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Resumo 
 
DA HORA, G.C.A. Simulações Computacionais do Peptídeo Híbrido Plantaricina-
Pediocina em Membranas Fosfolipídicas Puras e Binárias Compostas por POPC:POPG. 
Tese de doutorado orientada pela Prof. Dr. Thereza Amélia Soares – Departamento de 
Química Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil, 
2016. 
 
 Peptídeos antimicrobianos são componentes importantes do sistema de defesa de 

diversos organismos contra possíveis invasores. Em geral, são pequenos (até 100 

aminoácidos), catiônicos e anfipáticos. Eles têm despertado o interesse da comunidade 

científica por sua capacidade de atuação contra micróbios, que não conseguem desenvolver 

resistência a esses peptídeos. Ou seja, eles emergem como complemento e/ou alternativa ao 

uso dos antibióticos convencionais. 

 Este trabalho desenvolveu um modelo computacional de um peptídeo híbrido de 

pediocina A (N-terminal) e plantaricina 149a (C-terminal), dois peptídeos bactericidas. Dados 

experimentais obtidos pelo grupo da prof. Dra. Rosângela Itri do IFUSP foram utilizados para 

modelagem e comparação dos resultados. Foram feitas simulações de MD do peptídeo 

interagindo com membranas puras e mistas de POPC e POPG utilizando os parâmetros do 

campo de força GROMOS 53A6 e 54A7. 

 As simulações com uma unidade do peptídeo revelaram a atualização 54A7 era a mais 

adequado para modelagem desses sistemas. Os mapas de estrutura secundária mostraram que 

o peptídeo adquire configuração mais ordenada quando interage com membranas com maior 

quantidade de POPG em sua composição. As simulações com duas unidades do peptídeo 

sugeririam que o peptídeo interage e penetra na camada de POPG através da região C-

terminal. Na simulação com membrana de POPC, nenhuma das porções terminais ficou 

estável no interior da membrana. 

 O efeito do aumento da concentração de peptídeos foi examinado colocando cinco e 

dez unidades do peptídeo para interagir com as membranas. Na membrana de POPC, os 

peptídeos não formam um único aglomerado e causam pouca perturbação na bicamada. Já na 

membrana de POPG, o efeito da interação do aglomerado de peptídeos é acentuado, 

provocando grandes deformações na bicamada lipídica, praticamente a destruindo. Esse 

fenômeno sugere um possível mecanismo carpete para ação do peptídeo sobre a membrana 

fosfolipídica de bactérias. 

Palavras-chave: peptídeo híbrido, peptídeo 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 Química 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. Rosângela 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. Introdução 
 
  A Química Computacional utiliza as teorias e fundamentos da Química Teórica, 

ferramentas físicas e matemáticas, inseridos em programas de computador para calcular, 

descrever e prever o comportamento de átomos, moléculas, macromoléculas etc. e, assim, 

estudar e prever os fenômenos da natureza. A abordagem mais comum utilizada em Química 

Computacional para tratamento desses sistemas é através do uso de modelos. 

 Modelos são representações simplificadas de sistemas e que procuram descrever o 

comportamento de sistemas e fenômenos físicos reais associados a eles. Ou seja, a construção 

e manipulação de modelos dos elementos de estudo, com o objetivo de compreender mais 

detalhadamente e, na medida do possível, fazer previsões sobre as propriedades dos mesmos 

[1]. 

 Na Química Computacional, a modelagem molecular consiste em gerar, manipular 

e/ou representar as estruturas dos compostos moleculares ou iônicos e, através do uso de 

computadores, calcular as propriedades físico-químicas associadas ao sistema de interesse. O 

avanço da tecnologia computacional e o desenvolvimento de ferramentas e softwares 

complexos permitem a visualização, construção, análise 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 interpretação das relações entre estruturas e atividade 

biológica. 

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

 
• Selecionar um modelo que descreva com determinada precisão uma propriedade de 

interesse (por exemplo, interações intra e intermoleculares de um sistema); 

• Realizar os cálculos; 

• Analisar os resultados, obtendo conclusões a respeito do trabalho ou do modelo em si. 

  

 Neste sentido, para realizar um trabalho de Química Computacional é necessário 

conhecer mais profundamente os sistemas a serem estudados para a escolha adequada do 

modelo.  No presente trabalho, foram realizadas simulações de peptídeo catiônico 

híbrido de pediocina A e plantaricina 149A (antimicrobianos) em contato com membranas 

fosfolipídicas 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 peptídeo híbrido teve dados 

experimentais obtidos recentemente [2, 3] que serão abordados nas seções 1.1.2 e 1.1.3.  

  Baseado nessas informações, as subseções a seguir descrevem o plano de fundo 

contextual e trazem uma abordagem dos sistemas estudados (peptídeos precursores, peptídeo 

híbrido e suas características experimentais, mecanismo de ação, membranas fosfolipídicas). 

 

1.1. Peptídeos Antimicrobianos 
 

 Peptídeos e proteínas são as macromoléculas mais abundantes nas células vivas. São 

constituídos por uma sequência de aminoácidos e apresentam diversas funções biológicas. Em 

geral, faz-se a distinção entre esses dois grupos pela quantidade de aminoácidos: até 100 

aminoácidos, são chamados peptídeos ou polipeptídeos. Acima desse número, são conhecidos 

por proteínas.  

 O conjunto de aminoácidos que constituem a base para a construção de todos os 

peptídeos e proteínas é formado por 20 unidades monoméricas relativamente simples (Figura 

1.1.2). Esses blocos são os responsáveis por formar os diversos peptídeos e proteínas através 

de ligações covalentes resultantes de sua condensação e formação de água. Daí deriva o nome 

“resíduo de aminoácido” (perda de água e constituição da ligação entre o grupo amino de um 

aminoácido com o grupo ácido carboxílico do outro). A Figura 1.1.1 mostra essa reação de 

condensação envolvendo dois aminoácidos genéricos. 
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Figura 1.1.1 Reação de condensação entre dois aminoácidos para 
formar um dipeptídeo. A ligação peptídeo é mostrada em vermelho. 
Baseada na Ref. [4] 
 

 
 
 Existem diversas formas de caracterizar os aminoácidos. As principais são através da 

sua afinidade ou não com a água (polaridade do grupo R) e através da carga que possuem, de 

acordo com o pH do meio (neutros, positivos ou negativos). Essas características dos 

aminoácidos permitem a construção de moléculas anfipáticas (ou anfifílicas – moléculas com 

uma região hidrofílica e outra parte hidrofóbica).  A Figura 1.1.2 mostra os 20 aminoácidos 

essenciais e a classificação de acordo com esses critérios. 
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Figura 1.1.2 Os vinte aminoácidos essenciais que são constituintes primários de peptídeos e proteínas. 
Estão divididos em grupos de acordo com afinidade com a água e os subgrupos de acordo com a carga da 
cadeia. Em parênteses, estão o símbolo (3 letras) e a abreviação (1 letra). Figura adaptada da Ref. [5].  

 

 Além desses vinte aminoácidos, existem outros que são chamados de não-essenciais. 

Muitos deles são constituintes de algumas proteínas e processos biológicos [4]. Entretanto, 

por não fazerem parte do escopo deste trabalho, não serão  aqui abordados. 

 Uma vez conhecida a sequência de ligações peptídicas, a cadeia principal do peptídeo 

revela alguns aspectos importantes. As ligações peptídicas, por exemplo, são rígidas e planas. 

Desta forma, seis átomos situam-se no mesmo plano nesse tipo de ligação: o carbono α com o 

grupamento CO do primeiro aminoácido e o grupamento NH com o carbono α do segundo 

aminoácido. Devido à sua natureza química com forte caráter de ligação dupla (comprimento 

C-N = 1,32 Å; simples = 1,49 Å, dupla = 1,27 Å), a ligação peptídica apresenta elevada 

barreira de rotação interna (!! entre 64.6�e 99.2 kJ.mol1) [6]. Essa rotação interna restrita 

limita a conformação ao redor da ligação e explica sua estrutura no plano. Efeitos estéricos 

fazem com que a maioria das ligações em peptídeos e proteínas assuma conformação anti, 

com os dois carbonos α em lados opostos da ligação peptídica. Já as ligações entre a amina e 

o carbono α e da carbonila com esse carbono α têm caráter simples. Isso permite que os 

grupos ao redor dessas ligações possam rodar quase livremente, assumindo diversas 
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conformações possíveis. O ângulo em torno da ligação entre a amina (N) e o carbono α é 

conhecido por ângulo ϕ, enquanto o ângulo de rotação ao redor da ligação carbono α e 

carbonila é chamado de ângulo ψ. É através dos ângulos ϕ e ψ que a estrutura peptídica pode 

se enovelar e assumir diversas formas em sua estrutura secundária [7, 8]. 

 A estrutura secundária de um peptídeo ou proteína é a representação tridimensional 

geral da sequência de aminoácidos, sem especificar exatamente a posição de cada átomo no 

espaço tridimensional (estrutura terciária).. Em geral, a classificação quanto ao tipo de 

estrutura secundária se dá através das ligações de hidrogênio que se formam no esqueleto do 

biopolímero. Ela também pode ser definida com base no padrão regular de ângulos diédricos 

do esqueleto em uma determinada região do diagrama de Ramachandran. Nesse diagrama 

todas as combinações possíveis de ângulos diédricos Ψ e Φ nos aminoácidos de um 

polipeptídeo, e que contribuem para a conformação das estruturas das proteínas. [9]. As 

estruturas mais comuns e também mais conhecidas são a hélice-α e folha-β. Outras hélices, 

como hélice-310 e hélice-π, também são energeticamente favoráveis, apesar de serem menos 

observadas. Existem ainda hélices mais raras como a poliprolina e folhas-α. Também são 

identificadas estruturas de folha beta-ponte, barril beta, voltas e curvaturas. A ausência de 

estrutura é classificada como vazio. Essas estruturas e o método de definição de estrutura 

secundária DSSP (do inglês Dictionary of Protein Secondary Structure) [10] serão discutidos 

mais detalhadamente no Capítulo 3, seção 3.2.2. Várias proteínas contêm mais de uma cadeia 

polipeptídica, apresentando um quarto nível de organização estrutural. Cada cadeia nessas 

proteínas corresponde a uma subunidade e o arranjo espacial dessas subunidades, aliada à 

natureza de suas interações, formam a estrutura quaternária [7].  

 Os peptídeos contêm apenas um grupo amino livre (região N-terminal) e um grupo 

carboxila livre (região C-terminal), um em cada extremidade da cadeia. A ionização desses 

grupos ocorre da mesma forma que nos aminoácidos livres, apesar de possuírem valores de 

ionização diferentes. Devido a esse comportamento, essas regiões se destacam por serem 

sítios de reação ou de ancoragem para os peptídeos.   

  Através de seu comportamento químico e estrutura, os peptídeos e proteínas assumem 

diversas funções biológicas, desde uso como adoçante artificial (éster metílico de L-aspartil-

L-fenilalanina ou aspartame) até aplicações medicinais, como a bradicinia (mediador de 

inflamação) [7, 8]. Neste trabalho, o principal objeto de estudo é um peptídeo híbrido de 

pediocina A e plantaricina 149a que possui função antimicrobiana [3]. Logo, é importante 

entender em detalhes esses tipos de peptídeos para formulação e desenvolvimento do trabalho. 
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 Os peptídeos antimicrobianos (AMP, do inglês antimicrobial peptides), também 

conhecidos como peptídeos de defesa, são parte inerente dos sistemas imunológicos 

encontrados em diversos seres vivos. Em geral, esses peptídeos são pequenos (entre 12 a 100 

aminoácidos, massa molecular < 10 kDa), possuem carga positiva (catiônicos) e podem ser 

produzidos ou isolados a partir de micro-organismos unicelulares, insetos, invertebrados, 

plantas, aves, peixes, mamíferos, inclusive humanos [11, 12] ou sintetizados no laboratório 

[13].  

 A diversidade de peptídeos antimicrobianos descobertos até hoje é muito grande, [14]. 

No APD (do inglês Antimicrobial Peptides Database - http://aps.unmc.edu/AP/main.php), 

existem mais de 2300 peptídeos registrados com atividades antimicrobianas [11, 15]. Eles 

podem ser classificados de acordo com seu tamanho, sua estrutura conformacional e a 

predominância de determinado aminoácido em sua composição [12, 16]: 

Ø Peptídeos α-helicoidais; 

Ø Peptídeos ricos em cisteína; 

Ø Peptídeos folha-β; 

Ø Peptídeos ricos em aminoácidos regulares; 

Ø Peptídeos ricos em aminoácidos raros e modificados. 

  Entretanto, muitas vezes eles são divididos de acordo com o tipo específico de 

atividade que apresentam: antivirais, fungicida, bactericida, parasiticida e antitumoral. 

 Os peptídeos bactericidas têm despertado maior interesse pelo seu crescente uso como 

alternativa ou em associação aos antibióticos convencionais [16, 17]. Esse crescimento no uso 

de peptídeos antimicrobianos como antibióticos é devido à menor resistência que os 

micróbios apresentam a esses peptídeos. Ao contrário dos antibióticos normais, como a 

penicilina, que são facilmente inativados por diversas bactérias, o desenvolvimento de 

resistência contra peptídeos antimicrobianos é improvável. Por exemplo, pesquisa recente 

[18] apresentou relatório sobre uso clínico de pexiganan, um peptídeo antimicrobiano análogo 

da magainina [19], e os resultados indicaram que as espécies bacterianas apresentaram alta 

susceptibilidade ao uso do peptídeo. Foram feitas também tentativas de induzir resistência ao 

pexiganan em mutagênicos de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, porém não deram 

resultado. Igualmente não foram encontradas evidências de resistência cruzada entre o 

pexiganan e qualquer outro antibiótico clínico. 
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 Dentre os peptídeos bactericidas, o mais estudado é a nisina. Ele é produzido por uma 

bactéria (Lactococcus lactis) e é bastante utilizado como conservante de alimentos há vários 

anos. Além disso, a nisina é um antibiótico extremamente potente, apresentando grande 

atividade contra bactérias do tipo Gram-positivas (grande quantidade de peptidoglicano na sua 

parede celular) mesmo em concentrações muito baixas (nano-molar) [13]. Outro destaque é a 

mersacidina, um peptídeo tetracíclico que apresenta atividade bactericida contra 

Staphylococcus aureus a níveis comparados ao da vancomicina, o antibiótico de último 

recurso (grande espectro de atuação). Essa bactéria não desenvolve resistência à mersacidina 

[20]. As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana exterior constituída por 

lipopolissacarídeos (LPS), que é estabilizada por íons cálcio e magnésio ligados aos grupos 

negativos dos açúcares fosforilados. Os peptídeos catiônicos, então, deslocam os íons 

metálicos, desestabilizando a membrana exterior, o que facilita a entrada de novas moléculas 

vindas do meio exterior [21]. Evidências sugerem que os peptídeos de defesa, usualmente 

básicos, reconhecem os fosfolipídios ácidos da superfície membranosa das bactérias [22]. No 

caso das bactérias, os lipídios aniônicos estão presentes na parte externa da superfície, ao 

contrário do que ocorre nas células de mamíferos em que aparecem no lado citoplasmático 

[16]. Conhecer o mecanismo pelo qual esses peptídeos interagem e perturbam a membrana é 

importante para auxiliar na compreensão desse fenômeno e permitir o desenvolvimento de 

técnicas ou melhoramentos nesses peptídeos, potencializando seus efeitos bactericidas e 

diminuindo os possíveis efeitos colaterais. A seção a seguir desenvolve a temática dos 

possíveis mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos em membranas de parede 

celular. 

 

1.1.1 Mecanismos de Ação de Peptídeos Antimicrobianos	
 

 Os peptídeos antimicrobianos provocam o rompimento seletivo das membranas 

celulares. O arranjo estrutural anfipático dos peptídeos tem um papel significativo no 

mecanismo de ação. Os grupos carregados da cabeça dos fosfolipídios e a distribuição de 

carga contribuem fortemente, através de interações eletrostáticas, para a aproximação e as 

interações peptídeo-membrana [23, 24]. Entretanto, existem diversos modelos propostos para 

os modos de ação dos diversos tipos de peptídeos bactericidas e isso vai depender da estrutura 

de cada peptídeo. Essa gama de alternativas emerge devido ao potencial de interação diverso 

que o peptídeo tem, dada sua natureza catiônica e anfifílica [25]. Essencialmente, os 
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mecanismos pelos quais os peptídeos catiônicos provocam a destruição 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: formação de um canal transiente na membrana, micelização ou dissolução 

da membrana, ou translocação através da membrana [13]. 

 No modelo barril, também chamado de pacote helicoidal (helical bundle), os 

peptídeos se orientam perpendicularmente à membrana, formando um barril abrangendo os 

lipídios (Figura 1.1.3 (B)). Nessa orientação, as cadeias laterais hidrofóbicas do peptídeo 

ficam na direção da região hidrofóbica dos lipídios. Já as cadeias laterais polares ficam 

voltadas para dentro da membrana, criando um poro hidrofílico que compreende a largura da 

membrana. É através desse poro em formato de barril que pode ocorrer o vazamento do 

conteúdo celular. Entretanto, esse modelo não explica em quais situações a formação do poro 

pode ocorrer, uma vez que o tamanho, duração e/ou seletividade catiônica não são específicas 

[25, 26]. 

 O modelo poro toroidal, ou modelo buraco de minhoca (wormhole model), propõe 

que os peptídeos se liguem à membrana e provoquem um enovelamento dos lipídios, 

formando um canal alinhado às cabeças lipídicas. Nesse modelo, os peptídeos se associam na 

interface membranosa, criando um caminho contínuo entre a parte interna e a parte externa 

(Figura 1.1.3 (C). Os peptídeos permanecem interagindo com as cabeças polares durante todo 

o processo (no modelo barril, essa ligação acontece apenas no início do processo, depois os 

peptídeos interagem com as cadeias alifáticas) [27, 28]. 

 No modelo carpete (também conhecido como mecanismo detergente – do inglês, 

detergent-like), ao contrário dos modelos anteriores, os peptídeos catiônicos não penetram na 

membrana, mas permanecem associados (em paralelo) à parte externa da membrana. Em um 

dado momento crítico, os peptídeos formam uma massa (lembrando um carpete) que induz o 

enfraquecimento da bicamada através da perturbação e destruição da membrana.  Esse 

carpete, então, provoca o rompimento da membrana levando à formação de micelas, como 

pode ser visualizado na Figura 1.1.3 (E). O conteúdo celular escapa através do buraco causado 

na membrana e a célula morre. Em geral, acredita-se que, para que o mecanismo ocorra dessa 

maneira, é necessária uma concentração crítica de peptídeo 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 peptídeos se posicionam em paralelo à superfície. Todavia, após se ligarem à 
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superfície da membrana em concentração suficiente, os peptídeos se reorientam, permitindo a 

formação de complexos com os lipídios (Figura 1.1.3 (D)). Esses complexos peptídeo-

lipídios, que abrangem toda largura da bicamada, juntamente com a água formam um canal 

para a saída de íons da célula. A morte celular pode ser causada pelo vazamento do conteúdo 

do citoplasma ou pela entrada de peptídeos catiônicos [26, 31].  

 

 
Figura 1.1.3 Esquema com os possíveis mecanismos de ação dos peptídeos catiônicos 
antimicrobianos em bactérias Gram-negativas. Após iniciar a interação com a 
membrana (A) os peptídeos podem atravessá-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 possíveis mecanismos pelos quais os peptídeos 

antimicrobianos podem atuar, é importante conhecer mais detalhes sobre os peptídeos 

precursores e o peptídeo catiônico híbrido, para que se realize a correta modelagem para os 

estudos e previsão de possível mecanismo de ação desse novo peptídeo. 

 

1.1.2 Pediocina A (PA-1)	
 
 A pediocina A ou pediocina AcH é um peptídeo catiônico (carga = +3 em pH 7,0) 

formado por sequência de 44 aminoácidos e massa molecular 4628,2 g mol-1: NH2-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 peptídeo é produzido por Pediococcus acidilactici e pertence à classe IIa das 

bacteriocinas, que constitui o maior grupo das bactérias produtoras de ácido lático (LAB, do 
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inglês lactic acid bacteria) [33]. Além disso, é bastante utilizado como conservante não-

tóxico para melhorar a qualidade e a segurança de derivados lacticínios e de carne, pois 

apresenta grande atividade bactericida contra o patógeno psicotrópico Listeria monocytogenes 

[34–36]. A concentração mínima de inibição (MIC, do inglês Minimal inhibitory 

concentration) de cepas desse patógeno é 25 nM aproximadamente. MIC é definida como a 

menor concentração de um antimicrobiano que inibe o crescimento visível de um micro-

organismo após uma incubação noturna.  Além disso, o peptídeo não apresenta atividade 

hemolítica (HC50 – do inglês, Hemolytic concentration), ou seja, não provoca o rompimento 

de hemácias [37].  

 

 
Figura 1.1.4 Estrutura secundária proposta para a pediocina AcH 
(KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC). 
Estrutura em folha-β é atribuída à região N-terminal, enquanto a região C-
terminal (resíduos 19-32) se apresenta em hélice. Figura retirada da Ref. [38]. 

 

 Em termos de estrutura, os integrantes dessa classe apresentam (ao menos) uma 

ligação de dissulfeto, a sequência N-terminal YGNGV altamente conservada e um domínio C-

terminal moderadamente hidrofóbico [39, 40]. Através de dicroísmo circular (CD, do inglês 

Circular Dichroism) [38] e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR, do inglês Fourier transform infrared) [32], é observado que o peptídeo apresenta 

estrutura desordenada em ambiente aquoso. Entretanto, no processo de adsorção a vesículas, 

um rearranjo estrutural, pode ser observado via CD [38]: os peptídeos formam domínios e 

assumem a forma da Figura 1.1.4. Essa diferença estrutural ocorre de acordo com a natureza 

do fosfolipídio constituinte da membrana (estruturada na presença de DMPG, desordenada na 

presença de DMPC) [41]. 



