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RESUMO

H& grande diversidade de animais e plantas que produzem peptideos em seu
sistema imune inato. Essas moléculas sdo moduladoras dos sistemas nervoso, imune e
circulatorio de predadores, e sdo de grande interesse para a industria farmacéutica, para
descoberta de novas moléculas ativas. Com o0 avanc¢o da resisténcia antimicrobiana a
agentes antimicrobianos, farmacos tornam-se menos efetivos contra bactérias, fungos,
protozoarios e virus, e novos compostos farmacéuticos sdo necessarios para enfrentar esse
fendmeno mundial. O objeto de estudo nesse trabalho é um peptideo antimicrobiano com
potencial atividade antibidtica e cujo mecanismo de acdo ainda pouco elucidado, a
Dermadistinctina K (DD K), encontrada na pele do anuro Phyllomedusa distincta, espécie
da Mata Atlantica do Brasil. O presente estudo focou a interacdo do peptideo DD K com
membrana modelo de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) com o
objetivo de obter informacdes in silico para contribuir em elucidar sua acéo e dar suporte
ao desenvolvimento de farmacos antimicrobianos. Essa tese foi dividida em trés
abordagens. Na primeira foi realizado um estudo de predicao estrutural do peptideo DD
K em mistura trifluoretanol/agua (TFE/agua) (50%/50%, v/v), empregando Generalized
Simulated Annealing (GSA) usando o programa Thor-GSA, desenvolvido em nosso
grupo de pesquisa, e Dindmica Molecular com o programa GROMACS 4.6. O GSA
possibilitou encontrar uma estrutura pré-enovelada para o peptideo, a qual foi usada como
entrada para DM e enovelou-se rapidamente até a estrutura nativa, que € formada por uma
hélice-a anfifilica. Na segunda abordagem estabeleceu-se sistemas com 2, 3 e 4 peptideos
na presenca de membrana modelo formada por 512 lipideos de POPC, sendo observadas
modificacdes na biomembrana e formacao de agregados de peptideos com perda parcial
da estrutura nativa. Os mondmeros de DD K formaram aglomerados juntando faces
hidrofébicas das estruturas em hélice-a.. A face hidrofilica do peptideo é formada
principalmente por residuos de lisina, que interagiram com as cabecas lipidicas da
bicamada. No terceiro estudo foram utilizados poros pré-montados, com 6 peptideos/468
lipideos, 7 peptideos/461 lipideos e 8 peptideos/454 lipideos de POPC. Duas
configuragdes de poros foram utilizadas: uma com os residuos lisina voltados para o lado
de fora do poro e outra com esses residuos voltados para dentro, formando o limen do
poro. Em ambos os modelos houve perturbacdo da bicamada, estabilizagcdo e passagem
de agua. Os poros com 6 e 7 peptideos formaram estruturas estaveis, enquanto os residuos
de lisina provocaram o arraste das cabecas de fosfolipideos para o interior da bicamada
formando intersticios dando passagem a moléculas de agua. O poro com 8 peptideos
mostrou conformacao estavel com os residuos carregados voltados para o centro do poro,
impedindo o colapso do poro por repulsdo eletrostatica, formando um Iimen por onde
passaram moléculas de agua. Concluiu-se que quando a concentracdo de peptideo critica
para agregacdo é alcancada o extravasamento osmotico pode ocorrer por Varios
mecanismos ao mesmo tempo. Esses mecanismos incluiriam a perturbacdo da bicamada
por agregados do peptideo, a formacdo de feixes pelo DD K pela unido das faces
hidrofébicas em grupos de até 7 peptideos e poros semelhantes ao modelo barril pelo
alinhamento ordenado formando o limen para conjuntos acima de 7 peptideos.

PALAVRAS-CHAVES: Dermadistinctina K, Dindmica Molecular, bicamada de POPC,
poro colapsado, feixe de peptideo, peptideo antimicrobiano.



ABSTRACT

A vast diversity of plants and animals has peptides in their innate immune system.
These molecules modulate the nervous, immune and circulatory system of predators,
which are of great interest to the pharmaceutical industry concerning the discovery of
new active biomolecules. The resistance to antimicrobial agentes becomes prevalent,
drugs turn out be less effective against bacteria, fungi, protozoans and viruses, new
pharmaceutical compounds are necessary to deal with this widespread phenomenon. The
subject of study in this work is an antimicrobial peptide with potential antibiotic activity
and whose action mechanism remains mostly unknown. This peptide, Dermadistinctin K
(DD K) is found on the skin of the anuran Phyllomedusa distincta from the Brazilian
Atlantic Forest. This study focused on the interaction of the peptide DD K with a
membrane model of 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocoline (POPC) with the
aim to collect information in silico to elucidate its action and support the development of
antimicrobial drugs. This thesis has in three parts. On part one; we conducted a study of
structural prediction of the DD K peptide in trifuorethanol/water mixture (TFE/water)
(50%/50%, v/v), employing Generalized Simulated Annealing (GSA) using Thor-GSA
software, developed in our research group, and Molecular Dynamics (MD) simulation
using GROMACS 4.6. The GSA has made possible to find a pre-folded structure for DD
K, which in sequence was submitted to MD simulation and finished folded in the native
structure, an amphipathic a—helix. On part two we determined systems with 2,3 and 4
peptides in bilayer with 512 molecules of POPC. Membrane model modifications were
observed as also misfolded aggregates of DD K. DD K monomers aggregates by
hydrophobic face of each a—helix of peptide. Hydrophilic face of DD K is formed mainly
by lysine amino acid residues that interacted with headgroups of membrane. On the final
part we used pre-mounted pores with 6 peptides/468 lipids, 7 peptides/ 461 lipids and 8
peptides/454 lipids of POPC bilayer. Two pore configurations were used: one with the
lysine residues turned to outside of pore, and another with these residues turned inwards
and making up the pore lumen. There were water passage, bilayer pertubation and pore
stabilization in both models. The pores with 6 and 7 peptides formed stable but collapsed
structures,while lysine residues dragged headgroup of phospholipids into the bilayer
forming intertices giving passage of water molecules. Pores with 8 peptides stabilized
with the charged positive residues into the center preveting the pore colapse by
electrostatic repulsion and forming a lumen through which water molecules can pass. In
conclusion, when the peptide critical concentration to aggregate is reached to osmotic
leaking can occur through several mechanisms at once. These mechanism include the
disturbance of the bilayer by aggregates of peptide, the formation of pores by fusion of
hydrophobic phases, that could be happen on up to 7 peptides, and the formation of barrel
pores could be suggested by the orderly aggregation of up 7 peptides forming a lumen.

KEYWORDS: Dermadistinctin K, Molecular Dynamics, POPC membrane, collapsed
pore, peptide bundle, antimicrobial peptide.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Peptideos antimicrobianos

Estudos de peptideos antimicrobianos (AMP’s) sdo amplamente difundidos
devido ao seu papel de defesa realizado no organismo em que 0s peptideos sdo
produzidos. (AZEVEDO CALDERON et al., 2011; BEVINS & ZASLOFF, 1990;
RATES et al., 2011) Zasloff isolou o primeiro peptideo antimicrobiano do anuro Xenopus
laevis, a magainina, sendo o AMP mais estudado e o primeiro a destacar caracteristicas
importantes dessas estruturas (ZASLOFF, 1987).

Caracteristica dos AMP’s que interessam, do ponto de vista terapéutico, é sua
antibidtica de amplo espectro, tanto contra bactérias Gram-positivas quanto bactérias
Gram-negativas, fungos e virus. (BOMAN, 2003) Essas estruturas apresentam menos
problemas toxicoldgicos do que outras os farmacos no mercado, devido a novos
mecanismos de acdo e sua alta especificidade antimicrobiana. (BOMAN, 2003; HU,
2011) Sendo assim os AMP’s parecem ser uma op¢ao para novos antibioticos ¢ uma saida
contra a resisténcia a medicamentos antimicrobianos.

A resisténcia a agentes antimicrobianos € um problema de saude publica

enfrentado mundialmente como resultado do uso indevido de antibioticos, o que tem



como efeito a selecdo de cepas resistentes de alta potencialidade que produzem epidemias
e até pandemias, muitas vezes irreversiveis. O tratamento dos pacientes infectados se
torna limitado uma vez que praticamente todos os medicamentos antimicrobianos no
mercado geram resisténcia, sendo assim a prevencdo é a Unica solucdo dada pela
Organizacao Mundial de Saude. (HAMILL et al., 2008; WHO, 2015)

Os AMP’s, de interesse terapéutico sdo pertencentes ao sistema imune inato de
animais e plantas. (JENSSEN; HAMILL & HANCOCK, 2006) A melitina, por exemplo,
pertencente ao veneno da abelha Apis mellifera, o peptideo polybia-MP1, da
espécie Polybia paulista, a crotamina constitui 0 veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus, a catelicidina é um peptideo de mamiferos e sdo achadas em neutrofilos. Os
AMP’s também sdo encontrados em plantas como os ciclotideos, que consiste em
peptideos circulares. (MATSUZAKI; YONEYAMA & MIYAIIMA, 1997; RADIS-
BAPTISTA & KERKIS, 2011)

Existem diferentes tipos de AMP’s e sua estrutura é caracterizada de acordo com
sua funcdo e acdo. Sdo estruturas secundarias distintas formadas por sequéncia de
residuos de aminoacidos, que fazem interacéo entre si durante seu mecanismo de acgéo.

(HANCOCK & SAHL, 2006), conforme ilustra a Figura 1.

(A) f*\ \ ©)
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Figura 1: Tipos estruturais de peptideos A) Folha Beta (taquiplesina) B) a-hélice (magainina) C)
Estendida (indolicidina) D) Volta (thantina). As pontes de dissulfeto estdo indicadas em amarelo. Figura
desenhada no MOLMOL (POWERS & HANCOCK, 2003)



Essas estruturas sdo estabilizadas e caracterizadas por ligagdes intramoleculares,
principalmente ligagdes de hidrogénio entre os grupos C=0 e N=H da cadeia peptidica.
As estruturas secundarias periodicas sdo formadas pela sequéncia de aminoacidos com 0s
mesmos valores dos angulos de rota¢ao Phi (¢) para a rotagdo da ligagdo N-Ca e Psi (V)

para a rotagdo da ligagdo Ca-C.(NELSON & COX, 2008), ilustradas na Figura 2.

cadeia
lateral

\ Plano

amida
b = 1807, s =180°

Figura 2: Representacado da ligacdo peptidica com os dngulos do carbono a, Phi (¢) e Psi (V) e a diregdo
em que eles podem rotacionar. O plano azul € da ligacdo peptidica. llustracdo adaptada de: (GARRETT
& GRISHAM, 1995)

1.1.1 Estrutura de folha g de peptideos antimicrobianos

A estrutura B (Figura la) é formada quando duas ou mais sequéncias de
aminoacidos se alinham lado a lado em um mesmo plano englobando os grupos C=0 e
N-H demonstrados na Figura 2.(KABSCH & SANDER, 1983) No entanto, a estrutura 3
possui angulos de rotagdo com valores ¢ = -140 e y =+130 e os residuos de aminoacidos
das cadeias adjacentes distam 3.5 A entre si, em relacdo ao C Essas estruturas possuem
uma sequéncia de 6 residuos cada uma, formando um angulo de 25° com o plano,
constituindo uma estrutura pregueada, semelhante a um leque. Dentro desse grupo de

3



estruturas ha 3 subgrupos: |) paralelas: quando duas sequéncias de aminoacidos se
alinham no sentido N— C ou C «N; Figura 3A. Il) antiparalelas: quando as duas
sequéncias divergem nos sentidos, uma fard o sentido N— C e a outra o sentido C— N;
Figura 3B I11) mistas: quando ha presenca de paralelas e antiparalelas. (NELSON & COX,
2008) Os AMP’s pertencentes a esse grupo sdo: taquiplesina (LIANG & KIM, 1999),

bactenecina (SHAI, 2002)e defensina. (BATISTA et al., 2001)

A B

Figura 3: (A) Folha B paralela em sentido C «N. (B) Folha f paralela uma sequéncia em sentido C <N
e a outra em sentido N—C. Na figura o nitrogénio esta colorido em azul, o carbono em preto e em
vermelho o oxigénio (llustracdo retirada de http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz06/6-9.html.
Disponivel em: 18/08/2015 as 11:15.



1.1.2 Estrutura de hélice-a de peptideos antimicrobianos

O grupo de AMP de estrutura de hélice-o possui, como é caracteristico dessas
estruturas, 3,6 voltas/residuos, tendo um residuo a cada 100 graus de rotacéo (360/3,6)
em torno do eixo da molécula. (Figura 4a). Possuem distancia vertical de 5,4 A entre os
atomos estruturalmente equivalentes em cada volta ¢ angulagdo de rotagao de ¢ = -57 e
v =-47 (Figura 4b). As ligac6es de hidrogénio para essa estrutura sao feitas pelo C=0 do
residuo i, que possui uma distancia e orienta¢do adequada com o grupo N-H do residuo
i+4 (4 residuos de distancia). A hélice formada é quiral, dextrogira e polar e os planos das

ligacGes peptidicas sdo orientados quase paralelamente ao eixo da hélice. (NELSON &

COX, 2008)
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Figura 4: Estrutura de alfa-hélice. (a) a-hélice com ligac6es de C=0 e N-H interagindo no préprio eixo
da molécula. (b) Ligagdes intramoleculares da o-hélice, distancia de 5.4 A. Disponivel em:
http://xray.bmc.uu.se/Courses/bioinformatik/Intro/Introduction.html em 18/08/2015 as 13:55



1.1.3 Demais estruturas de peptideos antimicrobianos

O grupo de peptideos na Figura 1c sdo de estrutura estendida ndo periddica e
geralmente compostos por um tipo de aminoacido especifico exemplo: prolina e glicina.
A indolicidina € um peptideo de 13 residuos que pertence a esse grupo. Esse é linear com
grande porcentagem de residuo triptofano (FALLA; KARUNARATNE & HANCOCK,
1996). O mecanismo de acdo dessa molécula ainda é estudado. Uma hipotese é que possa
agir em membrana bioldgica em canal dependente de voltagem. Por ser pequeno e ter
uma estrutura incomum, acredita-se que ele ndo atravesse membranas bioldgicas
(FALLA; KARUNARATNE & HANCOCK, 1996; POWERS & HANCOCK, 2003) .

A Figura 1d mostra uma estrutura em loop em que ha uma tnica ligacao dissulfeto.
O representante mais conhecido desse grupo, é a tanatina, possui dois enanciébmeros D- e
L-tanatina que possuem acdo antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e fungos,
enguanto o L- é ativo contra Gram-negativas. (FEHLBAUM et al., 1996)

Outra estrutura de peptideo é a ciclica, onde ha uma ligacdo covalente entre o
amino terminal e o terminal carboxil (Figura 5) (MESH DATA, 2012). Sdo também
caraterizados pela quantidade de cargas em sua estrutura, a) os altamente carregados
anionicamente e cationicamente; b) os ndo carregados, que contém cadeia muito
lipofilica; c) peptideos de polaridade mista, sdo anfifilicos mas ndo se limitam a alvos
antimicrobianos; d) ciclotideos ou proteina de nd de cisteina (cystein-knot

protein).(BOCKUS; MCEWEN & LOKEY, 2013)
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Figura 5: Peptideo antimicrobiano circular: Gramicidina S.(BOCKUS; MCEWEN & LOKEY, 2013)



1.2 Mecanismo de acao de peptideos antimicrobianos

A morte celular produzida por AMP’s acontece principalmente por inibigdo das
fungdes essenciais da membrana: Controle de entrada e saida de substancias, delimitacéo
estrutural da célula. Esses podem ser classificados pela acdo na membrana celular: quando
0 antibidtico induz a morte celular é chamado de bactericida e quando inibem o
crescimento celular é chamado de bacteriostatico. Farmacos bactericidas inibem a sintese
de DNA, RNA e a sintese da parede celular ou a sintese proteica. Contudo esses
mecanismos sdo susceptiveis a geracdo de cepas resistentes a esses medicamentos
(KOHANSKI; DWYER & COLLINS, 2010)

Os peptideos que agem em membranas geralmente sdo pequenos e podem ser
obtidos em larga escala e muitas vezes por sintese quimica. Contudo, ha casos que sdo
dificeis de se obter a estrutura final e por isso dificil de explicar o mecanismo de ag&o.
(CRUZEIRO-SILVA et al., 2007) Os AMP’s mudam a conformacdo durante a
aproximagéo para interagdo com a membrana, ocorrendo primeiramente uma ancoragem
na membrana, podendo ocorrer ou ndo a ruptura da mesma. (CRUZEIRO-SILVA et al.,
2007; LEHRER & GANZ, 1999)

Em bactérias Gram-negativas a acao inicial dos peptideos catiénicos é induzida
pelo contato desses com os lipossacarideos (LPS) (aniénicos) do folheto externo da
membrana bacteriana, o que provoca uma diferenga no potencial membranar bacteriano
(-130 a -150 mV) quando comparado ao potencial membranar de mamiferos (-90 a -110
mV). (YEAMAN & YOUNT, 2003) E esse processo se chama self-promoted uptake. A
hipdtese é que a producéo dessa diferenca eletroquimica de potencial seja 0 mecanismo
atravées do qual se produza a toxidade seletiva da maioria dos peptideos

antimicrobianos.(HANCOCK, 1997) A carga positiva de peptideos em pH fisioldgico faz



interacdo inicial com o grupo aniénico da cabeca polar dos fosfolipidios e as propriedades
hidrofobicas permitem a interagdo com core hidrofébico da membrana dos
microrganismos. (CRUZEIRO-SILVA et al., 2007; PESCHEL & SAHL, 2006; SATO &
FEIX, 2006)

H& véarios mecanismos envolvidos para os danos que esses peptideos fazem as
células, mas acredita-se que a primeira etapa do mecanismo na membrana € a interacao
eletrostatica com o AMP. (CRUZEIRO-SILVA et al., 2007; SATO & FEIX, 2006) Nem
todos os peptideos rompem membrana, mas podem causar a morte celular. (JENSSEN;
HAMILL & HANCOCK, 2006; NGUYEN; HANEY & VOGEL, 2011)

Existem 3 modelos principais de mecanismos de acdo de peptideos por ruptura de
membrana: formacdo de carpete (carpet-like ou detergent-like), modelo de barril (barrel-
stave), poro toroidal (toroidal pore) (Figura 6)

Barrel-stave: A interacdo do peptideo com a membrana também é dependente da
concentracdo, esse mecanismo comega com um acumulo de monémeros de peptideos
fazendo interagdo na membrana, efeito que diminui a espessura da membrana. Quando a
concentracdo critica de peptideos € atingida, aglomerados formam o poro
transmembranar do tipo barril, na qual a face hidrofébica se alinha a parte da cadeia acila
dos fosfolipideos da membrana e a face hidrofilica forma a superficie interna do poro para
a passagem de ions, agua, além de componentes intracelulares. (BECHINGER, 2004;
KOZMA; SIMON & TUSNADY, 2013; SHAI, 2002) Esse modelo é considerado de
formacao rara durante a acdo de peptideos por isso a formacao do poro toroidal, descrita
a seguir, tem sido mais aceita como modelo.(YANG et al., 2001) (Figura 6a)

O carpet-like € 0 mecanismo no qual o peptideo faria interacdo com fosfolipideos
da membrana, recobrindo a superficie da membrana por peptideos. Quando atingida uma

concentracdo critica a membrana se altera morfologicamente, se rompe e colapsa,
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formando pequenos agregados de peptideos e micelas como um efeito detergente. (HE
& LAZARIDIS, 2013; SHAI, 1999) Esse mecanismo ndo envolve necessariamente a
formacdo de poros, mas sugere-se que também pode ser a primeira etapa desse processo
quando se trata de peptideos cuja acdo seja por formacao de poro. (NGUYEN; HANEY
& VOGEL, 2011) Alguns exemplos de peptideos que realizam esse tipo de mecanismo
sdo a dermaseptina S (SHAI, 2002; STRAHILEVITZ et al., 1994) e outros analogos,
cecropinas (GAZIT et al., 1994, 1995) caerina (WONG; BOWIE & CARVER, 1997), 0
mastoparan X (GUO et al., 2011; WHILES et al., 2001) (Figura 6b)

