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RESUMO

A insercao de peptideos na membrana plasmatica € um dos principais paradigmas do
processo geral de interagdo entre a célula e o ambiente. O entendimento fisico-
quimico desse processo, sobretudo nos aspectos estruturais e energéticos da matéria,
no nivel das interagbes atdbmicas, € de particular interesse para novas aplicagbes na
medicina e farmacologia. Podemos destacar o desenho racional de peptideos
antibacterianos, que por meio de interacbes com a membrana causam lise celular e
consequente morte desses microorganismos. Além disso, a compreenséo do processo
de insercao peptidica é de igual interesse para o desenvolvimento de novos produtos
voltados para o tratamento clinico de doencas humanas, como o Mal de Alzheimer
relacionado a insercdo e agregacédo de placas peptidicas na membrana. Dada a
relevancia biolégica da insergdo peptidica, o estudo desse processo tém sido de
interesse cientifico e tecnolégico para diversos grupos de pesquisa no mundo,
entretanto, a sua completa descricdo microscopica permanece ainda nao elucidada.
Nesse contexto atual, como um esforgo adicional, esse trabalho visa caracterizar as
propriedades microscopicas dirigentes do fendmeno de insercdo de peptideos
utilizando simula¢des computacionais de Dinamica Molecular, conjugadas a métodos
de célculo de energia livre. Um tempo total de simulagdo de 1,2 microsegundos foi
requerido para estudar a particido de dois peptideos com natureza fisico-quimica
distintas, isto €, um hidrofébico e o outro hidrofilico carregado. O estudo revela uma
estabilidade energética global para o peptideo hidrofilico estruturalmente associado a
regido interfacial agua/membrana, e inclusdo do hidrofébico no centro da bicamada.
Em ambos os casos, o passo limitante para o processo de insergcéo € a transposicao
peptidica através da regido polar do lipidio. Via manipulagbes biotecnolégicas, essa
informacao é de especial valor para a maior estabilizagdo de moléculas no interior da
membrana, aumento da velocidade de insercao ou estabilizacdo de agregados na
superficie celular. Finalmente, a metodologia aqui desenvolvida permitira estudar uma
série de outras moléculas que se particionem e efetivamente atravessem diferentes
modelos de membranas, contribuindo para o entendimento geral sobre o transporte de

peptideos pela membrana.



ABSTRACT

Peptide insertion through the plasmatic membrane is a major paradigm for the cellular-
environment communications. At the level of atomic interactions, the structural and
energetic knowledge about this process is of particular interest for novel applications in
the fields of medicine and pharmacology. We can highlight the rational design of
antimicrobial peptides that induce the microorganism death by causing cellular lysis
and further developments applied to human dysfunctions, such as the Alzheimer’s
disease related to peptide insertion and aggregation on the membrane surface. Given
the broad biological significance of peptide insertion through membranes, this process
has been of scientific and technological interests for several worldwide research
groups, its complete microscopic description remains however to be clarified. Here, as
an additional effort, the present contribution aims to the characterization of major
microscopic properties controlling the process of peptide insertion, using advanced
methods of free-energy Molecular Dynamics simulations. A total simulation time of 1.2
microseconds was required to study the membrane partition of two peptides with
distinct physical and chemical properties, e.g., one hydrophobic and the other
hydrophilic (charged). The study reveals a global energy minimum for the hydrophilic
peptide adsorbed on the water-membrane interface, and the burying of the
hydrophobic one in the lipid-bilayer main core. For both peptides, the rate-limiting step
for molecule partition is the displacement across the lipid headgroups. By means of
biotechnological manipulations, these findings are worth to enhance the stability of
molecules in the bilayer-tail region, to speed up the insertion process or even to
stabilize peptide aggregate forms on the membrane surface. Finally, the methodology
herein developed allows one to study another set of molecules that interacts or
permeates different lipid bilayer models, contributing therefore to a general

understanding concerning the transport of peptides across membranes.
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Figura 12. Estratégia para investigar a insercdo dos peptideos. Para cada peptideo, quatro
simulagbes independentes foram realizadas com a molécula inicialmente posicionada nas
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(esferas VW): Amarelo = Pep-1; Azul = agua; Violeta = Cabeca Polar; Laranja = Glicerol; Cinza
= Caudas Hidrofébicas. 1: Simulagdo em que o peptideo parte da agua e se adsorve na
interface agua/cabeca polar (A/CP). 2: Peptideo posicionado inicialmente na regido das aguas
e Cabecgas Polares, e se adsorvendo posteriormente a interface cabega polar/cauda hidrofébica
(CP/CH); 3: Peptideo partindo da interface CP/CH e permanecendo estavel nessa regido. 4:
Peptideo inicialmente posicionado no centro hidrofébico da membrana e atingindo a interface
CP/CH. A caixa de simulagao esta representada como um retangulo no centro da figura. A
estrutura lamelar do sistema é mantida pelo PBC. Os plots foram construidos com o programa

Grace e as figuras com 0 VMD (vide metodologia 4.2.2.3)....cccccerrrerrrrrssssssssssnmeesesssesssssssssssnnsens 54

Figura 14. Painéis superiores: Estados resultantes das 4 simula¢cbes independentes do Pep-2,
referente a posigéo relativa do peptideo na direcdo do eixo transmembrénico z, ao término de
100ns de simulacdo. Todas as trajetorias atingiram estados metaestaveis durante os 50ns
finais de simulagado (retangulos tracejados e com o estado z em negrito). Painéis inferiores: O
peptideo, a agua, e os grupos constituintes da membrana estdo representados por cores
(esferas VW): Amarelo = Pep-2; Azul = agua; Violeta = Cabeca Polar; Laranja = Glicerol; Cinza
= Caudas Hidrofébicas. 1: Simulagdo em que o peptideo parte da agua e se adsorve na
interface agua/cabeca polar (A/CP). 2: Peptideo posicionado inicialmente na regido das aguas
e Cabecas Polares, e se adsorvendo posteriormente a interface cabega polar/cauda hidrofébica
(CP/CH); 3: Peptideo partindo da interface CP/CH e permanecendo estavel nessa regido. 4:
Peptideo inicialmente posicionado no centro hidrofébico da membrana e atingindo a interface
CP/CH. A caixa de simulacdo esta representada como um retangulo no centro da figura. A
estrutura lamelar do sistema é mantida pelo PBC. Os plots foram construidos com o programa

Grace e as figuras com 0 VMD (vide metodologia 4.2.2.3)....ccccceerrrrrrrrisssssssssnsmeeeessseessssssssssnnnens 55

Figura 15. Esquerda: Representagdo atomistica geral do minimo de energia para o Pep-2
(visdo do centro da membrana para o teto polar). Os residuos estdo coloridos segundo a
polaridade (esferas VW): Polares = Verde e azul claro; Hidrofébicos = Brancos. A coloragéo
das moléculas de agua e dos grupos da membrana esta de acordo com as barras dos
histogramas do quadrante direito da figura. Direita: Numero médio de liga¢des de hidrogénio,
por residuo dos peptideos calculado a partir dos estados metaestaveis (50 ns finais de

simulagdo). As barras estdo coloridas de acordo com os grupos do sistema: Azul escuro =
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agua; Violeta = Fosfatidil; Laranja = Glicerol. Os numeros sublinhados a direita indicam as
quatro simula¢des independentes (1-4) para ambos os Pep-1 e Pep-2. Imagem renderizada

com o programa VMD e plots construidos com o Grace (vide metodologia 4.2.2.3)......ccccceeeun.s 56

Figura 16. Energia potencial (U) do sistema em fungdo da posi¢cdo transmembréanica z dos
peptideos. O valor da coordenada z decresce da regido da agua (z = 25 A) para o centro da
bicamada lipidica (z=0 A). As curvas s&o ajustes ponderados para as energias dos estados
metaestaveis amostrados (quadrados). Gréficos construidos com o programa Grace (vide
(L= (0T o (0] 0T [T T N PSSO 57

Figura 17. llustracdo da dependéncia do peso de Boltzmann com a energia potencial dos
microestados U; de um dado estado z do sistema. Note que, o peso de Boltzmann é
significativamente maior para os microestados de minimos de energias. Grafico construido com

0 Grace (vide metodologia 4.2.2.3). i eeeeiicierrriiies e 58

Figura 18. Analise estrutural dos peptideos Pep-1 e Pep-2 em agua. (A) Estrutura final do Pep-
1 obtida ap6s 1.5 ns de simulag&o. A estrutura do Pep-2 foi semelhante a observada em (A).
Os aminoacidos estéo coloridos pela polaridade (carregados = azul; polares = verde; apolares
= branco) e as moléculas de agua representadas em vermelho. (B) e (C) RMSD para os Pep-1
e Pep-2, respectivamente. Note que a estrutura dos peptideos, em forma de anel, é
estabilizada ao longo da simulagéo pela ligagéo dissulfeto entre as Cisteinas 1 € 9. A imagem
do peptideo foi renderizada com o programa VMD, e os graficos construidos com o Grace (vide
MELOAOIOGIA 4.2.2.3)..ceeiiceeeeerrrssmrrerssssneresssssnneesssssseessssssssesssssanneessnsssnsesssssansessssssnsesssassnneessnssnnes 61

Figura 19. Perfil de energia livre para o processo de insercdo de ambos os peptideos em um
modelo de bicamada lipidica neutra (POPC). A energia livre foi calculada segundo a equagéo
22, utilizando as curvas de energia potencial ajustadas na figura 16. Note que para o Pep-1 a
barreira de energia para cruzar a interface polar da membrana é consideravelmente maior em
relagdo ao Pep-2 (linhas tracejadas em vermelho). Os gréaficos foram construidos com o

programa Grace (vide metodologia 4.2.2.3).....ccccemrrrreiiiiniiccrsmsnne e sssss s 62
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1. INTRODUCAO

1.1. INSERCAO DE PEPTIDEOS NA MEMBRANA CELULAR

1.1.1. ASPECTOS GERAIS E IMPORTANCIA

A inser¢cdo de peptideos na membrana plasmatica (Figura 1) esta
envolvida em reagdes bioquimicas essenciais para o funcionamento celular
(Nelson e Cox, 2002). Doengas em humanos, além de uma grande variedade de
processos de interesse farmacolégico como a agao de toxinas, atividade
microbiana, e infecgao viral (Bachar et al, 2000; Adams 2004; Leontiadou et al,
2006; Yeh et al, 2008), estdo relacionados a insergcdo de peptideos na

membrana.

Figura 1. Modelo simplificado de uma membrana em formato de
bicamada lipidica. As esferas em cinza representam os grupos
carregados, enquanto que os bastdes em amarelo representam o
nacleo hidrofébico. (Modificada de Lehninger Principios de

Bioquimica, pag 304).

Sabe-se que algumas placas peptidicas p-amildéides, caracteristicas da
doenga de Alzheimer, ao se intercalarem na membrana, s&o capazes de
modular o transporte transmembranico de ions por alterar a capacitancia e a
heterogeneidade dos fosfolipidios locais, modificando o ambiente fisico-quimico
de interagdes entre proteinas e membrana o que pode gerar um quadro clinico
grave (Valincius et al, 2008). Essas placas peptidicas afetam diferentes tecidos e

esses oligbmeros podem se translocar mais facilmente através da membrana,
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apesar de ainda nao se saber corretamente qual o mecanismo dessa interacéo
no nivel molecular e conseqientemente todas as implicagbes fisioldgicas
oriundas desse fenémeno.

Além disso, ha atualmente um grande interesse no desenho racional de
peptideos sintéticos, capazes de transpassar a barreira lipidica, que atuem na
prevencdo e tratamento de varias doengas como: degeneracdo macular,
protecédo de fotorreceptores da retina, neurite 6tica, inibicdo da angiogénese,
acao direta em alguns tipos de tumores (mama, prostata, melanoma, pulméao,
rim e trato intestinal), diminuicdo da migragcdo de células metastaticas,
prevencdo e controle de tumores secundarios, dano na medula espinhal e
algumas doencas neurodegenerativas como Doenga de Alzheimer, Mal de
Parkinson, esclerose multipla entre outras (Mckerracher e Munzer, 2008).

A interacdo entre peptideos e membrana celular é, portanto, um dos
principais temas de estudo da biofisica estrutural, com grande impacto cientifico
e tecnoldgico. O entendimento desses processos, no nivel atbmico, promovera
avancos em diferentes setores da ciéncia fundamental e aplicada, permitindo
especialmente a busca por novos farmacos ou produtos biotecnologicos

fundamentais para uso terapéutico na medicina e na farmacologia.

1.1.2.1. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO PROCESSO
DE INSERCAO DE PEPTIDEOS EM MEMBRANAS

Considerando um sistema molecular composto de peptideos, agua e
membrana lipidica, a completa caracterizagdo da insercdo peptidica pela
membrana requer elucidar aspectos estruturais do sistema em seus diversos
estados microscépicos, visando quantificar a estabilidade energética dos
mesmos no nivel das interagdes atdbmicas. A estabilidade energética refere-se
aqui a energia livre de diferentes estados do sistema e de seus processos de
reacao.