 

 
 

29 

 Diversos estudos, como os citados acima, foram realizados na tentativa de indicar o 

mecanismo de ação da pediocina nas membranas celulares. Um dos mecanismos propostos 

envolve a inserção da porção C-terminal do peptídeo, após uma ancoragem inicial feita pela 

região N-terminal na membrana através de interações eletrostáticas. Essa inserção induz a 

formação de um poro e a consequente morte celular [42]. Entretanto, o potencial de interação 

da estrutura da pediocina e a capacidade da região C-terminal em participar do 

reconhecimento, e 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 transição de fase, o deslocamento da vibração da ligação C=O do éster do 

lipídio DMPG e o comportamento da pediocina indicam que o mecanismo não ocorre via 

formação de poro. Esses resultados sugerem que o mecanismo envolve a desestabilização da 

membrana, seguida de ruptura, levando à morte celular. Diversos casos similares acontecem 

com outros peptídeos antimicrobianos como a nisina [44, 45], dermaseptina [29, 46], melitina 

[28, 47, 48] e magainina [49, 50], por exemplo. É sugerido, então, que a permeação dos 

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

  

1.1.3 Plantaricina 149a (pln 149a)	
 

 A plantaricina 149a é um peptídeo catiônico (carga = +7) sintético bactericida análogo 

da plantaricina 149, produzida pelo Lactobacillus plantarum NRIC 149 (isolado do abacaxi). 

Trata-se de um peptídeo formado por sequência de 22 aminoácidos: NH2-Tyr-Ser-Leu-Gln-

Met-Gly-Ala-Thr-Ala-Ile-Lys-Gln-Val-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys-Gly-Gly-COOH [52, 

53]. A massa molecular para essa sequência é 2423,96 g·mol-1 [54].  

 O peptídeo sintético apresenta efeito inibitório contra duas espécies de bactérias que 

são agressivas ao ser humano: Listeria monocytogenes (meningite) e Staphylococcus aureus 

(pneumonia, gastroenterite estafilocócica, 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 

(fisiológico). As concentrações mínimas de inibição encontradas foram consideradas altas: 

264 µM e 528 µM para L. monocytogenes e S. aureus, respectivamente. A possível explicação 

é que foi utilizado um meio (caldo) de cultura de Mueller-Hinton (30% de infusão de carne, 

1,75% de caseína hidrolisada, 0,15% de amido e 1,7% de ágar, em pH 7 e 25 ºC [55]) e que os 

peptídeos tenham interagido fortemente com componentes desse meio, causando diminuição 

de suas atividades. Entretanto, a atividade hemolítica (menor concentração de peptídeos 
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antimicrobianos que provoca 50% de hemólise) da pln 149a foi considerada baixa (HC50 = 

16%) para todas as concentrações utilizadas (10 – 165 µM). Ou seja, a plantaricina 149a 

apresenta seletividade contra membranas de bactérias.  

 A estrutura secundária foi proposta com base em análises de dicroísmo circular do 

peptídeo e da vizinhança da tirosina com espectros de fluorescência [54]. Os dados de CD 

mostraram grande percentual de estrutura desordenada para o peptídeo em água (pH 7,4 e 

5,5). Na presença de TFE (2,2,2-Trifloroetanol) ou de micelas reversas de AOT (bis-(2-

etilhexil)-sulfosuccinato de sódio), o peptídeo apresenta estrutura secundária enovelada, com 

aumento dos elementos helicoidais. A Figura 1.1.5 mostra o modelo molecular obtido por 

Müller e colaboradores [54] usando o programa SP3 [56] para a plantaricina 149a. Esse 

programa é baseado em um método de reconhecimento de enovelamento que incorpora 

informação estrutural obtida através de geração sequencial  dos fragmentos da proteína.    

 

 
Figura 1.1.5 Estrutura secundária proposta para a plantaricina 149a 
(YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG). (A) Vista lateral do peptídeo 
completo; (B) Visão frontal dos resíduos 10-19 (IKQVKKLFKK) 
correspondente a um trecho da região anfipática helicoidal. Resíduos 
polares carregados da hélice são mostrados em azul. Retirada da Ref. [54] 

 

 A estrutura geral apresenta como característica uma região helicoidal que compreende 

os aminoácidos 7 a 20 (ATAIKQVKKLFKK), contendo resíduos que conferem um caráter 

anfipático ao peptídeo. Outro aspecto interessante é o posicionamento das lisinas 

(aminoácidos polares) de um lado da hélice, enquanto os resíduos não-polares (isoleucina, 

valina, leucina e fenilalanina) se posicionam do outro lado [54]. Esses dados estruturais 

somados à característica do peptídeo, isto é, a mudança estrutural de grande desordenamento 

para resíduos em hélice e o caráter catiônico são compatíveis com peptídeos de ação via 

mecanismo carpete [57]. Outro destaque é que esse comportamento e mecanismo são também 

observados para plantaricina A [58]. 
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 Uma vez conhecidas as principais características dos peptídeos precursores, a próxima 

seção trata do peptídeo híbrido que foi modelado e utilizado no conjunto de simulações deste 

trabalho. 

 

1.1.4 O Peptídeo Híbrido e os Dados Experimentais	
 

 A busca por novos produtos para serem utilizados como antibióticos e conservantes de 

alimentos é a força motriz para o estudo e desenvolvimento de peptídeos antimicrobianos. O 

principal objetivo de construir peptídeo híbrido é obter um peptídeo com sequência de 

aminoácidos menor, porém com maior atividade bactericida que seus formadores. A 

construção de peptídeos com cadeias menores é muito importante, pois a síntese de novos 

peptídeos não é simples e apresenta custo elevado.  Neste trabalho, modelou-se o peptídeo 

híbrido de pediocina A e plantaricina 149a com base nos dados experimentais obtidos em 

colaboração com laboratório da professora Dra. Rosângela Itri, do Instituto de Física da 

Universidade de São Paulo (USP), Brasil [2, 3]. 

 Como abordado anteriormente, o peptídeo foi construído a partir de regiões de outros 

dois peptídeos: a região N-terminal da pediocina A (aminoácidos 1 a 18) e a região C-terminal 

da plantaricina 149a (resíduos 6 a 22). A ideia consistiu em obter um peptídeo com a 

capacidade de ancoragem da plantaricina (via região C-terminal) e com a maior ação seletiva 

contra bactérias da pediciona. As sequências dos peptídeos precursores e do peptídeo híbrido 

são mostradas a seguir (em vermelho, resíduos da pediocina; e em azul, resíduos da 

plantaricina). 

KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC 

Pediocina A (44 aminoácidos) 

YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG 

Plantaricina 149 (22 aminoácidos) 

KYYGNGVTCGKHSCSVDWATAIKQVKKLFKKKGG 

Peptídeo híbrido (35 aminoácidos) 

 Com um total de 35 resíduos, o peptídeo híbrido apresenta massa molecular de 3587,5 

g mol-1. Apresenta atividade contra tipos de bactérias como Listeria monocytogenes e Listeria 

seeligeri. A MIC desse peptídeo para L. monocytogenes foi realizada da mesma forma que a 
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técnica empregada para a plantaricina 149a (seção 1.1.3) e o valor obtido foi 338 µM. O valor 

foi considerado alto e ocorre por causa das interações dos peptídeos com o meio de cultura, 

assim como observado para a MIC da plantaricina 149a [54]. A atividade hemolítica, por 

outro lado, foi zero nas concentrações de 25 e 80 µM, em um indicativo de que o peptídeo 

apresenta seletividade frente a membranas de bactérias [3].  

 Com objetivo de levantar informações sobre a estrutura secundária, realizaram-se 

análises de dicroísmo circular do peptídeo interagindo com vesículas puras e misturas de 

DPPC (1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfatidilcolina) e DPPG (1,2-Dioleoil-sn-Glicero-3-

[Fosfo-rac-(1-glicerol)]). O dicroísmo é o fenômeno onde a absorção da luz circularmente 

polarizada por um centro quiral é distinta para diferentes direções de polarização. Uma luz 

plana polarizada pode ser vista como a união de duas componentes circularmente polarizadas, 

de magnitudes iguais e que giram em sentidos opostos: uma no sentido anti-horário (left 

handed, L) e outra no sentido horário (right handed, R). Equipamentos de CD medem a 

diferença na absorção (A) entre as duas componentes R e L [59–61]. Os lipídios apresentam 

cabeça polar zwiteriônica (PC) e negativa (PG). A razão de utilizar lipídios com cabeças 

polares diferentes está na composição das células: membranas de bactérias apresentam 

lipídios PG em sua parede celular, enquanto membranas de eritrócitos de mamíferos 

apresentam lipídios PC e colesterol [62, 63]. Nos experimentos, foi utilizada uma 

concentração de lipídio de 2 mM e a concentração de peptídeo 50 µM, um valor considerado 

baixo, com o objetivo de evitar a possível destruição das membranas. Logo, em todas as 

análises a relação peptídeo:lipídio foi de 0,025 [2, 3]. Os dados obtidos mostram que a 

estrutura do peptídeo é sensível à composição da membrana que está interagindo. Na solução 

tampão e ao interagir com vesículas ricas em DPPC, os dados de CD indicam configuração 

estendida para o peptídeo com estrutura secundária randômica. O aumento gradativo do 

percentual de lipídios com cabeças polares PG faz com que o peptídeo adote configurações 

menos flexíveis e com maior conteúdo 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), características de grande quantidade de conteúdo helicoidal no peptídeo [3]. 

Isso sugere que esse peptídeo híbrido apresenta maior conteúdo em hélice quando interage 

com membranas carregadas negativamente.  
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Figura 1.1.6 Espectro CD para interação entre peptídeo híbrido e 
diferentes membranas lipídicas. Relações lipídicas DPPC:DPPG 
em mol%: peptídeo em solução tampão (preto); 100:0 
(vermelho); 75:25 (verde); 50:50 (azul); 25:75 (rosa); 0:100 
(laranja). Figura obtida da Ref. [3]. 

 

  Utilizando a análise de emissão de fluorescência do triptofano do peptídeo [3], inferiu-

se sobre a vizinhança do mesmo. Isso é possível, pois ao ser excitado no comprimento de 

onda de máxima absorção (λex = 280 nm), o triptofano emite um sinal característico com 

máximo de emissão em λem
 = 353 nm quando em água em pH neutro. Ao mudar do meio 

aquoso (polaridade alta) para um dielétrico menos polar, o comprimento de onda de emissão 

diminui, num efeito conhecido por deslocamento para o azul (blue shift) [64]. Essa análise 

mostrou que ao se aproximar das membranas lipídicas das Vesículas Unilamelares Grandes 

(LUV, do inglês large unilamellar vesicle – diâmetro entre 100 e 500 nm), o máximo de 

emissão se desloca na direção do azul. Esse deslocamento é maior quando a vesícula é 

composta por lipídios com cabeças negativamente carregadas (PG), mostrando que o 

triptofano deixa de interagir com a camada de água (polaridade mais alta) e passa a interagir 

de forma mais intensa com a membrana (menor polaridade). As vesículas grandes foram 

construídas usando lipídios egg-PC e egg-PG, ou seja, constituídos por uma mistura de 

lipídios, que possuem a mesma cabeça polar, mas diferentes cadeias acilas. Novamente, foi 

utilizada uma concentração baixa de peptídeos para evitar o rompimento das vesículas. A 

Tabela 1.1.1 mostra os valores para esses deslocamentos e a Figura 1.1.7 mostra a variação da 

intensidade de fluorescência do triptofano do peptídeo ao interagir com as LUVs de diferentes 

composições lipídicas. 
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Tabela 1.1.1: Valores (em nm) obtidos para comprimentos de onda de emissão inicial (λinicial), final (λfinal) e 
deslocamento para o azul (blue shift) do pico de fluorescência do triptofano do peptídeo híbrido para as 
diferentes composições das membranas lipídicas. a) 

Composição das Vesículas 

 (egg-PC:egg-PG) 

λinicial λfinal Blue shift 

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 
a) Valores obtidos da Ref. [3]. 

 
 
 

a) 

  

b) 

  
c) 

 

d) 

 
Figura 1.1.7 Espectros de emissão de fluorescência do triptofano presente no peptídeo híbrido na 
presenças 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 peptídeo livre em solução. As demais curvas foram 
obtidas após inserção de 30 �M (vermelho) e 60 �M (verde) de vesículas	 na	 solução.	 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 lipídios PG. Quando possui maior grau de 

liberdade, parte da energia de excitação recebida pode ser utilizada como energia cinética na 

movimentação do aminoácido. Isso faz com que emita fótons com menor energia ao decair 

para o estado fundamental. Todavia, quando está “preso” na membrana, apresenta menor 

mobilidade, ou seja, não perde tanta energia através de movimentos. Isso se reflete, portanto, 

num aumento da intensidade de fluorescência devido à emissão de fótons com maior energia. 

  Com base nos espectros de emissão de fluorescência e nas informações obtidas pela 

espectroscopia CD, foi sugerido que o peptídeo híbrido tenha configuração helicoidal entre os 

aminoácidos 16 e 32 e que essa região seja a responsável tanto pela penetração na membrana 

quanto pelo início do mecanismo de ação desse peptídeo. Estudo de cinética de vazamento de 

carboxifluoresceína em função do tempo foi realizado para investigar a ação do peptídeo 

híbrido nas vesículas grandes [3]. Os resultados reforçaram a ideia de que o peptídeo 

apresenta seletividade, preferindo interagir com as membranas com cabeças lipídicas 

carregadas e que essa carga é importante para o mecanismo de ação do rompimento da 

membrana: a variação inicial da interação entre peptídeo e as membranas com lipídios PC foi 

cerca de cem vezes menor que a variação inicial de interação do peptídeo com membranas 

com carga negativa.  

 Realizou-se também a análise de cinética de vazamento de carboxifluoresceína 

(vazamento espontâneo versus ação dos peptídeos) em função 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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a) 

  

b) 

  
c) 

 

d) 

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

 

  O percentual de vazamento de carboxifluoresceína (utilizado para demonstrar a ação 

lítica do peptídeo induzindo a formação de poros nas membranas, independentemente de sua 

composição) para membranas contendo egg-PG foi próximo a 100%. Não foi possível 

calcular o total para as membranas zwitteriônicas, pois o tempo de vazamento para vazamento 

da metade foi superior a 1750 s (tempo adotado na experiência). Esses resultados indicam a 

preferência do peptídeo por interações com membranas compostas por lipídios negativamente 

carregados. Foram também realizadas medidas de microscopia ótica para visualizar o efeito 

da ação do peptídeo híbrido em Vesículas Unilamelares Gigantes (GUV, do inglês giant 

unilamellar vesicle – diâmetro entre 10 e 100 µm), compostas por lipídios POPC e POPG em 

diferentes proporções. A Figura 1.1.9 mostra as fórmulas estruturais (com definição dos 

números dos átomos e ângulos torcionais) desses lipídios que foram adotados como modelos, 

segundo o modelo de Kukol [65], para construção das membranas deste trabalho. A Tabela 



 

 
 

37 

1.1.2 lista as definições de tipos de átomos (segundo o padrão adotado no GROMOS 53A6 

[66]) e suas respectivas cargas para a cabeça do fosfolipídio POPG. 

 

 
Figura 1.1.9 Fórmulas estruturais com a definição de Kukol [65] dos números dos 
átomos e ângulos torcionais para os modelos lipídicos: a) POPC; b) POPG.  
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Tabela 1.1.2: Tipo de átomos e carga para os átomos da cabeça do fosfolipídio 
POPG do modelo de Kukol. Adaptada da Ref. [65].  

Número do átomo a) Tipo do átomo a) Carga 

1 H 0,4170 

2 OA -0,5740 

3 CH2 0,1570 

4 CH1 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 CH1 0,3000 

15 OE -0,7000 

16 CH0 0,7000 

17 O -0,7000 
a) Definição dos números e tipos de átomo obtidas do campo de força 

GROMOS 53A6 [66]. 

  

  Para o lipídio POPC, as definições utilizadas para tipo e carga dos átomos foram as do 

campo de força GROMOS 53A6 com as atualizações que serão apresentadas no Capítulo 2. 

 

 O objetivo de utilizar a microscopia ótica de contraste consistiu em tentar observar a 

atuação do peptídeo no rompimento das membranas dessas vesículas, possibilitando inferir 

sobre o possível mecanismo de ação de forma qualitativa. As Figuras 1.1.10 e 1.1.11 

apresentam fotos de dois dos casos de inserção de solução de peptídeos em GUVs analisados 

no trabalho [3]. 
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Figura 1.1.10 GUV composta apenas por lipídios POPC sob efeito de 1 mM de solução de 
peptídeo híbrido. Todas as figuras possuem a mesma escala. Figura retirada da Ref. [3]. 

 

 
Figura 1.1.11 GUV composta por lipídios 50%mol de POPG e 50%mol de POPC sob efeito de 1 
mM de solução de peptídeo híbrido. Todas as figuras possuem a mesma escala. Figura retirada da 
Ref. [3]. 

 

 Tanto para o caso com apenas lipídios POPC, quanto para o caso que apresenta 

percentual de lipídios POPG, o rompimento da membrana ocorre de maneira muito rápida. 

Nos dois casos, há a formação de uma grande abertura na membrana em aproximadamente 8s 

após a exposição ao peptídeo híbrido. Os pontos escuros restantes após a explosão da GUV 

são associados à formação de complexos peptídeo-lipídio que permanecem ligados ainda à 

vesícula. Em ambos os casos, a vesícula é completamente destruída e solubilizada ao final. De 

modo geral, acredita-se que os peptídeos interajam com a monocamada externa da GUV até 

que o número de peptídeos adsorvidos seja suficiente para causar a perturbação da membrana 

[3]. Entretanto, a partir dos dados experimentais levantados, não fica evidente qual tipo de 

mecanismo de ação os peptídeos realizam ao provocar o rompimento da membrana 
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fosfolipídica. Novas informações são necessárias para sugestão de um possível mecanismo de 

ação e a química computacional pode ser uma ferramenta para obtenção dessas informações 

através de simulações computacionais. 

  A hipótese investigada no presente trabalho refere-se à adequabilidade de simulações 

de dinâmica molecular clássica associadas a modelos atomísticos para a elucidação do 

mecanismo molecular de ação de peptídeos antimicrobianos em membranas biológicas. Estas 

simulações emulam o comportamento molecular de uma sequência de aminoácidos construída 

a partir das regiões biologicamente ativas de dois peptídeos antimicrobianos, plantaricina 

149a e a pediocina A. Os resultados serão descritos no Capítulo 4 e sua relação com a 

observação experimental de que, a partir de uma dada concentração, o peptídeo híbrido causa 

uma rápida ruptura de membranas ricas em POPG mas não de membranas ricas em POPC. A 

interpretação destes resultados e a comparação com a literatura experimental leva à 

proposição de um mecanismo de ação. Para isto, foram investigados o efeito da composição 

da bicamada lipídica e da força iônica do meio sobre a conformação do peptídeo, a 

preferência de orientação do peptídeo ao penetrar na bicamada e o efeito da concentração do 

peptídeo sobre a estabilidade física da membrana. Para realizar o estudo desses sistemas 

macromoleculares, cujas propriedades são governadas por processos que envolvem energias 

da ordem de !!! (em que !! é a constante de Boltzmann e ! a temperatura em Kelvin), 

realizamos simulações de Dinâmica Molecular (MD, do inglês Molecular Dynamics). O 

capítulo seguinte descreve sucintamente a fundamentação teórica da metodologia de dinâmica 

molecular e de análise de propriedades físico-químicas de relevância para o fenômeno 

estudado.  
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2. Metodologia 
 

2.1. Simulação Computacional e Dinâmica Molecular  
 

 A simulação computacional se desenvolveu como uma ferramenta de máquina 

eletrônicas de computação durante e após a Segunda Guerra Mundial. As máquinas 

computacionais foram desenvolvidas para realizar cálculos pesados envolvidos no 

desenvolvimento de armas nucleares e desencriptação de códigos. Uma das máquinas mais 

famosas foi criada por Alan M. Turing, pai da computação, para analisar e decifrar a 

comunicação naval alemã [67, 68]. Apenas na década de 1950 que os computadores 

eletrônicos começaram a serem utilizando para fins não-militares. Los Alamos MANIAC, por 

exemplo, iniciou sua fase operacional em Março de 1952 com o método de Monte Carlo para 

solução de diversos problemas, de modo a demonstrar sua capacidade [69]. Com o avanço da 

tecnologia ao longo das décadas seguintes, sistemas químicos mais complexos (não apenas 

pequenas e poucas moléculas) como líquidos e sólidos [70] puderam ser estudos através de 

simulações computacionais. 

  Em simulações computacionais de sistemas químicos e, em particular de 

biomoléculas, é necessário descrever o movimento das partículas representativas destes 

sistemas. De acordo com os recursos computacionais disponíveis e do tipo de fenômeno a ser 

observado, os potenciais analíticos podem ser usados para difundir-se a trajetória dos átomos 

tanto quanticamente (equação de Schrödinger dependente do tempo) quanto classicamente 

(equações de Newton). Para o estudo de propriedades dinâmicas de biomoléculas, o cálculo 

das trajetórias utilizando mecânica clássica é significativamente mais rápido. Métodos de 

campo de força (também conhecidos como métodos de Mecânica Molecular) emergem como 

metodologia para esse tipo de sistemas, com baixo custo computacional e resultados com alta 

acurácia. 

 

2.2. Campos de Força 
 

 Baseando-se nas propriedades das ligações químicas covalentes e nas interações 

intermoleculares, é possível tratar núcleos e elétrons em moléculas de forma efetiva através de 

campos de força. De forma sucinta, é possível definir campo de força como um conjunto de 
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equações analíticas com parâmetros ajustáveis utilizados para descrever a energia potencial de 

um sistema de partículas atômicas. O objetivo de um campo de forças é descrever os 

fenômenos atomísticos de diferentes classes de moléculas para as quais os parâmetros foram 

desenvolvidos. Em geral, os parâmetros do potencial clássico são ajustados de forma a 

reproduzir algumas propriedades estruturais e/ou termodinâmicas como, por exemplo: 

densidade e entalpia de vaporização (líquidos); energia livre de solvatação de íons em 

solução; coeficientes de transporte, constante dielétrica, entre outras. 