Toroidal pore: € um modelo de mecanismo de acdo que forma poro. Nesse 0s
peptideos agem também interagindo com as cabecas polares dos fosfolipideos do folheto
externo da membrana, o que induz a uma curvatura nessa estrutura e os aglomerados de
peptideos se inserem perpendicularmente formando o poro, a0 mesmo tempo que ainda
permanecem ligados aos fosfolipideos (BOCCHINFUSO et al., 2009; JENSSEN;
HAMILL & HANCOCK, 2006; SHAI, 1999) (Figura 6C)

Além dos AMP’s que ficam alinhados aos fosfolipideos no poro toroidal classico
ha também, o poro toroidal desorganizado em que a posi¢do do peptideo ndo obedece
nenhuma ordem de entrada nem de alinhamento. (SENGUPTA et al., 2008) Foi
observado que os residuos carregados no terminal-C do peptideo apontaram ou para o
interior do poro toroidal ou no sentido da camada de &gua de acordo com o modelo
classico como na Figura 7 (SENGUPTA et al., 2008). O modelo de poro toroidal foi
estudado em peptideos como a magainina e a melitina. A cabeca dos lipideos se mantém
alinhados aos peptideos formando o poro toroidal. (HOLT & KILLIAN, 2010;
MATSUZAKI; YONEYAMA & MIYAIIMA, 1997; MATSUZAKI et al., 1998;

SENGUPTA et al., 2008; VACHA & FRENKEL, 2014)



Figura 6: Representacdo dos modelos de ruptura de membrana provocados por AMP's. A- Modelo
Barril ou Barrel-stave B- Modelo carpete ou Carpet-like C- Poro Toroidal. (HERZOG &
FRIDMAN, 2014)

Outros eventos de mecanismo de acdo de AMP’s foram descritos além dos
modelos classicos citados (Figura 7). O que se tem observado é que o peptideo
antimicrobiano possui maltiplas formas de a¢do podendo ou ndo romper membranas.
Pode ser um mecanismo classico, mas com organizacdo de diferentes peptideos ou um
conjunto de mecanismos provocado por um mesmo peptideo. Isso deve-se por causa das
diferentes estruturas dos peptideos, composicdo de sequéncia, tamanho de cada peptideo,
além da variacdo conformacional durante a interacdo com a membrana. Como exemplo
na Figura 7 os mecanismos de adelgacamento e/ou espessamento, alguns mecanismos
intermediarios a camada lipidica, mecanismo de lipidio oxidado, que é causado pela

prépria aproximacao do peptideo. Geralmente o tamanho do peptideo que causa ruptura
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estd de acordo com a espessura da membrana, ou seja, um peptideo pequeno
provavelmente ndo atravessara a membrana, e um peptideo de mesmo tamanho que a
espessura da membrana pode ter facilidade para realizar a inser¢cdo na mesma. (HANEY
et al., 2009)

A sequéncia de residuos do peptideo também é uma caracteristica importante na
penetracdo da membrana. Os peptideos que possuem residuo de triptofano em grande
quantidade tendem a se inserir com mais facilidade, inclusive potencializando a agéo do
AMP em membranas de mamiferos, isso produz a citotoxicidade e torna o peptideo

desvantajoso (ZELEZETSKY & TOSSI, 2006).
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Figura 7: Diversos mecanismos de peptideos antimicrobianos. Modificado de HANEY et. al. 2009.
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1.3 Peptideo antimicrobiano Dermadistinctina K

O peptideo antimicrobiano, alvo do estudo dessa tese, é proveniente da pele do
anuro da familia Hylidae, o Phyllomedusa distincta (Figura 8). A familia Hylidae possui
51 géneros, uma das maiores entre anuros. A sub-familia Phyllomedusinae possui 57
espécies com 7 géneros: Agalychnis, Cruziohyla, Hylomantis, Pachymedusa,
Phasmahyla, Phrynomedusa e Phyllomedusa. (AZEVEDO CALDERON et al., 2011;
NICOLAS & EL AMRI, 2009)

H& mais de 900 peptideos bioativos em defesa de eucariotos descritos da América
do Sul, Europa, Asia e América do Norte. Apesar do grande niimero de espécies apenas
80 peptideos antimicrobianos tém sido isolados de onze espécies da sub-familia
Phyllomedusinae.(NICOLAS & EL AMRI, 2009) A espécie Phyllomedusa distincta
anuro esta presente principalmente na América do Sul, no Brasil, na regido de mata
Atlantica. Esse habitat tem sido diminuido por causa de desmatamento, ameagando de
extincdo essa espéecie e as demais, muitas ainda ndo descritas até 0 momento. Em varios
locais do estado de Santa Catarina essa espécie ja ndo se encontra mais. (RA-BUGIO,

2015)

Figura 8: Phyllomedusa distincta (foto de Germano Woehl Jr)
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O peptideo DD K ¢é pertencente a superfamilia de peptideos dermaseptina, que séo
potentes peptideos antimicrobianos e tem algumas caracteristicas em comum:

e Sdo cationicos lineares;

Possuem quantidade maior de lisinas;

e Possuem triptofano na posicéo 3 da sequéncia.

e Formam hélice-a com um lado polar e carregado, constituindo principalmente por
lisinas e outro ndo-polar. Por essa razdo sdo moléculas anfipaticas, que € uma
caracteristica crucial para a atividade antimicrobiana desses peptideos.

e Apesar das similaridades, cada dermaseptina possui diferentes niveis de atividade
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, fungos e protozoarios.
(AMICHE & GALANTH, 2011; RIVERO et al., 2012; SILVA et al., 2008)

O poder de acdo desses peptideos é determinado pela composicdo do potencial
transmembranar da bactéria, polarizacdo e caracteristicas estruturais bem como a
composic¢do de aminoécidos dos peptideos. Os peptideos possuem uma assinatura padrao,
um consensus AA(A/G)KAAL(G/N)A na regido mediana. (NICOLAS & EL AMRI,
2009)

E essencial que os peptideos antimicrobianos possuam seletividade toxica para
apenas alvos microbioldgicos e ndo células de mamifero. Em um teste de hemolise o
dermadistinctina L (DD L) demonstrou atividade hemolitica maior em uma concentracao
de 12,5 uM, enquanto uma mistura com DD K acusou ser hemolitico com 48,5 uM. E
necessario que o peptideo tenha essa concentracdo acima de 32 uM para ser considerado
seletivo a células vermelhas. (BATISTA et al., 1999, 2001)

Peptideos antimicrobianos devem interagir em menor concentragdo com
membranas carregadas negativamente em maior concentragdo com membranas neutras,

que é o caso das membranas e eritrocitos. Os peptideos que se ligam e permeiam
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membranas neutras, esses sdo potencialmente hemoliticos. (GAZIT et al., 1994; SHAI,

2002)

Figura 9: Estrutura do DD K com 33 residuos obtida por RMN. Em verde residuos hidrofébicos de
alaninas e o triptofano da posicao 3, que é caracteristico da familia do peptideo e em azul sdo os residuos
carregados positivamente, as lisinas. (PDB:2JX6, edi¢cdo PyMol)

1.31 Estrutura molecular tridimensional do DD K
GLWSKIKAAGKEAAKAAAKAAGKAALNAVSEAV-NH2 ¢ a sequéncia do
peptideo linear DD K com 33 residuos. A sequéncia do DD K! obedece ao padréo das
dermaseptinas ja citado sendo que essa composicdo de residuos pode estar relacionada
com o mecanismo desse peptideo. Como assinalado na Figura 9, o peptideo DDK possui
duas caracteristicas importantes que dividem sua estrutura: carga positiva dada pelas
lisinas assinaladas em azul e a hidrofobica dada pelas alaninas e o triptofano assinalados

em verde.(VERLY et al., 2009)

1 DD K de niimero de acesso P83638 (Uniprot) é idéntico ao DRSJ7 em uma espécie de anuro chamada
Phasmahyla jandaia com nimero de acesso de P86639, mas essa sequéncia ndo possui estrutura

determinada. (RATES et al., 2011)
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Essa estrutura mostra um triptofano na posi¢édo 3, em estudos prévios comprovou-
se que € um residuo de interface, o que permitiria durante o mecanismo de acdo, a
interacdo com a bicamada, mas essa parte ndo helicoidal do peptideo ndo se inseriria na
mesma. (YAU et al., 1998)

O estudo de preferéncias estruturais do peptideo foi feito por Dicroismo Circular
(CD) mostrou que em agua predomina a ndo estruturacdo, j& nas micelas de dodecilsufato
de sodio (SDS), micelas de dodecilfosfocolina (DPC), a preferéncia é de estrutura de
hélice- a, a helicidade chega a 70% e 80% respectivamente e em solvente trifluoretanol
com &gua (TFE/agua — 50%/50%, v/v) a helicidade é de 80 %, maior que em
concentracdes com solucgdes alcdolicas ja utilizadas para determinacdo de padrfes de
estrutura secundaria com o DD K. (SILVA et al., 2008) Também foram utilizadas as
membranas modelos: 1-palmitoil-2oleil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (POPG) e de 1-
palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC). O DD K apresenta helicidade maior na POPG
(75%) do que na POPC (52%). (VERLY et al., 2009)

O grupo do Laboratério de Ressonancia Magnéetica Nuclear do Departamento de
Quimica do ICEX, da Universidade Federal de Minas (UFMG) determinou a estrutura por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). O peptideo mostrou flexibilidade do residuo 1
ao 8 por ndo possuir estrutura definida e do residuo 9 ao 33 uma estruturacdo de hélice-
o.. Essa estrutura possui uma amida no terminal-C, regido que possui maior estruturacéo

do que o terminal-N que inclui Trp-3 e Ser-4. (VERLY et al., 2008, 2009)
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Figura 10: A - Estrutura de RMN em solucdo de TFE/4gua 50:50 v/v, B-D em uma solucdo micelar de
DPCd38 em &gua. A e B sdo as 20 conformacBes de menor energia. Os residuos hidrofdbicos estdo
identificados em azul e os hidrofilicos em verde. C e D (corte transversal) é a estrutura de menor energia
em presenca de detergente (figura obtida de VERLY et al., 2009)

A estrutura helicoidal do peptideo determinada por RMN ao ser observada no
corte transversal fica ainda mais evidente a separacdo de faces do peptideo, hidrofilica
(emazul) com os residuos de lisina e os residuos hidrofdébicos: alanina e triptofano (verde)
que pertencem a face hidrofébica dando a caracteristica anfipatica a estrutura. A menor
espessura da forma helicoidal € entre os residuos 5-23 e a maior nos residuos 24-33.

(VERLY et al., 2009)

Figura 11: DD K em corte transversal com a face carregada positivamente circulada e lisinas destacadas
em azul. Alaninas destacadas em verde, representando a face hidrofdbica. O residuo E-31, circulado no
pontilhado, é desestruturado ou distorcido em bicamadas, entranto prové uma estrutura mais anfifilica ao
polipeptideos. (modificada de VERLY et al., 2009)
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1.3.2 Atividade antimicrobiana e atividade hemolitica do DD K

O peptideo DD K também se destaca pelo amplo espectro de a¢do que possui.
Junto a ele foram sintetizados o DD L e DD Q1 e todos foram testados quanto sua
atividade antimicrobiana contra: Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus. A concentracdo minima inibitéria (MIC),
definida como a minima quantidade de peptideos capaz de inibir o crescimento
bacteriano, obteve valor para DD K contra E. coli de 0,6 UM, contra P. aeruginosa de 2,4
UM, S. aureus de 4,7 uM, ja para E. faecalis > 19,0 uM, sendo que esses valores foram
menores que os valores dos demais peptideos testados. (BATISTA et al., 1999) Como
anti-Tripanossoma cruzi o DD K também mostrou acéo litica para tripomastigota quando
encubado com concentracdo acima de 4 pg/mL por 2h com as células do protozoario.
(BRAND et al., 2002)

Também foi comprovada a baixa atividade hemolitica do peptideo DD K, devido
ao efeito do colesterol na interacdo do DD K com vesiculas unilamelares grandes (LUVS)
de fosfatidilcolina (PC) com e sem colesterol por medidas da cinética de extravasamento
de carboxifluoresceina (CF). O resultado foi que o DD K foi capaz de interagir fortemente
com vesiculas sem colesterol, mas de forma fraca com as que apresentavam colesterol.
Uma vez que hemacias possuem grande quantidade de colesterol esse resultado
comprovou sua seletividade de acdo, o que aponta também para a acdo em membranas de

tripomastigota que também possuem em sua composi¢cdo PC.(VERLY et al., 2008)

1.4 Modelos de lipideos

Biomembranas sdo formadas por uma dupla camada de fosfolipidios que possuem

caracteristicas anfipaticas. (ALBERTS , B. JOHNSON, A. LEWIS, 2002) Essas
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estruturas ficam em contato com a 4gua pela porcao hidrofilica, e sua por¢éo hidrofdbica,
a cadeia de &cido graxo, controla a permeabilidade da célula. Essa anfipatia é o elemento
fundamental na propria organizacdo da bicamada. (ALBERTS , B. JOHNSON, A.
LEWIS, 2002; NELSON & COX, 2008)

A importancia da membrana para 0 organismo se da pela sua capacidade de
conformar a menor unidade funcional, a célula, unindo organelas e criando sistemas
individualizados. A membrana também realiza o controle da homeostase intracelular: por
exemplo em temperaturas altas a membrana fica mais fluida e aumenta a permeabilidade
de matéria e informac&o. J& em baixas temperaturas, a membrana se torna menos fluida,
podendo congelar a célula (ALBERTS , B. JOHNSON, A. LEWIS, 2002).

As bactérias podem ser divididas entre Gram-positivas e Gram-negativas, cuja
diferenca entre esses grupos esta, entre outros aspectos na estrutura de sua membrana. A
bactéria Gram-positiva possui dupla camada de peptidoglicano (polissacarideos ligados a
pequenos peptideos de 3 residuos), que formam um exoesqueleto para a protecdo contra
lise. As Gram-negativas, como a Escherichia coli, é cercada por uma camada de
polissacarideos. (ALBERTS , B. JOHNSON, A. LEWIS, 2002) As membranas séo
formadas por fosfolipidios em sua maioria fosfatildiletanolamina (70-80%),
fosfaditilglicerol e cadiolipina, distribuidos de maneira uniforme tanto na membrana
interna quanto externa. (KOEBNIK; LOCHER & VAN GELDER, 2000)

A representacdo dos modelos de peptideo-membrana in vitro e in silico ainda tem
limitagdes de representagdo em comparagdo aos modelos in vivo. Estamos trabalhando
com um modelo in silico de peptideo-membrana que depende de condigdes especificas:
como o pH, temperatura e concentragdo minima (SANDERSON, 2005).

A formacdo de membrana modelo e micelas ocorre por self-assembly ou auto-

agregacao das moléculas anfifilicas em agua devido ao efeito hidrofdbico, e a estrutura
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formada é sempre resultante de uma reducdo da tenséo superficial e da minimizacéo da

Energia Livre de Gibbs. (FENDLER, 1980; PORCELLI et al., 2006)

Algumas estruturas utilizadas em estudos com peptideos s&o:

Dodecilsufato de sodio (SDS) e Dodecilfosfocolina (DPC (Figura 12)): SDS
é um surfactante anidnico, enquanto DPC é um lipideo zwitterionico.
(PORCELLLI et al., 2006) O peptideo DDK foi analisado em NMR tanto
na presencdo de SDS-d2s com a concentragcdo de 400 mM e na mesma
concentragdo com DPC-dsg quando os espectros foram comparados aos
ensaios com agua e com TFE a 50%. Em presenca de micela SDS e DPC
0 DD K se associa, pois, 0s sinais de ressonancia apresentam-se alargados,
devido ao aumento em seu tempo de correlacdo rotacional. Essa
associacdo se da pela interacdo das cargas negativas do detergente com as

cargas positivas do peptideo catiénico DD K (VERLY et al., 2009)
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Figura 12: Estrutura de moléculas de SDS e DPC, ambos detergentes formadores de micelas.

e Palmitoiloleilfosfatidilglicerol (POPG): estrutura lipidica carregada
negativamente. Possui em seu grupo cabeca uma molécula de glicerol.
Também como jé citado foi utilizado com o0 DD K por espectroscopia de
Dicroismo Circular (CD), apresentando maior helicidade e uma

extravasamento do liquido interno da micela.(VERLY et al., 2009)

Figura 13: Estrutura molecular de Palmitoiloleilfosfatidilglicerol- POPG

¢ Palmitoiloleilfosfatidilcolina (POPC): € uma estrutura de fosfolipidio ou
glicerofoslipideos, é anfipatica com cabeca polares e caudas com atomos

de carbono, sendo uma das caudas insaturada. (CHENG et al., 2009)
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POPC com concentragdo de 1mmol.L™ em forma de LUVs foi calculado um

contelido de hélice de 52% do DD K.

Figura 14: Estrutura de Palmitoiloleilfosfatidilcolina- POPC.

Utilizamos dados experimentais do artigo de Verly et. al. sobre a determinacéo da
estrutura por RMN e andlise por Dicroismo Circular na escolha do tipo de membrana
modelo, a POPC que foi, utilizada como modelo. Os estudos com TFE/agua também
foram relevantes pois pudemos adequar as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente da
simulagdo. (VERLY et al., 2009)

O peptideo DD K € descrito na literatura com muitos atributos estruturais, também
faz parte de uma familia de peptideos que possui um amplo espectro de agdo e
experimentos comprovam sua interagdo com membrana modelos, no entanto, ndo esta
claro qual seu mecanismo, como sua estrutura efetivamente pode contribuir para interagéo
membrana-peptideo e se desconhece o tipo de poro que o peptideo DD K pode fazer na

membrana.
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Capitulo 2

Objetivos

2.1 Geral

* O objetivo desse trabalho foi contribuir para elucidacdo do mecanismo de
interacdo do peptideo Dermadistinctina K em bicamada de POPC visando
oferecer suporte ao desenvolvimento de peptideos antimicrobianos para uso

clinico.

2.2 Objetivos especificos

» Descricdo da dindmica do peptideo DD K em mistura TFE/agua

» Contribuir para o estabelecimento de protocolo para constru¢cdo de modelos de
peptideo-membrana combinando o0s métodos de Generalized Simulated
Annealing e Dinamica Molecular.

» Investigar o efeito de diferentes concentracbes de peptideos na presenca de
bicamada POPC.

» Caracterizacdo de poros formados pelo peptideo DDK em bicamada POPC.
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Capitulo 3

Metodologia

3.1 Estudo in silico de peptideos antimicrobianos

As caracteristicas dos peptideos como a sequéncia de amino&cido, as estruturas, a
funcdo e a ancestralidade sdo descritas em varios bancos de dados. Nesse trabalho foi
possivel conhecer plataformas importantes para a avaliacdo das estruturas de peptideos,
como as citadas no ANEXO I. (AMARAL et al., 2012; WANG & WANG, 2004)

Ha interfaces web com diversos algoritmos que abordam peptideos nos campos
do genoma, transcriptoma e proteoma, como 0 Expasy (SIB Bioinformatics Resource
Portal) (ARTIMO et al., 2012). Esse portal possui o FindPept, que identifica peptideos
que sdo de origem de uma clivagem inespecifica de proteinas.(GATTIKER et al., 2002)

Devido a importancia de peptideos, € necessario catalogar carateristicas como
efeito terapéutico, mecanismo de acdo, estrutura peptidica, sequéncias, o espectro de a¢ao
e 0 organismo de origem. Muitos desses peptideos pertencem a espécies de animais e
plantas de regibes com a biodiversidade em franca destruicdo, colocando essas espécies
em extingdo sem a chance de explorar seu potencial biotecnoldgico. Destaca-se assim a
importancia em catalogar e utilizar algoritmos que possam guardar e gerenciar
informagdes dessa biodiversidade.

