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Estudo da Interacio entre Péptidos e Membranas Celulares por Dindmica Molecular e

Ensaios Experimentais: o caso dos Péptidos com Atividade Membranar.

Resumo

A interagdo entre péptidos e membranas tem um papel fundamental num elevado numero de
processos, tais como nas fung¢des das proteinas de membrana, na atividade antimicrobiana, nas
infegdes virais, bem como em processos que originam doengas graves como as neuro-degenerativas
Alzheimer e Parkinson.

Péptidos penetrantes de células (do Inglés “Cell-penetrating peptides” - CPPs) e péptidos
antimicrobianos (do Inglés “Antimicrobial peptides” - AMPs) sdo geralmente definidos como
pequenos péptidos cationicos com a propriedade de interagirem com membranas lipidicas, num
processo dirigido pelas suas propriedades eletrostaticas e de hidrofobicidade. A interacdo de CPPs
com membranas leva a sua translocagdo através desta, enquanto que os AMPs as costumam
danificar. Uma nova classificagdo engloba CPPs e AMPs num grande grupo denominado por
péptidos com atividade membranar ( do Inglés “Membrane active peptides” - MAPs).

Neste trabalho foram desenhados trés péptidos, 0 GAI10
(GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA), o LK10 (LKLKLKLKLKLKLKLKLKLK) ¢ o LE10 (LELE
LELELELELELELELE), para o estudo das suas interagdes com membranas lipidicas, por
simulagdes de dinamica molecular (do Inglés “Molecular Dynamics” - MD) e ensaios laboratoriais,
nomeadamente ensaios de caracterizagdo fisico-quimica e de fluorescéncia com lipossomas, ensaios
de citotoxicidade e testes de atividade antimicrobiana. O objetivo de estudo € contribuir para uma
melhor caracterizagdo dos mecanismos responsaveis pela atuacdo de MAPs em membranas
celulares.

Os resultados de MD mostraram uma interacdo evidente do péptido LE10 com as
membranas simuladas, que leva a dobra das membranas a volta deste péptido. Essa interacao foi
confirmada pelos estudos laboratoriais. O péptido LE10, carregado negativamente, apresenta
caracteristicas de CPP (translocacao através de membranas) e de AMP (disrup¢do membranar) nos
estudos realizados, apontando para que a carga positiva possa ndo ser uma propriedade
fundamental, e para que a classificagdo de MAPs seja a mais adequada a estes tipos de péptidos.

Tendo em conta as propriedades aqui demonstradas pelo péptido LE10, modificagdes na sua

estrutura podem torna-lo num vector promissor na entrega dirigida de farmacos.
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Study of the Interaction Between Peptides and Membranes by Molecular Dynamics and

Experimental Assays: the case of Membrane Active Peptides.

Abstract

The interaction between peptides and membranes plays a fundamental role in many
processes, such as in membrane proteins functions, in antimicrobial activity, in viral infections, and
in process that leads to diseases like the neurodegenerative Alzheimer and Parkinson.

Cell-penetrating peptides (CPPs) and antimicrobial peptides (AMPs) are generally defined
as small cationic peptides that have the property of interacting with lipidic membranes, in a process
driven by their electrostatic and hydrophobicity features. The interaction with CPPs is known to
lead to its translocation across the membrane, while with AMPs by lead to membrane damage. One
new classification includes the CPPs and AMPs in one big group denominated by membrane active
peptides (MAPs).

This work reports the design of  three peptides, the GA10
(GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA), the LK10 (LKLKLKLKLKLKLKLKLKLK) and the LE10
(LELELELELELELELELELE) for the study of their interactions with lipidic membranes, by
molecular dynamics (MD) simulations and laboratory assays, namely assays of physicochemical
characterization and of fluorescence of liposomes, cytotoxic assays and antimicrobial activity tests.
The objective of this work is to contribute towards a better characterization of the mechanisms
behind the MAPs actuation over cell membranes.

The MD results showed one evident interaction of the LE10 peptide with the simulated
membranes, which leads to the membrane bending around the peptide. This interaction was also
confirmed by laboratory experiments. The LE10 peptide, negatively charged, shows features of CPP
(translocation through membranes) and AMP (membrane disruption) in the performed studies,
indicating that the positive charge may not be a fundamental property, with the classification of
MAP being more suitable for this type of peptides.

Based on the LE10 properties here demonstrated, modifications in its structure may make it

a very promising tool as a drug delivery vector.
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Lista de Abreviaturas

Para simplificar a leitura deste documento foram usadas as abreviaturas inglesas sempre que
essas sejam comuns na area abordada. Assim na lista de abreviaturas estdo presentes os termos
correspondentes as abreviaturas em portugués, seguido pelos termos em inglés quando as siglas

usadas no texto foram as correspondestes a esses termos.

AMP - Péptido antimicrobiano (antimicrobial peptide)

AAMP - Péptido antimicrobiano anidnico (anionic antimicrobial peptide)
CAMP - Péptido antimicrobiano cationico (cationic antimicrobial peptide)
CDO - Comprimento de onda

CG - Granulagdo grosseira (coarse-grained)

CM - Centro de massa

COL - Colesterol

CPP - Péptido penetrante de células (cell penetrating peptide)

DLS - Espalhamento de luz dindmico (dynamic light scattering)

DNA - Acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)

EPC - Fosfatidilcolina de lecitina de ovo ( egg phosphatidylcholine)

FF - Campo de forgas (force field)

GROMACS - Groningen machine for chemical simulations

LDH - Lactato desidrogenase (lactate dehydrogenase)

MAP - Péptidos com atividade membranar (membrane Active Peptids)
MC - Monte carlo

MD - Dinamica molecular (molecular dynamics)

MM - Mecéanica molecular

NPT - Ensemble isotérmico-isobarico

MQ - Mecanica quantica

MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide)

NR - Nile red

NVT - Ensemble canonico

PBC - Condigdes perioddicas de fronteira (periodic boundary conditions)
PDB - Protein data bank

PDI - Polidispersividade

xi



PH - Ponte de hidrogénio

PMF - Potencial de for¢a média (potential of mean force)

POPC - 1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina ( 1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine)
¢ - Potencial zeta

RDF - Distribuicdo radial de pares (radial distribution function)

Rg - Raio de giracdo

RMSD - Desvio quadratico médio (root mean square deviation)

RMSF - Flutuagao do valor quadratico médio (root mean square fluctuation)

RNA - Acido ribonucleico (ribonucleic acid)

Xii



Capitulo 1

Introdugao Teorica






1. Introdugdo Tedrica
1.1. Membranas Bioldgicas

1.1.1. Historia

A vida, em toda a sua diversidade, apenas se tornou possivel depois de na natureza se formar
uma estrutura denominada de membrana. A membrana permitiu a separacdo do seu conteudo de
ambientes hostis e sem vida, mas salvaguardando a troca seletiva de materiais entre esses dois
mundos. Com isto se deu a evolucdo das células, cujas fungdes sdo dependentes de um controle
otimo da troca de material entre compartimentos, que por sua vez t€m diferentes fungdes. Além
disto as biomembranas evoluiram também no sentido de se tornarem em locais especificos de
fungdes bioquimicas, como a fosforilagdo oxidativa e a biossintese proteica.

As membranas celulares consistem basicamente de uma bicamada de aproximadamente 5 a
10nm, constituidas de moléculas anfifilicas (parte da sua estrutura é polar e como tal solivel em
agua, e parte é apolar, insoliivel em dgua) como lipidos, proteinas e hidratos de carbono'.

Langmuir (1917) foi um dos primeiros investigadores a propor um modelo representativo
das membranas celulares, segundo esse modelo estas seriam compostas de um filme
monomolecular de lipidos® (ver Figura 1.1A). Gorter e Grendel (1925), depois de investigarem a
area superficial de filmes lipidicos monomoleculares de globulos vermelhos, concluiram que o
modelo anteriormente proposto por Langmuir nao explicava os seus resultados, sendo o dobro a
area obtida nos seus estudos para a 4rea calculada com base no modelo de Langmuir. Assim estes
investigadores propuseram um novo modelo. No novo modelo as membranas celulares sdo
constituidas de duas monocamadas de lipidos, com as caudas lipidicas voltadas para o interior da
membrana e as cabegas polares voltadas para os ambientes aquosos® (ver Figura 1.1B). Mais tarde
Danielli e Davson (1935) propuseram o primeiro modelo da estrutura da biomembrana com
proteinas incluidas* (ver Figura 1.1C). Este modelo foi proposto tendo em conta estudos de
solubilidade proteica destes autores, bem como resultados de estudos anteriores de outros autores,
com membranas de ourigos-do-mar, onde a tensdo superficial obtida seria demasiado baixa se as
membranas apenas fossem compostas de lipidos. O primeiro modelo proposto por Danielli e
Davson consistia de uma estrutura tendo por base a estrutura proposta por Gorter e Grendel, com a
inclusdo de uma camada de proteinas associada sob a parte externa da membrana, (ver Figura
1.1C1) que com os resultados de posteriores investigacdes foi alterado para um modelo semelhante
ao anterior mas com uma camada proteica em cada superficie da membrana (ver Figura 1.1C2).

Como com este modelo substancias polares, fundamentais para a célula, ndo conseguiriam penetrar



a membrana, Danielli e Davson incluiram nele poros hidrofilicos compostos de proteinas (ver
Figura 1.1C3). Com o advento da microscopia eletronica investigadores como Robertson estudaram
as membranas bioldgicas a luz desta técnica. Robertson escreveu em 1959° uma revisdo sobre os
seus estudos, onde confirmou a bicamada lipidica de Gorter e Grendel e a presenca de proteinas
indicada por Danielli e Davson, além de mostrar que estes modelos sdo comuns a membranas
plasmaticas e de organelos como as membranas do nucleo e de mitocondrias. Com o conhecimento
acumulado até este ponto, € a informagao proveniente de cristalografia de raio-X, Singer ¢ Nicolson
concluiram que as proteinas podem também estar inseridas na membrana, desenvolvendo assim o
modelo de mosaico fluido®. Segundo o modelo de Singer e Nicolson (ver Figura 1.1D) as
membranas seriam constituidas de lipidos e proteinas, as proteinas poderiam ser periféricas (apenas
ligadas a superficie membranar, e facilmente removiveis desta) ou integrais (proteinas que
atravessam os dois folhetos lipidicos e dificilmente sdo separadas da membrana). Além da
informacao estrutural estes autores também propuseram que as membranas estdo num estado fluido

lipidico, no qual as proteinas podem difundir livremente, o que esta na origem do nome do modelo.
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Figura 1.1. Representagdo esquematica da evolugao historica dos modelos de membrana celular propostos.

O modelo de mosaico fluido foi largamente aceite pela comunidade cientifica, e os modelos



atuais pouco diferem deste, no entanto este modelo ndo tinha em conta o efeito da diferenca de
tamanho hidrofobico (“Hydrophobic Mismatch”), onde a largura da bicamada lipidica na
vizinhanga de proteinas pode ser “alterada”, devido a tensdes inerentes a diferencas de largura entre
a zona hidrofobica de proteinas e a zona hidrofobica da bicamada lipidica (ver Figura 1.2), bem

como a existéncia de dominios lipidicos na membrana (ver Figura 1.2).

Figura 1.2. Representacdo do modelo atual de uma membrana celular. O retdngulo azul indica uma diferenca de
tamanho hidrofébico, e o vermelho um dominio ou jangada lipidica.

Uma visdo moderna de membranas bioldgicas consiste entdo de uma bicamada lipidica,
onde proteinas integrais ou periféricas estdo apoiadas, bem como agucares. Estes componentes
membranares difundem livremente devido a fluidez da membrana, sendo no entanto de notar a
presenca de dominios onde a rigidez e consequente fluidez possa variar devido a sua composi¢ao
ser diferente. Tal como acontece com os dominios de jangadas lipidicas (“Lipid Rafts Domains™)
onde existe uma maior concentragdo de determinados lipidos e proteinas que conferem diferentes
caracteristicas a essa zona membranar (como fluidez e largura da bicamada) em comparac¢dao com a

vizinhanga(ver Figura 1.2)’.

1.1.2. Composicao

As membranas bioldgicas apresentam uma composi¢do muito complexa com varios lipidos,
proteinas e agucares diferentes. De seguida estas moléculas serdo abordadas, sendo a abordagem

aos lipidos e proteinas mais aprofundada, devido a tematica deste trabalho.

1.1.2.1. Lipidos

Lipidos sdo moléculas de média ou baixa massa molecular, sendo geralmente definidos por



uma caracteristica vaga: sdo moléculas insoliveis em 4gua. Sdo anfifilicos com um grupo cabeca
polar, e uma regido de cadeia(s) hidrocarbonada(s) apolar(es). Os grupos cabeca sdo polares devido
a usualmente conterem grupos carregados, como fosfatos e colinas, enquanto que a ndo polaridade
das cadeias se deve ao seu nimero elevado de ligacdes apolares carbono-hidrogénio, que provocam
o efeito hidrofobico. Estas longas cadeias ndo podem enovelar-se, como as proteinas, para
sequestrar as suas por¢des apolares do meio aquoso circundante. Assim, quando colocados em agua,
os lipidos formam espontaneamente agregados, de tal forma que os seus componentes polares
fiquem expostos a dgua e as suas regides apolares fiquem sequestradas no interior do agregado.
Tradicionalmente a agregacdo de moléculas anfifilicas ¢ tida como devendo-se a fraca solubilidade
de hidrocarbonetos na agua, originando o que é conhecido como o efeito hidrofébico ®. A presenca
de residuos de hidrocarbonetos induz a formacao de estruturas que melhor os “escondam” da agua,
o que aumenta o grau de ordem e, consequentemente, diminuem significativamente a entropia da
agua >'°. O grupo hidrofilico é responsavel pela formagdo de uma interface com a agua (apesar de
ndo dirigir a agregagdo), e contribui para determinar, em principio, o tamanho e a forma dos
agregados através das interagdes entre as moléculas. Consideragdes geométricas de empacotamento
simples permitem a previsao da conformacao final global do agregado, dadas algumas informacdes
elementares estruturais das moléculas anfifilicas .

Os lipidos de organelos biologicos exibem uma grande variedade de estruturas quimicas,
apesar de na sua maioria possuirem apenas duas cadeias hidrocarbonadas e um grupo cabeca
hidrofilico. Além disso a composicao lipidica de membranas varia bastante entre células do mesmo
organismo, ou mesmo entre organelos da mesma célula. A esta variacdo de composicdo corresponde
uma varia¢do de propriedades termodinamicas, como a fluidez, a compactacdo, a largura, que por
fim irdo determinar, direta ou indiretamente, muitas propriedades das células que envolvem, como a

forma, a pressao citosodlica, e a composi¢ao do citoplasma.
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Figura 1.3. Trés representagdes esquematicas da estrutura de um fosfolipido de 1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina.

Os fosfolipidos s@o o tipo de lipidos mais abundante, ¢ das moléculas mais importantes das
células pois compdem a base de todas as membranas biologicas. Um fosfolipido individual consiste
em trés subunidades (ver Figura 1.3), nomeadamente:

-Glicerol, alcool de trés carbonos, em que cada um possui um grupo hidroxilico. O grupo
glicerol forma a “espinha dorsal” da molécula de fosfolipido.

-Acidos gordos, longas cadeias de ligagdes carbono-hidrogénio (cadeias hidrocarbonadas)
que terminam num grupo carboxilico (-COOH). Dois acidos gordos estdo ligados ao glicerol de
base numa molécula de fosfolipido.

-Grupo fosfato, ligado a uma terminagao do grupo glicerol. O fosfato carregado geralmente
tem ligado a si uma molécula organica com carga elétrica, como a colina, a etanolamina, ou até o
amino 4cido serina. A molécula ligada ao grupo fosfato ird determinar a natureza do lipido em
termos de carga. Moléculas carregadas positivamente como a colina e a etanolamina tornam os
lipidos moléculas zwiteridnicas, pois globalmente tém carga neutra devido a existéncia de uma
carga negativa do grupo fosfato, e uma carga positiva do grupo colina ou etanolamina. Os
fosfolipidos podem também ter carga negativa, o que acontece quando moléculas neutras, como a
serina, se ligam ao grupo fosfato, ou simplesmente quando nenhuma molécula se liga a esse grupo,
como acontece nos fosfolipidos de 4cido fosfatidico.

Na Figura 1.4 estdo representados alguns fosfolipidos mais comuns, como se pode verificar

as trés subunidades atras referidas estdo sempre presentes. Na figura os acidos gordos ndo estdo



especificados, pois 0 mesmo grupo cabeca polar fosfolipidico pode ser encontrado com diferentes
caudas de cadeias hidrocarbonadas. Diferentes membranas mostram diferente composi¢ao de
fosfolipidos, que influenciam as suas caracteristicas fisico-quimicas. Por exemplo, a membrana
mitocondrial contém cerca de 14% de cardiolipina (fosfolipido carregado com duas cargas
negativas), enquanto que nenhum outro organelo possui mais que infimas quantidades deste
lipido'?, sendo apenas encontrado em elevadas quantidades em membranas bacterianas. Este facto
torna a membrana mitocondrial bastante negativa, sendo a cardiolipina essencial aos mecanismos da

fosforilagdo oxidativa'’.

Figura 1.4. Representacdo esquematica de quatro dos fosfolipidos mais comuns. A: Fosfatidiletanolamina; B:
Fosfatidilserina; C: Fosfatidilcolina; D: Esfingomielina.

Na Tabela lestao descritos alguns dos acidos gordos mais comuns. A composi¢ao de cadeias
hidrocarbonadas das membranas lipidicas ¢, tal como no grupo cabega polar, muito diversificada.
Estas cadeias variam em comprimento (nimero de carbonos) e saturagdo (cadeias com apenas
ligacdes simples, como no acido laurico, correspondem a cadeias saturadas, pois tém o numero
maximo de hidrogénios para uma cadeia com o correspondente comprimento, ja cadeias com
ligagdes duplas na sua estrutura correspondem a cadeias insaturadas, sendo polinsaturadas quando

possuem mais que uma ligagao dupla).



Comprimento da

Nome cadeia:nimero de Formula
ligagdes duplas
Laurico 12:0 CH3(CH,)1,COO-
Miristico 14:0 CH;(CH,).COO-
Miristoléico 14:1 CH3(CH,);CH=CH(CH,),COO-
Palmitico 16:0 CH;(CH,)14COO-
Palmitoléico 16:1 CH;(CH,)sCH=CH(CH,);COO-
Estearico 18:0 CHj5(CH,)16COO-
Ol¢ico 18:1 CH3(CH,),CH=CH(CH,);COO-
Linoléico 18:3 CH3(CH,)4(CH=CHCH,),(CH:)sCOO-
Araquidico 20:0 CHj;(CH,)5COO-
Araquidonico 20:4 CH3(CH,)4(CH=CHCH,)4(CH,),COO-

Tabela 1: Nomes, comprimento, saturagdo ¢ formula quimica de alguns acidos gordos mais comuns.

Apesar de lipidos com determinados grupos polares variarem na composi¢do das suas
cadeias hidrocarbonadas, estes grupos podem ter tendéncia para determinada composi¢do das
caudas. Por exemplo esfingomielinas tendem a ter cadeias hidrocarbonadas longas (24 carbonos)
enquanto que fosfatidilcolinas tendem para cadeias curtas (entre 16 a 18 carbonos) em membranas
celulares de eritrocitos'? (ver Tabela 2). Além disso a composi¢do das cadeias varia também em
organelos da mesma célula. Segundo os dados obtidos por White para células de figado'*, cadeias
saturadas de 15 carbonos (15:0) correspondem a 37% do peso da membrana plasmatica, baixando

para 27% na membrana mitocondrial. J& cadeias 16:1 correspondem a cerca de 31% do peso da

membrana plasmatica e 18% da mitocondrial.