 A parametrização de biomoléculas como proteínas e lipídios é complexa, devido à 

dificuldade de desenvolvimento de um potencial que reproduza todas as classes de 

propriedades simultaneamente. Por este motivo, a parametrização de um campo de forças 

envolve desde dados experimentais (quando disponíveis) até cálculos ab-initio para 

reprodução de dados estruturais e/ou energéticos. Logo, a qualidade de um campo de força 

depende da complexidade do sistema estudado e dos dados utilizados para a sua 

parametrização. Uma vantagem associada aos sistemas de grande complexidade (elevado 

número de átomos) é que grande parte da dinâmica é governada por fatores coletivos 

(hidrofobicidade, efeito cooperativo, por exemplo) e os erros associados aos detalhes das 

interações entre pares de átomos são minimizados [71–73]. A qualidade de um campo de 

força está associada aos parâmetros incorporados nas funções de potencial energético 

empregados nos cálculos moleculares. Portanto, os potenciais de interação intra e 

intermoleculares devem ser escolhidos de forma criteriosa, levando-se em consideração o 

fenômeno a ser estudado. No entanto, é importante ressaltar que a qualidade de um campo de 

força pode ser avaliada através da comparação entre propriedades calculadas e medidas 

experimentalmente [74–80]. O rápido progresso de técnicas experimentais com resolução 

espacial atômica, como a espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN), 

possibilitou não apenas o refinamento dos parâmetros atômicos contidos nos campos de força, 

mas especialmente a validação de propriedades moleculares calculadas com relação a medidas 

experimentais em solução. Atualmente campos de força são parte de todos os programas 

utilizados para determinação da estrutura tridimensional de biomoléculas via cristalografia de 

Raios-X (X-ray) e RMN. As interações representadas em funções de energia constituintes dos 

campos de força mais comuns estão ilustradas na Figura 2.2. Estes termos descrevem, via um 

potencial harmônico, interações entre átomos ligados (ligações, ângulos, torsões próprias e 

impróprias) e interações entre átomos não-ligados. 
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Figura 2.2.1 Representação esquemática  das contribuições intra e intermoleculares de um 
campo de força. Adaptado da Ref. [81]. 

 

  Além desses termos, um conceito comum entre os campos de força é o “tipo de 

átomo” (do inglês atom type) que se refere à geometria do estado de hibridação e do ambiente 

químico ao redor do átomo em consideração. Os modelos MM2, MM3 e MM4, por exemplo, 

distinguem os tipos de átomo de carbono em sp3, sp2, sp, carbonila, ciclopropano, radicalar, 

ciclopropeno e íon carbônio [82–87]. 

  Nos últimos 30 anos, diversos tipos de campo de forças foram desenvolvidos 

independentemente para as mais diversas aplicações. Esta diversidade decorre do fato de 

campos de força serem desenvolvidos seguindo diferentes filosofias para o cálculo e 

validação dos parâmetros atômicos e métodos para o tratamento de interações de longa 

distância.  

  Um dos primeiros campos de força desenvolvidos para biomoléculas é o AMBER 

(Assisted Model Building with Energy Refinement) [88, 89]. O AMBER é parametrizado 

através do conceito de pares de cargas precisas, sendo a unidade de carga definida na forma 

de um aminoácido. À cada resíduo é atribuída uma unidade carga, derivada através do método 

RESP (Restrained Electrostatic Potential) [90]. Um segundo campo de força amplamente 

utilizado em simulações de biomoléculas é o OPLS (Optimized Potentials for Liquid 

Simulations), parametrizado a partir de cálculos de propriedades termodinâmicas em solução 
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via simulações de Monte Carlo de líquidos orgânicos [91]. Atualmente o OPLS possui dois 

conjuntos de parâmetros: OPLS-UA (United Atoms – em inglês, átomos unidos) para átomos 

agrupados (hidrogênios são tratados implicitamente nos carbonos) [92, 93] e o OPLS-AA (All 

Atoms – em inglês, todos os átomos) que trata todos os átomos explicitamente [94, 95]. Uma 

curiosidade do OPLS é que os termos ligados (ligação, ângulo e torção) foram importados e 

adaptados do campo de força AMBER [91]. Um terceiro campo de força bastante utilizado 

em estudos de biomoléculas é o CHARMM (Chemistry at Harvard Macromolecular 

Mechanics), desenvolvido no grupo do Martin Karplus [96, 97], laureado com o prêmio 

Nobel de Química em 2013 [98]. Como o OPLS, o CHARMM também possui conjuntos de 

parâmetros distintos para a representação do modelo átomos-unidos (CHARMM19) [99, 100] 

e do modelo com todos os átomos explícitos (CHARMM22) [101, 102]. Ambos foram 

parametrizados para simulação de proteínas, enquanto o CHARMM27 [103] foi desenvolvido 

para o estudo de DNA, RNA e lipídios. O GLYCAM06 [104] é um campo de força 

desenvolvido para ser compatível com o AMBER e é específico para simulações de 

carboidratos [105]. Recentemente, o GLYCAM serviu de base para o desenvolvimento de 

parâmetros para novos monossacarídeos e lipídios específicos para a classe dos 

lipopolissacarídeos (LPS) [106], principal constituinte da membrana externa de bactérias 

Gram-negativas. Além dos campos de força para biomoléculas já mencionados, existem 

alguns campos de força bastante populares para simulações atomísticas de materiais 

inorgânicos como, por exemplo, o Dreiding [107] e o Universal Force Field (UFF, do inglês 

Universal Force Field) [108, 109]. Ambos são parametrizados para um grande número de 

elementos (o UFF inclui todos os elementos), possibilitando o estudo de uma grande 

variedade de sistemas. Comparações detalhadas entre diversos campos de força e suas 

parametrizações podem ser encontradas nas referências [110–118]. 

 

  Neste trabalho foi utilizado o campo de força GROMOS (Groningen Molecular 

Simulation) com uma representação átomos-unidos para os hidrogênios apolares [119–121]. 

O GROMOS tem sido parametrizado ao longo dos anos para reproduzir propriedades 

termodinâmicas de líquidos puros, moléculas polares e apolares pequenas, além de entalpias 

de solvatação entre diferentes ambientes [89, 91, 94, 96, 103, 122]. O GROMOS tem sido 

também extensivamente validado através da comparação entre as propriedades calculadas 

com propriedades experimentais para biomoléculas em solução [74, 77, 106, 121, 123]. 

Assim, o GROMOS foi escolhido para as simulações descritas nesta monografia pelo seu 
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desempenho em reproduzir propriedades estruturais e termodinâmicas obtidas 

experimentalmente para peptídeos e membranas biológicas. Para uma validação sistemática 

do desempenho do GROMOS em reproduzir medidas experimentais de alta resolução em 

membranas fosfolipídicas, ver referências [77, 124, 125]. Dois conjuntos de parâmetros foram 

utilizados inicialmente: GROMOS 53A6 [66] e GROMOS 54A7 [126]. Este último conjunto 

contém as seguintes modificações: i. adição de um novo tipo de átomo carregado (CH3p) para 

lipídios baseados na molécula de fosfatidilcolina; ii. adição de dois novos termos para os 

ângulos rotacionais próprios φ e ψ; iii. modificação do termo de repulsão para interações entre 

os grupos N-H e C=O; iv. novos parâmetros de van der Waals para os íons Na+ e Cl- ajustados 

para reproduzir a energia livre de hidratação; v. quatro novos termos para ângulos diédricos 

para uso em cálculos de energia livre envolvendo mudanças de quiralidade. Apenas 

modificações listadas nos itens ii, iii e iv são relevantes para as simulações discutidas neste 

trabalho. Desta forma, o refinamento do conjunto de parâmetros GROMOS 53A6 para 

GROMOS 54A7 corrige a tendência à desestabilização de conformações em hélices-α [126]. 

O peptídeo híbrido estudado neste trabalho possui percentuais de hélice estimado através de 

medidas experimentais de espectroscopia de dicroísmo circular [3]. Por esta razão, foi 

necessário atualizar os novos parâmetros para o campo de força GROMOS 54A7 baseado nas 

modificações propostas nas referências [125, 127, 128]. As subseções seguintes apresentam 

uma descrição da função de energia potencial do GROMOS e dos parâmetros atômicos para o 

GROMOS 53A6 e modificações do GROMOS 54A7. 

 

2.2.1. A Função Potencial do GROMOS 
 

 Nas simulações de dinâmica molecular clássica (baseado no formalismo do 

Hamiltoniano), a função Hamiltoniana que descreve o sistema pode ser dividido em uma parte 

cinética e uma parte de energia potencial. A contribuição cinética depende apenas do 

momento, !, e das massas, !, dos N átomos do sistema: 

 

! !,! = !!!
2!!

=
!

!!!

1
2!!!!!

!

!!!
 

 
Eq. 2.1 

 

Em que !! é a velocidade do átomo !. No GROMOS, as massas são descritas de acordo com 

os átomos da tabela periódica (tipo de átomo – do inglês, atom type). As exceções ficam por 
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conta dos carbonos alifáticos que são tratados como átomos unidos: o carbono e os 

hidrogênios ligados a ele são tratados com um único átomo [119, 120, 129–131]. Por sua vez, 

a contribuição da energia potencial descreve a energia entre os átomos em termos das 

coordenadas atômicas, r, e dos parâmetros do campo de força, s. Em simulações de dinâmica 

molecular, é necessário calcular as forças que atuam sobre os átomos, movimentando-os. A 

força (!!) que atua sobre um átomo ! é o negativo da  derivada da energia potencial em relação 

às coordenadas atômica !!: 
 

!! =  − !!!! !(!!, !!,… , !!; !)  
Eq. 2.2 

 

sendo o potencial descrito como a soma das contribuições das interações de curto e de longo 

alcance. O potencial associado às energias de interações físicas pode ser dividido em termos 

ligados e termos não-ligados, na forma: 

 

!!"# !; ! = !!"#$%& !; ! + !!ã!!!"#$%&(!; !)  Eq. 2.3 

  

  No campo de força GROMOS, o potencial do termo ligado é a soma das contribuições 

dos potenciais associados à ligação (!!"#$çã!), ângulo de ligação (!â!"!"#), ângulo diédrico 

harmônico ou impróprio (!!"#) e ângulo diédrico trigonométrico ou torsional (!!"#). 

 

!!"#$%& !; ! = !!"#$çã! !; ! +  !â!"#$% !; ! + !!"# !; ! +  !!"#(!; !)  Eq. 2.12 

 

Já o termo correspondendo às interações não-ligadas é dado pela soma das interações de van 

der Waals (do tipo Lennard-Jones, LJ) e das interações eletrostáticas (Coulômbicas). Nesta 

trabalho, para o tratamento de interações eletrostáticas de longa distância entre os pares de 

átomos do sistema foi utilizada a metodologia do Campo de Reação Generalizado RF (do 

inglês Generalized Reaction Field) [132] e a soma direta até um certo raio (!!): 

 

!!ã!!!"#$%& !; ! = !!" !; ! + !! +  !!" !; !   Eq. 2.4 

 

 Nas seções seguintes, cada termo potencial será descrito de forma individual. 
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2.2.2. Ligações Covalentes 
 

 Na versão 53A6 do campo de força, a energia potencial devida aos estiramentos das 

ligações covalentes entre os átomos é calculada como a soma de todas as ligações (!!) e é 

dependente dos parâmetros !! e !!, na forma:  

 
!!"#$çã! !; ! = !!"#$çã! !; !!, !! =  !

!
!!
!!! !!![!!! − !!!! ]!  Eq. 2.5 

 

Trata-se de uma função anarmônica escolhida por diminuir o número de operações de raízes 

quadráticas, reduzindo o tempo computacional do cálculo. Nesta função, o comprimento de 

ligação para a n-ésima ligação (!!) entre os átomos ! e ! nas posições !! e !! é dado por 

!! = !!" = !!" . !!", onde !!" = !! − !!. Os parâmetros !!e !! foram obtidos através de dados 

de espectroscopia [133] e difração de raios-X [134] para moléculas pequenas, 

respectivamente. Os valores desses parâmetros para os diversos tipos de ligação do GROMOS 

podem ser conferidos na referência [66]. 

 

2.2.3. Ângulos de Ligação 
 

 A energia potencial devido às flexões é calculada também como a soma sobre todos os 

ângulos !! e dependente dos parâmetros !! e !!: 

 

!â!"#$% !; ! = !â!"#$% !; !!, !! =  !
!

!!
!!! !!![cos!! − cos !!!]!  Eq. 2.6 

 

Sendo !! o valor do n-ésimo ângulo definido pelos átomos !, ! e !. Os parâmetros !! e !! 

foram obtidos através de análises de espectroscopia e difração de raios-X, respectivamente. 

Os valores desses parâmetros para cada um dos tipos de átomos do GROMOS podem ser 

encontrados na referência [66]. 

 Uma particularidade da formulação do GROMOS em relação a outros campos de força 

é que somente o valor e a derivada do cos !! são utilizados, economizando uma operação 

arco-cosseno para o cálculo do potencial. Essa formulação permite uma estabilidade numérica 

à medida que !! se aproxima de 180º (interação se torna harmônica). A constante de força 
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!!! pode ser relacionada à constante de força harmônica !!!!!"# (> 0) com a condição de que 

as energias de ambas as formas sejam iguais a !!! para mesmos desvios do ângulo ideal !!: 
 

!!! =
2!!!

[cos !!! + !!!/!!!!!"# − cos !!!]! + [cos !!! − !!!/!!!!!"# − cos !!!]!
 

 
Eq. 2.7 

 

Na equação acima (Eq. 2.7), !! é a constante de Boltzmann e ! é a temperatura do sistema. 

 

2.2.4. Ângulos Diédricos de Torção  
 

 Os ângulos diédricos de torção (também conhecidos como diedros próprios, diedros 

trigonométricos ou simplesmente diedros) são descritos por uma função trigonométrica. A 

energia potencial correspondente às interações desses diedros é calculada de forma similar aos 

ângulos de ligação. Ou seja, é a soma sobre os !! ângulos diédricos utilizando os parâmetros 

!!, !! e ! de acordo com a Equação 2.8, 

 

!!"# !; ! = !!"# !; !!, !,! =  !
!

!!
!!! !!! 1 + cos !! cos !!!!   Eq. 2.8 

 

Em que !! é o ângulo de fase (restrita aos valores de 0 ou π), !! é a multiplicidade do diedro 

e !! é o valor real para o ângulo diédrico definido pelos átomos !, !, ! e !. Por ser uma função 

trigonométrica, cálculos de arco-cossenos podem ser evitados como para os ângulos de 

ligação, tornando o procedimento computacional mais rápido. 

 Os parâmetros do campo de força GROMOS 53A6 para ângulos diédricos torsionais 

!!, !! e ! (ver referência [66]) foram obtidos a partir da reprodução de perfis energéticos de 

rotação via cálculos de química quântica no vácuo e ajuste destes perfis para o 

comportamento do mesmo em presença de solvente explícito e da interação de terceiros-

vizinhos ou termos não-ligados.  

 A função que descreve o potencial energético para os ângulos diédricos ! e ! da 

cadeia principal de peptídeos no GROMOS é (em Anexos 8.2.3, estão as operações para 

obtenção dessa equação): 
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!!"# !, ! = !!!!
!!! 1 + cos !!! − !!   + !!!!

!!! 1 + cos !!! − !!   Eq. 2.9 

 

Na qual, !! e !! correspondem aos números de termos de um ângulo diédrico. Na correção 

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

adicionado a esse potencial [127]: 

 

!!"#$ !,! = !!!!,!
!!! 1 + cos !!(! + !) − !!     Eq. 2.10 

 

 Um termo cruzado em campo de força refere-se a um acoplamento entre coordenadas 

internas e são importantes na medida que descrevem como algumas interações afetam as 

outras. Na versão 54A7 do GROMOS, o termo que descreve a energia potencial diédrica é 

corrigido para que o termo repulsivo (C12) do potencial de Lennard-Jones se torne menos 

repulsivo (descrição na seção 2.2.6). Os parâmetros para o campo de força 54A7 podem ser 

encontrados na referência [126]. 

 

2.2.5. Ângulos Diédricos Impróprios 
 

 Os ângulos diédricos impróprios (também chamados de ângulos diédricos harmônicos) 

são utilizados para especificar a configuração de um grupo de quatro átomos constituindo 

centros quirais (como o formato tetraédrico de um carbono com hibridização sp3) ou com 

geometria plana (como o formato plano da vizinhança de carbonos sp2). No campo de força 

do GROMOS 53A6, o potencial resultante desse tipo de interação é obtido através da soma 

sobre os !!  diedros impróprios com parâmetros !!  e !!: 

 

!!"# !; ! = !!"# !; !!, !! =  !
!

!!
!!! !!![!! − !!!]!  Eq. 2.11 

 

Em que o ângulo diédrico !! é formado pelos átomos !, !, ! e ! e pode ser calculado através 

das posições desses átomos: 

 

!! = sign !! arccos
!!" . !!"
!!"!!"

 
 

Eq. 2.12 
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No qual, !!" = !!"×!!" e !!" = !!"  × !!" com os índices ! e ! definidos através dos produtos 

cruzados. O sinal do ângulo !! é obtido pela função sinal: sign(!!) = sign(!!" ∙ !!").  
Na versão 53A6, três tipos de ângulos diédricos impróprios foram definidos (um 

tetraédrico e dois tipos planos com constantes de forças diferentes). Na referência [66] podem 

ser encontrados os valores dos parâmetros !!  e !!. Para a versão 54A7 do GROMOS, dois 

outros ângulos diédricos impróprios (-35º e 180º) foram definidos como mínimos de energia, 

de modo a facilitar o cálculo de energia livre envolvendo mudanças de quiralidade [126]. 

 

 No campo de força GROMOS, as interações não-ligadas são calculadas para os pares 

de átomos não-ligados, porém com algumas restrições. Num primeiro momento, os primeiros 

e segundos átomos vizinhos são excluídos da soma do potencial, uma vez que já estão sendo 

computados na energia potencial de ligação. Também são excluídos os terceiros vizinhos ou 

átomos 1-4 que sejam membros de anéis aromáticos. Por fim, a soma sobre todos os pares é 

restrita apenas aos pares que tenham uma interação a uma distância menor do que um 

específico raio-de-corte (cutoff). Dois tipos de interações não-ligadas são utilizadas no 

GROMOS: interação de van der Waals e interações eletrostáticas. 

 

2.2.6. Interações de van der Waals  
 

 O termo do potencial relacionado às interações de van der Waals é a soma de todos os 

pares de átomos não-ligados (seguindo as restrições definidas), usando uma função potencial 

de Lennard-Jones com parâmetros C12 e C6: 

 

!!" !; ! = !!" !;C12,C6 = C12!"
!!"!"

− C6!"!!"!!"#$% !,!
 

 
Eq. 2.13 

 

No qual os parâmetros C12 e C6 dependem do tipo de átomo envolvido e do caráter da 

interação (atrativa ou repulsiva). A versão 53A6 contém 53 diferentes tipos de átomos e para 

cada um desses tipos são definidos parâmetros C12ii, C12jj, C6ii e C6jj que são utilizados para 

o cálculo do C12 e C6 da interação entre pares, na forma: 
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C12!" = C12!! ∙ C12!!           C6!" = C6!! ∙ C6!! Eq. 2.14 

 

 A escolha dos parâmetros a serem utilizados nas regras de combinação geométricas 

(Eq. 2.22) [135] depende do tipo de interação entre os átomos ! e !. São definidos três 

parâmetros C12 diferentes, dentre os quais o C12(I) é utilizado como padrão. O C12(II), um 

pouco maior, é utilizado quando os átomos ! e ! formam um par doador e receptor de ligação 

de hidrogênio de modo a obter o comprimento adequado de ligação de hidrogênio. Já o 

parâmetro C12(III) é usado em grupos carregados (como íons) para mantê-los a uma distância 

apropriada. Outros valores para os parâmetros C6 e C12 são utilizados em interações 

especiais, como no caso onde os átomos ! e ! estão ligados via três ligações covalentes 

(chamadas interações 1-4) e casos onde a regra de combinação não é aplicável. Todos esses 

parâmetros podem ser encontrados na referência [66]. 

 Para a versão 54A7, algumas mudanças foram realizadas nesse tipo de interação. 

Seguindo a atualização realizada no ângulo diedro de torção para polipeptídeos (seção 2.2.4), 

foi feita uma mudança do tipo C12(II) para C12(I) do par de átomos O(IAC=1)-N(IAC=6). 

Os parâmetros C12 e C6 para os íons Na+ e Cl- foram substituídos pelos novos valores 

calculados por Reif e Hünenberger [128] e os terceiros-vizinhos foram alterados. Essa 

substituição foi feita para que as propriedades termodinâmicas dos íons sódio e cloro se 

tornem mais adequadas aos dados experimentais. Além dessas mudanças, um novo tipo de 

átomo foi incluído para descrever o grupo -CH3 positivamente carregado (IAC=54). O 

objetivo dessa adição foi para aumentar a repulsão entre os grupos CH3 da região colina e os 

oxigênios –OM negativamente carregados do grupamento fosfato no lipídio DPPC [125]. A 

Figura 2.2.2 mostra as cargas atômicas parciais e a definição 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 atômicas 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 oxigênios não-ésteres do grupo fosfato. 
Também estão indicadas as posições dos metilenos no grupo colina em α e β e em δ no grupo 
glicerol. Retirada da Ref. [125]. 

 

  Todos os parâmetros podem ser encontrados no artigo de definição do GROMOS 

54A7 [126]. Entretanto, para utilizar este conjunto de parâmetros do GROMOS, foi 

necessário calcular os termos de interação de van der Waals entre pares do grupo –CH3p e os 

outros 53 tipos de átomos listados no GROMOS 53A6, bem como as interações dos íons Na+ 

e Cl- com esses mesmos átomos usando as equações 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 não-ligados do campo de força. Os potencias foram calculados 

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

 

2.2.7. Interações Eletrostáticas  
 

 As interações eletrostáticas entre pares são governadas por três contribuições. A 

primeira contribuição é a soma sobre todas as interações entre pares dentro de um raio de 

corte !!" utilizando um potencial de Coulomb (!!): 

 

!! !; ! = !! !; ! = !!!!
4!!!

1
!!"!"#$% !,!

 Eq. 2.15 
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Em que o parâmetro q é definido como a carga parcial dos átomos, !!" é a distância entre i e j, 

!! é a constante dielétrica do meio no qual os átomos estão inseridos [106, 132].  

 A segunda contribuição é relacionada ao tratamento do campo de reação (!!", do 

inglês reaction-field), que contabiliza interações eletrostáticas de longo alcance entre pares de 

átomos. Esta contribuição representa a interação do átomo i com o campo induzido em um 

meio dielétrico contínuo, além de um raio de corte (!!"), devido à presença do átomo j [132]: 

 

!!" !; ! = !!" !; ! = !!!!
4!!!!!

!!!!!"!!"!
!!"!!"#$% !,!

 
 

Eq. 2.16 

 

Em que, 

 

!!" =
2!! − 2!! 1 + !!!" − !!(!!!")!
!! + 2!! 1 + !!!" + !!(!!!")!

 
 

Eq. 2.17 

 

Na qual, !! é a permissividade relativa (na Seção 2.3.7 abordaremos como foi feito o 

tratamento eletrostático e utilização da constante dielétrica) e ! é o inverso do comprimento 

de Debye do meio, fora da região esférica definida pelo raio de corte !!". 