O banco de dados Protein DataBank (PDB) é uma plataforma em que sdo
depositados estruturas de proteinas e peptideos que tenham sido determinadas por
técnicas experimentais como Cristalografia e Difracdo de Raios-X e Ressonancia
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Magnética Nuclear RMN (JOOSTEN et al., 2011). A estrutura do DD K (Figura 9) foi
obtida por RMN, cujas informacdes foram depositadas no PDB: 2JX6. RMN ¢ aplicada
para moléculas pequenas em solu¢do em que pode se analisar o comportamento dindmico
da estrutura. (UNNERSTALE, 2010)

Existem alguns bancos de dados especificos para AMP’s como o PEPbank do
Hospital de Massachusets, o Antimicrobial Peptide Databank (APD), descreve as
sequéncias, determina se ja foi depositada estrutura do peptideo, descreve o espectro de
acdo, se tem efeito nas principais bactérias conhecidas, de que organismo foi extraido e a
qual familia pertence. (CHEN et al., 2013; SHTATLAND et al., 2007; WANG &
WANG, 2004)

A bioinformaética é a &rea que aborda qualquer area do conhecimento que envolve
técnica computacional aplicada ao estudo de sistemas biolégicos, abrangendo sequéncias
de nucleotideos e aminoacidos a estrutura e dindmica de proteinas. (VERLI, 2014) Assim
abordamos nesse trabalho técnicas como a Dindmica Molecular e o Generalized

Simulating Annealing (GSA).

3.2 Dinamica Molecular

As moléculas vao além de um sistema estatico e a Dindmica Molecular é uma
técnica computacional que pode ser usada para predicdo ou refinamento de estruturas,
dindmicas de complexos moleculares, planejamento de fa&rmaco e investigacdo da acdo
de sistemas moleculares bioldgicos. (MORGON & COUTINHO, 2007)

Dessa forma é possivel obter informagBes dos sistemas moleculares como
geometria molecular e energias: principais flutuacbes atdémicas, flutuacbes locais
(formacéo e quebra de ligacOes de hidrogénio, padrdes de interagdo com agua/soluto/ion
ou movimento de esqueleto de estruturas como proteinas), mudancas de conformacao,
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energia livre e movimentos de natureza diversa de moléculas. Isso tornou a Dindmica
Molecular uma técnica popular por causa da simplicidade essencial e fisica, que possui
complementos computacionais diversos para explorar propriedades estruturais e
dindmicas. Essa técnica utiliza a Mécanica Classica, que tem por base as leis de Newton
(SCHLICK, 2010).

Conforme descreveu MORGON, N. H.; COUTINHO, K. (2007, p.414, grifo
nosso) “[...] se determina os movimentos de particulas de qualquer sistema, do qual se
conhecem o potencial de interacdo entre estas particulas e as equagdes que regem seu
movimento ”, bem como suas posic¢des iniciais.

As forgas harmonicas ou elasticas atuam sobre cada atomo das moléculas e séo
calculadas pela derivada do potencial em relacdo as posicOes desses atomos. Essas forcas
ddo origem as aceleracdes que sdo atribuidas a equacdo de movimento e assim sdo
estudadas as posicdes atdmicas ao longo do tempo. A cada passo esse movimento é
revisado exigindo um processo iterativo, empregando termos de energia potencial
simples, para célculo rapido e com relativa acurdcia. (NAMBA,; SILVA & SILVA, 2008;
SCHLICK, 2010)

De acordo com a Segunda Lei de Newton (equacao 1), é simulado 0 movimento
de um sistema em que a forca sobre um &omo i é dada pela sua massa vezes sua

aceleracdo.

F; = m;a; (eq.1)

O potencial de interacdo entre os &tomos do sistema, VT, € descrito no item 3.2.1—
Campo de Forca. A derivada do potencial de interacdo em relacdo a posi¢do atdmica

resulta na forca sobre um determinado atomo i conforme a equacdo 2.
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av;

Fi =
dT‘i

(eq.2)

Combinando com a equacédo 1 obtém-se a aceleracdo do atomo i (equacéo 3):

a _F 1 dv;
l_mi_ midri

(eq.3)
Esta é necesséria para o calculo da velocidade do atomo i (equacéo 4):
v; = vy; + a;t (eq.4)

Por sua vez, a equacao 4 possibilita calcular a trajetéria do &tomo i, pela variacao
temporal de suas posi¢des (equacao 5):

r; =19 + v;. t (€0.5)

Todas essas equacdes explicadas de forma didatica aqui, sdo equivalentes a
integracdo de leapfrog, que é o método de integracdo de equacBes diferenciais em
sistemas dinamicos na mecanica classica. (HOCKNEY & EASTWOOD, 1981)

A Dinamica Molecular permite representar um sistema bioldgico e acompanhar
sua evolucdo temporal, através do calculo de posicdes de atomos das moléculas. Esse

calculo é feito através de uma aproximacao classica de parametros empiricos, chamada

de campo de for¢a (SCHLICK, 2010).

3.2.1 Campo de forca

O campo de forca empirico é uma representacdo calculo da energia potencial de
acordo com a Mecanica Classica. Ndo levando, portanto, em conta o calculo de posi¢édo
de elétrons e sim de ndcleos de atomos. A abordagem de sistemas moleculares mais
precisa seria pela Mecénica Quéntica, empregando a equacgéo de Schrddinger. No entanto,
a escala de tempo atual para estudos de dindmica com essa abordagem é de picossegundos

(ps), o que torna invidvel para o calculo do movimento de sistemas de macromoléculas
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para maioria das aplicacBes. Por essa razdo usa-se uma aproximacao classica da fisica,
representando interacfes moleculares por funcdes potenciais classicas. (NAMBA;
SILVA & SILVA, 2008; SCHLICK, 2010)

Os sistemas bioldgicos possuem geralmente dezenas ou centenas de milhares de
atomos representados nas simulagdes, como esferas de van der Waals com uma massa e
uma carga pontual. Essa representacdo é descrita nos campos de forca de forma simples
devido a limitagdo computacional.(VERLI, 2014)

Segundo a IUPAC, campo de forga € um método empirico de célculos que tende
a estimar a energia e a estrutura de diferentes conformac6es de moléculas. O método é
baseado na adicdo de termos que consideram o comprimento e angulos de ligacdes,
torcdes em ligacGes com liberdade de giro e interacGes atrativa e/ou repulsiva de van der
Waals e dipolares entre &tomos néo ligados, e € também chamado de célculo de mecénica
molecular (GOLD, 2014).

A equacdo 6 mostra um tipico campo de forca que € a somatéria de todos os

potenciais dando a energia potencial total (V7y):

V(T) = Vb + Ve + V(p + VE + VL] + Vel (eq 6)

a) Potencial harmonico para ligacao
Esse potencial é baseado na lei de Hooke, e descreve as vibracdes em torno do
comprimento de equilibrio entre dois atomos ligados covalentemente (bo) usando uma

constante de ligacéo ou de mola (Kb) (equagéo 7 e Figura 15):
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Vs = 2Ky (b — bo)? (e9.7) b

Figura 15: Representagdo da ligacdo covalente de dois atomos i e j no comprimento bo.

b é a distancia entre o atomo i e 0 4&tomo j em um momento qualquer, b, é 0
comprimento de equilibrio da ligacdo e K;, é a constante elastica da forca, constante de
Hooke, Figura 15.

b) Potencial harmonico angular

Esse termo (equacdo 8) mantém o angulo de ligacao entre atomos i-j-k, que séo

ligados de forma covalente e consecutiva, tomando uma conformacao de equilibrio (Figura

16).

Vo =2 Ko (60 — 6,)? (eq.8) o

Figura 16: Representacdo do Potencial harmdnico angular entre os &tomos i-j-k

Na equacdo 8 referente a Figura 16 o 0 ¢ o angulo entre duas ligagdes consecutivas
e 0 6, é 0 angulo de equilibrio entre as ligacdes quimicas. K, € a constante elastica, que
faz a restituicdo da forca ao angulo de equilibrio. O valor do 8, dependera de fatores

como hibridacéo de orbitais atdmicos e simetria da regido onde esta a molécula.
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c) Potencial diédrico imprdéprio
Esse potencial se refere a integracdo de quatro atomos, i-j-k-I e ¢ é angulo entre
os dois planos formados pelos atomos i-j-k e i-l-k ¢ o é seu angulo de equilibrio.

(Equacéo 9) (Figura 17)

Ve =2 Ke(§ — )% (eq.9) A

\

L@\

k——i

Figura 17: Representacdo do Potencial diédrico improprio que se refere a interacdo nos atomos i-j-k-I.

Esse potencial tem por objetivo manter a estrutura tridimensional do conjunto
desses quatro a&tomos de forma planar em € =0° ou de forma tetraédrica £ = 35,25°, sendo
K;. a constante de Hooke para restituicéo desses angulos de equilibrio.

d) Potencial torcional ou diédrico proprio

Representa a tor¢do propria (rotacdes) de ligacGes covalentes com liberdade de

giro. Existem dois planos definidos, o primeiro pela ligacdo i-j-k e o segundo pelo plano

j-k-1 e a rotacdo da ligacdo j-k (Figura 18) é dado pela equacéo 10, Figura 18.

Vo = Ko[1 + cos(pe + 8)] (eq.10) /

Figura 18: Representa¢do do Potencial torcional.

K, € a constante de forca, p periodicidade do potencial e & € a fase.
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e) Potencial de Lennard-Jones

Atomos n3o ligados, ou separados por 3 ou mais ligacdes sdo tratados por
potenciais que levam em conta suas nuvens eletronicas. Apesar de ndo haver reacgoes
quimicas, h&a uma atracao e repulsdo. A dispersdo de London que é modelado pelo termo
em r®, descreve interagGes atrativas de curto alcance e a parte repulsiva é calculada pelo

termo de repulsio de van der Waals cm dependéncia em r2,

oiﬁj e o;;'% sdo parametros que controlam a distancia interatdmica entre um par
de &tomos ndo ligados e € controla a profundidade do pogo de energia entre eles, como

ilustrado na Figura 19 e equacdo 11.

e

12

O
VL] = 4¢ [ ;]12
1)

— %] (eq.11)
i

Figura 19: Representagdo do Potencial de Lennard-Jones

O calculo de interacdo entre &tomos ndo ligados é custoso computacionalmente
na DM, enquanto o nimero de termos ligados (angulos, ligagdes) é proporcional ao
namero de atomos, o de interagdes ndo ligadas é aumentado como funcdo do quadrado
do numero de atomos do sistema. Assim calculos da dinamica de sistemas biologicos

como o de mecanismos de acao de peptideos em membranas se tornam muito demorados.
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E necessario baixar o custo computacional para viabilizar a simulago, por isso utiliza-se

um cut-off a partir de determina distancia. (LEACH, 2001)?

f) Potencial de Coulomb

O Potencial de Coulomb é um potencial que representa distribui¢des internas de
cargas parciais e € calculado entre atomos nédo ligados diretamente. Esse potencial é
modelado de acordo com a lei de Coulomb. Por isso a energia eletrostatica depende da
carga atdmica e a intensidade da forga entre elas varia com inverso da distancia entre os
atomos i e j. Esse é um termo de longo alcance, sendo descrito pela equacéo 12 e Figura

20.

qi4j
Ver = ZiZj>iijJ (eq. 12)

Figura 20: Representacéo da equagdo do Potencial de Coulomb. Os circulos sdo linha de isopotencial e as
setas demonstram a dire¢do do campo.

gi e qgj séo cargas parciais, que representam a distribuicdo eletronica dos atomos i
e j, r é a distancia de separacdo entre os atomos. f é a relacdo ﬁ , onde &, € a
permissividade dielétrica do espaco onde se encontram as cargas, sendo de &, =¢&,&,
onde &€ a constante dielétrica do meio e g, € a permissividade dielétrica do vacuo
(SHEINERMAN; NOREL & HONIG, 2000).

Existem varios exemplos de campos de forga como: AMBER (PEARLMAN et

al., 1995), GROMOS (VAN GUNSTEREN & BERENDSEN, 1987), CHARMM

2 Cut-off: Raio de corte para interagdes néo ligadas.
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(BROOKS et al., 1983), OPLS (KAMINSKI et al., 2001). O GROMOS é um campo de
forca 4&tomo unido (united atom), o qual trata os atomos de hidrogénio ndo polares e
alifaticos como parte de um atomo maior; unidos ao atomo a que estéo ligados. Atomos
de hidrogénio em aneis aromaticos e &omos de hidrogénio polares sdo tratados
explicitamente. O GROMOS foi o campo de forca utilizado nesse trabalho.

(OOSTENBRINK et al., 2004)

3.2.2 Minimizacéo de energia

Ha dois modos de minimizacdo de energia em sistemas moleculares o local e o
global. O uso de algoritmos como Steepest Descent e Gradientes Conjugados leva aos
minimos locais de energia mais proximos e com isso alivia-se tensdes em ligacGes
quimicas, angulos entre ligaces, em esferas de van der Waals e posicionamentos de
cargas. Com isso é possivel aplicar a simulacdo por Dinamica Molecular, pois o alivio
nas tensdes locais evita grandes desequilibrios na temperatura, provocados pela rapida
conversdo de energia potencial armazenada em energia cinética. No entanto, a
minimizacdo local de energia por esses métodos de gradiente ndo possibilita a
transposicao de barreiras de energia para buscar minimos mais baixos e mesmo o minimo
global de energia. Assim, a conformacao inicial dos modelos de proteinas, por exemplo,
deve estar bem proxima da estrutura nativa. A Dindmica Molecular, apesar de possibilitar
transpor barreiras locais de energia, pode levar tempos incomensuraveis de simulagéo
para alcancar a conformacao nativa, partindo-se de uma conformacao aleatoria.

Os métodos de otimizacao global estdo em desenvolvimento e visam alcancar a
estrutura nativa partindo de conformacdes aleatorias. Essa técnica utiliza métodos

denominados metaheuristicos em que a cada etapa o modelo vai sendo melhorado de
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acordo com um critério. Apesar de ndo haver garantia de uma solucéo 6tima, esse método

é atuamente usado baseado no método de Monte Carlo e em algoritmos genéticos.

3.2.3 Condicdes periddicas de contorno

Em simulacdo, o sistema é acomodado em uma caixa que possui uma forma
geométrica geralmente cubica, dodecaédrica ou octaédrica. Dependendo do sistema,
algumas caixas sdo muito econémicas no tempo computacional como exemplo a forma
octaedro apresenta um volume de 77% de um cubo, enquanto que um dodecaedro 71%.
(VERLLI, 2014)

Em condicBes periddicas de contorno elimina-se os efeitos de bordas da caixa de
simulacdo, de forma que se um atomo atravessa a fronteira da caixa ele emerge na face

oposta, fazendo com que o ambiente atdmico possa ser considerado infinito.

3.3 Generalized Simulated Annealing — GSA

O GSA é um método estocastico baseado no Método Monte Carlo, que envolve o
calculo de configuracdes de populacbes, ou conformacdes de uma proteina por exemplo,
a partir de uma funcdo de custo e da probabilidade de aceitar as novas configuracdes
obtidas. No estudo de enovelamento de proteinas ao gerar essas diferentes conformacdes
é possivel visitar a hipersuperficie de energia da molécula, transpondo barreira, e buscar
a conformacao de minimo global de energia, baixando a temperatura de forma controlada.
(AGOSTINI et al., 2006; ANDRICIOAEI & STRAUB, 1996; MELO et al., 2012;
METROPOLIS et al., 1953; MORET et al., 2002, 1998) . O GSA é utilizado pelo
programa Thor-GSA(programa de modelagem desenvolvido por membros do Instituto de

Biofisica Carlos Chagas Filho — IBBC/UFRJ e do 1Q-UnB (MORET et al., 1998)
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Para manter a rapidez de resfriamento e considerar que o sistema molecular
chegue a conformagdo com o minimo global de energia sdo adotadas fungdes e ajustadas
respectivos parametros que controlam a taxa de decaimento da temperatura (gr), a visita
a hipersuperficie de energia (qv) e a probabilidade de aceitar novas configuracées (qa).
O sucesso da técnica depende da escolha apropriada do conjunto [gr, qVv, ga]. O primeiro
parametro,qgr, elege a forma da curva de decaimento da temperatura apresentada na Figura

21. (AGOSTINI, 2008; JUNIOR & SILVA, 2004)

100
90
80 —qT=141
—qT=13
g 70 —qT=15
‘ES. 60 —qT =17
o 50 —qT=1.9
8 qr =21
£ 40 - —qT=23
2 30 —qT=25
20 —qT=27
—qT=29
10 L )
0 I I I |
0 20 40 60 80 100
Nameros de Passos

Figura 21: Decaimento da temperatura versus nimero de passos de célculo do
GSA para gr variando de 1,1 a 2,9, onde T=100. (FERNANDES, 2009)

De acordo com a Figura 21, representa uma temperatura artificial inicial de T=100.
Com o aumento do valor de gr, 0 resfriamento € mais brusco, enquanto os valores menores
para gt deixam o processo de annealing mais suave, isso causa o balanceamento do
namero de graus de liberdade do sistema em estudo. (MORET et al., 1998)

As novas conformacdes sdo obtidas a partir do sorteio de torgdes nos angulos
diedrais préprios @ definidos no topico referente ao Campo de Forca (Figura 18). Os
novos angulos de tor¢do ¢w+1 S@0 obtidos atraves de cada passo, calculado por uma funcéo
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de visitacdo, g_qv (r), cuja forma, apresentada na Figura 22, é controlada pelo pardmetro

Qv.

—qv=1.1
R —qv=123

fa)
v g —qV =15
—qv=17

—qV=19

qv =2.1

/ —qv=23

aVal —qV =25

AN —v-27

Gqv
T D

—qV=29
-180° A 180°

Figura 22: Curva de visitacdo da superficie de energia pelo sorteio de diedros para qv variando de
1.1a2.9 (FERNANDES, 2014)

gv é o indice que controla a visitacdo da superficie de energia na busca
conformacional. A superficie de energia é diferente para cada macromolécula. A de
proteinas apresenta um numero astrondmico de minimos de energia locais equivalentes,
correspondendo a conformacdes aleatdrias. A conformacdo nativa € encontrada em um
pequeno funil de energia que leva ao minimo global, imerso na grande superficie dentre
0s minimos locais. A diferenca em energia entre o estado enovelado e os diversos estados
conformacionais aleatérios € em geral menor que 20 Kcal/mol. Para gvigual a 1, a funcdo

de visita a superficie assume a distribuicdo gaussiana da méaquina de Boltzmann (CSA) e
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quando atinge o valor de 2, a distribuicdo assume a distribuigdo Lorentziana, a mesma da

maquinda de Cauchy (FSA).

1
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0.4 —gA=23
0,3 1 —gA=25
| —gA=27
0.2 —gA=29
0,1 A
0 I I I I
0 200 400 600 800 1000

Figura 23: Funcéo de aceitacdo PgA para gA variando 1,1 a 2,8.

ga é 0 parametro de ajuste da funcdo de aceitacdo, Pga Figura 23, na estatistica de
Tsallis, é possivel escolhé-lo visando uma maior desempenho do método. Quando gA =
1, a probabilidade corresponde a probabilidade classica de Boltzmann de acordo com o

algoritmo de metropoles, no método de Monte Carlo. (TSALLIS et al., [s.d.])

AV ¢ a diferenca de energia entre dois estados conformacionais consecutivos no
calculo. A energia potencial, V, utilizada é a soma dos termos diedrais (equacdo 10),
Lennard-Jones (equacdo 11) e Coulomb (equacdo 12) e definidos no tépico sobre o
Campo de Forca. Quanto maior 0 ga maior a probabilidade em aceitar novas

configura¢des, num mesmo valor de AV. A possiblidade de um determinado salto ser
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aceito € maior quando gA for alto. AV e a probabilidade de aceitacdo sdo inversamente

proporcionais.