Grupo Cabeca lipidico| 16:0|18:0 | 18:1 | 18:2|20:3 120:4|22:0|22:4 | 22:5|22:6|24:0 | 24:1
Fosfatidilcolina 31 012 | 19 | 22 2 7 - - 2 - - -
Fosfatidiletanolamina | 13 | 12 | 18 7 2 24 2 8 4 8 - -
Fosfatidilserina+
3 137 8 - 3 124 3 4 35|10 - -
fosfatidilinositol
Esfingomielina 24 | 6 - - 114 95| - - - 123 24
Total 20017 | 13| 9 |15 13| 2 3 2 4 5 4

Tabela 2: Distribui¢do em percentagem de peso, dos acidos gordos pelos diferentes grupos cabegas em membranas de

eritrocitos. Tabela retirada de '2.

Outro género de lipidos importantes presentes na composicdo membranar sdo os esterdis. Os




esterdis compdem uma classe lipidica que partilha um motivo estrutural, o nucleo esteroide. Tal
nucleo consiste de uma estrutura tetraciclica com quatro anéis adjacentes, trés ciclohexanos e um
ciclopentano (ver Figura 1.5A). Estes lipidos ndo possuem acidos gordos, mas sim uma cadeia curta
hidrocarbonada ligada ao nucleo esteroide. Os esterois distinguem-se dos esteroides por possuirem
um grupo hidroxilo (HO-) ligado ao primeiro ciclohexano. O colesterol (COL, C»H40) € o esterol
mais conhecido, e o principal esterol de membranas celulares animais (constitui 20% do peso das
membranas de eritrdcitos), enquanto que o ergosterol € um componente importante nas membranas
de fungos, e o lanosterol ¢ o esterol de procariontes (organismos unicelulares que ndo possuem um
ntcleo bem delimitado) € o percursor quimico dos dois outros'®. O COL é, tal como os fosfolipidos,
uma molécula anfifilica, sendo o grupo hidroxilo polar e a curta cadeia hidrocarbonada apolar,
assim sendo o COL posiciona-se em membranas bioldgicas de forma a que o grupo polar (HO-)
fique voltado para o exterior membranar e que a cadeia hidrocarbonada fique voltada para o interior
da membrana (ver Figura 1.5B e C). Além disso devido as suas propriedades estruturais e ao seu
menor comprimento que os outros lipidos que compdem a membrana, o COL fica situado mais no
centro da bicamada, de tal forma que as cabecas dos fosfolipidos cobrem o seu grupo hidroxilo (ver
Figura 6D). A percentagem destes lipidos na composicdo membranar ird influenciar as propriedades
das membranas, sendo os fatores relativos a fluidez (membranas com maior percentagem de
colesterol sdo menos fluidas) e a permeabilidade (membranas com maior percentagem de
colesterol sdo menos permedveis a agua'®) os mais destaciveis. Os esterdis desempenham varios
papéis, sendo precursores de varios compostos importantes, como hormonas esteroides, de entre as

quais as hormonas sexuais (testosterona e progesterona), bem como vitamina D e sais biliares.

A

B Grupo
Cabec
Polar

Nucleo
Esterodide

Cauda
hidrocaharbona
Nao Poglar

Figura 1.5. Representacdo da estrutura e composi¢do do colesterol (A-C), bem como da sua conformagéo espacial em
membranas celulares ao lado de um fosfolipido de POPC.
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A ndo homogeneidade da composi¢ao lipidica membranar ndo se resume apenas as variagdes
nas diferentes células e nos diferentes organelos. Mesmo entre os dois folhetos da mesma
membrana biologica existe diferencas de composicdo lipidica. Por exemplo, também nas
membranas de eritrocitos, o fosfolipido de carga negativa fosfatidilserina encontra-se quase
exclusivamente no folheto interno, e o fosfolipido fosfatidiletanolamina ¢ maioritariamente
encontrado nesse mesmo folheto'”. Pelo contrario os fosfolipidos fosfatidilcolina e esfingomielina
estdo em muito maior quantidade no folheto externo da membrana de eritrocitos'’. Este facto indica
que as propriedades fisico-quimicas serdo diferentes nos dois folhetos, o que permite que muitas
células possuam um gradiente voltaico ou de pH através da sua membrana. Por exemplo o potencial
negativo de uma célula nervosa deve-se as diferencas de distribui¢cdo de lipidos carregados entre os
folhetos da sua membrana plasmatica.

Além de tudo isto, a composicao lipidica das membranas ndo ¢ homogénea nem mesmo em
cada folheto lipidico. Os lipidos tendem a agregar em dominios devido a fendmenos de separacao
de fase, o que leva a formacao de locais de diferentes composi¢des e consequente propriedades, tais
como as “jangadas lipidicas” ja referidas. Assim, com a informacdo até aqui abordada sobre os
lipidos das membranas, e juntando a informacdo relativa aos, também muito diversificados,
constituintes membranares que de seguida serdo abordados (proteinas e agucares), ja € possivel
adquirir uma nog¢ao da diversidade e complexidade membranar, dando a ideia de a membrana ser

mais um mosaico que um fluido um valor e uma veracidade ainda maior.

1.1.2.2. Hidratos de Carbono

Hidratos de carbono, também conhecidos como carbohidratos, acucares, sacarideos, oses
entre outros, sdo, tal como o nome indica, moléculas compostas de carbonos hidrogénios e
oxigénios. No entanto, alguns hidratos de carbono podem também conter atomos de azoto ou
enxofre na sua composicdo. A propor¢do atdmica em hidratos de carbono ¢ de 1:2:1
(carbono:hidrogénio:oxigénio), tendo assim uma formula quimica geral de C,H,O, ou
simplesmente (CH,0),. Hidratos de carbono e seus conjugados sdo biomoléculas essenciais a vida,
estando presentes em todos os sistemas vivos, de plantas a animais, sao assim as biomoléculas mais
abundantes na natureza'®. Apesar de serem compostos apenas de trés compostos diferentes possuem
uma elevada diversidade estrutural, e consequentemente uma diversidade de propriedades
bioldgicas, desde funcionarem como elementos estruturais e fonte de energia (a quebra de ligacdes

carbono-carbono liberta uma energia elevada e os hidratos de carbono contém muitas ligacdes deste

11



tipo) a promoverem a adesdo, o crescimento e diferencia¢do celular, além de terem propriedades
anti-inflamatorias, anticoagulantes, etc'.

Os hidratos de carbono elementares sdo os agucares simples, ou monossacarideos. Os
monossacarideos podem conter apenas trés carbonos como o gliceraldeido (ver Figura 1.6A), no
entanto os mais relevantes tém cinco, como a ribose e a desoxirribose (ver Figura 1.6B e C) que
fazem parte do RNA e DNA, e seis carbonos, como a glucose ¢ a frutose (ver Figura 1.6D e E) que
funcionam como fornecedores de energia as nossas células. Estes acucares simples podem ser
lineares, ou formarem estruturas como pentdgonos e hexagonos (pentoses e hexoses) de acordo com
o nimero de carbonos na sua composicao. Exemplo disso ¢ a glucose, que ¢ um monossacarideo de
6 carbonos linear, mas que em solugdo converte-se a uma cadeia hexagonal. Quando um
monossacarideo se liga a outro forma-se um dissacarideo. Dissacarideos, bem como hidratos de
carbono de trés a dez sacarideos pertencem a classe dos Oligossacarideos. Por fim a classe de
Polissacarideos abarca os carbohidratos com mais de dez agucares simples. Estes sacarideos podem
ser ramificados e compreender dezenas, milhares (como na Celulose), ou até mesmo dezenas de
milhar (como no Glicogénio) de monossacarideos. As ligagdes quimicas que permite a juncao de
sacarideos sdo glicosidicas. Neste tipo de rea¢do o grupo OH do carbono anomérico (inico carbono
ligado a dois oxigénios em estruturas ciclicas de carbohidratos) de um sacarideo ataca um atomo de
carbono de outro agucar, levando a saida do grupo OH ligado a esse carbono alvo, libertando-se

assim uma molécula de 4gua (ver Figura 1.6 F).

"~ A

Figura 1.6. Representagdo da estrutura de alguns hidratos de carbono mais conhecidos (A-E) e de uma reacdo
glicosidica para a formacdo de um dissacarideo (F). A: gliceraldeido; B: ribose; C: desoxirribose; D: glucose; E: frutose;
F: reacdo glicosidica entre os sacarideos glucose e frutose, originando o dissacarideo sacarose.

Nas células animais as cadeias de hidratos de carbono podem ligar-se tanto a lipidos,
formando Glicolipidos, como a proteinas, formando Glicoproteinas, e podem variar de

monossacarideos a cadeias de 30 agucares podendo ser ramificadas®.
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Tal como nos fosfolipidos, os glicolipidos contém glicerol ou esfingosina ligada a duas
cadeias de acidos gordos, a diferenga reside no facto de os ultimos possuirem agucares (como a
glucose ou galactose) em vez do fosfato e do restante grupo cabega dos fosfolipidos. Os glicolipidos
de membranas de células animais contém geralmente esfingosina, enquanto que os de células
vegetais e bacterianas contém maioritariamente glicerol’’. O glicolipido mais simples é o
cerebrosideo, que consiste de uma esfingosina com um agticar simples de glucose ou galactose.

A maioria das proteinas membranares que contactam com o exterior celular t€ém ligadas
covalentemente a si hidratos de carbono, que em geral possuem 4 a 15 sacarideos, que podem ser
ramificados. Existem duas formas mais comuns de ligagdo entre as proteinas e os hidratos de
carbono, nomeadamente através do grupo -CONH, da cadeia lateral de um amino &cido de
asparargina da proteina, ou através do grupo -OH da cadeia lateral de um amino 4cido de serina ou
treonina. Uma glicoproteina pode conter oligossacarideos apenas ligados pelos grupos -CONH,,
apenas ligados pelos grupos -OH, ou por ambos®. Uma glicoproteina pode ter varias cadeias de
oligossacarideos, enquanto que os glicolipidos apenas uma'.

Como ja foi referido, alguns lipidos membranares € a maioria das proteinas, que estdo em
contacto com o exterior da célula estdo glicosilados. Assim a superficie da célula estd coberta com
um revestimento de hidratos de carbono, que ¢ conhecido como o glicocalice.

A comunidade cientifica aponta para que o glicocédlice esteja envolvido em varios
fendmenos celulares, no entanto devido a rica diversidade de diferentes sacarideos que o compde,
muito estudo € ainda necessdrio nesta area. Apesar disto ha funcdes do glicocélice que ja bem
documentadas. Dentro destas temos a funcdo de protecdo da superficie celular, e a funcdo de
marcacdo, pois o glicocalice ¢ diferente para cada célula. A fungdo de marcagdo, dos hidratos de
carbono a superficie da célula, ¢ muito importante pois a distingdo adequada de células ¢
fundamental para varios processos, como interagdes entre células (por exemplo a interacao de
células do endotélio de vasos sanguineos e globulos brancos, mediada pela proteina selectina que
reconhece hidratos de carbono especificos) ou como a diferenciagdo de tipos sanguineos (0s quatros
tipos sanguineos A, B, AB e O refletem variacdes nos hidratos de carbono de glicoproteinas de
eritrocitos)®. Os oligossacarideos expostos na superficie membranar fornecem assim um conjunto

de marcadores que ajudam a identificar tipos celulares distintos de organismos multicelulares.

1.1.2.3. Proteinas

As proteinas sdo compostos organicos bioquimicos poliméricos. S3o compostas por

polipéptidos que por sua vez sdo polimeros de aminoacidos?. Apesar de ndo existir alguma
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convencao ou regulamentacdo o termo proteina € usualmente aplicado para polimeros de mais de 50
aminoacidos, e abaixo desse valor ¢ aplicado o termo péptido ou polipéptido. Um péptido consiste
de dois a dez aminoacidos (por vezes também chamados de oligopéptidos), enquanto que uma
cadeia continua e ndo ramificada de dez ou mais péptidos corresponde a um polipéptido*. As
proteinas sdo compostas de um ou mais polipéptidos num arranjo biologicamente funcional, e
geralmente estdo ligadas a cofactores e a outras proteinas.

Aminoacidos (ver Figura 1.7) sdo biomoléculas que contém um grupo amina (-NH,), um
grupo carboxilico (-COOH), uma cadeia lateral (também denominada de grupo R), e um atomo de
hidrogénio, tudo ligado a um atomo central de carbono, o denominado carbono alfa (Ca). Cada
aminodcido tem propriedades Unicas determinadas pela natureza da sua cadeia lateral, que se
encontra ligada covalentemente ao carbono alfa, e por isso cada aminoacido ¢ denominado de
acordo com o seu grupo R. Existem 20 cadeias laterais diferentes mais comuns, ou seja 20
aminodacidos diferentes.

Para uma maior simplificacdo os aminoacidos podem ser representados por uma abreviatura
de trés letras ou por um codigo de uma letra. Por exemplo o aminoacido glicina (aminodcido mais
simples pois a sua cadeia lateral consiste apenas de um atomo de hidrogénio) pode ser representado

pela abreviatura “Gly” (abreviatura em Inglés, usada universalmente) ou pela letra “G”.

Amino acido Amino dcido
H ® H ®
H—N—C—C—GH  M—N—C—c—o
L N

\\* H,0

Cadeia Polipeptidica

H ® H ®
| |
H—N—C—C—N—C—C—OH
|l |l
H O H O

Figura 1.7. Representagdo da estrutura geral dos aminoécidos (em cima) e da formacdo de uma ligagao peptidica entre
a terminacdo COOH de um aminoacido e a termina¢do NH» de outro formando uma cadeia polipeptidica (em baixo).
Figura adaptada de '.

De acordo com a sua carga a pH neutro (pH=7) ¢ possivel classificar os aminoacidos como
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acidos, basicos, polares e ndo polares. Quando os aminoécidos apresentam carga resultante positiva
a pH neutro sdo aminoacidos basicos. Pelo contrario quando a carga resultante ¢ negativa temos
aminoacidos acidos. Nos restantes dois grupos os aminodcidos tém uma carga resultante neutra a

pH neutro. Os aminoécidos ndo polares geralmente possuem cadeias laterais com grupos -CH, e/ou

CHas. Os polares apresentam oxigénios nos seus grupos R.
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Figura 1.8. Representagio esquematica dos niveis de estruturagdo proteica. Figura adaptada de '.

Todos os aminoacidos, com exce¢do da glicina, sdo quirais*, ou seja o seu reflexo no
espelho ndo € sobreponivel com si mesmo (tal como as nossas maos)*, pois o carbono possui quatro

ligantes diferentes. Os enantiomeros (as duas moléculas que sdo reflexo uma da outra mas ndo
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sobreponiveis)** tém propriedades semelhantes, diferindo apenas na interagdo com luz polarizada
(sdo moléculas oticamente ativas), € na interagdo com outras moléculas quirais. Os aminoacidos
quirais sdo legoviros, ou /-aminodcidos, quando desviam o plano da luz polarizada para a
esquerda®. Quando o mesmo plano ¢é desviado para a direita temos os aminoacidos destrogiros ou
d-aminoéacidos®. Apesar de serem encontrados na natureza ambos os tipos de isomeros Oticos
apenas [-aminodcidos estdo presentes em proteinas de mamiferos®'.

A juncdo de dois ou mais aminoacidos por meio de ligagdes entre o grupo carboxilico e o
grupo amina de aminodcidos adjacentes (denominadas liga¢des peptidicas), resulta na formagao dos
péptidos ou proteinas e de moléculas de 4gua (ver Figura 1.7). O aminoécido terminal do péptido ou
proteina que possui um grupo amina livre ¢ chamado de N-terminal ou residuo amino-terminal. J&
no lado oposto, o residuo terminal com o grupo carboxilico livre denomina-se por C-terminal ou
residuo carboxi-terminal.

A maioria das proteinas enovelam-se (formam um arranjo) numa estrutura tridimensional

unica. Esta estrutura é conhecida como conformagdo nativa®®. Muitas proteinas enovelam-se
automaticamente, devido as propriedades dos aminoacido que as compdem, no entanto o
enovelamento de outras ¢ auxiliado por outras proteinas como nos mamiferos, onde cerca de metade
das suas proteinas sdo auxiliadas por chaperonas no seu processo de conformagao estrutural®.
Os bioquimicos costumam referir-se a quatro aspetos distintos da estrutura proteica, nomeando
esses aspetos como estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria® (ver Figura 1.8). A
sequéncia de aminoacidos que compde a proteina determina a sequéncia primaria. Esta sequéncia ¢
determinada pela sequéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina. Como o grupo R de cada
aminoacido ndo esta envolvido na ligacdo peptidica, uma proteina pode ser constituida de qualquer
sequéncia de aminodcidos, o que permite uma enorme diversidade de sequéncias proteicas. Por
convengao a estrutura primaria € representada de N-terminal para C-terminal.

A estrutura secunddria ¢ determinada pela conformacado estrutural de curtos segmentos de
aminoacidos (trés a trinta aminodcidos) em unidades geométricas ordenadas. Tal estrutura é
estabilizada por pontes de hidrogénio que ocorrem entre o grupo amina e o grupo carboxilico da
cadeia principal. Os exemplos mais conhecidos de tais unidades sao as alfa-hélices (a-hélices) e as
folhas beta (folhas B).

A estrutura resultante do enovelamento de estruturas secundarias e estruturas sem formas
regulares (sem estruturas ordenadas ou secundarias definidas) é denominada por terciaria®’. A
estrutura terciaria refere-se entdo a forma global da proteina, ao relacionamento espacial das
estruturas secundarias (definidas como as alfa-hélices ou nao definidas). Ela indica como no espaco

tridimensional as estruturas secundarias se “montam” para formarem dominios € como estes
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dominios estio espacialmente relacionados uns com os outros. E geralmente estabilizada por
interagdes ndo locais como interagdes hidrofobicas e eletrostaticas, mas também podem intervir
interacdes locais como pontes de hidrogénio, pontes salinas, pontes dissulfidicas e até mesmo
modificagdes pos-translacionais (modificagcdes quimicas de uma proteina depois de sua traducgao,
como a glicolisacdo). A estrutura tercidria esta intrinsecamente relacionada com a funcdo bioldgica
proteica pois é a conformagdo espacial da proteina que controla a sua fungio?’.

Cada polipéptido tem a sua estrutura tridimensional, ou seja a sua estrutura terciaria, no
entanto as proteinas podem ser compostas de varios polipéptidos. Os varios polipéptidos irdo se
arranjar espacialmente, guiados pelas mesmas forg¢as que induzem a estrutura tercidria, formando
um complexo com vdrias subunidades. O arranjo espacial deste complexo ¢ denominado por
estrutura quaternaria®™. A proteina hemoglobina é formada por quatro subunidades ou cadeias
polipeptidicas, assim o seu arranjo espacial corresponde a sua estrutura quaternaria.