 A contribuição final (termo independente da distância no campo de reação) é uma 

constante que atua em cada par, segundo a equação: 

 

!!"# ! = !!!!
4!!!!!

!(!!!!!!")
!!"!"#$% !,!

 
 

Eq. 2.18 

 

Este termo, por ser independente da distância interatômica (!!"), não contribui para as forças. 

Porém, ele garante que a energia eletrostática será zero para todos os átomos que estão na 

região definida pelo raio de corte !!". As cargas atômicas utilizadas no GROMOS 53A6 (não 

houve modificação para o 54A7) podem ser encontradas no artigo de definição e divulgação 

desses parâmetros [66]. 

 Uma vez definidos os parâmetros atômicos (campo de força) a serem utilizados, pode-

se definir o protocolo metodológico a ser aplicado durante as simulações computacionais e 

análises de dos sistemas biomoleculares estudados. Na próxima seção, será abordada a 
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fundamentação teórica que serviu de base para a escolha do protocolo metodológico utilizado 

neste trabalho. Subsequentemente, os sistemas químicos e as propriedades físico-químicas 

estudadas serão descritos. 

 

2.3. Simulação Computacional 
 

  Como discutido anteriormente, em dinâmica molecular, configurações sucessivas do 

sistema são geradas através da integração das equações clássicas de movimento das partículas 

(sistema conservativo), que tem a forma:  

 

!!! = !!
!!!!
!!! =  − !"

!!!
(!!, … ) Eq. 2.19 

 

  O resultado dessas configurações é uma trajetória que mostra como as partículas se 

movem e em que posição elas estão no sistema em determinado tempo [71]. 

  A Equação 2.19 descreve o movimento de uma partícula de massa !! sob ação da 

força !!! na direção dessa coordenada, ou seja, conhecendo a posição e as velocidades das 

partículas em um dado instante !! e calculando as forças sobre cada partícula devido à 

interação com as outras, é possível determinar as posições e velocidades num instante !! + !". 
Para um sistema com milhares de átomos, faz-se necessário o uso de um protocolo de 

simulação de dinâmica molecular para aplicar, calcular e estudar o comportamento de todas as 

partículas e, consequentemente, todo o sistema. 

 Logo, para simular um sistema de partículas através de dinâmica molecular é preciso 

seguir algumas etapas: 

Ø Gerar a configuração inicial das partículas; 

Ø Calcular as forças exercidas sobre cada partícula, resultantes das interações 

intermoleculares; 

Ø Movimentar as partículas; 

Ø Gerar trajetórias (ensembles); 

Ø Analisar os dados das trajetórias geradas. 
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  Em cada uma dessas etapas, o processo de descrição das posições e velocidades das 

partículas deve ser feito de modo estudado e planejado. A Figura 2.3.1 apresenta um 

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

 

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

 

 Neste trabalho, foi utilizado o programa computacional GROMACS (Groningen 

Machine for Chemical Simulations) versão 4.5.4 [138] para realizar todas as simulações e 

análises, exceto análise do ângulo de inclinação (código desenvolvido no grupo) [139].  

 Todos os sistemas tiveram suas configurações iniciais submetidas a uma minimização 

de energia antes de serem submetidas ao processo de simulação propriamente dito. Para isso, 

foi utilizado o algoritmo de busca de descida íngreme (Steepest Descent), conhecido por ser 

simples e robusto. Em todos os casos, a cada adição de nova molécula, foram executados 

5000 passos (com dt = 1fs) para minimização da energia do sistema e uma minimização final 

quando a configuração completa estava pronta. Uma vez minimizado, o sistema era 

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

2.3.2: 
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Figura 2.3.2 Exemplo de arquivo de entrada para as simulações computacionais dos sistemas completos 
(peptídeos, lipídios, água e íons) com as variáveis e algoritmos listados. 
 

Cada uma das simulações foi realizada preparando o arquivo de topologia com as 

variáveis e algoritmos representados acima. Nas próximas subseções, serão descritos esses 

algoritmos, as variáveis utilizadas e sua fundamentação teórica.  

 

2.3.1. Condições Periódicas 
  

  Um dos problemas que emerge de simulações biomoleculares, em especial de 

membranas, é a limitação imposta pelo tamanho do sistema. Devido ao custo computacional, 

simular a membrana de uma vesícula inteira, por exemplo, torna-se inviável e temos que 

utilizar um modelo representando apenas uma parte/região da mesma. Entretanto, esse tipo de 

representação 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 condições periódicas, as quais permitem que uma simulação possa ser 

realizada com um número relativamente menor de partículas. Nessa abordagem, os átomos do 

sistema são colocados numa determinada caixa, que é 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 é cercada por oito vizinhos, enquanto que caixas 

tridimensionais (caso das simulações deste trabalho), 26 caixas são dispostas ao redor de cada 

caixa. 

 

 
Figura 2.3.3 Exemplo de caixa bidimensional no qual são 
aplicadas as condições periódicas de contorno. Figura obtida 
da referência [140]. 

 

 No programa GROMACS, as condições periódicas são baseadas em células unitárias 

triclínicas [141] (pbc = xyz). Elas são utilizadas em conjunto com a convenção de imagem 

mínima (minimum image convention): apenas uma imagem (a mais próxima) de cada 

partícula é utilizada no cálculo do potencial de interação não-ligado para curto alcance. As 

interações eletrostáticas de longo alcance são tratadas por outras metodologias (subseção 

2.3.7). 

 

2.3.2. Ensembles	
  

 Durante a simulação, alguns parâmetros macroscópicos podem ser mantidos 

constantes em ensembles como NPT, NVT, NVE ou grã-canônico (µVT), em que N é o número 

de partículas do sistema, p é a pressão, V o volume, T a temperatura e µ é o potencial químico. 

Um ensemble é um conjunto de réplicas de um sistema macroscópico que diferem entre si nas 

coordenadas e momentos das partículas, isto é, diferentes estados microscópicos. Logo, cada 
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réplica corresponde a um ponto no espaço de fases. Se, depois de um tempo suficientemente 

grande, cada réplica tiver passado por todas as regiões do espaço de fases, onde a densidade 

de probabilidade não é nula (sistema ergódico), as funções termodinâmicas podem ser 

determinadas como médias do ensemble. 

 O método de dinâmica molecular, em geral, consiste em simular um sistema 

conservativo (E) com N partículas interagentes, ocupando um volume V (ensemble NVE) 

através da integração das equações de movimento destas partículas. No entanto, sistemas 

biológicos existem em condições de temperatura e pressão constantes. Por esta razão, as 

propriedades investigadas neste trabalho foram obtidas de simulações em condições de 

ensemble NPT. Neste ensemble, um banho térmico é utilizado para regular a temperatura 

(termostato) e a pressão é regulada (imposta) por um barostato através do uso de uma pressão 

externa sobre o sistema (virial) [142]. Neste trabalho, foram utilizados o termostato e 

barostato de Berendsen [143, 144] para manutenção da temperatura e pressão constantes. 

 

2.3.3. Algoritmo de Integração	
  

 Em dinâmica molecular, o algoritmo de integração é o responsável por determinar as 

posições e velocidades das partículas nas etapas da simulação. Trata-se de um programa 

computacional que faz a resolução das equações de movimento. Em geral, essa resolução é 

obtida através de metodologias de diferenças 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 (padrão do GROMACS) foi utilizado em 

todas as simulações. Apesar de o algoritmo de Verlet oferecer grande estabilidade, o 

integrador de leap-frog é uma reformulação do Verlet com maior precisão numérica, pois a 

velocidade das partículas é calculada de forma explícita [146, 147]. Ele utiliza as posições ! 

em um determinado tempo ! e velocidades ! na metade do intervalo de tempo (! − !
!∆!), 

atualizando as posições e as velocidades através da força !(!) usando as relações: 

 

! ! + 12∆! = ! ! − 12∆! + ∆!! !(!) Eq. 2.20 

 

! ! + ∆! = ! ! + ∆!"(! + 12∆!) Eq. 2.21 
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 No tempo !, a velocidade das partículas na trajetória produzida é descrita por: 

 

! ! = 1
2 ! ! − 12∆! + ! ! + 12∆!  Eq. 2.30 

 

 As equações de movimento são modificadas de acordo com o acoplamento da 

temperatura e da pressão que serão descritos a seguir. 

 

2.3.4. Termostato	
  

 O controle da temperatura pode ser feito através da aplicação 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 simulações 

tiveram sua temperatura regulada em !! = 305 K (32 ℃) 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 simulações foram três: peptídeos (Protein), bicamada lipídica (POPG e/ou POPC) 

e água com íons (Water_and_ions). O algoritmo do termostato aplica uma correção para os 

desvios da temperatura definida (!!) segundo a equação abaixo: 

 
!"
!" =

!! − !
!  Eq. 2.22 

 

Logo, o desvio da temperatura decai com uma exponencial da constante de tempo ! (nas 

simulações, tau_t = 0.2 ps). 

 Uma das vantagens dessa abordagem, em comparação com o método de Nosé-Hoover, 

é que a força do acoplamento pode variar e é adaptável de acordo com a necessidade: para a 

fase de equilibração, 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 produção da 

dinâmica [144]. Na literatura [152, 153], resultados mostram que para sistemas de bicamada 

de fosfolipídios, esse termostato pode ser utilizado com resultados satisfatórios. 
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2.3.5. Barostato	
  

 No ensemble NPT, a pressão e a temperatura do sistema é mantida constante enquanto 

o volume pode flutuar. Para o controle da pressão realizada sobre o sistema, é necessária a 

utilização de um barostato. Na literatura, os barostatos de Berendsen [148], de Andersen 

[154], a aproximação de Parrinello-Rahman [155, 156] e o controle de pressão de Martyna-

Tuckerman-Tobias-Klein (MTTK) estão entre os mais utilizados em simulações 

biomoleculares [157]. 

 Para combinar o acoplamento da temperatura e da pressão, foi utilizado o barostato de 

Berendsen (pcoupl = berendsen) em todas as simulações deste trabalho. O algoritmo desse 

barostato rescala as coordenadas e os vetores da caixa a cada passo (ou !!"  passos) com a 

matriz !, na qual tem o efeito de primeira ordem na cinética de relaxação da pressão dada 

uma pressão !!, de acordo com a equação: 

 
!"
!" =

!! − !
!!

 Eq. 2.23 

 

A matriz ! é descrita por: 

 

! =  !!" −
!!"∆! 
3!!

!!" !!!" − !!"(!)  Eq. 2.24 

 

Em que ! é a compressibilidade isotérmica do sistema (compressibility = 4,5×10-5   bar-1). 

   A pressão de 1 bar foi aplicada de forma semi-isotrópria (pcoupltype = semi-

isotropic), ou seja, nas direções x e y do sistema a pressão é feita de modo diferente do que na 

direção z e com constante temporal (!!) de 1 ps (tau_p = 1 ps). 

 

2.3.6. LINCS: Algoritmo de Restrição	
 

 O tempo de integração da equação de movimento em métodos de dinâmica molecular 

é limitado pelas vibrações das ligações químicas. Estas oscilações possuem uma frequência 

relativamente alta e uma baixa amplitude. O uso de algoritmos para manter o comprimento de 

ligações constante (constraints) durante simulações de mecânica clássica permite um aumento 

em até quatro vezes do passo de integração das equações de movimento, possibilitando 
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simulações significativamente mais longas. Os algoritmos mais usados em simulações 

moleculares são 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 ligações envolvendo átomos de hidrogênio. 

 O algoritmo LINCS é baseado no restabelecimento dos comprimentos das ligações 

após uma atualização sem restrições do comprimento de ligação em consideração. Trata-se de 

um método não-iterativo, geralmente realizado em duas etapas: na primeira, as projeções das 

novas ligações sobre as antigas ligações são levadas a zero. Em seguida, na segunda etapa, a 

correção é aplicada para os estiramentos das ligações devido à rotação. 

 

!! ! = !!! − !!! − !! = 0      ! = 1, 2, … , ! Eq. 2.25 

 

Em que !! é o comprimento da ligação entre os átomos !! e !! e !! é a posição desses átomos. 

 Essa correção evita que erros numéricos se acumulem, evitando a multiplicação de 

matrizes e tornando, portanto, os cálculos mais precisos e mais rápidos que o método 

SHAKE. Entretanto, isso só é válido para restrições de ligações e ângulos de ligação isolados, 

como os utilizados nas restrições via LINCS nas simulações realizadas (constraints = h-

bonds). Para maiores detalhes da fundamentação teórica e implementação do algoritmo 

LINCS, ver referência [159]. 

 

2.3.7. Longo Alcance: Campo de Reação Generalizado	
 

 O potencial de interação entre um par de átomos ou moléculas é calculado através da 

soma de um termo devido às interações de curto alcance e um termo responsável pelas 

interações Coulômbicas de longo alcance. Como visto na seção 2.2.7, o campo de força define 

os parâmetros para essas interações de longo alcance. Com a utilização das condições 

periódicas, emerge um número infinito de interações. Logo, é necessário definir uma 

metodologia que permita definir o número adequado de interações a serem computadas 

através de uma região definida (raio de corte). É possível calcular essas interações através de 

metodologias como Campo de Reação [161–163], Campo de Reação Generalizado [132], 

somatório de Ewald [72, 164], PME (Particle Mesh Ewald) [165], entre outros. 

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

generalized-reaction-field) em todas as simulações, uma vez que essa metodologia apresenta 
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resultados consistentes com um custo computacional melhor em comparação com PME, por 

exemplo [166]. No Campo de Reação Generalizado, cada carga (pontual) é considerada como 

a origem de um sistema de coordenadas esféricas, e é rodeada por uma esfera de raio de corte 

(RC, rcoulomb = 1,4 nm) e imersa num dielétrico contínuo !!" (épsilon_rf = 66,0) [106, 132]. 

O potencial do campo de reação é escrito como: 

 

!!"# =
!!!!
4!!!!!

1
!!"
+ !!"!!"! − !!"  Eq. 2.26 

 

  Como o campo de reação generalizado leva em consideração a força iônica do 

dielétrico (I), as constantes !!" e !!" se tornam: 

 

! = 2! !!
!!!!"!"

=  !!
!!!!"!"

!!!!!
!

!!!
 

!!" =
1
!!!

!!" − !! 1 + !!! + 12 !!" !!!
!

2!!" + !! 1 + !!! + !!" !!! !  

!!" =
1
!!

3!!! 1 + !!! + 12 !!" !!!
!

2!!" + !! 1 + !!! + !!" !!! ! 

Eq. 2.27 

 

Eq. 2.28 

 

Eq. 2.29 

 

Em que ! é a constante de Faraday, ! é a constante de gás ideal, ! é a temperatura absoluta, 

!! é a concentração molar para a espécie ! e !! é a carga da espécie ! onde temos ! espécies 

diferentes. No limite da força iônica zero (! = 0), as constantes das equações 2.28 e 2.29 se 

tornam as constantes para o potencial Coulômbico do campo de reação.  

 Na parametrização do campo de força GROMOS 54A7 utilizado neste trabalho, foi 

aplicado um esquema com raio de corte triplo para o tratamento das interações não-ligadas 

[126]: 

i. até 0,8 nm, todas as interações são calculadas em cada passo a partir de uma 

lista de pares atualizada a cada 5 passos; 

ii. entre 0,8 – 1,4 nm, as interações entre cargas também são calculadas e 

mantidas constantes entre as atualizações (também a cada 5 passos); 

iii. após 1,4 nm, campo de reação com (!!" = 1,4 !") com constante dielétrica 

! = 66. 
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  Uma vez conhecidos os algoritmos que farão uso dos parâmetros do campo de força 

escolhido, é hora de configurar os sistemas (preparar as caixas de simulação) e realizar a 

simulação computacional propriamente dita. O próximo capítulo trata do procedimento 

computacional adotado para criação e simulação dos sistemas de interesse, bem como as 

análises que foram feitas. 

 

  



 

 
 

64 

3. Procedimento Computacional 
 

3.1. Sistemas Simulados 
 

3.1.1 Simulações de Sistemas Contendo uma Unidade do Peptídeo	
 

 Para realizar as simulações, foi criado um modelo do peptídeo híbrido 

(KYYGNGVTCGKHSCSVDWGATAIKQVKKLFKKKGG) baseado nas informações 

experimentais [3] descritas no Capítulo 1 deste trabalho. Medidas de dicroísmo circular 

indicam que esta sequência possui conteúdo em hélice. Foi também mostrado que, à medida 

em que a concentração de POPG aumenta em relação à POPC na composição da membrana, o 

percentual de hélice do peptídeo também aumenta, sugerindo uma transição conformacional 

induzida pela membrana. Entretanto, a espectroscopia CD não permite identificar qual a 

trecho da sequência adota uma estrutura helicoidal, fornecendo informação apenas sobre o 

percentual de conformação em uma dada estrutura da mesma [167]. Partindo destas medidas 

experimentais, a sequência correspondendo ao peptídeo híbrido foi construída em uma 

conformação de hélice-alfa, considerando-se que o custo computacional envolvido no 

processo de desenovelamento da estrutura secundária de um peptídeo é menor que o processo 

reverso de enovelamento. Nas simulações do peptídeo em presença da bicamada fosfolipídica 

foi aplicada uma restrição à distância (distance restraints) da ligação de hidrogênio entre 

átomos NH e CO do esqueleto do peptídeo durante os 5 ns iniciais da equilibração. Restrições 

deste tipo são implementadas via a aplicação de uma função de penalidade energética para 

desvios da distância de um dado valor. Neste trabalho, foi adotado um potencial quadrático 

para as retrições nas ligações  de hidrogênio, cujo valor inferior de distância foi 0,28 nm e 

dois valores superiores de 0,29 nm e 0,30 nm. O uso de restrições de distância entre átomos 

tem por objetivo preservar a conformação inicial do peptídeo durante o período de 

equilibração da membrana e solvente. A Figura 3.1.1 representa a configuração inicial do 

peptídeo utilizada nas simulações com uma única unidade do mesmo. Na Tabela 3.1.1, 

apresentamos uma compilação dos sistemas estudados neste trabalho. 
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Figura 3.1.1 Configuração inicial do peptídeo híbrido com toda sua 
estrutura em formato de hélice-α (em cinza).  

 

 Para construção das membranas fosfolipídicas de POPC e POPG utilizou-se 

parâmetros atômicos para lipídios [65] baseados no conjunto de parâmetros GROMOS 53A6. 

As membranas compostas por um único tipo de lipídio foram construídas replicando uma 

caixa inicial com oito unidades lipídicas (quatro com as cadeias apontando para cima, quatro 

com as cadeias apontando para baixo), totalizando 512 unidades de lipídio. Em seguida, as 

membranas foram colapsadas aplicando pressão de 100 bar até adquirir formato de bicamada. 

De modo similar, as membranas mistas foram construídas. A diferença consistiu na 

substituição de duas unidades lipídicas pelo outro tipo de lipídio: para construção da 

membrana 75% POPC, por exemplo, duas unidades POPC da caixa inicial de oito unidades 

foram substituídas por 2 unidades POPG. A escolha das unidades substituídas foi feita de 

forma aleatória, 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 simulações com os peptídeos parcial ou totalmente imersos, foram removidos 

lipídios suficientes (de acordo com cada membrana) e, em seguida, o peptídeo foi imerso. A 

Tabela 8.2.1 em Anexos detalha a composição de cada sistema.    

  O modelo de água SPC (do inglês Single Point Charge) [135] foi adicionado a uma 

caixa de dimensão 9,49 nm x 10,11 nm x 12,00 nm contendo o sistemas peptídeo-membrana. 

Nas representações gráficas apresentadas neste trabalho as moléculas de água são 

frequentemente omitidas para facilitar a visualização do soluto (membrana e peptídeos). 

Entretanto, em todas as simulações as moléculas de água estão presentes, inclusive entre a 

membrana e o peptídeo no início das simulações. O modelo de água SPC, como os modelos 

SPC/E [168] e TIP3P [169], é um modelo de 3-pontos ou 3-sítios, os quais representam a 
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molécula de água por três centros de cargas concentradas. Os átomos de hidrogênio possuem 

cargas positivas e o excesso de carga negativa é localizado no átomo de oxigênio. O modelo 

SPC tem como particularidade um valor de 109,47º (ângulo tetraédrico) para o ângulo H-O-H, 

que deve ser comparado com o valor de 104,52º observado experimentalmente e usado nos 

demais modelos. Essa mudança é feita para corrigir o momento dipolar do modelo de 3-

pontos. Os modelos de 3-pontos são amplamente utilizados em simulações de biomoléculas 

devido à simplicidade e à  eficiência computacional dos mesmos. 

 Os conjuntos de parâmetros GROMOS53A6 e GROMOS 54A7 foram utilizados para 

simular duas conformações do sistema A) peptídeo na superfície da membrana; B) peptídeo 

imerso na membrana (Figura 3.1.2). Essas conformações foram simuladas em presença de 

bicamadas com diferentes composições 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 comparação 

de diferentes conjuntos de parâmetros do campo de força GROMOS, foi investigado também 

o efeito de mudanças no valor da concentração iônica do ambiente sobre a estrutura 

secundária do peptídeo (detalhes nas subseções deste capítulo). O efeito da concentração foi 

emulado através da adição de íons sódios (Na+) e íons cloretos (Cl-) em quantidades 

correspondentes à concentração de 0,150 mol L-1 utilizada nos procedimentos experimentais. 

Além disso, foram também realizadas simulações controle para o peptídeo em solução sob as 

mesmas condições de concentração iônica que em presença de bicamadas e partindo de uma 

conformação inicial em hélice-alfa. Estas simulações foram realizadas ao longo de 50ns sob 

concentração iônica equivalente a 0 e 0.150 mol L-1 (Tabela 8.2.1) em Anexos.    
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Figura 3.1.2 Conformações iniciais do peptídeo na presença da membrana 
fosfolipídica: A) peptídeo na superfície da membrana; B) peptídeo imerso na 
membrana. Os lipídios são representados por uma superfície sólida em cinza com os 
grupamentos fosfatos em vermelho. O peptídeo é representado de acordo com o 
caráter hidrofílico (verde), carga positiva (azul), carga negativa (vermelho) 
hidrofóbico (branco) dos aminoácidos constituintes do mesmo. 