Observou-se estudando o homo-peptideo contendo 18 residuos de alanina (18-
ala), que ha uma tendéncia inversa dos valores do parametro que controla o decaimento
da temperatura (qr) em relacdo aos valores do parametro e visitacdo (qv) para encontrar

estruturas de menor energia, ou seja, o gt aumenta o qv diminui. (AGOSTINI et al., 2006)

O GSA reduz o custo computacional comparado a outros métodos como a prépria
Dinadmica Molecular, no entanto deve-se lembrar que a DM é uma técnica deterministica
que possui como vantagem de analise o tempo, tendo assim uma trajetéria do sistema e o

GSA ndo possui uma trajetoria temporal. (FERNANDES, 2009)

A combinagéo de GSA com Dinamica Molecular tem demonstrado o aumento da
velocidade e otimizacdo do enovelamento de proteina, sendo uma grande vantagem por
causa da reducdo do nimero de ciclos para alcangar o minimo global. Nessa combinacao,
0 GSA encontra o funil de energia, escondido na superficie de nimero astronémico de
minimos locais. A proteina com a conformacdo dentro do funil de energia é entdo

conduzida ao minimo global por DM. (MELO et al., 2012)

3.4 Funcionamento do GSA

O método do GSA segue a seguinte descricao:
No input fornecemos ao programa os valores dos parametros de ga, Qv, gt que

foram : pardmetro de aceitacdo (qa) = 2.1, par@metro de visitagdo (qv) = 1.9, pardmetro
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de controle de temperatura (qt) = 1.7, e a temperatura artificial inicial (T0) = 10.1. A

estrutura de entrada para 0 GSA foi estendida, como mostra a Figura 24.

1"} Y : . +* C-terminal
D 0 s s aa P P A .9
N4 A WNIAGAUN L T Y Y Y
\,! g\‘ Y \ “l’\\\{ \‘gmf A’L'"“f"!“&“"'\"“{;
| ‘ I Y Lo Y % WX

)
N-terminal

Figura 24: Estrutura estendida do peptideo DD K pré simulagdo com GSA.

Uma vez escolhidos os parametros seguem 0s passos:
1) A cada passo t uma nova temperatura é calculada, de acordo com a

Equacdo 13 (AGOSTINI et al., 2006):

29711

Tyr(t) = TqT(l)m (eq. 13)

2) E realizado o mapeamento da hipersuperficie de energia potencial
adicionando um incremento de angulo (A¢ti) aos angulos diedrais da
molécula no passo “t” (¢t), gerando um novo conjunto de coordenadas
(pt+1). Os incrementos de angulo (A@t,i), Sdo calculados a cada passo de

acordo com a Equacéo 14:

Ot+1= Ot + AQti (eq. 14)
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Eo A(pt,i é calculado de acordo com gqv é a funcgdo de distribuigdo de
visitacdo, dada pela equacgéo 15:

D 1 D-1 =D

2! [qv 1" [T >~

=12l {

1 D-1

2 (QU_1)+T
1) (a(pf,fl }
[Tie)] &%)

Iav(Beei) = (qvﬂ,_ 1)

1+(Qv_

(eq. 15)
I'(x) € a funcdo gama, D, que € a dimensédo de espaco dos parametros e qv
é o indice que controla a visitacdo da superficie de energia e faz a busca
conformacional de menor energia. Essa distribuicdo torna-se ndo

normalizavel para qv > 3;
3) Acenergia E ((t+1) € calculada com os potenciais de tor¢éo (Equacéo 10),

de Lennard-Jones (Equacdo 11) e de Coulomb (Equacéo 12), utilizando o
programa THOR, programa de modelagem e dindmica molecular
desenvolvido no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) e no
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho — IBCCF/UFRJ (MORET et al.,
1998). Esse programa também emprega o Campo de forca GROMOS96
(VAN GUNSTEREN & BERENDSEN, 1987)

Os comprimentos e os angulos de ligacdo sdo fixos em seus valores de
equilibrio, o que torna desnecessario o calculo dos termos do campo de
forca relativo a esses potenciais. Calculando assim apenas 0s de atomos
ndo ligados diretamente da proteina (van der Waals e eletrostaticas) e 0s
termos de angulos diedrais da cadeia peptidica e das cadeias laterais;

4) As novas coordenadas sdo aceitas seguindo o critério:

Se E(Pt+1) < E((t), as coordenadas (Pt séo substituidas por Qt+1;
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Se E(Qt+1) <E(y), e sorteado um numero n < [0,1]:
e se n > Pga (probabilidade de aceitagdo), as coordenadas de (Pt se

mantém, se ndo, Pt é substituida POr Pt+1. A probabilidade de

aceitacdo e calculada pela Equagdo 17,

1
PqA = [1 +(@A-1) —E(“’”Tl();E(‘pt)]qA_l (eq. 17)
t

Para qa =1 tem-se a distribuicdo classica de Boltzmann utilizada no

critério de Metropolis, no método de Monte Carlo.

5) Voltando ao 1° passo, o procedimento é repetido até que o sistema esteja
totalmente resfriado (T = 0) ou até o nimero de iteragdes maximo seja

alcancado.

3.5 Simulagdes com peptideo DD K imerso em solu¢éo

A primeira abordagem com o peptideo em solvente, analisa a estrutura secundaria
e 0 mecanismo de acdo em ambiente anfifilico. Essa primeira parte gerou 3 sistemas com
0 peptideo: 1) o controle em agua 2) o peptideo com mistura TFE/agua (50%/50%, v/v)
na mesma proporc¢éo feita na técnica de RMN 3) a estrutura obtida do GSA e estudada

em DM, também em mistura TFE/agua (50%/50%, v/v), como mostra a Tabela 1
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Tabela 1: Descricdo dos sistemas com DD K em &gua e em mistura TFE/agua (50%/50%, v/v)

Nomenclatura Condicdes de simulagéo Tempo de simulagéo

1 peptideo DD K em &gua com estrutura

DDKaga obtida por RMN
DDKeer 1 peptideo DD K em mistura TFE-agua com
TFE/agua estrutura obtida por RMN 1000 ns

1 peptideo DD K com estrutura pré-
DDKesatreiacua | €novelada pelo GSA, simulada em mistura
TFE-4gua.

O arquivo da estrutura do peptideo DDK foi obtido no banco de dados PDB com
o0 cddigo 2JX6.(VERLY et al., 2009) Foi feito um estudo primeiramente de estrutura e de
dindmica do peptideo, os sistemas foram construidos com base na abordagem feita por
Verly et. al. (2009)

As simulacbes de dindmica molecular descritas na Tabela 1 foram feitas com o
programa GROMACS para os dois sistemas com o campo de forca Gromos53a6
(OOSTENBRINK et al., 2004). O modelo de agua utilizado foi o SPC, Simple Point
Charge. (BERENDSEN et al., 1981)

O método PME (Particle Mesh Ewald) foi utilizado para calcular as interacdes
eletrostaticas dos sistemas pelo potencial Coulomb, com raio de corte de 1.4 nm, a pressdo
utilizada foi 1 bar e a temperatura foi 293.15 K, controlada pelo acoplamento de

Berendsen. (Tabela 2) (DESERNO & HOLM, 1998; GIBBON & SUTMANN, 2002)
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Tabela 2: Descricdo da DM do peptideo DD K em solugdo aquosa e mistura TFE/agua

Campo de Forca GROMOS 53a6
Modelo para agua SPC

Integrador Velocity Verlet
Ensemble NPT
Temperatura 293.15 K
Termostato Berendsen
Pressdo 1 bar

Barostato Berendsen
InteracOes Eletrostaticas PME
Restri¢des para agua LINCS
Restricdes para TFE/agua SHAKE

351 Sistema do peptideo em agua

Foi construida uma caixa de simulagdo ctbica com 134x133x64 nm com &gua
com uma molécula de peptideo DD K (PDB:2JX6) (Figura 25). (VERLY et al.,
2009)Esse sistema foi balanceado com 5 ions de cloro para neutralizar cargas do sistema.

(Tabela 3)

Figura 25: Sistema do peptideo DD K em agua. Em azul,
moléculas de agua.
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Tabela 3: Descrigdo do sistema do peptideo em solugdo aquosa em DM.

Numero de moléculas de 4gua | 16594
Numero de peptideos 1
Contraions de cloro 5

Numero de atomos do sistema | 50074

3.5.2 Sistema do peptideo DD K em mistura trifluoretanol e 4gua
O 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) é um solvente amplamente utilizado para
caracterizagdo de estrutura secundaria e enovelamento de peptideos em mistura com agua.
De acordo com a literatura o TFE e outros alcoois induzem a formacéo de hélice-a e

estabilizam-nas (BAKO; RADNAI & BELLISENT FUNEL, 2004).

O TFE (Figura 26) foi utilizado com o DD K por Verly et al. para determinacgéo
da estrutura do peptideo em dicroismo circular e RMN, que resultou na estrutura
depositada no PDB: 2JX6. Misturas TFE/agua sdo largamente utilizadas em técnicas
experimentais e foram parametrizados para simulacdes por Dinamica Molecular, os
parametros utilizados para simulacdo do TFE foi proposto por Fioroni et. al. (BAKO;

RADNAI & BELLISENT FUNEL, 2004; FIORONI et al., 2000)

Figura 26: Molécula de trifluoroetanol -
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Dois sistemas em TFE/agua foram estudados, um com a estrutura do peptideo do

PDB: 2JX6 (DDKrreisgua) € oOutro a partir da otimizacdo prévia com GSA (DDKgsa-

TFE/AGUA), que teve como conformacdo de partida a estrutura estendida. (Figura 24).

A Tabela 4 descreve o sistema DD Krre/agua € @ Tabela 5 descreve o sistema DD

Kesa-TFE/agua:

Tabela 4: Descri¢do da quantidade de moléculas do sistema DD Krre/sgua.

NuUmero de moléculas de TFE

7741

NUmero de moléculas de agua

14861

Numero de peptideos

1

NUmero de 4tomos do sistema

38376

Contraions de cloro

5

O peptideo DD K no sistema DD Krre/agua foi colocado em uma caixa cubica de

134x134x64 nm (Figura 27A) e no sistema DD Kasa-Tre/acua @ dimenséo da caixa e de

70x70x70 nm (Figura 27B).

Tabela 5: Descri¢do do namero de moléculas do sistema DD Kgsa-TFE/AGUA.

NUmero de moléculas de TFE

838

Numero de moléculas de agua

7239

NUmero de peptideos

1

NuUmero de 4tomos do sistema

27872

Contraions de cloro

5
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Figura 27: A - Representacdo da caixa de simulagdo do sistema DD Krresgua- B —
Representacédo da caixa de simulagédo do sistema DD Kgsa-tre/acua. Em azul a 4gua, em
cinzao TFE.

3.6 Simulagbes com bicamadas lipidicas

As bicamadas lipidicas sdo modelos tedricos simples que seguem parametros de
caracteristicas de cada lipidio (tamanho, carga e morfologia), concentracdo salina, pH,
temperatura, etc. (MARGUET et al., 2006)

A simulac6es por Dinamica Molecular para sistemas lipidicos estdo na faixa de
centenas de nanossegundos a alguns microssegundos para um comprimento de caixa de
10 nm ou algumas centenas de lipideos. Devido ao crescimento do poder computacional,
também estdo em grande ampliacdo. As simulacBes de granulacdo grossa ou coarse-
grain, em inglés, sdo simulacdes mais rapidas por possuirem um modelo de representacédo
de moléculas mais simples, discretizando detalhes moleculares, para sistemas de grande
complexidade como polimeros (PETER & KREMER, 2010), lipideos (MARRINK; DE
VRIES & MARK, 2004) e proteinas (BOND; WEE & SANSOM, 2008). O modelo
coarse-grain esta atualmente na escala de tamanho de 10 — 100 nm para camadas
lipidicas, enquanto as simulac¢des atomisticas numa escala de 20 x 20 nm. (BENNETT &

TIELEMAN, 2013)
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Uma simulagdo com bicamada e proteina de membrana requer mais de 30000
atomos com base na mecénica classica. O campo de forca GROMOS, sendo um dos mais
usados, inclui a técnica de atomo unido, sendo uma vantagem para simulacdo em
proteinas e biomembranas pois reduz em 60 % o numero de 4&tomos de proteinas e
bicamadas lipidicas, por exemplo um sistema com o lipideo 1,2 dipalmitoil-sn-glicerol-3
fosfatidilcolina (DPPC) é composto de 50 particulas no modelo atomo-unido, enquanto
um modelo de all-atom, consiste em 130 particulas.(KUKOL, 2009)

DM é um método computacional relevante para determinar a dindmica de lipideos
e de pequenas estruturas como peptideos. Em geral, nessas simulacdes, condicdes

periddicas de contornos sdo usadas para evitar artefatos.

3.6.1 Parametro de simulacdo com DD K em bicamada POPC

A simulacéo foi feita no programa GROMACS 4.6.7 (BERENDSEN; VAN DER
SPOEL & VAN DRUNEN, 1995; HESS; UPPSALA & LINDAHL, 2008) manteve-se a
temperatura em 293.15 K, a mesma utilizada no experimento de CD e RMN feitos por
Verly et. al. (2009).Utilizou-se como acoplamento de temperatura V-rescale, pressao
constante de 1 bar e o termostato de pressao utilizado foi Parrinello-Rahman, com
acoplamento semi-isotropico (PARRINELLO & RAHMAN, 2012). (ANEXO I1I).

Foi utilizada para as simulacdes a topologia da membrana modelo de POPC que
se encontra no repositério do GROMOS 54a7. (POGER & MARK, 2010; POGER; VAN

GUNSTEREN & MARK, 2010)
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3.6.2 Preparacéo dos sistemas com DD K em interface bicamada POPC

Foram criados 4 sistemas com monomeros de DD K, o primeiro foi feito sem
peptideo, o controle, seguido do sistema com 2 (DDK2pep-popc), com 3 peptideos (DDKzpep-
popc) € com 4 peptideos (DDKapep-popc). ( Os mondmeros de DD K obtidos do arquivo
PDB:2JX6 foram colocados sobre a membrana modelo com 512 moléculas de POPC
com distancia de 7,4 -8,7 A (KUKOL, 2009). (Figura 28)

Ao posicionar os peptideos com o programa de visualizacdo PyMol (DelLano
Scientific, San Carlos, CA, USA), utilizou-se a mesma orientacdo com relagdo a
membrana modelo adotada por Rodrigo Verly em sua tese em 2010, a face hidrofébica
do peptideo formada por residuos de alaninas voltados para a bicamada e a face hidrofilica
formada por lisinas em contato com o solvente, como mostra a Figura 28E (VERLY,

2010)

Tabela 6: Sistema do DD K em interface de bicamada com 512 moléculas de POPC.

Nomenclatura mggg}gggge[% K Carga Tempo de
da simulacéo . ~ neutralizada | simulacéo
na simulacéo
Controle 0 0
DDK2pep- 10
2pep-pope 2 200 ns
DDKspep-pope 3 15
DDKApep-popc 4 20
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Figura 28: Sistemas com peptideo DD K em membrana modelo com 512 moléculas de POPC. A- Sistema
controle, B- Sistema DDK zpep-popc. C- Sistema DD Kapep-pope. D — Sistema DDKapep-pope. E- Detalhe da distancia do
peptideo da bicamada 7,4 - 8.7A.
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3.6.3 Preparacéo do sistema de poro de DD K em bicamada de POPC

O peptideo foi submetido ao servidor Rosetta Online Server that Includes
Everyone (ROSIE), (LYSKOV et al., 2013) utilizando o protocolo de Symmetric
Docking (SymDOCK). (ANDRE LAB, 2007) Esse protocolo prediz a simetria homo-
oligomérica de proteina, em que, a partir de uma subunidade de proteina, é feita uma
montagem com simetria circular ou diedral. Esse protocolo é similar ao protocolo de
ancoramento proteina-proteina e contém os mesmos componentes basicos, ou seja, a
partir da subunidade inicial vai comparar um conjunto de conformacdes dessa subunidade
mais proximas. A simulacdo comega com uma configuracdo simétrica randémica, 0s
comprimentos de ligagdo e os angulos de ligagdo s&o mantidos fixos e assumem uma
simetria perfeita, enquanto os graus de liberdade sdo dados ao backbone® e as cadeias
laterai, bem como as subunidades monomeéricas na forma de corpo rigido. A simulacéo é
de alta resolucdo com o protocolo de Monte Carlo-mais-minimizacdo (MCM), descritos
NOS passos a seguir:

1) Perturbacdo randémica do corpo rigido e graus de liberdade do backbone;

2) Otimizacdo das conformacOes das cadeias laterais por empacotamento

combinatdrio ou percorrendo ciclos alternativos de rotdmeros para cada cadeia
lateral em uma ordem randomizada e selecéo de conformacéo de baixa energia

(triagem de rotameros);

3 Backbone: comumente a denominacdo do esqueleto peptidico para estudo de estruturas de
proteinas, conjunto de atomos N,C,,C, na sequéncia do peptideo. Backbone é um termo comumente
utilizado também em algoritmos se referindo a essa sequéncia de atomos em qualquer célculo.
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Minimizacdo do backbone, cadeia lateral e graus de liberdade do corpo rigido.
Os movimentos sdo aceitos ou rejeitados de acordo com o padréo do critério
de Metropolis, em geral as simulagdes aceitam 100 movimentos com o0 MCM.
As estruturas de menor energia sao clusterizadas e 0 membro de menor energia
do cluster € escolhido. Em geral, a busca global é seguida pela busca local
onde a superficie de energia livre é altamente explorada na vizinhanca do
espago conformacional dos modelos de baixa energia.

O método é indicado para estruturas proteicas com mais de 10 residuos. O

namero total de subunidade é colocado, sendo 0 maximo até 10 subunidades.
A partir disso se segue a implementacdo da simetria na estrutura para se criar
0 poro. Essas transformacOes podem ser de rotacdo, inversdo ou de
espelhagem, dada as coordenadas da subunidade.
Para preservar a simetria do sistema ciclico, por exemplo, essas coordenadas
se tornam referéncias, como o eixo z durante a rotagdo no proprio, 0 eixo X
apontando na direcdo paralela do eixo, e com y perpendicular ao plano medido
por X e z.

Nessa representacéo, a translagao do eixo x vai ser reproduzida e vai preservar
a simetria se uma translacdo é aplicada para outras subunidades. Essa
preservacdo de simetria acontece durante a minimizacdo e a perturbacdo de
corpo rigido, que no caso do sistema ciclico sdo 4 graus de corpo rigido (3
rotacionais e um translacional das subunidades do peptideo).

Em adicdo, a funcdo da derivada da energia parcial (Equacdo 18), com
respeito a liberdade de um grau simétrico (corpo rigido ou torcional) pode ser
calculado por multiplicar o correspondente de uma Unica subunidade de um

fator n. , onde ng € 0 nUmero de subunidades no sistema:
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OE

or v . Nng L S Ng 0E _ 6_E
- = VE-x =VE Yis X=X ng 6x1'(eq' 18)

=1 0x; -
onde VE é o gradiente de todo o sistema (ndo simétrico) e X; € o vetor

correspondente a translacdo da subunidade i ao longo do eixo x de um frame

local.(ANDRE et al., 2007)

O protocolo SymDock néo aceita estruturas que ndo sejam aminoacidos, no input
com o arquivo pdb, por isso as amidas (NH2) terminais do DD K foram removidas quando
o mondémero foi submetido ao servidor. Apds a criacdo do poro, o grupo NH> foi
adicionado com o programa VMD com o script build structure em cada residuo de VAL-
33. (Figura 29) A partir dessa etapa foi seguido o protocolo de montagem de sistemas de
proteinas com membrana modelo feito por Pedro Henrique Torres em sua tese defendida
em 2014, e utilizado no acondicionamento das conformacgdes dos poros na bicamada.

(Detalhes no ANEXO II)

. Servidor ThaU- Adicionou-se
PDB ] Detern‘flnou se NH2 no Acondicionamento
ROSIE: aquantidadede ]
2JX6 . terminal-C dos do poro
L SymDock maonomero peptideos

Figura 29: Fluxograma para preparagdo dos poros de DD K em bicamada modelo POPC.
Protocolo de preparacdo de simulagdes:
1) Utilizou-se a topologia da bicamada POPC (*.itp) obtida no diret6rio do
GROMACS 4.6.7 para Gromos 54a7.
2) O poro de peptideos foi posicionado na bicamada.

3) Foi feito um orificio na bicamada para acomodar o poro.
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4) A caixa foi feita de acordo com as dimensdes da membrana modelo e altura

do poro.

5) Foi feita a remocao de 4gua da bicamada lipidica.

6) Editou-se o arquivo de topologia com as moléculas de lipideos e de &gua e

com 0s mondmeros na forma de poro.