As proteinas membranares sdo de extrema importancia para a célula pois sdo elas que
permitem que informagdes ou compostos quimicos atravessem a membrana, para além de que sdo
fatores chave em eventos bioquimicos que acontecem tanto na superficie celular como em organelos
ligados a membranas®. Duas peculiaridades que confirmam esta importancia sdo o facto de que
cerca de 40% de todos os genes de eucariontes, eubactérias e arqueobactérias codificarem proteinas
de membrana®, e do facto de cerca de 60% de drogas terapéuticas usadas atualmente nos Estados
Unidos da América terem como alvo estas proteinas®’. Além disso devido a sua diversidade
funcional e ubiquidade, defeitos ou problemas em proteinas membranares podem ter graves
consequéncias, existindo vdarias patologias humanas relacionadas com proteinas membranares
defeituosas. Exemplos de tais patologias sdo a fibrose cistica, varias formas de cancro, a Alzheimer
e varias cardiomiopatias®.

Os fosfolipidos formam o ntcleo da membrana, mas sao as proteinas que determinam
muitas das suas fungdes. Diferente tipos celulares contém diferente composicdo membranar, e
mesmo membranas da mesma célula variam a sua cole¢do proteica.

Como foi referido anteriormente existem duas classes principais de proteinas, as integrais e
as periféricas. As proteinas integrais penetram na parte hidrofobica no interior da membrana®. A
maioria sdo transmembranares, atravessando a membrana de uma ponta a outra, no entanto outras
apenas se estendem no interior hidrofobico membranar. As zonas destas proteinas que se encontram
no interior hidrofébico membranar sdo compostas de uma ou vdarias cadeias de aminoacidos
hidrofobicos (de cerca de 20 aminoacidos de comprimento), muitas vezes em forma de a-hélices,
enquanto que as possiveis zonas proteicas expostas ao citoplasma e exterior celular sdo

maioritariamente compostas de aminoéacidos hidrofilicos®. Algumas destas proteinas formam canais
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hidrofilicos no seu centro possibilitando a passagem de substancias como a agua.

As proteinas periféricas ndo se encontram incorporadas na bicamada lipidica como as
anteriores. Elas estdo fracamente ligadas a superficie membrana®. Sdo quatro os tipos mais comuns
de ligagdo destas proteinas a membrana, assim algumas ligam-se a zona periférica das proteinas
integrais, outras ligam-se covalentemente a fosfolipidos, outras enterram numa zona membranar
hidrofébica perto da superficie motivos proteicos hidrofobicos, e por fim outras apenas estdo
adsorvidas a superficie membranar devido a interagdes eletrostaticas ou ionicas entre a proteina
periférica e a superficie lipidica™.

Na abordagem dos hidratos de carbono ja foi descrita a existéncia de um revestimento
externo da membrana denominado glicocalice. Uma parte deste revestimento ¢ constituida de
proteinas. Além deste revestimento exterior, algumas células, como as animais, contétm do lado
oposto da membrana um revestimento proteico, neste caso denominado por citoesqueleto pois, €
com a ajuda do glicocdlice, fornece as células uma estrutura mais rigida e definida do que a que
proviria da existéncia de apenas a membrana lipidica®.

Dependo do contexto biologico, as proteinas de membrana podem agir como moléculas
recetoras, enzimaticas, de canais, transportadoras, estruturais e de adesdo celular, bem como
contribuir para uma diversidade de fungdes, tais como sinalizacdo transmembranar, homeostasia e
conservagdo energética”. As mais representativas serdo o transporte, atividade enzimatica,
reconhecimento celular, transducao de sinal, jun¢do intercelular e ligacao ao citoesqueleto e matriz
extra-celular (malha interligada de proteinas fibrosas e glicocdlice). Estas fungdes estdo
sucintamente discutidas de seguida:

Proteinas transportadoras — proteinas de membrana que vao de uma ponta a outra da
bicamada lipidica, podem fornecer um canal hidrofilico no seu interior permitindo a passagem de
determinados solutos. Outras transportam substancias através da alteracdo da sua forma, sendo que
algumas destas hidrolizam a adenosina-trifosfato (“adenosine triphosphate” - ATP) como fonte de
energia para bombear as substancias ao longo da membrana*.

Proteinas com atividade enzimdtica — proteinas membranares podem agir como enzimas
com o seu local ativo exposto a substincias presentes nas solugdes adjacentes®*. Em alguns casos
formam-se complexos enzimaticos na membrana, onde varias enzimas estdo organizadas para levar
a cabo uma reacdo metabdlica dependente de varios passos sequenciais (como acontece na
fosforilagdo oxidativa que acontece na membrana mitocondrial)?'.

Proteinas intervenientes na transducao de sinal — proteinas membranares podem ter um local
de ligagdo com uma forma especifica onde um mensageiro quimico como uma hormona encaixe,

servindo assim de recetor de mensagem®. O mensageiro externo (a molécula sinal) pode levar a
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alteragdo da forma da proteina, permitindo assim a libertagdo da mensagem para o interior celular®.

Proteinas intervenientes no reconhecimento celular — como ja& foi referido algumas
glicoproteinas servem como marcos de identificacdo da célula. Estes marcos sdo reconhecidos por
proteinas de membrana de outras células®’.

Proteinas que permitem a jun¢do intercelular — células adjacentes podem ficar ligadas
através das suas proteinas de membrana®®. Estas jungdes podem ser de varios tipos, tais como
jungdes comunicantes (“gap junctions”), juncdes apertadas (“tight junctions”) e juncdes aderentes
(“adherens junctions™)**’,

Proteinas que se ligam ao citoesqueleto e matriz extra-celular — as proteinas membranares
podem estar ligadas aos microfilamentos do citoesqueleto bem como aos constituintes da matriz
extra-celular. Esta liga¢do ajuda a manter a forma celular, a estabilizar a localizagdo de algumas
proteinas, além de poder induzia mudangas intra e extra-celular®’.

Tal como nos lipidos e nos hidratos de carbono presentes nas membranas bioldgicas, as
proteinas apresentam uma variedade tanto estrutural como funcional. Esta diversidade torna o
estudo das membranas um processo complexo, dificil e trabalhoso, mas ao mesmo tempo
apaixonante, pois devido a sua elevada importancia em contexto bioldgico, onde pequenas
descobertas podem permitir grandes feitos como desenvolver tratamentos para varias doengas ou

simplesmente aumentar o conhecimento sobre esta interessante area.
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1.2 Péptidos com Atividade Membranar (“Membrane Active Peptides” - MAPs)

Péptidos consistem de curtos heteropolimeros em que as conformagdes que adotam tendem
a ser restritas a estruturas tercidrias tipicas. Podem ser anfifilico e/ou anfipaticos, e possuem uma
diversidade fisico-quimica enorme.

Quando péptidos e lipidos interagem, muitas vezes associam-se, influenciando-se uns aos
outros. Esta interagdo pode levar, em casos mais intensos, a disrupcdo membranar e, em casos
interessantes, a translocacdo de péptidos através da membrana. Tais efeitos estdo por tras de
fenomenos de extrema importancia nas ciéncias da vida, como por exemplo a fusdo viral, a agdo de
compostos antimicrobianos inatos ao homem, a transfec¢ao génica e interacdes recetor-ligando.

Os investigadores ja ha muito tempo se aperceberam da aplicabilidade dos péptidos em

diversas areas, desde a nanotecnologia, onde, por exemplo, sdo usados para a criacao de estruturas

38,39 40,41

poliméricas organizadas®*’, ao anti envelhecimento™*', a engenharia de tecidos*.

De entre todos os sectores da ciéncia peptidica o desenvolvimento de péptidos com atividade
membranar (“Membrane Active Peptides”’-MAPs) ¢ provavelmente a drea mais promissora € em
maior crescimento. O estudo dos MAPs ¢ um desafio, pois possuem uma elevada diversidade
estrutural e porque interagem com um sistema altamente heterogéneo, a membrana.

Os MAPs cobrem uma elevada faixa de substancias, desde péptidos naturais e sintéticos, a
pequenas moléculas organicas ou mesmo estruturas poliméricas maiores. Os elementos desta grande
familia partilham a propriedade de interagirem com os lipidos das membranas celulares (podendo
interagir também com outros elementos como 4acidos nucleicos). Existem duas classes de MAPs
mais conhecidas e que estdo a ser extensivamente estudadas, os péptidos antimicrobianos
(“AntiMicrobial Peptides” AMPs) e os péptidos penetrantes de células (“Cell-Penetrating Peptides”-
CPPs). Alguns autores consideram estas classes como uma divisdo artificial, existindo apenas uma

classe conjunta de MAPs de maior diversidade, esta discussdo sera abordada mais a frente. Além

dos AMPs e CPPs fazem parte do grupo de MAPs péptidos fusogénicos e amildides.

1.2.1. Péptidos Antimicrobianos (“AntiMicrobial Peptides”- AMPs)

Todos os organismos, em homeostase, vivem em harmonia com micro-organismos, a cornea
dos olhos de animais esta geralmente livre de infecdes, os insetos sdo dos grupos mais

diversificados e sobrevivem sem linfocitos e a producdo de anti-corpos, as sementes germinam em
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solos em que abundam microbios. Isto s6 € possivel devido a existéncia de AMPs, que possuem um
potente e largo espectro de atuagdo contra micro-organismos como bactérias, fungos, virus e
protozoarios.

Foi a descoberta dos AMPs que chamou atengdo para o grande potencial, em termos de
aplicacdes, de pequenas proteinas ou péptidos. O termo que os classifica refere-se a primeira e mais
relevante caracteristica descrita, no entanto demonstram uma grande variedade de propriedades. De
facto a atividade antimicrobiana de secrecdes, sangue, leucocitos e tecidos linfaticos ¢ conhecida
desde o inicio do século XIX*. Entre 1920 e 1950 varios compostos antimicrobianos isolados
dessas secre¢des mostraram ter atividade seletiva contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas®. Apesar da denominagdo, que perdura até hoje, estes péptidos possuem um espectro
muito vasto de atividades, sendo exemplos destas a promoc¢do de migragao celular, a supressao da
inducdo por moléculas bacterianas de citocinas pro inflamatorias, inibi¢ao ou promocgao da apoptose
dependente do tipo celular, promo¢ao da cicatrizacdo de feridas, promog¢do de diferenciagdo e
efeitos na angiogénese, impacto na sinaliza¢do celular, promog¢do da fagocitose sem opsonizacao
(tipo de fagocitose em que os macroéfagos nao necessitam de moléculas do hospedeiro, as opsinas,
para reconhecer os invasores patogénicos), bem como as mais conhecidas atividades diretas
antibacteriana, anti viral, anti fungica e anti parasitica* .

Estudos em anfibios demonstraram que a sua exposi¢do a micro-organismos patogénicos
provoca um aumento da secre¢do de AMPs, que atuam como uma barreira primaria contra esses
organismos*’. Por outro, lado em certos invertebrados como aranhas e camardes, a sintese de AMPs
¢ constitutiva em hemocitos e sdo armazenados nos seus granulos®. A atividade antimicrobiana de
AMPs de secrecdes e tecidos descrita em estudos como os referidos facilmente levou a associago
dos AMPs com o sistema imunitario. Assim nasceu a area de investigagdo em péptidos
antimicrobianos, que teve um significativo aumento de interesse aquando do isolamento das
familias antimicrobianas de cecropinas de insetos, magaininas de anfibios e defensinas de humanos,
por Hans Boman®, Michael Zasloff® e Robert Lehrer’', respetivamente. Atualmente é estabelecido
que estas moléculas fazem parte do sistema imunitdrio inato de organismos vivos, tendo um papel
que varia de importancia conforme o organismo e a organizagio do seu sistema imune*®>>>,

Quase 2000 AMPs fazem parte, atualmente, da mais conhecida base de dados deste tipo de
péptidos, a qual se denomina “The Antimicrobial Peptide Database” (http://aps.unmc.edu)™. Esses
quase 2000 péptidos incluem AMPs produzidos em varios tipos de tecidos e células de muitas

55-57

espécies de invertebrados plantas e animais®’, algumas citocinas e quimiocinas®**, hormonas

peptidicas®, neuro péptidos®', e fragmentos de proteinas maiores®*®.
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1.2.2. Caracteristicas Estruturais e Modos de Atuacao Gerais dos AMPs

Caracterizar os AMPs com base nas suas propriedades gerais ¢ uma tarefa complicada
devido a diversidade do grupo. Existem AMPs de carga global positiva®, outros com carga
negativa®, uns tém uma sequéncia com menos de 10 aminoacidos®, outros de quase 100%, uns
possuem estrutura secundaria bem definidas (como alfa-hélices®), outros apenas estruturas lineares
indefinidas®. Apesar disso, na literatura os AMPs sdo descritos, em geral, como sendo curtos,
formados por 12 a 50 aminodcidos, catidnicos (com uma carga entre +4 e +6), € com uma
proporcao substancial de residuos hidrofobicos na sua composicdo (o que torna esses péptidos
anfipaticos)’* 2.

De acordo com a sua carga, os AMPs s3o classificados como catidonicos (“Cationic
Antimicrobial Peptides” - CAMPs), que em geral tém uma carga global na gama de +4 a +6 devido
a presen¢a dos aminodcidos lisinas e argininas, € como aniénicos (“Anionic Antimicrobial Peptides”
- AAMPs), normalmente péptidos com uma carga global entre -1 e -7 devido a presenca de &cidos
glutdmicos e asparticos.

Na maioria dos casos, os AMPs sdo catidnicos, e interagem com membranas num
mecanismo que envolve interagcdes entre os residuos carregados dos péptidos e componentes
anionicos da superficie membranar alvo’, matando o organismo por disrup¢do ou permeabilizagido
da membrana, ou, menos comummente, por interacdo com outros alvos intra celulares depois de
atravessada a membrana do organismo alvo. Inibicdo da sintese de DNA e RNA, bloqueio de
chaperonas, inibi¢do da atividade ribossomal, indugdo de espécies reativas de oxigénio e a
disrup¢do da membrana mitocondrial sdo alguns dos mecanismos que levam a morte dos
organismos alvo por AMPs em que a sua atividade antimicrobiana nao se deve a eventos ao nivel da
membrana desses organismos’?.

A maioria dos estudos sobre a causa da atividade letal dos AMPs para micro-organismos
apontam para que esta se deva, predominantemente, a perda da integridade membranar dos
patogénicos, pela interagdo dos AMPs com os seus lipidos membranares’ ¢, Muitos modelos de
acdo antimicrobiana ao nivel da membrana tém sido propostos, principalmente para CAMPs de
estrutura de alfa-hélice, pois s@o dos mais estudados. Os mais comuns s3o o modelo poro tabua de
barril (do inglés, “barrel stave pore model”), o modelo poro toroidal (“toroidal pore model”), o
modelo carpete (“carpet model”) e o modelo detergente (“‘detergent model”), esquematizados na

Figura 1.9.
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Figura 1.9. Representacdo do modelo poro tabua de barril (A), modelo poro toroidal (B) e modelo de carpete (C)
propostos para a acdo de AMPs. As bolas com dois tracos (a azul claro) representam fosfolipidos membranares, as
estruturas em hélice representam AMPs anfipaticos, com as suas zonas hidrofilicas (vermelho) e hidrofébicas (azul
escuro). Figura adaptada de .

No primeiro modelo, os péptidos inserem-se na membrana lado a lado, como tdbuas de um
barril, formando um poro, no qual os residuos hidrofobicos dos péptidos estdo voltados para os
lipidos membranares circundantes e os hidrofilicos para o interior aquoso do poro’””® (ver Figura
1.9 A). No modelo de poro toroidal, os péptidos também penetram a membrana
perpendicularmente, mas neste caso nao existem interagdes laterais entre péptidos. Pelo contrario,
as zonas polares dos AMPs interagem com as cabecas polares dos fosfolipidos e esta interagao
promove a tor¢ao da monocamada lipidica, acabando por se formar um poro, onde tanto os péptidos
como as cabegas polares dos lipidos estdo voltados para o interior”*® (ver Figura 1.9 B). No modelo
de carpete, os AMPs aderem paralelamente a superficie da membrana e, com o aumento da
concentragdo, formam uma camada de péptidos que cobre a bicamada (como uma carpete), o que
leva a permeabilizagdo através da destabilizagdo global da membrana®'* (ver Figura 1.9 C). Alguns

autores apenas abordam o modelo de carpete ndo referindo o modelo de detergente quando
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discutem o modo de agdo destes péptidos™. Isto porque no modelo de carpete os AMPs desintegram
a membrana lipidica tal como um detergente, assim o modelo de detergente pode ser entendido
como um estadio avancado do modelo de carpete. Outros autores, no entanto, distinguem os dois

74,83

modelos™*, apesar do principio destes dois mecanismos ser o mesmo, ou seja, elevadas

concentragdes do péptido levam a destabilizagdo membranar®*,

Apesar de terem sido identificados AAMPs em variados grupos de organismos, de plantas a
vertebrados, o nimero de estudos sobre estes péptidos de carga global negativa ¢ bastante inferior
em comparacdo com estudos sobre CAMPs, o que justifica que o seu mecanismo de a¢do seja ainda
pouco conhecido. Alguns estudos mostraram que alguns AAMPs agem formando pontes salinas
catidnicas com as cargas negativas da superficie de microbios®, usando ides metalicos, o que
explica a necessidade da presenca do ido de zinco (Zn*") de varios AAMPs para a sua atividade
microbicida®. Este facto ajudou a elucidar algumas questdes, embora existam outros AAMPs que

ndo t€m a necessidade de ides metalicos para exibir esta atividade, e os seus mecanismos de acao

sdo assim desconhecidos.

1.2.3. Péptidos Penetrantes de Células (“Cell-Penetrating Peptides” - CPPs)

No Capitulo I foi explanado que a membrana celular, devido as suas propriedades tunicas,
constitui uma barreira bastante efetiva contra muitas macro moléculas, principalmente moléculas
hidrofilicas. Apesar disso, em 1965 constatou-se que histonas e poliaminas cationicas e polilisinas
estimulam a absorc¢do da proteina albumina por parte de células tumorais em cultura®*’. Mais tarde
observou-se que o transporte de algumas proteinas seria mais eficaz se essas proteinas fossem
conjugadas com polilisina®. Posteriormente, em 1988, foi reportado que uma proteina poli-
catiénica do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), também ¢ capaz de atravessar muito
eficazmente a membrana celular de células de mamiferos®. Esta proteina, a HIV-1 TAT, foi assim
a primeira descrita como capaz de penetrar células, reconhecendo-se mais tarde que 11 aminoacidos
da sua sequéncia (YGRKKRRQRRR) compunham a sequéncia minima responsavel pela sua
entrada na célula’. No inicio dos anos 90, um fragmento derivado do homeodominio (dominio
proteico estrutural que liga a DNA ou RNA de uma forma especifica, geralmente encontrado em
fatores de transcricdo) da proteina Antennapedia da mosca Drosophila melanogaster (com a
sequéncia aminoacidica RQIKIWFQNRRMKWKK) mostrou também possuir propriedades
semelhantes®®. Devido a sua curiosa propriedade de atravessar a membrana lipidica este fragmento
peptidico ficou conhecido como penetratina.

Estas duas descobertas impulsionaram novas investigacdes constatando-se assim que os dois
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péptidos anteriores ndo seriam casos isolados mas faziam parte de uma familia de péptidos que
conseguem atravessar membranas celulares, os CPPs. Desde entdo foram descobertos varios outros
CPPs, alguns naturais € outros sintéticos, como 0 “trasportan”
(GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL) poliargininas e polilisinas de  diferentes
comprimentos®. O grande interesse da comunidade cientifica nestes péptidos ndo reside apenas na
sua capacidade de atravessarem membranas lipidicas sem toxicidade associada, mas também no
facto de conseguirem carregar biomoléculas durante a translocacao.