Nos ultimos anos houve uma consideravel aquisigdo de conhecimento em
termos de metodologia para se acessar estruturas de proteinas e peptideos

interagindo com membranas. Alguns métodos experimentais contribuiram com

13



estruturas de adsorcgéo e insercao de peptideos de diversas naturezas quimicas
e estruturais (Sanderson 2004). Algumas dessas metodologias sdo amplamente
utilizadas na atual biofisica estrutural, em particular para o estudo das interacbes
de peptideos e membranas, tais como: microscopia de forga atdbmica (sigla em
inglés AFM), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
dicroismo circular, espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(sigla em inglés FTIR), fluorescéncia estatica e fluorescéncia resolvida no tempo,
ressonancia plasménica de superficie, do inglés SPR (Arrondo e Goni, 1999;
Ladokhin, 1999; Wimley e White, 1999; Vogt et al, 2000; Rusu et al, 2004; Ruan
et al, 2004; Seelig, 2004; Sanderson, 2004; Lakowicz, 2006; Shintou et al, 2007;
Barck et al, 2008; Cheng et al, 2009). Dentre todas essas técnicas mencionadas
as que mais se destacam para caracterizar e quantificar a interacdo entre
peptideos e membranas sao AFM, fluorescéncia e RMN . A primeira é capaz de
gerar imagens com resolucéo de até 5A, permitindo a observacéo de mudancas
na topologia e no volume de vesiculas lipidicas devido a agdo de uma solucao
de peptideos de interesse, além de poder quantificar a intensidade da forca que
a macromolécula protéica exerce sobre a membrana (Frederix et al, 2003). A
técnica de fluorescéncia, principalmente a espectroscopia de Fluorescéncia por
transferéncia de Energia Ressonante (FRET, do inglés Fluorescence Resonance
Energy Transfer), é utilizada para determinacdo da distancia de inclusdo ou
enterramento, em angstroms, dos peptideos fluorescentes em relagdo ao centro
da bicamada das vesiculas assimétricas. O fenbmeno de FRET descreve o
mecanismo de transferéncia de energia entre dois cromoéforos. Um dado
cromoforo doador no seu estado excitado pode transferir parte de sua energia
por uma maneira nao radioativa pelo mecanismo de acoplamento de dipolos
com seu croméforo aceptor, quando suficientemente proximos (distancia entre
10 nm a 50 nm). Devido a uma relacéo intrinseca entre a eficiéncia dessa
transferéncia de energia e o apagamento de fluorescéncia do croméforo doador
pode-se calcular a distancia entre os croméforos (Raio de Forster, Rg). Com
esses dados é possivel determinar a topologia de sondas fluorescentes
particionada na membrana.

A RMN pode ser utilizada para a elucidagdo da estrutura tridimensional
de um peptideo em solugéo, que € uma vantagem sobre a cristalografia de raios-

X, onde a estrutura € determinada a partir de um cristal. Além disso, a técnica de
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RMN pode gerar dados sobre a orientacdo de peptideos em relagédo ao eixo
normal, isto &, a dire¢cao transmembranica de membranas possibilitando avaliar a
influéncia de diferentes configuragcdes do lipidio e da molécula protéica no
processo geral de inser¢céo e permeacao pela bicamada (Sanderson, 2004).

Recentemente Nanga e colaboradores, em 2008, resolveram por RMN a
estrutura de dois peptideos amildides, alfa helicoidais de 19 residuos de
extensdo, hIAPP (humano) e IAPP de camundongo, em que a forma humana do
peptideo é relacionada a formagédo de agregados em placas o que leva a morte
das células B do pancreas causando a doenga humana, diabetes tipo Il. Pelo
estudo pode-se concluir que a forma IAPP do camundongo diferia em apenas
um unico residuo da hlIAPP e que essa pequena mutagao na seqiéncia primaria
resultava em um menor toxicidade dos peptideos. Para mimetizar o efeito de
ataque a membrana celular bem como mapear a diferenca da conformacéo e
orientacao dos peptideos em relagéo a interface lipidica, os experimentos foram
realizados em micelas de dodecilfosfocolina (sigla em inglés DPC). A
acidificacdo do meio disparava a mudanca de orientacdo do peptideo hIAPP da
forma adsorvida na interface da micela para a diregdo transmembranica,
enquanto o mesmo nao foi observado para o IAPP. Essa caracteristica de
reorientacao esta relacionada a toxicidade do peptideo amiléide humano.

Outro estudo de RMN mostrou uma maior estruturacdo de um peptideo
helicoidal com mutagéo de leucina para fenilalanina, quando inserido no nucleo
hidrofébico de uma membrana de DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina).
Nesse caso, o aumento das interagdes hidrofébicas para residuos apolares
quando inseridos na regido de caudas hidrofébicas é crucial para a insergcéo de
peptideos em membranas (Mishra et al, 2008).

O decapeptideo gramicidina S, que é uma folha B simétrica que
notadamente se ancora paralelo ao teto polar da membrana para baixas razées
molar peptideo/ lipidio, € um antibiético em potencial que vem sendo estudado
nos Uultimos anos (Afonin et al, 2008). A partir de estudos de RNM foi
comprovado que a gramicidina S pode adotar um alinhamento transmembranico
para altas concentracdes de peptideo, estabilizado por ligagbes hidrogénio, o
que reforga a idéia de que o efeito cooperativo de peptideos contribui para maior
taxa de insergdo e particdo dessas moléculas pela membrana plasmatica
(Leontiadou et al, 2006; Babakhani et al, 2008).

15



Entretanto, apesar dos ultimos avancos obtidos pela metodologia
experimental, ainda assim, somente um numero limitado de estruturas de
proteinas que interagem com membranas foi determinado experimentalmente
(White, 2004). Ha na atualidade somente 0,7% de estruturas de proteinas de
membranas resolvidas em relacdo as estruturas de proteinas soluveis. Esse
dado reforga claramente o grande desafio da biofisica estrutural na atualidade
nessa linha de pesquisa (Kandt et al, 2007). Outro ponto de fundamental
importancia, que torna esse campo de estudo de interagcbes moleculares entre
peptideos e membranas ainda mais desafiador, € a caracterizagdo experimental
e a quantificacdo de parametros estruturais dos estados fisicos de membranas,
tanto na fase gel como liquida. Além disso, membranas celulares sdo estruturas
bastante heterogéneas e complexas em sua constituicdo, seja na variedade de
fosfolipidios ou na quantidade de outras moléculas biologias aderidas a ela
(Sanderson, 2004). O tamanho da cadeia alifatica e a presenca de colesterol
favorecem a estabilidade da membrana, i.e, altera a fluidez do sistema e,
portanto, a dindmica e a energética da interacao de proteinas e peptideos com
os fosfolipidios. Outra caracteristica peculiar das membranas é a natureza
anfipatica da regido de interface entre os grupos polares e as caudas
hidrofobicas. Essa regido é favoravel a hidratacao e, portanto, serve como ponto
de ancoragem para moléculas de interesse com potencial para particionar nessa
interface.

Neste ambiente € que muitas das questbes levantadas atualmente por
experimentalistas ndo podem ser respondidas estruturalmente do ponto de vista
atbmico. Até entdo, a dinamica molecular (DM) é o unico método que permite
estudar além da estrutura, a dinamica de sistemas moleculares em escala
atébmica/molecular. Esse método tedrico tem sido aplicado com sucesso para o
estudo de sistemas macromoleculares complexos como proteinas, DNA, RNA e
membranas fosfolipidicas (Treptow et al, 2006; Pei et al, 2008). Alguns trabalhos
ja caracterizaram a interagdo atomistica de diferentes peptideos, isto é, de
natureza estrutural e eletrostatica distintas, com bicamadas lipidicas (Bernéche
et al, 1998; Mihailescu et al, 2000; Lee et al, 2005; Lensink et al, 2005; Ym et al,
2005). Nesta linha ja se tem trabalhos que simulam diferentes modelos de
membrana com distintas constituicdes fosfolipidicas (Im et al, 2005 e Lopez et al,
2006).
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Ha notadamente uma maior quantidade de trabalhos experimentais e
teéricos que buscam elucidar via caracterizacdo estrutural os possiveis
mecanismos de interacdo de peptideos com formato helicoidal em bicamadas
lipidicas. A importancia desses estudos deve-se principalmente ao fato dessa
estrutura secundaria estar relacionada a funcao antibacteriana e a insercao de
capsideos virais em células hospedeiras. Algumas sequéncias de peptideos
chamadas de CPP (do inglés cell penetrating peptides) que apresentam
dominios de transducao peptidica (sigla em Inglés PTD), notadamente
conseguem se translocar pela membrana das células, tanto in vitro como in vivo,
devido ao alto conteudo de residuos carregados positivamente como Arginina e
Lisina (Lindsay et al, 2002). Essa propriedade torna esse grupo especifico de
moléculas alvo de varios estudos visando a caracterizagdo de um mecanismo de
acao em membranas, principalmente aquelas com caracteristica negativa, como
€ 0 caso do revestimento celular das bactérias.

Ha basicamente 3 modelos gerais para o mecanismo de formacéo de
poros em modelos de membrana para células procariéticas em fungcéo da acao
de peptideos antimicrobianos (Sanderson, 2004): o modelo carpete que
preconiza que os peptideos positivos se aderem paralelamente a lamela externa
da bicamada causando uma desorganizacdo nos fosfolipidios, produzindo
sensivel curvatura na membrana o que leva a sua perturbagé&o; o modelo de
formacao dos poros toroidais em que ha claramente a formagéo de um poro com
caracteristicas diferentes de canais convencionais, formados por longas hélices
transmembrana. Nesse caso, ocorre um efeito cooperativo entre as moléculas
protéicas de forma que a cada peptideo que se adere e posteriormente se insere
na membrana torna-se mais facil acessar o centro hidrofébico da membrana. Ha
relatos de que esses poros causem um influxo de uma quantidade de agua para
o interior da célula da ordem do que ocorre pelo mecanismo das aquaporinas
(Leontiadou et al, 2006); finalmente ha o modelo de formag¢ao de poro em barril
em que os peptideos que se inserem no cerne hidrofébico comegam a agregar
lateralmente um no outro formando uma passagem através da membrana.

Em trabalho publicado recentemente por Afonin e colaboradores, 2008, foi
mostrado que o alinhamento de um peptideo antimicrobiano a-helicoidal PGLa,
ao longo do plano paralelo a membrana, depende acentuadamente da

temperatura e do estado de fluidez do lipidio e da concentragcdo do peptideo.
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Este, por sua vez, pode adotar trés estados dependentes da temperatura que
sao: Estado-S, paralelo a superficie da membrana, Estado-T, que € inserido
obliquamente, e Estado-l, inserido perpendicular ao plano da superficie da

membrana (figura 2).

Estado-S Estado-T

—— M
membrana

N Temperatura

Figura 2. Modelo para trés mecanismos de insercdo de peptideos
antimicrobianos a-helicoidais em fungdo da temperatura. Peptideos que seguem
esse modelo de insergdo adotam o estado “I” quando os fosfolipidios estdo
abaixo da temperatura de transigdo. O estado “T” é atingido para a fase liquida-
cristalina da membrana enquanto que o estado “S” é caracteristico de elevadas
temperaturas (Adaptado de Afonin et al, 2008; DOI: 10.1021/ja803156d).

O modelo de agregacao no estado “I”, formando um poro ou canal, esta
de acordo com a idéia de auto-associagdo de peptideos helicoidais quando
inseridos no cerne hidrofébico da membrana, o que ja foi mostrado como
energeticamente favoravel por Babakhani et al, 2008.

Basicamente ha duas vertentes atuais de simulagcdo por DM que
abordam o mecanismo de inser¢cao e transporte de peptideos, para o caso
helicoidal. Na primeira delas o sistema parte de uma molécula ndo estruturada,
posicionada no solvente, para uma forma em hélice na regido de interface. Essa
etapa de estruturacao evitaria o alto custo energético necessario para solvatar a
estrutura e favorecer as ligagdes hidrogénio intrinsecas da cadeia principal. A
outra vertente suporta que o peptideo formara uma hélice somente quando
estiver enterrado no centro hidrofébico da membrana. Esse ultimo argumento é
fundamentado por resultados de simulagbes (Sugita et al, 1999 e Neymeier et al,
2005), ndo sendo observado o dobramento em hélices dos peptideos nas
regides de interface.