7) Adicionou-se ions de cloro de acordo com cada sistema e simulou-se até 200

ns.

8) Esse sistema foi simulado usando o mesmo protocolo descrito no item 3.7 e

anexo Il1.

Os estudos prévios com o peptideo mostraram que o residuo triptofano 3 é um
residuo de interface, ou seja, ndo se insere na bicamada, por isso alocamos, apds
estabelecidas as conformacdes de poro, o terminal-N, onde se localiza o triptofano-3 fora
da bicamada e inserindo o terminal-C na bicamada. O triptofano é um residuo que em
grande quantidade torna o peptideo hidrofdbico e faz com que ele rapidamente se insira
em membranas biolégicas. No DD K acredita-se que esse residuo faca forte interacdo
com a bicamada, mas néo insere totalmente, permanecendo na interface em uma regiao

coil da cadeia.

Dindmica Molecular dos sistemas com as conformacdes de poros de DD K em bicamada

POPC.

Como descrito no item 3.7 os sistemas com poros foram submetidos a Dinamica
Molecular com 0 GROMACS 4.6.7 e campo de forca GROMOS 54a7 (HUANG,; LIN &
GUNSTEREN, 2011; POGER & MARK, 2010; POGER; VAN GUNSTEREN &
MARK, 2010) Os sistemas nas simula¢fes possuiam a descri¢do da Tabela 7 e também

chegaram até o tempo de 200 ns.
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Tabela 7: Descricdo dos sistemas com conformac@es de poro de DD K em bicamada de POPC.

Nomenclatura | Moléculas de DD K | Moléculas Carga Tempo de
da simulacéo na simulacéo de POPC |neutralizada| simulacao
Controle 0 512 0
DDK poros-pope 6 468 30 200 ns
DDKporo7-popc 7 461 35
D DK poros-popc 8 454 40

3.7 Programas extras

Para observacdo, edicdo e geracdo de imagens moleculares dos sistemas foi
utilizado o programa Visual Molecular Dynamics (VMD)(HUMPHREY; DALKE &
SCHULTEN, 1996). Para geracdo de graficos e calculos estatisticos utilizou-se o

programa Origin (OriginLab, Northampton, MA).

53



Capitulo 4

Resultados e discussoes

Nesse capitulo sdo apresentados os resultados das simulagdes por Dinamica
Molecular de sistemas modelos constituidos por mistura TFE/agua e bicamada lipidica

realizadas com peptideo DD K.

4.1  Resultados do Generalized Simulated Annealing e Dinamica Molecular dos

sistemas do DD K imerso em solucéo

Os primeiros resultados com o DD K foram obtidos por Dindmica Molecular em
agua e em mistura TFE/agua (50%/50%, v/v). Essa primeira anélise consiste em uma
comparacao de metodologias para a predicdo de enovelamento do peptideo. Cada um dos
sistemas foi simulado por 1000 ns.

A estrutura de saida do GSA escolhida foi a representada na Figura 30 que a seguir
foi submetida a Dindmica Molecular com TFE/agua em (50%/50%, v/v). Com 33
residuos aminoacidos, o DD K tem 3% possibilidades conformacionais, um numero
astronémico, considerando-se somente os minimos de energia encontrados nas torgdes
dos angulos ¢ versus y, o diagrama de Ramachandran. Esses minimos de energia
correspondem as regides de fitas beta, hélice para esquerda e hélice para direita do proprio

diagrama.
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Terminal-N |

Terminal-C

Figura 30: Sobreposicéo do resultado da conformacéo final, de menor energia, do GSA em azul e do
modelo escolhido no PDB:2JX6 (modelo 18) em laranja (RMSD=5.6A)

4.1.1 Perfil de estrutura secundaria do peptideo DD K em simulacdo em
agua e mistura

A Figura 31Figura 30 mostra o resultado do perfil de estrutura secundéaria pelo
programa DSSP (Define Secondary Structure of Protein) encontrado no pacote
GROMACS com 0 binario* do_dssp. (KABSCH & SANDER, 1983) No eixo y esta
descrito o nimero de cada residuo e no eixo x esta o tempo da simulagéo.

A estrutura inicial da simulacdo DDKsgua cOMO ja citado foi proveniente do estudo
por RMN. A Figura 31A mostra que na simulagio desse sistema a partir dos 50 ns® o
peptideo perde a estrutura de hélice-a e assume uma forma de fita-p nos residuos TRP-3,
SER-4, LYS-5, ILE-6, LYS7, ALA-8, ALA-9 e ALA-24, ALA-25, LEU-26, ASN-27,
ALA-28. Ao longo da simula¢do ndo ha estrutura de a-hélice estavel.

E conhecido na literatura que os peptideos antimicrobianos s6 adquirem

conformacéo proximo a ambientes hidrofobicos, se supondo-se que isso possa ajudar no

4 Binario: de maneira mais correta esse termo é denominado cadigo binario, uma sequéncia de instrucGes a
serem executadas pelo programa em linguagem de maquina.
®ns = nanossegundos
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ancoramento na bicamada, alvo de agdo desses peptideos, visto que em agua muitos
peptideos ndo se estruturam. (EICHENBERGER; VAN GUNSTEREN & SMITH, 2013;
TAYLOR & KAISER, 1986; VERLY et al., 2009). A mistura TFE/agua é largamente
utilizada para induzir o enovelamento de peptideos. Por isso é possivel ver a grande
diferenca na formacdo de estruturas secundarias entre demais perfis de estrutura
secundéria dos outros sistemas na mesma figura.

A andlise na Figura 31B mostra o padrdo de estrutura secundaria do sistema
DDKrre/agua que é predominante a hélice-a, o que sugere que o DD K ao ser colocado em
contato com essa mistura tende a conservar sua helicidade, o que corrobora com 0s
estudos de dicroismo circular. (VERLY et al., 2009) Durante a simulacdo observou-se a
presenca também da hélice 5 em roxo entre os residuos 15 e 30.

A Figura 31C perfil de padrbes de estrutura secundaria do sistema DDKgsa-
TFE/AGUA, a estrutura inicial desse sistema é apresentada apresentado na Figura 30.
Observa-se que a area em azul, que representa a hélice-a, é predominante. Uma estrutura
de volta comeca a se formar entre os residuos 20-24 desse peptideo, nessa regido ha a
presenca de glicina-22, que pode ser a responsavel por essa quebra na sequéncia em
hélice-a, ja que esse residuo tende a dar grande flexibilidade a cadeias polipeptidicas. O
sistema com estrutura inicial obtida pelo GSA conservou a hélice-a, essa helicidade foi
crescente no inicio da DM e permaneceu mais tempo do que nos outros sistemas
estudados demonstrando que a metodologia é eficiente para predi¢do da estrutura da
estrutura de peptideos (FERNANDES, 2014). No entanto, peptideos sdo intrinsecamente
mais flexiveis que proteinas, sendo esperada maior flutuagdo conformacional. Nota-se
que em agua o peptideo se desestrutura (Figura 31A) ao passo que a predicdo com GSA
mostra o peptideo ja em segmentos em hélice (Figura 30), embora néo haja solvente no

calculo estocéastico com esse método. A representacao do solvente no GSA ¢é por um meio
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continuo simulado por uma fungéo dielétrica que pode ser ajustada segundo a polaridade

do meio, sendo aqui utilizada com a constante dielétrica igual a 4,5 para distancias

interatémicas de até 5 A, aumentando em curva sigmoidal até 80 em distancias até 20 A

e mantendo-se nesse valor para distdncias superiores. Essa estratégia simula

satisfatoriamente ambientes de interfaces como superficies de proteinas e bicamadas

lipidicas, ficando aqui demonstrada sua eficiéncia em enovelar peptideos em ambientes

simulando misturas como TFE/4gua. Como descrito na secdo de métodos, o0 GSA

encontrou o funil de enovelamento na superficie de potencial das interacfes atbmicas ao

enovelar segmentos em hélice (Figura 30) e em seguida a DM terminou o processo de

enovelamento (Figura 31C).
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Figura 31: Padrdes de estrutura secundaria dos residuos do sistema DDK ao longo de
1000ns nas simulacgdes dos sistemas DDKggua (A), DDKrre/agua (B), DDKgsa-treracua(C),
em vermelho, B-sheet; em preto, g-bridge; em verde, bend; em amarelo, turn; em roxo, 5-
helix; em cinza, 3-helix; em azul, a—helix; em branco, coil.
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4.1.2 RMSD dos sistemas com DD K em agua e mistura TFE/agua

Durante a dinamica molecular varias conformaces aparecem e por causa disso é
feita um calculo para a comparacdo dessas estruturas, como o Root-mean-square
deviations (RMSD) o desvio da raiz quadratica média. Ele é calculado a partir da variagdo
das coordenadas atbmicas das estruturas em relagdo a uma estrutura de referéncia. Na
presente analise a estrutura de referéncia é a obtida por RMN, sendo o modelo utilizado
0 19 do arquivo PDB: 2JX6, sendo o modelo mais representativo de acordo com o
OLDERADO (http://www:.ebi.ac.uk/pdbe/nmr/olderado/). Utiliza-se no RMSD os
atomos do backbone da cadeia polipeptidica (0RMSD). (MAIOROV & CRIPPEN, 1995)

A andlise de RMSD na Figura 32A mostra a mudanca conformacional do sistema
DDKGgua, houve um aumento inicial de RMSD de até 11 A e isso acontece devido a perda
de estrutura desse peptideo comparativamente a estrutura de RMN, mostrada na analise
de estrutura secundaria da Figura 31A. A analise de cluster, feita pelo binario g_cluster
do pacote GROMACS, mostrou uma linha vermelha continua o que sugere
predominancia de agrupamento em outra conformacdo. (Figura 32A). Podemos inferir
gue o mesmo se trata de conformacdes heterogéneas ja demonstradas na Figura 31A, cuja
representante inicial na mudanca de conformacéo esta em cartoon em destaque.

Na Figura 32B € apresenta a variacdo de RMSD do sistema DDKrre/agua. OS
valores de RMSD se mantém em torno de 2-4 A, at¢ 400 ns, momento em que na
simulacdo comecam a aparecer mais conformacdes. De acordo com a Figura 32B, isso
indica uma perda de helicidade nos residuos 27-33, delineando uma desestrutura. A partir
dos 800 ns aparecem mais clusters, consequentemente mais grupos com conformacoes
diferentes também assinalados em vermelho, quantificados no eixo y da Figura 32B. O

desenho na Figura 32B representa a conformacéo final com o Terminal-N em fita beta.
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A variagdo de RMSD da Figura 32C se refere ao sistema DDKgsa-tre/acua. NESse
gréafico ha o crescimento do RMSD nos 200ns. A partir dai, h&d uma estabilizac¢do na faixa
entre 7e 9 A do RMSD. Nesse periodo h& a predominancia de hélice-o. como também
mostrado na Figura 31C. Diferente das simulacGes anteriores, o sistema DDKgsa-Tre/Acua
apresenta conformacao com hélice-a predominante até o final. Também n&o possui tantos
clusters, demonstrando que essa é a conformagao mais representativa como mostrado na

Figura 32C no eixo y ao lado em vermelho.
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Figura 32: Variacdo do RMSD do backbone do peptideo DD K nos sistemas (lado
esquerdo no eixo y (bRMSD)) e (lado direito) analise de formacdo de cluster
conformacional em funcéo do tempo de simulagdo de 1000 ns. (A) Representagdo do
sistema DDKigua, (B) DDKrresagua, (C) DDKesa-Tre/Acua.
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4.1.3 Ligacdes de Hidrogénio dos sistemas em agua e mistura TFE/agua

As ligacGes de hidrogénio intramoleculares, juntamente em mistura TFE/agua,
ajudam a estabilizar a estrutura. Os resultados a seguir mostram a quantificacdo de
ligacbes de hidrogénio no DD K nos diferentes ambientes. Essa analise foi feita pelo
binario g_hbond, do pacote GROMACS, que calcula a quantidade de ligacGes de
hidrogénio com o cut-off de 3.5 A entre dois grupos, o aceptor e o doador de H.

O grafico da Figura 33A mostra que as ligagdes de hidrogénio no sistema DDKsgua
(entre residuos) € em baixo nimero em torno de 5 ligacdes. Esse grafico concordo com
outros resultados anteriores demonstrando a perda de estrutura do DD K. O gréafico Figura
33B do sistema DDKrre/agua, mostra que hd manutencdo da quantidade de ligagdes, com
média em torno de 14 ligacGes, até cerca de 800 ns, diminuindo a partir dai provavelmente
devido a perda de helicidade dos residuos 27 a 33.

O grafico da Figura 33C é do sistema DDKgsa-Tre/AGUA, € MOStra um crescimento
das ligacdes de hidrogénio na estrutura do peptideo DD K até cerca de 14 ligacOes,
demonstrando um enovelamento do peptideo, uma vez que nesse sistema a estrutura

inicial é proveniente do GSA como apresentado na Figura 30.

60



Numero de ligagdes de Hidrogénios
Nimero de ligagoes de Hidrogénios

- : . : v - \
200 400 600 800 1000
Tempo (ns)

o+

T T T T 1
0 200 400 800 800 1000
Tempo (ns)

Figura 33: Numero de ligagdes de hidrogénio em funcdo do tempo de simulagdo. (A)- Sistema
DDKagua; (B) DDKre/agua (C) DDKasa-tre/acua

4.1.4 Conformacoes finais dos sistemas com agua e mistura TFE/agua

Na Figura 34 temos as conformagdes finais dos sistemas: DDKagua, DDKTre/agua e
DDKesa-tre/acua. Na Figura 34A é apresentada a conformacao final do sistema DDKggua,,
a conformacdo inicial desse sistema € a estrutura obtida por RMN (VERLY et al., 2009).
Nessa conformacdo podemos observar a perda total da estrutura enovelada em hélice. A
Figura 34B é a estrutura final do sistema DDKrre/sgua. O peptideo se mantém enovelado,
mas seu terminal-N e terminal-C por ficarem em contato tendem a formar folha . A
curvatura do peptideo é a mesma também observada na Figura 34C do sistema que teve
como conformacao inicial a vinda do calculo com GSA. A dobra do peptideo na mesma
regido observada as figuras Figura 34B e Figura 34C, poderia estar relacionada ao

mecanismo de acdo do peptideo, pelo fato de a mistura TFE/agua simular o ambiente na
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interface membrana-agua. Pudemos perceber essa dobra proximo a GLY-22 tanto no
sistema DDKrre/agua quanto no sistema DDKgsa.

Em estudos do DD K por Dicroismo Circular, a mistura TFE/agua induziu o
enovelamento do peptideo e foi a primeira anélise que mostrou sua estrutura helicoidal,
corroborada com estudo de RMN (VERLY et al.,, 2009). A mistura TFE/agua é
largamente utilizada para a deteccdo e conservacdo de estruturas secundarias.

(EICHENBERGER; VAN GUNSTEREN & SMITH, 2013; GERIG, 2014)
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Figura 34: Conformacdes finais obtidas para o peptideo DD K. (A) Sisttma DDKjsgua (B) DDKrre/4gua-
(C) DDKGsA-TFE/AGUA.
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4.2 Resultados dos sistemas com mondmeros em interface com bicamada POPC

A abordagem feita nessa secdo refere-se aos resultados da simulagéo do peptideo
DD K na presenga de bicamada POPC, conforme se¢do de métodos (secéo 3.6.2), com
512 lipideos, sendo 256 em cada face da bicamada. Os sistemas sdo descritos na Tabela
6.

A interagcdo do peptideo com micela DPC foi proposta inicialmente por Verly
(2009) em que a face hidrofdébica do peptideo fica em contato com a parte apolar da
micela. No entanto, os peptideos sdo expostos a parte das cabecas lipidicas formadas pelo
grupo fosfatidilcolina que possui um grupo negativo formado pelo fosfato e um grupo
positivo formado pela colina, assim a interacdo do peptideo com essa superficie da
bicamada pode ser dada tanto pelos residuos carregados positivamente como as lisinas
quanto pelos residuos apolares como as alaninas, além do contato da face hidrofobica do
peptideo com o core hidrofobico da bicamada, composto pelas cadeias hidrocarbonadas

da membrana modelo.

4.2.1 Conformacbes das estruturas dos sistemas com peptideos em

bicamada POPC

Simulacdo do sistema DDK3pep-popc

A simulagdo do sistema DDKzpep-popc mostra mudanga na estrutura do DD K
guando interage com a bicamada POPC, como enfatiza a Figura 35. Nesse sistema pode
ser observado que os residuos do DD K préximos ao terminal-C se movimentam de
encontro a bicamada nos 14 ns iniciais da simulacdo. Na Figura 35B, que esta no tempo
de simulacéo de 14 ns, se supde uma interacdo inicial dos monémeros pode se dar pelo
deslocamento e insercao dos residuos terminais ALA -32 2 VAL 33 (Terminal-C) e LEU-

2 e TRP-3 (terminal-N) na bicamada, assinalada em pontos cinza.
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A Figura 35C mostra uma interagcdo maior com a membrana modelo e um contato
também pelo terminal-N com as cabecas de fosfolipideos provocando uma dobra num
dos mondmeros na regido formada por 3 alaninas, ALA-16, ALA-17 e ALA 18, isso
acontece no tempo de 178 ns, maior detalhe na Figura 36. Os residuos que formam a
dobra também estdo proximo a GLY-22, residuo que da flexibilidade ao peptideo, e ainda
proximo a duas lisinas: LYS 18 e LYS 23, causa flutuacdo durante a dindmica,

representado em maior detalhe na Figura 36.

Inicio
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A N-terminal ‘
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Figura 35: Representacdo dos mondmeros de peptideos em contato com a interface da bicamada POPC.A
- Inicio da simulagdo. B — Simulagdo em 14ns. C- Simulagdo em 178 ns. D- Simula¢do em 200 ns. As
esferas marrons séo os atomos de fosforo das cabegas lipidicas.
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Podemos supor que esse contato primeiramente pelo Terminal-C do DDK com a
membrana modelo pode ser o inicio de seu mecanismo de acdo, pois analisando a
sequéncia do peptideo, GLWSKIKAAGKEAAKAAAKAAGKAALNAVSEAV-NH2,

nota-se que o terminal-C é amidado e finda com dois residuos hidrofébicos (Ala-32 e

Lys-19

Figura 36: Dobra na regido com os residuos GLY-22 (rosa), LYS-19 (verde), ALA-18, ALA-17,
ALA-16 (marrom). Esferas marrons sdo atomos de fésforo do grupo fosfato da membrana. Terminal-
N em destaque em esferas azuis e brancas.

Val-33).

Um mecanismo semelhante é o0 que ocorreria com 0 mastoparan-X, um peptideo
cationico, de sequéncia INWKGIAAMAKKLL-NHa, presente em veneno de vespas. Sua
estrutura é anfifilica em forma de hélice, ele é capaz de induzir a granulacdo de
mastocitos, provocando lise, hemolise e algumas vezes apresenta acao
antimicrobiana.(TODOKORO et al., 2006) O aumento da potencialidade das atividades
bioldgicas desse peptideo parece estar relacionado a amidag&o dos residuos do Terminal-
C. H& estudos que relatam essa maior atividade do mastoparan amidado em comparagao

ao mastoparan sem amidacdo.(ALESSANDRA et al., 2014) Outro ponto de contato
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inicial seria pelos residuos hidrofébicos do terminal-N, lle-1, Trp-3 no mastoparan-X,
Leu-2 (amarelo) e Trp-3 (azul) no DDK, assinalados na Figura 35. Na mesma figura
observa-se que os residuos hidrofobicos do terminal-N do DDK interagem com a
membrana modelo quase que ao mesmo tempo que os do terminal-C (Figura 37). Como
0 mastoparan-X, o DD K também forma hélice-a anfifilica, que seria estabilizada na
interface membrana-agua apos a interacdo dos terminais do peptideo com a membrana
modelo.

Uma aproximacéo poderia se dar pela insercdo dos residuos hidrofébicos ALA-
32, VAL-33 buscando contato com a parte hidrocarbonada dos lipideos. A Figura 37
evidencia melhor o contato durante a simulacdo do terminal —C com a bicamada através

dos residuos ja citados e da amida terminal em azul.