Péptidos penetrantes de células (CPPs), as vezes referidos como dominios proteicos de
transducdo (“protein transduction domains” - PTDs), podem ser brevemente descritos como
moléculas que rapidamente atravessam membranas celulares de forma ndo téxica, e, neste processo,
podem transportar macro-moléculas para o interior de células vivas”. Tal como nos AMPs, sdo em
geral pequenos péptidos, com até cerca de 30 aminoacidos, com carga positiva, devido a serem
ricos em lisina e arginina®.

Os mecanismos subjacentes a translocagdo dos CPPs permanecem ainda pouco claros.
Resultados contraditérios t€ém sido reportados, alguns indicam que o processo de translocacao
acontece através de um caminho de endocitose dependente de energia, enquanto outros apontam
para uma endocitose independente de energia’”. Ambas as hipoteses s3o insuficientes: a falta de
especificidade dos CPPs enfraquece a ideia de que os CPPs possam interatuar com recetores
membranares especificos, enquanto que a possibilidade de difusdo passiva de CPPs através da
membrana ¢ dificil de aceitar, tendo em conta que estas moléculas possuem zonas hidrofilicas, e
como tal, a translocacdo através do centro hidrofobico da membrana requereria um elevado custo
energético, além do que o transporte de moléculas associadas a CPPs implicarda um custo de
energia”’. E conhecido que os AMPs sdo também capazes de atravessar membranas plasmaticas
bacterianas de forma independente de energia®®, formando em alguns casos poros estiveis com

elevados tempos de vida, na ordem dos milissegundos'*'"!

, podendo esses poros ser responsaveis
pela morte da bactéria'”. Como alguns estudos apontam para um mecanismo independente de
energia, a translocacdo de CPPs pode se dever também a formagdo de poros num processo
semelhante ao dos AMPs. No entanto, existem indicagdes contrarias a esta hipotese, nomeadamente
o facto de os CPPs, em geral, ndo terem o elevado conteudo em residuos hidrofobicos caracteristico
de muitos AMPs, além disso a formag¢ao de poros leva a libertacdo de conteudo citoplasmatico que
pode resultar em morte celular. No entanto, a formag¢dao de poros explicaria a translocagdo das
moléculas associadas a CPPs, na medida em que tais moléculas poderiam atravessar o poro sem o

requisito de energia extra.

Existe assim uma grande controvérsia sobre os mecanismos de translocagdo dos CPPs,
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embora na literatura se proponham trés mecanismos principais, sendo eles a translocagdo direta'®

(envolvendo interagdes eletrostaticas entre as cargas positivas dos péptidos e cargas negativas
membranares que permitem a translocacdo da membrana devido a sua desestabilizacdo), diferentes
tipos de endocitose (tais como a macropinocitose'™, a endocitose mediada por clatrinas'®, e a
endocitose mediada por jangadas lipidicas ou caveolar'®) e, por fim, a penetragdo através da
formagdo de estruturas transitorias na membrana como micelas” e poros'”’. Os mecanismos pelos
quais os CPPs atravessam a membrana podem variar de acordo com a carga associada € 0 mesmo
CPP pode usar mais que um dos mecanismos descritos € em simultaneo.

Apesar de CPPs serem usados com diversas finalidades, todas elas se baseiam numa ou em
ambas as propriedades caracteristicas deste péptidos, ou seja, na propriedade de translocagdo da
membrana e no transporte de carga para o interior da cé€lula. Assim a grande aplicabilidade destes
péptidos consiste na entrega para o interior da célula de diferentes moléculas, conforme a finalidade
de interesse. Exemplos de cargas transportadas para o interior celular sdo variados compostos

108,109

farmacologicos , péptidos ou proteinas''’, oligonucledtidos/DNA/RNA"""2 nano-particulas'"?,

6

anticorpos'?, lipossomas''®, bacteriofagos'®, biossensores'’, sondas fluorescentes'® e pontos

uanticos'”®. Os propositos da entrega destas cargas sdo inumeros, desde servirem como agentes
9

120121 - hassando pela luta contra o cancro'”, a provocarem efeitos

contrastantes em imagiologia
bioactivos como a modulagdo da resposta imune'* ou a inibigdo da apoptose'*.

Os CPPs sdo assim, tal como os AMPs, péptidos interatuantes com membranas bioldgicas
que, devido a tal peculiaridade e a ja abordada importancia das membranas, se tornaram alvo de
muito estudo e investigacdo. Ja muita informacdo foi revelada sobre estas moléculas, sobre suas

propriedades, sobre seus mecanismos de a¢do, e possiveis aplicagdes, embora permanega por

revelar muita mais informagdo. A problematica abordada de seguida ¢ exemplo disso.

1.2.4. AMPs e CPPs, Diferentes Classes de Péptidos com Atividade Membranar?

Serdao os AMPs e CPPs duas classes facilmente separaveis de péptidos com atividade
membranar? Ou a sua divisdo em duas classes diferentes serd meramente artificial? Se sdo duas
classes diferentes o que dizer sobre a existéncia de AMPs que penetram a célula antes de romperem
as suas membranas, ou de CPPs que também provocam a disrup¢do membranar como consequéncia
da sua atividade? Estas sdo algumas questdes que surgem com o aprofundar de conhecimento sobre
estes péptidos. Os AMPs e CPPs sdo provavelmente as classes de péptidos com atividade
membranar que mais se sobrepdem'”’. No entanto, esta dificuldade de classificagdo ndo se resume

apenas a estes dois grupos, pois alguns CPPs provaram auxiliarem a fusdo e agregacao de
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vesiculas'?® apesar destas propriedades serem geralmente usadas na descri¢do de dominios de fusdo
(péptidos) de proteinas virais'”’.

Alguns autores apontam para que estes dois grupos de moléculas sejam na realidade apenas
um. Esta hipodtese apoia-se em factos como a similaridade estrutural e de propriedades, a partilha de
alguns mecanismos de agdo ao nivel membranar'*'**!% Além disso, existem casos reportados de
CPPs com atividade antimicrobiana, como o péptido TAT'"**'* e penetratina'**'**, ¢ de AMPs que
conseguem penetrar células alvo sem danificar a sua membrana, como o péptido Bac7'*.

A concentragdo suficientemente elevada varios CPPs conseguem permeabilizar
membranas'!, enquanto que varios AMPs podem atingir alvos intra-celulares antes da
permeabilizacdo das membranas, o que ndo é muito surpreendente visto a similaridade estrutural
entre AMPs e CPPs. A atencao devotada a estes péptidos ¢ justificada pelas suas aplicagdes, o que
levou a sua divisdo classificativa. Os AMPs foram, e sdo, estudados principalmente como uma
ferramenta para lutar contra infe¢des, e os CPPs sdo direcionados para terapia genética e entrega de
drogas. No entanto do ponto de vista molecular ¢ de mecanismos de agdo, a separagdo em dois
grupos € puramente académica '*. Além disso, as membranas nas quais a intera¢do com os AMPs e
CPPs ¢ estudada sao igualmente vistas de forma enquadrada pelas aplicagdes, ou seja, a interagao
entre membranas e AMPs ¢ avaliada usando em geral membranas de micro-organismos embora no
mesmo estudo para CPPs sdo geralmente utilizadas membranas de células de mamiferos. No
entanto, as membranas sao diferentes e, como tal, diferentes efeitos reportados para CPPs e AMPs
podem dever-se a diferencas na composi¢do membranar, a qual modula a afinidade peptidica e a sua
propensao a permeabilizacao.

Com o avolumar de conhecimento sobre esta area, a hipotese de que AMPs e CPPs sejam
um grande grupo heterogéneo de MAPs torna-se mais sustentada. Esta divisdo na classificacao
deve-se a razdes socioldgicas. Devido a imensiddo da ciéncia, a maioria dos cientistas tendem a
focarem-se em determinadas &reas, como a transfe¢do celular ou a microbiologia. Um
microbiologista classificarda um péptido que demonstre capacidade de interagir com membranas de
micro-organismos € possivelmente mata-los como um péptido com propriedades antimicrobianas,
enquanto que um biotecnologista que estude culturas in vitro de células animais pode olhar para o
mesmo péptido como um péptido com capacidade de atravessar a membrana. Assim, e apesar de o
péptido ser o mesmo, cada um dos cientistas ird classificar o péptido de acordo com o que para eles
serd a sua aplicacdo mais importante, resultando assim uma divisao de classificagdo artificial.

Com tudo isto, pode ser que num futuro préximo AMPs, CPPs, péptidos fusogénicos e
amildides tenham as suas fronteiras tdo indefinidas tal como tém as suas interacdes com as

membranas, que apenas o titulo abrangente de MAPs faga sentido.
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1.3 Modelag¢do e Simula¢do Molecular Computacional

Com o advento da tecnologia informatica, os computadores tém cada vez maiores
capacidades de processamento. Esta capacidade de processamento ¢ essencial para a investigacao
nos dias de hoje. Com a quantidade de dados que sdo gerados todos os dias por investigadores (hoje
em dia qualquer aparelho de medigdo de pardmetros, como por exemplo um simples
espectrofotometro, gera um numero elevado de dados que posteriormente t€ém de ser processados
por computador para ser possivel retirar informagao util) os computadores tornam-se “parceiros”

indispensaveis, permitindo avangos na ciéncia que de outra forma seriam impossiveis.

VON_MISES
1.1912e+08
1.0597e+08
9.20815e+07

 7.9665e+07
- 6.6515e407
5.3365e+07
L A.0714e407
2.7064e+07
I 1.3914e+07
7.6455e+05

Figura 1.10. Representagdo dos resultados de uma simulagdo computacional do stress e fadiga experimentados por uma
peca metalica. Imagem retirada de '*°.”

Apesar da importancia do uso de computadores no tratamento de dados, falar apenas deste
facto ¢ extremamente redutor para as capacidades dos mesmos. Atualmente os computadores tém
capacidades incriveis, que cientistas e investigadores souberam explorar. Uma dessas capacidades €
a possibilidade de processamento de fun¢des matematicas complexas. O tratamento estatistico de

dados € um processo que exige muito pouco de um computador moderno, no entanto os calculos
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matematicos podem exigir bastante, dependendo da sua complexidade, obrigando muitas vezes ao
uso de super computadores. A capacidade de célculo de um computador ou super computador ¢é
limitada, mas no entanto permite obter resultados em segundos ou minutos, de calculos que
brilhantes matematicos nao sao sequer capazes de realizar.

Esta capacidade de célculo/processamento permite a resolu¢do numérica de modelos
matematicos (baseados em fatores experimentais, em fatores empiricos € nos principios da fisica,
quimica e matematica), para a realizacdo de testes computacionais. Assim hoje em dia & possivel,
por exemplo, um engenheiro prever a fadiga de uma peca'* recorrendo a software criado para esse
tipo de estudo. O engenheiro pode projetar a pega com uma arquitetura diferente ou com diferentes
materiais e testar qual das pecas terd melhor resposta a fadiga, tudo isto computacionalmente,
levando posteriormente para ensaios fisicos apenas o material com melhores indices calculados. Isto
evita a necessidade de produzir e testar laboratorialmente todas as versoes desenhadas da peca,
reduzindo custos e tempos de producao (ver Figura 1.10).

Viérios tipos de testes computacionais sdo possiveis, desde que as abordagens e modelos
matematicos sejam adequados. Um tipo de teste/simulacdo que atualmente, devido as suas
potencialidades, estd a ganhar um elevado impacto na comunidade cientifica das ciéncias da vida,
sdo0 os testes ou simulacdes moleculares.

Este tipo de testes ¢ geralmente agrupado na classificagdo de modelagao ou simulagdo
molecular. De forma simples, a simulacdo molecular pode ser entendida como uma ferramenta de
trabalho com escalas de tempo e espaco tdo pequenas, que consegue oferecer informagao micro e
nanoscopica de uma forma direta. Esta recente abordagem experimental tem sido amplamente usada
para o conhecimento da transi¢do conformacional proteica ao nivel molecular?”'"**, bem como na
analise de interagcdes entre moléculas, e demonstra ser um complemento potencial a estudos
experimentais e tedricos**'*. Na atualidade a simulagdo molecular vem se tornando mais popular
devido ao aumento do poder de computacao e da sua velocidade.

As simulagdes moleculares sdo usadas, entdo, em diversos tipos de estudos com o intuito de
compreender propriedades de moléculas e agregados moleculares em termos de estrutura e de
interacdes, servindo assim como complemento as convencionais atividades experimentais
laboratoriais, com a possibilidade de compreender fendmenos aos quais ndo temos acesso com a
tecnologia atual na experimentacdo tradicional. A raiz desta area foi implementada quando a
comunidade cientifica se apercebeu que a geometria molecular, energia e varias propriedades
moleculares podem ser calculadas por modelos do tipo mecénico, sujeitos as forcas fisicas

elementares, nascendo assim a Mecanica Molecular.
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1.3.1. Mecanica Molecular

O termo Mecénica Molecular (MM) refere-se ao uso de funcdes de energia potencial (por
exemplo potenciais Coulomb) para modelar sistemas moleculares. Abordagens de MM sao
amplamente usadas em refinamento de estruturas, simula¢des de Dindmica Molecular, simulacdes
de Monte Carlo e simulagdes de “docking” (simulagdes onde sdo determinadas as energias de
afinidade entre proteinas e ligandos)'*.

As bases da MM surgiram quando a comunidade cientifica se apercebeu que as moléculas
podem ser representadas como um sistema mecanico no qual particulas (os dtomos) estdo ligadas
por “molas” (ligagdes quimicas) sendo possivel realizar uma amostragem da distribuicdo dos seus
estados conformacionais e respetivas energias. A molécula entdo roda, vibra e translaciona para
atingir conformagdes no espago, como resposta coletiva a forgas inter e intra-moleculares que agem

sobre a mesma'®

. As forcas experimentadas pelo modelo sdo descritas por fungdes matematicas
simples como:

-soma de fungdes do tipo harmonicas (a partir da lei de Hooke, que determina que a forga ¢é
igual a caracteristica constante da mola vezes o deslocamento da massa, F = k.Al), para desvios dos
valores de equilibrio de referéncia em termos de comprimento e angulo de ligagao;

-funcdes de tor¢ao trigonométricas para explicar a rotagdo interna (rotagdo de subgrupos
moleculares a volta da ligagdo que os conecta);

-como forgas de van der Waals e potenciais elétricos'®® (ver Figura 1.11).

Ao contrario da mecanica quantica (MQ), na MM os eletrdes ndo estdo implicitos, sendo os
calculos energéticos aplicados em funcao das posicdes nucleares dos atomos. Este principio torna a
MM muito adequada a descrigdo de sistema moleculares com elevado numero de atomos, onde
calculos de MQ seriam muito dispendiosos computacionalmente. O cdalculo das fungdes que
descrevem o sistema apenas dependem das posig¢des atomicas, o que implica que a dindmica dos
atomos sera desvendada através de mecénica classica com base nas leis de Newton. Estas
aproximacgdes facilitam a discricdo das interagdes do sistema por parte das fungdes matematicas,
cujos parametros definem o tipo de interacdo. O conjunto de fungdes e parametros utilizados
aplicados ao modelo mecanico, para calculo da energia potencial total do sistema ¢ denominado de
campo de forca (FF, do Inglés “force field”) (ver Figura 1.11).

Um FF biomolecular corresponde ao somatorio de todas as energias das interagdes ligantes,
como a energia da vibragdo das ligagdes, da variacdo dos angulos de ligagdo, e das interagdes ndo
ligantes, como van der Walls e eletrostaticas (as interagdes ndo ligantes ndo se aplicam apenas entre

diferentes moléculas, mas também dentro da mesma molécula, entre d&tomos afastados entre si mais
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de trés ligagdes covalentes)'.
Assim, num FF de mecanica molecular classica a energia potencial (V) pode ser transcrita
pela seguinte equacao:

V = V ligagoes + V dngulos + V diedros proprios + V diedros imprdprios + V van der Walls + V eletrostdticas

Esta equacao pode ser detalhada nos seguintes termos:

V(rN): x7 l—ll0 + z x— 9 —0. ) z xﬁ(1+cos(nw—y))2
Ligagées Anoulm Torgoes
N N . 12 0_“6 q.q
_L . A _t7y
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Figura 1.11. Representacdo grafica de um campo de for¢as (FF) de mecanica molecular classica. Representacao dos
elementos que compdem a fungdo matematica (esquerda) e representacdo visual dos mesmos (direita). Imagem
adaptada de 7.

E necessario ter em conta que esta fung¢io é dependente da posi¢do (r) das N particulas que
compdem o sistema, € que as incognitas representam constantes de for¢as e parametros de
equilibrio para as vdrias interagdes existentes no sistema. Na MM, cada molécula ou conjunto de
moléculas necessita de um ficheiro que descreva tais constantes e parametros, sendo designado por
ficheiro de topologia. O ficheiro de topologia descreve entdo todos os parametros fisicos das
moléculas, como o tipo de 4&tomo, a sua carga pontual, a forca a distancia e o angulo de equilibrio de
cada ligacdo entre 4&tomos, bem como os angulos de equilibrio dos diedros.

Existem duas técnicas principais de amostragem, nomeadamente Dinamica molecular (MD,
do inglés “Molecular Dynamics”) e Monte Carlo (MC). Existem no entanto varias técnicas que

combinam caracteristicas de ambas anteriores. Cada técnica tem as suas vantagens e desvantagens.

31



Por exemplo a técnica de MD permite movimento continuo ao contrario da técnica de MC (ver

Tabela 3).

Poder de
Método/
Pros Contras computacgio
Técnica usada
necessario

Movimento continuo; ligagao
Caro; processos simulados de
MD experimental entre estruturas e Elevado
o ) curta duracdo
dados cinéticos macroscopicos

Ligacdo entre dois estados; ttil
TMD (“tragted

para ultrapassar conflitos estéricos Nao ¢é necessariamente fisico Meédio
MD”)

e elevadas barreiras
Usa a forga média potencial que

aproxima ao ambiente dos
Solvatac¢iao continua
processos e reduz o “custo” do
(construcdes Aproximado Médio
modelo; atil em atmosferas

empiricas) ) o
experimentais 1onicas €
associagdes intermoleculares
L. _ Hidrodindmica aproximada;
Dinamica Larga escala e duragdo elevada de o ) ] .
) limitado a sistemas de baixa Médio
Browniana (BD) movimento

inércia
Definir movimentos ¢ dificil; vias

MC Larga escala; estatisticamente 0til ) Baixo
ndo fisicas

Informagdo de equilibrios valiosa;
Minimizacio permite incorporar restrigdes Sem informagdo dinamica Baixo

experimentais
Tabela 3: Diferentes técnicas de amostragem e alguns prds e contras (em termos comparativos entre as diferentes
técnicas) do seu uso. Tabela adaptada de '¥°.