Entretanto, novos experimentos mostram que pode ainda haver mais
mecanismos ou mesmo etapas ainda ndo completamente entendidas de como
ocorre a particdo dessas macromoléculas protéicas ao longo da cadeia lipidica
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(Yeh et al, 2008). Outro ponto importante é que existem diversas outras
conformagdes de peptideos que também apresentam a propriedade de se
translocar pela membrana, além de caracteristicas fisico-quimicas diferentes das
moléculas anfipaticas, como é o caso de peptideos hidrofébicos (Babakhani et
al, 2008). Em ambos os casos, o comportamento dos peptideos ao longo do
processo de insercao parece depender diretamente da sequéncia de
aminoacidos. Dessa forma, para se elaborar e propor um mecanismo geral de
transporte néo assistido de peptideos, é necessario analisar como peptideos de
diferentes conformacdes, carregados ou neutros, se adsorvem, particionam e

efetivamente atravessam diferentes modelos de membranas.

1.1.3 ENERGETICA DA INTERACAO PEPTIDEO E
MEMBRANA

Conhecendo-se as posicdes atbmicas do sistema em seus diferentes
estados microscopicos, a energia associada a cada um desses estados pode ser
quantificada, permitindo reconstruir o potencial de forca média (PMF). O PMF é
um perfil de energia livre parametrizado por uma coordenada geral de reagao
(CR), figura 3. Essa coordenada corresponde a um parametro interno ao sistema
utilizado para descrever os estados do mesmo durante o processo de interesse.
Para o caso da insergcéo peptidica pela membrana, a coordenada de reacéo é
simplesmente a posi¢ao relativa da molécula na diregdo transmembranica.

A partir do PMF, podemos quantificar as grandezas cinéticas e
termodinamicas envolvidas na transformagdo do sistema. A primeira esta
envolvida com a altura das barreiras de ativagédo, que gera informacéo sobre as
taxas cinéticas para insercdo e permeacgao de moléculas pela membrana. Ja a
grandeza termodinamica esta relacionada com os minimos de energia da funcéo
e, portanto, as regides de maior estabilidade do sistema. Sendo assim, a partir
dessas grandezas pode-se derivar uma série de propriedades importantes para
caracterizagdo do sistema em estudo como constantes de adsorg¢ao e ligacéo,

além da taxa de difusao, ou solubilidade.
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Coordenada de Reagdo

Figura 3. Perfil hipotético da variagdo de energia livre para a
inser¢éo de peptideos na membrana. A curva esta dividida
em 4 regides: (i) regido de minimo local de energia referente
a adsorgcdo do peptideo em agua (azul); (ii) barreira de
energia na regiao de interface (violeta); (iii) minimo global de
energia, i.e, regido preferencial de interagcdo entre o
peptideo e a membrana; (iv) barreira de energia limitante
para a permeagao da molécula protéica até o centro das

caudas hidrofobicas (quadro em cinza).

Sabe-se que a altura da barreira de energia livre (AE) entre dois estados
quaisquer (A e B) é proporcional as constantes de velocidades (k1, k2) da

reacéo:
k1
@ T

Da relacédo entre k1 e k2, podemos definir uma constante de equilibrio
Keq = k1 / k2 para quantificar a diferenga de energia livre entre os estados A
e B:
AE = —RTIn(Keq) (1)

Em um processo onde k1>k2, a variagao

AE = E(A) — E(B) é negativa, implicando no deslocamento do equilibrio da
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reacao no sentido de formacgéao do estado B. Nesse caso, dizemos que o estado
B é relativamente mais estavel que o estado A. Note que, de forma geral, a
equacao (1) é obtida a partir da profundidade dos minimos de energia no PMF,
permitindo quantificar a estabilidade energética de um estado qualquer ao longo
da coordenada de reacéo.

Vale ressaltar que o PMF nos permite ndo apenas localizar as barreiras
de energia ao longo da coordenada de reac&o, mas igualmente determinar a
transformacgéo limitante (C), isto é, a mais lenta, para o caso de processos
reativos envolvendo transicdes multiplas. Para a insergcdo de peptideos na
membrana, espera-se que a magnitude e localizacdo dessas barreiras de
energia livre, especialmente para a barreira limitante do processo de permeacéo,
sejam influenciadas pelas caracteristicas fisico-quimicas da molécula permeante
(hidrofilicidade, hidrofobicidade e carga elétrica) e dos fosfolipidios constituintes
da membrana, i.e, a carga dos grupos polares e grau de saturagdo das cadeias
hidrofobicas. Além disso, espera-se uma grande dependéncia do PMF com
outros fatores, tais como, a topologia e concentragdo da molécula permeante, o
estado fisico da membrana em fase liquida ou gel, bem como, concentracéo, pH
e temperatura.

Experimentalmente é possivel se medir parametros termodinamicos (AG,
AH e AS) da interagdo proteina/membrana ou peptideo/membrana por métodos
diretos como a microcalorimetria de titulacdo isotérmica (sigla em inglés ITC),
calorimetria de varredura diferencial (Kundu and Kishore, 2005) ou métodos
indiretos, como a determinagdo das constantes aparentes de equilibrio de um
estado nao ligado para o estado ligado, utilizando métodos espectroscopicos,
como a fluorescéncia, dicroismo circular e espalhamento de luz dindmico (White
e Wimley, 1998; Bong et al, 2000; Zhelev et al, 2001; McGregor et al, 2003). O
método direto ITC tem sido o mais utilizado experimentalmente para o célculo
desses parametros termodinamicos. Além disso, essa técnica permite quantificar
a influéncia da hidratagdo dos grupos polares dos fosfolipidios e da molécula
protéica, o que possibilita o entendimento geral sobre a energética do processo
(Sanderson, 2004).

Em 2008, Andrushchenko e colaboradores, investigaram a termodinamica
da interagao entre 5 peptideos antimicrobianos da familia das catelicidinas com

diferentes modelos de membranas. Para isso construiram dois grupos de
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lipossomos LUVs (sigla em inglés Large Unilamellar Vesicles) sendo um tipo de
vesicula com caracteristicas de membrana de bactérias, isto é, carga residual
negativa e o outro semelhante ao de eucariotos cujas membranas séo neutras
(McElhaney, 1986). Além disso, nesse trabalho foi calculada a energia de
interacédo entre os peptideos antimicrobianos com extrato real de membrana de
E. coli, pela primeira vez até entdo descrita na literatura (Andrushchenko et al,
2008).

Ja o Potencial de Forca Média, PMF, pode ser rigorosamente calculado
por métodos avancgados de dindmica molecular para calculos de energia livre
como o Umbrella Sampling (Torrie et al, 1974 e 1977) e o Adaptive Biasing
Force (Hénin et al, 2004). A precisdo para o calculo da energia livre segundo
esses métodos tedricos é extremamente significativa, quando comparada aos
métodos experimentais. O método de ITC permite quantificar somente a
variacao total de energia de ligagdo de um peptideo a membrana (AE da Figura
2), ndo sendo possivel conhecer precisamente a localizagcado das barreiras de
energia ao longo de uma coordenada de reacdo. Essa elevada resolugéo
espacial do perfil de energia livre proporcionada pelo método teorico é capaz de
descrever a variagcdo de energia livre para cada incremento da coordenada de
reacdo, ou deslocamento da molécula ao longo do eixo transmembranico, do
processo de interesse. Entretanto, para o caso do transporte peptidico através
de uma membrana de qualquer composic¢do lipidica, o calculo do PMF né&o é
uma tarefa trivial. Sob o ponto de vista teédrico, a principal limitacdo € o elevado
custo computacional em termos de tempo de simulagdo necessario para a
completa amostragem estatistica dos diferentes estados microscopicos do
sistema, o que demanda a criagao de estratégias de simulacdo, nos dias atuais,

para se estudar o mecanismo de insergao peptidica.

1.1.4. FRONTEIRA DO CONHECIMENTO

Informagdes estruturais e energéticas sobre o modo de insergdo de
peptideos na membrana s&o raras na literatura. Até o momento, de acordo com
as fontes utilizadas para pesquisa em bancos de dados pertinentes aos

trabalhos cientificos dessa natureza, somente trés publicagdes com a descrigao
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do perfil de energia livre do processo de adsor¢cédo de peptideos em membranas
foram encontradas (Babakhani et al, 2008; Vivcharuk et al, 2008; Yeh et al,
2008).

Vivcharuk e colaboradores, 2008, calcularam o PMF para a interagao,
restrito somente adsor¢céo do peptideo sem penetracdo na membrana, de um
peptideo catidbnico com propriedades antimicrobianas, derivado de lactoferricina
bovina com uma bicamada lipidica de POPC. O processo de adsor¢ao desse
peptideo é espontaneo, indicado pelo valor estimado para a energia livre desse
processo de -1,05 kcal/mol. Yeh e colaboradores, 2008, simularam por dindmica
molecular e utilizando o método umbrella-sampling calcularam a distribuicao de
probabilidade e preferéncia conformacional de um peptideo do virus influenza na
superficie, na interface e no interior de um modelo de membrana. O PMF
calculado para esse processo mostrou uma barreira energética largamente
entalpia para a insercdo do peptideo em conformagcdo n&o helicoidal na
membrana. Em contraste, o minimo de energia global para a adsorcdo do
peptideo nesse modelo correspondeu a regido interna da membrana, favorecida
pela conformacao helicoidal e pela entropia do sistema.

Babakhani e colaboradores utilizando dindmica molecular e o método
umbrella-sampling calcularam o PMF para a insercdo de um hexapeptideo com
a membrana dimeristoilfosfatidilcolina (DMPC). Dois minimos de energia na
interface solvente cabeca polar e regido hidrofébica—hidrofilica, voltados para o
glicerol, foram encontrados. A energética desse processo sugere que a
agregacdo e a organizacado supramolecular desses peptideos na membrana
iniciam imediatamente quando o peptideo faz contato coma membrana na regiao
solvente-cabecga polar do fosfolipidio.

Apesar das interagcbes eletrostaticas entre peptideos e membranas ja
terem sido estudadas, ainda pouco se sabe sobre a influéncia direta do conteudo
de cargas e/ou hidrofobicidade no trafego e no modo de insercao desses
peptideos pela membrana. O transporte de peptideos carregados e hidrofébicos
em membranas neutras é importante para estudar a influéncia das interacdes
eletrostaticas na particdo. Dessa forma, no presente trabalho, foi investigada a
particdo de duas moléculas protéicas distintas por um modelo de membrana
plasmatica via simulagcbdes atomisticas de Dindmica Molecular. Cada peptideo &

composto de 9 residuos de aminoacidos, sendo que uma molécula tem carater
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hidrofilico mais acentuado (CTKSIPPQC), com um residuo de lisina carregado
positivamente, e a outra mais hidrofébico (CTFSIPAQC), devido aos residuos de
alanina e fenilalanina. Ambos os peptideos aqui empregados tém
aproximadamente a mesma massa molecular (=1 kDa), uma estrutura em forma
de um anel, unido por uma ligagdo dissulfeto, devido as primeiras e ultimas

cisteinas da sequéncias citadas acima. Esses peptideos descritos serdao aqui

nomeados como Pep-1 (carregado) e Pep-2 (hidrofébico), figura 4.

Figura 4. Estrutura tridimensional dos peptideos utilizados nas simulagdes. Os residuos estéo
coloridos de acordo com a polaridade e natureza quimica: Azul: carregado positivamente; Verde:
polares; Brancos: hidrofébicos; Amarelo: ligagédo dissulfeto. Note a estrutura ciclica em forma de
um anel de ambos os peptideos. A: peptideo hidrofilico e carregado, Pep-1. B: peptideo
hidrofébico, Pep-2.

Diante do panorama atual de poucos estudos sobre a insercédo de
peptideos em membranas, o presente trabalho representa, portanto, um esforgo
adicional no contexto mundial da ciéncia para uma caracterizagéo estrutural e
energética do processo de particdo de moléculas protéicas, bem como a sua

dependéncia das propriedades fisico quimicas do sistema.
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2. JUSTIFICATIVA

Interagdes especificas entre peptideos e a membrana plasmatica estao
relacionadas a varios processos celulares, como a acédo de toxinas, atividade
antimicrobiana, infecgéo viral (Bachar et al, 2000; Adams 2004; Leontiadou et
al, 2006; Yeh et al, 2008), além de doencas como Mal de Alzheimer (Valincius
et al, 2008), Mal de Parkinson e Esclerose Multipla (Patente; Mckerracher e
Munzer, 2008). A maioria das interagdes de peptideos e membranas tem sido
descrita por métodos experimentais, resultando em parametros estruturais e
termodinamicos que caracterizam os estados iniciais e finais desses processos.
No entanto, a caracterizacdo dos microestados que descrevem a dindmica dos
processos de interagdes entre peptideos e membranas, no nivel atdmico, sé é
possivel, atualmente, com a utilizagdo de métodos tedricos como a simulagéo
computacional. Considerando a dificuldade do desenvolvimento desse método,
pela extensdo do sistema a ser simulado e o custo computacional, poucos
trabalhos sobre insergcéo e transporte de peptideos com estrutura diferente de
hélices tem sido descritos na literatura (Khurana et al, 2006). Por esses motivos
de modo geral, ainda pouco se sabe como as proteinas ou peptideos
interagem no nivel atbmico com a bicamada lipidica, e como essas moléculas
protéicas podem aderir, se inserir e posteriormente serem transportadas de
modo n&o assistido através da membrana celular (Sugita Y, Frontiers in
Biosciences, Janeiro de 2009).

