor da ligacdo carbono a e
carbonila é chamado de angulo . E através dos dngulos ¢ e y que a estrutura peptidica pode
se enovelar e assumir diversas formas em sua estrutura secundaria [7, 8].

A estrutura secundaria de um peptideo ou proteina ¢ a representagdo tridimensional
geral da sequéncia de aminoécidos, sem especificar exatamente a posicdo de cada 4&tomo no
espaco tridimensional (estrutura terciaria).. Em geral, a classificacdo quanto ao tipo de
estrutura secundaria se dé através das ligagdes de hidrogénio que se formam no esqueleto do
biopolimero. Ela também pode ser definida com base no padrdo regular de angulos diédricos
do esqueleto em uma determinada regido do diagrama de Ramachandran. Nesse diagrama
todas as combinagdes possiveis de angulos diédricos ¥ e ® nos aminodcidos de um
polipeptideo, e que contribuem para a conformagdo das estruturas das proteinas. [9]. As
estruturas mais comuns e também mais conhecidas sdo a hélice-a e folha-f. Outras hélices,
como hélice-3y e hélice-n, também sdo energeticamente favoraveis, apesar de serem menos
observadas. Existem ainda hélices mais raras como a poliprolina e folhas-o. Também sao
identificadas estruturas de folha beta-ponte, barril beta, voltas e curvaturas. A auséncia de
estrutura ¢ classificada como vazio. Essas estruturas ¢ o método de defini¢do de estrutura
secundaria DSSP (do inglés Dictionary of Protein Secondary Structure) [10] serdo discutidos
mais detalhadamente no Capitulo 3, secdo 3.2.2. Varias proteinas contém mais de uma cadeia
polipeptidica, apresentando um quarto nivel de organizacdo estrutural. Cada cadeia nessas
proteinas corresponde a uma subunidade e o arranjo espacial dessas subunidades, aliada a
natureza de suas interagdes, formam a estrutura quaternaria [7].

Os peptideos contém apenas um grupo amino livre (regido N-terminal) e um grupo
carboxila livre (regido C-terminal), um em cada extremidade da cadeia. A ionizagdo desses
grupos ocorre da mesma forma que nos aminoacidos livres, apesar de possuirem valores de
ionizagdo diferentes. Devido a esse comportamento, essas regioes se destacam por serem
sitios de reacdo ou de ancoragem para os peptideos.

Através de seu comportamento quimico e estrutura, os peptideos e proteinas assumem
diversas funcdes bioldgicas, desde uso como adogante artificial (éster metilico de L-aspartil-
L-fenilalanina ou aspartame) até aplicagcdes medicinais, como a bradicinia (mediador de
inflamacdo) [7, 8]. Neste trabalho, o principal objeto de estudo ¢ um peptideo hibrido de
pediocina A e plantaricina 149a que possui funcdo antimicrobiana [3]. Logo, ¢ importante

entender em detalhes esses tipos de peptideos para formulagdo e desenvolvimento do trabalho.
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Os peptideos antimicrobianos (AMP, do inglés antimicrobial peptides), também
conhecidos como peptideos de defesa, sdo parte inerente dos sistemas imunoldgicos
encontrados em diversos seres vivos. Em geral, esses peptideos sdo pequenos (entre 12 a 100
aminoacidos, massa molecular < 10 kDa), possuem carga positiva (catidnicos) e podem ser
produzidos ou isolados a partir de micro-organismos unicelulares, insetos, invertebrados,
plantas, aves, peixes, mamiferos, inclusive humanos [11, 12] ou sintetizados no laboratério
[13].

A diversidade de peptideos antimicrobianos descobertos até hoje ¢ muito grande, [14].
No APD (do inglés Antimicrobial Peptides Database - http://aps.unmc.edu/AP/main.php),
existem mais de 2300 peptideos registrados com atividades antimicrobianas [11, 15]. Eles
podem ser classificados de acordo com seu tamanho, sua estrutura conformacional e a

predominancia de determinado aminoacido em sua composicao [12, 16]:

Peptideos a-helicoidais;
Peptideos ricos em cisteina;
Peptideos folha-f3;

Peptideos ricos em aminoécidos regulares;

vV V V V V

Peptideos ricos em aminoécidos raros e modificados.

Entretanto, muitas vezes eles sdo divididos de acordo com o tipo especifico de
atividade que apresentam: antivirais, fungicida, bactericida, parasiticida e antitumoral.

Os peptideos bactericidas tém despertado maior interesse pelo seu crescente uso como
alternativa ou em associagao aos antibioticos convencionais [16, 17]. Esse crescimento no uso
de peptideos antimicrobianos como antibioticos ¢ devido a menor resisténcia que os
microbios apresentam a esses peptideos. Ao contrario dos antibidticos normais, como a
penicilina, que sdo facilmente inativados por diversas bactérias, o desenvolvimento de
resisténcia contra peptideos antimicrobianos ¢ improvavel. Por exemplo, pesquisa recente
[18] apresentou relatdrio sobre uso clinico de pexiganan, um peptideo antimicrobiano analogo
da magainina [19], e os resultados indicaram que as espécies bacterianas apresentaram alta
susceptibilidade ao uso do peptideo. Foram feitas também tentativas de induzir resisténcia ao
pexiganan em mutagénicos de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, porém niao deram
resultado. Igualmente ndo foram encontradas evidéncias de resisténcia cruzada entre o

pexiganan e qualquer outro antibidtico clinico.
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Dentre os peptideos bactericidas, o mais estudado ¢ a nisina. Ele é produzido por uma
bactéria (Lactococcus lactis) e € bastante utilizado como conservante de alimentos ha varios
anos. Além disso, a nisina ¢ um antibidtico extremamente potente, apresentando grande
atividade contra bactérias do tipo Gram-positivas (grande quantidade de peptidoglicano na sua
parede celular) mesmo em concentragdes muito baixas (nano-molar) [13]. Outro destaque ¢ a
mersacidina, um peptideo tetraciclico que apresenta atividade bactericida contra
Staphylococcus aureus a niveis comparados ao da vancomicina, o antibidtico de ultimo
recurso (grande espectro de atuacdo). Essa bactéria ndo desenvolve resisténcia a mersacidina
[20]. As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana exterior constituida por
lipopolissacarideos (LPS), que ¢ estabilizada por ions célcio e magnésio ligados aos grupos
negativos dos acucares fosforilados. Os peptideos catidnicos, entdo, deslocam os ions
metalicos, desestabilizando a membrana exterior, o que facilita a entrada de novas moléculas
vindas do meio exterior [21]. Evidéncias sugerem que os peptideos de defesa, usualmente
basicos, reconhecem os fosfolipidios acidos da superficie membranosa das bactérias [22]. No
caso das bactérias, os lipidios anidnicos estdo presentes na parte externa da superficie, ao
contrario do que ocorre nas células de mamiferos em que aparecem no lado citoplasméatico
[16]. Conhecer o mecanismo pelo qual esses peptideos interagem e perturbam a membrana ¢
importante para auxiliar na compreensdo desse fendmeno e permitir o desenvolvimento de
técnicas ou melhoramentos nesses peptideos, potencializando seus efeitos bactericidas e
diminuindo os possiveis efeitos colaterais. A secdo a seguir desenvolve a tematica dos
possiveis mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos em membranas de parede

celular.

1.1.1 Mecanismos de Ag¢do de Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos provocam o rompimento seletivo das membranas
celulares. O arranjo estrutural anfipatico dos peptideos tem um papel significativo no
mecanismo de agdo. Os grupos carregados da cabeca dos fosfolipidios e a distribui¢do de
carga contribuem fortemente, através de interacdes eletrostaticas, para a aproximagdo e as
interagdes peptideo-membrana [23, 24]. Entretanto, existem diversos modelos propostos para
os modos de a¢do dos diversos tipos de peptideos bactericidas e isso vai depender da estrutura
de cada peptideo. Essa gama de alternativas emerge devido ao potencial de interagdo diverso

que o peptideo tem, dada sua natureza catidnica e anfifilica [25]. Essencialmente, os
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mecanismos pelos quais os peptideos catidnicos provocam a destruicdo da membrana podem
ser classificados como: modelo barril (barrel-stave), modelo agregado (aggregate), modelo
carpete (carpet-like) e poro toroidal (toroidal pore). Cada um desses mecanismos pode levar a
um desses eventos: formagao de um canal transiente na membrana, micelizacdo ou dissolucao
da membrana, ou translocacdo através da membrana [13].

No modelo barril, também chamado de pacote helicoidal (helical bundle), os
peptideos se orientam perpendicularmente a membrana, formando um barril abrangendo os
lipidios (Figura 1.1.3 (B)). Nessa orientagdo, as cadeias laterais hidrofobicas do peptideo
ficam na dire¢do da regido hidrofobica dos lipidios. Ja as cadeias laterais polares ficam
voltadas para dentro da membrana, criando um poro hidrofilico que compreende a largura da
membrana. E através desse poro em formato de barril que pode ocorrer o vazamento do
contetido celular. Entretanto, esse modelo ndo explica em quais situagdes a formacao do poro
pode ocorrer, uma vez que o tamanho, duracio e/ou seletividade catidnica ndo sdo especificas
[25, 26].

O modelo poro toroidal, ou modelo buraco de minhoca (wormhole model), propde
que os peptideos se liguem & membrana e provoquem um enovelamento dos lipidios,
formando um canal alinhado as cabegas lipidicas. Nesse modelo, os peptideos se associam na
interface membranosa, criando um caminho continuo entre a parte interna e a parte externa
(Figura 1.1.3 (C). Os peptideos permanecem interagindo com as cabegas polares durante todo
o processo (no modelo barril, essa ligagdo acontece apenas no inicio do processo, depois 0s
peptideos interagem com as cadeias alifaticas) [27, 28].

No modelo carpete (também conhecido como mecanismo detergente — do inglés,
detergent-like), ao contrario dos modelos anteriores, os peptideos catidnicos ndo penetram na
membrana, mas permanecem associados (em paralelo) a parte externa da membrana. Em um
dado momento critico, os peptideos formam uma massa (lembrando um carpete) que induz o
enfraquecimento da bicamada através da perturbacdo e destruicdo da membrana. Esse
carpete, entdo, provoca o rompimento da membrana levando a formacdo de micelas, como
pode ser visualizado na Figura 1.1.3 (E). O conteudo celular escapa através do buraco causado
na membrana e a célula morre. Em geral, acredita-se que, para que o mecanismo ocorra dessa
maneira, ¢ necessaria uma concentracdo critica de peptideo para causar o colapso da
membrana. [13, 25, 29, 30].

O modelo agregado possui algumas similaridades com o modelo carpete na medida

em que os peptideos se posicionam em paralelo a superficie. Todavia, apos se ligarem a
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superficie da membrana em concentragdo suficiente, os peptideos se reorientam, permitindo a
formag¢do de complexos com os lipidios (Figura 1.1.3 (D)). Esses complexos peptideo-
lipidios, que abrangem toda largura da bicamada, juntamente com a 4gua formam um canal
para a saida de ions da célula. A morte celular pode ser causada pelo vazamento do contetdo

do citoplasma ou pela entrada de peptideos catidnicos [26, 31].
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Figura 1.1.3 Esquema com os possiveis mecanismos de a¢do dos peptideos cationicos
antimicrobianos em bactérias Gram-negativas. Apés iniciar a interagdo com a
membrana (A) os peptideos podem atravessa-la de acordo com o modelo barril (B),
poro toroidal (C), agregado (D) ou carpete (E). Figura adaptada da Ref. [25].

Uma vez conhecidos os possiveis mecanismos pelos quais os peptideos
antimicrobianos podem atuar, ¢ importante conhecer mais detalhes sobre os peptideos
precursores e o peptideo catidnico hibrido, para que se realize a correta modelagem para os

estudos e previsao de possivel mecanismo de a¢cdo desse novo peptideo.

1.1.2 Pediocina A (PA-1)

A pediocina A ou pediocina AcH é um peptideo catidnico (carga = +3 em pH 7,0)
formado por sequéncia de 44 aminoacidos e massa molecular 4628,2 g mol™: NH,-Lys-Tyr-
Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Thr-Cys-Gly-Lys-His-ser-Cys-Ser-Val-Asp-Trp-Gly-Lys-Ala-Thr-Thr-
Cys-Ile-Ile-Asn-Asn-Gly-Ala-Met-Ala-Trp-Ala-Thr-Gly-Gly-His-Gln-Gly-Asn-His-Lys-Cys-
COOH (Figura 1.1.4). [32]

Esse peptideo ¢ produzido por Pediococcus acidilactici e pertence a classe Ila das

bacteriocinas, que constitui o maior grupo das bactérias produtoras de acido latico (LAB, do
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inglés lactic acid bacteria) [33]. Além disso, ¢ bastante utilizado como conservante nio-
toxico para melhorar a qualidade e a seguranca de derivados lacticinios e de carne, pois
apresenta grande atividade bactericida contra o patdgeno psicotropico Listeria monocytogenes
[34-36]. A concentragdo minima de inibicdo (MIC, do inglés Minimal inhibitory
concentration) de cepas desse patdogeno ¢ 25 nM aproximadamente. MIC ¢ definida como a
menor concentracdo de um antimicrobiano que inibe o crescimento visivel de um micro-
organismo apos uma incubacdo noturna. Além disso, o peptideo ndo apresenta atividade

hemolitica (HCso — do inglés, Hemolytic concentration), ou seja, ndo provoca o rompimento

de hemacias [37].

COOH
24-C44 /
Disulfide Linkag

C9-C14
Disulfide Linkage

Figura 1.1.4 Estrutura secundéaria proposta para a pediocina AcH
(KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC).
Estrutura em folha-p ¢ atribuida a regido N-terminal, enquanto a regido C-
terminal (residuos 19-32) se apresenta em hélice. Figura retirada da Ref. [38].

Em termos de estrutura, os integrantes dessa classe apresentam (ao menos) uma
ligacdo de dissulfeto, a sequéncia N-terminal YGNGYV altamente conservada e um dominio C-
terminal moderadamente hidrofébico [39, 40]. Através de dicroismo circular (CD, do inglés
Circular Dichroism) [38] e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR, do inglés Fourier transform infrared) [32], ¢ observado que o peptideo apresenta
estrutura desordenada em ambiente aquoso. Entretanto, no processo de adsorcdo a vesiculas,
um rearranjo estrutural, pode ser observado via CD [38]: os peptideos formam dominios e
assumem a forma da Figura 1.1.4. Essa diferenca estrutural ocorre de acordo com a natureza
do fosfolipidio constituinte da membrana (estruturada na presenga de DMPG, desordenada na

presenga de DMPC) [41].
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Diversos estudos, como os citados acima, foram realizados na tentativa de indicar o
mecanismo de a¢do da pediocina nas membranas celulares. Um dos mecanismos propostos
envolve a inser¢do da por¢do C-terminal do peptideo, apés uma ancoragem inicial feita pela
regido N-terminal na membrana através de interagdes eletrostdticas. Essa insercdo induz a
formag¢do de um poro e a consequente morte celular [42]. Entretanto, o potencial de interagao
da estrutura da pediocina e a capacidade da regido C-terminal em participar do
reconhecimento, ¢ em assegurar a especificidade da parede celular da bactéria [43], sugerem
outro mecanismo. Em seu trabalho, Gaussier e colaboradores [41] observam que o aumento
da temperatura de transi¢cdo de fase, o deslocamento da vibragdo da ligacdo C=O do éster do
lipidio DMPG e o comportamento da pediocina indicam que o mecanismo nao ocorre via
formagdo de poro. Esses resultados sugerem que o mecanismo envolve a desestabiliza¢do da
membrana, seguida de ruptura, levando a morte celular. Diversos casos similares acontecem
com outros peptideos antimicrobianos como a nisina [44, 45], dermaseptina [29, 46], melitina
[28, 47, 48] e magainina [49, 50], por exemplo. E sugerido, entdo, que a permeagdo dos

peptideos ocorra via mecanismo carpete (carpet-like) [46, 51].

1.1.3 Plantaricina 149a (pln 149a)

A plantaricina 149a ¢ um peptideo catidnico (carga = +7) sintético bactericida analogo
da plantaricina 149, produzida pelo Lactobacillus plantarum NRIC 149 (isolado do abacaxi).
Trata-se de um peptideo formado por sequéncia de 22 aminoécidos: NH,-Tyr-Ser-Leu-Gln-
Met-Gly-Ala-Thr-Ala-Ile-Lys-GIn-Val-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gly-Gly-COOH [52,
53]. A massa molecular para essa sequéncia é 2423,96 g-mol™ [54].

O peptideo sintético apresenta efeito inibitdrio contra duas espécies de bactérias que
sd0 agressivas ao ser humano: Listeria monocytogenes (meningite) e Staphylococcus aureus
(pneumonia, gastroenterite estafilococica, entre outras). Em recente trabalho [54], a
plantaricina 149a mostrou-se capaz de inibir todas as cepas dessas bactérias em pH 5,5 e 7,4
(fisioldgico). As concentragdes minimas de inibi¢do encontradas foram consideradas altas:
264 uM e 528 uM para L. monocytogenes € S. aureus, respectivamente. A possivel explicacao
¢ que foi utilizado um meio (caldo) de cultura de Mueller-Hinton (30% de infusdo de carne,
1,75% de caseina hidrolisada, 0,15% de amido e 1,7% de 4gar, em pH 7 e 25 °C [55]) e que os
peptideos tenham interagido fortemente com componentes desse meio, causando diminuicao

de suas atividades. Entretanto, a atividade hemolitica (menor concentracdo de peptideos
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antimicrobianos que provoca 50% de hemolise) da pln 149a foi considerada baixa (HCsy =
16%) para todas as concentracdes utilizadas (10 — 165 uM). Ou seja, a plantaricina 149a
apresenta seletividade contra membranas de bactérias.

A estrutura secundaria foi proposta com base em analises de dicroismo circular do
peptideo e da vizinhanga da tirosina com espectros de fluorescéncia [54]. Os dados de CD
mostraram grande percentual de estrutura desordenada para o peptideo em agua (pH 7,4 e
5,5). Na presenca de TFE (2,2,2-Trifloroetanol) ou de micelas reversas de AOT (bis-(2-
etilhexil)-sulfosuccinato de s6dio), o peptideo apresenta estrutura secunddria enovelada, com
aumento dos elementos helicoidais. A Figura 1.1.5 mostra o0 modelo molecular obtido por
Miiller e colaboradores [54] usando o programa SP’ [56] para a plantaricina 149a. Esse
programa ¢ baseado em um método de reconhecimento de enovelamento que incorpora

informacgao estrutural obtida através de geragdo sequencial dos fragmentos da proteina.

A B K14
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Figura 1.1.5 Estrutura secundéria proposta para a plantaricina 149a
(YSLOMGATAIKQVKKLFKKKGG). (A) Vista lateral do peptideo
completo; (B) Visdo frontal dos residuos 10-19 (IKQVKKLFKK)
correspondente a um trecho da regido anfipatica helicoidal. Residuos
polares carregados da hélice sao mostrados em azul. Retirada da Ref. [54]

A estrutura geral apresenta como caracteristica uma regido helicoidal que compreende
os aminoacidos 7 a 20 (ATAIKQVKKLFKK), contendo residuos que conferem um carater
anfipatico ao peptideo. Outro aspecto interessante ¢ o posicionamento das lisinas
(aminoécidos polares) de um lado da hélice, enquanto os residuos nao-polares (isoleucina,
valina, leucina e fenilalanina) se posicionam do outro lado [54]. Esses dados estruturais
somados a caracteristica do peptideo, isto ¢, a mudanca estrutural de grande desordenamento
para residuos em hélice e o carater catidnico sdo compativeis com peptideos de agdo via
mecanismo carpete [57]. Outro destaque € que esse comportamento € mecanismo sao também

observados para plantaricina A [58].
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Uma vez conhecidas as principais caracteristicas dos peptideos precursores, a proxima
sec¢do trata do peptideo hibrido que foi modelado e utilizado no conjunto de simulagdes deste

trabalho.

1.1.4 O Peptideo Hibrido e os Dados Experimentais

A busca por novos produtos para serem utilizados como antibidticos e conservantes de
alimentos ¢ a for¢a motriz para o estudo e desenvolvimento de peptideos antimicrobianos. O
principal objetivo de construir peptideo hibrido ¢ obter um peptideo com sequéncia de
aminodcidos menor, porém com maior atividade bactericida que seus formadores. A
constru¢do de peptideos com cadeias menores ¢ muito importante, pois a sintese de novos
peptideos ndo ¢ simples e apresenta custo elevado. Neste trabalho, modelou-se o peptideo
hibrido de pediocina A e plantaricina 149a com base nos dados experimentais obtidos em
colaboragdo com laboratorio da professora Dra. Rosangela Itri, do Instituto de Fisica da
Universidade de Sao Paulo (USP), Brasil [2, 3].

Como abordado anteriormente, o peptideo foi construido a partir de regides de outros
dois peptideos: a regido N-terminal da pediocina A (aminoacidos 1 a 18) e a regido C-terminal
da plantaricina 149a (residuos 6 a 22). A ideia consistiu em obter um peptideo com a
capacidade de ancoragem da plantaricina (via regido C-terminal) e com a maior a¢do seletiva
contra bactérias da pediciona. As sequéncias dos peptideos precursores e do peptideo hibrido
sd0 mostradas a seguir (em vermelho, residuos da pediocina; e em azul, residuos da

plantaricina).

KYYGNGVTCGKHSCSYVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC

Pediocina A (44 aminoacidos)

YSLOMGATAIKQVKKLFKKKGG

Plantaricina 149 (22 aminoacidos)

KYYGNGVTCGKHSCSVDWATAIKQVKKLFKKKGG
Peptideo hibrido (35 aminoacidos)

Com um total de 35 residuos, o peptideo hibrido apresenta massa molecular de 3587,5
g mol'. Apresenta atividade contra tipos de bactérias como Listeria monocytogenes ¢ Listeria

seeligeri. A MIC desse peptideo para L. monocytogenes foi realizada da mesma forma que a
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técnica empregada para a plantaricina 149a (se¢do 1.1.3) e o valor obtido foi 338 uM. O valor
foi considerado alto e ocorre por causa das interagdes dos peptideos com o meio de cultura,
assim como observado para a MIC da plantaricina 149a [54]. A atividade hemolitica, por
outro lado, foi zero nas concentragdes de 25 e 80 uM, em um indicativo de que o peptideo
apresenta seletividade frente a membranas de bactérias [3].

Com objetivo de levantar informagdes sobre a estrutura secundaria, realizaram-se
andlises de dicroismo circular do peptideo interagindo com vesiculas puras e misturas de
DPPC (1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfatidilcolina) ¢ DPPG (1,2-Dioleoil-sn-Glicero-3-
[Fosfo-rac-(1-glicerol)]). O dicroismo ¢ o fendomeno onde a absorcdo da luz circularmente
polarizada por um centro quiral ¢ distinta para diferentes dire¢des de polarizagdo. Uma luz
plana polarizada pode ser vista como a unido de duas componentes circularmente polarizadas,
de magnitudes iguais e que giram em sentidos opostos: uma no sentido anti-horario (/eft
handed, L) e outra no sentido horario (right handed, R). Equipamentos de CD medem a
diferenga na absorcao (A) entre as duas componentes R e L [59-61]. Os lipidios apresentam
cabeca polar zwiteridonica (PC) e negativa (PG). A razdo de utilizar lipidios com cabecas
polares diferentes estd na composicdo das células: membranas de bactérias apresentam
lipidios PG em sua parede celular, enquanto membranas de eritrocitos de mamiferos
apresentam lipidios PC e colesterol [62, 63]. Nos experimentos, foi utilizada uma
concentragdo de lipidio de 2 mM e a concentragdo de peptideo 50 uM, um valor considerado
baixo, com o objetivo de evitar a possivel destruicdo das membranas. Logo, em todas as
andlises a relacdo peptideo:lipidio foi de 0,025 [2, 3]. Os dados obtidos mostram que a
estrutura do peptideo ¢ sensivel a composi¢do da membrana que estd interagindo. Na solucao
tampao e ao interagir com vesiculas ricas em DPPC, os dados de CD indicam configuragao
estendida para o peptideo com estrutura secundéaria randomica. O aumento gradativo do
percentual de lipidios com cabegas polares PG faz com que o peptideo adote configuragdes
menos flexiveis e com maior contedo em hélice. Na membrana pura de DPPG, o CD
apresenta banda positiva em torno de 195 nm e duas bandas negativas em 209 e 223 nm
(Figura 1.1.6), caracteristicas de grande quantidade de conteudo helicoidal no peptideo [3].
Isso sugere que esse peptideo hibrido apresenta maior conteido em hélice quando interage

com membranas carregadas negativamente.
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Figura 1.1.6 Espectro CD para interacdo entre peptideo hibrido e
diferentes membranas lipidicas. Relacdes lipidicas DPPC:DPPG
em mol%: peptideo em solugdo tampdo (preto); 100:0
(vermelho); 75:25 (verde); 50:50 (azul); 25:75 (rosa); 0:100
(laranja). Figura obtida da Ref. [3].