1.3.2. Dinamica Molecular

A simulagdo por dinamica molecular constitui uma das principais ferramentas
computacionais para estudos de sistemas atomicos ¢ moleculares, como sistemas fisicos, quimicos e
biologicos constituidos por um elevado niimero de atomos ou moléculas em que os processos
envolvem energias da ordem KT (Kj: constante de Boltzman; T: temperatura)'*® . Esta abordagem
determina os movimentos dos 4tomos e /ou moléculas de sistemas em que o potencial de interagdao
entre essas particulas seja conhecido, bem como as equagdes que descrevem o seu movimento.
Assim ¢ possivel estudar evolugdes ao longo do tempo de configuragdes dos sistemas, tal como
determinar propriedades macroscopicas dos mesmos, seguindo os fundamentos de mecanica
estatistica. As particulas interatuantes no sistema irdo mover-se da posi¢ado inicial de acordo com os

potenciais intermoleculares, e conhecendo-se posi¢des e velocidades de todas as particulas num
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instante especifico (#0), ¢ possivel computar as forgas resultantes em cada particula, e portanto
determinar posi¢des e velocidades num instante superior (¢0 + A4t), usando equacdes de movimento
Newtonianas. Depois procede-se a uma computacao de ciclos, ou seja novas forcas sdao calculadas
num novo instante (#0 + 24t), através das velocidades e posi¢des das particulas no instante anterior.
Desta forma vio ser geradas trajetorias moleculares para todos os sistemas'*® (ver Figura 1.12 com

exemplo de estudo por MD).

Figura 1.12. Representag@o de um estudo da auto-agregacdo de fosfolipidos e nanotubos de carbono de parede simples
por dinamica molecular (MD). As imagens a, b, ¢ ¢ d mostram a vista radial do sistema simulado a 0, 1, 2 e 3ns. A
imagem e mostra a vista lateral do sistema a 15ns. Figura retirada de '¥.

As propriedades do equilibrio do sistema em estudo sdo determinadas em escalas de tempo
muito pequenas (da ordem de pico ¢ nanosegundos), que no entanto sdo relativamente grandes na
escala atdmica. O tempo do processo a simular bem como o numero e o tipo de particulas que
podem ser incluidas dependem das propriedades determinar, dos processos dindmicos envolvidos,
da convergéncia estatistica e da capacidade computacional, mas o importante € que o sistema seja
representativo da capacidade computacional™®. Como ja estd explicito na Tabela 3, uma grande
vantagem do uso de MD consiste na ponte possivel entre os seus resultados e estudos
experimentais. Resultados experimentais no geral guiam e motivam os estudos de MD e por sua vez
os resultados de MD explicam detalhadamente a nivel nanoscopico os fendomenos observados
experimentalmente. Outra grande vantagem, que nao foi referida na Tabela 3, reside na diversidade

de sistemas que podem ser estudados via MD, desde sistemas homogéneos (gases, fluidos,
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liquidos,etc) a sistemas pouco ou quase nada homogéneos (interfaces, filmes, biomembranas,

polimeros, proteinas, micelas, argilas, nanomateriais)'.

1.3.3. Monte Carlo

Técnicas estatisticas coletivamente conhecidas como Monte Carlo sdo ferramentas
poderosas de resolugdo de problemas. Curiosamente, disciplinas tdo dispares como politica,
economia, biologia, e fisica confiam em ferramentas de MC para lidarem com as suas tarefas
diarias'”. Varios problemas que possam ser elaborados como fendmenos estocasticos e estudados
por amostragem aleatéria sdo solucionados por simulagdes de MC, e este tipo de simulagcdes vem
sendo usado a bastante tempo como forma de obter aproximagdes numéricas de fungdes bastante
complexas. Basicamente ¢ processado um jogo de probabilidades, mas com regras praticas e
teoricas da teoria probabilistica, de processos estocasticos e de fisica estatistica (cadeias de Markov,
movimento Browniano, hipdtese ergodica), oferecendo estas regras utilidade pratica a tal jogo (ver

na Figura 1.13 um exemplo de resultados de uma simulagdo molecular de MC).

T=302 K

T=317K T=319K
Figura 1.13. Representacdo de um estudo do processo de difusdo de dois lipidos em membranas onde coexistem
dominios em fase gel e fluida. No painel esquerdo, resultados de simulagdes por Monte Carlo (MC) de membranas com
os dois tipos de lipidos (50:50), e a direita imagens de microscopia confocal de vesiculas formadas por esses lipidos
(70:30). A cor vermelha indica fases em gel e a cor verde fases fluidas. Segundo os autores os resultados de MC sdo
concordantes com os experimentais. Figura retirada de "',

M¢étodos MC sdao usados em integracdo numérica, otimizacdo global, teoria das filas,
mecanica estrutural, e na solucdo de grandes sistemas de diferenciais, ou equagdes integrais. Sao
também empregues amplamente em fisica e quimica estatistica, onde sdo estudados
comportamentos de sistemas complexos de milhares de atomos no espagco ¢ no tempo. Esta

abordagem ¢ apelativa pela sua simplicidade, eficiéncia e fundamentagéo teorica'®.
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A diferenca entre os métodos MC e MD reside na teoria subjacente a cada um. O método de MC
baseia-se em mecanica estatistica e ndo em dindmica de particulas como o MD, ou seja em vez de
gerar estados representativos da dinamica do sistema, gera estados baseados em probabilidades.

A escolha entre MC ou MD ¢ entdo determinada pelo fendmeno a investigar. Por exemplo
simulagdes de gases ou sistemas de baixa densidade sdo preferiveis de efetuar com métodos de MC
12" isto porque podem existir, nesses sistemas elevadas energias de barreira a rotagdes de tor¢do
(varias vezes superior a energia de KzT), que levariam as moléculas a ficarem presas em poucas
conformacgdes de baixa energia numa simulacdo MD, obtendo-se resultados conformacionais de
fraca qualidade (tal ndo ¢ tdo problematico em MC pois os movimentos aleatdrios gerados
facilmente atravessam essas barreiras). Para simulagdes de liquidos a opg¢ao apropriada ja é a de uso
de MD, pois nesses sistemas as colisdes moleculares provocam a permuta de energia entre
moléculas, permitindo geralmente ultrapassar as barreiras referidas atrds. Além disso, neste caso
simulagcdes MC tém uma larga probabilidade de selecdo de movimentos aleatorios, em que duas ou
tr€s moléculas se sobrepdem. Isto leva a uma rejei¢do de um grande numero de movimentos e
consequente decréscimo da eficiéncia da simulagdo (no entanto como métodos MC permitem
movimentos nao fisicos, por vezes compensam este efeito). A MD também lida melhor com
movimentos coletivos que MC, mas métodos recentes de MC (Monte Carlo Bias ¢ Monte Carlo

Hibrido) melhoraram a sua performance'*

. Existem casos em que s6 um dos métodos ¢ adequado,
como o uso de MD na determinacdo de propriedades de transporte, tais como coeficientes de
viscosidade, pois MC ndo possui uma definicao objetiva de tempo (excetuando casos especiais).
MC também pode ser usado para simula¢des com variagdes do nimero de particulas por adi¢do de

movimentos para criagdo e destruicdo das mesmas.

1.3.4. Evolucido da Simula¢ao Molecular

Decorreram apenas 35 anos desde a primeira publicacdo sobre dindmica molecular de

interesse bioldgico'*

. No entanto, tal como a computacao evoluiu imenso, a modelacao e simulacao
molecular também o fez. Na Figura 1.14 ¢ possivel, através de uma representacdo grafica, obter
uma no¢ao da evolucdo deste tipo de estudos em relacdo ao niimero de dtomos do sistema e do
tempo simulado. Em 1985 foi simulado um sistema modelando uma molécula de mioglobina em
vacuo (ver “myoglobin” na Figura 1.14), envolvia 1423 atomos e o tempo simulado foi de 0,3
nanosegundos (300 picosegundos), demorando 50 dias a ser calculada num computador VAX-
11/780 (CPU a 5 Mhz)'*. Posteriormente, j4 em 1997, procedeu-se a simulagdes da ligagdo do

recetor do estrogénio ao DNA (ver “estrogen/DNA” na figura 1.14), com dgua como solvente
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implicito (o solvente ¢ tido como um meio continuo ao invés de moléculas individuais explicitas),
em sistemas de 36000 atomos, com um tempo de simulagdo de 0,10 ns calculado em 22 dias num
computador HP-735 (a 125 MHz com 8 nddulos)'*. Recentemente foram realizadas simulagdes da
proteina recetora adrenérgica [ embebida numa bicamada lipidica hidratada (ver “B, -AR” na
Figura 1.14). Estes sistemas continham entre 55000 a 99000 atomos e o solvente seria agua
explicita, os calculos foram realizados por 32 processadores (a 2.66 GHz) durando até 28 dias,
permitindo simular de 0,5 a 2 microsegundos '*’. Estes trés exemplos retratam a evolugdo das
simulacdes da dindmica molecular, sendo facilmente observavel o enorme aumento da
complexidade dos sistemas e do tempo simulado. Enquanto que inicialmente os sistemas eram
simples, pois envolviam poucos milhares de 4tomos em vacuo, e as simulagdes se ficavam pelas
poucas centenas de picosegundos, atualmente sistemas com por exemplo 1 milhdo de atomos'**(ver
“virus” na Figura 1.14), atingindo 10 microsegundos (10000 ns)"’ (ver “Fip35” na Figura 1.14),

com solventes explicitos sdo passiveis de serem simulados.
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A Figura 1.15 permite por sua vez visualizar graficamente o aumento do uso de MD em
estudos cientificos de 2000 a 2011. A figura representa os artigos publicados de 1979 a 2011 que

incluam as palavras “molecular dynamics” e “protein” nos seus titulos, segundo a base de dados

“ISI Web of Science” (http://apps.webofknowledge.com).

Note-se que ndo se deve analisar o valor do niimero de artigos publicados por ano, pois a
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inser¢do da palavra “protein” nos termos de pesquisa limita bastante os resultados (1273 resultados
totais com a sua inclusdo e 28602 resultados com apenas o termo de pesquisa “molecular dynamics”
no titulo dos artigos). Apenas se deve analisar o comportamento, e este demonstra que até a década
de 90 eram publicados menos de 15 artigos por ano com estes termos, nimero que aumentou para
cerca do dobro a meio desta década, e que posteriormente voltou a aumentar até estabilizar em

valores acima de 75 a partir de 2003.
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Figura 1.15. Evolucdo ao longo entre 1979 e 2011 de artigos cientificos publicados com os termos “molecular
dynamics” e “protein” nos seus titulos segundo a base de dados “ISI Web of Science”.

Desta forma a comunidade cientifica foi atribuindo cada vez mais importancia a esta técnica, sendo
que atualmente o crescimento desta area parece ter estabilizado. No entanto, o poder de computagao
continua aumentando, bem como os algoritmos usados pelos programas de simulagdo molecular
que sdo cada vez melhores e mais eficazes e, como tal, continuardo a ser publicados trabalhos
cientificos com simulagdes de sistemas cada vez mais complexos, o que provavelmente incentivara

cada vez mais cientistas a enveredarem por esta area.
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1.4 Motivagdo da Dissertacdo

E conhecida a importancia das interagdes especificas entre péptidos € membranas, estando
estas relacionadas com varios processos bioldgicos, tais como na atividade antimicrobiana, nas
infe¢des virais, bem como em processos que culminam em doengas graves como as neuro-

degenerativas Alzheimer e Parkinson'®

. Apesar de tamanha importancia deste tipo de interagdes, o
seu estudo dificilmente contempla toda a evolugdo do processo, baseando-se apenas em resultados
de parametros estruturais e termodindmicos dos estados iniciais e finais. Este facto leva a perda da
informacao sobre a dindmica dos processos. Devido a esta problematica, a caracterizagdo dos
estados intermédios que descrevem a evolucdo dos sistemas ¢ usualmente realizada com base em
métodos tedricos, como a simulagdo por computador.

Além disso, ¢ facilmente percetivel a importancia da modelagdo molecular assistida por
computador, bem como os proveitos que podem advir desta robusta area de investigacdo. Com o
uso da MD ¢ possivel determinar propriedades micro e mesoscopicas (propriedades a escala entre
um conjunto de atomos como uma molécula e materiais medindo micrometros) com detalhe
atomistico, ¢ possivel testar condigdes experimentais dificeis ou mesmo impraticaveis em
laboratorio (como simulagdes a temperatura e pressao muito elevadas), ¢ possivel resolver
problemas impossiveis de descrever analiticamente entre outras possibilidades. Uma abordagem de
MD bem elaborada, como por exemplo utilizando métodos de alto débito (“high-throughput
methods”), permite também a obten¢do de uma quantidade inimaginavel de dados em relativamente
pouco tempo, o que traz vantagens como o aumento da velocidade de aquisicdo de conhecimento,
ou a reducdo de custos, pois para obter a mesma quantidade de dados com atividades laboratoriais
seriam necessarios muito mais investigadores, muito mais tempo € muitos mais recursos.

Simulagcdes de MD podem fornecer muitos detalhes ao nivel molecular necessarios a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na agdo de AMPs e CPPs. A interacdo entre as cargas
positivas destes péptidos e as cargas negativas a superficie de membranas, além da necessidade de
contetido hidrofébico na sua composi¢ao, constituem dados conhecidos ja ha bastante tempo. No
entanto, esses conhecimentos basicos sao insuficientes para uma compreensao mais profunda sobre
estes MAPs, o que impossibilita, por exemplo, uma aplicacdo mais eficaz na terapia génica ou no
desenho de novos antibioticos. Consequentemente ¢ dificil definir regras intuitivas para o desenho

de novos AMPs e CPPs com propriedades melhoradas para fins pré-definidos.

Assim, a técnica de MD tem sido amplamente usada no estudo desta area pois, além das
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vantagens atras enumeradas, o objeto de estudo, nomeadamente os mecanismos de interagdo entre
estes péptidos e membranas, decorrem ao nivel atdmico, encaixando perfeitamente com as gamas
de tamanho dos sistemas passiveis de serem estudados por MD, além de ser das poucas técnicas que
permite estudar a evolugao temporal do processo pois,como ja foi referido, este tipo de estudo so ¢
possivel atualmente por métodos teodricos. A técnica de MD ¢é reconhecida como provedora de
resultados facilmente comparaveis com resultados de atividades laboratoriais, o que lhe fornece
maior robustez, facilitando a validag¢ao das simulagdes.

Apesar das inumeras vantagens, ¢ necessario ter em conta que as simulacdes de MD tém
uma curva acentuada de aprendizagem, tal como qualquer técnica experimental sofisticada, e que o
trabalho por de tras de uma simulagdo pode ser dificil, moroso e desafiante, desde a construcdo do
sistema a simular, passando pela escolha das condicdes e tipo de integracdes a aplicar ao sistema.
Também o tratamento, no final das simula¢des, do enorme volume de dados obtidos pode ser
bastante moroso. No entanto, o prazer da descoberta, aliado ao emprego de uma técnica que
permite, entre muitas coisas, a visualizagdo direta do sistema em estudo ao longo do tempo,
superam em muito as adversidades.

O motivo deste trabalho passa entdo por contribuir para uma caraterizagao e descricao mais
aprofundadas dos processos responsadveis pela interagdo de MAPs com membranas celulares, a
nivel atobmico, usando para tal a técnica de MD e atividades experimentais de suporte.

Para atingir este objetivo foram desenhados trés péptidos sintéticos, nomeadamente o LK 10
(LKLKLKLKLKLKLKLKLKLK), o LEI0O (LELELELELELELELELELE) e o GAIl0
(GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA). Estes péptidos sao constituidos por dez repeti¢des de um par
de residuos, mais concretamente o par leucina(L)-lisina(K), leucina(L)-acido glutamico(E) e
glicina(G)-alanina(A). A escolha de tais sequéncias deve-se a varios fatores. Um deles foi o
tamanho: os péptidos consistem em sequéncias de 20 residuos, correspondendo sensivelmente a
média de nimero de residuos nos MAPs conhecidos; A carga ¢ outro dos fatores - a literatura
descreve a carga como um fator fundamental para a atividade dos MAPs (ver sec¢ao 1.2), sendo a
carga positiva apontada como mais favoravel. Por isso um dos péptidos € carregado positivamente,
outro negativamente e outro ¢ neutro. A sequéncia ¢ repetitiva com o proposito de permitir mais
facilmente estabelecer relagdes de causa efeito entre as propriedades estudadas e os resultados. A
escolha da leucina deve-se a observagdo que ¢ um aminoacido hidrofébico muito comum em AMPs
de animais'®, e ao facto de a composi¢io dos AMPs incluir cerca de 50% de conteudo
hidrofobico'®'. A lisina é um aminoacido carregado positivamente e muito comum em MAPs
catidnicos, dai ter sido escolhida. Ja o acido glutdmico (E) é comum em AMPs anidnicos™, e como

tal foi escolhido para o péptido anionico. A glicina e alanina foram escolhidas para a obtengdo de
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um péptido contendo igualmente 50% de residuos hidrofobicos (devido a alanina) e sem carga.

Depois de projetada a composi¢do dos péptidos foram realizadas simula¢des de MD, usando
o pacote GROMACS, de modelos destes péptidos interagindo com modelos de diferentes
membranas lipidicas nomeadamente membranas de 1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina (POPC,
C4HsNOsP) e COL, e membranas de apenas POPC. As membranas de POPC e COL serdo modelos
mais proximos de membranas celulares de mamiferos, enquanto que as membranas contendo
apenas POPC serao modelos mais semelhantes a membranas de micro-organismos. Como discutido
no capitulo 1 (sec¢ao 1.1), as membranas de mamiferos sao compostas maioritariamente por lipidos
zwiterionicos como fosfatidilcolinas e por colesterol, pelo que membranas compostas por POPC e
COL sao bons modelos computacionais de membranas de células de mamiferos e o seu uso ¢
bastante comum. Por sua vez os micro-organismos tém muitas vezes carga superficial negativa
devido a presenca de lipidos carregados negativamente como cardiolipinas e fosfotidilinositois, pelo
que o uso de membranas de POPC como modelo computacional de membranas celulares de micro-
organismos pode parecer menos adequado que o uso de modelos com a inclusdo de lipidos com
carga negativa. E, no entanto, comum o uso de membranas de POPC como modelos de membranas
celulares de micro-organismos em estudos computacionais, ¢ tal facto prende-se com limitacdes
inerentes aos procedimentos de MD, como a falta de parametriza¢do de determinados lipidos para
os campos de for¢a usados. Neste trabalho foram utilizadas, como modelo de membranas de micro-
organismos, bicamadas constituidas apenas pelo lipido POPC, pois nao existem modelos
computacionais de lipidos carregados negativamente, parametrizados para o campo de forgas
utilizado nas simulagdes, e porque usando apenas este lipido € possivel estudar o efeito do
colesterol na interacdo dos péptidos com as membranas por comparagdo com as membranas de
POPC e COL.

A motivacao do uso de membranas de POPC e COL prendeu-se com o facto de além de
serem um bom modelo de estudo, os lipidos que a constituem sdo comuns e bastante usados
laboratorialmente, existindo ja bastante conhecimento e experiéncia do uso desses lipidos no
laboratorio onde o trabalho foi consumado, o que facilitava a sua parte laboratorial.

Por fim, e em simultdneo com algumas das simulacdes, foram efetuadas varias atividades
experimentais, como testes de interacdes entre lipossomas e péptido, microscopia, fluorescéncia,
testes antimicrobianos e testes em linhas celulares. As atividades experimentais tinham como
proposito a validagdo dos resultados de simulagdo, a investigacdo dos mecanismos de interagao
entre MAPs e membranas lipidicas ¢ o desenvolvimento de futuras aplicagdes baseadas nas

propriedades apresentadas pelos péptidos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Estudos Computacionais

2.1.1. Construciao dos Modelos Computacionais dos Péptidos e Membranas

Os péptidos estudados foram desenhados especificamente para este trabalho, ndo existindo

assim modelos cristalograficos disponiveis. Os seus modelos computacionais tiveram entdo de ser

construidos recorrendo a software de modelagdo computacional. Os modelos em formato PDB

foram construidos com o software Pymol 1.1'

, € posteriormente convertidos ao formato gro

(ficheiro que contem a estrutura molecular no formato Gromos87), através do programa pdb2gmx.