No intuito de contribuir com a caracterizacao e descricao do processo de
insercao peptidica, no nivel atomistico, o objetivo do presente trabalho foi
investigar o mecanismo de insercdo de dois peptideos, com caracteristicas
fisico-quimicas distintas, em um modelo de membrana do tipo bicamada de
fosfatidilcolina (POPC), utilizando simulagcdo computacional de dinédmica
molecular. Esse método teérico € a unica metodologia capaz de informar a
dinamica do processo de insergdo com resolugéao espacial no nivel atbmico das
interacdes entre peptideos e a bicamada lipidica, além de quantificar também a
energia dos varios microestados presentes ao longo do processo de insercao.
Neste trabalho, os peptideos estudados apresentam uma forma tridimensional

ciclica, em forma de um anel, e sédo distintos quanto as caracteristicas fisico-
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quimicas, sendo um deles hidrofilico e carregado positivamente e o outro
hidrofobico. Estudos da interacdo de peptideos com membranas, com as
caracteristicas topologicas e fisico-quimicas supracitadas, s&o atualmente
escassos na literatura (Babakhani et al, 2008) o que torna relevante a
investigacao aqui proposta.

Na ultima década foi not6ério o crescimento do niumero de trabalhos que
caracterizaram, via simulagdo computacional, as propriedades fisicas da
interacdo de modelos de membrana e peptideos, na maioria deles em forma
helicoidal (Bernéche et al, 1998; Tarek et al, 2003; Leontiadou et al, 2006 e
Heénin et al, 2008; Lee et al, 2005; Lensink et al, 2005 e Yeh et al, 2008) e com
atividade antimicrobiana (Leontiadou et al, 2006 e Babakhani et al, 2008). Para
esses peptideos, que notadamente sao anfipaticos e apresentam um eixo de
simetria bem definido (Leontiadou et al, 2006), o estudo de adsorgao e inser¢cao
na membrana € simplificado, do ponto de vista estatistico e computacional, em
relacéo a outras topologias mais complexas como peptideos ciclicos e/ou loops
candnicos. Nesse caso especifico, peptideos ao formarem uma hélice
diminuem consideravelmente a penalidade energética relacionada com a
quebra de ligagdes ndo covalentes que ocorrem na interface polar da
membrana. A estrutura helicoidal tende a esconder a cadeia principal do
peptideo, minimizando assim a quantidade excessiva de interagdes, o que
acelera o processo de particao das referidas hélices (Babakhani et al, 2008).
Além disso, o processo de particdo desses peptideos em membranas
carregadas negativamente é também faciltado pela carga positiva
predominante nestes peptideos helicoidais e antimicrobianos (Leontiadou et al,
2006). Devido a essas caracteristicas supracitadas, a etapa de insergéo dessas
moléculas é rapida, durante a simulagédo, o que pode facilitar o estudo de um
mecanismo para esse conjunto particular de moléculas. Em 2006, Rezai e
colaboradores, utilizando peptideos ciclicos e com caracteristicas hidrofobicas,
com extensdo de 5 a 6 residuos de aminoacidos, demonstraram que estas
caracteristicas dos peptideos poderiam estar associadas a um maior
coeficiente de difusdo na superficie hidrofilica das membranas, estimado in
silico, e que as caracteristicas fisico-quimicas distintas dessas moléculas,
carregadas ou nédo, poderiam influenciar nas taxas de inser¢ao e transporte, o

que corrobora com o estudo aqui apresentado.
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Pela metodologia tedrica aqui desenvolvida, foi possivel caracterizar o
conjunto de microestados preferenciais para a interacdo entre peptideos
ciclicos e a membrana composta de fosfolipidios do tipo POPC, bem como
localizar os minimos de energia para o processo de insercéo desses peptideos
ciclicos no sistema agua e bicamada lipidica. Além disso, esse estudo
possibilitou estimar, de modo semi-quantitativo, as barreiras de energia livre do
processo de inser¢do (Figura 2 da Introdugédo) e caracterizar,
microscopicamente, para ambos os peptideos ciclicos, qual regido da
membrana esta relacionada a maior estabilidade no processo de interagéao e
qual porgdo da bicamada lipidica representa a barreira limitante para o
processo de inser¢cao desses peptideos.

Em um panorama mais amplo, a caracterizacdo da interacdo dos
peptideos ciclicos com a bicamada lipidica contribuira para a compreenséo, de
forma geral, do modo de inser¢gdo dessas moléculas nas membranas celulares.
E, finalmente, o estudo aqui desenvolvido & importante para aplicagbes em
sistemas envolvendo interagcbes de peptideos, de caracteristicas fisico-
quimicas e topologias distintas, com membranas de varias composi¢cdes
lipidicas, que visam o desenho racional de drogas para varios tipos de
doengas, como as infec¢cdes virais e bacterianas, além de doencas
neurodegenerativas, relacionadas a disfungdo no processo de transporte de

peptideos em membranas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a interacdo de peptideos com uma membrana de bicamada
lipidica, por método teorico (simulagdo computacional) visando compreender

como essas moléculas protéicas podem particionar na membrana.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabilizar e validar energeticamente os modelos atomisticos de membranas
disponiveis no Protein Data bank (PDB).

e Simular, por dindmica molecular, a insercdo de peptideos ciclicos
hidrofobicos e hidrofilicos, e acompanhar as trajetérias desses peptideos
posicionados inicialmente em diferentes regides da membrana.

e Caracterizar as interagbes moleculares entre peptideos e a membrana,
durante o processo de insergéo.

e Propor um mecanismo para insercao peptidica na membrana a partir de
parametros termodindmicos, como a variagéo da energia livre desse processo.
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4. METODOLOGIA
4.1. ARCABOUCO TEORICO

4.1.1. SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR

O principio da dindmica molecular (DM) €& particularmente simples e
consiste em gerar uma trajet6ria para um conjunto finito de particulas, por meio
da integracdo numérica das equacgbes classicas do movimento. Isto permite,
portanto, determinar as propriedades dinamicas dos sistemas considerados.
Para tal tarefa varios programas encontram-se hoje disponiveis (Brooks et al,
1983; Lindhal et al, 2001 e Bhandarkar et al, 2002).

Trajetérias, segundo uma visdo classica, sado utilizadas para a
determinacdo de propriedades termodindmicas e dindmicas do sistema na
forma de meédias temporais. Para um sistema ergddico, médias temporais
coincidem com meédias termodindmicas que podem ser descritas de acordo

com a equagao:

lim A = (A) (2)

{—>0

onde, Aé qualquer propriedade observavel. A representa a média temporal e

(4), a média termodinamica.

4.1.1.1. APROXIMACOES E CONVENCOES

Os sistemas quimicos sdo inicialmente modelados como um conjunto
finito de particulas confinado em uma cela ou caixa, normalmente ortorrébmbica.
Entretanto, para uma melhor correlagéo entre as propriedades microscoépicas e
macroscopicas, os efeitos de contorno do sistema precisam ser eliminados.

Para isso, condigdes periddicas de contorno (sigla em inglés PBC) sao
utilizadas, permitindo a replicagdo do sistema nas trés direcbes do espaco
(Figura 5).
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Figura 5: Cela de simulacdo. Representagdo bidimensional da cela de
simulagcdo em condigbes periddicas de contorno. Nesta representacao,
quando uma molécula /i avanga os limites da cela central (a) suas imagens
no espaco periédico se movimentam de maneira similar. A regido delimitada
entre as celas e, f, a e d, ilustra a aproximagéo da imagem minima (Retirado
da Tese de Treptow W, 2003).

O carater pseudo-infinito desta aproximacéo requer um tratamento
especial das interagdes intermoleculares (Allen et al, 1989). Neste sentido, uma
primeira aproximacdo, denominada de “imagem minima”, baseia-se na
suposicao de que cada particula / na cela central interage com a imagem mais
proxima de todas as outras particulas j. Além disso, as interacbes podem ser
truncadas considerando-se uma distancia arbitraria ou raio de corte (sigla em
inglés cut-off), normalmente menor ou igual a metade da menor dimenséao da
cela de simulagdo. Neste caso, interagbes além do cut-off sdo ignoradas
(Figura 6).

30



Figura 6: Interagbes intermoleculares s&o truncadas
considerando-se uma distancia ou cut-off. Uma distancia
arbitraria correspondendo ao raio de uma esfera (Rqi) €
considerada para truncar as interacbes da particula i com
particulas vizinhas na aproximag¢do da imagem minima. Uma
esfera de raio (Rpar) maior que Rq, também é considerada para
construir uma lista de particulas vizinhas a i. Esta lista é
atualizada periodicamente durante a simulagdo (Retirado da
Tese de Treptow W, 2003).

4.1.1.2. FUNCAO DE ENERGIA POTENCIAL

A energia potencial é a principal funcdo de todo calculo de mecanica
molecular. Esta funcdo deve ser capaz de reproduzir as interacdes inter e
intramoleculares. Para isso, a fungdo de energia potencial é associada a
diversos parametros moleculares do sistema. Tais parametros sao atualmente
obtidos a partir de calculos sofisticados de mecanica quantica, utilizando
moléculas elementares como modelos de estruturas moleculares mais
complexas, como exemplo os biopolimeros. Este conjunto descritivo dos
sistemas moleculares (fungéo de energia potencial + parametros moleculares)
€ denominado campo de forca (MacKerell et al, 1998). Neste contexto, a
fungcéo que descreve a energia potencial do sistema composto de N particulas

pode ser escrito em termos de um somatoério:
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U(FN):ZVI(ri)+ ZZVZ(ri’rj)+ZZ ZV3(r,~,rj,rk)+... 3)

i i i jik>j>i

onde vl(r,-),vz(ri,rj),... representa o potencial intramolecular, o potencial de
interac&o entre pares atdbmicos, etc.

A funcao U(rN) €, portanto, caracteristica de um problema de multiplos

corpos. Em algumas aproximacdes, a fungdo € considerada até o segundo
termo do somatorio. Neste caso, as interagcbes entre pares atdmicos e outros
efeitos, por exemplo, interagdes intermoleculares, s&o tratadas em um unico

potencial efetivo (equagéao 4).

U("N )E 2 (r;)+> Zv;fetivo(ri') (4)

i j>i

Esta aproximagao € usada em muitos campos de forga comerciais, em
particular aqueles dedicados ao estudo de sistemas macromoleculares. Entre
as varias funcbes de energia implementadas até entdo, uma descricao
simplificada do sistema é oferecida na fungdo do campo de forca AMBER,
Assisted Model Building with Energy Refinement (Cornell et al, 1995), segundo
a equacao 5 mostrada abaixo:

UE) = D k(=) + ) ko(®—0,)"+

ligagao angulo

+ z Z%[1+cos(n<p—y)] +

diedro n

*\ 12 %\ 6

! Rij Ry 1 q:9;

+k1—4 : — | - 2{— +K1T - P — + (5)
{i,jle1-4 {i,jle1-4

+ 2 qi4;
4mE €177

<)
{i.j}>1-4 {i.j}>1-4

32



onde, k. e r correspondem a constante de forca da ligacdo quimica e a

posicdo de equilibrio da mesma; ky e 6, correspondem a constante de forga

N A T ~ ,
do angulo de valéncia e seu valor de equilibrio; T” n e y s&o a barreira

torsional, sua periodicidade e fase; € e g, s&o as permissividades dielétrica

relativa e em vacuo, respectivamente; ¢; € a carga elétrica parcial originada no

atomo J; finalmente, R,-]*~ e g;correspondem aos parametros de van der Waals

para os pares atbmicos {y} obtidos da combinacdo das regras de Lorentz-

Berthelot (equacéo 6).

_ (6)
81']' = 81'8]'

% %k %
Rl] :Ri +R]

Ambos os componentes, o eletrostatico e o de van der Waals, séo
considerados na parametrizacdo dos termos torsionais. Entretanto, em alguns
campos de forca tais componentes sao distinguidos entre interacdes onde os
atomos estdo conectados exatamente por 3 ligagdes quimicas, os chamados
termos 1-4 (Figura 7). Esta distincdo aparece na equacéao (5), onde os termos
1

~ , : 1
1-4 séo redimensionados pelos fatores ——- e —— :
kyaw kCoutomb
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Figura 7: llustragdo dos varios termos considerados na fungao
empirica de energia potencial. As contribuicbes a-j representam os
movimentos torsionais do campo de forga, dentre as quais, as
representacdes d-j correspondem aos termos cruzados. Na letra k,
as interagcbes de van der Waals e as eletrostaticas sao ilustradas
para atomos nao ligados quimicamente e as interagbes intra e
intermoleculares sdo mostradas (Retirado da Tese de Treptow W,
2003).

4.1.1.3. EQUACOES DO MOVIMENTO

Na dinamica molecular classica (van Gunsteren et al, 1990), a trajetoria

do sistema é gerada pela integracdo das equacdes de Newton para cada

particula /.