Utilizando a anélise de emissdo de fluorescéncia do triptofano do peptideo [3], inferiu-
se sobre a vizinhanga do mesmo. Isso € possivel, pois ao ser excitado no comprimento de
onda de maxima absor¢do (Aex = 280 nm), o triptofano emite um sinal caracteristico com
maximo de emissdo em Aepn = 353 nm quando em agua em pH neutro. Ao mudar do meio
aquoso (polaridade alta) para um dielétrico menos polar, o comprimento de onda de emissao
diminui, num efeito conhecido por deslocamento para o azul (blue shift) [64]. Essa analise
mostrou que ao se aproximar das membranas lipidicas das Vesiculas Unilamelares Grandes
(LUV, do inglés large unilamellar vesicle — diametro entre 100 e 500 nm), o maximo de
emissdo se desloca na dire¢do do azul. Esse deslocamento ¢ maior quando a vesicula ¢
composta por lipidios com cabegas negativamente carregadas (PG), mostrando que o
triptofano deixa de interagir com a camada de 4dgua (polaridade mais alta) e passa a interagir
de forma mais intensa com a membrana (menor polaridade). As vesiculas grandes foram
construidas usando lipidios egg-PC e egg-PG, ou seja, constituidos por uma mistura de
lipidios, que possuem a mesma cabega polar, mas diferentes cadeias acilas. Novamente, foi
utilizada uma concentragdo baixa de peptideos para evitar o rompimento das vesiculas. A
Tabela 1.1.1 mostra os valores para esses deslocamentos e a Figura 1.1.7 mostra a variacdo da
intensidade de fluorescéncia do triptofano do peptideo ao interagir com as LUVs de diferentes

composi¢des lipidicas.



Tabela 1.1.1: Valores (em nm) obtidos para comprimentos de onda de emissao inicial (Ainicial), final (Afinal) €
deslocamento para o azul (blue shift) do pico de fluorescéncia do triptofano do peptideo hibrido para as
diferentes composi¢des das membranas lipidicas. ¥

Composicdo das Vesiculas Ainicial Afinal Blue shift
(egg-PC:egg-PG)
100:0 348,0 342,0 6,0
75:25 348,0 335,0 12,0
50:50 348,0 333,0 15,0
25:75 348,0 330,0 18,0
0:100 348,0 328,0 20,0

% Valores obtidos da Ref. [3].
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Figura 1.1.7 Espectros de emissdo de fluorescéncia do triptofano presente no peptideo hibrido na
presencas de membranas compostas pelos seguintes mol% de egg-PC:egg-PG: a) 100:0; b) 75:25; c)
25:75; d) 0:100. A curva em preto corresponde ao peptideo livre em solug@o. As demais curvas foram
obtidas apds inser¢do de 30 M (vermelho) e 60 ¢ M (verde) de vesiculas na solugdo. Espectros
retirados da Ref. [3].
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O aumento do sinal (Figura 1.1.7) indica que o triptofano apresenta menor mobilidade,
especialmente no caso da membrana com lipidios PG. Quando possui maior grau de
liberdade, parte da energia de excitacdo recebida pode ser utilizada como energia cinética na
movimentagdo do aminoécido. Isso faz com que emita fotons com menor energia ao decair
para o estado fundamental. Todavia, quando esta “preso” na membrana, apresenta menor
mobilidade, ou seja, ndo perde tanta energia através de movimentos. Isso se reflete, portanto,
num aumento da intensidade de fluorescéncia devido a emissdo de fétons com maior energia.

Com base nos espectros de emissdo de fluorescéncia e nas informacdes obtidas pela
espectroscopia CD, foi sugerido que o peptideo hibrido tenha configuracdo helicoidal entre os
aminodcidos 16 e 32 e que essa regido seja a responsavel tanto pela penetragdo na membrana
quanto pelo inicio do mecanismo de acao desse peptideo. Estudo de cinética de vazamento de
carboxifluoresceina em funcdo do tempo foi realizado para investigar a agdo do peptideo
hibrido nas vesiculas grandes [3]. Os resultados refor¢caram a ideia de que o peptideo
apresenta seletividade, preferindo interagir com as membranas com cabecas lipidicas
carregadas e que essa carga ¢ importante para o mecanismo de acdo do rompimento da
membrana: a variagdo inicial da interacdo entre peptideo e as membranas com lipidios PC foi
cerca de cem vezes menor que a variagdo inicial de intera¢do do peptideo com membranas
com carga negativa.

Realizou-se também a andlise de cinética de vazamento de carboxifluoresceina
(vazamento espontaneo versus agdo dos peptideos) em fun¢do do tempo para as diferentes
membranas compostas por egg-PC e egg-PG. A Figura 1.1.8 apresenta as curvas de cinética

de vazamento obtidas.
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Figura 1.1.8 Cinética de vazamento da carboxifluoresceina para o peptideo hibrido e membranas
compostas pelos seguintes mol% de egg-PC:egg-PG: a) 100:0; b) 75:25; ¢) 25:75; d) 0:100. Em verde, a
curva corresponde ao lipossomo controle utilizado (exceto na letra ‘b’, onde o lipossomo controle estd em
azul). As demais curvas foram obtidas usando solucdes de peptideo de 0,060 u M (vermelho) e 0,125 u
M (preto). Curvas obtidas da Ref. [3].

O percentual de vazamento de carboxifluoresceina (utilizado para demonstrar a acao
litica do peptideo induzindo a formagao de poros nas membranas, independentemente de sua
composi¢do) para membranas contendo egg-PG foi proximo a 100%. Nao foi possivel
calcular o total para as membranas zwitteridnicas, pois o tempo de vazamento para vazamento
da metade foi superior a 1750 s (tempo adotado na experiéncia). Esses resultados indicam a
preferéncia do peptideo por interagdes com membranas compostas por lipidios negativamente
carregados. Foram também realizadas medidas de microscopia Otica para visualizar o efeito
da a¢do do peptideo hibrido em Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUV, do inglés giant
unilamellar vesicle — didmetro entre 10 e 100 pm), compostas por lipidios POPC ¢ POPG em
diferentes proporgdes. A Figura 1.1.9 mostra as formulas estruturais (com defini¢do dos
nimeros dos dtomos e angulos torcionais) desses lipidios que foram adotados como modelos,

segundo o modelo de Kukol [65], para constru¢do das membranas deste trabalho. A Tabela
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1.1.2 lista as defini¢des de tipos de atomos (segundo o padriao adotado no GROMOS 53A6

[66]) e suas respectivas cargas para a cabega do fosfolipidio POPG.

b o 0° 5.8
- P B, R - I KT T oll oH 2 4
53 7 0/\s/\°’r‘°\)4\/0"'
9 27 4 22 20 N 12 1.
a3 31 - JO, 18 o Ow 7 3

(0)

17
Figura 1.1.9 Formulas estruturais com a defini¢do de Kukol [65] dos niimeros dos

atomos e angulos torcionais para os modelos lipidicos: a) POPC; b) POPG.
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Tabela 1.1.2: Tipo de dtomos e carga para os atomos da cabega do fosfolipidio
POPG do modelo de Kukol. Adaptada da Ref. [65].

Numero do atomo Tipo do 4tomo ¥ Carga
1 H 0,4170
2 OA -0,5740
3 CH2 0,1570
4 CHI1 0,1570
5 OA -0,5740
6 H 0,4170
7 CH2 0,4000
8 OE -0,8000
9 P 1,7000
10 OM -0,8000
11 OM -0,8000
12 OE -0,7000
13 CH2 0,4000
14 CHI1 0,3000
15 OE -0,7000
16 CHO 0,7000
17 0) -0,7000

9 Defini¢io dos numeros e tipos de atomo obtidas do campo de forga

GROMOS 53A6 [66].

Para o lipidio POPC, as defini¢des utilizadas para tipo e carga dos atomos foram as do

campo de forca GROMOS 53A6 com as atualizagdes que serdo apresentadas no Capitulo 2.

O objetivo de utilizar a microscopia 6tica de contraste consistiu em tentar observar a
atuagdo do peptideo no rompimento das membranas dessas vesiculas, possibilitando inferir
sobre o possivel mecanismo de ac¢do de forma qualitativa. As Figuras 1.1.10 e 1.1.11
apresentam fotos de dois dos casos de insercdo de solucdo de peptideos em GUVs analisados

no trabalho [3].
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Figura 1.1.10 GUV composta apenas por lipidios POPC sob efeito de 1 mM de solugdo de
peptideo hibrido. Todas as figuras possuem a mesma escala. Figura retirada da Ref. [3].

Figura 1.1.11 GUV composta por lipidios 50%mol de POPG e 50%mol de POPC sob efeito de 1
mM de solugdo de peptideo hibrido. Todas as figuras possuem a mesma escala. Figura retirada da
Ref. [3].

Tanto para o caso com apenas lipidios POPC, quanto para o caso que apresenta
percentual de lipidios POPG, o rompimento da membrana ocorre de maneira muito rapida.
Nos dois casos, ha a formacgdo de uma grande abertura na membrana em aproximadamente 8s
apods a exposicdo ao peptideo hibrido. Os pontos escuros restantes apos a explosao da GUV
sdo associados a formagao de complexos peptideo-lipidio que permanecem ligados ainda a
vesicula. Em ambos os casos, a vesicula ¢ completamente destruida e solubilizada ao final. De
modo geral, acredita-se que os peptideos interajam com a monocamada externa da GUV até
que o numero de peptideos adsorvidos seja suficiente para causar a perturbagdo da membrana
[3]. Entretanto, a partir dos dados experimentais levantados, ndo fica evidente qual tipo de

mecanismo de acdo os peptideos realizam ao provocar o rompimento da membrana
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fosfolipidica. Novas informagdes sdo necessarias para sugestdo de um possivel mecanismo de
acdo e a quimica computacional pode ser uma ferramenta para obtencao dessas informagdes
através de simulagdes computacionais.

A hipdtese investigada no presente trabalho refere-se a adequabilidade de simulagdes
de dinamica molecular classica associadas a modelos atomisticos para a elucidagdo do
mecanismo molecular de agdo de peptideos antimicrobianos em membranas bioldgicas. Estas
simulag¢des emulam o comportamento molecular de uma sequéncia de aminoécidos construida
a partir das regides biologicamente ativas de dois peptideos antimicrobianos, plantaricina
149a e a pediocina A. Os resultados serdo descritos no Capitulo 4 e sua relagdo com a
observagdo experimental de que, a partir de uma dada concentragdo, o peptideo hibrido causa
uma rapida ruptura de membranas ricas em POPG mas ndo de membranas ricas em POPC. A
interpretagdo destes resultados e a comparacdo com a literatura experimental leva a
proposicao de um mecanismo de acdo. Para isto, foram investigados o efeito da composicao
da bicamada lipidica e da forca idnica do meio sobre a conformacdo do peptideo, a
preferéncia de orientacdo do peptideo ao penetrar na bicamada e o efeito da concentragdo do
peptideo sobre a estabilidade fisica da membrana. Para realizar o estudo desses sistemas
macromoleculares, cujas propriedades sdo governadas por processos que envolvem energias
da ordem de kzT (em que kp ¢ a constante de Boltzmann e T a temperatura em Kelvin),
realizamos simulagdes de Dindmica Molecular (MD, do inglés Molecular Dynamics). O
capitulo seguinte descreve sucintamente a fundamentagdo tedrica da metodologia de dindmica
molecular e de andlise de propriedades fisico-quimicas de relevancia para o fendmeno

estudado.
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2. Metodologia

2.1. Simulag¢dao Computacional e Dindmica Molecular

A simulagdo computacional se desenvolveu como uma ferramenta de maquina
eletronicas de computacdo durante e apds a Segunda Guerra Mundial. As maquinas
computacionais foram desenvolvidas para realizar calculos pesados envolvidos no
desenvolvimento de armas nucleares e desencriptacdo de cddigos. Uma das maquinas mais
famosas foi criada por Alan M. Turing, pai da computacdo, para analisar e decifrar a
comunica¢do naval alema [67, 68]. Apenas na década de 1950 que os computadores
eletronicos comegaram a serem utilizando para fins ndo-militares. Los Alamos MANIAC, por
exemplo, iniciou sua fase operacional em Mar¢o de 1952 com o método de Monte Carlo para
solugdo de diversos problemas, de modo a demonstrar sua capacidade [69]. Com o avanco da
tecnologia ao longo das décadas seguintes, sistemas quimicos mais complexos (ndo apenas
pequenas e poucas moléculas) como liquidos e sélidos [70] puderam ser estudos através de
simulagdes computacionais.

Em simulagdes computacionais de sistemas quimicos e, em particular de
biomoléculas, ¢ necessario descrever o movimento das particulas representativas destes
sistemas. De acordo com os recursos computacionais disponiveis e do tipo de fendmeno a ser
observado, os potenciais analiticos podem ser usados para difundir-se a trajetoria dos atomos
tanto quanticamente (equagdo de Schrodinger dependente do tempo) quanto classicamente
(equagdes de Newton). Para o estudo de propriedades dinamicas de biomoléculas, o calculo
das trajetorias utilizando mecanica classica ¢ significativamente mais rapido. Métodos de
campo de for¢a (também conhecidos como métodos de Mecanica Molecular) emergem como
metodologia para esse tipo de sistemas, com baixo custo computacional e resultados com alta

acuracia.

2.2. Campos de For¢a

Baseando-se nas propriedades das ligagdes quimicas covalentes e nas interagdes
intermoleculares, ¢ possivel tratar nucleos e elétrons em moléculas de forma efetiva através de

campos de for¢a. De forma sucinta, ¢ possivel definir campo de for¢a como um conjunto de
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equagoes analiticas com parametros ajustaveis utilizados para descrever a energia potencial de
um sistema de particulas atomicas. O objetivo de um campo de forcas ¢ descrever os
fendmenos atomisticos de diferentes classes de moléculas para as quais os parametros foram
desenvolvidos. Em geral, os parametros do potencial classico sdo ajustados de forma a
reproduzir algumas propriedades estruturais e/ou termodindmicas como, por exemplo:
densidade e entalpia de vaporizagdo (liquidos); energia livre de solvatacdo de ions em
solu¢do; coeficientes de transporte, constante dielétrica, entre outras.

A parametrizagdo de biomoléculas como proteinas e lipidios é complexa, devido a
dificuldade de desenvolvimento de um potencial que reproduza todas as classes de
propriedades simultaneamente. Por este motivo, a parametrizacio de um campo de forcas
envolve desde dados experimentais (quando disponiveis) até calculos ab-initio para
reproducdo de dados estruturais e/ou energéticos. Logo, a qualidade de um campo de forga
depende da complexidade do sistema estudado e dos dados utilizados para a sua
parametrizacdo. Uma vantagem associada aos sistemas de grande complexidade (elevado
niumero de 4tomos) ¢ que grande parte da dinamica ¢ governada por fatores coletivos
(hidrofobicidade, efeito cooperativo, por exemplo) e os erros associados aos detalhes das
interagdes entre pares de atomos sdo minimizados [71-73]. A qualidade de um campo de
forca estd associada aos parametros incorporados nas fungdes de potencial energético
empregados nos calculos moleculares. Portanto, os potenciais de interacdo intra e
intermoleculares devem ser escolhidos de forma criteriosa, levando-se em consideragdo o
fendomeno a ser estudado. No entanto, ¢ importante ressaltar que a qualidade de um campo de
forca pode ser avaliada através da comparagdo entre propriedades calculadas e medidas
experimentalmente [74—80]. O rapido progresso de técnicas experimentais com resolu¢ao
espacial atomica, como a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
possibilitou ndo apenas o refinamento dos parametros atdmicos contidos nos campos de forga,
mas especialmente a validagao de propriedades moleculares calculadas com relagdo a medidas
experimentais em solugdo. Atualmente campos de forca sdo parte de todos os programas
utilizados para determinagdo da estrutura tridimensional de biomoléculas via cristalografia de
Raios-X (X-ray) e RMN. As interac¢des representadas em fungdes de energia constituintes dos
campos de for¢a mais comuns estdo ilustradas na Figura 2.2. Estes termos descrevem, via um
potencial harmonico, interagdes entre atomos ligados (ligagdes, angulos, torsdes proprias e

improprias) e interagdes entre &tomos nao-ligados.
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Figura 2.2.1 Representacdo esquemadtica das contribui¢des intra e intermoleculares de um
campo de for¢a. Adaptado da Ref. [81].

Além desses termos, um conceito comum entre os campos de forga ¢ o “tipo de
atomo” (do inglés atom type) que se refere a geometria do estado de hibridacdo e do ambiente
quimico ao redor do atomo em consideragdo. Os modelos MM2, MM3 e MM4, por exemplo,
distinguem os tipos de 4&tomo de carbono em sp3, sp2, sp, carbonila, ciclopropano, radicalar,
ciclopropeno e ion carbdnio [82—-87].

Nos ultimos 30 anos, diversos tipos de campo de forcas foram desenvolvidos
independentemente para as mais diversas aplicacdes. Esta diversidade decorre do fato de
campos de forca serem desenvolvidos seguindo diferentes filosofias para o calculo e
validagdo dos pardmetros atomicos e métodos para o tratamento de interagdes de longa
distancia.

Um dos primeiros campos de for¢a desenvolvidos para biomoléculas ¢ o AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement) [88, 89]. O AMBER ¢ parametrizado
através do conceito de pares de cargas precisas, sendo a unidade de carga definida na forma
de um aminoacido. A cada residuo ¢ atribuida uma unidade carga, derivada através do método
RESP (Restrained Electrostatic Potential) [90]. Um segundo campo de forca amplamente
utilizado em simulagdes de biomoléculas ¢ o OPLS (Optimized Potentials for Liquid

Simulations), parametrizado a partir de calculos de propriedades termodindmicas em solugao
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via simulagdes de Monte Carlo de liquidos organicos [91]. Atualmente o OPLS possui dois
conjuntos de pardmetros: OPLS-UA (United Atoms — em inglés, &tomos unidos) para atomos
agrupados (hidrogénios sao tratados implicitamente nos carbonos) [92, 93] e o OPLS-AA (4//
Atoms — em inglés, todos os dtomos) que trata todos os d&tomos explicitamente [94, 95]. Uma
curiosidade do OPLS ¢ que os termos ligados (ligacdo, angulo e tor¢ao) foram importados e
adaptados do campo de forca AMBER [91]. Um terceiro campo de forca bastante utilizado
em estudos de biomoléculas ¢ o CHARMM (Chemistry at Harvard Macromolecular
Mechanics), desenvolvido no grupo do Martin Karplus [96, 97], laureado com o prémio
Nobel de Quimica em 2013 [98]. Como o OPLS, o CHARMM também possui conjuntos de
parametros distintos para a representagdo do modelo atomos-unidos (CHARMM19) [99, 100]
e do modelo com todos os atomos explicitos (CHARMM?22) [101, 102]. Ambos foram
parametrizados para simulacdo de proteinas, enquanto o CHARMM27 [103] foi desenvolvido
para o estudo de DNA, RNA e lipidios. O GLYCAMO6 [104] ¢ um campo de forga
desenvolvido para ser compativel com o AMBER e ¢ especifico para simulacdes de
carboidratos [105]. Recentemente, 0 GLYCAM serviu de base para o desenvolvimento de
parametros para novos monossacarideos e lipidios especificos para a classe dos
lipopolissacarideos (LPS) [106], principal constituinte da membrana externa de bactérias
Gram-negativas. Além dos campos de forca para biomoléculas ja mencionados, existem
alguns campos de forca bastante populares para simulagdes atomisticas de materiais
inorganicos como, por exemplo, o Dreiding [107] e o Universal Force Field (UFF, do inglés
Universal Force Field) [108, 109]. Ambos s3o parametrizados para um grande ntimero de
elementos (o UFF inclui todos os elementos), possibilitando o estudo de uma grande
variedade de sistemas. Comparagdes detalhadas entre diversos campos de forca e suas

parametrizagdes podem ser encontradas nas referéncias [110-118].

Neste trabalho foi utilizado o campo de forca GROMOS (Groningen Molecular
Simulation) com uma representacdo atomos-unidos para os hidrogénios apolares [119—-121].
O GROMOS tem sido parametrizado ao longo dos anos para reproduzir propriedades
termodindmicas de liquidos puros, moléculas polares e apolares pequenas, além de entalpias
de solvatacdo entre diferentes ambientes [89, 91, 94, 96, 103, 122]. O GROMOS tem sido
também extensivamente validado através da comparagdo entre as propriedades calculadas
com propriedades experimentais para biomoléculas em solucdo [74, 77, 106, 121, 123].

Assim, 0 GROMOS foi escolhido para as simulagdes descritas nesta monografia pelo seu
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desempenho em reproduzir propriedades estruturais e termodindmicas obtidas
experimentalmente para peptideos e membranas bioldgicas. Para uma validagdo sistematica
do desempenho do GROMOS em reproduzir medidas experimentais de alta resolugdo em
membranas fosfolipidicas, ver referéncias [77, 124, 125]. Dois conjuntos de parametros foram
utilizados inicialmente: GROMOS 53A6 [66] e GROMOS 54A7 [126]. Este Gltimo conjunto
contém as seguintes modificacdes: i. adicdo de um novo tipo de d&tomo carregado (CH3p) para
lipidios baseados na molécula de fosfatidilcolina; ii. adi¢do de dois novos termos para os
angulos rotacionais proprios ¢ € y; iii. modificagdo do termo de repulsdo para interagdes entre
os grupos N-H e C=0; iv. novos pardmetros de van der Waals para os ions Na' e CI” ajustados
para reproduzir a energia livre de hidratagdo; v. quatro novos termos para angulos diédricos
para uso em calculos de energia livre envolvendo mudangas de quiralidade. Apenas
trabalho. Desta forma, o refinamento do conjunto de parametros GROMOS 53A6 para
GROMOS 54A7 corrige a tendéncia a desestabilizagdo de conformacdes em hélices-a [126].
O peptideo hibrido estudado neste trabalho possui percentuais de hélice estimado através de
medidas experimentais de espectroscopia de dicroismo circular [3]. Por esta razdo, foi
necessario atualizar os novos pardmetros para o campo de forca GROMOS 54A7 baseado nas
modifica¢des propostas nas referéncias [125, 127, 128]. As subse¢des seguintes apresentam
uma descri¢ao da funcdo de energia potencial do GROMOS e dos parametros atomicos para o

GROMOS 53A6 e modificagdes do GROMOS 54A7.