Os modelos membranares foram construidos usando o software CELLmicrocosmos

2.2'% que exportava diretamente os modelos para

formato gro.

2.1.2. Simulag¢des de Dinamica Molecular

Todas as simulagdes MD foram realizadas
com o pacote de simulagao por dindmica molecular
GROMACS (“GROningen MAchine for Chemical

Simulations™)'®,

Este pacote foi originalmente
desenvolvido na Universidade de Groningen,
Holanda. E um software de codigo aberto, que usa
ficheiros de coordenadas como ficheiros PDB (do
“Protein Data Bank™) ou gro, e uma vez configurado
pode correr simulagdes de varias moléculas (realiza
os célculos das interacdes muito rapidamente, em
comparagdo com outros pacotes de MD, no entanto as
simulagdes podem ser morosas dependendo do
sistema) produzindo ficheiros de trajetorias, que
descrevem os movimentos dos atomos ao longo do
tempo. Posteriormente os ficheiros de trajetorias
podem ser analisados e visualizados com varias

ferramentas.

Depois da obtencao dos modelos dos péptidos

Figura 2.1. Representagdo da conformacdo inicial
caracteristica das simula¢des efetuadas da interag¢do
dos péptidos com as membranas lipidicas. A agua
esta representada como uma superficie translucida
(vermelho), o péptido como uma superficie (verde),
os grupos cabeca do POPC como esferas azuis
(grupos colina) e castanhas (grupos fosfato). Os
lipidos POPC (ciano) e COL (amarelo) estdo
representados como tragos.

e das membranas, estes foram simulados em
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agua o tempo suficiente para permitir o relaxamento e a equilibragdo das estruturas. Posteriormente,
as estruturas dos péptidos eram adicionadas as estruturas das membranas em solu¢do, para simular a
interacdo dos péptidos com as membranas em ambiente bioldgico (ver Figura 2.1 com a
representacdo do estado inicial de uma simulagdo). No final das simulagdes, a sua evolucao
temporal foi avaliada e analisada visualmente e através de varias ferramentas do GROMACS.

As condigdes de simulagdo foram globalmente as mesmas para todos os sistemas, e estdo

descritas de seguida:
Todas as simulag¢des foram realizadas com o FF GROMOS96 43a1-S3'%, com o pacote GROMACS
4.07'°, usando como integrador o algoritmo “Leap-Frog” (algoritmo que resolve numericamente e
de forma simples as equagdes diferenciais de movimento, que sao divididas em pequenos passos, os
passos de integracdo) com um tempo de integracdo de 2fs, em condigdes periodicas de fronteira, a
temperatura (300 Kelvins) e pressao constante (1 bar).

Em MD as simulagdes sdo realizadas em caixas virtuais, que simplificam muito os
problemas inerentes ao tipo de calculos efetuados, mas provoca outros, como o facto de os atomos
no centro e atomos perto dos limites da caixa de simulagcdo experimentarem forgas diferentes, ou o
facto de o sistema simulado ter um numero muito pequeno de atomos em relagdo a um sistema
fisico real. Assim, para minimizar estes efeitos, sdo aplicadas a caixa de simulagdo condigdes
periddicas de fronteira (“periodic boundary conditions”-PBC). Estas condi¢des traduzem-se na
replicagdo da caixa e seu conteudo em todas as dire¢des, originando-se assim um arranjo
tridimensional periddico infinito, ultrapassando as limitagdes anteriores (ver Figura 2.2). As caixas
de simula¢do foram no formato dodecaédrico para simulagdes de péptidos em agua e triclinicas
(caso da Figura 2.1) para simulagdes de membranas em agua e de membranas com péptidos em
agua. O tamanho das caixas bem como o numero de aguas mudava de acordo com o comprimento
das membranas e com o espago necessario a inser¢ao dos péptidos. Nas primeiras simulagdes da
interacdo dos péptidos com membranas de POPC e COL (60-40% mol), estes foram adicionados a
aproximadamente 2,5nm (suficientemente distante para que ndo sentissem forgas atrativas ou
repulsivas por parte das membranas para ndo induzir artificialmente a possivel interagdo entre os
péptidos e a bicamada). Nas simulagdes seguintes esta distancia foi reduzida (devido a constata¢do
nas primeiras simulagdes, que os péptidos mais tarde ou mais cedo interagiam com as membranas)
para diminuir o numero de 4guas no sistema simulado, levando a diminui¢do do custo
computacional.

O modelo computacional usado para as aguas foi o SPC ("single point charge")'?’.

Todos os sistemas foram inicialmente minimizados energeticamente por cerca de 2000 a

3000 passos usando o algoritmo "steepest descendent" (calcula um minimo local préximo para a
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energia potencial do sistema), com todos os atomos pesados restringidos harmonicamente com uma
forca de 10°kj/mol nm?. O comprimento de ligagdo de hidrogénios foi constringido nos lipidos
através do algoritmo "LINCS" '*, e nas 4guas com o "SETTLE" '®°, estes algoritmos tentam fixar os
comprimentos de ligagdo de hidrogénios a outros dtomos (H-C; H-O; H-N), conferindo menos graus
de liberdade ao sistema o que permite um passo de integragdo maior.

As interacdes eletrostaticas sdo, em geral, a por¢do que mais consome OSs Tecursos
computacionais em MD'", e com o aumento do numero de cargas no sistema estas interagdes
aumentaram o quadrado desse niumero, podendo tornar os célculos bastante demorados. Assim os
primeiros protocolos de simulagdes aplicavam raios de corte (“cut-off's”), onde eram ignoradas as
interagdes eletrostaticas apds essa distancia de corte que atuam sobre cada particula (ver Figura
2.2). No entanto, esta aproximacao introduz descontinuidade energética no sistema que pode levar a
simulagdes instaveis, e devido a esse facto sdo usualmente aplicados esquemas de corte menos
abruptos. Nas simulagdes deste trabalho foi aplicado o método de corte “Twin-Range” para o
calculo de interagdes ndo ligantes (eletrostaticas e de van der Waals). Este esquema aplica dois raios
de corte, no de mais curto alcance sdo calculadas as interagdes em todos os passos de simulagdo,
enquanto que entre este ¢ o de longo alcance as interagdes sdo calculadas apenas a cada 5 a 10
passos (intervalo de atualizagdo da lista de vizinhos), e entre tais passos sdo consideradas
constantes'’'(ver Figura 2.2). Para este tipo de calculos, € calculada pelo software de MD uma lista
de vizinhos, que consiste de uma lista com os 4&tomos nao ligados que estdo a uma distancia inferior
ao raio de corte pré-especificado de determinado 4tomo. Os calculos das interacdes nao ligantes
para determinado atomo terdo apenas em conta a influéncia dos dtomos da sua lista de vizinhos.
Esta lista ¢ atualizada ao longo da simulagdo, com um intervalo de tempo pré-definido, devido ao
constante movimento dos 4&tomos no sistema.

Além do esquema de corte “Twin-Range” aplicou-se aos sistemas uma corre¢do “Reaction
Field” para as forgas eletrostaticas, usando uma constante dielétrica da agua de 54'". Na corre¢do
“Reaction Fied” ¢ assumido que apods o raio de corte o sistema ¢ tratado como um continuo
dielétrico. Além disso a ocorréncia de qualquer dipolo na molécula no interior da esfera de corte
induz a polariza¢do do continuo dielétrico, o qual por sua vez reage interagindo com a molécula
(dai a designagdo atribuida a este método). Esta correcdo permite uma boa aproximacdo a acgdo
deste tipo de forgas, diminuindo o custo computacional pois grande parte do meio é considerado um

continuo.
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Figura 2.2. Representacdo esquematica dos raios de corte aplicados nas simulagdes (em cima), e das condigdes
periddicas de fronteira (em baixo). O sistema em cima ¢ o mesmo de o de baixo (as linhas azuis delimitam a caixa de
simulagdo), mas em baixo estdo incluidas copias periodicas do sistema (nas diregdes Y e Z). A bola branca (que
representa uma ou varias moléculas), se hipoteticamente se deslocar para a direita tera todas as suas réplicas desviadas
igualmente para a direita, e se nesse desvio atingir o limite da caixa de simulagdo, “saindo” desta, a copia da bola a
esquerda ird “entrar” na caixa do lado oposto, mantendo-se assim o niimero de particulas no sistema.
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Assim foram aplicados as simula¢des raios de corte de curto e longo alcance de 0,8 e 1,4nm,
respetivamente, e a lista de vizinhos era atualizada a cada 5 passos de integragao.

A MD nao fornece apenas informagdo da evolucao temporal do sistema, pois relaciona-se
com a mecanica estatistica através da hipotese ergddica, permitindo o célculo de quantidades
termodinamicas, como a energia livre, através das trajetorias. A hipdtese ergddica assume que, em
sistemas ergodicos (como os sistemas quimicos e bioldgicos em geral), a média temporal de

13 Um ensemble ou

variaveis microscopicas equivale as médias dos ensembles correspondentes
amostra (com conotacgdo estatistica) corresponde a um conjunto de inumeras copias de um sistema,
onde cada uma dessas copias descrevem um possivel estado (conformagdo do sistema e respetiva
energia) de tal sistema. Assim, de forma simplificada a hipotese ergodica diz que a analise de uma
molécula ao longo do tempo equivale a andlise de um conjunto dessas moléculas (ensemble) num
instante.

No final da minimizagdo de energia dos sistemas procedeu-se a uma simulagdo no ensemble
canonico ou NVT onde o nimero de atomos (N), o volume (V) e a temperatura (T) permanecem
constantes, o que ¢ bom para inicio de equilibracdo do sistema pois a ndo existéncia de um bardstato
permite menos perturbagdes do mesmo. As simulagdes NVT foram realizadas por 0,05 a 0,2ns com
uma for¢a constante de constrangimento harmoénica de 10°kJ/mol nm’ para todos os atomos
pesados. De seguida os sistemas eram sujeitos a simulagdes no ensemble isotérmico-isobarico ou
NPT onde o numero de particulas (N), a pressao (P) e a temperatura (T) sdo constantes ao longo do
tempo. Este ensemble deve ser aplicado quando as condigdes de pressao, temperatura e densidade
sdo importantes, como no de simulagdes de sistemas bioldgicos. Neste caso, o tempo de simulagdo
variou entre 0.05 a Ins e os dtomos pesados eram restringidos com a mesma constante de forca
anterior. Estas simula¢des com constrangimentos aplicados a determinados atomos, terminavam
neste ponto para sistemas de apenas membranas em solugdo. No entanto, os sistemas de péptidos
em solucdo e péptidos e membranas em solu¢do foram sujeitos a mais uma simulagdo NPT onde,
neste caso, era aplicada a constricdo, com a mesma constante de for¢a anterior, mas apenas aos
carbonos alfa do péptido (ao invés de a todos os seus atomos pesados) € aos atomos pesados da
bicamada lipidica (como nos casos anteriores). As corridas de iniciagdo nos ensembles NVT
permitem que o sistema atinja a temperatura alvo, enquanto que as simulagdes NPT permitem que o
sistema atinja a densidade correta. Estas duas ou trés corridas, bem como a minimizagdo de energia
inicial, servem como inicializagdo, permitindo um equilibrio lento das estruturas nos sistemas
simulados, para depois se proceder as simulagdes de interesse sem restringimentos, o que permite
iniciar estas simulagdes sem artificios estruturais (como por exemplo estruturas muito compactas

devido a artefactos nos modelos tridimensionais provenientes de cristalizagdo) que de outra forma
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poderiam comprometer as simula¢des (simulagdes mal equilibradas podem em poucos passos
colapsar ou originar estados artificiais).

Para os ensembles serem os desejados eram aplicados termdstatos nos ensembles NVT e
NPT, e bardstatos nos ensembles NPT. O controlo da temperatura foi conseguido através do uso do

termostato "V-rescale" (“velocity-rescaling”)'"*!'7

com uma constante de acoplamento de 0,1ps, e
por sua vez o bardstato de "Berendesen"'’ foi usado para manter a pressdo constante com um
tempo de relaxamento de 0,5ps e uma compressibilidade de 4,5x107°bar”, sendo isotropico (o
bardstato neste caso aplica a compressibilidade de forma igual em todas as direcdes da caixa de
simulacdo) para simulagcdes de péptidos em solucdo, e semi-isotrépico para membranas e
membranas com péptidos em solugdo (neste caso apenas as direcdes X e Y (plano da membrana) sdo
acopladas em conjunto, sendo a compressibilidade na dire¢do Z (plano normal a membrana)
controlada separadamente).

Apos as simulagdes de minimizacao/equilibrio procedeu-se a extensdo das simulagdes sem

constrigdes, em condi¢des NPT, por tempo variavel (tempo necessario para o sistema nao mostrar

evolugdo significativa).

2.1.3. Simulacoes “Coarse Grained”

Como ja foi referido, um campo de forcas consiste em um conjunto de parametros e
equacdes que descrevem as interagdes entre atomos ou particulas. Os niveis de detalhe dos
diferentes FF variam, assim existem FF classificados como “all-atom” (todos os atomos), “united-
atom” (4tomos unidos) e “coarse-grained” (granulagdo grosseira). Os FF “all-atom” possuem o
maior detalhe na descrigdo dos sistemas pois tratam cada atomo deste de forma explicita (a cada
atomo do sistema a simular corresponderd uma esfera no modelo computacional). FF “united-atom”
combinam cada carbono alifatico (carbonos de sequéncias de hidrocarbonetos ndo aromaticos) com
os seus hidrogénios ligados numa unica particula no modelo computacional (um grupo CH; em vez
de ser representado computacionalmente por trés esferas de hidrogénio ligadas a uma de carbono
sera representado apenas por uma esfera com caracteristicas que representam tal grupo, esta esfera
tera por exemplo um raio maior que uma esfera de carbono ou mesmo uma esfera para um grupo
CH,). Os FF com menor detalhe sdao os ‘“coarse-grained” onde unidades moleculares como

aminoacidos e aguas sdo tratadas como particulas singulares'™

. Na Figura 2.3 estdo representados
os modelos de um lipido descritos pelos trés tipos de campos de forgas discutidos.
O campo de forgas GROMOS96 43a1-S3, usado nas simulagdes anteriores, pertence a classe

“united-atom”. Este tipo de FF permite um ganho computacional elevado em simulagdes com varios
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lipidos, como em membranas (permite uma redugdo de célculos por um factor de 4 em comparagao
com um campo “all-atom”. Exemplificando as nove interagdes dos hidrogénios entre dois grupos

metil sdo reduzidas para uma.

Figura 2.3. Representa¢do do modelo computacional do lipido de POPC em FF “all-atom” (A), “united-atom” (B) e
“coarse-grained” (C). Nesta dissertagdo foram usados os modelos “united-atom” (simulagdes com o FF GROMOS96
43al-S3) e “coarse-grained (FF MARTINI).

FF “coarse-grained” com a sua grande redugao de detalhe da descricao dos sistemas tornam
as simulagdes extremamente mais rapidas, permitindo atingir escalas de tempo superiores bem
como simular sistemas maiores. No entanto, essa perda de detalhe ¢ também a sua maior
desvantagem, pois existem processos que dependem de mecanismos ao nivel do detalhe perdido, o
que resulta assim também na impossibilidade de simular esses processos. Apesar de tudo, este tipo
de simulag¢des tem vindo a aumentar de popularidade, pois com a otimizagao destes FF essa perda
de informacao tem sido cada vez menor e a aproximagdo dos resultados das simulagdes com dados
experimentais ¢ cada vez maior. Devido a melhoria destes FF e aliado ao facto de,
experimentalmente, o tempo requerido para a translocagdo de alguns MAPs através de membranas
ser da ordem de minutos®” (o que ultrapassa em muito as escalas de tempo acessiveis por
simulagdes), consideramos pertinente efetuar também simula¢des da interacdo do péptido LE10
com uma bicamada de POPC ¢ COL com o FF “coarse-grained” MARTINI'””. O FF MARTINI foi

escolhido por ter um espirito semelhante a0 GROMOS na sua parametrizacdo, pois assenta numa
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extensiva calibracdo de acordo com dados termodindmicos como coeficientes de particao

77 Além disso o procedimento e pardmetros a definir com o MARTINI sdo equivalentes

6leo/agua
aos usados nas simulagdes com o GROMOS, pois ambos os FF sdao usados com o pacote
GROMACS. O MARTINI tem sido bastante usado em varios tipos de simulagdes com resultados
muito satisfatorios'”’. A descricdo do procedimento usado serd breve, pois a realizagdo destas
simulagdes saem do ambito principal desta dissertagdo, permitindo no entanto avaliar se a
realizag¢do do tipo de estudo proposto (interagdo de MAPs com membranas lipidicas) ¢ viavel com
este tipo de FF.

Para a realiza¢dao das simula¢des o modelo da membrana de POPC e COL (60-40% mol) foi
construido novamente com o software CELLmicrocosmos 2.2, usando neste caso os modelos
“coarse-grained” destes lipidos fornecidos com o FF (http://md.chem.rug.nl/cgmartini/). O modelo
do péptido LE10 foi obtido através do script “Martinize” (script para gerar ficheiros de topologia e
estrutura de proteinas usando ficheiros de estrutura atomisticos, também ¢ fornecido com o FF no
seu site), usando o modelo criado para as simulagdes “united-atom”. Apods a obtengdo dos modelos
“coarse-grained”, a membrana e o péptido foram simulados com agua como solvente (cerca de
100ns para a membrana e 50ns para o péptido) e, posteriormente, quatro péptidos foram
adicionados a uma caixa de simulagdo com a membrana de POPC e COL, depois preenchida com
agua para a simulacdo da intera¢do do péptido com a membrana por cerca de 300ns.

Todas as simulagdes foram efetuadas com o GROMACS 4.0, usando o FF MARTINI 2.1 e
condi¢des PBC.

O tempo de integracao usado foi de 20fs para o péptido e membrana em agua, e de 30fs para
a simulagdo dos péptidos com a membrana em agua. Todos os sistemas foram inicialmente
minimizados energeticamente por cerca de 800 passos com o algoritmo “steepest descendent”. O

'7* foi usado para manter a temperatura a 323K, com uma constante de

termostato de Berendsen
acoplamento de 0,3 ps, enquanto que o barostato de Berendsen manteve a pressdo a Ibar, com um
tempo de relaxamento de 0,3 ps e uma compressibilidade de 3x10~bar', sendo como nas simulagdes
“united-atom” isotrdpico para a simulagdo do péptido LE10 em agua e semi-isotropico para as

simula¢des envolvendo a membrana.
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2.2. Estudos Laboratoriais

Nas simula¢des de MD o péptido LE10 foi o que mostrou uma interagdo mais pronunciada
com as bicamadas lipidicas, o que se traduzia num efeito muito claro. Para os estudos laboratoriais a
seguir descritos foi utilizado entdo esse péptido, devido a mostrar o efeito mais dramatico, sendo
assim em principio menos dificil validar ou ndo os resultados computacionais. Assim nos
laboratoriais apenas o péptido LE10 foi usado, com exce¢do de um dos testes antimicrobianos onde
também se empregou o péptido LK10. As razdes do uso destes péptidos estdo devidamente
justificadas no decorrer do capitulo dos resultados e discussao.