(7)

onde, U(rN) € a energia potencial do sistema que depende apenas das

coordenadas cartesianas das particulas {r}. As equagdes (7) sdo integradas
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numericamente utilizando-se um tempo de integragéo infinitesimal, Jr, para
assegurar a conservagao da energia total do sistema — viz tipicamente da
ordemde 1 a2fs.

Trajetorias exatas ndo sao geradas durante longos periodos de tempo,
considerando-se que as equacdes de Newton sdo resolvidas numericamente
com um tempo de integracéao finito. A exatiddao das solu¢gées do movimento nao
€, entretanto, tdo importante para assegurar a correta reproducao das
propriedades termodinamicas e dinamicas do sistema. Para isso, o que
realmente importa € o comportamento estatistico da trajetéria. A reproducéao
correta das propriedades do sistema sé é satisfeita se a propagagéo do
movimento € feita por um integrador do tipo simplético (Martyna et al, 1996 e
Tuckerman et al, 2000). Um propagador deste tipo conserva a métrica
invariante do espago de fase, I. Deste modo, o erro associado a este

propagador é convergente:

i (L) | EG80) - E) ®
1 (jkz <

n €& o numero de passos de integracdo durante a simulagao,
_ N N o : o f
E0)=H(r",p",0)é a energia inicial do sistema equilibrado, ¢;,, é o limite
. ~ . . -4 . ~ ~
superior para conservacgao da energia, viz. 10™. A integracédo das equacbes de
movimento ndo conduz, portanto, a um crescimento erratico do erro associado

a conservacao da energia, 0 que, caso acontecesse, afetaria significativamente

o comportamento estatistico da simulagdo em longos periodos de tempo.

4.1.1.4. INTEGRADORES DO MOVIMENTO

Muitos métodos de integragdo do movimento, equacédo (9), tém sido
desenvolvidos. O principio de tais métodos pode ser ilustrado por dois
algoritmos bastante conhecidos e utilizados até entdo em simulagédo. O

primeiro deles, e talvez o mais simples, é denominado de algoritmo Verlet. Este
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algoritmo  baseia-se nos trés  termos, {r,- (t),ri (t—SZ),ai(t)}, onde
e 1:(t) < . , o .
a;(1)=¥;(¢)="""/ e na aceleragao da particula i. A variagéo da posic&o da
1

particula pode entéo ser escrita como:
r;(t+6t)=2r;(¢) = v; (1 = 51) + a,; (1 )or> 9)

com um erro embutido de 0(514). Esta equagéo é derivada da combinagé&o da
expansao de Taylor nas posi¢cdes r—dr e t+Jt. Embora a velocidade seja
dispensavel para determinacéo da trajetoria, ela é requerida para o calculo da
energia cinética K(p) e da energia total EzH(rN,pN). Neste esquema, a

velocidade é dada por:

(¢ +0t)—r;(t — ot (10)
)= nl oo

com um erro associado de 0(512).

4.1.1.5. AMOSTRAGEM ESTATISTICA

Durante a integracdo dos movimentos, a energia total do sistema deve
ser conservada. No caso de volume constante, uma amostragem estatistica

micro-candnica é gerada pela simulagéo. Esta amostra (N,7,E) é normalmente

denominada de Newtoniana em simulagbes de dinamica. Em algumas
situacdes é desejado, entretanto, que outras quantidades termodinamicas, tais
como temperatura e pressado, sejam independentes. Dessa forma, diferentes
tipos de amostras termodinédmicas podem ser produzidos em dinamica

molecular.
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41.1.6 SIMULACOES A TEMPERATURA E PRESSAO
CONSTANTES

Varios métodos para simulagédo isotérmica tém sido propostos. No
método denominado de acoplamento fraco (Berendsen et al, 1984), a

temperatura instantanea, Tx(r) € mantida relaxada em relacdo a uma

temperatura de referéncia T:

dTx(t) T —Tk(?) (11)
dr tr

onde, ty representa precisamente o tempo de relaxagdo associado as

flutuagbes da temperatura. Neste caso, a energia cinética é modificada por

uma quantidade 4K , definida como:

(12)

AK = %(XZ - l)NkBTK(t)

para um tempo de integracdo J¢, onde y € um fator de re-escalonamento das

velocidades (equagéo 13).

)]

Seguindo a idéia do que ocorre com o controle da temperatura o sistema

(13)

também pode ser acoplado por um banho de presséo (Lindhal et al, 2001). O

algoritmo de Berendsen recalcula as coordenadas dos vetores da caixa a cada
passo de integrac&o a partir de uma matriz |L 0 que equivale a um relaxamento
cinético de primeira ordem da pressao em relagdo a um valor referéncia de

pressdo P,:
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dpP Py—P
dt Tp

(14)

e a matriz i é dada por:
At
Mij = 6 — 30, Bii{Poij — P ()} (15)

onde i e j equivalem as dimensdes cartesianas do sistema, Poij a pressao de
referéncia e Pij(t) a pressdo medida a cada instante. O fator § corresponde a

compressibilidade isotérmica do sistema. Para a agua a 1atm e 300K, 5 = 4,6 x

10° Bar.

4.1.1.7 CALCULO DO PERFIL DE ENERGIA LIVRE

Pela mecanica estatistica, a energia livre A (Fliesbach 2000) de um

dado estado do sistema, que para o caso da insergcéo peptidica é descrito pela
posicdo relativa da molécula protéica em relacdo ao centro na diregéo

transmembréanica z da membrana, é dada por:
A(z) = A(0) —%lnP(z) (16)

onde, § = kgT é o fator temperatura, definido pela constante de Boltzmann kj
e a temperatura T, P(z) é a densidade de probabilidade candnica de se
encontrar o sistema no estado z e A(0) é uma constante. A densidade de
probabilidade é assim definida:

Z?e‘ﬁUi(z)

P(z) = 5

(17)

sendo e A Ui@ ¢ peso de Boltzmann para qualquer microestado do sistema,
no estado z, com energia potencial U;(z). A fungdo de particdo S é escrita

38



como a soma dos pesos de Boltzmann para todos os estados N do sistema
(equacao 18).
S =Yy Xt e PUM) (18)

Note que, as equacdes 16 e 17, ndo podem ser aplicadas na pratica
para a estimativa a do perfil de energia livre. Essa limitagcdo decorre do alto

custo computacional envolvido na completa amostragem da energia potencial
de todos os microestados para varios estados z de um sistema.

Para sobrepor essa limitagdo, métodos avancados de dindmica
molecular para calculos de energia livre como o Umbrella Sampling (Torrie et
al, 1974 e 1977) e o Adaptive Biasing Force (Hénin et al, 2004) s&o utilizados
para potencializar a capacidade de amostragem do espago configuracional de

um sistema visando a otimizacdo e a reducdo do custo computacional
necessario para a estimativa de A(z).
Em particular, o metodo ABF, do inglés Adaptive-Biasing-Force (Hénin et

al, 2004), determina o perfil de energia (A) através da coordenada de reagao

(z) pela seguinte integragao:

dA(z) oua™) 1 ain|J|
( 0z [ 0z

), = —(F); (19)

onde —(F,), é a forca média coletada a uma dada posigéo da coordenada de

reacao durante a simulagcéo de dindmica molecular. Essa equagao corresponde

ao conhecido esquema de integragcéo termodinamica:

dA(z) <6U(rN )> 20)
Z

contendo um termo explicito do Jacobiano, |J|, para a transformac&o inversa

de coordenadas generalizadas para cartesianas.
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Uma estimativa precisa da energia livre demanda uma amostragem
uniforme através da coordenada de reacgao, o que é dificil de conseguir quando
se tem sistemas muito complexos, por meio de simulagdes de dindmica

molecular. Essa limitagdo pode ser vencida pela utilizagdo da metodologia ABF
que aplica uma forga iterativa, FABF, que permite ao sistema sobrepor

barreiras de energia livre durante a simulag&o. A estimativa utiliza uma média

das forcas aferidas instantaneamente:

FAPF =V, A = —(E),V,z (21)
onde, V,.A € o gradiente da estimativa mais atual da energia livre em relagao

as coordenadas cartesianas, r". Enquanto a estimativa de (FZ)Z é

aperfeicoada durante a simulagdo, as forcas se adaptam para sobreporem
exatamente a barreira de energia livre, promovendo uma amostragem uniforme
ao longo da coordenada de reagao via difusdo do sistema em uma superficie

de energia plana.

4.2 PROTOCOLOS DAS SIMULAGCOES
4.2.1 SIMULACOES UTILIZANDO NAMD

4.2.1.1 SISTEMA MACROMOLECULAR

Para ambos os peptideos Pep-1 e 2, o sistema de simulagédo é
constituido por um peptideo posicionado inicialmente na vizinhanga de uma e
um modelo de bicamada lipidica completamente hidratado. O sistema contém
9591 moléculas de agua, 64 fosfolipidios do tipo 1-Palmitoil-2-Oleoil-sn-Glicero-
3-Fosfatidilcolina (sigla em inglés POPC), com um numero total de atomos
igual a 15198. Ambos os sistemas sao considerados em um pH = 7,0. A
neutralidade elétrica do sistema Pep-1 foi assegurada pela adigdo de um ion

cloro. O modelo de membrana foi construido e equilibrado pelo Dr. Werner
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Treptow, professor da Universidade de Brasilia, e cedido para o estudo aqui

apresentado.

4.2.1.2 DINAMICA MOLECULAR

Os sistemas foram simulados considerando condi¢cdes periddicas de
contorno (sigla em inglés PBC), aplicadas nos eixos X, y, € z, em um ensemble
NPT (numero de particulas, temperatura e pressdo constantes), utilizando o
programa Namd2 versao 2.6 (Kalé et al, 1999). A temperatura do sistema foi
fixada em 300 K pelo algoritmo Nosé-Hoover (Hoover, 1985). As ligacdes
quimicas entre os hidrogénios e os demais atomos do sistema foram
restringidas a seu valor de equilibrio. As interagbes de longo alcance
(eletrostaticas) foram computadas pelo algoritmo PME, do inglés Particle Mesh
Ewald (Essman et al, 1995) com cut-off de 1,1 nm. O passo de integracao foi
de 1fs.

Os parametros de energia potencial, como comprimento e angulo das
ligacbes covalentes, angulos diedrais (ou de tor¢éo), interagdes nao-covalentes
(van der Waals e eletrostaticas), além das ligacbes de hidrogénio, foram
computadas segundo o campo de forga atomistico para proteinas e lipidios
CHARMM27 (MacKerell Jr, 2004). O modelo que descreve as aguas é o TIP3P
(Jorgensen et al, 1983). Foi adotada uma representacao de atomos unidos
para as cadeias acila dos lipidios DOPC.

As simulagdes foram realizadas em quatro computadores, conectados
em paralelo, com processadores AMD Duo-Core de 3.0 GHz, arquitetura 64
bits e 2 GB de memoéria RAM, via acesso remoto ao cluster do Laboratoério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). O rendimento médio para as simulagdes no
NAMD foi de aproximadamente 1,2 ns/dia. O tempo de simulagdo para o
protocolo otimizado, descrito acima, foi de 137ns. O tempo total de simulagéo

para todos os sistemas foi de 372ns.
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4213 PERFIL DE ENERGIA LIVRE PELO METODO
ADAPTIVE BIASING FORCE (ABF)

A metodologia ABF é atualmente implementada apenas para o NAMD. A
grande vantagem de utiliza-la é que, uma vez calibradas as variaveis do
programa, o sistema pode varrer automaticamente toda a coordenada de
reacdo de interesse. Além disso, o arquivo de saida (output) da dindmica
informa diretamente, para cada posi¢cdo da coordenada de reacéo, os valores
da energia livre e da forca média e o numero de pontos amostrados. A
facilidade de se obter os resultados citados permite que o usuario controle
satisfatoriamente a precisdo do perfil de energia livre a ser aferido, uma vez
que, para um maior numero de amostragens, menor € a divergéncia da série
de forga média aferida e, portanto, maior a precisdo da estimativa do perfil de
energia livre (vide equagéo 21). Outra grande vantagem do ABF é poder levar o
sistema a regides da coordenada de reac&do que estejam ainda mal estimadas.
O parametro moveBoundary, introduz um potencial de energia artificial em uma
dada regido da coordenada de reagdo de modo que o sistema fica restringido a
amostrar pontos da forca somente nas regides delimitadas pelo “muro” de
energia. Isso possibilita que diretamente se intensifique a amostragem de
regides especificas da coordenada de reacdo.Os parametros utilizados para o

calculo do PMF foram (inputs): coordenada de reacao = abscissa (distancia do
centro de massa dos peptideos e a membrana na direcdo z do sistema), xiMin

=-35 A e xiMax = 0 A (limites inferior e superior da coordenada de reacg&o), dxi
= 0,1 A (janela de acumulacéo da forca instantanea), constante de forga = 100
kcal/mol. A, full samples = 1x10*, e moveBoundary, quando utilizado =
1,25x10°.
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4.2.2 SIMULACOES UTILIZANDO GROMACS v.3.3.3

4.2.2.1 SISTEMA MACROMOLECULAR

Novamente para ambos os peptideos, o sistema de simulagcédo é
constituido pelo peptideo mais um modelo de bicamada lipidica completamente
hidratado (2460 moléculas de agua), contendo 128 moléculas de fosfolipidios,
do tipo POPC. O numero total de atomos desse sistema é igual a 14035. Essa
membrana foi construida pelo Dr. Peter Tieleman da Universidade de Calgary,
no Canada, e esta disponivel publicamente na sua pagina web

(http://moose.bio.ucalgary.ca). Um pH = 7,0 foi considerado e a neutralidade

elétrica do sistema Pep-1 assegurada pela adigdo de um ion cloro.