2.2.1. A Funcdo Potencial do GROMOS

Nas simulagcdes de dindmica molecular classica (baseado no formalismo do
Hamiltoniano), a funcdo Hamiltoniana que descreve o sistema pode ser dividido em uma parte
cinética e uma parte de energia potencial. A contribui¢do cinética depende apenas do

momento, p, € das massas, m, dos N dtomos do sistema:

N 52 N
K(p,m) = z 21;1' =Z§mivi2 Eq. 2.1
i=1 ' =1

Em que v; ¢ a velocidade do 4tomo i. No GROMOS, as massas sdo descritas de acordo com

os atomos da tabela periddica (tipo de atomo — do inglés, atom type). As excegdes ficam por
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conta dos carbonos alifaticos que sdo tratados como 4atomos unidos: o carbono e os
hidrogénios ligados a ele sdo tratados com um unico atomo [119, 120, 129-131]. Por sua vez,
a contribuicdo da energia potencial descreve a energia entre os atomos em termos das
coordenadas atdmicas, r, € dos parametros do campo de forca, s. Em simulagdes de dindmica
molecular, ¢ necessario calcular as for¢as que atuam sobre os 4tomos, movimentando-os. A
forca ( fi) que atua sobre um atomo I ¢ o negativo da derivada da energia potencial em relagao

as coordenadas atomica 7;:

N

fi=— a%iV(rl,rz, v, T3 S) Eq.2.2

sendo o potencial descrito como a soma das contribui¢des das interagdes de curto e de longo
alcance. O potencial associado as energias de interagdes fisicas pode ser dividido em termos

ligados e termos ndo-ligados, na forma:
VfiS(T‘; S) — Vligado (T; S) + Vnﬁo—ligado (T‘; S) Eq. 23

No campo de forca GROMOS, o potencial do termo ligado ¢ a soma das contribui¢des
dos potenciais associados a ligagdo (V/19%539) angulo de ligagdo (V3™9%), angulo diédrico

harménico ou impréprio (V™P) e angulo diédrico trigonométrico ou torsional (V/°7).

Vligado (T‘; S) — Vliga(;éo (T; S) + Véngulo (T‘; S) + Vimp (T‘; S) + Vtor(r; S) Eq. 2.12
Ja o termo correspondendo as interagdes ndo-ligadas ¢ dado pela soma das interagdes de van
der Waals (do tipo Lennard-Jones, LJ) e das interagdes eletrostaticas (Couldmbicas). Nesta
trabalho, para o tratamento de interagdes eletrostaticas de longa distancia entre os pares de

atomos do sistema foi utilizada a metodologia do Campo de Reagdo Generalizado RF (do

inglés Generalized Reaction Field) [132] e a soma direta até um certo raio (V¢):
yrao=ligado(y, o) = VL (r;5) + VE + VEF(r;s) Eq.2.4

Nas secdes seguintes, cada termo potencial sera descrito de forma individual.



47

2.2.2. Ligagoes Covalentes

Na versdo 53A6 do campo de forga, a energia potencial devida aos estiramentos das
ligacdes covalentes entre os atomos ¢ calculada como a soma de todas as ligagdes (Np) e €
dependente dos parametros K}, e b, na forma:

VH9asio (r; 5) = VU930 (r; Ky, bo) = Eta Ko, [DF = b5, Fa. 2.3

Trata-se de uma fungdo anarmonica escolhida por diminuir o nimero de operacdes de raizes
quadraticas, reduzindo o tempo computacional do calculo. Nesta fun¢do, o comprimento de
ligagdo para a n-¢sima ligagdo (by,) entre os atomos i € j nas posi¢des 1; € 17 € dado por
b, = r;j = /1i;.13j, onde 1;; = 1; — 1;. Os pardmetros K¢ b, foram obtidos atraves de dados
de espectroscopia [133] e difracdo de raios-X [134] para moléculas pequenas,
respectivamente. Os valores desses parametros para os diversos tipos de ligagdo do GROMOS

podem ser conferidos na referéncia [66].

2.2.3. Angulos de Ligagio

A energia potencial devido as flexdes ¢ calculada também como a soma sobre todos os

angulos N, e dependente dos pardmetros Ky e 0,:

Vinouo (r; 5) = VAOHO(r; K, ) = %15 Ko, [cos by — cosby, ] a2

Sendo 6,, o valor do n-ésimo angulo definido pelos atomos i, j e k. Os parametros Ky € 6,
foram obtidos através de andlises de espectroscopia e difracdo de raios-X, respectivamente.
Os valores desses parametros para cada um dos tipos de atomos do GROMOS podem ser
encontrados na referéncia [66].

Uma particularidade da formulagdo do GROMOS em relagdo a outros campos de forca
¢ que somente o valor e a derivada do cos 6, sdo utilizados, economizando uma operagao
arco-cosseno para o calculo do potencial. Essa formulagdo permite uma estabilidade numérica

a medida que 6,, se aproxima de 180° (interacdo se torna harmoénica). A constante de forca



48

Ky pode ser relacionada a constante de forca harménica Kél:rm (> 0) com a condigdo de que

as energias de ambas as formas sejam iguais a kg T para mesmos desvios do angulo ideal 6:

2ksT
Kgn = Eq 2.7
[cos <90n + /kBT/K&me> —cos 6, ]? + [cos <90n — /kBT/K‘g:rm> —cos b, 12

Na equagdo acima (Eq. 2.7), kg ¢ a constante de Boltzmann e T ¢ a temperatura do sistema.

2.2.4. Angulos Diédricos de Tor¢io

Os angulos diédricos de tor¢do (também conhecidos como diedros proprios, diedros
trigonométricos ou simplesmente diedros) sdo descritos por uma fun¢do trigonométrica. A
energia potencial correspondente as interagdes desses diedros ¢ calculada de forma similar aos

ngulos de liga¢do. Ou seja, € a soma sobre os N, angulos diédricos utilizando os parametros

K,, 6o € m de acordo com a Equagdo 2.8,

Ny 1
n=1»

K, [1+ cos(8,) cos(m,@,)] Eq.2.8

Ver(r;s) = Ver(r; K, 6,m) = ¥, on
Em que §,, ¢ o angulo de fase (restrita aos valores de 0 ou «), m,, ¢ a multiplicidade do diedro
e @, ¢ o valor real para o angulo diédrico definido pelos 4tomos i, j, k e l. Por ser uma funcao
trigonométrica, calculos de arco-cossenos podem ser evitados como para os angulos de
ligagdo, tornando o procedimento computacional mais rapido.

Os parametros do campo de forca GROMOS 53A6 para angulos diédricos torsionais
K,, 6, € m (ver referéncia [66]) foram obtidos a partir da reproducdo de perfis energéticos de
rotagdo via cdalculos de quimica quantica no véacuo e ajuste destes perfis para o
comportamento do mesmo em presenca de solvente explicito e da interacdo de terceiros-
vizinhos ou termos nao-ligados.

A funcdo que descreve o potencial energético para os angulos diédricos ¢ e P da
cadeia principal de peptideos no GROMOS ¢ (em Anexos 8.2.3, estdo as operagdes para

obten¢do dessa equagao):
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VT (@, 1) = I0?, Ko [1 + cos(mug — 801 + X% Ky [1+ cos(myp — 8,)]  Eq-2.9

Na qual, N, € Ny, correspondem aos numeros de termos de um angulo diédrico. Na corregdo

adotada no GROMOS 54A7, um termo cruzado que depende da soma dos diedros ¢ e Y ¢

adicionado a esse potencial [127]:

veruz(g, ) = Tn 2% Ky [1+ cos(my (@ + ) — 8,)] Eq.2.10

Um termo cruzado em campo de forca refere-se a um acoplamento entre coordenadas
internas e sdo importantes na medida que descrevem como algumas interagdes afetam as
outras. Na versdo 54A7 do GROMOS, o termo que descreve a energia potencial diédrica ¢
corrigido para que o termo repulsivo (C12) do potencial de Lennard-Jones se torne menos
repulsivo (descri¢do na se¢do 2.2.6). Os parametros para o campo de forga 54A7 podem ser

encontrados na referéncia [126].

2.2.5. Angulos Diédricos Imprdprios

Os angulos diédricos improprios (também chamados de angulos diédricos harmdnicos)
sdo utilizados para especificar a configuracdo de um grupo de quatro atomos constituindo
centros quirais (como o formato tetraédrico de um carbono com hibridizagdo sp’) ou com
geometria plana (como o formato plano da vizinhanga de carbonos sp’). No campo de forca
do GROMOS 53A6, o potencial resultante desse tipo de interacdo ¢ obtido através da soma

sobre os N diedros improprios com pardmetros K € &:

i . N
Vi (r;5) = VImP (15 Ke, &) = X505 Ke, [6n — &0,) Eq.2.11

Em que o angulo diédrico &,, ¢ formado pelos atomos i, j, k e [ e pode ser calculado através

das posigdes desses atomos:

&, = sign(§,)arccos ﬂ
= sig n m]qu Eq. 2.12
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No qual, 7;,j = 73 X7y € Tq = Tij X Ty com os indices m e q definidos através dos produtos
cruzados. O sinal do angulo &, ¢ obtido pela fungdo sinal: sign(¢,) = sign(7;; - 74x).

Na versdo 53A6, trés tipos de angulos diédricos improprios foram definidos (um
tetraédrico e dois tipos planos com constantes de forgas diferentes). Na referéncia [66] podem
ser encontrados os valores dos pardmetros K; € &,. Para a versdo 54A7 do GROMOS, dois
outros angulos diédricos improprios (-35° e 180°) foram definidos como minimos de energia,

de modo a facilitar o calculo de energia livre envolvendo mudangas de quiralidade [126].

No campo de forca GROMOS, as interagdes ndo-ligadas sdo calculadas para os pares
de atomos nao-ligados, porém com algumas restricdes. Num primeiro momento, 0s primeiros
e segundos atomos vizinhos sdo excluidos da soma do potencial, uma vez que ja estdo sendo
computados na energia potencial de ligagdo. Também sdo excluidos os terceiros vizinhos ou
atomos 1-4 que sejam membros de anéis aromaticos. Por fim, a soma sobre todos os pares ¢
restrita apenas aos pares que tenham uma interacdo a uma distancia menor do que um
especifico raio-de-corte (cutoff). Dois tipos de interacdes ndo-ligadas sdo utilizadas no

GROMOS: interac¢ao de van der Waals e interagdes eletrostaticas.

2.2.6. Interacoes de van der Waals

O termo do potencial relacionado as interacdes de van der Waals ¢ a soma de todos os
pares de atomos ndo-ligados (seguindo as restricdes definidas), usando uma fungdo potencial

de Lennard-Jones com parametros C12 e C6:

C12;; Cé6;;

VE (r;s) = VH (r; = E — - —
(T S) vV (T C12, C6) ( ri1.2 T‘i6. Eq 2.13

pares i,j J

No qual os parametros C12 e C6 dependem do tipo de dtomo envolvido e do carater da
interacdo (atrativa ou repulsiva). A versdo 53A6 contém 53 diferentes tipos de 4tomos e para
cada um desses tipos sdo definidos parametros C12;, C12;;, C6; e C6;; que sdo utilizados para

o calculo do C12 e C6 da interagdo entre pares, na forma:
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C12;; = [C12-C12;; C6;j = /C6ii-C6jj Eq.2.14

A escolha dos pardmetros a serem utilizados nas regras de combinagdo geométricas
(Eq. 2.22) [135] depende do tipo de interacdo entre os atomos i e j. S3o definidos trés
parametros C12 diferentes, dentre os quais o C12(I) ¢ utilizado como padrdo. O C12(II), um
pouco maior, ¢ utilizado quando os atomos i e j formam um par doador e receptor de ligagao
de hidrogénio de modo a obter o comprimento adequado de ligacdo de hidrogénio. J& o
parametro C12(III) ¢ usado em grupos carregados (como ions) para manté-los a uma distancia
apropriada. Outros valores para os parametros C6 e C12 sdo utilizados em interagdes
especiais, como no caso onde os atomos i e j estdo ligados via trés ligagdes covalentes
(chamadas interagdes 1-4) e casos onde a regra de combinagdo ndo ¢ aplicavel. Todos esses
parametros podem ser encontrados na referéncia [66].

Para a versdo 54A7, algumas mudancgas foram realizadas nesse tipo de interagdo.
Seguindo a atualizacdo realizada no angulo diedro de tor¢do para polipeptideos (se¢do 2.2.4),
foi feita uma mudanga do tipo C12(Il) para C12(I) do par de atomos O(IAC=1)-N(IAC=6).
Os parametros C12 e C6 para os ions Na' e CI” foram substituidos pelos novos valores
calculados por Reif e Hiinenberger [128] e os terceiros-vizinhos foram alterados. Essa
substituicdo foi feita para que as propriedades termodindmicas dos ions soédio e cloro se
tornem mais adequadas aos dados experimentais. Além dessas mudancas, um novo tipo de
atomo foi incluido para descrever o grupo -CH3 positivamente carregado (IAC=54). O
objetivo dessa adi¢ao foi para aumentar a repulsdo entre os grupos CHs da regido colina e os
oxigénios —OM negativamente carregados do grupamento fosfato no lipidio DPPC [125]. A
Figura 2.2.2 mostra as cargas atdmicas parciais e a defini¢do dos grupos de carga para o

GROMOS 53A6 (a) e as utilizadas para o 54A7 baseadas no modelo de Chiu et. al. (b) [136].
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Figura 2.2.2 Cargas atomicas parciais (em e) e grupos de cargas no DPPC do: a) GROMOS 53A6; b)
Chiu et. al. [136]. Em negrito, os grupos metil colina e os oxigénios ndo-ésteres do grupo fosfato.

Também estdo indicadas as posigdes dos metilenos no grupo colina em « ¢ f ¢ em 6 no grupo
glicerol. Retirada da Ref. [125].

Todos os parametros podem ser encontrados no artigo de definicdo do GROMOS
54A7 [126]. Entretanto, para utilizar este conjunto de pardmetros do GROMOS, foi
necessario calcular os termos de interacdo de van der Waals entre pares do grupo —CH3p e os
outros 53 tipos de atomos listados no GROMOS 53A6, bem como as interagdes dos ions Na"
e Cl' com esses mesmos atomos usando as equacdes Eq. 2.22 no programa Microsoft Excel
2011. Em Anexos, as figuras 8.2.1 e 8.2.2 mostram alguns dos potenciais calculados e
inseridos no arquivo de termos nao-ligados do campo de forca. Os potencias foram calculados

de acordo com as regras de combinagao descritas no artigo [137].

2.2.7. Interacoes Eletrostdticas

As interacdes eletrostaticas entre pares sdo governadas por trés contribuicdes. A
primeira contribui¢do ¢ a soma sobre todas as interacdes entre pares dentro de um raio de

corte R, utilizando um potencial de Coulomb (Vo).

q:q; 1 Eq. 2.15
VE(r;s) =VE(r;q) = P 1
0'ij

pares i,j
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Em que o parametro g € definido como a carga parcial dos atomos, 7;; € a distancia entre i € j,
&y € a constante dielétrica do meio no qual os 4&tomos estdo inseridos [106, 132].

A segunda contribuicdo ¢é relacionada ao tratamento do campo de reacdo (VEF, do
inglés reaction-field), que contabiliza interacdes eletrostaticas de longo alcance entre pares de
atomos. Esta contribuicdo representa a interagdo do atomo i com o campo induzido em um

meio dielétrico continuo, além de um raio de corte (R,f), devido a presenga do atomo j [132]:

1 2
qi9; —3Crrri

VRF . — VRF . —
pares i,j
Em que,
(2e; — 2&,)(1 + KR, ) — &5(KR,f)?
rf = Eq. 2.17

B (&, + 282)(1 + Ker) + &, (KR, f)?

Na qual, &, ¢ a permissividade relativa (na Se¢do 2.3.7 abordaremos como foi feito o
tratamento eletrostatico e utilizacdo da constante dielétrica) e k € o inverso do comprimento
de Debye do meio, fora da regido esférica definida pelo raio de corte R,..

A contribuicdo final (termo independente da distancia no campo de reacdo) ¢ uma

constante que atua em cada par, segundo a equacgao:

qi9; -(-3Crf)

VRFe —
@ dmege; Ry

pares i,j

Eq. 2.18

Este termo, por ser independente da distancia interatdmica (73;), ndo contribui para as forgas.
Porém, ele garante que a energia eletrostatica serd zero para todos os atomos que estdo na
regido definida pelo raio de corte R,.f. As cargas atomicas utilizadas no GROMOS 53A6 (ndo
houve modificagdo para o 54A7) podem ser encontradas no artigo de definicao e divulgacao
desses parametros [66].

Uma vez definidos os parametros atdomicos (campo de forca) a serem utilizados, pode-
se definir o protocolo metodologico a ser aplicado durante as simulagdes computacionais e

analises de dos sistemas biomoleculares estudados. Na proxima se¢do, serd abordada a
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fundamentagdo teodrica que serviu de base para a escolha do protocolo metodologico utilizado
neste trabalho. Subsequentemente, os sistemas quimicos e as propriedades fisico-quimicas

estudadas serdo descritos.

2.3. Simulagdo Computacional

Como discutido anteriormente, em dindmica molecular, configura¢des sucessivas do
sistema sdo geradas através da integracdo das equagdes classicas de movimento das particulas

(sistema conservativo), que tem a forma:

. 25
in :mlF: _a_)?i(xu-") Eq. 2.19

O resultado dessas configuragdes ¢ uma trajetoéria que mostra como as particulas se
movem e em que posicao elas estdo no sistema em determinado tempo [71].

A Equagdo 2.19 descreve o movimento de uma particula de massa m; sob agdo da
forga F,, na direcdo dessa coordenada, ou seja, conhecendo a posi¢do e as velocidades das

particulas em um dado instante t, e calculando as forgcas sobre cada particula devido a
interagdo com as outras, ¢ possivel determinar as posi¢des e velocidades num instante t, + dt.
Para um sistema com milhares de atomos, faz-se necessario o uso de um protocolo de
simulacdo de dindmica molecular para aplicar, calcular e estudar o comportamento de todas as
particulas e, consequentemente, todo o sistema.

Logo, para simular um sistema de particulas através de dindmica molecular ¢ preciso

seguir algumas etapas:

» Gerar a configuracdo inicial das particulas;
» Calcular as forgas exercidas sobre cada particula, resultantes das interagdes
intermoleculares;

» Movimentar as particulas;

v

Gerar trajetorias (ensembles);

» Analisar os dados das trajetorias geradas.
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Em cada uma dessas etapas, o processo de descricdo das posi¢des e velocidades das
particulas deve ser feito de modo estudado e planejado. A Figura 2.3.1 apresenta um

fluxograma resumindo os passos envolvidos durante o processo de simulagao computacional.

ndo g sim
A — iR —
mais passos?

Figura 2.3.1 Fluxograma mostrando os principais passos de um
procedimento de simulagdo computacional.

Neste trabalho, foi utilizado o programa computacional GROMACS (Groningen
Machine for Chemical Simulations) versdo 4.5.4 [138] para realizar todas as simulagdes e
analises, exceto analise do angulo de inclinagdo (codigo desenvolvido no grupo) [139].

Todos os sistemas tiveram suas configuragdes iniciais submetidas a uma minimizacao
de energia antes de serem submetidas ao processo de simulagdo propriamente dito. Para isso,
foi utilizado o algoritmo de busca de descida ingreme (Steepest Descent), conhecido por ser
simples e robusto. Em todos os casos, a cada adi¢do de nova molécula, foram executados
5000 passos (com dt = 1fs) para minimizag¢ao da energia do sistema e uma minimizacao final
quando a configuragdo completa estava pronta. Uma vez minimizado, o sistema era

submetido para simulagdo usando o conjunto de integradores e algoritmos listados na Figura

2.3.2:
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| disre = simple

integrator =md

de = 0.001

nsteps = 10000000

nstxout = 500

nstvout = 500

nstlog = 250

nstenergy = 500

nstxtcout = 500

comm-mode = Linear

nstcomm =35

comm-grps = Protein DPOPG Water_and ions
Xtc_grps = Protein DPOPG

energygrps = Protein DPOPG Water_and ions
nstlist =5

rlist =1.4

coulombtype = generalized-reaction-field
epsilon rf = 66.0

ns_type = grid

rcoulomb =1.4

rvdw =] 4

pbc = Xyz

tcoupl = berendsen

tc-grps = Protein DPOPG Water_and ions
tau_t = 0.2 0.2 0.2

ref ¢t = 305 305 305

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = semi-isotropic

tau p =0.10.1

ref p =1.0 1.0

compressibility = 4,5e-5 4.5e-5

gen vel = yes

gen_temp =5

gen seed = 178296

constraints = h-bonds

Figura 2.3.2 Exemplo de arquivo de entrada para as simula¢des computacionais dos sistemas completos
(peptideos, lipidios, agua e ions) com as variaveis e algoritmos listados.

Cada uma das simulagdes foi realizada preparando o arquivo de topologia com as
variaveis e algoritmos representados acima. Nas proximas subsecdes, serdo descritos esses

algoritmos, as variaveis utilizadas e sua fundamentacao tedrica.

2.3.1. Condicoes Periodicas

Um dos problemas que emerge de simulagdes biomoleculares, em especial de
membranas, ¢ a limitacdo imposta pelo tamanho do sistema. Devido ao custo computacional,
simular a membrana de uma vesicula inteira, por exemplo, torna-se inviavel e temos que
utilizar um modelo representando apenas uma parte/regido da mesma. Entretanto, esse tipo de
representacdo implica na necessidade de um tratamento adequado dos limites da caixa (cela)
do sistema e dos efeitos de fronteira. Num sistema de biomoléculas, as fronteiras devem ser
descritas utilizando condigdes periddicas, as quais permitem que uma simulacdo possa ser
realizada com um ntimero relativamente menor de particulas. Nessa abordagem, os atomos do

sistema sdo colocados numa determinada caixa, que ¢ cercada por unidades transladadas dessa
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mesma caixa. A Figura 2.3.3 apresenta um exemplo de uma caixa bidimensional. Nas caixas
bidimensionais, cada unidade ¢ cercada por oito vizinhos, enquanto que caixas
tridimensionais (caso das simulagdes deste trabalho), 26 caixas sdo dispostas ao redor de cada

caixa.
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Figura 2.3.3 Exemplo de caixa bidimensional no qual sdo

aplicadas as condic¢des periddicas de contorno. Figura obtida
da referéncia [140].

No programa GROMACS, as condi¢des periodicas sdo baseadas em células unitarias
triclinicas [141] (pbc = xyz). Elas sdo utilizadas em conjunto com a conven¢do de imagem
minima (minimum image convention): apenas uma imagem (a mais proxima) de cada
particula ¢ utilizada no calculo do potencial de interagdo ndo-ligado para curto alcance. As
interagdes eletrostaticas de longo alcance sdo tratadas por outras metodologias (subsecao

2.3.7).

2.3.2. Ensembles

Durante a simulagdo, alguns pardmetros macroscopicos podem ser mantidos
constantes em ensembles como NPT, NVT, NVE ou gra-candnico (uV7T), em que N ¢ o numero
de particulas do sistema, p ¢ a pressdo, /' o volume, 7 a temperatura e x4 € o potencial quimico.
Um ensemble ¢ um conjunto de réplicas de um sistema macroscopico que diferem entre si nas

coordenadas e momentos das particulas, isto €, diferentes estados microscopicos. Logo, cada
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réplica corresponde a um ponto no espaco de fases. Se, depois de um tempo suficientemente
grande, cada réplica tiver passado por todas as regides do espaco de fases, onde a densidade
de probabilidade ndo ¢ nula (sistema ergoddico), as fungdes termodindmicas podem ser
determinadas como médias do ensemble.

O método de dindmica molecular, em geral, consiste em simular um sistema
conservativo (E) com N particulas interagentes, ocupando um volume V (ensemble NVE)
através da integracdo das equagdes de movimento destas particulas. No entanto, sistemas
bioldgicos existem em condi¢des de temperatura e pressdo constantes. Por esta razdo, as
propriedades investigadas neste trabalho foram obtidas de simulacdes em condi¢des de
ensemble NPT. Neste ensemble, um banho térmico ¢ utilizado para regular a temperatura
(termostato) e a pressdo ¢ regulada (imposta) por um barostato através do uso de uma pressao
externa sobre o sistema (virial) [142]. Neste trabalho, foram utilizados o termostato e

barostato de Berendsen [143, 144] para manutenc¢do da temperatura e pressao constantes.