Figura 37: Representagdo dos monémeros de peptideos em contato com a interface da bicamada POPC
terminal-C (em destaque: ALA-vermelho, VAL-amarelo, amidacdo- azul para o peptideo A, amidacéo
laranja para o peptideo B) As esferas marrons sdo os atomos de fésforo das cabegas lipidicas.

Simulacdo do sistema DDK3pep-popc

A simulagéo do sistema DDKazpep-popc , representada na Figura 38 mostra o inicio

da formacéo de um aglomerado de peptideos Figura 38A esta no inicio da simulacdo em
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que os peptideo, na Figura 38B € o inicio do deslocamento do peptideo B para formar um
aglomerado com o peptideo C, como mostra a Figura 38C. Esse aglomerado permanece
por toda a dindmica e é caracterizado pela interacéo entre as faces hidrofébicas formadas
por alaninas, enquanto a face hidrofilica representada pelas lisinas, ficam em contato com
a 4gua (peptideo B) e em contato com as cabecas lipidicas (peptideo C) (Figura 38).

Os agregados de peptideos sdo importantes seja antes ou depois da ligacdo com a
superficie da bicamada, € um pré-requisito para a formagdo de poros, uma que esses
aglomerados que formam a tenséo na superficie da bicamada e provocam sua ruptura. A
presenca de uma estrutura secundaria helicoidal estavel nos peptideos ndo é pré-requisito
para a insercdo desses peptideos, mas sim a concentracdo minima para ocorrer a ruptura
da membrana modelo. (SENGUPTA et al., 2008) Em certo momento esses aglomerados
de peptideo ajudam a atingir uma concentracdo minima, modificando a tensdo na
superficie da membrana modelo, e o peptideo um ou dois espontaneamente se insere até
0 core da bicamada (BOND & KHALID, 2010). A inser¢cdo do DD K ndo foi aqui
observada, acreditamos que seja devido a proporcao peptideo/lipideo em que o lipideo

esta em muito maior quantidade.
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Peptideo C >)~' PeptideoB  poytideoA

Figura 38: Representacdo da simulagdo do sistema DDKzpeppope. O peptideo DDK esta
representado em roxo, os residuos de lisina em amarelo e os residuos de alanina em verde. N-
terminal em destaque me azul de A- Simulagdo em Ons. B- Simula¢do em 5 ns, C — Simulacéo
em 135 ns. As esferas marrons sdo os atomos de fésforo e as esferas vermelhas dos oxigénios
do grupo fosfato dabicamada , que estd com a cauda carbdnica representada em azul claro.
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Simulacdo do sistema DDKapep-popc

A

Figura 39: Simulagdo do sistema DDKapep-pope. A- Simulagdo em 3ns. B- 50 ns  C-140 ns. As esferas

marrons séo os atomos de fosforo das cabecas dos fosfolipideos.

A Figura 39 esta ilustrando a dindmica do sistema DDKapep-popc. OS mondmeros do
DD K formaram aglomerados mais evidentes na Figura 39C, em que um dos mondmeros
esta em contato com o outro lado da bicamada e nédo se junta ao aglomerado. Percebe-se

uma perturbacdo maior da membrana modelo quando o sistema tem mais peptideos
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corroborando a necessidade de uma maior concentragdo de peptideos na superficie da

bicamada.

4.2.2 RMSD e RMSF dos peptideos em bicamada POPC

A Figura 40 representa os valores de RMSD ao longo das simulagbes com
membrana modelo em presenca de diferentes quantidades de DD K como descrito na
Tabela 6, tomando como referéncia a estrutura obtida por RMN. Na Figura 40A é
apresentado o grafico com os valores do RMSD do sistema DDK2pep-popc qUe Variam entre
0,2 a1,1nm. Os valores de RMSD do peptideo A variamde 0,2a1,2nme0,2a 1,1 nm
0 peptideo B.

Na Figura 40B representa a variacdo de RMSD do sistema do DDKazpep-pope. O
valor de RMSD varia de 0,2 a 0,6 nm para a peptideo A, 0,2 a 0,8 nm, para o peptideo B
e 0,3a0,5nm para o peptideo C. Na Figura 40C é apresentado a variagdo do RMSD para
0 sistema DDKapep-popc, que apresentam valores de 0,2 nm a 1,0 nm para o peptideo A, 0,2
a 1,3 nm para o peptideo B, 0,2 a 0,8 nm para o peptideo C, 0,2 a 0,7 nm peptideo D.

O deslocamento dos peptideos, para formar os aglomerados, demonstra “atracdo”
entre essas estruturas e uma tendéncia de cooperacdo para uma possivel acdo, como
ilustrado na Figura 38 e Figura 39, com isso a variacdo do RMSD pode ser mais alta uma
vez que esse peptideo desestrutura ao se deslocar para essa formacdo. A estrutura inicial
nessas simulagcbes foi helicoidal, a mesma obtida em RMN. Porém, peptideos mais
distantes da membrana modelo, mergulhados no bulk aquoso, ndo estabilizam hélices,
conforme mostrado na Figura 39C. A interacdo inicial com a bicamada pelos terminais
do peptideo e as interacOes iniciais nos aglomerados de peptideos também séo fatores
desestabilizantes. E possivel que as hélices se recomponham em tempos mais longos de

simulacdo, visto que sdo anfifilicas e estdo em ambiente de interface-membrana.
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Figura 40: Variacdo de RMSD do backbone dos sistemas com peptideos sobre a bicamada POPC.
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A- DDKZpep-popc B' DDK3pep-popc e C- DDK4pep-popc
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RMSF do sistema DDK2pep-popc

A seguir temos o grafico de Root Mean Square Fluctuation (RMSF) ou a raiz
quadratica média da flutuacdo de cada residuo na dindmica em relacdo a sua posicéo
média, usando, como no célculo do RMSD, os atomos do backbone. A flutuacédo de cada
residuo de cada monémero de peptideo do sistema DDKazpep-popc € exibida nos gréficos da
Figura 41. Os residuos que mais variam no peptideo B sdo ALA9, GLY-10, LYS-11,
além de ALA-18, LYS 19 e ALA-20, esse foi 0 peptideo que mais houve flutuacdo. O

peptideo A linha em azul tem maior flutuacdo apenas em seu terminal-C.
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Figura 41: RMSF do backbone dos monémeros do sistema DDK2pep-popc em func¢do da posicdo dos

residuos de aminoacidos.
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RMSF do sistema DDK3pep-popc

A Figura 42 mostra a variagcdo de RMSF do sistema DD Kzpep-popc €m fungéo da
posicao dos residuos de aminoacidos. Os peptideos A e C mantiveram pequena flutuacao
em seus 0s residuos, no entanto o peptideo B, por se aproximar do peptideo C para formar
um aglomerado, mostrou maior flutuacdo de acordo com a Figura 38C, o residuo de

flutuacdo mais acentuada foi a GLY-22.
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Figura 42: Variacdo de RMSF do backbone dos monémeros do sistema DDK3pep-popc em funcéo da
posicao dos residuos de aminoacidos.
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RMSF do sistema com 4 peptideos DD K em bicamada POPC

O grafico de RMSF do sistema DDK4pep-popc €sta representado na Figura 43. Os

valores do RMSF do peptideo A, B e D mostram uma variagdo maior que para o peptideo

C. E possivel observar durante a simulacdo alguns desses monémeros se aproximando

para interagir entre si e que ha perda de estrutura para que essa aproximacgao ocorra, COmo

observado na Figura 39C. Por perder boa parte de sua estrutura o peptideo D possui uma

maior flutuacdo, sendo também possivel perceber a interacdo desse peptideo com o

peptideo A, ambos assinalados na Figura 44. Pode-se observar o inicio de um aglomerado,

em que as faces hidrofobicas do peptideo C e A comecam a interagir (Figura 39B).
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Figura 43: RMSF do backbone dos mondmeros do sistema DDK4pep-popc em funcdo da posicdo dos

residuos de aminoacidos.
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Figura 44: Estruturas finais do sistema DDK4pep-popc, aglomerado envolvendo os peptideos
A, C e D. Il- Estruturas finais com alaninas em azul e lisinas em verde claro.

Diferente das simulacbes anteriores a simulacdo com 4 peptideos expressou um
movimento maior dos peptideos e consequente variagdo maior na estrutura dos residuos
da cadeia peptidica como indicado grafico da Figura 43. O peptideo C manteve a estrutura

helicoidal e por isso apresentou pouca flutuacdo conformacional.

4.2.3 Densidade eletronica dos sistemas com peptideos em bicamada POPC

A densidade eletronica € uma propriedade em que se compara mais diretamente
simulacfes de membranas com técnicas experimentais. Esse perfil pode ser calculado no
binario g_density do pacote GROMACS4.6.7. (HESS; UPPSALA & LINDAHL, 2008)
Para essa analise foram utilizados trés grupos de atomos: os que formam a cabeca dos

fosfolipideos, o grupo de 4&tomos da cauda lipidica e as moléculas de agua para o gréafico
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apresentado na Figura 45. Para cada tipo de atomo foi inserida no programa a quantidade
de elétrons para o célculo das densidades eletrénicas.

Na Figura 45 estdo os gréficos dos perfis de densidade eletrdnica das cabegas
lipidicas dos sistemas controle, DDK2pep-popc, DD Kapep-popc, DDKapep-popc medidos no eixo
Z da caixa de simulacdo perpendicular ao plano da membrana modelo. No eixo X do
gréafico do sistema controle aparece o comprimento da caixa da simula¢do da membrana
modelo POPC, que é cerca de 13 nm e entre 4 e 9 nm aparecem as estruturas da bicamada
(cabeca e caudas dos fosfolipideos).

O grafico da Figura 45A mostra o perfil de densidade eletronica do sistema
controle em que ndo ha& presenca do peptideo na superficie da bicamada POPC. A
densidade do conjunto de atomos da cabeca dos fosfolipideos esté assinalado em preto, a
do conjunto de atomos da cauda estd vermelho, agua esta assinalada em azul, a qual ndo
penetra na parte a hidrofébica da membrana modelo mostrando densidade zero onde a
densidade da cauda lipidica é méaxima, ou seja, ndo ha presenca de agua no interior da
bicamada para o grupo controle. A Figura 45B mostra a diferenca dos valores de
densidades eletrdnicas das cabecas lipidicas de todos os sistemas com peptideos com 0s
valores das densidades das cabecas lipidicas do sistema controle. Uma vez que, 0s
sistemas simulados, com o DD K sobre a bicamada POPC, ndo mostraram insercdo do
peptideo na bicamada, a representacdo da diferenca dos valores de densidade tornou mais

evidente as alteracdes de cada sistema das cabecas lipidicas em presenca de DD K.
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Figura 45: Perfil de densidade da bicamada POPC na presenga de peptideos. O desenho representa o
eixo Z da bicamada, utilizado na anélise A- Densidade controle. B — Diferenca das densidades
eletrbnicas das cabecas lipidicas dos sistemas DD Kapep-pope, DD Kapep-pope; DD Kapep-pope, SUbtraidas das

densidades das cabecas lipidicas do sistema controle.
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4.2.4 Parametro de ordem da bicamada POPC com peptideos.

Na Figura 46 obteve-se o parametro de ordem ou deuterium order parameter
(Scp) para investigar a desorganizacdo da membrana modelo em funcgdo da presenga de
peptideos. O programa utiliza a Equacao 19. 6, é o &ngulo entre o eixo z, como o desenho

da Figura 45 da caixa de simulag&o representado e a molécula em consideracdo (POPC).

S, = 2(cos0,) — = (eq.19)

0,24 .

: S i
0,22 i—éiﬁ'giﬁi‘\ ]
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014 — ¢ — POPC com 2 peptideos ]

! —4— POPC com 3 peptideos _
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Posicdo do carbono

Figura 46: Pardmetro de ordem para a cadeia saturada das moléculas de POPC em sistema sem peptideo
(preto), sistema com 2 peptideos (vermelho), sistema com 3 peptideos (azul), sistema com 4 peptideos
(verde).

No eixo x estd cada atomo de carbono da cadeia saturada da molécula de POPC,
de forma que a ordem € ligeiramente crescente até o quarto atomo e depois decresce até
0 extremo da cadeia, o grupo metila na posi¢do 13 onde a organizagao é maior.

Os valores do Scq dos sistemas foram muito préximos ao controle demonstrando
pouca diferenca na estrutura da bicamada POPC quando na presenca de peptideos, 0s

quais ndo se inseriram além da regido das cabecas lipidicas. Observa-se que o sistema
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com 3 peptideos obteve ligeiramente maior ordenacdo entre os atomos de carbono 3 a 4
em relagdo aos demais sistemas e que, a partir do sexto atomo de carbono, todos 0s
sistemas com peptideos apresentam maior organizacao.

A andlise global dos resultados com peptideos em bicamada até aqui mostra que
0 peptideo DD K tende a formar aglomerados ao interagir com a membrana modelo.
Quanto mais peptideos na interface membrana-agua maior a probabilidade em formar
aglomerado na bicamada. A associacdo de peptideos pela face hidrofdbica da hélice,
observada na Figura 38C, em dois dos trés peptideos do sistema, abre a questdo sobre a
estabilidade dessa associa¢do por contato hidrofobico e sua importancia para os modelos
de poros, que sera investigada no topico seguinte.

Foi observado por simulacdo que a magainina se liga na face hidrofilica da
bicamada e se insere com em poucos nanossegundos na face a lipofilica da bicamada,
mas antes esse peptideo também se agrega. (LEONTIADOU; MARK & MARRINK,
2006) A insercdo do DD K né&o foi observada, mas foi possivel fazer o estudo dindmico
do peptideo no tempo de 200 ns, sendo observada a interacdo do peptideo com as cabecas
lipidicas da bicamada e a formacdo de agregados. A ndo insercao pode ser devido ao
pequeno nimero de monémeros de DD K na bicamada.

Entende-se que o aumento da quantidade de peptideos, o que levaria ao aumento
da concentracdo na interface, poderia romper a bicamada, pois esse é um dos principais
pré-requisitos para essa acao no modelo carpete, bem como em outros mecanismos ainda
ndo entendidos totalmente por ser um sistema cuja a estrutura do peptideo adquire muitas
formas de acdo. (BOND & KHALID, 2010; LOPEZ et al., 2006) Ao analisar a dinamica
dos peptideos sobre a membrana modelo, pode-se observar alguma similaridade com a
variagdo de estrutura encontrada nas estruturas finais com os sistemas em TFE/agua.

Como as flutuagdes estruturais e a dobra na regido Gly-22.
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4.3 Resultados das dindmicas dos poros em membrana modelo POPC

A abordagem a seguir refere-se a 3 poros com quantidades de peptideos diferentes
conforme descrito na Tabela 7. As simulagdes foram conduzidas com conformagdes pré-
montadas de poros, uma vez que a insercéo do peptideo demandaria tempo nao acessiveis

em simulagdes de Dinamica Molecular tradicionais.

4.3.1 Conformacoes dos poros pré-montados

Foram obtidas diferentes conformacdes dos poros no servidor ROSIE. Foram
eleitos 10 conjuntos de conformacGes de baixa energia e com monémeros circulares e
simétricos. O algoritmo elegeu um representante de conformacao mais provavel de cada
grupo (item 3.6.3). As conformacdes de poros com grande espacamento entre 0S
terminais-C de cada mondmero foram excluidas devido a inviabilidade para inserir na
bicamada.

A conformacao escolhida para o poro com 6 mondmeros de peptideos DD K foi
de acordo com a Figura 47A. O poro com 7 mondmeros de peptideo esta representado na
Figura 47B e o poro com 8 monémeros do peptideo esta representado na Figura 47C.

Essas configuracdes de poro inferem duas predicdes de dois tipos de poro, a
primeira baseada no contato entre as faces hidrofobicas dos peptideos em hélice,
observada no topico anterior (Figura 47A e Figura 47B) a segunda de acordo com o que
propbs Verly et. al (2009) em que as lisinas, que fazem parte da face hidrofilica do
peptideo, estdo voltadas para a &gua no limen do poro, enquanto a face hidrofobica do

peptideos é voltada para a face hidrofdbica dos lipideos (Figura 47C).
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A 3 B

Figura 47: Conformagdes de poros do peptideo DD K com menor energia, obtidas no servidor
ROSIE. (A) Poro com 6 mondmeros de peptideos; (B) Poro com 7 mondmeros de peptideos; (C)

Poro com 8 mondmeros de peptideos.

Figura 48: Simulagédo do poro com 6 peptideos. A- 30 ns, B-56 ns, C- 72ns. Esferas sdo atomos de

fosforo das cabecas lipidicas.
A Figura 48 ilustra a evolugéo temporal do poro com 6 peptideos nos tempos A-
30ns, B - 56ns, C — 72ns da Dinamica Molecular. Os monbmeros se encontram

inicialmente lado a lado na forma circular. A cabeca dos fosfolipideos estéo representadas
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em esferas amarelas, essas tendem a curvar-se para o centro da membrana atraidas pelos
residuos de lisina. A configuracdo do poro com 6 peptideos possui lisinas voltadas para a
parte externa do poro, isso faz com que esse residuo carregado entre em contato tanto
com os fosfolipideos quanto com moléculas de agua que passam entre a estrutura da
membrana e a estrutura dos mondmeros de peptideos. Ou seja, mesmo com o lumem do
que seria o poro estando colapsado pelo efeito hidrofébico, esse tipo de arranjo provoca
estravasamento osmotico com a passagem de &gua pelos intersticios entre as cabecas
lipidicas e as lisinas, como mostrado na Figura 49. Os residuos de lisina arrastam as
cabecas lipidicas para o centro da membrana, tendendo a formar o poro toroidal classico.
Como a face do peptideo mais hidrofébica fica dentro do que seria o Itmen do poro, 0s
mondmeros tendem a se unir por contato hidrofébico como um feixe de peptideos, como

caracterizado na Figura 48C e Figura 50. Esse “poro” permanece nessa configuracao,

{
|
& A&

Figura 49: Simulagdo do DDKporo6-popc, a 4gua em azul translicido passando por fora do

poro, a lisina de um dos monémeros é assinalada.

como um feixe de peptideos unidos pelos residuos hidrofébicos, até o final da simulacao.
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Figura 50: Simulago do sistema DDKporos-popc com abertura em tempo de 2ns e fechado

em 100ns.
A Figura 50 mostra a viséo superior do DDKporos-popc, €M que 0 poro esté aberto

em 2ns e nos 100ns estd fechado. Ha espaco entre os mondmeros e a membrana,
representada em amarelo, nesse espaco € por onde as cabecas de fosfolipideos se inserem
para ter contato com a face carregada do peptideo DD K.

As faces hidrofobicas dos mondmeros do peptideo DD K também se uniram no
poro contendo 7 peptideos. Essa configuracdo foi proposta pelo programa Symmetric
Docking (ANDRE LAB, 2007) como de menor energia. Sua posicdo inicial foi
demonstrada na Figura 47B, a qual também possui residuos de lisina voltados para a cadeia
acila da membrana. A evolucdo da dindmica do sistema esta ilustrada na Figura 51, em A,
0 poro permanece aberto e em B e C fechado.

A Figura 51C foi assinalada com um circulo tracejado para indicar a curvatura
feitas pelas cabecas dos fosfolipideos das moléculas de POPC, constatando a interacéo
com a face hidrofilica do peptideo. O mecanismo do modelo proposto de poro demonstra
a interagdo da cabeca polar com as lisinas do peptideo. Esse poro se mantém estavel nessa

configuracdo durante toda a simulacdo, assim como o poro do sistema DDKporos-pope. OS
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mondmeros de peptideos se mantém unidos também como um feixe de peptideos e

causam a curvatura dos fosfolipideos progressivamente. (Figura 51)

Figura 51: Simulacdo do sistema DDKporo7-popc, 05 peptideos estdo representados em roxo,
0s atomos de fosforo em esferas marrons, no circulo tracejado sdo as moléculas de POPC
alinhadas em contato com os peptideos do poro.A- 30 ns B-60 ns C-148ns
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Figura 52: Poro colapsado do sistema DDKporo7-popc, a representacdo em azul da &gua translicida
passando por fora do limen, em contato com as lisinas assinaladas na figura. As esferas amarelas sdo
atomos de fdsforo das cabegas fosfolipidicas da bicamada.