Aqui, quatro sistemas independentes para cada um dos peptideos foram
construidos contendo a molécula inicialmente posicionada em diferentes
regides transmembranicas z. Essas configuragdes iniciais do sistema foram
obtidas via manipulagées fora do equilibrio, em que uma aceleragdo foi
aplicada ao peptideo na direcdo z, de modo a posiciona-lo em diferentes
localizagbes da membrana. Tal procedimento foi executado com tempos muito
curtos de simulacgéo, entre 2 e 6 ps, e aceleragcées da molécula proteica entre
valores de 4,5 a 15,0 nm/ps?. Durante a etapa de aceleragdo dos peptideos,
tanto os lipidios quanto as aguas foram restringidos a se movimentar apenas
no eixo z, minimizando as perturbagdes introduzidas artificialmente no sistema.
Para retornar os sistemas ao equilibrio, foram executados passos seqlenciais
de minimizagcdo de energia por mecanica molecular (MM), com as moléculas
todas livres nos trés eixos, e posterior dinamica molecular com todas as
moléculas livres nos eixos X e Y, mas bloqueadas no eixo Z. A razéo desses
procedimentos foi possibilitar que, uma vez o peptideo na posi¢cdo desejavel
em relagdo a membrana, os fosfolipidios e as aguas pudessem se acomodar
ao redor da molécula protéica.

Cada etapa de minimizagdo de energia por MM foi constituida de um
ciclo de minimizagdo considerando os métodos steepest descent (com minimo
derivativo de convergéncia igual a 10 kd/mol.nm e step size de 0.01 nm) e

gradientes conjugados (com minimo derivativo de convergéncia igual a
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100 kd/mol.nm e step size de 0.1 nm). Ao final de cada etapa de minimizacao
de energia, i.e steepest descent+gradientes conjugados, era realizada uma
dindmica molecular de apenas 100 ps para equilibrar o sistema, e
subseqientemente um grupo molecular era liberado em todos os eixos, até
todo o sistema estar corretamente equilibrado e completamente livre. Um total
de 15 ciclos para cada sistema foi realizado até os sistemas ficarem
corretamente estruturados e prontos para as simulagdes de dinamica

molecular.

4.2.2.2 DINAMICA MOLECULAR

Os sistemas sdo simulados em um ensemble NPT (numero de
particulas, pressao e temperatura constantes) com PBC, utilizando o programa
GROMACS versao 3.3.3 (Lindhal et al, 2001). O termostato que controla a
temperatura € descrito pelo algoritmo Berendsen, mantendo o sistema sob um
banho de temperatura igual a 305 K com constante de relaxamento de
temperatura igual a 0,1 ps. O modelo de controle de presséo utilizado no
sistema foi o semi-isotropico, mantendo a pressao em torno de uma média de
1atm. O passo de integracao foi de 2 fs.

Os parametros de energia potencial, como comprimento e angulo das
ligacdes covalentes, angulos diedrais (ou de tor¢éo), interagcdes nao-covalentes
(van der Waals e eletrostaticas), além das ligacbes de hidrogénio, foram
computadas segundo o campo de forga para proteinas e lipidios GROMOS
(Berendsen et al, 1995). As interacdes eletrostaticas foram computadas pelo
algoritmo PME, com cut-off de 1,2 nm. As aguas sao descritas segundo o
modelo SPC, do inglés Simple Point Charge (Kusalik et al, 1994). As ligagbes
covalentes foram restringidas ao seu valor de equilibrio pelo potencial
harménico descrito no algoritmo LINCS, do inglés Linear Constraint Solver
(Hess et al, 1984).

As simulagbes seguindo o protocolo acima foram realizadas em dois
computadores Intel Core 2 Duo, 3.0 GHz, arquitetura 64 bits e 3 GB de

memoria RAM, cujo rendimento médio foi de aproximadamente 4,0 ns/dia. O
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tempo total de simulagéo para todos os sistemas rodados em GROMACS foi de
900ns.

42.2.3 CODIGOS IMPLEMENTADOS E PROGRAMAS
UTILIZADOS

Para a construcdo dos sistemas e analise dos resultados foram
elaborados scripts em Bash e Tcl/Tk, Awk e linguagem de programacgao C, em
ambiente Linux, sistema operacional Opensuse 11.0. As figuras resultantes das
simulagbes foram renderizadas pelo programa VMD (Visual Molecular
Dynamics) versao 1.8.6. O editor de imagens utilizado foi o XnView versao
1.70. Todos os graficos foram construidos com o programa Grace (Graphing,

Advanced Computation and Exploration of data) versao 5.1.21.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Membranas celulares sao estruturas supramoleculares que revestem as
células dos organismos vivos, servindo como uma barreira natural seletiva para
o trafego de moléculas através da bicamada, cujo componente mais abundante
sdo os fosfolipidios (Alberts et al, 2002). Esses lipidios sao anfipaticos, ou seja,
apresentam uma caracteristica quimica tanto polar quanto apolar (Figura 8), o
que lhes confere a propriedade de formar diversas ultraestruturas quando
dissolvidos em agua, que podem variar de aglomerados de moléculas, até
estruturas mais organizadas como micelas e bicamadas lipidicas. Portanto,
bicamadas fosfolipidicas podem ser consideradas como um bom modelo de

membranas celulares para se estudar o processo de insercao peptidica.

ﬁ (A)
R1'—C—0-—CH, polar
R2—C—0—=CH 0

I | I

8] H,C —O0—P—0—X

S an glicerol

Figura 8. Estrutura geral de um fosfolipidio. (A)
Representacdo esquematica das regides da
molécula por polaridade. (B) Representagdo
do lipidio onde os atomos de hidrogénio
(branco), carbono (verde), oxigénio
(vermelho), nitrogénio (azul) e fosforo (violeta)

estdo evidenciados. Em caixa estdo os grupos

quimicos constituintes do fosfolipidio. O

conjunto Colina + Fosfatidil € conhecido como

cabeca polar.
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5.1 ENERGETICA DA INTERACAO PEPTIDEO/MEMBRANA:
CAMPO DE FORCA CHARMM E METODO ABF

Em uma primeira tentativa de estimar o perfil de energia livre para a
insercao dos peptideos em uma bicamada lipidica e quantificar a barreira
envolvida nesse processo, foi realizada uma simulagéo de dindmica molecular.
Nessa simulacao o Pep-1 foi inicialmente posicionado na agua (coordenada de
reacéo -35 A) e entdo aplicado o método ABF implementado no NAMD (vide
metodologia 4.2.1.3). Pelo PMF assim calculado foi identificada uma barreira
energética de =15 kcal/mol para a insergao peptidica, da agua em dire¢cao ao
centro da bicamada lipidica (Figura 9). Esse PMF foi obtido considerando uma
amostragem de pelo menos 500 mil pontos para estimativa da forca média ao

longo da coordenada de reacdo, em um tempo total de 137ns de simulacéo.

20
= 157 1500}
e
£ -
= 10f g
2 Z 750
B
b=
& 1 1 1
-35 230 -25 20 -15 -35 -30 25 20 -15
Coordenada de reagio [A] Coordenada de reagiio [A]

Figura 9. Esquerda: Potencial de Forga Média para a insergéo do Pep-1 calculado por dindmica
molecular via NAMD e o método ABF implementado. Direita: Nimero de pontos para estimativa
da forgca média ao longo da coordenada de reacdo. Note que, ndo ha a convergéncia do PMF
para um minimo de adsor¢do do Pep-1 na regido referente a interface agua/cabeca polar (-30
A a -20 A da coordenada de reagéo). Os graficos foram construidos utilizando-se o programa

Grace (vide metodologia 4.2.2.3).
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O perfil de energia livre (PMF) aqui obtido &, entretanto, somente uma
estimativa do limite superior da barreira de energia livre associada a insercao
do peptideo. Essa conclusdo é baseada na auséncia de minimos de energia,
ao longo da coordenada de reagdo, especialmente nas regibes de interface
agua/membrana e teto polar/cauda hidrofébica dos fosfolipidios.

Existe uma fonte principal de erros sistematicos que contribuiram para o
comportamento ndo convergente do PMF aqui estimado. Erros sistematicos ou
bias se devem a influéncia de forgas externas, ou seja, estdo presentes no
sistema, mas n&o podem ser excluidas ou controladas. Nesta simulacdo
puderam ser identificadas duas fontes de bias: imperfeigdes do campo de forga
em representar os fosfolipidios na fase liquida e o tamanho da bicamada
lipidica. H4 uma falha no atual campo de forca CHARMM que n&o permite uma
representacao satisfatoria das moléculas de fosfolipidios na fase liquida (Hénin
et al, 2008). Isso seria 0 mais apropriado para o estudo de insercao peptidica,
pois se trata de uma tentativa de reproduzir o estado mosaico fluido da
membrana. O modelo lipidico do campo de forca CHARMM se comporta mais
como uma fase gel com valor de area por fosfolipidio de ~10 A% Esse valor é
menor que aqueles estimados experimentalmente (Benz et al, 2005), o que
influenciou na n&o convergéncia do PMF durante a simulagdo. Em um corte de
membrana, ou patch lipidico, de dimensbes reduzidas, a insercdo de um
peptideo em uma das monocamadas da membrana €& mecanicamente
acoplada a um aumento da area por fosfolipidio da segunda monocamada.
Nesse caso, existe uma penalidade energética adicional a barreira intrinseca
de insercdo do peptideo, que seria consideravelmente minimizada em

construcdes lipidicas de maior dimenséo.
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5.2 NOVA ESTRATEGIA PARA ESTUDAR A INSERCAO DE
PEPTIDEOS: CAMPO DE FORCA GROMOS

Dada a complexidade do sistema, o alto custo computacional requerido,
e a identificacdo de fontes de erros significativas para a investigacdo do
processo de insercdo peptidica descritos acima, novos esforgcos foram
requisitados para vencer os desafios metodolégicos aqui encontrados. Dessa
forma, uma nova estratégia foi desenvolvida considerando trés pontos
principais: i) simulagdes adicionais de dinamica molecular utilizando o
programa GROMACS (Lindhal et al, 2001) com o campo de forcza GROMOS
(van Gunsteren, 1987), o que permitiu simular melhor a fase liquida de
fosfolipidios (Hénin et al, 2008) com um menor custo computacional comparado
com o NAMD/CHARMM,; ii) a constru¢cdo de sistemas moleculares maiores,
contendo bicamadas lipidicas formadas por 128 moléculas; iii) e uma nova

abordagem para estimar a energética de insercao peptidica.

5.2.1 SIMULACAO DA MEMBRANA

Propriedades da membrana tais como a espessura da bicamada, perfis
de espalhamento, densidade eletrénica de grupos da membrana, fatores de
estrutura e area média por moléculas de lipidio, podem ser quantificadas
teoricamente e também experimentalmente, permitindo rigorosa validagédo dos
campos de forca. Benz e colaboradores, em 2005, compararam a area por
fosfolipidio de um modelo de membrana composto de fosfatidilcolina com
dados experimentais obtidos por White e Wiener, 1995, validando o campo de
forca GROMOS para descricdo correta de sistemas de bicamada lipidica em
fase liquida.

Além disso, os lipidios descritos segundo o GROMOS sao do tipo
atomos unidos, em que cada carbono da cadeia alifatica e seus hidrogénios
associados sao descritos como uma unica particula, mas que preservam as
caracteristicas de grupos metila, metileno e metino (Kandt et al, 2007). Quando
hidrogénios sé&o tratados explicitamente, como no caso do CHARMM, o numero

de atomos por lipidio pode até triplicar e o numero de interagcbes que a

49



membrana passa a realizar fica surpreendentemente grande, aumentando
consideravelmente o tempo de simulagéo.

Considerando essas informacdes, foi utilizado um modelo de bicamada
lipidica, completamente hidratado (2460 moléculas de agua), contendo 128
moléculas de fosfolipidios, 1-Palmitoil-2-Oleoil-sn-Glicero-3-Fosfatidilcolina
(sigla em inglés POPC). Esse sistema, contendo um numero total de 14035
atomos, foi inicialmente simulado para a validagdo do protocolo de simulagéo
de membranas utilizado nesse trabalho.