2.3.3. Algoritmo de Integragdo

Em dinadmica molecular, o algoritmo de integracdo ¢ o responsavel por determinar as
posi¢des e velocidades das particulas nas etapas da simulagdo. Trata-se de um programa
computacional que faz a resolugdo das equagdes de movimento. Em geral, essa resolugdo ¢
obtida através de metodologias de diferencas finitas, dentre as quais se destacam o algoritmo
de Verlet [145] e o algoritmo integrador leap-frog [146].

Neste trabalho, o algoritmo de leap-frog (padrado do GROMACS) foi utilizado em
todas as simulagdes. Apesar de o algoritmo de Verlet oferecer grande estabilidade, o
integrador de leap-frog ¢ uma reformulagdo do Verlet com maior precisdo numérica, pois a

velocidade das particulas ¢ calculada de forma explicita [146, 147]. Ele utiliza as posi¢des r
em um determinado tempo t e velocidades v na metade do intervalo de tempo (t — %At),

atualizando as posi¢des ¢ as velocidades através da forga F(t) usando as relagdes:
1 1 At
U<t+§At>:U<t—§At>+EF(t) Eq 2.20

1
r(t +At) =r(t) + Atv(t + EAt) Eq.2.21
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No tempo t, a velocidade das particulas na trajetéria produzida ¢ descrita por:

v(t) = %[U <t - %At) +v <t + %At)] Eq. 2.30

As equagdes de movimento sdo modificadas de acordo com o acoplamento da

temperatura e da pressao que serdo descritos a seguir.

2.3.4. Termostato

O controle da temperatura pode ser feito através da aplicacdo de um banho térmico
regulado através de diferentes algoritmos como: o termostato de Berendsen [148], o ensemble
estendido Nosé-Hoover [149, 150] ou o esquema de reescalonamento de velocidade
(canonical sampling through velocity-rescaling) [151]. Neste trabalho, todas as simulagdes
tiveram sua temperatura regulada em Ty, = 305 K (32 °C) através do uso do termostato de
Berendsen (Figura 2.3.2: tcoup = Berendsen). Esse algoritmo simula um acoplamento fraco
com cinética de primeira ordem para o banho térmico. Os grupos acoplados separadamente
durante as simulagdes foram trés: peptideos (Protein), bicamada lipidica (POPG e/ou POPC)
e agua com ions (Water and ions). O algoritmo do termostato aplica uma corre¢do para os

desvios da temperatura definida (T,) segundo a equagao abaixo:

dT  Ty—T
Tt Eq.2.22

Logo, o desvio da temperatura decai com uma exponencial da constante de tempo 7 (nas
simulagdes, fau_t = 0.2 ps).

Uma das vantagens dessa abordagem, em comparagdo com o método de Nosé-Hoover,
¢ que a forca do acoplamento pode variar e ¢ adaptavel de acordo com a necessidade: para a
fase de equilibragdo, a constante de tempo pode ser muito pequena. Porém, uma vez o sistema
equilibrado, ela pode ser aumentada cerca de cem vezes sem influenciar na producido da
dindmica [144]. Na literatura [152, 153], resultados mostram que para sistemas de bicamada

de fosfolipidios, esse termostato pode ser utilizado com resultados satisfatorios.
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2.3.5. Barostato

No ensemble NPT, a pressao e a temperatura do sistema ¢ mantida constante enquanto
o volume pode flutuar. Para o controle da pressdo realizada sobre o sistema, ¢ necessaria a
utilizacdo de um barostato. Na literatura, os barostatos de Berendsen [148], de Andersen
[154], a aproximacao de Parrinello-Rahman [155, 156] e o controle de pressao de Martyna-
Tuckerman-Tobias-Klein (MTTK) estdo entre os mais utilizados em simulagdes
biomoleculares [157].

Para combinar o acoplamento da temperatura e da pressdo, foi utilizado o barostato de
Berendsen (pcoupl = berendsen) em todas as simulagdes deste trabalho. O algoritmo desse
barostato rescala as coordenadas e os vetores da caixa a cada passo (ou np. passos) com a
matriz u, na qual tem o efeito de primeira ordem na cinética de relaxacdo da pressdo dada

uma pressao Py, de acordo com a equagao:

dP _Py—P
dt - Tp Eq 2.23
A matriz u € descrita por:
npcAt
p= 0 T Bij {Poij - Pij(t)} Eq.2.24

Em que S é a compressibilidade isotérmica do sistema (compressibility = 4,5x10°  bar™).
A pressao de 1 bar foi aplicada de forma semi-isotropria (pcoupltype = semi-
isotropic), ou seja, nas direcdes x e y do sistema a pressdo ¢ feita de modo diferente do que na

direcdo z e com constante temporal (7p) de 1 ps (fau_p = I ps).

2.3.6. LINCS: Algoritmo de Restri¢cdo

O tempo de integracdo da equacao de movimento em métodos de dindmica molecular
¢ limitado pelas vibracdes das ligacdes quimicas. Estas oscilagdes possuem uma frequéncia
relativamente alta e uma baixa amplitude. O uso de algoritmos para manter o comprimento de
ligacdes constante (constraints) durante simulagdes de mecanica classica permite um aumento

em até quatro vezes do passo de integracdo das equagdes de movimento, possibilitando
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simulagdes significativamente mais longas. Os algoritmos mais usados em simula¢des
moleculares sao o SHAKE [158], LINCS (Linear Constraint Solver) [159] e RATTLE [160]
para pequenas moléculas. No presente trabalho, o algoritmo LINCS foi aplicado para
controlar o comprimento de ligagdes envolvendo 4tomos de hidrogénio.

O algoritmo LINCS ¢ baseado no restabelecimento dos comprimentos das ligacdes
apos uma atualizagdo sem restricdes do comprimento de ligagdo em consideracdo. Trata-se de
um método ndo-iterativo, geralmente realizado em duas etapas: na primeira, as proje¢oes das
novas ligagdes sobre as antigas ligacdes sdo levadas a zero. Em seguida, na segunda etapa, a

corre¢do ¢ aplicada para os estiramentos das ligacdes devido a rotagao.
g =|rit—riz|—d;=0 i=12,..,K Eq. 2.25

Em que d; é o comprimento da ligagdo entre os 4tomos i; € i, e ' é a posicdo desses 4tomos.

Essa correcdo evita que erros numéricos se acumulem, evitando a multiplicacdo de
matrizes e tornando, portanto, os céalculos mais precisos e mais rapidos que o método
SHAKE. Entretanto, isso s6 ¢ valido para restricdes de ligacdes e angulos de ligacao isolados,
como os utilizados nas restrigdes via LINCS nas simulag¢des realizadas (constraints = h-
bonds). Para maiores detalhes da fundamentagdo tedrica e implementacdo do algoritmo

LINCS, ver referéncia [159].

2.3.7. Longo Alcance: Campo de Reacio Generalizado

O potencial de interacdo entre um par de atomos ou moléculas ¢ calculado através da
soma de um termo devido as interacdes de curto alcance e um termo responsavel pelas
interagdes Coulombicas de longo alcance. Como visto na se¢do 2.2.7, o campo de forga define
os parametros para essas interacdes de longo alcance. Com a utilizacdo das condicdes
periddicas, emerge um numero infinito de interagdes. Logo, ¢ necessario definir uma
metodologia que permita definir o nimero adequado de interagdes a serem computadas
através de uma regido definida (raio de corte). E possivel calcular essas interagdes através de
metodologias como Campo de Reagdo [161-163], Campo de Reacdo Generalizado [132],
somatorio de Ewald [72, 164], PME (Particle Mesh Ewald) [165], entre outros.

No presente trabalho, foi utilizado o Campo de Reacao Generalizado (coulomb-type =

generalized-reaction-field) em todas as simulagdes, uma vez que essa metodologia apresenta
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resultados consistentes com um custo computacional melhor em comparacdo com PME, por
exemplo [166]. No Campo de Reag¢ao Generalizado, cada carga (pontual) ¢ considerada como
a origem de um sistema de coordenadas esféricas, e ¢ rodeada por uma esfera de raio de corte
(RC, rcoulomb = 1,4 nm) e imersa num dielétrico continuo &, (épsilon_rf = 66,0) [106, 132].

O potencial do campo de reagdo ¢ escrito como:

. qq; |1 )
= Imege, la + kgt — Crfl Eq. 2.26

Vcr f

Como o campo de reacdo generalizado leva em consideracdo a for¢a idnica do

dieletrico (/), as constantes k¢ € ¢,5 se tornam:

K
2 2

Eo&rfRT  €0&fRT o

1
. 1 (& — &)+ 1) + 8y (er)? Eq.2.28

T3 (2&,f + &) (1 + k1) + £ (k7.)?
1
1 3‘Srf (1 + K7 + 7€rf(Krc)2) Eq. 2.29
C‘r‘f =

B T_c(Zgrf + er)(l + k1) + &5 (k1,)?

Em que F ¢ a constante de Faraday, R ¢ a constante de gas ideal, T ¢ a temperatura absoluta,
c; ¢ a concentragdo molar para a espécie i e z; ¢ a carga da espécie i onde temos K espécies
diferentes. No limite da forca ionica zero (k = 0), as constantes das equagdes 2.28 e 2.29 se
tornam as constantes para o potencial Coulombico do campo de reagao.

Na parametrizacdo do campo de forca GROMOS 54A7 utilizado neste trabalho, foi
aplicado um esquema com raio de corte triplo para o tratamento das interagdes ndo-ligadas
[126]:

i. até 0,8 nm, todas as interagdes sdo calculadas em cada passo a partir de uma
lista de pares atualizada a cada 5 passos;

ii. entre 0,8 — 1,4 nm, as interacdes entre cargas também sdo calculadas e
mantidas constantes entre as atualizagdes (também a cada 5 passos);

iii.apds 1,4 nm, campo de reagdo com (7, = 1,4 nm) com constante dielétrica

€ = 66.
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Uma vez conhecidos os algoritmos que fardo uso dos parametros do campo de forca
escolhido, ¢ hora de configurar os sistemas (preparar as caixas de simula¢do) e realizar a
simulacdo computacional propriamente dita. O proximo capitulo trata do procedimento
computacional adotado para criagdo e simulagdo dos sistemas de interesse, bem como as

andlises que foram feitas.
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3. Procedimento Computacional

3.1. Sistemas Simulados

3.1.1 Simulagoes de Sistemas Contendo uma Unidade do Peptideo

Para realizar as simulagdes, foi criado um modelo do peptideo hibrido
(KYYGNGVTCGKHSCSVDWGATAIKQVKKLFKKKGG) baseado nas informagdes
experimentais [3] descritas no Capitulo 1 deste trabalho. Medidas de dicroismo circular
indicam que esta sequéncia possui contetido em hélice. Foi também mostrado que, a medida
em que a concentracdo de POPG aumenta em relagdo a POPC na composi¢do da membrana, o
percentual de hélice do peptideo também aumenta, sugerindo uma transi¢do conformacional
induzida pela membrana. Entretanto, a espectroscopia CD ndo permite identificar qual a
trecho da sequéncia adota uma estrutura helicoidal, fornecendo informagdo apenas sobre o
percentual de conformacdo em uma dada estrutura da mesma [167]. Partindo destas medidas
experimentais, a sequéncia correspondendo ao peptideo hibrido foi construida em uma
conformacdo de hélice-alfa, considerando-se que o custo computacional envolvido no
processo de desenovelamento da estrutura secundéria de um peptideo ¢ menor que o processo
reverso de enovelamento. Nas simula¢des do peptideo em presenca da bicamada fosfolipidica
foi aplicada uma restricdo a distancia (distance restraints) da ligagdo de hidrogénio entre
atomos NH e CO do esqueleto do peptideo durante os 5 ns iniciais da equilibragao. Restri¢cdes
deste tipo sdo implementadas via a aplicagdo de uma fun¢do de penalidade energética para
desvios da distancia de um dado valor. Neste trabalho, foi adotado um potencial quadratico
para as retrigdes nas ligagdes de hidrogénio, cujo valor inferior de distancia foi 0,28 nm e
dois valores superiores de 0,29 nm e 0,30 nm. O uso de restri¢des de distdncia entre atomos
tem por objetivo preservar a conformagdo inicial do peptideo durante o periodo de
equilibracdo da membrana e solvente. A Figura 3.1.1 representa a configuracdo inicial do
peptideo utilizada nas simulagdes com uma Unica unidade do mesmo. Na Tabela 3.1.1,

apresentamos uma compilag¢do dos sistemas estudados neste trabalho.
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Figura 3.1.1 Configuracdo inicial do peptideo hibrido com toda sua
estrutura em formato de hélice-a (em cinza).

Para construcdo das membranas fosfolipidicas de POPC e POPG utilizou-se
parametros atdomicos para lipidios [65] baseados no conjunto de parametros GROMOS 53A6.
As membranas compostas por um unico tipo de lipidio foram construidas replicando uma
caixa inicial com oito unidades lipidicas (quatro com as cadeias apontando para cima, quatro
com as cadeias apontando para baixo), totalizando 512 unidades de lipidio. Em seguida, as
membranas foram colapsadas aplicando pressdao de 100 bar até adquirir formato de bicamada.
De modo similar, as membranas mistas foram construidas. A diferenga consistiu na
substituicdo de duas unidades lipidicas pelo outro tipo de lipidio: para constru¢do da
membrana 75% POPC, por exemplo, duas unidades POPC da caixa inicial de oito unidades
foram substituidas por 2 unidades POPG. A escolha das unidades substituidas foi feita de
forma aleatéria, porém sendo sempre uma da camada superior e outra da camada inferior.
Assim, ao replicar a caixa, obtemos um sistema com 384 unidades POPC e 128 unidades
POPG. Para as simula¢des com os peptideos parcial ou totalmente imersos, foram removidos
lipidios suficientes (de acordo com cada membrana) e, em seguida, o peptideo foi imerso. A
Tabela 8.2.1 em Anexos detalha a composicao de cada sistema.

O modelo de agua SPC (do inglés Single Point Charge) [135] foi adicionado a uma
caixa de dimensao 9,49 nm x 10,11 nm x 12,00 nm contendo o sistemas peptideo-membrana.
Nas representacdes graficas apresentadas neste trabalho as moléculas de 4agua sdo
frequentemente omitidas para facilitar a visualizagdo do soluto (membrana e peptideos).
Entretanto, em todas as simulagdes as moléculas de agua estdo presentes, inclusive entre a
membrana e o peptideo no inicio das simula¢des. O modelo de agua SPC, como os modelos

SPC/E [168] e TIP3P [169], ¢ um modelo de 3-pontos ou 3-sitios, 0os quais representam a
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molécula de dgua por trés centros de cargas concentradas. Os atomos de hidrogénio possuem
cargas positivas e o excesso de carga negativa ¢ localizado no 4tomo de oxigénio. O modelo
SPC tem como particularidade um valor de 109,47° (angulo tetraédrico) para o angulo H-O-H,
que deve ser comparado com o valor de 104,52° observado experimentalmente e usado nos
demais modelos. Essa mudanga ¢ feita para corrigir o momento dipolar do modelo de 3-
pontos. Os modelos de 3-pontos sdo amplamente utilizados em simulagdes de biomoléculas
devido a simplicidade e a eficiéncia computacional dos mesmos.

Os conjuntos de pardmetros GROMOS53A6 ¢ GROMOS 54A7 foram utilizados para
simular duas conformacgdes do sistema A) peptideo na superficie da membrana; B) peptideo
imerso na membrana (Figura 3.1.2). Essas conformag¢des foram simuladas em presenca de
bicamadas com diferentes composi¢des de POPC:POPG (100:0; 75:25; 25:75; 0:100) durante
30 ns (GROMOS 53A6) e 150-250 ns (GROMOS 54A7) (Tabela 3.1.1). Além da comparagao
de diferentes conjuntos de parametros do campo de forca GROMOS, foi investigado também
o efeito de mudancas no valor da concentracdo i6nica do ambiente sobre a estrutura
secundaria do peptideo (detalhes nas subsecdes deste capitulo). O efeito da concentragdo foi
emulado através da adicdo de ions sodios (Na') e ions cloretos (CI) em quantidades
correspondentes a concentragio de 0,150 mol L™ utilizada nos procedimentos experimentais.
Além disso, foram também realizadas simulagdes controle para o peptideo em solucdo sob as
mesmas condi¢des de concentracdo idnica que em presenca de bicamadas e partindo de uma
conformacdo inicial em hélice-alfa. Estas simula¢des foram realizadas ao longo de 50ns sob

concentragio idnica equivalente a 0 ¢ 0.150 mol L' (Tabela 8.2.1) em Anexos.
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Figura 3.1.2 Conformagdes iniciais do peptideo na presenca da membrana
fosfolipidica: A) peptideo na superficie da membrana; B) peptideo imerso na
membrana. Os lipidios sdo representados por uma superficie solida em cinza com os
grupamentos fosfatos em vermelho. O peptideo ¢ representado de acordo com o
carater hidrofilico (verde), carga positiva (azul), carga negativa (vermelho)
hidrofobico (branco) dos aminoacidos constituintes do mesmo.

3.1.2 Simulagoes de Sistemas Contendo Multiplas Unidades do Peptideo

O procedimento metodologico descrito para as simulagdes contendo uma unidade do
peptideo em bicamadas simples ou binarias de POPC e/ou POPG também foi utilizado para a
preparacdo dos sistemas contendo multiplas unidades do peptideo (Tabela 3.1.1). As tUnicas
modificagcdes do procedimento descrito referem-se ao: i. uso exclusivo do conjunto de
pardmetros GROMOS 54A7, e ii. no caso dos sistemas contendo cinco ou dez unidades do
peptideo, foram utilizadas como conformagdes iniciais do sistema estruturas em hélice-alfa,
assim como unidades da conformacao final (apds 150 ns) do peptideo obtidas via simulagdes
dos sistemas com uma Unica unidade na superficie da membrana. Para investigar a orientagao
preferencial do peptideo quando imerso em membranas simples (100% POPC e 100%
POPG), foram realizadas simula¢des onde uma unidade do peptideo foi inserida via regido N-
terminal em um dos lados da bicamada, e uma segunda unidade via regido C-terminal no lado

oposto ao qual foi inserido a primeira unidade (Figura 3.1.3).
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C-terminal

Figura 3.1.3 Configura¢do inicial dos sistemas contendo duas unidades do
peptideo imerso em uma bicamada de POPG (100%) ou POPC (100%). As
moléculas de é4gua foram excluidas da representacdo para facilitar a
visualizagao.

Foram também simulados sistemas contendo cinco, dez e vinte unidades do peptideo
em presenca de bicamadas simples de POPG (100%) ou POPC (100%), com o objetivo de
investigar o efeito da concentragdo do peptideo sobre o processo de ruptura da membrana
(Figura 3.1.4). O sistema contendo dez unidades do peptideo foi construido a partir da
conformac¢do final (ap6s 100 ns) da simulagdo da bicamada contendo cinco unidades do
peptideo. Simulacdes adicionais para o sistema contendo dez unidades do peptideo foram
efetuadas utilizando uma bicamada quatro vezes maior que aquela utilizada anteriormente
visando prevenir artefatos metodoldgicos devido ao tamanho do bicamada [170, 171]. Desta
forma, espera-se garantir que o fendmeno observado durante as simulagdes seja decorrente do
aumento da concentragdo do peptideo. Adicionalmente, quatro simula¢des da bicamada
composta por POPG e/ou POPC na auséncia de peptideos foram realizadas ao longo de 100
ns para servirem como controle. Na Tabela 8.2.1 em Anexos estdo enumerados as

quantidades dos integrantes das simulagdes.
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Figura 3.1.4 Configuracdes iniciais dos sistemas contendo: a) cinco unidades de peptideo hibrido; b) dez
unidades do peptideo interagindo com membrana 100% POPG. Moléculas de agua e ions foram omitidas
para facilitar a visualizagdo.
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Tabela 3.1.1: Sistemas simulados e tempo de simulacdo (em ns).

Composicao Posi¢do do(s) Peptideo(s) na Membrana e Tempo de Simulagdo (ns)
Uma unidade do peptideo Multiplas unidades do
Superficie da Membrana Imerso na Membrana peptideo

Simls Sim2s Sim3s Sim4s Simli Sim2i Sim3i Sim4i Sim2u Sim5c¢ Sim10c¢?

100% POPC 5 30 30 150 5 30 30 100 150 - (100)
75% POPC 5 30 30 150 - - - 100 . ; ]
75% POPG 5 30 30 150 5 - - 100 . ; -
100% POPG 5 30 30 250 5 30 30 100 150 500 500
(100)

Siml - GROMOS 53a6, 0 mM, sem restri¢des nas ligagdes de hidrogénio do peptideo.

Sim2 - GROMOS 53a6, 0 mM, restri¢des nas ligagdes de hidrogénio do peptideo durante os 5 ns iniciais.
Sim3 - GROMOS 54a7, 0 mM, restri¢des nas ligagdes de hidrogénio do peptideo durante os 5 ns iniciais.
Sim4 - GROMOS 54a7, 150 mM, restrigdes nas ligacdes de hidrogénio do peptideo durante os 5 ns iniciais.
Sim2u - GROMOS 54a7, 150 mM, duas unidades do peptideo, imersos via parte C- ou N-terminal.

Sim5c¢ - GROMOS 54a7, 150 mM, cinco unidades do peptideo na superficie da membrana.

Sim10c - GROMOS 54a7, 150 mM, dez unidades do peptideo na superficie da membrana.

Y Em parénteses, simulagdes com dez unidades do peptideo na superficie da membrana gigante.



71

3.2. Anadlises

Neste trabalho, foram analisadas diversas propriedades para os sistemas estudados
através da média sobre ensemble: area por cabeca de lipidio, mapas de estrutura secundaria
para os peptideos, analise de densidade para o sistema, pardmetros de ordem para as cadeias
lipidicas, distincia entre centros de massa de sitios e regides especificas do peptideo e angulo
de inclinagdo das cadeias lipidicas em relacdo ao eixo z da caixa de simulacdo. As

metodologias usadas, que possibilitam as analises destas propriedades, sdo descritas a seguir.

3.2.1 Area por Cabeca de Lipidio

A medida de area por cabega de lipidio ¢ muito utilizada em simulag¢des de dindmica
molecular e de Monte Carlo para avalizar a metodologia utilizada de acordo com
comparagdes com as medidas experimentais. Logo, se a medida encontrada nas simulac¢des
computacionais estiver proximo do(s) valor(es) experimental(is) observado(s) para o lipidio,
este ¢ um indicativo de que a simulagdo convergiu e de que a metodologia estd reproduzindo
dados experimentais de forma adequada.

Neste trabalho, para calcular a area por cabega, as dimensdes x e y da caixa (o
tamanho lateral da caixa ¢ limitado pela camada de lipidios) ao longo da simulacdo forem
multiplicadas entre si e o resultado dividido pelo numero de lipidios presentes em uma

camada (N;).

o xy
Area =-—5 Eq. 3.1

3.2.2 Mapas de Estrutura Secundaria

Como o nome sugere, estruturas secundarias de peptideos e proteinas representam o
segundo nivel da estrutura proteica e a forma tridimensional geral da sequéncia de
aminoacidos. A estruturagdo da sequéncia de aminodcidos num peptideo depende de
interagdes do tipo ligacdes de hidrogénio e dos angulos diédricos formados devido a essas
interagdes. Portanto, a andlise de evolugdo da estrutura de um peptideo durante a simulagao

permite observar quais interagdes estdo sendo mais ou menos relevantes.
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Como um dos objetivos do trabalho ¢ identificar as regides do peptideo hibrido com
maior conteudo em hélice, além de entender como essa estrutura ¢ influenciada pela intera¢ao
com os diferentes componentes do sistema, foram realizadas analises de elementos de
estrutura secunddria (mapeamento) ao longo das simulagdes. Os mapas de estrutura
secundaria foram feitos utilizando o programa do_dssp do pacote do GROMACS 4.5.4 que ¢
uma interface para o programa comercial DSSP [10, 172].