 

 

3.1.2 Simulações de Sistemas Contendo Múltiplas Unidades do Peptídeo	
 

  O procedimento metodológico descrito para as simulações contendo uma unidade do 

peptídeo em bicamadas simples ou binárias de POPC e/ou POPG também foi utilizado para a 

preparação dos sistemas contendo múltiplas unidades do peptídeo (Tabela 3.1.1). As únicas 

modificações do procedimento descrito referem-se ao: i. uso exclusivo do conjunto de 

parâmetros GROMOS 54A7, e ii. no caso dos sistemas contendo cinco ou dez unidades do 

peptídeo, foram utilizadas como conformações iniciais do sistema estruturas em hélice-alfa, 

assim como unidades da conformação final (após 150 ns) do peptídeo obtidas via simulações 

dos sistemas com uma única unidade na superfície da membrana. Para investigar a orientação 

preferencial do peptídeo quando imerso em membranas simples (100% POPC e 100% 

POPG), foram realizadas simulações onde uma unidade do peptídeo foi inserida via região N-

terminal em um dos lados da bicamada, e uma segunda unidade via região C-terminal no lado 

oposto ao qual foi inserido a primeira unidade (Figura 3.1.3).  
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Figura 3.1.3 Configuração inicial dos sistemas contendo duas unidades do 
peptídeo imerso em uma bicamada de POPG (100%) ou POPC (100%). As 
moléculas de água foram excluídas da representação para facilitar a 
visualização.  

 

  Foram também simulados sistemas contendo cinco, dez e vinte unidades do peptídeo 

em presença de bicamadas simples de POPG (100%) ou POPC (100%), com o objetivo de 

investigar o efeito da concentração do peptídeo sobre o processo de ruptura da membrana 

(Figura 3.1.4). O sistema contendo dez unidades do peptídeo foi construído a partir da 

conformação final (após 100 ns) da simulação da bicamada contendo cinco unidades do 

peptídeo. Simulações adicionais para o sistema contendo dez unidades do peptídeo foram 

efetuadas utilizando uma bicamada quatro vezes maior que aquela utilizada anteriormente 

visando prevenir artefatos metodológicos devido ao tamanho do bicamada [170, 171]. Desta 

forma, espera-se garantir que o fenômeno observado durante as simulações seja decorrente do 

aumento da concentração do peptídeo. Adicionalmente, quatro simulações da bicamada 

composta por POPG e/ou POPC na ausência de peptídeos foram realizadas ao longo de 100 

ns para servirem como controle. Na Tabela 8.2.1 em Anexos estão enumerados as 

quantidades dos integrantes das simulações. 
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a) 

 

b) 

 
Figura 3.1.4 Configurações iniciais dos sistemas contendo: a) cinco unidades de peptídeo híbrido; b) dez 
unidades do peptídeo interagindo com membrana 100% POPG. Moléculas de água e íons foram omitidas 
para facilitar a visualização. 
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Tabela 3.1.1: Sistemas simulados e tempo de simulação (em ns). 

Composição Posição do(s) Peptídeo(s) na Membrana e Tempo de Simulação (ns) 

Uma unidade do peptídeo Múltiplas unidades do 

peptídeo Superfície da Membrana Imerso na Membrana 

Sim1s Sim2s Sim3s Sim4s Sim1i Sim2i Sim3i Sim4i Sim2u Sim5c Sim10ca) 

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) 
Sim1 - GROMOS 53a6, 0 mM, sem restrições nas ligações de hidrogênio do peptídeo. 
Sim2 - GROMOS 53a6, 0 mM, restrições nas ligações de hidrogênio do peptídeo durante os 5 ns iniciais. 
Sim3 - GROMOS 54a7, 0 mM, restrições nas ligações de hidrogênio do peptídeo durante os 5 ns iniciais. 
Sim4 - GROMOS 54a7, 150 mM, restrições nas ligações de hidrogênio do peptídeo durante os 5 ns iniciais. 
Sim2u - GROMOS 54a7, 150 mM, duas unidades do peptídeo, imersos via parte C- ou N-terminal. 
Sim5c - GROMOS 54a7, 150 mM, cinco unidades do peptídeo na superfície da membrana. 
Sim10c - GROMOS 54a7, 150 mM, dez unidades do peptídeo na superfície da membrana. 
a) Em parênteses, simulações com dez unidades do peptídeo na superfície da membrana gigante. 
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3.2. Análises 
 

 Neste trabalho, foram analisadas diversas propriedades para os sistemas estudados 

através da média sobre ensemble: área por cabeça de lipídio, mapas de estrutura secundária 

para os peptídeos, análise de densidade para o sistema, parâmetros de ordem para as cadeias 

lipídicas, distância entre centros de massa de sítios e regiões específicas do peptídeo e ângulo 

de inclinação das cadeias lipídicas em relação ao eixo z da caixa de simulação. As 

metodologias usadas, que possibilitam as análises destas propriedades, são descritas a seguir. 

 

3.2.1 Área por Cabeça de Lipídio	
 

 A medida de área por cabeça de lipídio é muito utilizada em simulações de dinâmica 

molecular e de Monte Carlo para avalizar a metodologia utilizada de acordo com 

comparações com as medidas experimentais. Logo, se a medida encontrada nas simulações 

computacionais estiver próximo do(s) valor(es) experimental(is) observado(s) para o lipídio, 

este é um indicativo de que a simulação convergiu e de que a metodologia está reproduzindo 

dados experimentais de forma adequada. 

 Neste trabalho, para calcular a área por cabeça, as dimensões ! e ! da caixa (o 

tamanho lateral da caixa é limitado pela camada de lipídios) ao longo da simulação forem 

multiplicadas entre si e o resultado dividido pelo número de lipídios presentes em uma 

camada (!!). 
 

Á!"# = ! ∙ !
!!

 Eq. 3.1 

 

3.2.2 Mapas de Estrutura Secundária	
 

 Como o nome sugere, estruturas secundárias de peptídeos e proteínas representam o 

segundo nível da estrutura proteica e a forma tridimensional geral da sequência de 

aminoácidos. A estruturação da sequência de aminoácidos num peptídeo depende de 

interações do tipo ligações de hidrogênio e dos ângulos diédricos formados devido à essas 

interações. Portanto, a análise de evolução da estrutura de um peptídeo durante a simulação 

permite observar quais interações estão sendo mais ou menos relevantes.  
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  Como um dos objetivos do trabalho é identificar as regiões do peptídeo híbrido com 

maior conteúdo em hélice, além de entender como essa estrutura é influenciada pela interação 

com os diferentes componentes do sistema, foram realizadas análises de elementos de 

estrutura secundária (mapeamento) ao longo das simulações. Os mapas de estrutura 

secundária foram feitos utilizando o programa do_dssp do pacote do GROMACS 4.5.4 que é 

uma interface para o programa comercial DSSP [10, 172]. 

  O programa DSSP lê o arquivo de trajetória e computa a estrutura secundária para 

cada quadro (frame) do tempo simulado e analisado. O algoritmo começa identificando as 

ligações de hidrogênio na cadeia principal do peptídeo usando um modelo eletrostático. Ele 

então calcula a energia de interação eletrostática entre dois grupos de ligações de hidrogênio, 

atribuindo cargas no átomos C, O (+!!, −!!) e N, H (+!!,−!!): 

 

! = !!!!
1
!!"

+ 1
!!"

− 1
!!"

− 1
!!"

! Eq. 3.2 

 

Em que !! = 0,42!, !! = 0,20!, ! é a distância interatômica (em Å) e ! = 332 !"#$.!"#!! 

é o fator dimensional. 

 Baseado no resultado, o programa define a estrutura de acordo com um dos oito tipos: 

hélice 310, hélice α, hélice π (sequência de ligações de hidrogênios em 3, 4 e 5 resíduos, 

respectivamente), folha beta-ponte, barril beta, volta (do inglês turn, volta ligada a 

hidrogênio), dobra (bend), desestruturado (coil) e curvaturas (loops). 

 Uma vez criada a matriz com os assinalamentos para cada resíduo, faz-se uma 

conversão para um arquivo postscript usando o xpm2ps e o mapa de estrutura secundária ao 

longo do tempo é obtido. 

 

3.2.3 Densidade em Número	
 

 Analisar a densidade em número é interessante para identificar as regiões onde os 

componentes dos sistemas estão distribuídos, caracterizando-os. Os perfis de densidade 

podem servir, juntamente com parâmetros de ordem, para indicar uma possível transição de 

fase. Além disso, pode ser utilizada para estudar as perturbações causadas por mudanças de 

concentração como foi realizada neste trabalho. 
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 Foi utilizada a ferramenta g_density do GROMACS para o cálculo do número de 

densidade parcial de cada componente através da caixa. O número de densidade indica a 

composição de determinado componente ao longo do plano normal da membrana em direção 

ao eixo z. Os grupos selecionados foram: água; PO4, CH3, CH2, CH1 (cadeias lipídicas); 

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

 

3.2.4 Parâmetros de Ordem	
 

 Como o nome indica, parâmetros de ordem são medidas do grau de ordem de um 

sistema. Em geral, o valor desse parâmetro varia de 0 (mais desordenado) a 1 (mais estável) 

[173, 174]. No caso específico de membranas, há uma diferença: os parâmetros de ordem são 

calculados por carbono nas cadeias acilas dos lipídios, representando mudanças em suas 

orientações (g_order).  

 

!! =
3
2 cos! !! − 12 Eq. 3.3 

 

Em que !! é o ângulo entre o eixo z da caixa de simulação e o eixo molecular em 

consideração definido do Cn ao Cn+1 da cadeia. Essa média sobre o tempo e sobre as 

moléculas pode variar entre 1 (vetor totalmente alinhado à normal) a −1/2 (vetor totalmente 

perpendicular à normal). O mesmo é válido para os parâmetros !! e !!. 

 

3.2.5 Potencial Eletrostático	
 

 Outra forma de identificar as regiões onde os componentes de sistemas com bicamada 

lipídica estão distribuídos é através da análise do potencial eletrostático. Ele permite verificar 

as regiões com características hidrofóbicas (cadeia carbônica dos lipídios) ou hidrofílicas 

(íons e cabeças polares dos lipídios), por exemplo. O potencial eletrostático (!) ao longo da 

interface pode ser obtido da trajetória pelo cálculo da integral dupla da densidade de carga 

(!(!)), segundo a equação:  

 

! ! − ! −∞ = − !!!
!

!!
! !!!

!!

!!
!"′′/!! Eq. 3.4 
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Em que a posição ! = −∞ é distante o suficiente no espaço de fase que o campo é zero. 

Através desse método, então, é possível “dividir” o potencial total em diferentes contribuições 

desde o lipídio até as moléculas de água [138]. Utilizando o programa g_potential, a caixa de 

simulação é dividida em pequenas fatias e é feita a soma de todas as cargas para cada uma 

dessas fatias. Utilizando a equação 3.4, integra-se a densidade de carga a um dado campo 

elétrico, obtendo-se assim o potencial eletrostático. 

 

3.2.6 Distância entre Centros de Massa	
 

 Foi realizada a medição da distância entre centros de massa no caso das simulações 

com dois peptídeos para verificar a direção de interação de cada região do peptídeo com a 

membrana. Em cada uma das simulações, foram medidas as distâncias do centro de massa da 

região N-terminal (resíduo 1, lisina, 15 átomos) para o centro de massa da membrana, e 

também do centro de massa da região C-terminal (resíduo 35, glicina, 6 átomos) para o centro 

de massa da membrana. Essas medidas foram feitas para acompanhar o movimento de 

aproximação ou afastamento das regiões dos peptídeos em relação ao interior da membrana ao 

longo do tempo de simulação (150 ns). 

 

3.2.7 Ângulo de Inclinação	
 

 O ângulo de inclinação (tilt angle) foi calculado para os lipídios em relação ao eixo z 

da caixa, como forma de expressar quantitativamente a desordem das cadeias lipídicas 

causada pelo efeito da interação de peptídeos. É uma medida do ângulo definido pelo vetor 

formado pela direção das cadeias acilas projetado em relação ao vetor do eixo z. A Figura 

3.2.1a) mostra a definição do vetor baseado nas cadeias do fosfolipídio. 
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a) 

 

b) 

   

Figura 3.2.1 a) Representação do vetor de inclinação ! indicando a direção e posicionamento das cadeias 
lipídicas (adaptado da Ref. [175]); b) projeção do vetor de inclinação ! na direção do vetor !.  

 

A Figura 3.2.1b) mostra como é feita a projeção desse ângulo (!) no vetor (!) do eixo z da 

caixa sobre uma linha paralela a esse vetor. Esse ângulo (a projeção ortogonal de !) é 

definido por: 

 

!! = !!! 

!! = ! cos! = ! ∙ ! 

Eq. 3.5 
 

Eq. 3.6 
 

Em que !! é um escalar denominado projeção escalar de ! sobre ! (vetor unitário na direção 

de b). A Equação 3.5 é o produto escalar que é igual ao comprimento do vetor projeção, com 

um sinal negativo se o sentido da projeção é oposto ao sentido de !. 

 

3.2.8 Arrefecimento simulado (Simulated Annealing) 	
 

 O arrefecimento é o processo no qual a temperatura de uma substância fundida é 

reduzida lentamente até que o material se cristalize em um único cristal. Em metalurgia, ele é 

utilizado para obtenção de estados de baixa energia de um sólido como a produção de cristais 

de silicone para chips de computador. O cristal obtido corresponde ao mínimo global de 

energia livre [176]. De modo análogo, a metodologia computacional de arrefecimento 

simulado busca a melhor solução (mínimo global) para um sistema com grande número de 
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possíveis soluções [177, 178]. A altas temperaturas, o sistema pode ocupar regiões de alta 

energia no espaço conformacional e, assim, superar barreiras de energia mais altas. Com a 

redução gradativa da temperatura, estados de energia mais baixas se tornam mais prováveis 

em acordo com a distribuição de Boltzmann. 

 No programa GROMACS, o arrefecimento é implementado alterando a temperatura 

de referência para o acoplamento de cada grupo (dependente do termostato escolhido). O 

procedimento é 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 peptídeo em solução de forma periódica. 

Os tempos adotados para cada período foram: 0, 50, 250, 300 e 500 ps; e as temperaturas: 

300, 600, 600, 300 e 300 K. 

  

 Uma vez definida a metodologia e sua fundamentação teórica, o capítulo seguinte 

aborda e propõe discussões sobre os resultados obtidos durante as simulações e sobre as 

análises feitas com as trajetórias produzidas. Por fim, propomos uma explicação para o 

mecanismo de rompimento da membrana baseado nas observações feitas.  
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4. Resultados e Discussão 
 

4.1. Simulações Exploratórias: Validação do Protocolo Computacional 
 
 Medidas experimentais de dicroísmo circular (CD) indicam que o peptídeo híbrido 

sofre uma reorganização estrutural ao interagir com bicamadas ricas em POPG [3]. Portanto, 

várias simulações exploratórias foram realizadas para estabelecer o procedimento apropriado 

para reproduzir as tendências experimentais. Em uma primeira fase, utilizou-se o conjunto de 

parâmetros GROMOS 53A6 para simular uma unidade do peptídeo híbrido em presença de 

bicamadas fosfolipídicas compostas por diferentes percentagens de POPC:POPG (Tabela 

3.1.1). Neste primeiro conjunto de simulações exploratórias (Sim1), uma unidade do peptídeo 

foi colocada próximo à superfície das respectivas bicamadas, ou imersa paralelamente ao eixo 

normal da membrana (Sim1i), sem que fosse aplicada qualquer restrição do comprimento das 

ligações de hidrogênio do esqueleto da proteína durante o período de equilibração dos 

sistemas. A evolução temporal (eixo x) da estrutura secundária do peptídeo na superfície ou 

imerso nas diferentes bicamadas é apresentada nas Figuras 4.1.1.-4.1.2 por resíduo (eixo y):  
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a) 

 

b) 

 

c) 

 
Figura 4.1.1 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo na superfície da membrana 
durante 5 ns. Foi utilizado o GROMOS 53a6, 0 mM, sem restrições nas ligações de hidrogênio do peptídeo para 
membrana composta por: a) 100% POPC; b) 75% POPG; c) 100% POPG. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α 
(azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e 
desestruturado (branco).  
 

 a) 

 

b) 

 
c) 

 
Figura 4.1.2 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações com peptídeo imerso membrana 
durante 5 ns. Foi utilizado o GROMOS 53a6, 0 mM, sem restrições nas ligações de hidrogênio do 
peptídeo para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 75% POPG; c) 100% POPG. Legenda: hélice 
310 (cinza), hélice α (azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta 
(amarelo), dobra (verde) e desestruturado (branco).  
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 Este primeiro conjunto de simulações mostra uma perda significativa da estrutural 

helicoidal, em particular nas simulações onde o peptídeo está imerso nas respectivas 

bicamadas. A fim de verificar se esse fenômeno seria um efeito induzido pela configuração 

inicial adotada, foram realizadas novas simulações um pouco mais longas (30 ns) onde as 

ligações de hidrogênio entre grupos CO-NH no esqueleto da proteína foram mantidas dentro 

de uma distância 0,285 ± 0,005 e 0,290 ± 0,010 nm. Essas restrições foram aplicadas 

exclusivamente durante o período de equilibração (5 ns), para evitar distorções artificiais da 

estrutura do peptídeo ao entrar em contato com os grupos carregados na superfície da 

membrana. Após o período de 5 ns, as restrições de comprimento de ligações de hidrogênio 

são removidas. A evolução temporal da estrutura secundária do peptídeo híbrido na superfície 

das respectivas membranas sob este novo protocolo é mostrada nas  

Figuras 4.1.3-4.1.4. 

 

a) 

 

b) 

 
c)  

 

d) 

 
Figura 4.1.3 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo na superfície da 
membrana durante 30 ns. Foi utilizado o GROMOS 53a6, 0 mM, com restrições nas ligações de 
hidrogênio do peptídeo (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 310 (cinza), hélice α (azul), hélice 
π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e 
desestruturado (branco). 

 

 Para o segundo conjunto de simulações exploratórias é observado que a estrutura 

helicoidal do peptídeo é mais persistente, quando comparado com o primeiro conjunto de 
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simulações, seja para as simulações do peptídeo na superfície (Sim2) ou imersos (Sim2i) na 

bicamada. Contudo, contrariamente às observações experimentais, o conteúdo de hélice é 

maior para o peptídeo em presença de bicamadas ricas em POPC que POPG para o caso das 

simulações do peptídeo na superfície da bicamada. Já as simulações do peptídeo imerso na 

bicamada são consistentes com as medidas experimentais, exibindo um maior conteúdo de 

hélice na presença de POPG e um decréscimo deste conteúdo na presença de POPC. No 

entanto, sistemas compostos por peptídeos imersos em membranas fosfolipídicas requerem 

longos períodos de simulações comparativamente aos sistemas constituídos por peptídeos 

localizados na interface água-membrana. Por esta razão é plausível assumir que o aumento do 

tempo de simulação para os sistemas Sim2i provavelmente resultaria no decréscimo do 

conteúdo de hélice também para o peptídeo em presença de POPG.  

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.1.4 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo imerso na membrana 
durante 30 ns. Foi utilizado o GROMOS 53a6, 0 mM, com restrições nas ligações de hidrogênio do 
peptídeo (5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 100% POPG. Legenda: hélice 310 
(cinza), hélice α (azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), 
dobra (verde) e desestruturado (branco).  

 

  Durante o período em que estes resultados foram obtidos, uma re-parametrização do 

conjunto de parâmetros GROMOS53A6 foi publicada [179]. Conforme descrito na 

Metodologia (Capítulo 2), as modificações relevantes para os sistemas aqui estudados  

consistiram de novos valores para os ângulos diédricos φ e ψ e novos termos de repulsão para 

os grupos CO-NH do esqueleto da proteína. Embora o GROMOS 53A6 tenha sido 

desenvolvido para reproduzir as energias de hidratação de aminoácidos, este conjunto de 

parâmetros resultou na perda da estabilidade de hélices curtas, em especial em peptídeos. 

Portanto, novas simulações do peptídeo híbrido em solução assim como em presença de 

bicamadas compostas por diferentes concentrações de POPC e POPG foram realizadas usando 
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o novo conjunto de parâmetros GROMOS 54A7. Nas seções a seguir os resultados obtidos 

para este conjunto de simulações usando o GROMOS 54A7 serão apresentados e discutidos. 

 

4.2. Simulações Contendo Uma Única Unidade do Peptídeo: Conformação do 
Peptídeo após Interação com a Bicamada  
 

 As simulações com o conjunto de parâmetros GROMOS54A7 foram realizadas tanto 

para o peptídeo na superfície (Sim3s) quanto imerso (Sim3i) em membranas contendo 

diferentes composições (100%POPC, 75%POPC:25%POPG; 25%POPC:75%POPG; 100% 

POPG), força iônica 0 M e uso de restrições do comprimento de ligações de hidrogênio entre 

grupos NH-CO do esqueleto da proteína durante o período de equilibração (5 ns) dos 

sistemas. A evolução temporal da estrutura secundária do peptídeo para estes sistemas mostra 

a presença de hélices mais estáveis na região C-terminal da sequência (Figuras 4.2.2-4.2.3). 

Os dois conjuntos de simulações Sim3s e Sim3i apresentam um conteúdo de hélice 

equivalente, com uma maior flexibilidade estrutural na região N-terminal. Esta região sofre 

variações conformacionais que levam a uma estrutura helicoidal desordenada. Todavia, 

mesmo com uma melhor reprodução das medidas experimentais de CD com relação ao 

conteúdo de hélice, o percentual de hélice em relação ao aumento da concentração de POPG 

na membrana não é alterado de forma significativa. 
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 
Figura 4.2.1 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo na superfície da 
membrana durante 30 ns. Foi utilizado o GROMOS 54a7, 0 mM, com restrições nas ligações de 
hidrogênio do peptídeo (5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 75% POPC; c) 
75% POPG; d) 100% POPG. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α (azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte 
(preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e desestruturado (branco). 

 

 

a) 

 

b)  

Figura 4.2.2 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo imerso na membrana 
durante 30 ns. Foi utilizado o GROMOS 54a7, 0 mM, com restrições nas ligações de hidrogênio do 
peptídeo (5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 100% POPG. Legenda: hélice 
310 (cinza), hélice α (azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta 
(amarelo), dobra (verde) e desestruturado (branco). 

 

  Um fator que não foi levado em consideração nas simulações apresentadas até aqui foi 

o efeito da força iônica. Os sistemas previamente descritos foram simulados em força iônica 0 

M, com o número de íons adicionado ao sistema foi suficiente apenas para neutralizar a carga 
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total do soluto. O peptídeo híbrido possui um caráter catiônico com uma carga +7. Assim, 

foram realizadas novas simulações (Sim4s e Sim4i) sob condições idênticas aos sistemas 

Sim3s e Sim3i, exceto pelo valor da força iônica que foi ajustada para condições fisiológicas 

de 0,150 M. Íons Na+ e Cl- foram adicionados aos respectivos sistemas, de modo a estabelecer 

uma concentração de 0,150 M, como aquela utilizada nas medidas experimentais de CD 

realizadas para o peptídeo híbrido [3]. 