A figura 10 é referente a etapa de equilibragcdo da bicamada lipidica
durante 20 ns de simulagdo em um ensemble candnico NPT (Fliessbach 2000)
com condi¢gbes periddicas de contorno. A temperatura e a presséo foram
mantidas contantes em 305 K e 1 atm, respectivamente. Note que, a flutuagéo
da energia mecénica do sistema é decorrente do acoplamento energético com
o barostato e o termostato. Esta simulagdo mostra que o sistema de bicamada

lipidica utilizado esta em equilibrio nas condigdes citadas.

NPT ensemble : Condi¢bes Periédicas de Contorno

.11

< -1.92}
195 -8 - -
-1.98f

E [Kcal.mo|

P [atm]
So8

lIU 15
Tempo [ns]

Ak

Figura 10. Simulagdo de um sistema de bicamada lipidica em um regime NPT (n° de particulas,
pressdo e temperatura constantes). Esquerda: Propriedades macroscépicas do sistema; variagao
total da energia (verde), presséo (azul) e temperatura (vermelho). A linha tracejada indica o valor
médio dessas grandezas. Direita: representacao atomistica da bicamada lipidica, reproduzindo as
condi¢bes periodicas de contorno (sigla em inglés PBC) usadas na simulagdo. O retangulo ao
centro indica os limites da cela de simulagdo. Os plots foram construidos utilizando-se o programa

Grace e a imagem da membrana com o VMD (vide metodologia 4.2.2.3).
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Microscopicamente, a simulagcdo da bicamada lipidica aqui apresentada
esta de acordo com medidas experimentais, indicando a validagao do protocolo
desenvolvido e utilizado nesse trabalho (Figura 11). White and Wiener (1995)
desenvolveram um método que combinava a difragdo de néutrons e de raios-X
para decompor o padrdao de espalhamento eletrbnico de cada grupo
constituinte de uma membrana de dioleioilfosfatidilcolina (DOPC). Com isso
montaram um mapa de distribuicdo da densidade eletrénica dos grupos colina,
fosfato, glicerol, carbonil da bicamada, além das aguas de hidratagdo. Esse
dado é até hoje uma referéncia para validagao de protocolos de simulagdo com
membranas. No presente trabalho a densidade eletrénica p para o sistema
apos equilibragéo da bicamada lipidica foi computada (figura 11A). A densidade
eletrénica p do solvente coexiste com a da membrana apenas na regido de
interface, sobreposta as densidades dos grupos colina e fosfatidil. Esses
grupos formam o principal pico de densidade eletrénica do lipidio na regiao de
interface, sendo o grupo fosfatidil ligeiramente deslocado para o centro lipidico.
A densidade eletronica do lipidio apresenta uma depressdo no centro da
bicamada, devido a uma menor ocupag¢ao dos atomos das caudas hidrofobicas
nessa regido. Note que, o estado de desorganizacdo das cadeias carbdnicas
dos lipidios é caracteristico da fase liquida da membrana. Finalmente, o valor
de area média por fosfolipidio é de aproximadamente 53 A2 cerca de 5 A?

menor que o valor experimental (Benz et al, 2005).
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Figura 11. Caracteristica microscépica da membrana apos relaxamento de 20ns.

A: Eixo transmembrana (Z) VS distribuicdo da densidade eletronica (p) para cada regiéo da
membrana. A coloracdo empregada no painel A esta em conformidade com os grupos
evidenciados no painel B. Notar a depressdo de (p) nas caudas hidrofébicas do lipidio e os
picos nas regides de interface. B: Representacdo dos atomos constituintes do sistema
evidenciados por cores: Vermelho = moléculas de agua (bastdo) e oxigénios do grupamento
Fosfatidil (esferas VW); Azul escuro = nitrogénio do grupamento Colina (esferas VW);
Amarelo = fésforo do grupo Fosfatidil (esferas VW); Azul piscina = cadeias alifaticas dos
fosfolipidios (bastdo). C: Area por fosfolipidio calculada teoricamente. Linha tracejada em
vermelho indica a convergéncia para um valor ~ 53 A2 Os gréaficos foram construidos

utilizando-se o programa Grace e a imagem da membrana com o VMD (vide metodologia 4.2.2.3).

5.2.2 ESTRUTURA E ENERGETICA DA INSERCAO DOS
PEPTIDEOS

Uma vez minimizados os erros sistematicos, o campo de forca e o
tamanho do patch lipidico, envolvidos nesse estudo de inser¢cao peptidica pela
membrana, resta a dificil tarefa de minimizar os erros estatisticos relacionados
a amostragem dos diferentes estados do sistema durante o processo de
insercdo. Os resultados obtidos anteriormente com o método ABF
desmotivaram a utilizacdo de outros métodos para calculo de energia livre

atualmente implementados no GROMACS, como o Umbrella sampling, dado o
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altissimo custo computacional requerido para a convergéncia do PMF. No
calculo com o ABF, um numero minimo de 500 mil pontos para cada posigao
da coordenada de reacdo foi requerido para amostragem satisfatéria do
sistema (Figura 9, painel direito).

Diante da dificuldade de amostragem estatistica e limitagdo técnica, a
estratégia aqui empregada consistiu em se realizar simulagdes independentes
onde os peptideos foram inicialmente posicionados em diferentes regides ao
longo do eixo transmembréanico do sistema (Figura 12). Por meio dessa nova
abordagem, diferentes estados do sistema puderam ser amostrados permitindo

computar, de modo semi-quantitativo, a energética do processo de insergao.

Figura 12. Estratégia para investigar a A

i

insercao dos peptideos. Para cada

\.m..

(3]0 <__ Peptideo

o ] —

peptideo, quatro simulag¢des

independentes foram realizadas com a

molécula inicialmente posicionada nas

! M. (4
regides (1) a (4) do sistema. Hidrofobica 8

Dimensdo Z

Para isso, um total de quatro simulagbes foi realizado, com duracao
minima de 100 ns, para cada um dos sistemas contendo os peptideos Pep-1 e
Pep-2. Em todas as simulagdes, estados de equilibrio estacionario, ou
metaestaveis, descritos pela posicao transmembréanica z do peptideo, foram
atingidos durante aproximadamente os ultimos 50 ns (Figuras 13 e 14). Nas
simulagdes do Pep-1, a molécula se estabilizou nos estados z ~ 24 A, z =~ 16 A,
z~13A e z~10A, correspondentes as posicdes interfaciais agua/cabeca
polar (A/CP) e cabega polar/cauda hidrofébica (CP/CH). Resultados
semelhantes foram obtidos nas simulagbes do Pep-2, onde o peptideo

converge para as posi¢des de interface z ~ 194, z~ 17A, z~ 13 Aez = 5 A.
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Figura 13. Painéis superiores: Estados resultantes das 4 simulagdes independentes do Pep-1, referente a posicao relativa do peptideo
na diregdo do eixo transmembranico z, ao término de 100ns de simulagdo. Todas as trajetorias atingiram estados metaestaveis durante

] =2 ]
P I
o=
——r— o
| —
I o],
I
w
I W
[ = I~
I )
| n =1
+ Tial By
: 1w &
=
7]
_U"ah
o
cn S n '- N = AT
IS A g Y
11< % =, it
! . ..
| - '3 '
| o~ P | 1
1|~ e
1 = "
o 8 e
E
a , A i
H I
& H\ §

54

Cabeca Polar;

7

, @ agua, e 0s grupos

; Violeta

agua

Pep-1; Azul

Glicerol; Cinza = Caudas Hidrofébicas. 1: Simulagdo em que o peptideo parte da agua e se adsorve na interface agua/cabeca

polar (A/CP). 2: Peptideo posicionado inicialmente na regido das aguas e Cabecgas Polares, e se adsorvendo posteriormente a interface

inicialmente posicionado no centro hidrofébico da membrana e atingindo a interface CP/CH. A caixa de simulagéo esta representada

como um retangulo no centro da figura. A estrutura lamelar do sistema é mantida pelo PBC. Os plots foram construidos com o programa

cabeca polar/cauda hidrofébica (CP/CH); 3: Peptideo partindo da interface CP/CH e permanecendo estavel nessa regido. 4: Peptideo
Grace e as figuras com o VMD (vide metodologia 4.2.2.3).
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Figura 14 Painéis superiores: Estados resultantes das 4 simulagbes independentes do Pep-2, referente a posicao relativa do peptideo
na diregdo do eixo transmembranico z, ao término de 100ns de simulacdo. Todas as trajetérias atingiram estados metaestaveis

durante os 50ns finais de simulagéo (retangulos tracejados e com o estado z em negrito). Painéis inferiores: O peptideo, a agua, e os
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grupos constituintes da membrana estdo representados por cores (esferas VW): Amarelo

Caudas Hidrofébicas. 1: Simulagdo em que o peptideo parte da agua e se adsorve na interface

Glicerol; Cinza

/cabega polar (A/CP). 2: Peptideo posicionado inicialmente na regido das
posteriormente a interface cabecga polar/cauda hidrofébica (CP/CH); 3: Peptideo partindo da interface CP/CH e permanecendo estavel

Polar; Laranja
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4: Peptideo inicialmente posicionado no centro hidrofébico da membrana e atingindo a interface CP/CH. A caixa de

nessa regiao.
simulagéo esta representada como um retangulo no centro da figura. A estrutura lamelar do sistema é mantida pelo PBC. Os plots

foram construidos com o programa Grace e as figuras com o VMD (vide metodologia 4.2.2.3).
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Os estados estacionarios mencionados séo estabilizados por interagbes
entre os peptideos e os diferentes componentes do sistema, dentre as quais,
as ligagdes de hidrogénio (Figura 15). Um critério geométrico foi adotado para
considerar essas ligagdes: todo contato entre atomos de oxigénio e hidrogénio
do peptideo e as demais moléculas do sistema, com comprimento de ligacao
intermolecular de 3,2 A e angulo entre esses atomos variando de 150° a 180°.
Os peptideos realizam, em particular, ligagbes de hidrogénio com a agua e os
grupos fosfatidil e glicerol. O Pep-1 faz em média mais ligagbes de hidrogénio
que o Pep-2, devido a sua natureza polar. Note que a maioria das interagbes
desse peptideo é intermediada pelos 4 primeiros residuos de sua sequéncia

(CTKS), em especial, a lisina.

Pep-1 Pep-2

[, %]

-

e e et ) L el S ] A U Ul g O e el o it i ) o
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:I_l | i =
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Figura 15. Esquerda: Representagdo atomistica geral do minimo de energia para o Pep-2
(visdo do centro da membrana para o teto polar). Os residuos estdo coloridos segundo a
polaridade (esferas VW): Polares = Verde e azul claro; Hidrofébicos = Brancos. A coloragéo
das moléculas de agua e dos grupos da membrana esta de acordo com as barras dos
histogramas do quadrante direito da figura. Direita: Numero médio de ligagdes de hidrogénio,
por residuo dos peptideos calculado a partir dos estados metaestaveis (50 ns finais de
simulagdo). As barras estdo coloridas de acordo com os grupos do sistema: Azul escuro =
agua; Violeta = Fosfatidil; Laranja = Glicerol. Os numeros sublinhados a direita indicam as
quatro simula¢des independentes (1-4) para ambos os Pep-1 e Pep-2. Imagem renderizada

com o programa VMD e plots construidos com o programa Grace (vide metodologia 4.2.2.3).
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A energia potencial total do sistema, calculada para os diferentes
estados z, referentes aos estados metaestaveis alcangados nas simulagdes,
estd apresentada na figura 16 para ambos os peptideos. Para o Pep-1, a
energia do sistema contendo o peptideo particionado na membrana é cerca de
1000 kcal/mol superior a energia referente a localizagdo da molécula em fase
aquosa. Uma barreira energética negativa de mesma magnitude é observada

para o Pep-2 imerso na membrana.
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Figura 16. Energia potencial (U) do sistema em funcdo da posicao
transmembranica z dos peptideos. O valor da coordenada z decresce

da regi&o da agua (z = 25 A) para o centro da bicamada lipidica (z=0
A). As curvas sdo ajustes ponderados para as energias dos estados
metaestaveis amostrados (quadrados). Os graficos fora construidos

com o programa Grace (vide metodologia 4.2.2.3).

As energias potenciais aqui calculadas possibilitam estimar, de modo
semi-quantitativo, o perfil de energia livre associado a insercéo peptidica. Pela
combinacgdo das equagbes 16 e 17 (vide metodologia), a variagado de energia
livre entre dois estados do sistema z; e z,, é dada simplesmente pela equacgéo
22:
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-BU(z2)
A = A(z,) — A(z)) = — - In 3} =g (22)

Entende-se por metaestabilidade a convergéncia do sistema para um
minimo local da superficie de energia potencial. O peso de Boltzmann dos
estados de energia minima aqui encontrados é bastante significativo (Figura
17) e, portanto, em uma primeira aproximacao, dominam a equagédo 22
permitindo se estimar a energia livre para a insergdo de ambos os peptideos na
membrana (Figura 19). De acordo com a natureza hidrofobica de cada
peptideo, o processo de insercdo na membrana é respectivamente uphill e
downhill para os Pep-1 e 2. Recentemente, Babakhani e colaboradores (2008)
mostraram por meio de dindmica molecular utilizando o método umbrella
sampling, que a energia livre de particionamento de um peptideo hidrofébico

(WL5) no interior da membrana € de =11 kcal/mol.
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Figura 17. llustracdo da dependéncia do peso de Boltzmann com a energia
potencial dos microestados U; de um dado estado z do sistema. Note que, o
peso de Boltzmann ¢ significativamente maior para os microestados de
minimos de energias. Grafico construido com o programa Grace (vide
metodologia 4.2.2.3).