O programa DSSP 1€ o arquivo de trajetoria e computa a estrutura secundaria para
cada quadro (frame) do tempo simulado e analisado. O algoritmo comega identificando as
ligagdes de hidrogénio na cadeia principal do peptideo usando um modelo eletrostatico. Ele
entdo calcula a energia de interagdo eletrostatica entre dois grupos de ligagdes de hidrogénio,

atribuindo cargas no atomos C, O (+q1, —q;) e N, H (+q,, —q3):

1

Em que q; = 0,42e, q, = 0,20e, r ¢ a distancia interatomica (em A) e f = 332 kcal. mol™?!
¢ o fator dimensional.

Baseado no resultado, o programa define a estrutura de acordo com um dos oito tipos:
hélice 3;¢, hélice a, hélice m (sequéncia de ligagcdes de hidrogénios em 3, 4 e 5 residuos,
respectivamente), folha beta-ponte, barril beta, volta (do inglés turn, volta ligada a
hidrogénio), dobra (bend), desestruturado (coil) e curvaturas (loops).

Uma vez criada a matriz com os assinalamentos para cada residuo, faz-se uma
conversao para um arquivo postscript usando o xpm2ps e o mapa de estrutura secundaria ao

longo do tempo ¢ obtido.

3.2.3 Densidade em Numero

Analisar a densidade em numero ¢ interessante para identificar as regides onde os
componentes dos sistemas estdo distribuidos, caracterizando-os. Os perfis de densidade
podem servir, juntamente com parametros de ordem, para indicar uma possivel transi¢do de
fase. Além disso, pode ser utilizada para estudar as perturbagdes causadas por mudangas de

concentragdo como foi realizada neste trabalho.
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Foi utilizada a ferramenta g density do GROMACS para o célculo do numero de
densidade parcial de cada componente através da caixa. O niimero de densidade indica a
composi¢ao de determinado componente ao longo do plano normal da membrana em dire¢ao
ao eixo z. Os grupos selecionados foram: agua; PO4, CHs, CH,, CH; (cadeias lipidicas);

GLYC (grupo glicerol do POPG) e CHOL (grupo colina do POPC).

3.2.4 Parametros de Ordem

Como o nome indica, parametros de ordem sdo medidas do grau de ordem de um
sistema. Em geral, o valor desse pardmetro varia de 0 (mais desordenado) a 1 (mais estavel)
[173, 174]. No caso especifico de membranas, hd uma diferenca: os pardmetros de ordem sdo
calculados por carbono nas cadeias acilas dos lipidios, representando mudancas em suas

orientacdes (g_order).

3., 1
Sz = 5(c0s*0,) — Eq. 3.3

Em que 6, ¢ o angulo entre o eixo z da caixa de simulagdo e o eixo molecular em
considera¢do definido do C, ao C,:; da cadeia. Essa média sobre o tempo e sobre as
moléculas pode variar entre 1 (vetor totalmente alinhado a normal) a —1/2 (vetor totalmente

perpendicular a normal). O mesmo € valido para os pardmetros Sy € S,,.

3.2.5 Potencial Eletrostatico

Outra forma de identificar as regides onde os componentes de sistemas com bicamada
lipidica estdo distribuidos ¢ através da analise do potencial eletrostatico. Ele permite verificar
as regides com caracteristicas hidrofobicas (cadeia carbonica dos lipidios) ou hidrofilicas
(ions e cabegas polares dos lipidios), por exemplo. O potencial eletrostatico (1) ao longo da
interface pode ser obtido da trajetéria pelo célculo da integral dupla da densidade de carga

(p(2)), segundo a equagao:

W) () =~ [ dz' [ pmds /e Eq. 3.4
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Em que a posi¢do z = —oo ¢ distante o suficiente no espaco de fase que o campo ¢é zero.
Através desse método, entdo, ¢ possivel “dividir” o potencial total em diferentes contribui¢des
desde o lipidio até as moléculas de agua [138]. Utilizando o programa g potential, a caixa de
simulacdo ¢ dividida em pequenas fatias e ¢ feita a soma de todas as cargas para cada uma
dessas fatias. Utilizando a equacdo 3.4, integra-se a densidade de carga a um dado campo

elétrico, obtendo-se assim o potencial eletrostatico.

3.2.6 Distancia entre Centros de Massa

Foi realizada a medi¢do da distncia entre centros de massa no caso das simulagdes
com dois peptideos para verificar a direcdo de interagdo de cada regido do peptideo com a
membrana. Em cada uma das simulagdes, foram medidas as distancias do centro de massa da
regido N-terminal (residuo 1, lisina, 15 atomos) para o centro de massa da membrana, e
também do centro de massa da regido C-terminal (residuo 35, glicina, 6 4&tomos) para o centro
de massa da membrana. Essas medidas foram feitas para acompanhar o movimento de
aproximacgao ou afastamento das regides dos peptideos em relag@o ao interior da membrana ao

longo do tempo de simulagdo (150 ns).

3.2.7 Angulo de Inclinacio

O angulo de inclinagdo (tilt angle) foi calculado para os lipidios em relagdo ao eixo z
da caixa, como forma de expressar quantitativamente a desordem das cadeias lipidicas
causada pelo efeito da interagdo de peptideos. E uma medida do 4ngulo definido pelo vetor
formado pela direcdo das cadeias acilas projetado em relagdo ao vetor do eixo z. A Figura

3.2.1a) mostra a defini¢do do vetor baseado nas cadeias do fosfolipidio.
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Figura 3.2.1 a) Representagio do vetor de inclinagio a indicando a direcio e posicionamento das cadeias

lipidicas (adaptado da Ref. [175]); b) projegdo do vetor de inclinagdo @ na dire¢do do vetor b.

A Figura 3.2.1b) mostra como ¢ feita a projecdo desse angulo (@) no vetor (b) do eixo z da
caixa sobre uma linha paralela a esse vetor. Esse angulo (a proje¢do ortogonal de @) ¢

definido por:

al = alg Eq. 3.5

a, = |ajcos9 =a-b Eq. 3.6

Em que a, é um escalar denominado projecdo escalar de @ sobre b (vetor unitario na dire¢io
de b). A Equacdo 3.5 ¢ o produto escalar que ¢ igual ao comprimento do vetor proje¢do, com

—~

um sinal negativo se o sentido da proje¢ao ¢ oposto ao sentido de b.

3.2.8 Arrefecimento simulado (Simulated Annealing)

O arrefecimento ¢ o processo no qual a temperatura de uma substancia fundida ¢
reduzida lentamente até que o material se cristalize em um unico cristal. Em metalurgia, ele ¢
utilizado para obten¢do de estados de baixa energia de um s6lido como a producdo de cristais
de silicone para chips de computador. O cristal obtido corresponde ao minimo global de
energia livre [176]. De modo analogo, a metodologia computacional de arrefecimento

simulado busca a melhor solugdo (minimo global) para um sistema com grande ntimero de
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possiveis solugdes [177, 178]. A altas temperaturas, o sistema pode ocupar regides de alta
energia no espago conformacional e, assim, superar barreiras de energia mais altas. Com a
redugdo gradativa da temperatura, estados de energia mais baixas se tornam mais provaveis
em acordo com a distribuicdo de Boltzmann.

No programa GROMACS, o arrefecimento ¢ implementado alterando a temperatura
de referéncia para o acoplamento de cada grupo (dependente do termostato escolhido). O
procedimento ¢ especificado como uma série de tempos (annealing-time) e temperaturas
(annealing-temp) de referencia para cada grupo, como mostrado na Figura 8.3.1 em Anexos
8.3. Neste trabalho, o arrefecimento foi aplicado no peptideo em solug@o de forma periddica.
Os tempos adotados para cada periodo foram: 0, 50, 250, 300 e 500 ps; e as temperaturas:
300, 600, 600, 300 ¢ 300 K.

Uma vez definida a metodologia e sua fundamentacdo teodrica, o capitulo seguinte
aborda e propde discussdes sobre os resultados obtidos durante as simulacdes e sobre as
analises feitas com as trajetérias produzidas. Por fim, propomos uma explicacdo para o

mecanismo de rompimento da membrana baseado nas observagoes feitas.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Simulagoes Exploratorias: Validacdo do Protocolo Computacional

Medidas experimentais de dicroismo circular (CD) indicam que o peptideo hibrido
sofre uma reorganizagdo estrutural ao interagir com bicamadas ricas em POPG [3]. Portanto,
varias simula¢des exploratdrias foram realizadas para estabelecer o procedimento apropriado
para reproduzir as tendéncias experimentais. Em uma primeira fase, utilizou-se o conjunto de
parametros GROMOS 53A6 para simular uma unidade do peptideo hibrido em presenca de
bicamadas fosfolipidicas compostas por diferentes percentagens de POPC:POPG (Tabela
3.1.1). Neste primeiro conjunto de simulagdes exploratérias (Sim1), uma unidade do peptideo
foi colocada proximo a superficie das respectivas bicamadas, ou imersa paralelamente ao eixo
normal da membrana (Simli), sem que fosse aplicada qualquer restricdo do comprimento das
ligagdes de hidrogénio do esqueleto da proteina durante o periodo de equilibracdo dos
sistemas. A evolu¢do temporal (eixo x) da estrutura secundaria do peptideo na superficie ou

imerso nas diferentes bicamadas ¢ apresentada nas Figuras 4.1.1.-4.1.2 por residuo (eixo y):
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Figura 4.1.1 Mapas de estrutura secundaria para grupo de simula¢des de peptideo na superficie da membrana
durante 5 ns. Foi utilizado o GROMOS 53a6, 0 mM, sem restrigdes nas ligagdes de hidrogénio do peptideo para
membrana composta por: a) 100% POPC; b) 75% POPG; c¢) 100% POPG. Legenda: hélice 3, (cinza), hélice a

(azul), hélice n (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (

desestruturado (branco).
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Figura 4.1.2 Mapas de estrutura secundaria para grupo de simula¢des com peptideo imerso membrana
durante 5 ns. Foi utilizado o GROMOS 53a6, 0 mM, sem restrigdes nas ligagdes de hidrogénio do
peptideo para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 75% POPG; ¢) 100% POPG. Legenda: hélice
310 (cinza), hélice o (azul), hélice n (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta
( ), dobra (verde) e desestruturado (branco).

), dobra (verde) e
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Este primeiro conjunto de simulagdes mostra uma perda significativa da estrutural
helicoidal, em particular nas simulagdes onde o peptideo estd imerso nas respectivas
bicamadas. A fim de verificar se esse fendmeno seria um efeito induzido pela configuracao
inicial adotada, foram realizadas novas simula¢cdes um pouco mais longas (30 ns) onde as
ligagdes de hidrogénio entre grupos CO-NH no esqueleto da proteina foram mantidas dentro
de uma distancia 0,285 + 0,005 e 0,290 £ 0,010 nm. Essas restricdes foram aplicadas
exclusivamente durante o periodo de equilibragdo (5 ns), para evitar distor¢des artificiais da
estrutura do peptideo ao entrar em contato com os grupos carregados na superficie da
membrana. Apo6s o periodo de 5 ns, as restricdes de comprimento de ligagdes de hidrogénio
sdo removidas. A evolugdo temporal da estrutura secundaria do peptideo hibrido na superficie
das respectivas membranas sob este novo protocolo ¢ mostrada nas

Figuras 4.1.3-4.1.4.
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Figura 4.1.3 Mapas de estrutura secunddria para grupo de simula¢des de peptideo na superficie da
membrana durante 30 ns. Foi utilizado o GROMOS 53a6, 0 mM, com restrigdes nas ligacdes de
hidrogénio do peptideo (restritas a 0,28-0,30 nm nos 5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100%
POPC; b) 75% POPC; c) 75% POPG; d) 100% POPG. Legenda: hélice 3, (cinza), hélice o (azul), hélice
n (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e
desestruturado (branco).

Para o segundo conjunto de simulagdes exploratorias ¢ observado que a estrutura

helicoidal do peptideo ¢ mais persistente, quando comparado com o primeiro conjunto de
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simulagdes, seja para as simulagdes do peptideo na superficie (Sim2) ou imersos (Sim2i) na
bicamada. Contudo, contrariamente as observagdes experimentais, o conteido de hélice ¢
maior para o peptideo em presenca de bicamadas ricas em POPC que POPG para o caso das
simulagdes do peptideo na superficie da bicamada. Ja as simula¢des do peptideo imerso na
bicamada sdo consistentes com as medidas experimentais, exibindo um maior contetido de
hélice na presenca de POPG e um decréscimo deste conteudo na presenga de POPC. No
entanto, sistemas compostos por peptideos imersos em membranas fosfolipidicas requerem
longos periodos de simulagdes comparativamente aos sistemas constituidos por peptideos
localizados na interface 4gua-membrana. Por esta razao ¢ plausivel assumir que o aumento do
tempo de simulacdo para os sistemas Sim2i provavelmente resultaria no decréscimo do

contetido de hélice também para o peptideo em presenca de POPG.

!

Time (ns) Time (ns)

Figura 4.1.4 Mapas de estrutura secundaria para grupo de simulagdes de peptideo imerso na membrana
durante 30 ns. Foi utilizado o GROMOS 53a6, 0 mM, com restricdes nas ligacdes de hidrogénio do
peptideo (5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 100% POPG. Legenda: hélice 3,
(cinza), hélice a (azul), hélice  (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ),
dobra (verde) e desestruturado (branco).

Durante o periodo em que estes resultados foram obtidos, uma re-parametrizacdo do
conjunto de pardmetros GROMOSS53A6 foi publicada [179]. Conforme descrito na
Metodologia (Capitulo 2), as modificagdes relevantes para os sistemas aqui estudados
consistiram de novos valores para os angulos diédricos ¢ € y € novos termos de repulsdo para
os grupos CO-NH do esqueleto da proteina. Embora o GROMOS 53A6 tenha sido
desenvolvido para reproduzir as energias de hidratagdo de aminodcidos, este conjunto de
parametros resultou na perda da estabilidade de hélices curtas, em especial em peptideos.
Portanto, novas simulagdes do peptideo hibrido em solu¢do assim como em presenga de

bicamadas compostas por diferentes concentragdes de POPC e POPG foram realizadas usando
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o novo conjunto de pardmetros GROMOS 54A7. Nas se¢des a seguir os resultados obtidos

para este conjunto de simulagdes usando o GROMOS 54A7 serdo apresentados e discutidos.

4.2. Simulacées Contendo Uma Unica Unidade do Peptideo: Conformacgao do
Peptideo apos Interagdo com a Bicamada

As simulagdes com o conjunto de parametros GROMOSS54A7 foram realizadas tanto
para o peptideo na superficie (Sim3s) quanto imerso (Sim3i) em membranas contendo
diferentes composi¢des (100%POPC, 75%POPC:25%POPG; 25%POPC:75%POPG; 100%
POPG), forga ionica 0 M e uso de restricdes do comprimento de ligacdes de hidrogénio entre
grupos NH-CO do esqueleto da proteina durante o periodo de equilibragdo (5 ns) dos
sistemas. A evolucdo temporal da estrutura secundaria do peptideo para estes sistemas mostra
a presenca de hélices mais estaveis na regido C-terminal da sequéncia (Figuras 4.2.2-4.2.3).
Os dois conjuntos de simulagdes Sim3s e Sim3i apresentam um conteudo de hélice
equivalente, com uma maior flexibilidade estrutural na regido N-terminal. Esta regido sofre
variagdes conformacionais que levam a uma estrutura helicoidal desordenada. Todavia,
mesmo com uma melhor reproducdo das medidas experimentais de CD com relagdo ao
contetido de hélice, o percentual de hélice em relacdo ao aumento da concentragdo de POPG

na membrana ndo ¢ alterado de forma significativa.
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Figura 4.2.1 Mapas de estrutura secunddria para grupo de simulagdes de peptideo na superficie da
membrana durante 30 ns. Foi utilizado o GROMOS 54a7, 0 mM, com restricdes nas ligacdes de
hidrogénio do peptideo (5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 75% POPC; c)
75% POPG:; d) 100% POPG. Legenda: hélice 3y (cinza), hélice o (azul), hélice n (roxo), folha beta-ponte

(preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e desestruturado (branco).
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Figura 4.2.2 Mapas de estrutura secundéria para grupo de simulag¢des de peptideo imerso na membrana
durante 30 ns. Foi utilizado o GROMOS 54a7, 0 mM, com restricdes nas ligagdes de hidrogénio do
peptideo (5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 100% POPG. Legenda: hélice
310 (cinza), hélice o (azul), hélice n (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta
( ), dobra (verde) e desestruturado (branco).

Um fator que ndo foi levado em consideracao nas simulag¢des apresentadas até aqui foi
o efeito da forca idnica. Os sistemas previamente descritos foram simulados em for¢a idnica 0

M, com o numero de ions adicionado ao sistema foi suficiente apenas para neutralizar a carga
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total do soluto. O peptideo hibrido possui um caréter cationico com uma carga +7. Assim,
foram realizadas novas simulagdes (Sim4s e Sim4i) sob condi¢gdes idénticas aos sistemas
Sim3s e Sim3i, exceto pelo valor da forga idnica que foi ajustada para condigdes fisiologicas
de 0,150 M. fons Na* e CI” foram adicionados aos respectivos sistemas, de modo a estabelecer
uma concentracdo de 0,150 M, como aquela utilizada nas medidas experimentais de CD

realizadas para o peptideo hibrido [3].
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Figura 4.2.3 Mapas de estrutura secundaria para grupo de simulacdes de peptideo na superficie da
membrana durante 150 ns (250 ns para caso 100% POPG). Foi utilizado o GROMOS 54a7, 150 mM, com
restri¢gdes nas ligagdes de hidrogénio do peptideo (5ns iniciais) para membrana composta por: a) 100%
POPC; b) 75% POPC; c) 75% POPG; d) 100% POPG. Legenda: hélice 3, (cinza), hélice a (azul), hélice ©
(roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e desestruturado
(branco).

Os sistemas Sim4s e Sim4i (Figura 4.2.3 e Figura 4.2.4, respectivamente) exibem um
comportamento mais consistente com as medidas experimentais de Archilla e Itri [3]. E
possivel observar um aumento do conteudo de hélice em resposta ao aumento da concentracao
de POPG com relagdo a de POPC na bicamada. A regido C-terminal adota uma conformagao
em hélice enquanto que a regido N-terminal adota uma estrutura helicoidal desordenada. Mais
a frente, as razdes para esse comportamento serdo apresentadas e discutidas. A evolugdo
temporal da estrutura secundaria do peptideo imerso nas respectivas membranas ¢ consistente

a tendéncia de maior carater de hélice para as simulagdes com maior niimero de lipidios
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POPG. A grande quantidade de hélice-a para a simulacdo 100% POPG em comparagdo com o
mesmo caso com o peptideo na superficie ¢ atribuida ao maior confinamento da cadeia
peptidica. Isso diminuiu os graus de liberdade do peptideo, fazendo com que as ligagdes de
hidrogénio ndo se desestabilizem e mantenham boa parte da estrutura em hélice ao longo do

tempo de simulagao.
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Figura 4.2.4 Mapas de estrutura secundaria para grupo de simulacdes de peptideo imerso na membrana
durante 150 ns. Foi utilizado o GROMOS 54a7, 150 mM, com restri¢gdes nas ligagdes de hidrogénio do
peptideo (5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 75% POPC; c) 75% POPG; d)
100% POPG. Legenda: hélice 3 (cinza), hélice o (azul), hélice n (roxo), folha beta-ponte (preto), barril
beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e desestruturado (branco).

Com o peptideo imerso na membrana, seus graus de liberdade diminuem favorecendo
a presenga da estrutura em hélice (mais estrutura em hélice em todas as membranas). Em
particular, aliado a essa restricdo de movimento, podemos observar a interacdo dos
aminoacidos iniciais/terminais com a superficie da membrana POPG, induzindo o
posicionamento e estrutura dos demais aminoacidos da cadeia. A estrutura em hélice estavel
em peptideos antimicrobianos imersos na membrana ¢ uma das caracteristicas do mecanismo
de formacao de barril ou poro toroidal.

As andlises da evolucdo temporal da estrutura secundaria do peptideo hibrido em

presenga de bicamadas de POPG:POPC puras e mistas permitiram definir um protocolo de
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simulacdo capaz de reproduzir medidas experimentais disponiveis para os sistemas em
consideragdo. Este protocolo (condicdes de simulacdo e conjunto de parametros

GROMO54A7) foi utilizado para todas as simula¢des discutidas daqui em diante.

4.2.1 Caracterizacdo das Bicamadas Fosfolipidicas Puras e Bindrias

Como parte do processo de validagdo do protocolo de simulagdo proposto, foram
também realizadas simula¢des de bicamadas (100%POPC, 75%POPC:25%POPG;
25%POPC:75%POPG; 100POPG) na auséncia do peptideo hibrido. Estas simulagdes
fornecem uma estimativa da convergéncia de propriedades estruturais a partir da comparagao
entre valores calculados e medidos experimentalmente para bicamadas puras. Esta ¢ uma
etapa importante para garantir que cada bicamada tenha sido adequadamente equilibrada
previamente a adicdo do peptideo hibrido. Para isso, foram realizadas analises de area por
cabeca de lipidio, potencial eletrostatico da membrana, parametros de ordem e nimero de
densidade. Posteriormente, estas andlises foram realizadas para os sistemas contendo o
peptideo hibrido visando investigar o efeito do peptideo sobre estrutura, dinamica e potencial
eletrostatico das bicamadas puras e mistas. As Figuras 4.2.5 e 4.2.7 mostram a evolucdo da
area por cabega para os 15 ns finais das simula¢des sem e com peptideo na superficie,

respectivamente, para solu¢do 150 mM NaCl.
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Figura 4.2.5 Evolucdo da éarea por cabega de lipidio nos 15 ns finais para as simulagdes das membranas isoladas.
Legenda: 100% POPC (azul), 75% POPC ( ), 75% POPG (vermelho) e 100% POPG (preto). Valores de
referéncia: 0,54-0,68 nm” (POPC) e 0,55-0,67 nm” (POPG) [180—183].

Os valores calculados da area por cabega exibem uma maior flutuacdo para os
sistemas binarios, sem convergir completamente ao final de 100 ns (Figura 4.2.5). No entanto,
a variagdo dos valores calculados ¢ pequena, e estd dentro da variacio dos valores
experimentais obtidos por diferentes grupos [180—183]. Esse comportamento indica uma
termalizagdo satisfatéria das bicamadas para que possam ser usadas em simulagdes contendo
o peptideo hibrido. E possivel notar, também, um comportamento de diminui¢do da 4rea por
cabeca, a medida que aumentamos gradativamente a quantidade de POPG da membrana: o
caso em que a membrana ¢ formada apenas por POPC apresenta area em torno de 67,8 + 0,1
A?; na membrana composta por 75% de POPC e 25% de POPG, esse valor cai para 65,6 + 0,1
A% e na membrana com apenas 25% de POPC, esse valor cai ainda mais (63,6 + 0,1 Az). A
exce¢do ocorre quando a membrana ndo apresenta lipidios POPC (100% POPG). Nesse caso,
a area aumenta para em torno de 65,6 = 0,1 A?, valor ainda abaixo da medida para 100% de
POPC [180-183]. A explicagdo para essa mudanca na “tendéncia” estd nas interagdes lipidio-
lipidio da membrana, mais precisamente nas ligacdes eletrostaticas que as cabegas dos lipidios
podem formar. No caso dos lipidios POPG, os hidrogénios do grupo glicerol e os oxigénios
grupo fosfato da cabega do peptideo se atraem eletrostaticamente. Isso torna esse tipo de
interagdo mais forte e permite com que as cabecas dos lipidios fiquem mais proximas umas
das outras ja que estdo “dobradas” em comparacdo ao caso 100% POPC. Por outro lado, nas

interagdes POPC-POPG, hé a formacdo de interagdes intermoleculares: hidrogénio da regido
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glicerol do POPG ¢ atraido pelos oxigénios do grupo fosfato do POPC. Esse tipo de interagao
aproxima ainda mais as cabecas lipidicas, diminuindo de forma significativa a area por cabeca
de lipidio, como pode ser observado no grafico da Figura 4.2.5. A Figura 4.2.6 representa

essas interagoes intramoleculares (POPG-POPG) e intermolecular (POPC-POPG).

a) b)

Figura 4.2.6 Representacao das interacdes intramoleculares no POPG (a) e intermoleculares POPC:POPG (b). O
hidrogénio do grupo glicerol do POPG sofre atragdo eletrostatica com os oxigénios do grupo fosfato dos lipidios.