 

a) 

 

b) 

 
c) 

 

d) 

 
Figura 4.2.3 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo na superfície da 
membrana durante 150 ns (250 ns para caso 100% POPG). Foi utilizado o GROMOS 54a7, 150 mM, com 
restrições nas ligações de hidrogênio do peptídeo (5ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% 
POPC; b) 75% POPC; c) 75% POPG; d) 100% POPG. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α (azul), hélice π 
(roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), 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]. É 

possível observar um aumento do conteúdo de hélice em resposta ao aumento da concentração 

de POPG com relação à de POPC na bicamada. A região C-terminal adota uma conformação 

em hélice enquanto que a região N-terminal adota uma estrutura helicoidal desordenada. Mais 

à frente, as razões para esse comportamento serão apresentadas e discutidas. A evolução 

temporal da estrutura secundária do peptídeo imerso nas respectivas membranas é consistente 

a tendência de maior caráter de hélice para as simulações com maior número de lipídios 
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POPG. A grande quantidade de hélice-α para a simulação 100% POPG em comparação com o 

mesmo caso com o peptídeo na superfície é atribuída ao maior confinamento da cadeia 

peptídica. Isso diminuiu os graus de liberdade do peptídeo, fazendo com que as ligações de 

hidrogênio não se desestabilizem e mantenham boa parte da estrutura em hélice ao longo do 

tempo de simulação.  

 

a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

Figura 4.2.4 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo imerso na membrana 
durante 150 ns. Foi utilizado o GROMOS 54a7, 150 mM, com restrições nas ligações de hidrogênio do 
peptídeo (5 ns iniciais) para membrana composta por: a) 100% POPC; b) 75% POPC; c) 75% POPG; d) 
100% POPG. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α (azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril 
beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e desestruturado (branco). 

 

 Com o peptídeo imerso na membrana, seus graus de liberdade diminuem favorecendo 

a presença da estrutura em hélice (mais estrutura em hélice em todas as membranas). Em 

particular, aliado à essa restrição de movimento, podemos observar a interação dos 

aminoácidos iniciais/terminais com a superfície da membrana POPG, induzindo o 

posicionamento  e estrutura dos demais aminoácidos da cadeia. A estrutura em hélice estável 

em peptídeos antimicrobianos imersos na membrana é uma das características do mecanismo 

de formação de barril ou poro toroidal. 

  As análises da evolução temporal da estrutura secundária do peptídeo híbrido em 

presença de bicamadas de POPG:POPC puras e mistas permitiram definir um protocolo de 
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simulação capaz de reproduzir medidas experimentais disponíveis para os sistemas em 

consideração. Este protocolo (condições de simulação e conjunto de parâmetros 

GROMO54A7) foi utilizado para todas as simulações discutidas daqui em diante. 

 

4.2.1 Caracterização das Bicamadas Fosfolipídicas Puras e Binárias	
 

 Como parte do processo de validação do protocolo de simulação proposto, foram 

também realizadas simulações de bicamadas (100%POPC, 75%POPC:25%POPG; 

25%POPC:75%POPG; 100POPG) na ausência do peptídeo híbrido. Estas simulações 

fornecem uma estimativa da convergência de propriedades estruturais a partir da comparação 

entre valores calculados e medidos experimentalmente para bicamadas puras. Esta é uma 

etapa importante para garantir que cada bicamada tenha sido adequadamente equilibrada 

previamente a adição do peptídeo híbrido. Para isso, foram realizadas análises de área por 

cabeça de lipídio, potencial eletrostático da membrana, parâmetros de ordem e número de 

densidade. Posteriormente, estas análises foram realizadas para os sistemas contendo o 

peptídeo híbrido visando investigar o efeito do peptídeo sobre estrutura, dinâmica e potencial 

eletrostático das bicamadas puras e mistas. As Figuras 4.2.5 e 4.2.7 mostram a evolução da 

área por cabeça para os 15 ns finais das simulações sem e com peptídeo na superfície, 

respectivamente, para solução 150 mM NaCl. 
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Figura 4.2.5 Evolução da área por cabeça de lipídio nos 15 ns finais para as simulações das membranas isoladas. 
Legenda: 100% POPC (azul), 75% POPC (verde), 75% POPG (vermelho) e 100% POPG (preto). Valores de 
referência: 0,54-0,68 nm2 (POPC) e 0,55-0,67 nm2 (POPG) [180–183]. 
 

 Os valores calculados da área por cabeça exibem uma maior flutuação para os 

sistemas binários, sem convergir completamente ao final de 100 ns (Figura 4.2.5). No entanto, 

a variação dos valores calculados é pequena, e está dentro da variação dos valores 

experimentais obtidos por diferentes grupos [180–183]. Esse comportamento indica uma 

termalização satisfatória das bicamadas para que possam ser usadas em simulações contendo 

o peptídeo híbrido. É possível notar, também, um comportamento de diminuição da área por 

cabeça, à medida que aumentamos gradativamente a quantidade de POPG da membrana: o 

caso em que a membrana é formada apenas por POPC apresenta área em torno de 67,8 ± 0,1 

Å2; na membrana composta por 75% de POPC e 25% de POPG, esse valor cai para 65,6 ± 0,1 

Å2; e na membrana com apenas 25% de POPC, esse valor cai ainda mais (63,6 ± 0,1 Å2). A 

exceção ocorre quando a membrana não apresenta lipídios POPC (100% POPG). Nesse caso, 

a área aumenta para em torno de 65,6 ± 0,1 Å2, valor ainda abaixo da medida para 100% de 

POPC [180–183]. A explicação para essa mudança na “tendência” está nas interações lipídio-

lipídio da membrana, mais precisamente nas ligações eletrostáticas que as cabeças dos lipídios 

podem formar. No caso dos lipídios POPG, os hidrogênios do grupo glicerol e os oxigênios 

grupo fosfato da cabeça do peptídeo se atraem eletrostaticamente. Isso torna esse tipo de 

interação mais forte e permite com que as cabeças dos lipídios fiquem mais próximas umas 

das outras já que estão “dobradas” em comparação ao caso 100% POPC. Por outro lado, nas 

interações POPC-POPG, há a formação de interações intermoleculares: hidrogênio da região 
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glicerol do POPG é atraído pelos oxigênios do grupo fosfato do POPC. Esse tipo de interação 

aproxima ainda mais as cabeças lipídicas, diminuindo de forma significativa a área por cabeça 

de lipídio, como pode ser  observado no gráfico da Figura 4.2.5. A Figura 4.2.6 representa 

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

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.2.6 Representação das interações intramoleculares no POPG (a) e intermoleculares POPC:POPG (b). O 
hidrogênio do grupo glicerol do POPG sofre atração eletrostática com os oxigênios do grupo fosfato dos lipídios. 
 

 Observações análogas foram previamente descritas na literatura interações lipídio-

lipídio [182, 184, 185]. Janosi e Gorfe também realizaram simulações 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 

binárias (área por cabeça, espessura da membrana) permaneceram praticamente as mesmas 

que a bicamada de POPC puro. O mesmo comportamento foi observado para os parâmetros 

de ordem. Entretanto, diferenças foram encontradas no comportamento das cabeças dos 

lipídios, devido ao potencial de formação de ligações de hidrogênio (intramolecular e 

interlipídios) das moléculas de POPG [185]. 

 Esses dados são importantes à medida que mostram que lipídios negativamente 

carregados integrantes de membranas com lipídios não-carregados contribuem para preservar 

a estrutura da bicamada. Porém, eles também alteram o potencial de reatividade da superfície, 

permitindo formação de sítios de interações eletrostáticas mais fortes com compostos 

positivamente carregados, por exemplo. Essas condições tornam-se particularmente 

interessantes para interações com peptídeos catiônicos. A Figura 4.2.7 a seguir mostra o efeito 

na área por cabeça de lipídio causado pela proximidade e interação com o peptídeo híbrido 

catiônico. 
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Figura 4.2.7 Evolução da área por cabeça de lipídio nos 15 ns finais para as simulações das membranas 
interagindo com peptídeo na superfície. Legenda: 100% POPC (azul), 75% POPC (verde), 75% POPG 
(vermelho) e 100% POPG (preto). Valores de referência: 0,54-0,68 nm2 (POPC) e 0,55-0,66 nm2 (POPG) [180–
183]. 
 

 Na membrana composta apenas por POPC, não houve mudanças significativas na área 

por cabeça (66,661 ± 0,003 Å2). O caráter positivo do grupo colina das cabeças dos lipídios 

faz com que a interação com o peptídeo catiônico seja mais fraca, afetando pouco a estrutura 

da membrana em si. No caso oposto, 100% POPG, houve uma razoável diminuição da área 

(63,573 ± 0,003 Å2) causada pela aproximação entre os lipídios devido às interações 

(discutidas na subseção 4.2.2) com peptídeo na superfície. As demais simulações mostraram 

mudanças sutis na área por cabeça, porém nenhuma alteração significativa. Foi analisado, 

também, o efeito da presença do peptídeo catiônico sobre o potencial eletrostático 

transmembrana (Figura 4.2.8) em relação ao eixo z da caixa. O potencial eletrostático muda 

de maneira significativa na presença do peptídeo quando o percentual de POPG é maior na 

bicamada lipídica. Trata-se de um fenômeno esperado, pois o lipídio é carregado 

negativamente. Na membrana de POPC, o efeito eletrostático é minimizado devido à carga 

neutra (zwitteriônica) desse tipo de lipídio. 
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Figura 4.2.8 Potencial eletrostático em relação ao eixo z dos sistemas com membranas isoladas (à 
esquerda) e membranas com peptídeo interagindo na superfície (à direita). As cabeças dos lipídios da 
membrana superior e da inferior ocupam a região por volta de 2-3 nm e 5-6, respectivamente. AS cadeias 
alifáticas estão posicionadas entre 3 e 5 nm. As moléculas de água se distribuem fora dessa região. 
Legenda: 100% POPC (azul), 75% POPC (verde), 75% POPG (vermelho) e 100% POPG (preto).  

 

 Análises da densidade dos grupos funcionais, ao longo do eixo normal à membrana, 

foram realizadas para as bicamadas tanto na ausência quanto na presença do peptídeo (Figuras 

4.2.9-4.2.10). Todos os sistemas exibem uma estrutura lamelar com um padrão estrutural 

muito similar. As moléculas de água estão confinadas na região hidrofílica formada pelos 

grupamentos glicerol e pelos grupos PO4, os quais constituem a cabeça dos lipídios. A região 

hidrofóbica também é bem definida em todos os casos: as cadeias de CH3, CH2 e CH1 ao 

longo da região central da caixa, onde estão afastadas das moléculas de água. Em todos os 

casos, na ausência de peptídeo, a caixa possui uma distribuição aproximadamente simétrica de 

seus constituintes. Uma comparação dos perfis de densidade de grupos no início (0 a 50 ns) e 

final (200 a 250 ns) da simulação foi realizada para identificar possíveis eventos e/ou 

migrações de componentes do sistema. Esta comparação é apresentada na simulação do 

peptídeo em contato com a superfície da bicamada contendo apenas POPG (Figura 4.2.10). 

Observa-se que não houve mudanças significativas na estrutura da bicamada lipídica. A única 

região que apresenta alguma variação corresponde aos grupos glicerol e PO4, possivelmente 

devido à atração eletrostática. Já aproximação do peptídeo é indicada pelo deslocamento da 

região que o representa (curva cinza) em direção aos grupos PO4 da membrana (Figura 

4.2.10). 
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a) 

 

b) 

 
c) 

 

d) 

 
Figura 4.2.9 Densidade em número para as simulações das membranas sem interação com peptídeos. a) 
100% POPC; b) 75% POPC; 75% POPG; d) 100% POPG. Legenda: água (azul); grupo glicerol (preto); 
PO4 (verde); CH3 (rosa); CH2 (laranja) e CH1 (azul claro). 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.2.10 Densidade em número para o sistema de um peptídeo interagindo com a membrana de 100% 
POPG durante: a) 0 a 50 ns; b) 200 a 250 ns de simulação.  

 

 Os parâmetros de ordem para as cadeias acila dos lipídios foram calculados para 

estimar o grau de desordem e fluidez das bicamadas, em especial em presença do peptídeo. 
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Foram analisadas as simulações contendo bicamadas compostas por apenas um tipo de 

fosfolipídio (100% POPC vs. 100% POPG) para observar o grau de ordenamento dos 

carbonos das cadeias palmitoil (sn1) e oleila (sn2) em cada uma destes sistemas. As análises 

foram realizadas ao longo dos 10 ns iniciais e finais (Figuras 4.2.11-4.2.12). 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.2.11 Gráficos de parâmetros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipídios nas 
simulações de um peptídeo com membrana 100% POPC.  

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.2.12 Gráficos de parâmetros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipídios nas 
simulações de um peptídeo com membrana 100% POPG.  

 

 Todos os gráficos das Figuras 4.2.11 e 4.2.12 refletem basicamente a mesma essência: 

ao fim da simulação as cadeias estão um pouco mais desordenadas. Esse comportamento é 

esperado, pois ao longo da simulação, a membrana vai se equilibrando e as cadeias (antes bem 

próximas e colapsadas) relaxam e adquirem maior grau de liberdade. Outro fato também 

esperado é o maior grau de desordem das extremidades das cadeias, uma vez que os últimos 

átomos possuem maior liberdade. Nas cadeias oleil, o aumento da ordem no átomo 8 da 
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cadeia é devido à ligação dupla (cadeia insaturada) que esse átomo realiza, o que diminui seus 

movimentos, aumentando o ordenamento dessa região específica. Esses fenômenos são 

essencialmente associados à equilibração da membrana lipídica, pois o efeito causado pela 

interação de apenas uma unidade do peptídeo é muito fraco. 

 

4.2.2 Simulações de Uma Unidade do Peptídeo em Solução	
 

 Simulações do peptídeo em solução contendo NaCl 0 M e 0,150 M foram realizadas 

para verificar as possíveis diferenças em relação às simulações com interação com membrana. 

O peptídeo híbrido adota uma conformação estável que se mantém ao longo de 50 ns em 

condições de NaCl 0 M e 0,150 M. Nesta conformação, a região C-terminal adota uma 

estrutura em hélice enquanto a região N-terminal do peptídeo é desordenada. Esta 

conformação é similar àquela adotada pelo peptídeo na presença da bicamada. A priori, o 

peptídeo exibe um maior percentual de hélice em força iônica de 0 M do que para 0,150 M 

(Figure 4.2.13). 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.2.13 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo isolado durante 50ns. 
Foi utilizado o GROMOS 54a7 sem restrições nas ligações de hidrogênio do peptídeo para meio com 
concentração adicional de NaCl de: a) 0 M; b) 0,150 M. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α (azul), hélice 
π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e desestruturado 
(branco). 

 

 Entretanto, os resultados experimentais indicavam o resultado oposto. Então, com 

objetivo de verificar se o peptídeo em solução 0 M NaCl estava no mínimo global, foi feita a 

análise de arrefecimento simulado. O resultado mostrou que a estrutura obtida inicialmente 

não era a de menor energia e uma nova estrutura foi observada, como mostrado no mapa de 

estrutura secundária da Figura 4.2.14 (onde é também comparado com a estrutura do peptídeo 

em solução de 150 mM NaCl): 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.2.14 Mapas de estrutura secundária para grupo de simulações de peptídeo isolado. Foi utilizado o 
GROMOS 54a7 sem restrições nas ligações de hidrogênio do peptídeo para meio com concentração 
adicional de NaCl de: a) 0 M com arrefecimento simulado – 10 ns finais; b) 0,150 M – 50 ns. Legenda: 
hélice 310 (cinza), hélice α (azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta 
(amarelo), dobra (verde) e desestruturado (branco).  

 

 Logo, como evidenciado pelo aumento da estrutura em hélice ao adicionar NaCl ao 

peptídeo em solução (Figura 4.2.14), com o procedimento computacional adotado foi possível 

reproduzir as observações experimentais para esse tipo de solução. 

 As medidas experimentais de CD indicam que o peptídeo adota uma conformação 

mais ordenada ao interagir com as bicamadas comparativamente à solução. Este ordenamento 

é mais pronunciado para bicamadas compostas por POPG. Nossas simulações reproduzem 

esta tendência com o peptídeo em solução exibindo um maior número de resíduos em regiões 

desordenadas (Figura 4.2.14), quando comparados ao peptídeo em presença das bicamadas 

contendo POPG (Figures 4.2.3d-4.24d) mais ordenado. A composição da bicamada lipídica 

influencia a estrutura secundária do peptídeo híbrido, em especial nos casos com maior 

quantidade de POPG. A explicação para esse efeito é devida ao maior número de interações 

sequenciais entre lisinas com os grupamentos da cabeça do lipídio POPG, o que favorece a 

conformação em hélice na região C-terminal do peptídeo. Além disso, nessa configuração o 

triptofano (W18) fica preso à superfície da membrana (menor polaridade) desde o início da 

simulação.  

 Enquanto isso, na interação do peptídeo com a membrana contendo apenas lipídios 

POPC, essas interações sequenciais entre lisinas não ocorrem. Neste caso, formam-se pares de 

interações entre aminoácidos (N6-T9, S14-K33), levando o peptídeo a uma configuração mais 

estável. Durante parte da simulação, o triptofano fica exposto a moléculas de água (maior 

polaridade). Essa observação está de acordo com os resultados observados experimentalmente 

(ou seja, a ocorrência de blue shift) [3]. 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.2.15 Representação da interação do peptídeo com a superfície da membrana 100% POPG no: a) início 
da simulação; b) fim da simulação. Lisinas são mostradas em laranja, triptofano em vermelho e membrana em 
cinza. Moléculas de água e íons foram omitidos para melhor visualização. 
 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.2.16 Representação da interação do peptídeo com a superfície da membrana 100% POPC no: a) início 
da simulação; b) fim da simulação. Lisinas são mostradas em laranja, triptofano em vermelho e membrana em 
cinza. Moléculas de água e íons foram omitidos para melhor visualização. 
 

 As interações eletrostáticas entre o peptídeo e as diferentes membranas influenciam na 

estrutura secundária do peptídeo, fazendo-o apresentar maior caráter helicoidal ao interagir 

com membranas contendo maior percentual de POPG em sua estrutura. Uma vez conhecido e 

discutido esse fenômeno, procurou-se estudar outras propriedades desses sistemas em busca 

de informações que permitissem a elucidação do mecanismo de ação desse peptídeo. Uma 
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dessas propriedades estudadas foi a direção de inserção do peptídeo no interior das 

membranas. 

 

4.3. Simulações Contendo Duas Unidades do Peptídeo: Preferência de 
Inserção do Peptídeo na Bicamada 
 

 Simulações contendo duas unidades do peptídeo híbrido imersas na membrana 

(Sim2u) foram realizadas para investigar a preferência de inserção (se através da região C-

terminal ou N-terminal) em bicamadas constituídas por um único tipo de fosfolipídio (100% 

POPC e 100% POPG) (Figura 3.1.3.). Cada simulação consistiu de duas unidades do peptídeo 

inseridas em lados opostos da bicamada de POPC ou POPG via região N-terminal (DOWN) 

ou C-terminal (UP). Foram realizadas análises de distância de centro de massa entre o centro 

de massa de cada região e o centro de massa da bicamada, com o objetivo de quantificar esse 

fenômeno de afastamento. Os gráficos a seguir mostram a evolução deste deslocamento para a 

simulação com a membrana de POPC. 

 

a) 

 

b) 

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

 

  A evolução temporal da distância entre os centros de massa dos aminoácidos N- 

terminal e C-terminal com relação ao centro de massa da bicamada de POPC mostra a 

aproximação da extremidade N-terminal do peptídeo UP da superfície da membrana (painel 

a) e o deslocamento da região C-terminal do interior da membrana (painel b). O procedimento 

acontece de modo análogo com o peptídeo DOWN: a região N-terminal inicialmente imersa 
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na membrana é levemente expelida do interior da camada lipídica, afastando-se do centro de 

massa da membrana (painel a). A região C-terminal aproxima-se do interior membrana e, ali, 

fica presa devido às interações já observadas com a simulação de um peptídeo. A Figura 4.3.2 

ilustra esse deslocamento comparando a configuração inicial com a configuração final da 

caixa.  

 

 

  Foram também analisadas a evolução da estrutura secundária de ambos os peptídeos 

(Figura 4.3.3.). Os padrões observados se assemelham ao da simulação com um peptídeo, em 

especial para a unidade com a região N-terminal inicialmente imersa. Neste caso, por ter sido 

expelido de forma mais rápida, o peptídeo passou a interagir apenas com a superfície 

exatamente como o caso do peptídeo isolado em 100% POPC.  

 

a) 
 

 

b) 
 

  
 

Figura 4.3.2 Representação gráfica do início (a) e do final (b) da simulação com duas unidades do peptídeo 
na membrana 100% POPC. Os dois peptídeos foram expulsos do interior da membrana. Moléculas de água 
e íons foram omitidos para melhor visualização. 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.3.3 Mapas de estrutura secundária para simulação de dois peptídeos parcialmente imersos na 
membrana de 100% POPC. Região imersa: a) N-terminal; b) C-terminal. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice 
α (azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e 
desestruturado (branco). 

 

 Da mesma maneira, foi realizada a simulação com os peptídeos parcialmente imersos, 

agora, na membrana contendo apenas lipídios POPG. A ideia consiste em analisar se o mesmo 

padrão de expulsão dos peptídeos é observado ou não, buscando as possíveis explicações. Os 

gráficos da Figura 4.3.4 já indicam um padrão de comportamento diferente para, pelo menos, 

um dos peptídeos. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.3.4 Evolução da distância entre centro de massa da membrana de 100% POPG e o centro de massa 
da região: a) N-terminal; b) C-terminal de cada peptídeo. A região N-terminal corresponde a uma lisina (K1) 
e a região C-terminal, uma glicina (G35). A curva em preto corresponde ao peptídeo UP; em vermelho, o 
peptídeo DOWN. 