No minimo global de energia livre, o Pep-1 ancora na interface A/CP,
adotando uma orientagao preferencial que minimiza a frustragdo energética do
sistema, via interacbes de seus grupos polares com o ambiente (Figura 13,
simulagédo 1). Nessa configuragdo, a porcdo N-terminal (CTKS) interage

fortemente com o teto polar da membrana, enquanto o restante da molécula
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forma ligagcbes de hidrogénio com a agua. Ja o Pep-2 é estabilizado no centro
da membrana, dado que a molécula é repelida da regidao do solvente devido a
alta dispersao dos residuos apolares quando expostos as moléculas de agua
(Figura 14, simulacéo 4).

Apesar de haver poucos resultados tedricos e experimentais sobre a
termodinamica de interacdo entre peptideos com estruturas tridimensionais
ciclicas e membranas, recentemente alguns resultados encontrados na
literatura apontam para a estabilizagédo de peptideos, com carater hidrofilico
mais acentuado, na interface polar de bicamadas lipidicas. Uma configuragéo
semelhante para o minimo global aqui encontrado foi descrita previamente em
simulac¢des de neurotoxinas carregadas e predominantemente hidrofilicas (Wee
et al, 2007).

No ano de 2008, Andrushchenko e colaboradores calcularam, via
microcalorimetria de titulacdo isotérmica, a energia livre de ligagdo de
peptideos antimicrobianos helicoidais a superficie de vesiculas do tipo
bicamada lipidica, LUVs (do inglés Large Unilamellar Vesicles) e também com
extratos de membrana celular de E. Coli. Nesse trabalho foram construidos
dois grupos distintos de vesiculas, sendo um neutro, com fosfatidilcolina pura
(POPC) simulando as -caracteristicas fisico-quimicas de membranas de
eucariotos, e o outro carregado negativamente devido a mistura de
fosfatidiletanolamina (POPE) e fosfatidilglicerocolina (POPG), simulando as
caracteristicas fisico-quimicas de membranas de procariotos. A variagdo de
energia livre da ligacado dos peptideos, as vesiculas carregadas, e ao extrato de
membrana de E. Coli foi de =-8,5 kcal/mol. Ja a energia livre de ligacao as
vesiculas neutras foi de =-5,7 kcal/mol. Esses dados reforcam o resultado aqui
apresentado para a maior estabilizacdo do Pep-1 que realiza na regido N-
terminal varias liga¢des de hidrogénio com a interface polar A/CP.

A insercéo favoravel aqui determinada para do Pep-2 é consistente com
as escalas de hidrofobicidade previamente determinadas para os aminoacidos
(Nelson e Cox, 2002). Mishra e colaboradores em 2008, estudando peptideos
hidrofobicos, mostraram por RMN uma maior estruturacdo de um peptideo
helicoidal com mutacao de leucina para fenilalanina, quando inserido no nucleo
hidrofébico de uma membrana de DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-

fosfocolina). Nesse caso, as interagbes hidrofobicas entre os residuos
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apolares, quando inseridos na regido de caudas hidrofobicas, foram cruciais
para a insercao e estabilizacdo dos peptideos no centro da bicamada lipidica, o
que também pode ser observado para as simulacbes do Pep-2 aqui
apresentadas.

Para ambos os peptideos, a inser¢do na membrana é limitada por uma
barreira de energia localizada na regido dos grupos fosfatidilcolina. A
magnitude dessa barreira é maior para o Pep-1 comparada ao Pep-2,
indicando que o primeiro se insere mais lentamente na membrana comparado
ao segundo. Dada essas barreiras de energia livre, é pertinente questionar se o
processo de insercdo desses peptideos € dirigido predominantemente por
fatores entalpicos e/ou entrépicos. A entalpia esta relacionada com a natureza
das interacbes intermoleculares entre a molécula permeante e os grupos
lipidicos, enquanto a entropia depende do numero total de conformacdes
acessiveis ao sistema, proveniente dos lipidios, solvente e peptideos. No intuito
de responder essa questdo, a liberdade conformacional dos Pep-1 e 2 foi
estudada em meio aquoso, por meio de dois sistemas formados
individualmente por um peptideo imerso em uma caixa cubica de agua (aresta
= 40 A), contendo 1856 moléculas do solvente (Figura 18). O tempo total para
essas simulagdes foi de 1.5 ns. O desvio estrutural dos peptideos em relacado a
conformacao inicial foi calculado a partir do parametro RMSD (do inglés Root

Mean Square Deviation), segundo a equagéo 23 (Humphry et al, 1996):

|4;—B;ll
N

rmsd(4,B,t) = YN, (23)
em que A e B sao conformacgdes das proteina nos instantes t1 =0 e t2 = t,
respectivamente, e i € o indice de cada atomo dessas moléculas, sendo

IlA; — B;|| a norma entre os vetores Ai e Bi como mostrado a seguir:

2 2
|4; — B; || = \/(Aix — Bix)? + (Aiy — Biy)” — (Ai; — Biy)? (24)
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onde, de forma generalizada, N;; € uma coordenada cartesiana [ de um atomo

k para uma dada conformacao N.

Na figura 18, o RMSD para ambos os peptideos foi de apenas 1.5 A,
valor esse que € da ordem do fator temperatura observado para proteinas em
fase cristalina (Silva et al, 2008), indicando, portanto, a rigidez estrutural
dessas moléculas. Além disso, esses peptideos compartiham de um mesmo
volume de exclusdo, considerando que ambos adotam uma conformacao
preferencial na forma de anel e tém aproximadamente a mesma massa

molecular (=1kDa).

0.5
Tempo [ns]

— Pep-2

0,5 1
Tempo [ns]

Figura 18. Analise estrutural dos peptideos Pep-1 e Pep-2 em agua. (A) Estrutura final do Pep-
1 obtida apds 1.5 ns de simulagdo. A estrutura do Pep-2 foi semelhante a observada em (A).
Os aminoacidos estéo coloridos pela polaridade (carregados = azul; polares = verde; apolares
= branco) e as moléculas de agua representadas em vermelho. (B) e (C) RMSD para os Pep-1
e Pep-2, respectivamente. Note que a estrutura dos peptideos, em forma de anel, é
estabilizada ao longo da simulagdo pela ligacado dissulfeto entre as Cisteinas 1 e 9. A imagem
do peptideo foi renderizada com o programa VMD, e os graficos construidos com o programa

Grace (vide metodologia 4.2.2.3).

Assumindo que a variagédo de entropia do lipidio e do solvente para a
insercdo de ambos os peptideos seja similar, dados a rigidez estrutural e o
mesmo volume de exclusdo das moléculas permeantes, espera-se que a
diferenca entre as barreiras de energia livre aqui encontradas (Figura 19),

seja determinada predominantemente pela variagdo de entalpia decorrente das
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interagbes molécula/membrana. Isso mostra uma dependéncia direta da

magnitude dessas barreiras com a natureza fisico quimica dos peptideos.
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Figura 19. Perfil de energia livre para o processo de insergao de ambos
os peptideos em um modelo de bicamada lipidica neutra (POPC). A
energia livre foi calculada segundo a equagéo 22, utilizando as curvas de
energia potencial ajustadas na figura 16. Note que para o Pep-1 a
barreira de energia para cruzar a interface polar da membrana é
consideravelmente maior em relagdo ao Pep-2 (linhas tracejadas em
vermelho). Os gréficos foram construidos com o programa Grace (vide
metodologia 4.2.2.3).

Vale ressaltar que no trabalho de Andrushchenko e colaboradores em
2008, o termo entalpico foi consideravelmente dominante sobre o termo
entropico para todas as medidas de energia livre da interagdo entre os
peptideos antimicrobianos as vesiculas LUV e ao extrato de membrana de
bactéria. Esses peptideos helicoidais apresentam uma estrutura tridimensional
rigida, como os peptideos ciclicos aqui estudados, o que reforca a idéia de que
para os Pep-1 e 2 a estabilizagdo nos minimos de energia, bem com as

barreiras de ativagao, sejam governadas entalpicamente.
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No perfil de energia livre estimado para a insercdo do Pep-1 pelas
simulagées com o CHARMM, foi encontrada uma barreira energética da ordem
de =15 kcal/mol, localizada entre a regido das aguas e a interface polar da
bicamada (Figura 8). Esse perfil claramente € ascendente (Uphill) e n&o revela
nenhum minimo de energia durante o processo de insergéo. Diferentemente,
pelas simulagbes com o campo de forca GROMOS foi possivel se identificar a
localizagdo dos minimos de energia livre do processo de inser¢cao de dois
peptideos distintos bem como das barreiras de energia livre para o processo de
insercédo. Esse resultado estd diretamente vinculado a estratégia aqui
apresentada para amostrar diferentes estados z do sistema ao longo da
coordenada de reacgdo. Outro ponto relevante desse estudo foi a convergéncia
de as todas as oito simulagbes independentes, para estados metaestaveis,
durante os 50 ns finais de simulagdo. Desse modo, pelo reordenamento da
funcao de energia livre (equacéo 16) e da probabilidade de densidade canbnica
(equacao 17), foi possivel realizar uma estimativa semi-quantitativa da variagéao
de energia livre entre dois estados z do sistema (equacao 22). Considerando
todas essas informacgdes, pelo trabalho aqui apresentado pode-se estimar um
perfil de energia livre para insergao de peptideos de naturezas fisico-quimicas

distintas, condizente com os poucos dados presentes atualmente na literatura.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Em uma ultima analise, apesar de o PMF ter sido calculado por
métodos avang¢ados de dinamica molecular, como o ABF, as imperfei¢cdes do
atual campo de forca CHARMM e as dimensdes reduzidas do patch lipidico,
inicialmente escolhidos, influenciaram diretamente na ndo convergéncia do
perfil de energia livre, mostrando que essa tarefa esta longe de ser alcangada
em poucas etapas metodolégicas e de modo automatizado. Em dezembro de
2008, Hénin e colaboradores publicaram uma implementagao feita no campo
de forca CHARMM para representar o sistema molecular como atomos unidos,
assim como é representado no GROMOS. Durante as etapas de validacao
desse novo campo de forca (CHARMM27-UA), simulagdes com varios modelos
de bicamada lipidica, de diferentes dimensdes foram testadas quanto a area
por fosfolipidio. Os resultados indicam valores de ~ 60 A? para essa variavel o
que é muito proximo aos dados obtidos experimentalmente. Espera-se que
com esse advento dos campos de forca e o aumento da capacidade de
processamento de dados dos computadores seja possivel, nos proximos anos,
estimar quantitativamente a magnitude das barreiras energéticas para o
processo de inser¢ao peptidica.

Diante desse contexto de grande desafio cientifico e metodoldgico, o
estudo aqui desenvolvido contribui para o entendimento geral sobre o a
insergao e posteriormente o transporte de peptideos pela membrana. A partir
dos dados aqui apresentados € possivel concluir que ha uma grande influéncia
das propriedades fisico-quimicas de cada uma das moléculas protéicas no
modo como os peptideos se inserem na membrana. Os resultados aqui obtidos
indicam que moléculas predominantemente hidrofilicas se associam fortemente
a regido interfacial aguallipidio, enquanto que as hidrofobicas se estabilizam no
centro da bicamada. Em ambos o0s casos, o passo limitante para o processo de
insercéo é a transposigao dos peptideos pela regido da cabeca polar.

Esse conhecimento & requerido para a engenharia biotecnoldgica,
visando a obtencao de propriedades desejaveis para o transporte de moléculas
especificas. Tais propriedades incluem a maior estabilizagdo dessas moléculas

no interior da membrana, aumento da velocidade de insergcéo e estabilizagc&o
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de agregados, o que seria particularmente util para o desenvolvimento de
veiculos para entrega de drogas no interior da célula.

A metodologia aqui desenvolvida podera ser aplicada para se estudar
igualmente uma série de outras moléculas com diferentes estruturas
secundarias, carregadas ou neutras, que se adsorvam, particionem e
efetivamente atravessem diferentes modelos de membranas. Em particular, ela
podera ser util para o estudo do mecanismo de permeacdo de peptideos
helicoidais, especialmente os antimicrobianos (Leontiadou et al, 2006) cuja

aplicabilidade farmacoldgica e medicinal € de grande interesse.
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