Observagdes andlogas foram previamente descritas na literatura interagdes lipidio-
lipidio [182, 184, 185]. Janosi e Gorfe também realizaram simulacdes de bicamadas
POPC:POPG utilizando o CHARMM para comparar com os resultados experimentais da
literatura [186]. Eles encontraram que as propriedades estruturais médias das misturas
binarias (area por cabeca, espessura da membrana) permaneceram praticamente as mesmas
que a bicamada de POPC puro. O mesmo comportamento foi observado para os parametros
de ordem. Entretanto, diferencas foram encontradas no comportamento das cabegas dos
lipidios, devido ao potencial de formacdo de ligagdes de hidrogénio (intramolecular e
interlipidios) das moléculas de POPG [185].

Esses dados s3o importantes & medida que mostram que lipidios negativamente
carregados integrantes de membranas com lipidios ndo-carregados contribuem para preservar
a estrutura da bicamada. Porém, eles também alteram o potencial de reatividade da superficie,
permitindo formagdo de sitios de interagcdes eletrostaticas mais fortes com compostos
positivamente carregados, por exemplo. Essas condi¢des tornam-se particularmente
interessantes para interagcdes com peptideos cationicos. A Figura 4.2.7 a seguir mostra o efeito
na area por cabeca de lipidio causado pela proximidade e interacdo com o peptideo hibrido

catidnico.
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Figura 4.2.7 Evolucdo da area por cabeca de lipidio nos 15 ns finais para as simula¢cdes das membranas
interagindo com peptideo na superficie. Legenda: 100% POPC (azul), 75% POPC ( ), 75% POPG
(vermelho) e 100% POPG (preto). Valores de referéncia: 0,54-0,68 nm* (POPC) ¢ 0,55-0,66 nm* (POPG) [180—
183].

Na membrana composta apenas por POPC, ndo houve mudangas significativas na area
por cabega (66,661 + 0,003 A%). O carater positivo do grupo colina das cabecas dos lipidios
faz com que a interagdo com o peptideo catidnico seja mais fraca, afetando pouco a estrutura
da membrana em si. No caso oposto, 100% POPG, houve uma razoavel diminuicao da éarea
(63,573 + 0,003 A%) causada pela aproximagdo entre os lipidios devido as interacdes
(discutidas na subse¢do 4.2.2) com peptideo na superficie. As demais simulacdes mostraram
mudangas sutis na area por cabeca, porém nenhuma alteragdo significativa. Foi analisado,
também, o efeito da presenga do peptideo cationico sobre o potencial eletrostatico
transmembrana (Figura 4.2.8) em relagdo ao eixo z da caixa. O potencial eletrostatico muda
de maneira significativa na presenga do peptideo quando o percentual de POPG ¢ maior na
bicamada lipidica. Trata-se de um fendmeno esperado, pois o lipidio ¢ carregado
negativamente. Na membrana de POPC, o efeito eletrostatico ¢ minimizado devido a carga

neutra (zwitterionica) desse tipo de lipidio.
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Figura 4.2.8 Potencial eletrostatico em relagdo ao eixo z dos sistemas com membranas isoladas (a
esquerda) e membranas com peptideo interagindo na superficie (2 direita). As cabecas dos lipidios da
membrana superior e da inferior ocupam a regido por volta de 2-3 nm e 5-6, respectivamente. AS cadeias
alifaticas estdo posicionadas entre 3 e 5 nm. As moléculas de 4agua se distribuem fora dessa regido.
Legenda: 100% POPC (azul), 75% POPC ( ), 75% POPG (vermelho) e 100% POPG (preto).

Analises da densidade dos grupos funcionais, ao longo do eixo normal a membrana,
foram realizadas para as bicamadas tanto na auséncia quanto na presenga do peptideo (Figuras
4.2.9-4.2.10). Todos os sistemas exibem uma estrutura lamelar com um padrdo estrutural
muito similar. As moléculas de agua estdo confinadas na regido hidrofilica formada pelos
grupamentos glicerol e pelos grupos PO4, os quais constituem a cabega dos lipidios. A regido
hidrofobica também é bem definida em todos os casos: as cadeias de CH;, CH, e CH; ao
longo da regido central da caixa, onde estdo afastadas das moléculas de 4gua. Em todos os
casos, na auséncia de peptideo, a caixa possui uma distribui¢do aproximadamente simétrica de
seus constituintes. Uma compara¢do dos perfis de densidade de grupos no inicio (0 a 50 ns) e
final (200 a 250 ns) da simulacdo foi realizada para identificar possiveis eventos e/ou
migracdes de componentes do sistema. Esta comparacdo ¢ apresentada na simulacdo do
peptideo em contato com a superficie da bicamada contendo apenas POPG (Figura 4.2.10).
Observa-se que nao houve mudangas significativas na estrutura da bicamada lipidica. A Gnica
regido que apresenta alguma variacdo corresponde aos grupos glicerol e POy, possivelmente
devido a atracdo eletrostatica. Ja aproximagdo do peptideo ¢ indicada pelo deslocamento da
regido que o representa (curva cinza) em dire¢do aos grupos POs da membrana (Figura

4.2.10).
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Figura 4.2.9 Densidade em numero para as simulagdes das membranas sem interagdo com peptideos. a)
100% POPC; b) 75% POPC; 75% POPG; d) 100% POPG. Legenda: agua (azul); grupo glicerol (preto);
PO, (verde); CH; (rosa); CH, (laranja) e CH; (azul claro).
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Figura 4.2.10 Densidade em niimero para o sistema de um peptideo interagindo com a membrana de 100%
POPG durante: a) 0 a 50 ns; b) 200 a 250 ns de simulagao.

Os parametros de ordem para as cadeias acila dos lipidios foram calculados para

estimar o grau de desordem e fluidez das bicamadas, em especial em presenca do peptideo.
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Foram analisadas as simulagdes contendo bicamadas compostas por apenas um tipo de
fosfolipidio (100% POPC vs. 100% POPG) para observar o grau de ordenamento dos

carbonos das cadeias palmitoil (snl) e oleila (sn2) em cada uma destes sistemas. As analises

foram realizadas ao longo dos 10 ns iniciais e finais (Figuras 4.2.11-4.2.12).
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Figura 4.2.11 Gréficos de pardmetros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos

lipidios
simulacdes de um peptideo com membrana 100% POPC.
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Figura 4.2.12 Graficos de parametros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipidios nas
simulacdes de um peptideo com membrana 100% POPG.

Todos os graficos das Figuras 4.2.11 e 4.2.12 refletem basicamente a mesma esséncia:
ao fim da simulacdo as cadeias estdo um pouco mais desordenadas. Esse comportamento ¢
esperado, pois ao longo da simulag¢do, a membrana vai se equilibrando e as cadeias (antes bem
proximas e colapsadas) relaxam e adquirem maior grau de liberdade. Outro fato também
esperado € o maior grau de desordem das extremidades das cadeias, uma vez que os ultimos

atomos possuem maior liberdade. Nas cadeias oleil, o aumento da ordem no 4tomo 8 da
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cadeia ¢ devido a ligacao dupla (cadeia insaturada) que esse atomo realiza, o que diminui seus
movimentos, aumentando o ordenamento dessa regido especifica. Esses fenomenos sao
essencialmente associados a equilibragdo da membrana lipidica, pois o efeito causado pela

interagdo de apenas uma unidade do peptideo ¢ muito fraco.

4.2.2 Simulagoes de Uma Unidade do Peptideo em Solucio

Simulagdes do peptideo em solugdo contendo NaCl 0 M e 0,150 M foram realizadas
para verificar as possiveis diferengas em relagdo as simulagdes com interagdo com membrana.
O peptideo hibrido adota uma conformac¢ao estavel que se mantém ao longo de 50 ns em
condi¢des de NaCl 0 M e 0,150 M. Nesta conformagdo, a regido C-terminal adota uma
estrutura em hélice enquanto a regido N-terminal do peptideo ¢ desordenada. Esta
conformagdo ¢ similar aquela adotada pelo peptideo na presenga da bicamada. A priori, 0o
peptideo exibe um maior percentual de hélice em forca ionica de 0 M do que para 0,150 M

(Figure 4.2.13).
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Figura 4.2.13 Mapas de estrutura secundaria para grupo de simulagdes de peptideo isolado durante 50ns.
Foi utilizado o GROMOS 54a7 sem restricdes nas ligagdes de hidrogénio do peptideo para meio com
concentragdo adicional de NaCl de: a) 0 M; b) 0,150 M. Legenda: hélice 3, (cinza), hélice o (azul), hélice
n (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e desestruturado
(branco).

Entretanto, os resultados experimentais indicavam o resultado oposto. Entdo, com
objetivo de verificar se o peptideo em solugdo 0 M NaCl estava no minimo global, foi feita a
andlise de arrefecimento simulado. O resultado mostrou que a estrutura obtida inicialmente
ndo era a de menor energia e uma nova estrutura foi observada, como mostrado no mapa de
estrutura secundaria da Figura 4.2.14 (onde ¢ também comparado com a estrutura do peptideo

em solucao de 150 mM NaCl):
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Figura 4.2.14 Mapas de estrutura secundaria para grupo de simulagdes de peptideo isolado. Foi utilizado o
GROMOS 54a7 sem restrigdes nas ligacdes de hidrogénio do peptideo para meio com concentracdo
adicional de NaCl de: a) 0 M com arrefecimento simulado — 10 ns finais; b) 0,150 M — 50 ns. Legenda:
hélice 3, (cinza), hélice o (azul), hélice n (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta
( ), dobra (verde) e desestruturado (branco).

Logo, como evidenciado pelo aumento da estrutura em hélice ao adicionar NaCl ao
peptideo em solugdo (Figura 4.2.14), com o procedimento computacional adotado foi possivel
reproduzir as observacdes experimentais para esse tipo de solugdo.

As medidas experimentais de CD indicam que o peptideo adota uma conformacao
mais ordenada ao interagir com as bicamadas comparativamente a soluc¢do. Este ordenamento
¢ mais pronunciado para bicamadas compostas por POPG. Nossas simula¢des reproduzem
esta tendéncia com o peptideo em solugdo exibindo um maior niimero de residuos em regides
desordenadas (Figura 4.2.14), quando comparados ao peptideo em presenca das bicamadas
contendo POPG (Figures 4.2.3d-4.24d) mais ordenado. A composicdo da bicamada lipidica
influencia a estrutura secundaria do peptideo hibrido, em especial nos casos com maior
quantidade de POPG. A explicagdo para esse efeito ¢ devida ao maior niimero de interagdes
sequenciais entre lisinas com os grupamentos da cabega do lipidio POPG, o que favorece a
conformagdo em hélice na regido C-terminal do peptideo. Além disso, nessa configuragcdo o
triptofano (W18) fica preso a superficie da membrana (menor polaridade) desde o inicio da
simulagao.

Enquanto isso, na interacdo do peptideo com a membrana contendo apenas lipidios
POPC, essas interagdes sequenciais entre lisinas ndo ocorrem. Neste caso, formam-se pares de
interagdes entre aminoacidos (N6-T9, S14-K33), levando o peptideo a uma configuracdo mais
estavel. Durante parte da simulagdo, o triptofano fica exposto a moléculas de agua (maior
polaridade). Essa observagao estd de acordo com os resultados observados experimentalmente

(ou seja, a ocorréncia de blue shift) [3].
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da simulagdo; b) fim da simulacdo. Lisinas sdo mostradas em laranja, triptofano em vermelho e membrana em
cinza. Moléculas de agua e ions foram omitidos para melhor visualizagao.

a) b)
& b . ’ & v
AR
3 R ’ R A
g IRBGnE S
’ Qé’ﬂ.":: ) XS A
RNl Y o A R
9 H" “ o N v
““‘ 2 3 ﬁ:\‘.‘." J‘M\b‘jc'»g
SN

s S >

c‘-"fs"?‘,::\g'(f.‘ £ »“,"" ‘.
G N A SAY !

L SUEY O T

Y
-~
™ D
2

AR LR o<k 4-“@}:23‘?#4
L , { VX RS2 Y, ! A X X \ )
X o Sy, S\ey 3 (A I " "4.*‘\(“"* SN
SO e SR By AN RS L2
Figura 4.2.16 Representagdo da interagdo do peptideo com a superficie da membrana 100% POPC no: a) inicio
da simulagdo; b) fim da simulagdo. Lisinas sdo mostradas em laranja, triptofano em vermelho ¢ membrana em

cinza. Moléculas de agua e ions foram omitidos para melhor visualizagao.

As interacdes eletrostaticas entre o peptideo e as diferentes membranas influenciam na
estrutura secundaria do peptideo, fazendo-o apresentar maior carater helicoidal ao interagir
com membranas contendo maior percentual de POPG em sua estrutura. Uma vez conhecido e
discutido esse fendomeno, procurou-se estudar outras propriedades desses sistemas em busca

de informagdes que permitissem a elucidagdo do mecanismo de a¢do desse peptideo. Uma
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dessas propriedades estudadas foi a direcdo de insercdo do peptideo no interior das

membranas.

4.3. Simulagoes Contendo Duas Unidades do Peptideo: Preferéncia de
Insercdo do Peptideo na Bicamada

Simulagdes contendo duas unidades do peptideo hibrido imersas na membrana
(Sim2u) foram realizadas para investigar a preferéncia de insercdo (se através da regido C-
terminal ou N-terminal) em bicamadas constituidas por um tunico tipo de fosfolipidio (100%
POPC e 100% POPG) (Figura 3.1.3.). Cada simulacao consistiu de duas unidades do peptideo
inseridas em lados opostos da bicamada de POPC ou POPG via regido N-terminal (DOWN)
ou C-terminal (UP). Foram realizadas andlises de distancia de centro de massa entre o centro
de massa de cada regido e o centro de massa da bicamada, com o objetivo de quantificar esse
fendomeno de afastamento. Os graficos a seguir mostram a evolugdo deste deslocamento para a

simula¢do com a membrana de POPC.

a) b)

10 —————— —— T —

Distance [nm]
Distance [nm]

P P TP IR U S R 0 L Ll | (I 1 S e
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150
Time [ns] Time [ns]

Figura 4.3.1 Evolucdo da distancia entre centro de massa da membrana de 100% POPC e o centro de massa
da regido: a) N-terminal; b) C-terminal de cada peptideo. A regido N-terminal corresponde a uma lisina
(K1) e a regido C-terminal, uma glicina (G35). A curva em preto corresponde ao peptideo UP; em
vermelho, o peptideo DOWN.

A evolugdo temporal da distdncia entre os centros de massa dos aminoacidos N-
terminal e C-terminal com relacdo ao centro de massa da bicamada de POPC mostra a
aproximacao da extremidade N-terminal do peptideo UP da superficie da membrana (painel
a) e o deslocamento da regido C-terminal do interior da membrana (painel b). O procedimento

acontece de modo andlogo com o peptideo DOWN: a regido N-terminal inicialmente imersa
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na membrana ¢ levemente expelida do interior da camada lipidica, afastando-se do centro de
massa da membrana (painel a). A regido C-terminal aproxima-se do interior membrana e, ali,
fica presa devido as interagdes ja observadas com a simulacdo de um peptideo. A Figura 4.3.2
ilustra esse deslocamento comparando a configuragdo inicial com a configuracdo final da

caixa.

a) b)

Figura 4.3.2 Representagdo grafica do inicio (a) e do final (b) da simula¢do com duas unidades do peptideo
na membrana 100% POPC. Os dois peptideos foram expulsos do interior da membrana. Moléculas de 4gua
e ions foram omitidos para melhor visualizagao.

Foram também analisadas a evolucdo da estrutura secundaria de ambos os peptideos
(Figura 4.3.3.). Os padrdes observados se assemelham ao da simulagcdo com um peptideo, em
especial para a unidade com a regido N-terminal inicialmente imersa. Neste caso, por ter sido
expelido de forma mais rdpida, o peptideo passou a interagir apenas com a superficie

exatamente como o caso do peptideo isolado em 100% POPC.
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Figura 4.3.3 Mapas de estrutura secundaria para simulagdo de dois peptideos parcialmente imersos na
membrana de 100% POPC. Regido imersa: a) N-terminal; b) C-terminal. Legenda: hélice 3, (cinza), hélice
o (azul), hélice © (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e
desestruturado (branco).

Da mesma maneira, foi realizada a simula¢do com os peptideos parcialmente imersos,
agora, na membrana contendo apenas lipidios POPG. A ideia consiste em analisar se 0 mesmo
padrdo de expulsao dos peptideos ¢ observado ou nao, buscando as possiveis explicagdes. Os
graficos da Figura 4.3.4 ja indicam um padrao de comportamento diferente para, pelo menos,

um dos peptideos.
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Figura 4.3.4 Evolucdo da distancia entre centro de massa da membrana de 100% POPG e o centro de massa
da regido: a) N-terminal; b) C-terminal de cada peptideo. A regido N-terminal corresponde a uma lisina (K1)
e a regido C-terminal, uma glicina (G35). A curva em preto corresponde ao peptideo UP; em vermelho, o
peptideo DOWN.

O peptideo DOWN (regiao N-terminal imersa no comecgo da simulacio) ¢ deslocado de
forma mais répida para o exterior da membrana como pode ser visualizado no grafico (a) da
Figura 4.3.4. Esse movimento de saida do centro hidrofébico ¢ acompanhado por um
deslocamento da por¢do C-terminal em direcdo a superficie de POPG (b). Esse deslocamento

¢ governado pela atracdo eletrostitica do peptideo com os grupamentos carregados
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negativamente da superficie. Na configuragdo final, o peptideo forma uma configuragdo em
‘V’, com duas hélices separadas pelos residuos que definiam a parte imersa e a parte externa a
membrana. O outro peptideo, entretanto, permanece com sua regido C-terminal dentro da
membrana e, como o grafico (a) indica, penetra mais um pouco, se aproximando ainda mais
do centro de massa da membrana. Esse movimento ¢ acompanhado pela regido N-terminal
que se aproxima mais, passando a interagir com os grupamentos carregados da superficie. A

Figura 4.3.5 mostra a disposi¢do dos peptideos no inicio e no fim da simulagao.

a) b)

N-terminafl ﬁv_‘.’l :

Figura 4.3.5 Representacdo grafica do inicio (a) e do final (b) da simula¢do com duas unidades do peptideo na
membrana 100% POPG. Apenas o peptideo DOWN foi expulso do interior da membrana. O peptideo UP
permanece com sua regido C-terminal no interior da membrana. Moléculas de 4gua e ions foram omitidos para
melhor visualizacao.

Visualmente, nota-se que um dos peptideos saiu da regido interna da membrana. Trata-
se da unidade cuja regido N-terminal estava imersa no inicio da simulagdo. Ja o outro
peptideo permaneceu com sua parte C-terminal imersa ao longo de toda a simulagdo. De
modo similar ao caso com membrana 100% POPC, foram calculadas as distincias entre os
centros de massa das regides terminais para o centro de massa da membrana.

A evolucdo da estrutura secundaria dos peptideos foi feita para auxiliar no
entendimento desse comportamento. A Figura 4.3.6 mostra os mapas dessa evolucdao e
indicam que as composi¢des em hélice das estruturas para os dois peptideos sdo maiores que

nas simulag¢des com a bicamada lipidica 100% POPC. Mais uma vez, ha concordancia com as



99

observacdes realizadas para as simulagcdes com apenas uma unidade do peptideo e com os

dados experimentais.

Time (ns) Time (ns)

Figura 4.3.6 Mapas de estrutura secundaria para simulagdo de dois peptideos parcialmente imersos na
membrana de 100% POPG. Regido imersa: a) N-terminal; b) C-terminal. Legenda: hélice 3, (cinza),
hélice a (azul), hélice m (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra
(verde) e desestruturado (branco).

Na configuragdo UP (por¢do C-terminal imersa no inicio da simulagdo), a regido
helicoidal composta pelos aminoacidos K33, G34 e G35 sofre desenovelamento para interagir
com os grupos carregados das cabecgas dos lipidios ao longo da superficie, formando uma
espécie de ancora, enquanto a regido C-terminal permanece perpendicular ao plano da
membrana. A ligacdo das regides C e N-terminal do peptideo a superficie da membrana ¢
governada por interagdes eletrostiticas entre aminodcidos positivamente carregados e 0s
grupos carregados negativamente nas cabecas dos lipidios. A por¢do N-terminal do peptideo
possui um maior carater hidrofilico e é composta por residuos aceptores e doadores de ligacao
de hidrogénio (tirosina, cisteina e serina, por exemplo), favorecendo interacdes com as
cabecas lipidicas. Devido a estas caracteristicas, a regido N-terminal ¢ deslocada da regido
hidrofébica da membrana (centro) em direcdo a superficie carregada. A conformagdo em
hélice otimiza a distribuicdo de carga das lisinas na regido C-terminal. Além disso, a grande
flexibilidade dos residuos lisina permite otimizar o nimero de interagdes entre estes residuos
e a superficie da membrana. Este comportamento ndo ¢ observado para a regido N-terminal do
peptideo devido ao pequeno nimero de residuos positivamente carregados nesta regido.

O conjunto de simulacdes contendo duas unidades do peptideo hibrido imersos em
bicamadas de POPG ou POPC mostrou que a regido C-terminal possui uma maior tendéncia
de penetragdo na membrana do que a por¢do N-terminal. Apds a insercdo da regido C-
terminal, ocorre um desenovelamento parcial da estrutura em hélice permitindo a interacdo de

aminodcidos positivamente carregados (lisinas) com a superficie da camada oposta. Estes
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resultados sugerem um possivel mecanismo para penetracdo da bicamada no qual os
peptideos atravessam a membrana. Entretanto, devido ao tempo de simula¢do e/ou a baixa
concentragdo de peptideos, tal processo ndo foi observado durante as simulacdes descritas
aqui. Nas proximas subse¢des sera discutido o efeito da concentragdo de peptideos sobre o
mecanismo de ruptura das respectivas bicamadas. Com esta finalidade, simulacdes adicionais
foram realizadas contendo multiplas unidades do peptideo (cinco e dez moléculas) na

superficie de bicamadas compostas por POPC ou POPG.

4.4. Simulacoes Contendo Multiplas Unidades do Peptideo: Efeito da
Concentragao de Peptideos

Para aumentar a concentragcdo de peptideos, foi utilizada como base uma simulagao
prévia contendo uma unidade do peptideo na superficie da membrana de POPG. A
configuracdo da caixa dessa simulag¢do, aos 100 ns de trajetéria, foram adicionadas quatro
unidades do peptideo dispostas de forma paralela (regides terminais paralelas) e antiparalela
(regides terminais antiparalelas) como descrito na subsecdo 4.4.1. Em seguida, foi estudado
um sistema contendo dez unidades do peptideo, replicando-se a configuracao dos peptideos da
simula¢do com cinco unidades e posicionando-os proximamente aos originais. Os resultados

desta simulagdo sdo abordados na subse¢do 4.4.2.