 

  O peptídeo DOWN (região N-terminal imersa no começo da simulação) é deslocado de 

forma mais rápida para o exterior da membrana como pode ser visualizado no gráfico (a) da 

Figura 4.3.4. Esse movimento de saída do centro hidrofóbico é acompanhado por um 

deslocamento da porção C-terminal em direção à superfície de POPG (b). Esse deslocamento 

é governado pela atração eletrostática do peptídeo com os grupamentos carregados 
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negativamente da superfície. Na configuração final, o peptídeo forma uma configuração em 

‘V’, com duas hélices separadas pelos resíduos que definiam a parte imersa e a parte externa à 

membrana. O outro peptídeo, entretanto, permanece com sua região C-terminal dentro da 

membrana e, como o gráfico (a) indica, penetra mais um pouco, se aproximando ainda mais 

do centro de massa da membrana. Esse movimento é acompanhado pela região N-terminal 

que se aproxima mais, passando a interagir com os grupamentos carregados da superfície. A 

Figura 4.3.5 mostra a disposição dos peptídeos no início e no fim da simulação. 

 

a) 
 

 

b) 

 
 

Figura 4.3.5 Representação gráfica do início (a) e do final (b) da simulação com duas unidades do peptídeo na 
membrana 100% POPG. Apenas o peptídeo DOWN foi expulso do interior da membrana. O peptídeo UP 
permanece com sua região C-terminal no interior da membrana. Moléculas de água e íons foram omitidos para 
melhor visualização. 

 

 Visualmente, nota-se que um dos peptídeos saiu da região interna da membrana. Trata-

se da unidade cuja região N-terminal estava imersa no início da simulação. Já o outro 

peptídeo permaneceu com sua parte C-terminal imersa ao longo de toda a simulação. De 

modo similar ao caso com membrana 100% POPC, foram calculadas as distâncias entre os 

centros de massa das regiões terminais para o centro de massa da membrana.  

 A evolução da estrutura secundária dos peptídeos foi feita para auxiliar no 

entendimento desse comportamento. A Figura 4.3.6 mostra os mapas dessa evolução e 

indicam que as composições em hélice das estruturas para os dois peptídeos são maiores que 

nas simulações com a bicamada lipídica 100% POPC. Mais uma vez, há concordância com as 
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observações realizadas para as simulações com apenas uma unidade do peptídeo e com os 

dados experimentais. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.3.6 Mapas de estrutura secundária para simulação de dois peptídeos parcialmente imersos na 
membrana de 100% POPG. Região imersa: a) N-terminal; b) C-terminal. Legenda: hélice 310 (cinza), 
hélice α (azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra 
(verde) e desestruturado (branco). 

 

  Na configuração UP (porção C-terminal imersa no início da simulação), a região 

helicoidal composta pelos aminoácidos K33, G34 e G35 sofre desenovelamento para interagir 

com os grupos carregados das cabeças dos lipídios ao longo da superfície, formando uma 

espécie de âncora, enquanto a região C-terminal permanece perpendicular ao plano da 

membrana. A ligação das regiões C e N-terminal do peptídeo à superfície da membrana é 

governada por interações eletrostáticas entre aminoácidos positivamente carregados e os 

grupos carregados negativamente nas cabeças dos lipídios. A porção N-terminal do peptídeo 

possui um maior caráter hidrofílico e é composta por resíduos aceptores e doadores de ligação 

de hidrogênio (tirosina, cisteína e serina, por exemplo), favorecendo interações com as 

cabeças lipídicas. Devido a estas características, a região N-terminal é deslocada da região 

hidrofóbica da membrana (centro) em direção à superfície carregada. A conformação em 

hélice otimiza a distribuição de carga das lisinas na região C-terminal. Além disso, a grande 

flexibilidade dos resíduos lisina permite otimizar o número de interações entre estes resíduos 

e a superfície da membrana. Este comportamento não é observado para a região N-terminal do 

peptídeo devido ao pequeno número de resíduos positivamente carregados nesta região. 

 O conjunto de simulações contendo duas unidades do peptídeo híbrido imersos em 

bicamadas de POPG ou POPC mostrou  que a região C-terminal possui uma maior tendência 

de penetração na membrana do que a porção N-terminal. Após a inserção da região C-

terminal, ocorre um desenovelamento parcial da estrutura em hélice permitindo a interação de 

aminoácidos positivamente carregados (lisinas) com a superfície da camada oposta. Estes 
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resultados sugerem um possível mecanismo para penetração da bicamada no qual os 

peptídeos atravessam a membrana. Entretanto, devido ao tempo de simulação e/ou a baixa 

concentração de peptídeos, tal processo não foi observado durante as simulações descritas 

aqui. Nas próximas subseções será discutido o efeito da concentração de peptídeos sobre o 

mecanismo de ruptura das respectivas bicamadas. Com esta finalidade, simulações adicionais 

foram realizadas contendo múltiplas unidades do peptídeo (cinco e dez moléculas) na 

superfície de bicamadas compostas por POPC ou POPG. 

 

4.4. Simulações Contendo Múltiplas Unidades do Peptídeo: Efeito da 
Concentração de Peptídeos 
  

 Para aumentar a concentração de peptídeos, foi utilizada como base uma simulação 

prévia contendo uma unidade do peptídeo na superfície da membrana de POPG. À 

configuração da caixa dessa simulação, aos 100 ns de trajetória, foram adicionadas quatro 

unidades do peptídeo dispostas de forma paralela (regiões terminais paralelas) e antiparalela 

(regiões terminais antiparalelas) como descrito na subseção 4.4.1. Em seguida, foi estudado 

um sistema contendo dez unidades do peptídeo, replicando-se a configuração dos peptídeos da 

simulação com cinco unidades e posicionando-os proximamente aos originais. Os resultados 

desta simulação são abordados na subseção 4.4.2. 

 

4.4.1 Cinco Unidades do Peptídeo 	
 

 A Figura 4.4.1 a) mostra a disposição inicial dos peptídeos acima da membrana de 

lipídios POPG com quatro dos cinco peptídeos em conformação totalmente em hélice. Já a 

Figura 4.4.1 b) mostra a disposição desses peptídeos ao final da simulação (Sim5c). 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.1 Representação gráfica da simulação com cinco unidades do peptídeo na membrana 100% POPG 
(em cinza). a) Início da simulação; b) Final da simulação. Moléculas de água e íons foram omitidos para melhor 
visualização. 
 

 A ideia de colocar os peptídeos em hélice, mais uma vez, foi para tornar o processo de 

equilibração estrutural mais rápido e para analisar se as interações entre as unidades 

provocaria diferença na estrutura geral dos mesmos. E, também, para analisar a possibilidade 

de organização em forma de barril de hélices (estruturação mais alta). A imagem (b) da Figura 

4.4.1 mostra que a maioria dos peptídeos se agregou e que também houve perda de estrutura 

helicoidal na estrutura secundária. A evolução do comportamento da estrutura secundária 

desses peptídeos pode ser visualizada na Figura 4.4.2. 
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a) 

 
 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

e) 

 
Figura 4.4.2 Mapas de estrutura secundária para as cinco unidades de peptídeo interagindo na superfície 
da membrana de POPG durante os últimos 400 ns de simulação. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α 
(azul), hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e 
desestruturado (branco). 

 

 Os mapas da Figura 4.4.2 mostram que há uma perda do ordenamento da estrutura 

secundária ao longo da simulação, especialmente em um dos peptídeos (e). Entretanto, parte 

do peptídeo ainda possui estruturação do tipo em volta (cor amarela). Esse comportamento 

sugere que a perda de estrutura está associada às interações que a região C-terminal desse 

peptídeo com a região N-terminal do que estava próximo a ele (antiparalelo). Isso faz com 

que as interações das lisinas da região C-terminal desse peptídeo com as cabeças dos lipídios 

da membrana de POPG sejam mais fracas, o que provoca a desestabilização da estrutura em 

hélice. 
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 Além disso, foi observado ao longo da trajetória que os peptídeos realizam uma 

pressão sobre a membrana, perturbando-a de forma mais acentuada que sob o efeito de um 

único peptídeo (Figura 4.4.3). 

 

a) 

 
 

b) 

 

c) 

 

d) 

 
 

Figura 4.4.3 Mudanças na estrutura da membrana de 100% POPG causadas pela interação com as cinco 
unidades do peptídeo ao longo da trajetória. As imagens referem-se ao tempo de trajetória de: a) 100 ns ; 
b) 200 ns; c) 300 ns; d) 400 ns. Membrana em verde, com oxigênios dos grupos fosfato em vermelho. 
Moléculas de água representadas por pontos em vermelho. 

 

 À medida que a simulação progride, os peptídeos induzem uma curvatura negativa da 

membrana. Esse fenômeno parece resultar da concentração de peptídeos que, numa espécie de 

efeito cooperativo devido à interação entre os peptídeos (Figura 4.4.1-b), causa a curvatura da 

superfície da membrana. Isso sugere um possível caminho para rompimento da bicamada, 

através da formação de um poro ou de um mecanismo carpet-like, permitindo a passagem de 

moléculas de água e/ou dos peptídeos. Para medir o grau de penetração dos peptídeos na 

membrana, foram feitas análises do perfil de densidade de grupos funcionais na bicamada 

para os 50 ns iniciais e finais da simulação. 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.4 Densidade em número para o sistema de cinco peptídeos interagindo com a membrana de 
100% POPG durante: a) 0-50 ns; b) 350-400 ns de simulação. 

 

 Dos gráficos da Figura 4.4.4, pode-se observar a aproximação dos peptídeos e a 

penetração na região dos grupamentos fosfatos dos lipídios. Em termos de proximidade do 

centro da caixa, se compararmos a região que os peptídeos alcançam com o caso com apenas 

um peptídeo (Figura 4.2.10),  revemos que esse efeito é mais pronunciado devido à maior 

quantidade de unidades. Além disso, a perturbação provocada na membrana é identificada 

através da distribuição dos picos dos grupos característicos de bicamadas lipídicas. As regiões 

do glicerol e PO4 tornam-se menos uniformes e pronunciadas, especialmente na camada que 

interage com os peptídeos. As cadeias acilas (CH2 e CH1) deixam o alinhamento usual, 

gerando uma única distribuição (único pico cada). Entretanto, não há sinal de água nas regiões 

hidrofóbicas. Logo, não há rompimento efetivo da membrana. 

 Foi realizada também medidas dos parâmetros de ordem e do ângulo de inclinação das 

cadeias lipídicas ao longo da simulação. O objetivo consistia em quantificar a perturbação 

provocada pelos peptídeos nas cadeias dos lipídios ao longo da trajetória. A seguir, são 

mostrados os parâmetros de ordem para as cadeias palmitoil (sn1) oleila (sn2) para os 

primeiros 10 ns e os 10 ns finais de simulação. 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.5 Gráficos de parâmetros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipídos nas 
simulações de cinco unidades do peptídeo com membrana formada por lipídios POPG apenas. 

 

 
Figura 4.4.6 Histograma mostrando a distribuição dos ângulos 
de inclinação dos lipídios para a simulação com cinco unidades 
do peptídeo na superfície da membrana de 100% POPG. Em 
preto, 10ns iniciais e em vermelho, os 10ns finais. 

 

 Os parâmetros de ordem mostram que não há grandes mudanças no ordenamento de 

um átomo de carbono para o outro nas cadeias alifáticas. Um sutil aumento do 

desordenamento é observado nos últimos 10 ns da simulação em comparação com o início. 

Essa pequena mudança indica que não houve grande perturbação dos carbonos do fim da 

cadeia (centro da caixa), pois como abordado, o parâmetro de ordem expressa a variação de 

um átomo de carbono em relação ao anterior. Já o perfil de distribuição de ângulos de 

inclinação mostra que a quantidade de peptídeos agindo sobre a superfície da membrana 

provoca um aumento na quantidade de lipídios com maior grau de inclinação em relação ao 

eixo z. Ou seja, há um número maior de lipídios se movendo além da posição de relaxamento 



 

 
 

106 

(paralela ao eixo z, ângulo de projeção menor). Esse fenômeno é explicado devido à forte 

interação do maior número de peptídeos com a membrana, inclinando os lipídios e, 

consequentemente, formando a curvatura observada na bicamada. 

  Apesar de não haver um rompimento da membrana, a presença de maior número de 

peptídeos (concentração) indica um aumento da perturbação da bicamada lipídica de POPG. 

Investigou-se, então, o efeito ao dobrar essa concentração de peptídeos através da simulação 

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

 

4.4.2 Dez Unidades do Peptídeo 	
 
 A simulação com dez unidades do peptídeo foi realizada a partir da configuração do 

sistema com cinco unidades aos 100 ns de simulação. Dessa vez, foram utilizados os 

peptídeos da simulação com 5 unidades (com estrutura já equilibrada) para dobrar a 

concentração. Esses peptídeos foram distribuídos pouco acima das cinco unidades originais e 

foram realizados mais 300 ns de trajetórias, totalizando 500 ns de simulação. As imagens da 

Figura 4.4.7 mostram a distribuição inicial e final dos peptídeos na superfície da membrana. 

 
a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.7 Representação gráfica da simulação com dez unidades do peptídeo na superfície da membrana 
100% POPG (em cinza). a) Início da simulação; b) Final da simulação. Moléculas de água e íons foram omitidos 
para melhor visualização. 
 
 Os peptídeos, antes dispersos, formam um agregado único que pressiona a membrana. 

As estruturas secundárias exibem poucas alterações ao longo da simulação. Entretanto, para 

analisar mais detalhadamente os efeitos do aumento da concentração dos dez peptídeos sobre 
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eles mesmos, análises de mudanças na estrutura secundária ao longo da simulação foram 

realizadas e podem ser visualizadas na Figura 4.4.8. 
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Figura 4.4.8 Mapas de estrutura secundária para as dez unidades de peptídeo interagindo na superfície da 
membrana de POPG para os 300 ns finais de simulação. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α (azul), 
hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e 
desestruturado (branco). 
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 Em média, todos os peptídeos apresentam conservação de estrutura em hélice na 

porção final da cadeia (C-terminal). Em alguns casos, a perda de hélice é associada às 

interações entre os próprios peptídeos, como observado na simulação com cinco unidades do 

mesmo. Observou-se novamente o comportamento de forte interação realizado pelos 

peptídeos sobre a membrana, provocando distorções até mais profundas em comparação ao 

caso com os cinco peptídeos.  

 

a) 

 

b) 

 
c) 

 

d) 

 
Figura 4.4.9 Mudanças na estrutura da membrana de 100% POPG causadas pela interação com as dez 
unidades do peptídeo ao longo da trajetória. As imagens referem-se ao tempo de trajetória de: a) 0 ns ; b) 
100 ns; c) 200 ns; d) 300 ns. Membrana em verde, com oxigênios dos grupos fosfato em vermelho. 
Moléculas de água representadas por pontos em azul. 

 

 O processo de perturbação da membrana associado ao aumento da concentração de 

peptídeos é acelerado. Enquanto no caso com cinco unidades peptídicas, foram necessários 
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praticamente 400 ns (Figura 4.4.3) para formação de uma curvatura visível, no sistema com 

dez peptídeos uma perturbação muito maior já acontece aos 200ns de simulação, numa 

relação de proporcionalidade direta. Além disso, ao avançar a simulação (300 e 400ns da 

Figura 4.4.9), percebe-se a descaracterização da bicamada lipídica afetada pelos peptídeos, 

que se comportam seguindo um comportamento similar ao mecanismo do tipo carpete (do 

inglês, carpet-like). Para mensurar essa perda de característica de bicamada lipídica, foram 

feitos gráficos da densidade em número no início e no fim da simulação. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.10 Densidade em número para o sistema de dez peptídeos interagindo com a membrana de 
100% POPG durante: a) 0-50 ns; b) 350-400 ns de simulação. 

 

 A Figura 4.4.10 mostra que no início da simulação, a membrana possuía regiões 

específicas e características bem definidas. Os grupamentos glicerol e fosfato definindo as 

cabeças dos lipídios e região acessível à água (hidrofílica). Nessa região também são 

encontrados os primeiros peptídeos que interagem com a superfície da membrana. As regiões 

hidrofóbicas estão internas, afastadas dos peptídeos e das moléculas de água. Todavia, ao 

final da simulação, não é mais possível distinguir as regiões específicas de cada camada 

lipídicas. O sistema membranoso foi afetado pela maior concentração de peptídeos, tornando-

se deformado e descaracterizado. Como a membrana possui curvaturas pronunciadas, o 

gráfico sugere que moléculas de água teriam penetrado na região hidrofóbica devido à 

formação de interações dos peptídeos com essa região (o que seria uma evidência de possível 

formação de poro). Entretanto, na visualização da trajetória, não é verificado esse processo. 

Há apenas a formação de uma região onde a membrana provavelmente pode se romper devido 

ação de interação do conjunto de peptídeos (como um carpete). A Figura 4.4.11 mostra a 

possível região de rompimento da membrana. 
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Figura 4.4.11 Cavidade causada pela ação dos dez 
peptídeos sobre a membrana de POPG, indicando 
possível mecanismo carpet-like de rompimento. 
Membrana em branco, com grupos fosfatos destacados 
em vermelho indicando as cabeças lipídicas. 

 

 De modo análogo à simulação com cinco peptídeos, foram realizadas análises de 

parâmetros de ordem e ângulo de inclinação dos lipídios para verificar o grau de perturbação 

nas cadeias acila. As mudanças nas ordens dos átomos de carbonos das cadeias palmitoil (sn1) 

e oleila (sn2) podem ser visualizadas na Figura 4.4.12. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.12 Gráficos de parâmetros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipídos nas 
simulações de dez unidades do peptídeo com membrana formada por 100% POPG. 
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 Ao contrário da simulação com cinco unidades peptídeos, quando não houve 

mudanças significativas na ordem entre os átomos de carbono das cadeias, a perturbação 

causada pelos cinco peptídeos na membrana reflete-se nas cadeias lipídicas. O grau de ordem 

diminui de maneira significativa, mesmo sem haver interações diretas entre os peptídeos e 

esses átomos. Esse fenômeno sugere que os átomos integrantes das cadeias acila estão com 

graus de liberdades maiores, realizando deslocamentos mais intensos, indicando um 

enfraquecimento de suas ligações. Esse enfraquecimento pode levar à desestabilização total e, 

consequentemente, ao rompimento da membrana. 

 A análise do ângulo de inclinação, que mostra quão afastados estão os lipídios da sua 

formação original paralela ao eixo z, é encontrada na Figura 4.4.13. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.13 Gráficos da simulação com dez unidades do peptídeo na superfície da membrana de 100% 
POPG: a) Histograma mostrando a distribuição dos ângulos de inclinação dos lipídios. Em preto, 10 ns 
iniciais e em vermelho, os 10 ns finais; b) Evolução temporal da média dos ângulos de inclinação. 

 

 O primeiro gráfico mostra que grande quantidade de lipídios cuja inclinação em 

relação ao eixo z aumentou. Esse fenômeno é associado às curvaturas provocadas na 

membrana devido à interação que os peptídeos exercem na mesma. Isso faz com que os 

lipídios deixem sua conformação relaxada e acabem se inclinando. O segundo gráfico mostra 

a evolução ao longo do tempo do ângulo médio de inclinação da projeção do vetor definido 

pelos lipídios no eixo z. No início da simulação, esse ângulo possuía média em torno de 30º, 

valor associado à própria definição do vetor (devido às duas cadeias alifáticas que compõe os 

lipídios). Ao fim da simulação, esse valor médio passou a cerca de 50º, ou seja, ocorre um 

afastamento médio de 20º da posição inicial indicando um alto grau de perturbação da 

membrana.  



 

 
 

113 

 As medidas da desordem associadas aos fenômenos de contínua interação dos 

peptídeos com as cabeças dos lipídios, durante o processo de perturbação, sugerem que o 

mecanismo de rompimento ocorre sem penetração efetiva dos peptídeos na membrana. Ou 

seja, o rompimento da membrana aconteceria devido à interação do aglomerado de peptídeos 

num procedimento conhecido como mecanismo carpete (carpet-like). Todavia, para certificar 

que o tamanho da caixa estava adequado e que o fenômeno observado não ser associado a um 

efeito de fronteira, foram simulados sistemas com dez unidades dos peptídeos interagindo 

com membrana lipídica com tamanho nove vezes maior. 

 

4.4.3 Membranas Gigantes com Dez Unidades do Peptídeo 	
 

 Para realizar essas simulações, foram criadas caixas com membrana fosfolipídica com 

dimensões iniciais 19,8 nm x 21,2 nm x 18,0 nm (POPC) e 23,7 nm x 24,7 nm x 17,5 nm 

(POPG). Dez unidades do peptídeo foram colocadas na superfície de cada membrana como 

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

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.14 Representação gráfica da simulação com dez unidades do peptídeo na superfície da membrana 
gigante de 100% POPC (em cinza). a) Início da simulação; b) Final da simulação (100 ns). Moléculas de água e 
íons foram omitidos para melhor visualização.  
 

  A imagem mostra que, ao final da simulação, não há a formação de um único 

aglomerado com todos os peptídeos, ao contrário do que é observado na simulação de dez 

unidades na membrana de POPG. Alguns dos peptídeos se dispersam e se isolam na 



 

 
 

114 

superfície da membrana. Fez-se, então, análise das estruturas secundárias dos peptídeos para 

ver se também apresentam conteúdo em hélice, como mostrado nos mapas a seguir: 
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Figura 4.4.15 Mapas de estrutura secundária para as dez unidades de peptídeo interagindo com a 
membrana de POPC para os 100 ns de simulação. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α (azul), hélice π 
(roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e desestruturado 
(branco).  
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 A Figura 4.4.15 mostra que o trecho N-terminal da cadeia peptídica preserva pouca 

estrutura em hélice, há muita dinâmica de mudança estrutural. Esse fenômeno auxilia a refutar 

a hipótese de mecanismo via formação de poro, pois este requer a preservação da estrutura em 

hélice do peptídeo. Em seguida, foi observado o efeito que os peptídeos causavam na 

membrana ao longo da simulação. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.16 Evolução da estrutura da membrana de 100% POPC através da interação com as dez unidades 
do peptídeo ao longo da trajetória. As imagens referem-se ao tempo de trajetória de: a) 0 ns; b) 100 ns. 
Cadeias alifáticas estão em cinza, grupo colina em laranja e os oxigênios dos grupos fosfato em vermelho. 
Moléculas de água foram omitidas para melhor visualização. 

 

 A bicamada lipídica sofre pequenas ondulações em sua estrutura, porém permanece 

claramente observável a separação entre as duas camadas (ao contrário do que foi observado 

para a membrana menor composta por POPG). Apesar de a interferência dos peptídeos ser 

considerada pequena, na região onde a maior parte deles interage com a membrana, há a 

formação de uma pequena curvatura. Mais uma vez, esse fenômeno 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 início e 

no fim da simulação (10 ns cada). 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.17 Densidade em número para o sistema de dez peptídeos interagindo com a membrana 
gigante de 100% POPC durante: a) 0-10 ns; b) 90-100 ns de simulação.  