Na Figura 52 mostra-se a passagem da agua por fora do poro, em contato com
cabecas de fosfolipideos representadas pelas esferas amarelas que sdo os atomos de
fosforo. No mecanismo de poro toroidal, os peptideos causam uma reorganizacao na
membrana, que € a curvatura dos fosfolipideos de forma que os peptideos possam ser
alinhados dentro da membrana.(BOND et al., 2008) O modelo ilustrado nas Figura 49 e
Figura 52 mostra que as lisinas, residuos carregados positivamente formando intersticios
por onde passa moléculas de dgua (Figura 52). O residuo lisina, portanto, é fundamental
para essa interacdo e também para a passagem de &gua, ainda que o poro se mantenha
colapsado pelas faces hidrofobicas.(UNNERSTALE, 2010)

Conforme mostrado na Figura 47C, o sistema DDKGporog-popc POSSUi residuos de
lisina, voltados para dentro do poro. De acordo com a Figura 53, no inicio da simulacao
do sistema DDKporos-popc, 0S peptideos estédo alinhados e o poro estd aberto, durante a
simulacdo os peptideos se repelem devido & grande repulsdo entre cargas positivas das

lisinas no interior do poro e a abertura se expande.
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Figura 53: Visao superior do sistema DDKporo8-popc. Em azul estdo os peptideos formando
0 poro e em amarelo a bicamada POPC

Figura 54: Simulacéo do sistema DDKpores-popc. EM azul estdo os monémeros de DDK, as esferas
amarelas sdo a representacdo das cabegas dos fosfolipideos da bicamada POPC, em roxo séo todas
as lisinas que compdem o DD K.

Na Figura 54 e Figura 55, ndo se observa as cabecas de fosfolipideos formando
curvatura e interagindo com os residuos de lisina, 0 que mostra ser um modelo de poro
barril uma vez que os peptideos estdo em paralelo a cadeia acilica dos fosfolipideos.
Apesar do poro barril ser um modelo de formacéo discutivel em agdo de peptideos
antimicrobianos, a conformacéo de poro de 8 peptideos com lisinas voltadas para o centro
do poro, de acordo com a Figura 55, abre para a entrada de agua e se mantém estavel

dessa maneira.
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Figura 55: Poro aberto do sistema DDKporo8-popc, a representacdo da agua translicida passando por
dentro do limen, em contato com as lisinas assinaladas na figura. As esferas amarelas sdo atomos de fésforo
das cabecas fosfolipidicas dabicamada de POPC.

4.3.2 RMSD e RMSF dos sistemas com poros em POPC

RMSD do sistema DDKporo6-popc

Verificou-se nas simulagdes do poro pré-moldado com 6 peptideos uma variacéo
de RMSD entre 0,2 a 0,6 nm (Figura 56). O RMSD do mondmero A teve a variagdo de
RMSD 0,2 a 0,6 nm. O mon6émetro B teve valores de RMSD de 0,3 a 0,5 nm, 0 mondémero
C obteve valores de 0,2 a 0,6 nm, 0 monémero D 0,3 a 0,8 nm, o monémero E de 0,15 a
0,55 nm, o monémero F 0,2 a 0,4 nm. A estabilidade do poro com 6 mondmeros foi
confirmada pelas imagens moleculares pelos baixos valores de RMSD em rela¢do aos
outros estudados, mostrando que as estruturas se mantiveram proximas da estrutura de
obtida por RMN empregada como referéncia. Na membrana, o peptideo DD K se manteve

estavel. Ainda que o DDK seja um peptideo flexivel, a estrutura de membrana tende a
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proteger sua desestruturacdo, ja observada nos sistemas com 0s peptideos sobre a

membrana e em caixa contendo apenas agua.
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Figura 56: RMSD do backbone DDKporo6-popc em fungdo do tempo de 200 ns.
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RMSF do sistema DDKporo6-popc

Foram obtidos os valores de RMSF de acordo com o grafico da Figura 57. Os
mondmeros que mais possuem flutuacdo séo o A em vermelho e o D em amarelo. Os
residuos ALA-14, LYS-15 possuem maior flutuacdo no monémero A. Os residuos com
maiores valores de RMSF sé&o ALA-8, ALA9, GLY-10 do monémero D.

A peridiocidade na flutuacdo dos monémeros dos peptideos, € observada na
configuracdo em forma de poro, nos residuos lisina e vizinhos, e pode ser explicada pelo
fato desses residuos possuirem cadeia lateral longa e flexivel, que induziria maiores

flutuacdes locais no esqueleto peptidico.
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Figura 57: RMSF do backbone dos monémeros do sistema DDKporo6-popc em funcdo dos residuos.
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RMSD do sistema DDKporo7-popc

Os valores obtidos de RMSD da simulacéo do sistema DDKporo7-popc estéo
representados nos graficos da Figura 58. O monémero A obteve valores de RMSD entre
0,2 a 0,5 nm, o mondmero B entre 0,25 a 0,32 nm, o0 monémero C entre 0,2 a2 0,5 nm, o
monomero D entre 0,25 a 0,5 nm, 0 monémero E entre 0,2 a 0,4 nm, 0 monémero F entre
0,35 a 0,5 nm e o mondmero G entre 0,2 a 0,5 nm, mas em boa parte da simulacéo se
estabiliza entre 0,2 e 0,25 nm.

Em comparagdo ao sistema de poro com 6 peptideos, o poro com 7 peptideos se
apresenta mais estavel, ndo havendo nenhum valor acima de 0,5 nm no RMSD. Talvez
possamos inferir que quanto mais peptideos, mais robusta a estrutura do poro em si,

diminuindo assim a flexibilidade dos mondmeros de peptideo dentro da membrana.
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Figura 58: RMSD do backbone dos 7 monémeros que formam o poro em POPC.
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RMSF do sistema DDKporo7-popc

O gréafico de RMSF do sistema DDKporo7-popc, mostrado na Figura 59, exibe
periodicidade na flutuacdo entre os monémeros, tendo o F apresentado maiores valores
em seus residuos. Os contatos hidrofébicos internos e as lisinas posicionadas
externamente ao poro fazem a sustentacdo da estrutura do peptideo. Os residuos de lisina
fazem contato com agua e cabecas lipidicas e mantém-se a cada volta da hélice
posicionados na mesma face peptidica. Dessa forma o feixe de peptideos também ao
longo da dindmica se mantém estavel, unido pelas faces hidrofébicas dos monémeros e
dessa forma fechando o limen do poro.
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Figura 59: RMSF do backbone dos mon6meros do sistema DDKporo7-popc.
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RMSD do sistema DDKporo8-popc

O poro com 8 peptideos teve 0 RMSD descrito nos graficos da Figura 60, a
variacdo dos valores € 0,4 nm a 0,6 nm. Verificamos que o os valores de RMSD variam
entre 0,2 a 0,5 nm para o mondémero A, 0 monémero B possui variacdo entre 0,2 a 0,45
nm, o monémero C entre 0,45 a 0,5 nm, 0o monémero D entre 0,2 a 0,4 nm, 0 mondmero
E entre 0,45 a 0,5 nm, o mondmero F entre 0,2 a 0,5 nm, 0 monémero G entre 0,25 a 0,3
nm e o monémero H entre 0,2 a 0,5 nm. O poro com 8 peptideos também forma uma
estrutura estdvel de acordo com os valores de RMSD, os mondmeros fazem um
movimento torcional e se acomodam muito préximos a cadeia acila da membrana como

ilustrado na Figura 54.
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Figura 60: RMSD do backbone dos monémeros do sistema DDKporo8-popc .
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RMSF do sistema DDKporo8-popc

Os mondmeros do poro com 8 peptideos de acordo com o grafico de RMSF da
Figura 61 apresentaram também uma variacdo conforme a helicidade do peptideo, e uma
periodicidade de flutuacdo que também foi constatada nos graficos dos poros com 6 e 7
peptideos.

De acordo com o gréfico da Figura 61 os valores de RMSF foram maiores também
na regido de lisinas. Ainda que as lisinas estejam voltadas para dentro do poro nesse
sistema, elas continuam ajudando na sustentacdo dessa estrutura interagindo com a agua
e também garantindo que os monémeros fiquem afastados e o poro fique aberto. Sendo
assim, foi feito também um estudo da distancia média de afastamento de um mondémero
em relacdo aos demais mondmeros, causada pela repulsdo eletrostatica entre os residuos
de lisina ao longo da trajetoria, como mostra a Figura 62. Logo nos primeiros 5 ns, 0s
monomeros se distanciam do centro de massa do poro de 1,55 para 1,65 nm, abrindo o

poro, que apoés a flutuacdo durante a dindmica se mantém estavel.
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Figura 61: RMSF do bakcbone dos monémeros do sistema DDKporo8-popc.
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Figura 62: Distancia entre 0s mondmeros e o centro de massa do poro com 8 peptideos.

No entanto de acordo com estudos com peptideos antimicrobianos um numero
grande de residuos de lisina poderia prejudicar a formacgéo desse poro e comprometer sua
estabilizacdo. (MATSUZAKI, 1999) O modelo de poro com 8 peptideos predito nesse
trabalho se assemelha a configuracédo barril, que faz um feixe de hélices de monémeros

de peptideos formando um poro transmembranar. (ALESSANDRA et al., 2014)
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4.3.3 Prevaléncia das ligagdes de hidrogénio

A importancia dos residuos de lisina para os poros contendo 6 e 7 peptideos de

acordo com as conformacdes apresentadas foram evidenciadas nas simulacfes, sendo

assim, foi necessario calcular a prevaléncia das ligacdes hidrogénio feitas entre as lisinas

e os grupos de fosfato das moléculas de POPC.

A Figura 63 mostra que ha ligacdes hidrogénios dos atomos de nitrogénios da

cadeia lateral das lisinas e dos atomos de oxigénio da molécula de POPC. No grafico, no

eixo y, determina-se a porcentagem do tempo em que a cada ligagdo (NZ-O) formou,

sendo a mais prevalente, durante 36% do tempo de simulacao, para ligacdes entre 0 &tomo

de nitrogénio zeta da lisina 23 e 0 atomo de oxigénio C do fosfolipideo de numeracgédo

626.
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Figura 63: Porcentagem de prevaléncia temporal de ligagGes hidrogénio entre lisinas e grupos de fosfatos

das moléculas de POPC do sistema DD Kporo6-popc.

No eixo x do gréafico da Figura 63, a identificagdo das moléculas tanto de lisina

quanto das moléculas de POPC foi feita pela enumeracdo atribuidas & ordem das

97



moléculas no sistema, de acordo com a sequéncia de residuos de aminoacidos do primeiro
ao sexto peptideo e da primeira a ultima molécula de POPC. Alguns residuos de lisina
aparecem mais de uma vez devido a formac&o, ao longo do tempo, da ligagdo com o
atomo de oxigénio no grupo fosfato de diferentes moléculas de POPC. Da mesma forma,
um determinado atomo de oxigénio interage com diferentes residuos de lisina ao longo
do tempo. Essa interacdo foi ilustrada na Figura 64 com a intera¢do de maior prevaléncia

ja citados.

Figura 64: Representacdo da interacdo da lisina 23 com 0 a molécula 626 de

POPC do sistema DD Kporo6-popc

A Figura 64 mostra também a inclinacdo da molécula de fosfolipideo (azul) para
ocorrer essa interacdo com a lisina (azul no peptideo) demonstrando o comeco da
reorganizacdo da membrana para estabilizar o poro. Essa é a ligacdo de maior prevaléncia

segundo o grafico da Figura 63.
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O poro com 7 peptideos mostrou a porcentagem de prevaléncia de ligagdes

hidrogénio entre as lisinas e os fosfolipideos acima de 40 %, como mostra Figura 65,

entre a lisina 148 e a molécula 286 de POPC (Figura 66). Essa porcentagem foi maior que

T
n o

a encontrada no poro com 6 peptideos.
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Figura 65: Prevaléncia temporal das ligacfes de hidrogénio entre os tomos de nitrogénio da

cadeia lateral das lisinas e os atomos de oxigénio do grupo fosfato das moléculas POPC do

sistema DD Kporo7-popc
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Figura 66: Representacéo da interacdo da lisina 148 com o0 a molécula 286 de POPC do sistema DD
Kporo7-popc

4.3.4 Densidade eletrdénica dos sistemas com poros em POPC

A Figura 67 indica os perfis de densidade do sistema controle e dos sistemas
DDKporo6-popc, DDKporo7-popc e DDKporo8-popc. O grafico A mostra o perfil de
densidade do controle chegando a 240 e/nm?3 para a cauda que é mais densa que a cabeca
lipidica chega a entre 160 e/nm? (Figura 67A). Como 0s sistemas com peptideos possuem
menos fosfolipideos, pois possuem o poro, a densidade das estruturas da membrana é
ligeiramente menor que 240 e/nm? para as caudas e que 160 e/nm?3 para as cabecas
lipidicas (Figura 67B a Figura 67D). A entrada de &agua induzida pelo poro surgir faz
densidade de agua no interior da membrana, onde no controle é zero. Devido & pequena
dimensdo da caixa de simulacdo, isso faz baixar a densidade de dgua nos extremos da
caixa perpendicular & membrana. Os resultados da Figura 67 ndo permitem estimar as
variacdes e deslocamentos na densidade eletronica das cabegas lipidicas com a presenca
dos poros. Sendo assim isolamos as densidades das cabecas de fosfolipideos e subtraimos

do valor do controle. Como mostra o grafico da Figura 67, existe diferenca quando ha a
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presenca do poro mostrando uma visivel perturbagdo nesse sistema devido o rearranjo
dessas estruturas.
O resultado de densidade ainda ndo consegue ser claro quanto a reorganizacdo da

membrana para a entrada das cabecas dos fosfolipideos na membrana.
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Figura 67: Perfil de densidade eletrénica da bicamada POPC em sistema com: A- controle B- Poro com

6 peptideos, C- Poro com 7 peptideos D- poro pré montado com 8 peptideos
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Sendo assim isolamos as densidades das cabecas de fosfolipideo e diminuimos do
valor do controle. Como mostra o grafico da Figura 68, existe uma diferenca negativa
quando ha a presenca do poro mostrando que uma visivel perturbacdo nesses sistemas
devido o rearranjo dessas estruturas. Para comparacdo, foram inseridas as diferencas de
densidade nas cabecas lipidicas para os sistemas com 2, 3, 4 peptideos que ndo formaram
poros, os dos primeiros resultados com a membrana desse trabalho. Como observado
anteriormente, apesar de ndo se inserirem no core hidrofébico da membrana, os sistemas
com 2 a 4 peptideos perturbam as cabecas lipidicas, deslocando sua densidade. O efeito
da presenca dos poros, porém, é diferente, levando a perturbacdo mais para o interior da
membrana (Figura 68).

Ao observar a linha azul clara referente as cabecas lipidicas do sistema
DDKporo6-popc e a linha rosa do sistema do poro DDKporo7-popc nota-se uma maior
densidade de ambas no que seria a presenca da cauda da membrana entre as distancias
55nm e 8.5 nm, mostrando um arraste das cabecas lipidicas com a diminui¢do da
densidade em suas posi¢Oes (Figura 68). O poro com 8 peptideos, por outro lado,
apresenta diminuicdo e aumento de densidade assimétrica, considerando ambas as
interfaces, o que pode indicar somente ondulagdo da membrana e ndo arraste de cabecas

lipidicas.
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Figura 68: Diferenca dos valores da densidade das cabegas de fosfolipideos dos sistemas DDKzpep-pope
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caixa de simulacdo. Desenho em destaque representa o eixo Z como referéncia da posicao das estruturas.
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4.3.5 Parametro de ordem dos sistemas com poros em POPC

Essa analise é explicada na pagina 78. Pela Figura 69 observa-se o parametro de
ordem das cadeias saturadas de moléculas de POPC, para a camada livre de peptideos
(verde), na presenca de poro contendo 6 peptideos (preto), 7 peptideos (vermelho), 8
peptideos (azul). Desta figura verifica-se que a presenca do poro tende a ordenar as
cadeias acilicas das moléculas de lipideos em relacdo ao sistema livre peptideos (controle)
entre os carbonos de 6 a 13 da cauda da molécula de POPC. No entanto, os 4&tomos de
carbono de 1 a 5 que estdo mais proximos dos atomos que estdo proximos ao conjunto da
cabeca das moléculas de POPC, possuem menor ordenacdo nos grupos com 6 e 7

moléculas de peptideos em poro.
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Figura 69: Parametro de ordem para cadeia saturada das moléculas de POPC dos sistemas: DDKgporos-

popc (preto), DDKporo7-pope (Vermelho), DDKores-pope (azul), controle (verde)

E observado que os peptideos interagem preferencialmente com as cabecas
fosfolipidicas e também provocam a desordenagdo na membrana devido a curvatura das

moléculas de POPC produzida na presenca dos poros com 6 e 7 peptideos devido a
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presenca de agua e lisinas expostas entre a estrutura do feixe peptideos e membrana como
ilustrado anteriormente. O mesmo ndo ocorre com o poro de 8 peptideos, pois nestes as
cabecas lipidicas sdo menos perturbadas e permanecem na sua posi¢do de origem.

Como anélise geral de tépico, os modelos de poros na membrana POPC que foram
sugeridos nesse trabalho para conjunto de até 7 peptideos demonstraram uma
configuragdo que nédo se encontrou descrita na literatura até o momento. No entanto uma
vez que se sabe que os peptideos apresentam formas diversas de poros, ainda podemos
inferir a forma de poro observada com 6 e 7 mondmeros de peptideo DD K, o qual poderia
ser denominado como poro colapsado de feixe unido de peptideos por contato
hidrofébico.

Os peptideos antimicrobianos desempenham varios mecanismos para promover
abertura em membranas bioldgicas. A magainina, peptideo antimicrobiano mais
estudado, tem a capacidade de penetrar na membrana provocando uma curvatura da
cabeca de fosfolipideos, isso € o que diferencia o poro toroidal do poro barril, que € um
mecanismo que tem sido s6 caracterizado para alametacina (LEE; CHEN & HUANG,
2004; MATSUZAKI et al., 1998).

Os peptideos cecropina e as dermaseptinas, a familia do DD K, tém um
mecanismo descrito como os modelos carpete em que uma grande quantidade de
peptideos cobre a superficie da membrana e provoca o rompimento (SHAI, 1995). Esse
tipo de mecanismo foi representado ao colocar os mondmeros do DD K na superficie da
membrana, no entanto ndo foi observada inser¢do, mas para sistemas com maior
quantidade de peptideos foi possivel perceber uma maior perturbacdo da membrana.

O estudo de poro mostrou 0 DD K posicionado perpendicularmente a membrana
e de forma estavel durante a simulacéo e foi possivel ver a curvatura dos fosfolipideos na

membrana. A interacdo do peptideo com membrana de POPC foi observado pelo RMN
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em fase soOlida, experimento que mostrou o peptideo na superficie da membrana em
contato com as cabecas de fosfolipideos (VERLY et al., 2009) Observou-se peptideo DD
K com helicidade de 52% nesse modelo de membrana em estudos por dicroismo circular
na presenca de vesiculas zwiteribnicas, atribuindo-se isto ao fato de as constantes de
particdo serem menores nesse lipideo em presenca de peptideos catidnicos.

A concentracdo do peptideo DD K disposta na superficie da membrana pode ter
sido insuficiente para observar uma ruptura, sendo a concentragdo critica mais alta pelo
menos para demonstrar o modelo carpete de peptideo. (BECHINGER; RESENDE &
AISENBREY, 2011; MANZINI et al., 2014). Essa necessidade de aumentar a
concentracdo foi percebida nas simulacées com 3 e 4 mondmeros do peptideo, ocorrendo
uma perturbacdo maior na membrana como ilustrado anteriormente. Porém, como 0s
sistemas na simulacdo com membrana estdo em condicbes periddicas de contorno,
peptideos escapam pela face superior e entram pela inferior da caixa de simulacéo,
mudando a concentracdo no agregado. Além disso, sistemas maiores, com dezenas de
peptideos, demandariam tempos de simulagdo que podem chegar a microssegundos para

se observar uma possivel formacéo de poro, tornando essas simulagdes inviaveis.
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Capitulo 5

Conclusoes e Perspectivas

O objetivo maior desse trabalho foi a obter informacdes sobre o peptideo
Dermadistinctina K em mistura de solventes TFE/agua e membrana modelo de membrana
POPC, que pudessem contribuir para elucidar seu mecanismo de acdo para O
desenvolvimento de farmacos antimicrobianos.