4.4.1 Cinco Unidades do Peptideo

A Figura 4.4.1 a) mostra a disposi¢do inicial dos peptideos acima da membrana de
lipidios POPG com quatro dos cinco peptideos em conformacdo totalmente em hélice. Ja a

Figura 4.4.1 b) mostra a disposi¢do desses peptideos ao final da simulagdo (Sim5c).
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Figura 4.4.1 Representacdo grafica da simulagdo com cinco unidades do peptideo na membrana 100% POPG
(em cinza). a) Inicio da simulagdo; b) Final da simulagdo. Moléculas de agua e ions foram omitidos para melhor
visualizagdo.

A ideia de colocar os peptideos em hélice, mais uma vez, foi para tornar o processo de
equilibragdo estrutural mais rapido e para analisar se as interagdes entre as unidades
provocaria diferenca na estrutura geral dos mesmos. E, também, para analisar a possibilidade
de organizacdo em forma de barril de hélices (estruturacdo mais alta). A imagem (b) da Figura
4.4.1 mostra que a maioria dos peptideos se agregou e que também houve perda de estrutura
helicoidal na estrutura secundaria. A evolucdo do comportamento da estrutura secundaria

desses peptideos pode ser visualizada na Figura 4.4.2.
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Figura 4.4.2 Mapas de estrutura secundaria para as cinco unidades de peptideo interagindo na superficie
da membrana de POPG durante os ultimos 400 ns de simulagdo. Legenda: hélice 3, (cinza), hélice a
(azul), hélice © (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) ¢
desestruturado (branco).

Os mapas da Figura 4.4.2 mostram que ha uma perda do ordenamento da estrutura
secundaria ao longo da simulacdo, especialmente em um dos peptideos (e). Entretanto, parte
do peptideo ainda possui estruturagdo do tipo em volta (cor amarela). Esse comportamento
sugere que a perda de estrutura estd associada as interagdes que a regido C-terminal desse
peptideo com a regido N-terminal do que estava proximo a ele (antiparalelo). Isso faz com
que as interagdes das lisinas da regido C-terminal desse peptideo com as cabegas dos lipidios
da membrana de POPG sejam mais fracas, o que provoca a desestabilizacdo da estrutura em

hélice.
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Além disso, foi observado ao longo da trajetéria que os peptideos realizam uma
pressdo sobre a membrana, perturbando-a de forma mais acentuada que sob o efeito de um

unico peptideo (Figura 4.4.3).

a) b)

Figura 4.4.3 Mudangas na estrutura da membrana de 100% POPG causadas pela interagdo com as cinco
unidades do peptideo ao longo da trajetoria. As imagens referem-se ao tempo de trajetéria de: a) 100 ns ;
b) 200 ns; c¢) 300 ns; d) 400 ns. Membrana em verde, com oxigénios dos grupos fosfato em vermelho.
Moléculas de 4gua representadas por pontos em vermelho.

A medida que a simulagdo progride, os peptideos induzem uma curvatura negativa da
membrana. Esse fenomeno parece resultar da concentracdo de peptideos que, numa espécie de
efeito cooperativo devido a interagdo entre os peptideos (Figura 4.4.1-b), causa a curvatura da
superficie da membrana. Isso sugere um possivel caminho para rompimento da bicamada,
através da formagdo de um poro ou de um mecanismo carpet-like, permitindo a passagem de
moléculas de dgua e/ou dos peptideos. Para medir o grau de penetragdo dos peptideos na
membrana, foram feitas andlises do perfil de densidade de grupos funcionais na bicamada

para os 50 ns iniciais e finais da simulagao.
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Figura 4.4.4 Densidade em niimero para o sistema de cinco peptideos interagindo com a membrana de
100% POPG durante: a) 0-50 ns; b) 350-400 ns de simulagao.
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Dos graficos da Figura 4.4.4, pode-se observar a aproximagdo dos peptideos e a
penetragdo na regido dos grupamentos fosfatos dos lipidios. Em termos de proximidade do
centro da caixa, se compararmos a regido que os peptideos alcangam com o caso com apenas
um peptideo (Figura 4.2.10), revemos que esse efeito ¢ mais pronunciado devido a maior
quantidade de unidades. Além disso, a perturbacdo provocada na membrana ¢ identificada
através da distribuicao dos picos dos grupos caracteristicos de bicamadas lipidicas. As regides
do glicerol e PO, tornam-se menos uniformes e pronunciadas, especialmente na camada que
interage com os peptideos. As cadeias acilas (CH, e CH,;) deixam o alinhamento usual,
gerando uma Unica distribui¢do (Unico pico cada). Entretanto, ndo ha sinal de 4gua nas regides
hidrofébicas. Logo, ndo ha rompimento efetivo da membrana.

Foi realizada também medidas dos pardmetros de ordem e do angulo de inclinagdo das
cadeias lipidicas ao longo da simulagdo. O objetivo consistia em quantificar a perturbagao
provocada pelos peptideos nas cadeias dos lipidios ao longo da trajetéria. A seguir, sdo
mostrados os pardmetros de ordem para as cadeias palmitoil (snl) oleila (sn2) para os

primeiros 10 ns e os 10 ns finais de simulagao.
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Figura 4.4.5 Graficos de parametros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipidos nas
simulacdes de cinco unidades do peptideo com membrana formada por lipidios POPG apenas.
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Figura 4.4.6 Histograma mostrando a distribuicdo dos angulos
de inclinacdo dos lipidios para a simula¢do com cinco unidades
do peptideo na superficie da membrana de 100% POPG. Em
preto, 10ns iniciais e em vermelho, os 10ns finais.

Os parametros de ordem mostram que ndo hé grandes mudancas no ordenamento de
um atomo de carbono para o outro nas cadeias alifaticas. Um sutil aumento do
desordenamento ¢ observado nos ultimos 10 ns da simulagdo em comparacdo com o inicio.
Essa pequena mudanga indica que nao houve grande perturbacdo dos carbonos do fim da
cadeia (centro da caixa), pois como abordado, o parametro de ordem expressa a variagdo de
um atomo de carbono em relacdo ao anterior. J4 o perfil de distribuicdo de angulos de
inclinagdo mostra que a quantidade de peptideos agindo sobre a superficie da membrana
provoca um aumento na quantidade de lipidios com maior grau de inclinagdo em relagdo ao

eixo z. Ou seja, ha um niimero maior de lipidios se movendo além da posicao de relaxamento
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(paralela ao eixo z, angulo de proje¢do menor). Esse fenomeno ¢ explicado devido a forte
interagdo do maior nimero de peptideos com a membrana, inclinando os lipidios e,
consequentemente, formando a curvatura observada na bicamada.

Apesar de ndo haver um rompimento da membrana, a presenca de maior nimero de
peptideos (concentragdo) indica um aumento da perturbagdo da bicamada lipidica de POPG.
Investigou-se, entdo, o efeito ao dobrar essa concentracao de peptideos através da simulagao

da membrana de 100% POPG com dez unidades do peptideo.

4.4.2 Dez Unidades do Peptideo

A simulacdo com dez unidades do peptideo foi realizada a partir da configuragdo do
sistema com cinco unidades aos 100 ns de simulagdo. Dessa vez, foram utilizados os
peptideos da simulagdo com 5 unidades (com estrutura ja equilibrada) para dobrar a
concentragdo. Esses peptideos foram distribuidos pouco acima das cinco unidades originais e
foram realizados mais 300 ns de trajetorias, totalizando 500 ns de simulag@o. As imagens da

Figura 4.4.7 mostram a distribui¢do inicial e final dos peptideos na superficie da membrana.

Figura 4.4.7 Representacdo grafica da simulagdo com dez unidades do peptideo na superficie da membrana
100% POPG (em cinza). a) Inicio da simulagdo; b) Final da simulag@o. Moléculas de dgua e ions foram omitidos
para melhor visualizagao.

Os peptideos, antes dispersos, formam um agregado Uinico que pressiona a membrana.

As estruturas secundérias exibem poucas alteragdes ao longo da simulagdo. Entretanto, para

analisar mais detalhadamente os efeitos do aumento da concentracdo dos dez peptideos sobre



107

eles mesmos, andlises de mudangas na estrutura secundaria ao longo da simulagdo foram

realizadas e podem ser visualizadas na Figura 4.4.8.
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Figura 4.4.8 Mapas de estrutura secundaria para as dez unidades de peptideo interagindo na superficie da
membrana de POPG para os 300 ns finais de simulacdo. Legenda: hélice 3;, (cinza), hélice a (azul),
hélice m (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e

desestruturado (branco).
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Em média, todos os peptideos apresentam conservacdo de estrutura em hélice na
porcdo final da cadeia (C-terminal). Em alguns casos, a perda de hélice ¢ associada as
interagdes entre os proprios peptideos, como observado na simulagdo com cinco unidades do
mesmo. Observou-se novamente o comportamento de forte interacdo realizado pelos
peptideos sobre a membrana, provocando distor¢des até mais profundas em comparagdo ao

caso com os cinco peptideos.

Figura 4.4.9 Mudangas na estrutura da membrana de 100% POPG causadas pela interacdo com as dez
unidades do peptideo ao longo da trajetoria. As imagens referem-se ao tempo de trajetoria de: a) 0 ns ; b)
100 ns; ¢) 200 ns; d) 300 ns. Membrana em verde, com oxigénios dos grupos fosfato em vermelho.
Moléculas de dgua representadas por pontos em azul.

O processo de perturbacdo da membrana associado ao aumento da concentracdo de

peptideos ¢ acelerado. Enquanto no caso com cinco unidades peptidicas, foram necessarios
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praticamente 400 ns (Figura 4.4.3) para formagdo de uma curvatura visivel, no sistema com
dez peptideos uma perturbacdo muito maior ja acontece aos 200ns de simulagdo, numa
relacdo de proporcionalidade direta. Além disso, ao avangar a simulacdo (300 e 400ns da
Figura 4.4.9), percebe-se a descaracterizacdo da bicamada lipidica afetada pelos peptideos,
que se comportam seguindo um comportamento similar ao mecanismo do tipo carpete (do
inglés, carpet-like). Para mensurar essa perda de caracteristica de bicamada lipidica, foram

feitos graficos da densidade em nimero no inicio e no fim da simulagao.
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Figura 4.4.10 Densidade em nimero para o sistema de dez peptideos interagindo com a membrana de
100% POPG durante: a) 0-50 ns; b) 350-400 ns de simulagao.

A Figura 4.4.10 mostra que no inicio da simula¢do, a membrana possuia regides
especificas e caracteristicas bem definidas. Os grupamentos glicerol e fosfato definindo as
cabecas dos lipidios e regido acessivel a agua (hidrofilica). Nessa regido também sdo
encontrados os primeiros peptideos que interagem com a superficie da membrana. As regides
hidrofobicas estdo internas, afastadas dos peptideos e das moléculas de dgua. Todavia, ao
final da simulagdo, ndo ¢ mais possivel distinguir as regides especificas de cada camada
lipidicas. O sistema membranoso foi afetado pela maior concentragdo de peptideos, tornando-
se deformado e descaracterizado. Como a membrana possui curvaturas pronunciadas, o
grafico sugere que moléculas de dgua teriam penetrado na regido hidrofobica devido a
formagdo de interacdes dos peptideos com essa regido (o que seria uma evidéncia de possivel
formag¢do de poro). Entretanto, na visualiza¢do da trajetoria, ndo € verificado esse processo.
Ha apenas a formagao de uma regido onde a membrana provavelmente pode se romper devido
acdo de interagdo do conjunto de peptideos (como um carpete). A Figura 4.4.11 mostra a

possivel regido de rompimento da membrana.
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Figura 4.4.11 Cavidade causada pela acdo dos dez
peptideos sobre a membrana de POPG, indicando
possivel mecanismo  carpet-like de rompimento.
Membrana em branco, com grupos fosfatos destacados
em vermelho indicando as cabecas lipidicas.

De modo analogo a simulagdo com cinco peptideos, foram realizadas andlises de
parametros de ordem e angulo de inclinag¢do dos lipidios para verificar o grau de perturbacao
nas cadeias acila. As mudancas nas ordens dos 4&tomos de carbonos das cadeias palmitoil (snl)

e oleila (sn2) podem ser visualizadas na Figura 4.4.12.
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Figura 4.4.12 Graficos de parametros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipidos nas
simulag¢des de dez unidades do peptideo com membrana formada por 100% POPG.
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Ao contrario da simulagdo com cinco unidades peptideos, quando ndo houve
mudangas significativas na ordem entre os atomos de carbono das cadeias, a perturbagao
causada pelos cinco peptideos na membrana reflete-se nas cadeias lipidicas. O grau de ordem
diminui de maneira significativa, mesmo sem haver interagdes diretas entre os peptideos e
esses atomos. Esse fendmeno sugere que os atomos integrantes das cadeias acila estdo com
graus de liberdades maiores, realizando deslocamentos mais intensos, indicando um
enfraquecimento de suas ligacdes. Esse enfraquecimento pode levar a desestabilizacdo total e,
consequentemente, ao rompimento da membrana.

A andlise do angulo de inclinagdo, que mostra quao afastados estdo os lipidios da sua

formacao original paralela ao eixo z, ¢ encontrada na Figura 4.4.13.
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Figura 4.4.13 Graficos da simulacdo com dez unidades do peptideo na superficie da membrana de 100%
POPG: a) Histograma mostrando a distribui¢do dos angulos de inclinagdo dos lipidios. Em preto, 10 ns
iniciais e em vermelho, os 10 ns finais; b) Evolu¢@o temporal da média dos angulos de inclinagao.

O primeiro grafico mostra que grande quantidade de lipidios cuja inclinagdo em
relacdo ao eixo z aumentou. Esse fenomeno ¢ associado as curvaturas provocadas na
membrana devido & interagdo que os peptideos exercem na mesma. Isso faz com que os
lipidios deixem sua conformagdo relaxada e acabem se inclinando. O segundo grafico mostra
a evolugdo ao longo do tempo do angulo médio de inclinagdo da proje¢do do vetor definido
pelos lipidios no eixo z. No inicio da simulagdo, esse angulo possuia média em torno de 30°,
valor associado a propria definicdo do vetor (devido as duas cadeias alifaticas que compde os
lipidios). Ao fim da simulacdo, esse valor médio passou a cerca de 50° ou seja, ocorre um
afastamento médio de 20° da posicdo inicial indicando um alto grau de perturbagdo da

membrana.
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As medidas da desordem associadas aos fendmenos de continua interagdo dos
peptideos com as cabegas dos lipidios, durante o processo de perturbacdo, sugerem que o
mecanismo de rompimento ocorre sem penetragdo efetiva dos peptideos na membrana. Ou
seja, o rompimento da membrana aconteceria devido a interacdo do aglomerado de peptideos
num procedimento conhecido como mecanismo carpete (carpet-like). Todavia, para certificar
que o tamanho da caixa estava adequado e que o fendmeno observado ndo ser associado a um
efeito de fronteira, foram simulados sistemas com dez unidades dos peptideos interagindo

com membrana lipidica com tamanho nove vezes maior.

4.4.3 Membranas Gigantes com Dez Unidades do Peptideo

Para realizar essas simulagdes, foram criadas caixas com membrana fosfolipidica com
dimensdes iniciais 19,8 nm x 21,2 nm x 18,0 nm (POPC) ¢ 23,7 nm x 24,7 nm x 17,5 nm
(POPGQG). Dez unidades do peptideo foram colocadas na superficie de cada membrana como

pode ser visualizado na Figura 4.4.13 para a membrana de 100% POPC.

a) b)

Figura 4.4.14 Representacdo grafica da simula¢do com dez unidades do peptideo na superficie da membrana
gigante de 100% POPC (em cinza). a) Inicio da simulagdo; b) Final da simulag¢do (100 ns). Moléculas de dgua e
ions foram omitidos para melhor visualizagao.

A imagem mostra que, ao final da simula¢do, ndo hd a formag¢do de um tnico
aglomerado com todos os peptideos, ao contrario do que ¢ observado na simulacdo de dez

unidades na membrana de POPG. Alguns dos peptideos se dispersam e se isolam na
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superficie da membrana. Fez-se, entdo, analise das estruturas secundarias dos peptideos para

ver se também apresentam conteudo em hélice, como mostrado nos mapas a seguir:
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Figura 4.4.15 Mapas de estrutura secunddria para as dez unidades de peptideo interagindo com a
membrana de POPC para os 100 ns de simulacdo. Legenda: hélice 3, (cinza), hélice a (azul), hélice n
(roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e desestruturado

(branco).
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A Figura 4.4.15 mostra que o trecho N-terminal da cadeia peptidica preserva pouca
estrutura em hélice, ha muita dinamica de mudanca estrutural. Esse fenomeno auxilia a refutar
a hipotese de mecanismo via formagdo de poro, pois este requer a preservacao da estrutura em
hélice do peptideo. Em seguida, foi observado o efeito que os peptideos causavam na

membrana ao longo da simulagdo.

a) 7 | | b)

Figura 4.4.16 Evolugao da estrutura da membrana de 100% POPC através da interagdo com as dez unidades
do peptideo ao longo da trajetoria. As imagens referem-se ao tempo de trajetéria de: a) 0 ns; b) 100 ns.
Cadeias alifaticas estdo em cinza, grupo colina em laranja e os oxigénios dos grupos fosfato em vermelho.
Moléculas de agua foram omitidas para melhor visualizagdo.

A bicamada lipidica sofre pequenas ondulagdes em sua estrutura, porém permanece
claramente observavel a separagdo entre as duas camadas (ao contrario do que foi observado
para a membrana menor composta por POPG). Apesar de a interferéncia dos peptideos ser
considerada pequena, na regido onde a maior parte deles interage com a membrana, hd a
formag¢do de uma pequena curvatura. Mais uma vez, esse fendmeno sugere o mecanismo
carpete para rompimento da membrana, porém mais lento do que acontece nas membranas de
POPG. Em seguida, dois perfis de densidade foram feitos para caracterizar a caixa: no inicio e

no fim da simulagdo (10 ns cada).
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Figura 4.4.17 Densidade em nimero para o sistema de dez peptideos interagindo com a membrana
gigante de 100% POPC durante: a) 0-10 ns; b) 90-100 ns de simulagao.

Os perfis de numero de densidade confirmam que nao houve grandes perturbagdes e a
bicamada lipidica preserva suas regides caracteristicas. No inicio da simulagdo, hd uma
movimentagdo intensa para termalizar o sistema. Por isso o perfil parece mais suave no inicio
que no fim da simulagdo. A penetracdao dos peptideos ¢ visualizada pela aproximacgao de seus
pontos das curvas dos grupamentos colina e fosfato da camada fosfolipidica superior. Além
disso, foram realizadas analises de pardmetros de ordem dos carbonos das cadeias alifaticas e
angulos de inclinagdo dos lipidios para mensurar a pequena perturbacdo causada pelos

peptideos. As figuras 4.4.18 e 4.4.19 mostram os graficos obtidos dessas andlises.
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Figura 4.4.18 Graficos de parametros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipidos nas
simulacdes de dez unidades do peptideo com membrana gigante formada por 100% POPC.

Observando a variacdo dos valores dos parametros de ordem, obtém-se mais um
indicativo que a perturbagdo causada pelos peptideos ¢ menor do que comparado ao caso da

membrana composta por lipidios POPG. A diminui¢do observada nos graficos da Figura
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4.4.17 estd mais correlacionada a relaxacdo do sistema do que a pressdao realizada pelos

;
peptideos.
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Figura 4.4.19 Graficos da simulacdo com dez unidades do peptideo na superficie da membrana de 100%
POPC gigante: a) Histograma mostrando a distribui¢do dos angulos de inclinag¢do dos lipidios. Em preto,
10 ns iniciais e em vermelho, os 10 ns finais; b) Evolu¢do temporal da média dos angulos de inclinagao.

O histograma e a evolugdo média da projecao do angulo de inclinagdo mostram que o
sistema foi pouco perturbado. As mudangas nas cadeias e orientagdes dos lipidios estdo
associadas a relaxagdo do sistema e a regido no qual os peptideos pressionam a membrana. A
formagdo da curvatura, mesmo que menor em comparagdo ao caso 100% POPG, também
contribui na medida em que os lipidios sofrem inclinagdes na regido pressionada pelos
peptideos.

O mesmo protocolo de simulagdo foi entdo realizado para a simulacdo membrana de
lipidios POPG gigante interagindo com dez peptideos na superficie. Os peptideos foram
distribuidos de forma similar ao caso com a membrana 100% POPC, apenas a bicamada foi
trocada. A Figura 4.4.19 ilustra a distribuicdo da caixa ao inicio e no final da simulagdo de

100 ns.
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Figura 4.4.20 Representacdo grafica da simula¢do com dez unidades do peptideo na membrana gigante de 100%

POPG (em cinza). a) Inicio da simulag@o; b) Final da simulagdo. Moléculas de 4gua e ions foram omitidos para
melhor visualizagdo.

Ao contrario da simulacdo com a membrana de POPC, neste caso, os peptideos
formam um aglomerado tnico na superficie. Esse comportamento ¢ similar ao que ja havia
sido observado na membrana menor de 100% POPG com as dez unidades. Ou seja, a
aglomeragdo dos peptideos quando interagindo com fosfolipidios POPG nao ¢ um fendmeno

de efeito de borda, mas sim produto da interagcdo dos peptideos com a membrana e entre si.
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Figura 4.4.21 Mapas de estrutura secunddria para as dez unidades de peptideo interagindo com a
membrana gigante de POPG para os 100 ns de simulag¢do. Legenda: hélice 3, (cinza), hélice o (azul),
hélice n (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta ( ), dobra (verde) e
desestruturado (branco).
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Apesar de, em geral, o percentual de hélice ser maior, quando comparado com a
simulagdo com membrana de POPC, ndo hd uma uniformidade na estrutura secundéria geral
de cada peptideo. A dinamica de evolugdo das estruturas secundarias dos peptideos torna a
possibilidade de mecanismo de rompimento da membrana via formagdo de poro mais remota.
A quebra via mecanismo carpete parece ser a explicacdo mais viavel, principalmente quando

se observa o efeito do aglomerado de peptideos na bicamada lipidica (Figura 4.4.21).

a)

Figura 4.4.22 Evolucdo da estrutura da membrana gigante de 100% POPG através da interagdo com as
dez unidades do peptideo ao longo da trajetéria. As imagens referem-se ao tempo de trajetoria de: a) 0 ns;
b) 100 ns. Na membrana, os grupos glicerol estdo em verde, as cadeias alifaticas em cinza e os oxigénios
dos grupos fosfato em vermelho. Moléculas foram omitidas para melhor visualizagao.

4

No inicio da simulagdo, os peptideos estdo dispostos afastados da membrana. E
possivel observar as duas camadas na membrana através dos grupamentos fosfatos em
destaque. A medida que a trajetoria avanga, os peptideos sdo atraidos pela membrana por
forcas eletrostaticas e formam um aglomerado entre si, que age sobre a superficie da
membrana de forma mais intensa. Essa pressdo ¢ associada ao maior nimero de interagdes
que os peptideos fazem com as cabegas dos lipidios POPG. Por causa dessa maior interacao, a
desestabilizacao da bicamada ¢ mais intensa e, ao fim, dos 100 ns de simulagdo, ndo ¢ mais
tdo simples identificar as camadas individuais que a compdem. Como a simulagdo foi
realizada numa membrana nove vezes maior, foi descartada a possibilidade de que a distor¢ao
resultasse de um efeito de fronteira. Ou seja, ¢ a acdo dos peptideos que provoca a

perturbagdo e ¢, consequentemente, a possivel causa da ruptura na membrana lipidica.
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De modo andlogo ao procedimento realizado para outras simulagdes com multiplas
unidades do peptideo, através do perfil de nimero de densidade foi feita a caracterizagdo do

sistema no inicio ¢ ao fim da simulagao.
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Figura 4.4.23 Densidade em nimero para o sistema de dez peptideos interagindo com a membrana
gigante de 100% POPG durante: a) 0-10 ns; b) 90-100 ns de simulagao.