Para a validagdo dos resultados de MD, e para um maior entendimento dos mecanismos de
acdo de MAPs, foram inicialmente usados lipossomas, de composi¢ao semelhante a composicao das
membranas empregues nas simulagdes, que foram incubados com LE10. A interagdo do péptido
com os lipossomas foi primeiramente avaliada por técnicas de espalhamento de luz dinamico (do
Inglés “dynamic light scattering”, DLS), avaliando as variagdes de tamanho, potencial zeta ({) e
polidispersividade (PDI). A incubacdo dos lipossomas com LE10 serviu também para estudos de
espectrofotometria (cinéticas e espectros de fluorescéncia), e de microscopia (visualizacdo da
evolucdo temporal da incubagdo de lipossomas gigantes com LE10), pois os lipossomas foram
produzidos com a inclusdo da sonda fluorescente e hidrofobica Nile Red (NR). Por fim, foram
realizados testes com células de fibroblastos humanos e micro-organismos (bactérias e leveduras)
para avaliar a citotoxicidade induzida pelo péptido (nos testes antimicrobianos o péptido LK10
também foi utilizado pois possui carga positiva e em estudos com péptidos de apenas leucina e

lisina obtiveram-se péptidos com elevado poder antimicrobiano).

2.2.1. Ensaios com Lipossomas

Os péptidos LE10 e LK10 foram sintetizados pela empresa GenScript USA Inc. (de New
Jersey, EUA). O lipido fosfatidilcolina de lecitina de ovo (EPC, do Inglés “egg
phosphatidylcholine™) foi adquirido a Lipoid (Alemanha), o COL (C,7H40O) a Sigma (Espanha) e a
sonda fluorescente Nile Red (CyHsN,O:) a Invitrogen (Espanha). As aquisi¢des dos espectros e
cinéticas de fluorescéncia foram realizadas num espectrofluorimetro “Synergy Mx” da BioTek
(Alemanha). A aquisicao da cinética de fluorescéncia do NR foi realizada a 25°C durante 2 horas

com um comprimento de onda (CDO) de excitacdo de 495nm. A leitura do espectro de
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fluorescéncia foi efetuada também a 25°C, no intervalo de 500 a 700nm, com 495nm como CDO de
excitagdo, pouco tempo depois da incubagdo do péptido LE10 com os lipossomas.

O tamanho, PDI e { dos lipossomas foram medidos usando um “zetasizer” “Nano Series” da
Malvern (Inglaterra), a 25°C. Os lipossomas foram visualizados com recurso a um microscopio de
epi-flurescéncia “DM500 B” da Leica Microsystems (Alemanha), com uma lampada de mercurio
de 100W e com parametros para os filtros apropriados. As imagens digitais foram adquiridas com
uma camara digital “DFC350 FX” usando o software “Leica Microsystems LAS AF” versdo 2.0.

Todos os lipossomas foram preparados na propor¢do de 60% de EPC e 40% de COL
(mol:mol), com NR, através do método de hidratagcdo de filme lipidico, para uma concentracao final
de 3000uM de lipidos e 3uM de sonda NR (0,1% de concentragdo final). O método de hidratagdo de
filme lipidico consiste no uso de cloroféormio (98,9%) para dissolver os lipidos € NR, sendo a
solucdao evaporada num evaporador rotativo durante aproximadamente 2 horas e, posteriormente,
numa bomba de alto vacuo (para evaporar completamente a solu¢do remanescente). Por fim o filme
lipidico depositado no fundo do baldo volumétrico foi hidratado com 15mL de dgua com agitacdo
vigorosa seguido de 1 a 2 segundos de banho de ultra-sons para uma hidratagao completa.

O resultado deste método ¢ uma dispersdo de vesiculas multi-lamelares, que foi usada
diretamente ou foi extrudida, de acordo com os testes a realizar. Para obter uma populacido de
lipossomas grandes o suficiente para serem observados no microscopio de fluorescéncia, a
dispersdo anterior foi usada diretamente. Para evitar possiveis problemas com a fluorescéncia
(como fluorescéncia inespecifica) parte da dispersao foi usada apenas depois de filtrada através de
uma coluna de filtragdo (“PD-10 Desalting Column” contendo 8,3mL de “SpephadexTM” da GE
Heltcare), obtendo-se assim uma populagdo de vesiculas com teor reduzido de NR em excesso na
solucao.

Para obter uma populagdo homogénea de lipossomas parte da dispersdo anterior foi
extrudida cerca de 20 vezes através de uma membrana de poli-carbonato com um diametro de poros
de 100nm, num extrusor “Mini-Extruder” da Avanti.

Para avaliar as caracteristicas de interesse (tamanho, PDI, (, fluorescéncia, cinética e
imagem) com e sem incubacdo com LE10, as diferentes solugdes de lipossomas obtidas eram
diluidas de uma solugdo padrao de 3000uM para 500uM na solucdo final, tendo em conta o volume
necessario da solu¢do padrao do péptido (300uM de LE10 em agua), para uma concentragao final

de 3, 30 e 300uM de péptido.

2.2.2. Ensaios In Vitro
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Para avaliar a intera¢do do péptido LE10 com membranas de células de mamiferos foram
realizados os testes de integridade membranar e de viabilidade metabolica em fibroblastos humanos
cultivados in vitro. A linha celular BJ5ta, uma linha de fibroblastos de prepucio imortalizados via h-
TERT (“human-telomerase reverse transcriptase”), foi adquirida a ATCC através da LGC Standards,
e foi mantida de acordo com as recomendagdes do fornecedor. O meio de cultura usado era
composto de uma mistura 4:1 de DMEM (“Dulbecco's Modified Eagle's Medium”) e Meio 199,
tendo a mistura como suplementos soro fetal bovino (10% (v/v)), higromicina B (10pg/mL) e uma
solugdo dos antibioticos penicilina e estreptomicina (1% (v/v)). O meio DMEM em po, contendo L-
glutamina (4mM) e glucose (4,5 g/L), foi previamente reconstituido com a adi¢ao de bicarbonato de
sodio para uma concentragdo final de 1,5 g/L. O soro fetal bovino foi adquirido a Lonza
(Walkersville, Inc, Maryland, EUA), o meio de cultura e restantes suplementos a Sigma-Aldrich
(Buchs, Suica).

As células foram cultivadas a 37°C numa atmosfera humedecida com 5% de CO,. A
incubac¢ao com LE10 foi efetuada um dia depois do plaqueamento dos fibroblastos numa placa de
cultura (TPP, Suica) de 24 pogos (55000 células/pogo). O péptido foi solubilizado em éagua e
esterilizado através de filtragdo, e depois diluido no meio de cultura para concentragdes de 3 e
300uM. As células foram incubadas em duplicado com 500uL de cada dilui¢do do péptido durante
24 horas a 37C° e 5% de CO..

Para os testes de citotoxicidade, as células incubadas com dimetilsulfoxido (DMSO, 30%)
serviram como controlo positivo (0 DMSO ¢ extremamente toxico para as células, provocando a
sua morte), e células sem tratamento foram consideradas como controlo negativo. A citotoxicidade
do péptido LE10 foi entdo avaliada através da medicao da viabilidade metabolica dos fibroblastos
pelo ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e

através da medicdo da integridade membranar pelo ensaio da perda da lactato desidrogenase (LDH).

2.2.2.1 Ensaio do MTT

O ensaio do MTT baseia-se na quantificacdo do dano induzido pelos compostos a estudar no
metabolismo celular através da avaliagdo da atividade de desidrogenases mitocondriais'”. Na
realidade, o que se avalia ¢ a viabilidade mitocondrial, que se relaciona diretamente com a
viabilidade celular, sendo essa avaliacao feita através da quantificagao da redugdo do sal MTT (sal
amarelo solivel em 4gua) a formazano (sal roxo insolivel em 4dgua) por desidrogenases associadas
ao NADPH e ao NADH. A reducao do MTT leva a formacgao de cristais de formazano intensamente

coloridos no interior das células, que podem ser observados ao microscopio, ou dissolvidos com
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solventes organicos como o0 DMSO para quantificagdo através de espectrofotometria. A redugdo do
MTT traduzida na formag¢ao dos cristais sera diretamente proporcional a atividade mitocondrial e
viabilidade celular. Compostos que afetem a viabilidade celular levam a uma menor taxa de reducao
do MTT e consequentemente a formacao de cristais de formazano diminuira, o que se reflete nos
resultados de espectrofotometria.

Depois de um dia de exposi¢ao dos fibroblastos ao péptido, uma solugdo de MTT (50uL,
S5mg/mL) foi adicionada a cada pogo de cultura, sendo entdo a placa de cultura incubada mais duas
horas nas condig¢des ja descritas. No fim da incubagdo, o meio de cultura foi descartado e adicionou-
se uma mistura de DMSO e etanol (500uL, 1:1 (v/v)). Depois da solubilizacdo completa dos cristais
de formazano, a solug¢do resultante (150uL) foi transferida para uma placa de 96 pogos e a
absorvancia foi lida a 570nm e 690nm num espectrofotdmetro leitor de micro-placas. A viabilidade

celular relativa foi calculada tendo o controlo negativo como referéncia.

2.2.2.2. Ensaio da LDH

A enzima soluvel LDH ¢ muito abundante e estavel no citoplasma de varios tipos de células.
A existéncia de danos na membrana celular ou lise, leva a libertagdo da enzima para o meio
circundante, pelo que a LDH ¢ usada para a avaliagdo da integridade membranar e consequente

179

citotoxicidade medindo a sua actividade'”. A LDH catalisa a rea¢do da formacdo de lactato e NAD”
(dinucleotido de nicotinamida e adenina) através de piruvato ¢ NADH (dinucleotido de
nicotinamida e adenina reduzido), sendo a atividade catalitica da enzima avaliada com o
desaparecimento do NADH por espectrofotometria.

Para determinar a concentracdo da LDH no meio extracelular, o meio de cultura foi
recolhido e mantido a -80°C até a altura da quantificacdo. As células foram lisadas usando o tampao
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS, 15mM). O lisado foi recolhido e mantido a -80°C até
quantificacdo. A atividade da LDH foi quantificada pela diminui¢dao da absorvancia do NADH a
340nm durante 3 minutos a 30°C, usando um leitor de micro-placas. O volume final de reagao
(300uL) consistia em NADH (250uM) e piruvato (280uM) em tampao fosfato de pH 7,4 (50mM).
Para medir a atividade intracelular da LDH foi usado o lisado celular (45uL), enquanto que para a
atividade extracelular se usou o meio de cultura (90uL). A percentagem de LDH libertada para o

meio extracelular foi expressa como a relagao entre a atividade da LDH extracelular e a sua

atividade total.
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2.2.2.3 Testes Antimicrobianos

Testes em Placa de Cultura

Para determinar a atividade antimicrobiana dos péptidos LE10 e LK10, foram realizados
ensaios com microrganismos em meio de cultura solido em placas de cultura. Para tal, os
microrganismos foram repicados da cole¢do da Universidade do Minho e colocados a crescer em
meio de cultura liquido, meio Miieller-Hinton para as bactérias e o meio YEPD para leveduras,
numa estufa a 37°C para bactérias e numa outra estufa a 30°C para as leveduras. Quando os
microrganismos atingiram a fase exponencial de crescimento (2 dias apds o inicio do cultivo) foi
lida a sua densidade Otica e a sua concentragdo otimizada (para ser equivalente entre
microrganismos). Foram novamente repicados para o mesmo meio de cultura, mas com teor
reduzido em agar (0,5% para bactérias e 0,7% para leveduras), em placas de cultura. que ja
continham uma camada desse meio de cultura, neste caso com concentracdes usuais de agar (1-
1.5%). Assim, as placas de cultura ficavam com uma camada inferior de meio de cultura
solidificado e uma camada superior menos sélida do mesmo meio.

O cultivo dos micro-organismos em placas com duas camadas de meio de cultura tinha o
proposito de facilitar a inser¢do dos discos de aplicagdo (discos de celulose onde eram dispensadas
as solucdes a testar, nos casos em que foram usados), e de homogeneizar a distribui¢do dos micro-
organismos.

As solugdes foram dispensadas nos discos de aplicagdo (150uL), ou sobre pogos criados na
camada superficial de meio de cultura, e correspondiam as solugdes com as diferentes
concentragdes dos péptidos e aos controlos positivos e negativos. Os controlos positivos
corresponderam a culturas expostas ao antibidtico ampicilina (100mg/mL - bactérias) e ao
antimicotico higromicina (50mg/mL - leveduras). No controlo negativos foi aplicada agua.
Previamente a dispensa das solugdes estas eram filtradas para evitar problemas de contaminacao, no
entanto num dos testes também foram incluidas solugdes peptidicas nao filtradas (para evitar a
hipotese de em resultado do processo de filtragdo a concentragdo peptidica final ser muito
diminuida) As placas eram entdo colocadas em estufa para o crescimento dos micro-organismos.
Dois dias depois as placas foram retiradas e fotografadas para verificar a presenga ou auséncia de

halos de inibi¢ao de crescimento.

Testes em Solucao
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Os testes em placa sdo adequados para compostos com elevado poder antimicrobiano. No
entanto, testes em solugdo sdo bastante mais sensiveis, como se pode verificar no facto de a
concentracdo dos antibioticos usados para controlo positivo ser 1000 vezes inferior em ensaios
antimicrobianos em solucdo em relacdo aos anteriores. Devido a maior sensibilidade foram
realizados ensaios em solucao.

Para a sua realizagdo os micro-organismos foram repicados e colocados a crescer tal como
nos testes em placa, mas neste caso apenas em meio de cultura de Miieller-Hinton. Quando os
micro-organismos atingiam a fase exponencial de crescimento, foi registada a sua densidade otica e
a sua concentragdo otimizada. Posteriormente foram repicados para placas de cultura de 24 pocos e
incubados numa estufa com as solugdes de diferentes concentracdo do péptido LEI0 (3, 30 e
300uM) e com as solugdes controlo. Os controlos positivos e negativos utilizados foram os mesmos
dos testes em placa de cultura descritos anteriormente. A concentracdo de ampicilina e higromicina
foi de 0,Img/mL e 0,05mg/mL, respetivamente. Esta incubagdo durou 24 horas, durante a qual

foram lidos os valores de absorvancia em intervalos de 30 minutos até 7h de incubagao.
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3. Resultados e Discussdo

3.1 Modelos Computacionais

3.1.1. Péptidos

A constru¢do dos modelos peptidicos no formato PDB foi elaborada com o software Pymol,
que simplesmente junta as estruturas dos residuos constituintes, sendo os modelos resultantes, que
estdo representados na Figura 3.1, estruturas lineares sem qualquer conformagao espacial (estrutura
peptidica primaria). A conversao dos modelos PDB para gro efetuada pelo programa do
GROMACS pdb2gmx, teve em conta o campo de forcas escolhido, sendo o resultado da conversao
as mesmas estruturas lineares, agora em formato gro, e ficheiros de parametrizacdo necessarios para
a realizacao das simulagdes.

Na Figura 3.1 estao representados os modelos peptidicos antes e depois da simulagdo MD
dos péptidos em dgua. O modelo “coarse grained” do péptido LE10 ndo sera aqui discutido (ver
seccdo 3.2.4). No final das simulagdes os péptidos adquiriram conformacdes estruturais que
minimizam a energia total do sistema, sendo a conformacao guiada pelas propriedades do mesmo.
Os péptidos adquiriram alguma conformagdo espacial, pois as estruturas iniciais, devido a sua
linearidade, eram energeticamente desfavoraveis (todos os residuos, com os seus grupos polares,
apolares, carregados, etc., estavam bastante expostos as moléculas de agua). No entanto, como se
pode verificar nas imagens, nenhum adquiriu estruturas terciarias (alfa-hélices ou folhas beta), o
que ¢ compreensivel visto a alternancia de residuos nas sequéncias peptidicas, o que nao permite a
agregacao de residuos para a formacdo desse tipo de estruturas. Este facto também leva a que os
péptidos ndo atinjam conformagdes estruturais estaveis, mais concretamente que nao atinjam uma
conformagdo global que se mantenha ao longo da simulagdo, o que leva a elevados valores de
flutuacdo do valor quadratico médio (RMSF, do Inglés “root mean square fluctuation”). O RMSF
corresponde a diferenca média entre todas as particulas e suas posi¢des médias ao longo de
determinado tempo. Assim, valores elevados de RMSF indicam variagdes maiores da particula ao

longo do tempo.
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Figura 3.1. Representacdo dos modelos computacionais peptidicos (representacdo de esferas para o péptido LE10 CG

e de esqueleto para os restantes) aquando da sua construgdo no software Pymol (a esquerda) e depois da simulagdo MD
dos seu comportamento em agua (5ns para os modelos “united-atoms” e 50ns para o modelo “coarse-grained”). Codigo

de cores: azul escuro — alaninas; branco — glicinas; roxo — leucinas; azul claro — lisinas; vermelho acidos glutamicos.
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Figura 3.2. Valores de flutuag@o do valor quadratico médio (RMSF) dos péptidos GA10, LK10 e LE10 ao longo de Sns
de simulagdo. Valores calculados tendo por base toda a estrutura peptidica.

Figura 3.3. Representagdo estrutural dos valores de RMSF (a esquerda) e da conformagio final peptidica (2 direita) no
final das simulagdes dos péptidos em agua. Para as figuras da esquerda cores mais claras como o branco o cinzento € o
azul claro indicam residuos com elevados RMSF, enquanto que cores mais escuras (roxo, vermelho) indicam valores de
RMSF menores. O codigo de cores das figuras da direita ¢ igual ao da figura 3.1. Os péptido estdo representados como
modelo esqueleto.
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Como ¢ possivel verificar na Figura 3.2, todos os péptidos apresentam valores elevados de
RMSEF por residuo, além do seu padrao de RMSF por residuo ser semelhante entre os trés, sendo os
residuos mais interiores os que apresentam menor flutuagcdo (ver também Figura 3.3). Os trés
péptidos contém residuos hidrofobicos, mas ndo se conseguem estruturar de forma a "esconder"
esses residuos da 4gua, o que minimizaria a energia do sistema, pois para cada residuo nao
hidrofobico existe outro hidrofobico. Daqui resulta que o péptido ndo consegue rodar ou torcer a
sua estrutura de forma a ndo expor residuos hidrofobicos. Por isso, os péptidos estdo em constante
variacao estrutural, o que se traduz em elevados RMSF.

O tempo de simulagdo de 5ns foi considerado suficiente para a amostragem do sistema, visto
a conformagao dos péptidos ndo demonstrar qualquer tendéncia. Isto foi posteriormente confirmado
por uma extensdo da simulagdo do péptido LE10 até¢ 100ns, a qual mostrou que o péptido variava
sempre a sua conformacao ao longo do tempo, ndo mostrando nenhuma tendéncia para um minimo
de energia (ver Figura 3.4).
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Figura 3.4. Representacdo dos valores de Energia total do sistema com o péptido LE10 em agua, ao longo dos 100ns de
simulagdo.

3.1.2. Modelos Membranares

Depois da construgao dos modelos membranares pelo software CELLmicrocosmos, estes
eram incluidos em caixas de simulacdo, nas quais se adicionavam moléculas de dgua, sendo por fim
simulado o seu comportamento para equilibracdo energética e estabilizagdo da estrutura dos lipidos
na membrana. Para esta dissertacao cinco membranas lipidicas principais foram construidas, quatro

modelos de membranas de POPC e COL de diferentes tamanhos (para simplificar serdo de aqui em
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diante denominados como S para o modelo de menor tamanho, M para o de tamanho intermédio, L
para o maior ¢ CG para o modelo “coarse grained”), ¢ um modelo de bicamada de apenas POPC
(denominado por P de aqui em diante). Na Tabela 4 estdo representadas algumas informacgdes sobre

os sistemas membranares simulados.