A utilizacdo do programa para predicéo estrutural desenvolvido no grupo baseado
no Generalized Simulated Annealing através do programa Thor-GSA, em um protocolo
combinado com a Dindmica Molecular em mistura TFE/agua (50%/50%), também
proposto no grupo, mostrou-se eficiente para o enovelamento de peptideos que se
estruturam em interfaces bioldgicas. Nota-se que em agua o peptideo se desestrutura ao
passo que a predicdo com o Thor-GSA mostra o peptideo ja em segmentos em hélice,
embora ndo haja solvente no célculo estocastico com esse método. A apresentacdo do
solvente no Thor-GSA por uma funcdo dielétrica sigmoidal, partindo de 4.5 para
distancias interatbmicas curtas, abaixo de 5A, e tendendo a 80 para distancias acima de
20A, simulou satisfatoriamente o ambiente TFE/agua em que foi determinada a estrutura
do peptideo DD K por RMN.

As simulagdes com concentracdes diferentes de peptideos DD K demonstraram
perturbacdo na membrana devido a formacao de aglomerados, aléem disso sugeriu o inicio
do mecanismo de acdo dos mondmeros sobre a membrana de POPC, dobras e
aproximacdes em favor de aglomerados para provocar tensdo local. No entanto ndo houve

insercdo do peptideo na bicamada POPC como em estudos com esse modelo de
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membrana feitos por Verly (2008)(VERLY <i>et al.</i>, 2008). Dessa forma
acreditamos que a concentracdo de peptideo ndo atingiu um minimo para promover acao
na membrana no sentido de rompé-la. Sendo necessario propor¢do maior de peptideo para
o tamanho de membrana proposto. O terminal-C amidado do peptideo DD K é formado
por residuos hidrofobicos como valina e a alanina. I1sso fez com que terminal-C, logo nos
primeiros nanossegundos fizesse contato com membrana, sendo essa estrutura do
peptideo, importante para a insercao transmembranar. O contato entre 0s monémeros de
peptideo para a formacao de aglomerados mostrou ser através das faces hidrofobicas dos
peptideos.

Poros constituidos de 6 e 7 peptideos foram preditos representando uma formacéo
de poro com a face hidrofébica do peptideo voltada para o centro do poro. O poro
colapsado manteve, nos dois sistemas, um feixe de peptideos ao centro, com estrutura
estavel ao longo do tempo de simulagdo. Assim como relatado na simulacdo longa de 5,5
ps com o peptideo Tis B de sequéncia MNLVDIAILILKLIVAALQLLDAVLKYLK,
nesse experimento também partiu de poros pré-formados, mas com seus residuos polares
voltados para o interior do poro e os residuos apolares para as cadeias acilas da membrana,
ainda sim também houve colapso entre os monémeros. Esse poro colapsado perdeu agua
em seu interior, no entanto permaneceu estavel ainda dentro da
membrana.(STEINBRECHER et al., 2012)

Nesse estudo foi possivel confirmar o que j& se presumia com estudo em RMN e
Dicroismo Circular, ha grande probabilidade que a face hidrofilica dos peptideos que
lisinas entre em contato com as cabecas lipidicas através dos residuos de lisina, enquanto
a face hidrofobica forme o core hidrofébico do poro.

O poro construido com 8 peptideos também demonstrou ser estavel, suas lisinas

foram dispostas para o centro do poro e por causa da repulséo eletrostatica entre elas, o
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centro do poro abriu-se, como verificado na analise de distancia das lisinas em relagdo ao
centro do poro. Esse modelo sugeriu 0 modelo barril e, como n&o foi observado o arraste
dos fosfolipideos durante a simulagdo, se supBe a interacdo da face hidrofébica do
peptideo com as cadeias acilas.

E notavel a importancia da determinagio de um mecanismo para esse peptideo,
uma vez elucidado, também é possivel otimiza-lo estruturalmente e da sua agdo
antimicrobiana, com substituicdo de residuos e utilizando o GSA e Dindmica Molecular

para futuras etapas de teste desses analogos de peptideo.
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ANEXO I: Websites com plataformas destinadas a peptideos biologicamente ativos descritos na literatura.

Disponivel em: http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep/32-bioactive-peptide-databases em 02/08/2015 as 22:35

Database of antimicrobial peptides and program searching for fragments with sequences similar

ALl SR R EERE to antimicrobial peptides in query protein sequence

ANTIMIC http://research.i2r.a-star.edu.sg/Templar/DB/ANTIMIC Database of antimicrobial peptides. Enables to search the similarities using BLAST.
APD http://aps.unmc.edu/AP/main.html Database of antimicrobial and anticancer peptides

ArachnoServer http://www.arachnoserver.org/mainMenu.html Database of toxic peptides and proteins from spider venoms

ATDB http://protchem.hunnu.edu.cn/toxin Database of toxic proteins and peptides of animal origin

BACTIBASE http://bactibase.pfba-lab-tun.org Database of antibacterial peptides (bacteriocins)

BAGEL2 http://bagel2.molgenrug.nl/ Database of antibacterial peptides (bacteriocins)

BioPD http://biopd.bjmu.edu.cn Database of biologically active peptides

CAMP http://www.bicnirrh.res.in/antimicrobial/ Database of antimicrobial peptides and proteins

ConoServer http://researchlt.imb.uq.edu.au/conoserver/ Database of biologically active peptides of snails from the genus Conus.
Defensins

knowledgebase

http://defensins.bii.astar.edu.sg

Database of antimicrobial peptides from the defensins family

EROP-Moscow

http://erop.inbi.ras.ru

Database of biologically active peptides

Hmrbase http://crdd.osdd.net/raghava/hmrbase/ Database of hormones, e.g. peptides

NORINE http://bioinfo.lifl.fr/norine/ Database of nonribosomally synthesized bioactive peptides

PepBank it R e A database.of blologlcal_ly a_ctlve peptides providing program searching for fragments with
sequences similar to peptides in the database.

PeptideDB http://www.peptides.be/ Major database of biologically active peptides, peptide precursors and motifs in Metazoa.

PepX http://pepx.switchlab.org/ Database of structures of protein-peptide complexes

PhytAMP http://phytamp.pfba-lab.org Database of antimicrobial peptides and proteins of plant origin

RAPD http://faculty.ist.unomaha.edu/chen/rapd/index.php Database of recombinant antimicrobial peptides

SwePep o ST Database of biologically active peptides including sophisticated computing tools for peptide

mass spectra interpretation.



http://marray.cmdr.ubc.ca/cgi-bin/amp.pl
http://research.i2r.a-star.edu.sg/Templar/DB/ANTIMIC
http://aps.unmc.edu/AP/main.html
http://www.arachnoserver.org/mainMenu.html
http://protchem.hunnu.edu.cn/toxin
http://bactibase.pfba-lab-tun.org/
http://bagel2.molgenrug.nl/
http://biopd.bjmu.edu.cn/
http://www.bicnirrh.res.in/antimicrobial/
http://research1t.imb.uq.edu.au/conoserver/
http://defensins.bii.astar.edu.sg/
http://erop.inbi.ras.ru/
http://crdd.osdd.net/raghava/hmrbase/
http://bioinfo.lifl.fr/norine/
http://pepbank.mgh.harvard.edu/
http://www.peptides.be/
http://pepx.switchlab.org/
http://phytamp.pfba-lab.org/
http://faculty.ist.unomaha.edu/chen/rapd/index.php
http://www.swepep.org/

ANEXO II: Tutorial de Preparacdo de Sistemas em Membranas - GROMACS

Tutorial de Preparacao de Sistemas
em Membranas - GROMACS

Arquivos Necessarios:
e Coordenadas da Proteina (pdb)
e Coordenadas da Membrana (pdb)
e Topologia da Membrana (itp)

Passo 1 - Preparagdao da Membrana

As coordenadas da membrana lipidica bem como sua topologia podem ser
encontradas na internet, inclusive na pégina do préprio GROMACS:

http://www.gromacs.org/Downloads/User contributions/Molecule topologies

O conjunto de arquivos contidos em "LipidsForGro96 53a6.zip" e
documentado em "Kukol, A (2009), Lipid Models for United-Atom Molecular Dynamics
Simulations of Proteins, J Chem Theo Comput, foi utilizado ao longo deste tutorial.

Apos a realizacdo do download e descompactacdo, deve-se e copiar 0s
arquivos pdb e itp do lipidio desejado para um diretorio de trabalho.

A geracdo de uma membrana do tamanho desejado € realizada com a
utilizacdo do comando "genconf" que cria copias do sistema nos eixos X, Y e Z.

» genconf -f unidade.pdb -0 membrana-A.pdb -nbox x y z

Onde o arquivo "unidade.pdb™ corresponde a caixa unitaria de lipidios e X
Y e Z correspondem ao numero de unidades da caixa lipidica em cada eixo. Normalmente
o valor de Z serd 1 e os valores de X e Y determinardo a &rea da membrana.

Por fim, removeremos as moléculas de agua da superficie da membrana.
Para isso, abriremos o arquivo da membrana no VMD e, com auxilio do TK Console,
selecionaremos apenas o0s lipidios e salvaremos um novo arquivo de coordenadas.

» set sel [atomselect top "not water"]
> $sel writepdb membrana-B.pdb

Passo 2 - Posicionamento da Proteina na Membrana

Esta etapa pode ser realizada de varias formas, através de diferentes
softwares. Neste tutorial sera descrita uma maneira simples e intuitiva, realizada através
do software Pymol.



Deve-se abrir concomitantemente, no Pymol, a estrutura da membrana e
da proteina a ser nela inserida. Na barra de ferramentas, selecionar Mouse > 3 Button
Editing. Segurando-se a tecla shift, pode-se mover apenas a proteina em relagdo a
membrana até obter-se o posicionamento desejado.

ATENCAO: Ndo devemos mover a membrana segurando a tecla shift, pois
nao salvaremos suas novas coordenadas.

Uma vez posicionada corretamente, pode-se salvar a estrutura da proteina.
O préximo passo sera a geracao da topologia da proteina com o programa "pdb2gmx”.

» pdb2gmx -f proteina-A.pdb -o proteina-B.pdb -p proteina.top -ignh

OBS: Neste ponto, devemos escolher o campo de forcas, 0 modelo da agua a ser
utilizada e outras peculiaridades do sistema como protonacao, pontes dissulfeto, etc.

Em seguida, utilizamos o comando "cat" para unir as coordenadas da
proteina reposicionada e da membrana lipidica.

> cat proteina-B.pdb membrana-B.pdb > sistema-A.pdb

No arquivo "sistema.pdb", utilizaremos um editor de texto para remover a
linha que determina o fim do modelo: "ENDMDL". Para isto basta localizar este termo,
deletar a linha e salvar o documento.

O préximo passo consiste no ajuste da numeracdo das coordenadas e é
realizado com o programa "editconf".

> editconf -f sistema-A.pdb -0 sistema-B.pdb -resnr 1

Passo 3 - Criacdo do Orificio na Membrana

Deve-se abrir 0 "sistema-B.pdb" no VMD e utilizar o TK Console para
criar uma selecdo que exclua os lipideos que estdo proximos ou sobrepostos a proteina e,
em seguida salvar suas coordenadas.

» vmd of protein"]
> $sel writepdb sistema-C.pdb

O valor 2.3 corresponde a distancia, em nanémetros, que os lipidios devem
distar da proteina para serem incluidos na selecdo, outros valores podem ser utilizados
conforme a necessidade.

OBS: Vale a pena utilizar o painel Representations do vmd para testar as selegdes
antes de utilizar o TK Console.

ATENCAO: Em sistemas com ions precisamos ter cuidados maiores pois eles
podem ser removidos caso estejam proximos a proteina, neste caso, acrescentamos
"resname (nome do ion) or" antes da expresséo de selecéo.



Passo 4 - Criagdo da Caixa de Simulag¢do e Preenchimento com Moléculas de Agua

Nesta etapa utilizaremos o programa “editconf" para criar a caixa de
simulacdo, entretanto, primeiramente, é necessario descobrir o comprimento e a largura
da membrana. Para isto, basta buscar o tamanho dos vetores da caixa de simulacdo no
pdb original da membrana e multiplicar pelo numero de copias da mesma em cada eixo.

Feito isto, deve-se executar o programa editconf utilizando as opcoes "-
box" e "-princ". Esta ultima orienta a caixa de simulacdo conforme os eixos principais de
um determinado grupo (no caso, os lipidios).

editconf -f sistema-C.pdb -o sistema-D.pdb -box XY Z

Onde X, Y e Z sdo os comprimentos obtidos anteriormente. E necessario
também escolher o grupo de referéncia para orientacdo dos eixos.

Posteriormente, utiliza-se 0 programa genbox para preencher a caixa de
simulacdo com moléculas de agua.

» genbox -cp sistema-D.pdb -cs -0 sistema-E.pdb

Passo 5 - Remogao das Moléculas de Agua do Interior da Membrana

Nesta etapa, abrimos o sistema solvatado (sistema-D) no VMD e
utilizamos o TK Console para excluir as moléculas de dgua indesejadas. Primeiramente
devemos conhecer as dimensdes da membrana:

» set sel [atomselect top "resname LIP"]
ATENCAO: Substitua LIP pelo nome de residuo das moléculas da membrana.
» measure minmax $sel

O resultado deste comando séo dois vetores que definem as dimensdes da
selecdo (a membrana). O interesse nesta etapa € nos valores minimo e maximo de Z (o
ultimo nimero de cada vetor). Deve-se registrar esses valores e utilizar a seguinte string,
no menu "Graphics > Representations"” para excluir as moléculas de agua do interior da
membrana:
not (water and (z > MINVALUE) and (z < MAXVALUE))

Onde MINVALUE corresponde ao limite inferior da membrana no eixo Z
e MAXVALUE corresponde ao limite superior da membrana no eixo Z, obtidos com o
comando anterior (measure minmax).

OBS: Teste valores ligeiramente maiores e menores para ajustar a camada de agua
sobre a superficie da membrana. Uma vez tendo ajustado os valores de forma satisfatéria,
siga para 0 proximo passo.



» set sel [atomselect top "not same residue as(water and (z > MINVALUE) and (z
< MAXVALUE))"]
same residue as (para nao cortar as moléculas de agua

> $sel writepdb sistema-F.pdb

Passo 6 - Edicdao da Topologia

Abrir o arquivo "proteina.top” com um editor de texto e inserir na secao
":Include Forcefield Parameters", a linha:

#include "LIPIDIO.itp"

Trocando LIPIDIO pelo nome correto do arquivo itp da molécula
escolhida para composi¢cdo da membrana.

Ainda no arquivo de topologia, deve-se acrescentar o nimero de moléculas
de &gua assim como o numero de moléculas do lipidio. Pode-se utilizar o VMD para
realizar a contagem; no TK Console:

» set sel [atomselect top "resname SOL"]

> $sel num

» set sel [atomselect top "resname LIPIDIO"]
> $sel num

Deve-se substituir LIPIDO pelo nome de residuo das moléculas de lipidio.
Além disso, deve-se também, dividir o nimero de atomos de solvente por 3 e 0 nimero
de atomos de lipidio pelo numero de &tomos em cada molécula do mesmo. Encontrando
assim o numero de moléculas. Por fim, adiciona-se na se¢édo "[ molecules ]" o nimero de
moléculas de solvente e de lipideos, utilizando a nomenclatura correta.
popch4ar.itp

Passo 7 - Consideragdes Sobre Minimizagdo de Energia e Dindmica Molecular

A partir deste ponto, pode-se prosseguir com 0s passos padrdo de uma
Dinamica Molecular comum, comec¢ando pela adi¢do de ions para equilibrar a carga do
sistema através do programa "genion". Considere utilizar etapas de minimizacdo mais
longas para evitar problemas maiores, devido a complexidade do sistema. Além disso,
para dindmicas moleculares em membranas é importante utilizar um acoplamento de
pressdo Semi Isotropico.



ANEXO I11: Arquivo Mdp com os parametros da Dindmica Molecular para 0s

sistemas com bicamada lipidica.

; RUN CONTROL PARAMETERS

integrator = md ---=> tipo de integrador

; Start time and timestep in ps

tinit =0

dt = 0.002 ---2 “time-step”, para integralizacio
nsteps = 100000000 --=> numero de passos

; For exact run continuation or redoing part of a run

init step =0

; Part index is updated automatically on checkpointing (keeps files separate)
simulation part =1

; mode for center of mass motion removal

comm-mode = Linear

; number of steps for center of mass motion removal

nstcomm = 500000

; group(s) for center of mass motion removal
comm-grps =

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS

; Friction coefficient (amu/ps) and random seed
bd-fric =0

ld-seed = 1993

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS
; Force tolerance and initial step-size

emtol = 42.0

emstep = 0.01

; Max number of iterations in relax shells

niter = 20

; Step size (ps”2) for minimization of flexible constraints
fcstep =0

; Frequency of steepest descents steps when doing CG
nstcgsteep = 1000

nbfgscorr = 10

; TEST PARTICLE INSERTION OPTIONS

rtpi = 0.05

; OUTPUT CONTROL OPTIONS
; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f)

nstxout = 500000 - Frequéncia de escrita da trajetéria
nstvout = 500000 - Frequéncia de escrita das velocidades
nstfout = 500000

; Output frequency for energies to log file and energy file

nstlog = 500000

nstcalcenergy = 500000

nstenergy = 500000 --> frequéncia de escrita das energias
; Output frequency and precision for .xtc file

nstxtcout = 50000 - frequéncia de escrita trajetéria

xtc-precision 50000

; This selects the subset of atoms for the .xtc file. You can

; select multiple groups. By default all atoms will be written.
xtc-grps =

; Selection of energy groups

energygrps = Protein POP SOL CL - grupos de monitoramento de
energia

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS

cutoff-scheme = Verlet

; ns algorithm (simple or grid)

ns_type = grid

; Periodic boundary conditions: xyz, no, xy
pbc = xXyz

nstlist = 20

Vi



rlist =1.2 -2 raio de corte para vizinhos de baixo
alcance

rcoulomb =1.2

rvdw =1.2 - raio de corte para Lennard-Jones
; long-range cut-off for switched potentials

rlistlong = -1

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW
; Method for doing electrostatics

coulombtype = PME --> tratamento eletrostéatico

pme order =4

; Relative dielectric constant for the medium and the reaction field
epsilon-r =1

epsilon rf =1

; Method for doing Van der Waals

vdw-type = Cut-off - tipo de energia van der Waals
; cut-off lengths

rvdw-switch =0

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr = EnerPres

; Extension of the potential lookup tables beyond the cut-off
table-extension =1

; OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS

; Temperature coupling

Tcoupl = V-rescale - Tipo de acoplamento de temperatura
nsttcouple = -1

nh-chain-length = 10

; Groups to couple separately

tc-grps = System

; Time constant (ps) and reference temperature (K)

tau-t = 0.1

ref-t = 293.15

; Pressure coupling

Pcoupl = Parrinello-Rahman > Termostato de pressdo
Pcoupltype = semiisotropic

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar)

tau-p =2

compressibility = 4.5e-5 - Compressibilidade da &gua a 1 atm
ref-p = 1.0 --> Referencial para o barostato de Berendsen
; Scaling of reference coordinates, No, All or COM

refcoord scaling = No

; Random seed for Andersen thermostat

andersen_seed = 815131

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN

gen vel = no

gen-temp =

gen-seed = 173529

; OPTIONS FOR BONDS

constraints = all-bonds

; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = Lincs = algoritmo de constricdo para vincular os

comprimentos de ligacéo

; Do not constrain the start configuration

continuation = yes

; Use successive overrelaxation to reduce the number of shake iterations
Shake-SOR = no

; Relative tolerance of shake

shake-tol = 0.0001

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix
lincs-order =4

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for

; normal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs.

; For energy minimization with constraints it should be 4 to 8.
lincs-iter =1

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond

; rotates over more degrees than

lincs-warnangle = 30

Vil