Observa-se que, no inicio da simulagdo, o sistema de peptideos-membrana possui suas
regides caracteristicas bem definidas. As cadeias acilas dos lipidios mais proximas das regides
centrais da caixa, os grupamentos fosfato e glicerol (regides hidrofilicas) estdo em contato
com as moléculas de 4dgua e mais proximas dos peptideos. Estes ultimos atraidos pela
superficie de carga negativa formada pela cabeca dos lipidios. Ao final da simulacdo, essas
regides sofreram distor¢des profundas, alterando significativamente o perfil da bicamada a
medida que o aglomerado de peptideos interage com a membrana. Na Figura 4.4.22 b), a
membrana esta totalmente descaracterizada. Nao hd mais separagdo visivel das camadas
individuais. As mudancas sdo tdo drésticas que a curva de dgua passa a ocupar regides que
antes seriam inacessiveis (centro da caixa = regido hidrofobica). Entretanto, ndo houve
ruptura propriamente dita da membrana durante a trajetdria, mas um indicativo do processo de
rompimento através dessa perturbagao.

A regido hidrofébica da bicamada também sofreu perturbagdes, dada a interacao dos
peptideos com a membrana fosfolipidica. E possivel observar, através dos graficos de
parametros de ordem (Figura 4.4.23), que os carbonos das cadeias lipidicas adquirem um grau
de liberdade maior, o que permite maior movimentacdo. Esse aumento da movimentacdo dos
carbonos tende tornar as cadeias alifiticas mais instdveis. Essa mobilidade, ou o proprio
afastamento médio dos lipidios entre si devido a desestabiliza¢do causada na membrana, ¢ o

possivel meio para a ruptura da mesma (mecanismo carpet-like).
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Figura 4.4.24 Graficos de parametros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipidos nas

simulacdes de cinco unidades do peptideo com membrana gigante formada por lipidios POPG apenas.

A analise da inclinacdo da proje¢do dos angulos definidos pelos lipidios sobre o eixo z

também foi realizada e pode ser visualizada na Figura 4.4.24.
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Figura 4.4.25 Graficos da simula¢do com dez unidades do peptideo na superficie da membrana de 100%
POPC gigante: a) Histograma mostrando a distribui¢do dos angulos de inclinacdo dos lipidios. Em preto, 10
ns iniciais e em vermelho, os 10 ns finais; b) Evolu¢ado temporal da média dos angulos de inclinagao.

Como pode ser observado, o perfil ¢ bastante similar ao observado para a simulacio
com os dez peptideos com a membrana menor de POPG. Nos 10 ns iniciais de simulacdo, a
maior parte dos lipidios possuia proje¢do com inclinacdo em torno de 20° do eixo z. Na parte
final da simulagdo, vé-se que muitos lipidios se inclinaram, com alguns chegando a 90° em
relacdo ao eixo z. Ou seja, fosfolipidio perpendicular ao plano do eixo z e longe do
posicionamento usual de lipidios em bicamadas. Observa-se, também, que o valor médio da

inclinacdo dobra em apenas 100ns de simulacdo. Esses fendmenos de inclinacdo de lipidios
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estdo associados as perturbagdes (curvaturas) provocadas na membrana, devido acdo dos
peptideos.

Ressalta-se, mais uma vez, que as medidas experimentais mostram o rompimento da
membrana e rapido encolhimento das GUVs [3], o que ndo ¢ caracteristico de processo de
ruptura através de formacdo de poro. A formacdo de poro na membrana requer grande
estabilidade da estrutura dos peptideos em hélice e que exista a quebra das interagdes desses
peptideos com a superficie da membrana para interagdo com regido hidrofobica. Esse
mecanismo foi descartado, pois ndo ¢ observado nas simulagdes (em especial, caso 100%
POPC). Tanto para a membrana de POPC quanto para a membrana composta apenas por
POPG, o processo de desestabilizagdo membranoso ocorreu devido ao aumento significativo
da concentracdo de peptideos agindo sobre as mesmas, com destaque para a membrana de
lipidios POPG. A desestabilizagdo e rompimento da membrana sdo governados por um

mecanismo carpete, no qual os peptideos pressionam e empurram a superficie da membrana.
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5. Conclusoes

Este trabalho teve como objeto de estudo um peptideo hibrido de plantaricina 149 e
pediocina A e os efeitos nele causados e os que foram provocadas pela sua presenca em
membranas fosfolipidicas puras e misturas de POPC e POPG. Investigou-se, também, a forma
de interacdo preferencial e o efeito da concentracdo de peptideos nas membranas para
sugestdo de possivel mecanismo de acdo. Para realizar esse estudo através de dinamica
molecular, foi antes necessario escolher a metodologia computacional adequada. Baseando-se
em medidas experimentais de dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia e
microscopia Otica [3], utlizamos o conjunto de pardmetros do campo de forca do GROMOS
53 A6 para tentar reproduzir a observacdo experimental que indicava um aumento do contetido
de hélice do peptideo ao interagir com membranas carregadas (POPG) em relacdo as nao-
carregadas (POPC). No entanto, estas simula¢des exploratérias ndo reproduziram
adequadamente as tendéncias experimentais. Ocorre que um novo conjunto de pardmetros do
campo de forca GROMOS, recém publicado a época, trazia corre¢des para a instabilidade de
hélices em sequéncias peptidicas curtas [126]. O conjunto de parametros GROMOS 54A7
resultou em simulagdes consistentes com as observagdes experimentais, isto €, os mapas de
estrutura secundaria reproduziram o aumento do conteudo de hélice do peptideo ao interagir
com membranas de POPG comparativamente as membranas de POPC. Esse fendmeno ¢
valido tanto para a interacdo da unica unidade do peptideo com a superficie da membrana,
quanto para o peptideo imerso na membrana. A simulacdo na membrana de 100% POPG
também mostrou que o triptofano permanece confinado e interagindo com a membrana
durante a simula¢do, em acordo com o deslocamento para o azul (blue shift) observado
experimentalmente por espectroscopia de fluorescéncia (secdo 1.1.4). Na simulacdo com
POPC, o triptofano possui uma maior flexibilidade conformacional, interagindo ora com
agua, ora com a membrana e, assim, exibindo um menor deslocamento para o azul.

Nas simulagdes com duas unidades do peptideo, observamos que as duas partes
(regides C-terminal e N-terminal) dos peptideos sdo expelidos do interior da membrana de
POPC. De modo similar, o fendmeno se repete para a por¢do N-terminal do peptideo na
membrana de POPG, mas ndo com a regido C-terminal que permanece estavel no interior da
membrana durante a simulagdo (150 ns). Isso sugere que a interagdo preferencialmente

acontece na superficie da membrana, enquanto a regido C-terminal (parte derivada da
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plantaricina 149) ¢ a responsavel pela penetracao e/ou pressdo realizada pelo peptideo sobre a
membrana.

Em seguida, investigamos o efeito do aumento da concentracdo de peptideos sobre a
membrana de POPG. Foram colocadas cinco unidades do peptideo sobre a superficie da
membrana e observou-se que os peptideos agem induzindo uma curvatura negativa da mesma,
desestabilizando-a. Todavia, ndo foi observado o rompimento efetivo da membrana, nem a
penetracdo de agua ou peptideo nas regides hidrofobicas. Ao dobrar a concentracdo de
peptideo (dez unidades), o aumento da curvatura tornou-se mais pronunciado ¢ a membrana
sofreu distorgdes mais acentuadas e de forma mais rapida. Os peptideos perturbam a
membrana atuando como um aglomerado, via um mecanismo similar a0 mecanismo carpete.
Durante as simulagdes, a regido N-terminal dos peptideos permanece desestruturada e a regido
helicoidal apresenta grande dindmica de comportamento. Estas observagdes tornam um
mecanismo de formagdo de poro pelo peptideo menos provavel, pois tal mecanismo requer
um maior ordenamento da estrutura dos peptideos. Para verificar se a ruptura da membrana
sofreu o efeito de fronteira/vizinhanga devido ao tamanho da bicamada, foram feitas
simulagdes com membranas POPC ¢ POPG nove vezes maior, chamadas de membranas
gigantes. A simulagdo das dez unidades do peptideo hibrido com a membrana gigante de
POPC mostrou que a membrana sofreu pouca perturbacdo. Os peptideos pressionam a
membrana, porém como a interagdo ndo ¢ tdo forte (devido ao carater zwitteridnico do
fosfolipidio), essa pressdo ¢ significativamente menor do que a observada para a simulagao
com POPG. No caso da membrana gigante carregada negativamente (POPG), os peptideos
formam um grande aglomerado que atua da mesma maneira que a versdo com membrana
menor: pressionam a membrana e provocam perturbagdes profundas que indicam o caminho
viavel para rompimento da membrana. A alta barreira para separar o agregado e provocar a
estruturacdo em hélice de todos os peptideos somada a energia necessaria para entrar na
bicamada, indicam que mecanismo em barril ¢ invidvel. Esse comportamento, aliado as
demais informacdes experimentais e computacionais obtidas, sugere que o possivel

mecanismo de agdo desse peptideo hibrido ¢ através do mecanismo carpete.
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6. Perspectivas

Uma das perspectivas do trabalho ¢ utilizar calculos de funcao de distribui¢do radial e
potencial eletrostatico ao redor do triptofano do peptideo para verificar a vizinhanga do
aminoacido. Através desses célculos, serd possivel determinar o nimero de coordenagdo do
TRP (e de sua cadeia lateral), obtendo o numero médio de moléculas de dgua que estdo
coordenadas a ele. Esse ¢ um possivel resultado quantitativo para comparacdo com os dados
experimentais obtidos através do espectro de emissdo de fluorescéncia e do deslocamento
para o azul (causado pela mudanca de polaridade do meio interagente).

Outra perspectiva ¢ criar representagdes dos sistemas com multiplas unidades do
peptideo utilizando o modelo coarse-grained MARTINI [187—-189]. O conceito de modelo
coarse-grained consiste em reduzir os graus de liberdades (em comparacdo com modelos all-
atoms) através do tratamento implicito dos dtomos. Ou seja, moléculas ou trechos delas sao
transformados em sitios unicos de interagdo e isso provoca, consequentemente, a diminui¢ao
dos sitios de interacdo. Devido a diminuicdo dos graus de liberdade e dos detalhes das
interagdes, uma simulagcdo coarse-grained requer menos tempo computacional e obtém-se
trajetorias de forma mais rdpida do que para o mesmo sistema tratando todos os atomos
explicitamente. Logo, aumentos da escala de tempo e tamanho das caixas das simula¢des
podem ser obtidos. Essa reducdo permite a visualizagdo de efeitos que escalas de tempo mais
reduzidas ndo sdo capazes, como o processo de desestabilizagdo e possivel rompimento da

membrana de POPG.
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Nome

Glicina ou Glicocola

Alanina

Leucina

Valina

Isoleucina
Prolina

Fenilalanina

Serina
Treonina

Cisteina

Tirosina

Asparagina

Glutamina

Aspartato ou Acido

aspartico

Glutamato ou Acido

glutamico
Arginina
Lisina

Histidina
Triptofano
Metionina

Simbolo
Gly, Gli

Ala

Leu

Val

lle

Pro
Phe,

Fen
Ser
Thr, The

Cys, Cis

Tyr, Tir

Asn
GIn

Asp

Glu
Arg
Lys, Lis

His
Trp, Tri
Met

Abreviacdo

G

A

Nomenclatura
Acido 2-aminoacético ou Acido 2-amino-etanéico
Acido 2-aminopropiénico ou Acido 2-amino-
propandico
Acido 2-aminoisocaproéico ou Acido 2-amino-4-
metil-pentandico
Acido 2-aminovalérico ou Acido 2-amino-3-metil-
butanoico
Acido 2-amino-3-metil-n-valérico ou &cido 2-amino-
3-metil-pentandico
Acido pirrolidino-2-carboxilico
Acido 2-amino-3-fenil-propiénico ou Acido 2-amino-
3-fenil-propandico
Acido 2-amino-3-hidroxi-propiénico ou Acido 2-
amino-3-hidroxi-propandico
Acido 2-amino-3-hidroxi-n-butirico
Acido 2-bis-(2-amino-propiénico)-3-dissulfeto ou
Acido 3-tiol-2-amino-propandico
Acido 2-amino-3-(p-hidroxifenil)propiénico ou
paraidroxifenilalanina
Acido 2-aminossuccionamico
Acido 2-aminoglutaramico
Acido 2-aminossuccinico ou Acido 2-amino-

butanodioico
Acido 2-aminoglutarico

Acido 2-amino-4-guanidina-n-valérico
Acido 2,6-diaminocaproéico ou Acido 2, 6-
diaminoexandico
Acido 2-amino-3-imidazolpropiénico
Acido 2-amino-3-indolpropidnico
Acido 2-amino-3-metiltio-n-butirico
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CASON-O

u}
N

C
cb

2,26195360E-03
2,26195360E-03
2,26135360E-03
2,26195360E-03
2,61734560E-03
2,43640960E-03
2,43640960E-03
2,43640960E-03
2,43640960E-03
2,43640960E-03
2,43640960E-03
2,34062440E-03
2,39708160E-03
6,06841000E-03
7.46841640E-03
9,61380250E-03
1,31790400E-02
7.33420960E-03
5,51306250E-03
8,46400000E-05
0,00000000E-00
0,00000000E.00
9,93400640E-03
4,18202500E-04
4,18202500E-04
0,00000000E+00
4,18202500E-04
6,52864000E-05
1,00483000E-03
1,47379600E-02
6,26472250E-03
117786240E-03
8,76470440E-03
2,76556900E-02
8,87552410E-03
2,26195360E-03
7,20631210E+00
1,38062500E-02
2,63086930E-03
8,30668130E-03
3,76936000E-05
1,05616730E-02
9,61380250E-03
2,27071310E-03
2,63086930E-03
7.60401440E-03
1,17786240E-03
2,34062440E-03
7.10430410E-03
2,26195360E-03
4,83684380E-03
2,36390440E-03
3,35275740E-03
1,47379600E-02
0,00000000E+00
0,00000000E-+00
9,61380250E-03

2,26195360E-03
2,43640360E-03

E
cl2
1,00000000E-06
9,41262400E-06
1,50552900E-06
1,21000000E-06
2,63412900E-06
2,31952900E-06
5,06250000E-06
2,31952900E-06
3,38928100E-06
2,31952900E-06
2,31952900E-06
4,93728400E-06
2,05343900E-04
9,70225000E-05
3,39655840E-05
2,66462440E-05
3,43630440E-05
2,80582090E-05
1,51165440E-05
1,51290000E-08
0,00000000E+00
0,00000000E+00
1,30754560E-05
5,12512810E-09
5,12512810E-09
0,00000000E+00
9,44006560E-03
3,40822440E-03
4,98012490E-07
2,21935210E-05
9,84704400E-06
7.60732840E-07
152959210E-05
6,54804640E-05
1,93600000E-05
2,32562500E-06
7,29000000E-08
6,04661760E-05
4,06425600E-06
1,37648420E-05
4,29934950E-09
2,14930600E-05
2,66462440E-05
7.51446260E-07
7.59934620E-06
1,27677580E-05
1,00000000E-06
3,37456900E-06
2,57759290E-05
1,50552900E-06
1,35895450E-05
1,58986380E-06
3,95095130E-06
2,21935210E-05
0,00000000E+00
0,00000000E+00
2,66462440E-05

1,00000000E-06
3,77524300E-08

G

0,004663258
0,004663252
0,004663258
0,004663258
0,005016238
0,004339742
0,004339742
0,004339742
0,004339742
0,004339742
0,004339742
0,004743659
0,004300528
0,007638035
0,008473481
0,009613803
0,0125614
0,008397002
0,007280213
0,00030208
0

0
0,009797156
0,002005123
0,002005123
0
0,002005123
0,000792244
0,003108185
0,01130327
0,007760652
0,003365076
0,009173441
0016305715
0,009237291
0,004663258
0,263211058
0011520875
0,005029181
0,008336375
0,000802027
0,010076593
0,009613803
0,004672279
0,005029131
0,008550058
0,003365076
0,004743653
0,008264635
0,004663258
0,006354283
0,004767131
0,005677383
0,01130327

0

0
0,009613803

2,34756160E-03
0,00000000E+00

56,16200000E-06
1,58370160E-05
6,33377400E-08
5,67820000E-06
8,37792600E-06
7.86172600E-06
1,16145000E-05
7.86172600E-06
9,50324200E-06
7.86172600E-06
7.86172600E-06
11463964 0E-05
7.39714600E-05
5,084567000E-05
3,00841360E-05
2,66462440E-05
3.02596440E-05
2,73431140E-05
2,00698560E-05
6,34926000E-07
0,00000000E+00
0,00000000E+00
1,86657920E-05
3,69547580E-07
3,69547580E-07
0,00000000E+00
5,01539920E-07
3,01357560E-07
3.64282340E-08
243181820E-05
1,61983560E-05
4.50229640E-06
2,01885820E-05
4,17709040E-05
2,27128000E-05
7.87205000E-06
1,39374000E-06
4,01397120E-05
1,04065920E-05
1,91515362E-05
3,38492989E-07
2,39341294E-05
2,B6462440E-05
4,47473132E-08
1,42306016E-05
1,84448582E-05
5,16200000E-08
9,48269400E-06
2,62074740E-05
6,33377400E-06
1,90291368E-05
6,50876578E-06
1,02605074E-05
243131820E-05
0,00000000E+00
0,00000000E+00
2,86462440E-05

1,94300000E-08
0,00000000E+00

Figura 8.2.1 Exemplo de calculo dos pardmetros C6 e C12 de Lennard-Jones com base na atualizag¢do do

campo de forca GROMOS 54A7.
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charge ptype cé cl2
0.000 A 0.0022619536 le-06
0.000 A 0.0022619536 7.4149321e-07
0.000 A 0.0022619536 1.50552%9e-06
0.000 A 0.0022619536 1.21e-06
0.000 A 0.0026173456 2.634129%e-06
0.000 A 0.0024364096 2.319529e-06
0.000 A 0.0026308693 7.5999462e-06
0.000 A 0.0076040144 1.2767758e-05
0.000 A 0.0011778624 le-06
0.000 A 0.0023406244 3.374569e-06
0.000 A 0.0071048041 2.5775929e-05
0.000 A 0.0022619536 1.505529e-06
0.000 A 0.0048868488 1.3589545e-05
0.000 A 0.0023639044 1.5898688e-06
0.000 A 0.0033527574 3.9509513e-06
0.000 A 0.01473796 2.2193521e-05
0.000 A 0.0 0.0
0.000 A 0.0 0.0
0.000 A 0.0096138025 2.6646244e-05;added by GCH 27/12/11 based on SCHMID et al. EurBiophysJ (201

cé cl2

0.0022619536 8.611e-07

0.0022619536 1.38651e-06

0.0022619536 2.258907e-06

0.0022619536 1.1e-06

0.0022619536 9.4721e-07

0.0022619536 1.50552%e-06

0.0024331696 1.83399%e-06

0.0024331696 2.987943e-06

0.0024331696 1.991421e-06

0.0024331696 1.991421e-06

0.0023475616 1.943000e-06; changed by GCH 27/12/11 based on SCHMID et al. EurBiophysJ (2011)

0.0023475616 3.577063e-06

0.0023475616 2.384061e-06

0.0023475616 2.384061e-06

0.0025252576 3.153489%e-06

0.0023475616 2.5425e-06

40:843

Figura 8.2.2 Exemplo de adig¢do dos parametros C6 e C12 de Lennard-Jones no arquivo de interagdo ndo-
ligada (ffnon-bonded.itp) para as modificagdes do campo de forca GROMOS 54A7.
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8.2.2. Descricdo dos sistemas simulados

Tabela 8.2.1: Descri¢ao e tempo (em ns) de simulag@o para os sistemas estudados com campo de forca
GROMOS 54A7 e concentracdo NaCl 150 mM.

Sistema Peptideos Lipidios Numero de atomos Tempo (ns)
Soluto fons Total
Soll 1 0 361 7 368 50
Sol2 1 0 361 139 500 60
Memb1 0 512 0 720 27856 100
Memb?2 0 512 0 594 27602 100
Memb3 0 512 0 348 27100 100
Memb4 0 512 0 220 26844 100
100PGs1 1 512 27497 713 28210 250
75PGsl 1 512 27369 587 27956 150
75PCsl 1 512 27113 341 27454 150
100PCsl 1 512 26985 227 27212 150
100PGel 1 507 27232 698 27930 150
75PGel 1 499 26682 644 27326 150
75PCel 1 495 26226 338 26564 150
100PCel 1 511 26933 229 27162 150
100PGe2 2 492 26798 756 27554 150
100PCe2 2 494 26410 308 26718 150
100PGs5 5
100PGs10a 10 512 30746 1259 32005 500
100PGs10b 10 2048 112154 1926 114080 100
100PCs10 10 2048 110106 1058 111164 100

Soll e Sol2 — peptideo em solucdo 0 mM e 150 mM, respectivamente.

Membl, Memb2, Memb3 ¢ Memb4 — membranas sem peptideos: 100% POPC, 75% POPC, 75% POPG e 100%
POPG, respectivamente.

100PGs1 — uma unidade do peptideo na superficie da membrana de 100% POPG.

75PGs1 — uma unidade do peptideo na superficie da membrana de 75% POPG + 25% POPC.
75PCs1 — uma unidade do peptideo na superficie da membrana de 25% POPG + 75% POPC.
100PCs1 — uma unidade do peptideo na superficie da membrana de 100% POPC.

100PGel — uma unidade do peptideo imersa na membrana de 100% POPG.

75PGel — uma unidade do peptideo imersa na membrana de 75% POPG + 25% POPC.
75PCel — uma unidade do peptideo imersa na membrana de 25% POPG + 75% POPC.
100PCel — uma unidade do peptideo imersa na membrana de 100% POPC.

100PGe2 — duas unidades do peptideo parcialmente imersas na membrana de 100% POPG.
100PCe2 — duas unidades do peptideo parcialmente imersas na membrana de 100% POPC.
100PGs5 — cinco unidades do peptideo na superficie da membrana de 100% POPG.
100PGs10a — dez unidades do peptideo na superficie da membrana de 100% POPG.
100PGs10b — dez unidades do peptideo na superficie da membrana gigante de 100% POPG.
100PCs10b — dez unidades do peptideo na superficie da membrana gigante de 100% POPC.
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8.2.3. Campo de Forca

- Angulo Diédrico de Torcio

Sendo:

(cosx) (cosy) = cos(x +y) x (sinx) (siny)
E:

(sinx)(siny) = %[cos(x —y) —cos(x + y)]
Temos que:

(cosx) (cosy) =cos(x +y) % [cos(x —y) — cos(x + y)]
(-)
1 1
(cosx) (cosy) = cos(x —y) — Ecos(x -y)+ Ecos(x +y)
= %[cos(x —y) + cos(x + y)]

Entdo (da Eq. 2.17):

1
Cos(mn(pn) = E [Cos(mn(pn - 6n) + Cos(mn(pn + 6n)]

8.3. Procedimento Computacional

8.3.1. Arrefecimento simulado — arquivo de entrada

; MDSA input parameters

annealing periodic periodic

annealing-npoints 55

annealing-time ® 50 250 300 500 ® 50 250 300 500
annealing-temp 300 600 600 300 300 300 600 600 300 300)

Figura 8.3.1 Trecho de arquivo de entrada do tipo .mdp do programa
GROMACS para utilizagdo da metodologia de arrefecimento simulado
(simulated annealing) mostrando o tipo (periodic), o tempo (annealing-time, em
ps) e as temperaturas de referéncia (annealing-temp, em K) para os grupos
Proteina e Agua com fons.
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