 

 Os perfis de número de densidade confirmam que não houve grandes perturbações e a 

bicamada lipídica preserva suas regiões características. No início da simulação, há uma 

movimentação intensa para termalizar o sistema. Por isso o perfil parece mais suave no início 

que no fim da simulação. A penetração dos peptídeos é visualizada pela aproximação de seus 

pontos das curvas dos grupamentos colina e fosfato da camada fosfolipídica superior. Além 

disso, foram realizadas análises de parâmetros de ordem dos carbonos das cadeias alifáticas e 

ângulos de inclinação dos lipídios para mensurar a pequena perturbação causada pelos 

peptídeos. As figuras 4.4.18 e 4.4.19 mostram os gráficos obtidos dessas análises. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.18 Gráficos de parâmetros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipídos nas 
simulações de dez unidades do peptídeo com membrana gigante formada por 100% POPC. 

 

 Observando a variação dos valores dos parâmetros de ordem, obtém-se mais um 

indicativo que a perturbação causada pelos peptídeos é menor do que comparado ao caso da 

membrana composta por lipídios POPG. A diminuição observada nos gráficos da Figura 
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4.4.17 está mais correlacionada à relaxação do sistema do que a pressão realizada pelos 

peptídeos. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.19 Gráficos da simulação com dez unidades do peptídeo na superfície da membrana de 100% 
POPC gigante: a) Histograma mostrando a distribuição dos ângulos de inclinação dos lipídios. Em preto, 
10 ns iniciais e em vermelho, os 10 ns finais; b) Evolução temporal da média dos ângulos de inclinação. 

 

 O histograma e a evolução média da projeção do ângulo de inclinação mostram que o 

sistema foi pouco perturbado. As mudanças nas cadeias e orientações dos lipídios estão 

associadas à relaxação do sistema e a região no qual os peptídeos pressionam a membrana. A 

formação da curvatura, mesmo que menor em comparação ao caso 100% POPG, também 

contribui na medida em que os lipídios sofrem inclinações na região pressionada pelos 

peptídeos.  

 O mesmo protocolo de simulação foi então realizado para a simulação membrana de 

lipídios POPG gigante interagindo com dez peptídeos na superfície. Os peptídeos foram 

distribuídos de forma similar ao caso com a membrana 100% POPC, apenas a bicamada foi 

trocada. A Figura 4.4.19 ilustra a distribuição da caixa ao início e no final da simulação de 

100 ns. 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.20 Representação gráfica da simulação com dez unidades do peptídeo na membrana gigante de 100% 
POPG (em cinza). a) Início da simulação; b) Final da simulação. Moléculas de água e íons foram omitidos para 
melhor visualização. 
 

  Ao contrário da simulação com a membrana de POPC, neste caso, os peptídeos 

formam um aglomerado único na superfície. Esse comportamento é similar ao que já havia 

sido observado na membrana menor de 100% POPG com as dez unidades. Ou seja, a 

aglomeração dos peptídeos quando interagindo com fosfolipídios POPG não é um fenômeno 

de efeito de borda, mas sim produto da interação dos peptídeos com a membrana e entre si.  
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Figura 4.4.21 Mapas de estrutura secundária para as dez unidades de peptídeo interagindo com a 
membrana gigante de POPG para os 100 ns de simulação. Legenda: hélice 310 (cinza), hélice α (azul), 
hélice π (roxo), folha beta-ponte (preto), barril beta (vermelho), volta (amarelo), dobra (verde) e 
desestruturado (branco). 



 

 
 

121 

 

 Apesar de, em geral, o percentual de hélice ser maior, quando comparado com a 

simulação com membrana de POPC, não há uma uniformidade na estrutura secundária geral 

de cada peptídeo. A dinâmica de evolução das estruturas secundárias dos peptídeos torna a 

possibilidade de mecanismo de rompimento da membrana via formação de poro mais remota. 

A quebra via mecanismo carpete parece ser a explicação mais viável, principalmente quando 

se observa o efeito do aglomerado de peptídeos na bicamada lipídica (Figura 4.4.21).  

  

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.22 Evolução da estrutura da membrana gigante de 100% POPG através da interação com as 
dez unidades do peptídeo ao longo da trajetória. As imagens referem-se ao tempo de trajetória de: a) 0 ns; 
b) 100 ns. Na membrana, os grupos glicerol estão em verde, as cadeias alifáticas em cinza e os oxigênios 
dos grupos fosfato em vermelho. Moléculas foram omitidas para melhor visualização. 

 

 No início da simulação, os peptídeos estão dispostos afastados da membrana. É  

possível observar as duas camadas na membrana através dos grupamentos fosfatos em 

destaque. À medida que a trajetória avança, os peptídeos são atraídos pela membrana por 

forças eletrostáticas e formam um aglomerado entre si, que age sobre a superfície da 

membrana de forma mais intensa. Essa pressão é associada ao maior número de interações 

que os peptídeos fazem com as cabeças dos lipídios POPG. Por causa dessa maior interação, a 

desestabilização da bicamada é mais intensa e, ao fim, dos 100 ns de simulação, não é mais 

tão simples identificar as camadas individuais que a compõem. Como a simulação foi 

realizada numa membrana nove vezes maior, foi descartada a possibilidade de que a distorção 

resultasse de um efeito de fronteira. Ou seja, é a ação dos peptídeos que provoca a 

perturbação e é, consequentemente, a possível causa da ruptura na membrana lipídica. 
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 De modo análogo ao procedimento realizado para outras simulações com múltiplas 

unidades do peptídeo, através do perfil de número de densidade foi feita a caracterização do 

sistema no início e ao fim da simulação. 

 

a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.23 Densidade em número para o sistema de dez peptídeos interagindo com a membrana 
gigante de 100% POPG durante: a) 0-10 ns; b) 90-100 ns de simulação.  

 

 Observa-se que, no início da simulação, o sistema de peptídeos-membrana possui suas 

regiões características bem definidas. As cadeias acilas dos lipídios mais próximas das regiões 

centrais da caixa, os grupamentos fosfato e glicerol (regiões hidrofílicas) estão em contato 

com as moléculas de água e mais próximas dos peptídeos. Estes últimos atraídos pela 

superfície de carga negativa formada pela cabeça dos lipídios. Ao final da simulação, essas 

regiões sofreram distorções profundas, alterando significativamente o perfil da bicamada à 

medida que o aglomerado de peptídeos interage com a membrana. Na Figura 4.4.22 b), a 

membrana está totalmente descaracterizada. Não há mais separação visível das camadas 

individuais. As mudanças são tão drásticas que a curva de água passa a ocupar regiões que 

antes seriam inacessíveis (centro da caixa = região hidrofóbica). Entretanto, não houve 

ruptura propriamente dita da membrana durante a trajetória, mas um indicativo do processo de 

rompimento através dessa perturbação. 

 A região hidrofóbica da bicamada também sofreu perturbações, dada à interação dos 

peptídeos com a membrana fosfolipídica. É possível observar, através dos gráficos de 

parâmetros de ordem (Figura 4.4.23), que os carbonos das cadeias lipídicas adquirem um grau 

de liberdade maior, o que permite maior movimentação. Esse aumento da movimentação dos 

carbonos tende tornar as cadeias alifáticas mais instáveis. Essa mobilidade, ou o próprio 

afastamento médio dos lipídios entre si devido à desestabilização causada na membrana, é o 

possível meio para a ruptura da mesma (mecanismo carpet-like). 
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a) 

 

b) 

 
Figura 4.4.24 Gráficos de parâmetros de ordem para as cadeias palmitoil (a) e oleila (b) dos lipídos nas 
simulações de cinco unidades do peptídeo com membrana gigante formada por lipídios POPG apenas. 

 

 A análise da inclinação da projeção dos ângulos definidos pelos lipídios sobre o eixo z 

também foi realizada e pode ser visualizada na Figura 4.4.24. 

 

a) 

 

b) 

 

Figura 4.4.25 Gráficos da simulação com dez unidades do peptídeo na superfície da membrana de 100% 
POPC gigante: a) Histograma mostrando a distribuição dos ângulos de inclinação dos lipídios. Em preto, 10 
ns iniciais e em vermelho, os 10 ns finais; b) Evolução temporal da média dos ângulos de inclinação. 

 

 Como pode ser observado, o perfil é bastante similar ao observado para a simulação 

com os dez peptídeos com a membrana menor de POPG. Nos 10 ns iniciais de simulação, a 

maior parte dos lipídios possuía projeção com inclinação em torno de 20º do eixo z. Na parte 

final da simulação, vê-se que muitos lipídios se inclinaram, com alguns chegando a 90º em 

relação ao eixo z. Ou seja, fosfolipídio perpendicular ao plano do eixo z e longe do 

posicionamento usual de lipídios em bicamadas. Observa-se, também, que o valor médio da 

inclinação dobra em apenas 100ns de simulação. Esses fenômenos de inclinação de lipídios 
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estão associados às perturbações (curvaturas) provocadas na membrana, devido ação dos 

peptídeos. 

 Ressalta-se, mais uma vez, que as medidas experimentais mostram o rompimento da 

membrana e rápido encolhimento das GUVs [3], o que não é característico de processo de 

ruptura através de formação de poro. A formação de poro na membrana requer grande 

estabilidade da estrutura dos peptídeos em hélice e que exista a quebra das interações desses 

peptídeos com a superfície da membrana para interação com região hidrofóbica. Esse 

mecanismo foi descartado, pois não é observado nas simulações (em especial, caso 100% 

POPC). Tanto para a membrana de POPC quanto para a membrana composta apenas por 

POPG, o processo de desestabilização membranoso ocorreu devido ao aumento significativo 

da concentração de peptídeos agindo sobre as mesmas, com destaque para a membrana de 

lipídios POPG. A desestabilização e rompimento da membrana são governados por um 

mecanismo carpete, no qual os peptídeos pressionam e empurram a superfície da membrana.  
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5. Conclusões 
 
  Este trabalho teve como objeto de estudo um peptídeo híbrido de plantaricina 149 e 

pediocina A e os efeitos nele causados e os que foram provocadas pela sua presença em 

membranas fosfolipídicas puras e misturas de POPC e POPG. Investigou-se, também, a forma 

de interação preferencial e o efeito da concentração de peptídeos nas membranas para 

sugestão de possível mecanismo de ação.  Para realizar esse estudo através de dinâmica 

molecular, foi antes necessário escolher a metodologia computacional adequada. Baseando-se 

em medidas experimentais de dicroísmo circular, espectroscopia de fluorescência e 

microscopia ótica [3], utlizamos o conjunto de parâmetros do campo de força do GROMOS 

53A6 para tentar reproduzir a observação experimental que indicava um aumento do conteúdo 

de hélice do peptídeo ao interagir com membranas carregadas (POPG) em relação às não-

carregadas (POPC). No entanto, estas simulações exploratórias não reproduziram 

adequadamente as tendências experimentais. Ocorre que um novo conjunto de parâmetros do 

campo de força GROMOS, recém publicado à época, trazia correções para a instabilidade de 

hélices em sequências peptídicas curtas [126]. O conjunto de parâmetros GROMOS 54A7 

resultou em simulações consistentes com as observações experimentais, isto é, os mapas de 

estrutura secundária reproduziram o aumento do conteúdo de hélice do peptídeo ao interagir 

com membranas de POPG comparativamente às membranas de POPC. Esse fenômeno é 

válido tanto para a interação da única unidade do peptídeo com a superfície da membrana, 

quanto para o peptídeo imerso na membrana. A simulação na membrana de 100% POPG 

também mostrou que o triptofano permanece confinado e interagindo com a membrana 

durante a simulação, em acordo com o deslocamento para o azul (blue shift) observado 

experimentalmente por espectroscopia de fluorescência (seção 1.1.4). Na simulação com 

POPC, o triptofano possui uma maior flexibilidade conformacional, interagindo ora com 

água, ora com a membrana e, assim, exibindo um menor deslocamento para o azul. 

 Nas simulações com duas unidades do peptídeo, observamos que as duas partes 

(regiões C-terminal e N-terminal) dos peptídeos são expelidos do interior da membrana de 

POPC. De modo similar, o fenômeno se repete para a porção N-terminal do peptídeo na 

membrana de POPG, mas não com a região C-terminal que permanece estável no interior da 

membrana durante a simulação (150 ns). Isso sugere que a interação preferencialmente 

acontece na superfície da membrana, enquanto a região C-terminal (parte derivada da 
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plantaricina 149) é a responsável pela penetração e/ou pressão realizada pelo peptídeo sobre a 

membrana. 

 Em seguida, investigamos o efeito do aumento da concentração de peptídeos sobre a 

membrana de POPG. Foram colocadas cinco unidades do peptídeo sobre a superfície da 

membrana e observou-se que os peptídeos agem induzindo uma curvatura negativa da mesma, 

desestabilizando-a. Todavia, não foi observado o rompimento efetivo da membrana, nem a 

penetração de água ou peptídeo nas regiões hidrofóbicas. Ao dobrar a concentração de 

peptídeo (dez unidades), o aumento da curvatura tornou-se mais pronunciado e a membrana 

sofreu distorções mais acentuadas e de forma mais rápida. Os peptídeos perturbam a 

membrana atuando como um aglomerado, via um mecanismo similar ao mecanismo carpete. 

Durante as simulações, a região N-terminal dos peptídeos permanece desestruturada e a região 

helicoidal apresenta grande dinâmica de comportamento. Estas observações tornam um 

mecanismo de formação de poro pelo peptídeo menos provável, pois tal mecanismo requer 

um maior ordenamento da estrutura dos peptídeos. Para verificar se a ruptura da membrana 

sofreu o efeito de fronteira/vizinhança devido ao tamanho da bicamada, foram feitas 

simulações com membranas POPC e POPG nove vezes maior, chamadas de membranas 

gigantes. A simulação das dez unidades do peptídeo híbrido com a membrana gigante de 

POPC mostrou que a membrana sofreu pouca perturbação. Os peptídeos pressionam a 

membrana, porém como a interação não é tão forte (devido ao caráter zwitteriônico do 

fosfolipídio), essa pressão é significativamente menor do que a observada para a simulação 

com POPG. No caso da membrana gigante carregada negativamente (POPG), os peptídeos 

formam um grande aglomerado que atua da mesma maneira que a versão com membrana 

menor: pressionam a membrana e provocam perturbações profundas que indicam o caminho 

viável para rompimento da membrana. A alta barreira para separar o agregado e provocar a 

estruturação em hélice de todos os peptídeos somada à energia necessária para entrar na 

bicamada, indicam que mecanismo em barril é inviável.  Esse comportamento, aliado às 

demais informações experimentais e computacionais obtidas, sugere que o possível 

mecanismo de ação desse peptídeo híbrido é através do mecanismo carpete. 
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6. Perspectivas 
 

  Uma das perspectivas do trabalho é utilizar cálculos de função de distribuição radial e 

potencial eletrostático ao redor do triptofano do peptídeo para verificar a vizinhança do 

aminoácido. Através desses cálculos, será possível determinar o número de coordenação do 

TRP (e de sua cadeia lateral), obtendo o número médio de moléculas de água que estão 

coordenadas a ele. Esse é um possível resultado quantitativo para comparação com os dados 

experimentais obtidos através do espectro de emissão de fluorescência e do deslocamento 

para o azul (causado pela mudança de polaridade do meio interagente). 

 Outra perspectiva é criar representações dos sistemas com múltiplas unidades do 

peptídeo utilizando o modelo coarse-grained MARTINI [187–189]. O conceito de modelo 

coarse-grained consiste em reduzir os graus de liberdades (em comparação com modelos all-

atoms) através do tratamento implícito dos átomos. Ou seja, moléculas ou trechos delas são 

transformados em sítios únicos de interação e isso provoca, consequentemente, a diminuição 

dos sítios de interação. Devido à diminuição dos graus de liberdade e dos detalhes das 

interações, uma simulação coarse-grained requer menos tempo computacional e obtêm-se 

trajetórias de forma mais rápida do que para o mesmo sistema tratando todos os átomos 

explicitamente. Logo, aumentos da escala de tempo e tamanho das caixas das simulações 

podem ser obtidos. Essa redução permite a visualização de efeitos que escalas de tempo mais 

reduzidas não são capazes, como o processo de desestabilização e possível rompimento da 

membrana de POPG.  
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8. Anexos 
 

8.1. Lista de Aminoácidos 
 

  Nome Símbolo Abreviação Nomenclatura 
Glicina ou Glicocola Gly, Gli G Ácido 2-aminoacético ou Ácido 2-amino-etanóico 

Alanina Ala A 
Ácido 2-aminopropiônico ou Ácido 2-amino-

propanóico 

Leucina Leu L 
Ácido 2-aminoisocapróico ou Ácido 2-amino-4-

metil-pentanóico 

Valina Val V 
Ácido 2-aminovalérico ou Ácido 2-amino-3-metil-

butanóico 

Isoleucina Ile I 
Ácido 2-amino-3-metil-n-valérico ou ácido 2-amino-

3-metil-pentanóico 
Prolina Pro P Ácido pirrolidino-2-carboxílíco 

Fenilalanina 
Phe, 

Fen 
F 

Ácido 2-amino-3-fenil-propiônico ou Ácido 2-amino-

3-fenil-propanóico 

Serina Ser S 
Ácido 2-amino-3-hidroxi-propiônico ou Ácido 2-

amino-3-hidroxi-propanóico 
Treonina Thr, The T Ácido 2-amino-3-hidroxi-n-butírico 

Cisteina Cys, Cis C 
Ácido 2-bis-(2-amino-propiônico)-3-dissulfeto ou 

Ácido 3-tiol-2-amino-propanóico 

Tirosina Tyr, Tir Y 
Ácido 2-amino-3-(p-hidroxifenil)propiônico ou 

paraidroxifenilalanina 
Asparagina Asn N Ácido 2-aminossuccionâmico 
Glutamina Gln Q Ácido 2-aminoglutarâmico 

Aspartato ou Ácido 

aspártico 
Asp D 

Ácido 2-aminossuccínico ou Ácido 2-amino-

butanodióico 
Glutamato ou Ácido 

glutâmico 
Glu E Ácido 2-aminoglutárico 

Arginina Arg R Ácido 2-amino-4-guanidina-n-valérico 

Lisina Lys, Lis K 
Ácido 2,6-diaminocapróico ou Ácido 2, 6-

diaminoexanóico 
Histidina His H Ácido 2-amino-3-imidazolpropiônico 

Triptofano Trp, Tri W Ácido 2-amino-3-indolpropiônico 
Metionina Met M Ácido 2-amino-3-metiltio-n-butírico 
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8.2. Metodologia 
 

8.2.1. Atualização para GROMOS 54A7 
 

 
Figura 8.2.1 Exemplo de cálculo dos parâmetros C6 e C12 de Lennard-Jones com base na atualização do 
campo de força GROMOS 54A7. 
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Figura 8.2.2 Exemplo de adição dos parâmetros C6 e C12 de Lennard-Jones no arquivo de interação não-
ligada (ffnon-bonded.itp) para as modificações do campo de força GROMOS 54A7. 
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8.2.2. Descrição dos sistemas simulados 
 
Tabela 8.2.1: Descrição e tempo (em ns) de simulação para os sistemas estudados com campo de força 
GROMOS 54A7 e concentração NaCl 150 mM. 

Sistema Peptídeos Lipídios Número de átomos Tempo (ns) 
Soluto Íons Total 

Sol1 1 0 361 7 368 50 
Sol2 1 0 361 139 500 60 

Memb1 0 512 0 720 27856 100 
Memb2 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 
75PGs1 1 512 27369 587 27956 150 
75PCs1 1 512 27113 341 27454 150 
100PCs1 1 512 26985 227 27212 150 
100PGe1 1 507 27232 698 27930 150 
75PGe1 1 499 26682 644 27326 150 
75PCe1 1 495 26226 338 26564 150 
100PCe1 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 

Sol1 e Sol2 – peptídeo em solução 0 mM e 150 mM, respectivamente. 
Memb1, Memb2, Memb3 e Memb4 – membranas sem peptídeos: 100% POPC, 75% POPC, 75% POPG e 100% 
POPG, respectivamente.  
100PGs1 – uma unidade do peptídeo na superfície da membrana de 100% POPG. 
75PGs1 – uma unidade do peptídeo na superfície da membrana de 75% POPG + 25% POPC. 
75PCs1 – uma unidade do peptídeo na superfície da membrana de 25% POPG + 75% POPC. 
100PCs1 – uma unidade do peptídeo na superfície da membrana de 100% POPC. 
100PGe1 – uma unidade do peptídeo imersa na membrana de 100% POPG. 
75PGe1 – uma unidade do peptídeo imersa na membrana de 75% POPG + 25% POPC. 
75PCe1 – uma unidade do peptídeo imersa na membrana de 25% POPG + 75% POPC. 
100PCe1 – uma unidade do peptídeo imersa na membrana de 100% POPC. 
100PGe2 – duas unidades do peptídeo parcialmente imersas na membrana de 100% POPG. 
100PCe2 – duas unidades do peptídeo parcialmente imersas na membrana de 100% POPC. 
100PGs5 – cinco unidades do peptídeo na superfície da membrana de 100% POPG. 
100PGs10a – dez unidades do peptídeo na superfície da membrana de 100% POPG. 
100PGs10b – dez unidades do peptídeo na superfície da membrana gigante de 100% POPG. 
100PCs10b – dez unidades do peptídeo na superfície da membrana gigante de 100% POPC. 
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8.2.3. Campo de Força 
 
- Ângulo Diédrico de Torção  
 
Sendo: 

(cos !) (cos !) = cos(! + !)± (sin !) (sin !)  
 
E: 

sin ! sin ! = !
! cos(! − !) − cos(! + !)   

 

Temos que: 

(cos !) (cos !) = cos ! + ! ± !
! cos(! − !) − cos(! + !)    

(−) 

(cos !) (cos !) = cos ! − ! − 12 cos ! − ! + 12 cos(! + !)  

= 1
2 cos ! − ! + cos(! + !)  

 

Então (da Eq. 2.17): 

cos !!!! = 1
2 cos(!!!! − !!) + cos(!!!! + !!)  

 
 
 

8.3. Procedimento Computacional 
 

8.3.1. Arrefecimento simulado – arquivo de entrada 
 

 
Figura 8.3.1 Trecho de arquivo de entrada do tipo .mdp do programa 
GROMACS para utilização da metodologia de arrefecimento simulado 
(simulated annealing) mostrando o tipo (periodic), o tempo (annealing-time, em 
ps) e as temperaturas de referência (annealing-temp, em K) para os grupos 
Proteína e Água com Íons. 
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