Constituintes (n° de
Tamanho (x:y:z (nm)) Tempo de simulag¢do em
Sistema Rétulo aplicado moléculas)
" agua (ns)
Inicial Final POPC | COL Agua
Membrana pequena de
S 7,4:7,4:13,4 | 6,6:7,0:14,9 124 84 17524 10
POPC e COL
Membrana média de POPC 14,2:14,2:10,
M 12,5:12,5:11 460 308 47286 10
e COL 9
Membrana grande de POPC
L 26:26:12 - 1344 897 85891 -
e COL
Membrana de POPC P 9,3:9,3:9,3 9:9:10,5 266 - 16913 15
Membrana “coarse grained”
CG 49,9;49,9;9 |36,5;36,5;6,8 | 3451 2302 | 103960 100
de POPC e COL

Tabela 4: Descricao dos sistemas membranares simulados e algumas das suas propriedades.

Visualmente e através dos valores da largura do sistema (sensivelmente equivalentes ao
comprimento membranar) observa-se claramente que os primeiros modelos de membranas criados
no CELLmicrocosmos (modelos S e M) tém uma area por lipido elevada, o que se traduz numa
compacta¢do ao longo da simulagdo em agua, o que também aconteceu com o modelo “coarse
grained”. Tal ndo se deveu a limitagdes do software, apenas a inexperiéncia no seu uso no caso dos
modos S e M, pois os modelos posteriores j4 mostraram muito pouca compactagdo (no caso do
modelo P a simulagdo de 15ns ndo provocou diferengas significativas ao modelo criado no software,
em comparagdo com os modelos anteriores). A compactacdo observada no modelo CG ja pode ser
imputada a limitagdes do software pois, apesar de o mesmo possibilitar a constru¢do de modelos
CG, estd otimizado para modelos ‘“all-atom” ou “united-atom”. O software mostrou ser
extremamente Util, pois permite a criagdo das membranas muito facilmente usando uma interface
grafica robusta, informativa e intuitiva, com varias opgdes e varios formatos de saida, permitindo
criar um modelo membranar numa questdo de minutos com uma conformagdo ja aproximada da
resultante da simulacdo dos lipidos em agua.

Note-se que a membrana L ndo foi simulada sozinha em dgua, como as anteriores, pois nao
seria possivel simular uma membrana tdo grande em 4agua e depois com os péptidos em adgua em
tempo util para a dissertacdo, e devido ao facto de o modelo membranar P pouco se ter alterado na
simulacdo em agua (os parametros aplicados no CELLmicrocosmos foram optimizados). Assim

optou-se por simular de imediato o modelo da membrana grande com um e quatro péptidos de LE10
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em agua, tendo sido esta simplificacao efetuada devido a potencial relevancia dos resultados.

Os valores da espessura e comprimento membranar ao fim dos cerca de 10ns de simulagdo
das membranas S,M e P em agua variavam pouco o que, em conjunto com a pouca variagdo de
valores da energia total calculados (ndo apresentados), levou a que o tempo simulado fosse

considerado adequado para o relaxamento das estruturas.
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3.2 Simulagées da Interagdo dos Péptidos com as Membranas

No final das simulagdes anteriores, foram inseridos numa caixa de simulacdo os modelos
computacionais dos péptidos em conjunto com os modelos membranares, sendo a caixa preenchida
com agua. Procedeu-se entdo as simulagdes da interacdo dos modelos computacionais dos péptidos

€ membranas.

3.2.1 Simulag¢des com Sistemas S
3.2.1.1. Interacgao do Péptido GA10 com a Membrana S

O péptido GA10 ¢ constituido por 10 aminoécidos de glicina e alanina intercalados. Para
esta dissertacdo sera considerado como controlo negativo em termos do estudo da influéncia da
carga peptidica nas interacdes membranares. O comportamento da interagdo deste péptido com
bicamadas lipidicas foi inicialmente avaliado através da simulagdo do modelo peptidico com o
modelo membranar S (sistema GA10_S, ver Figura 3.5).

Avaliando visualmente o comportamento das simulagdes deste péptido com o modelo S, o
primeiro facto percetivel € que nao existe nenhuma atracao ou repulsao significativa entre o péptido
GA10 e a membrana de POPC e COL (ver Figura 3.5). Este facto leva a que, apesar de em todas as
réplicas o péptido ter sido colocado a mesma distdncia da membrana, este contacte com ela a
diferentes tempos em cada réplica, devido as diferentes dire¢cdes da deriva do péptido em cada uma,
o que ¢ evidente na analise grafica da Figura 3.6. Além disso, nas réplicas 2, 3 e 4 o péptido vai ao
encontro do folheto lipidico superior da bicamada, enquanto as réplicas 1 e 5 vao ao encontro do
folheto inferior, pois as PBC assim o permitem (nas réplicas onde os péptidos se dirigem para o
limite superior da caixa de simulag@o vao surgir no limite inferior, mantendo a dire¢do da deriva). O
tempo até o GA10 entrar em contacto com a membrana S ¢ mesmo a principal diferenga entre as 5
réplicas, sendo o comportamento do sistema ao longo do tempo, no que diz respeito as suas

conformacdes finais, e as propriedades analisadas, globalmente semelhantes.
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Figura 3.5. Evolucdo, ao longo de 200ns, da simulag@o da réplica n® 3 do sistema GA10_S. Representagdo frontal (esquerda) e de topo (direita) de cada estado. O codigo de cores e
tipo de representacdo sdo iguais a Figura 2.1 (com excegdo do modelo de esqueleto peptidico, no 1° estado, que foi representado tal como na Figura 3.1). As moléculas de agua foram
omitidas para uma maior claridade.



Na representagdo grafica da distdncia dos centros de massa (CM) dos péptidos a bicamada lipidica
(relativa a normal da membrana, direcdo Z) da Figura 3.6 ¢ visivel uma grande variacdo nos
nanosegundos iniciais, que correspondem a ja referida deriva do péptido no solvente. As réplicas 3 e
5 sdo onde se verifica que o péptido GA10 contacta mais cedo com a membrana (apds cerca de 5ns
de simulacdo), a réplica 4 corresponde ao sistema onde o péptido mais tempo leva até contactar com
a membrana (s6 o faz depois de cerca de 32ns), enquanto que as replicas 1 e 2 levaram um tempo
intermédio aos anteriores para o contacto entre péptido e bicamada (cerca de 25ns e 12ns para a

réplica 1 e 2, respetivamente)
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Figura 3.6. Valores de distancia entre os CM dos péptidos ¢ bicamada lipidica (em cima), e entre os CM dos dois

folhetos lipidicos da bicamada (em baixo) para as 5 réplicas da simulagdo GA10_S. Os valores sdo relativos a direcdo Z
dos sistemas.
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Posteriormente ao contacto do péptido com a bicamada a distancia entre os CM dos dois
elementos do sistema simulado mantém-se sensivelmente constante entre valores de 2 e 3nm de
distancia, a excecdo da réplica numero 5, que por volta dos 120ns de simulagdo atinge valores
inferiores que se mantém até ao final da simulag¢do. Os valores médios desta distancia, excluindo o
tempo de deriva, foram de 2,4(+/- 0,2nm), 2,4 (+/-0,2nm), 2,3(+/-0,2nm), 2,5(+/-0,2) e 1,9(+/-0,5)
para as réplicas 1,2,3,4 e 5, respetivamente. Tais valores espelham bem o comportamento acima
discutido, tendo os valores médios das 4 primeiras réplicas pouca diferenca entre si, com desvios
padrdo pequenos indicando que a distancia entre os CM do péptido e membrana lipidica variava no
maximo pouco mais que 2 angstroms. A réplica 5 apresentou uma variacdo maior da distancia, por
atingir valores significativamente inferiores.

A andlise da espessura membranar mostrou que, relativamente a esta propriedade, a
diferenca entre réplicas ¢ muito pequena. O comportamento evidenciado em todas as réplicas ¢é
semelhante, podendo dividir-se o grafico da variacdo da espessura membranar em trés zonas. A
primeira corresponde aos primeiros 60-65ns de simulagdo, onde os valores da espessura vao
variando entre os 2,25 e 2,45nm (aproximadamente), posteriormente, entre os 60-65ns e os 110-
115ns existe uma tendéncia de aumento em todas as réplicas da espessura membranar e, chegando a
tais tempos de simulacdo, todos os sistemas parecem atingir um plateau na variagdo desta
propriedade e os valores de espessura passam a variar entre os 2,35 ¢ 2,6nm (aproximadamente).
Este comportamento € provocado pela interagdo com o péptido GA10, a bicamada expande-se para
acomodar a inser¢do do péptido a sua superficie. Por isso, inicialmente, quando o péptido esta
difundido na dgua ou contacta apenas superficialmente com a membrana, a varia¢ao da espessura ¢é
pequena e estavel pois deve-se apenas ao ajuste natural dos lipidos na membrana. No entanto,
quando o péptido comega a inserir-se no ambiente lipidico, sensivelmente quando o valor da
distancia do CM do péptido ao CM da bicamada, anteriormente discutido, se torna inferior a 2,3
nm, atinge-se a fase de tendéncia do aumento da espessura, pois o péptido comeca a ocupar o
espaco anteriormente ocupado apenas pelos lipidos POPC e COL. Mais tarde, a espessura volta a
estabilizar, devido & maxima insercdo do péptido na bicamada. Seguindo tal raciocinio de andlise,
seria de esperar que a réplica do sistema com menor distancia do CM peptidico ao CM membranar
fosse a mesma com a bicamada de maior espessura. No entanto, analisando a réplica 5 vé-se que
exibe a menor distdncia e também a menor espessura (tendo em conta os ultimos 80ns de
simula¢do). Tal incongruéncia deriva dos dados analisados serem referentes a CM e mudangas na
distribuicdo dos atomos levarem ao deslocamento dos mesmos. Como a bicamada ndao ¢ um

paralelepipedo perfeito, apresentando ligeiras curvaturas e lipidos a diferentes alturas na bicamada,
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¢ necessario ter em conta a forma da bicamada e também do péptido, e a réplica 5 apresenta uma
curvatura membranar que deve afetar os valores calculados. Além disso a membrana também pode
aumentar o seu tamanho longitudinal (pode aumentar o seu tamanho nas direcdes de X e V),
permitindo menores aumentos de espessura para comportar o volume ocupado pelo péptido. Estes
aspetos sdo conhecidos a priori, mas s6 agora abordados, mostram que este tipo de estudo que
aparenta ser passivel de uma andlise direta destes resultados, necessita na realidade de uma analise
bastante cuidada.

A disposicdo dos atomos das moléculas de 4gua, das caudas lipidicas de POPC e das
moléculas do péptido foi analisada calculando os seus perfis de densidade ao longo da dire¢do Z

(normal @ membrana) representados na Figura 3.7.
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Figura 3.7. Perfis de densidade das moléculas de dgua (azul escuro), das caudas de POPC (azul claro) e do péptido de
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valores relativos as moléculas do péptido foram multiplicados por dez.
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Como o numero de atomos do péptido GA10 ¢ bastante inferior em relagdo ao nlimero das
outras moléculas analisadas, os seus valores de densidade foram multiplicados por dez, para retirar
uma maior informacao grafica dos perfis de densidade (o mais importante nesta analise sdao as
posicdes relativas dos 4tomos e ndo tanto o valor da densidade). Tal como nas propriedades
anteriores ndo existe grande diferenca entre as 5 réplicas. A Unica diferenca facilmente percetivel
entre as réplicas reside na posi¢ao do péptido em relacdo a membrana. Como tal, para as réplicas 2,
3 e 4 o pico de densidade do péptido esta localizado a valores de Z maiores (os péptido estdo
adsorvidos no folheto lipidico superior), e as restantes 1 e 5 a valores de Z menores (péptidos
adsorvidos no folheto inferior). Os perfis de densidade permitem confirmar que o péptido GA10
tende a situar-se na interface bicamada/agua, pois os seus picos de densidade ficam préximos a
interseccdo entre a densidade das caudas de POPC e das aguas, sendo os picos peptidicos das
réplicas 4 e 5 os mais distantes de tal intersec¢do; na réplica 4 o pico peptidico ¢ mais exterior a
intersec¢do, o que indica que € nesta réplica onde existe menos inser¢ao peptidica, e na réplica 5 o
pico peptidico ¢ interior a interseccao, indicando a réplica com maior inser¢do. Estes valores sao
perfeitamente concordantes com os valores da distdncia entre os CM do péptido e membrana
anteriormente apresentados, indicando que a ordem decrescente da inser¢do do péptido na
membrana ¢ a seguinte, réplica 5 > réplica 3 > réplica 2 > réplica 1 > réplica 4. Os perfis de
densidade da agua s3o sensivelmente iguais em todas as réplicas, enquanto que para as caudas de
POPC os seu picos sdo ligeiramente diferentes entre réplicas devido a interagao com o péptido.

O péptido GA10 serve como controlo negativo em relacdo a influéncia da carga peptidica na
interacdo de MAPs com membranas, € como foi possivel observar nestas analises, ndo aparenta ter
alguma atividade de disrup¢do ou penetragdo membranar, apesar de ficar adsorvido na interface
agua bicamada e de provocar alguma desordem no arranjo lipidico membranar. Mais a frente serao
analisadas outras propriedades das simula¢des da interagdo do péptido GA10 com a membrana S,
mas essa andlise serd em conjunto com os péptidos LK10 e LE10, para um estudo comparativo,

sendo nessa altura feita uma discussao mais completa.

3.2.1.2. Interacio do Péptido LK10 com a Membrana S

Depois de analisada a interagdo do péptido GA10 com a membrana S serd agora analisada e
discutida a interacdo com o péptido LK10. Este péptido, devido ao seu contetido hidrofobico
(residuos de leucina) e carregado positivamente (residuos de lisina), serd o que mais se aproximara

de um MAP. O comportamento do sistema LK10 S encontra-se representado na Figura 3.8.
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Figura 3.8. Evolucao, ao longo de 200ns, da simulacdo da réplica n® 3 do sistema LK10_S. Representacdo frontal (esquerda) e de topo (direita) de cada estado. O codigo de cores e
tipo de representacdo sdo iguais a Figura 2.1, com excegdo do péptido no ultimo estado, onde para uma melhor perce¢do da sua conformacdo, os seus residuos foram coloridos tal
como na Figura 3.1, e a membrana foi omitida da Gltima representagdo com o mesmo intuito. As moléculas de agua foram omitidas para uma maior claridade.



Ao contrario do que aconteceu com o péptido GA10, o péptido LK 10 rapidamente atingiu a
superficie membranar interagindo com a mesma. A réplica 2 foi a excecdo a este facto pois levou
cerca de 44ns até interagir com a membrana, enquanto que as restantes réplicas 1, 3, 4 ¢ 5 levaram
apenas 2, 7, 3 e 5ns, tempos no geral inferiores aos observados nas diferentes réplicas do péptido

anterior (ver Figura 3.9).
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Figura 3.9. Valores de distancia entre os CM dos péptidos e bicamada lipidica (em cima), e entre os CM dos dois
folhetos lipidicos da bicamada (em baixo) para as 5 réplicas da simulagdo LK10_S. Os valores sdo relativos a direcdo Z
dos sistemas.

A explicagdo destes tempos de deriva menores parece prender-se com as interagdes eletrostaticas. O
péptido LK10 ¢ carregado positivamente, o que ndo acontece com o GA10, as cargas positivas dos

residuos de lisina sentem atracdo pelas cargas negativas dos grupos fosfato presentes nas cabecas
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dos fosfolipidos de POPC. Assim, quando os residuos de lisina, durante a sua deriva pelo solvente,
atingem zonas suficientemente proximas dos grupos fosfato carregados, inicia-se a atracdo entre o
péptido e bicamada, guiando a deriva do péptido LK10 em dire¢do a membrana, o que resulta em
menores tempos de simulagdo até os péptidos atingirem a membrana.

Mesmo sem analisar os dados de distancias entre CMs e perfis de densidade ¢ percetivel
visualmente que o péptido LK 10 tem tendéncia de se localizar numa zona mais interior 8 membrana
que o péptido GA10, localizando-se pouco abaixo das cabecas dos fosfolipidos de POPC. Outro
facto que ¢ visivel ¢ a diferente tendéncia de localizagdo dos dois residuos que compdem o péptido,
percebendo-se que os residuos de lisina ficam em posi¢cdes menos interiores, mais proximos dos
grupos fosfato dos POPCs, enquanto que os residuos de leucina tendem para zonas mais interiores
da membrana, ficando na zona das caudas lipidicas dos lipidos de POPC (ver ultimas
representacdes da Figura 3.8). A tendéncia mostrada pelos dois tipos de residuos esta de acordo com
as suas propriedades pois a lisina, sendo carregada positivamente, ¢ atraida pelos grupos fosfato
negativos e, por sua vez, a leucina, sendo hidrofobica, tende para a zona membranar com a mesma
propriedade.

Na Figura 3.9 estdo representadas as distancias entre os CM do péptido e da bicamada ao
longo do tempo das 5 réplicas simuladas. Tal como com o péptido GA10, a diferenca entre réplicas
¢ pequena, sendo neste caso ainda menor por apenas uma réplica levar um tempo de simulagao até a
interacdo do péptido LK10 com a membrana significativamente diferente das outras réplicas
(réplica 2). Apos a fase inicial de estabilizagdo o comportamento da distancia entre os dois CMs ¢
semelhante entre todas as réplicas, existindo uma varia¢do a volta do valor de 2nm. Os valores
médios para esta distancia, excluindo o tempo de difusdo pelo solvente, foram de 1,8 (+/- 0,2), 2,2
(+/-0,2), 1,9 (+/- 0,2), 2,0 (+/- 0,1) e 2,0(+/- 0,1)nm para as réplicas 1, 2, 3, 4 e 5, respetivamente.
Apesar de a dispersdo desta medida ao longo do tempo ser semelhante a obtida com o péptido
neutro (os valores de desvio padrao das diferentes réplicas com ambos os péptidos sdo proximos), a
distancia média ¢ inferior, o que visualmente ja era percetivel. A semelhanga entre os resultados da
dispersdo dos dois péptidos indica que o comportamento observado de ambos os péptidos sera o
mais provavel nas simulagdes e nao representa um comportamento ocasional.

Os valores da distancia entre os CM dos dois folhetos lipidicos da membrana, que indicam a
espessura membranar, tiveram um comportamento semelhante ao longo do tempo com excegdo da
réplica 2, tal como no caso anterior (ver Figura 3.9). A divisdao dos resultados da espessura
membranar ao longo do tempo em trés zonas, como aconteceu com os mesmos resultados para o
péptido GA10, ¢ menos evidente. No entanto, se forem excluidos os valores da réplica 2 tal divisao

também pode ser aplicada, mas neste caso a primeira zona prolonga-se até¢ cerca de 100ns de
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simulagdo, a zona em que os valores sofrem um pequeno aumento encontra-se entre 100 e 140ns e,
atingido tais tempos os valores de espessura parecem estabilizar. Os valores da espessura apds a
interacao com este péptido sdo pouco superiores aos obtidos nas simulagdes com o péptido GA10, o
que esta de acordo com a discussao anterior, onde se afirma que quanto maior a inser¢ao peptidica
maior a espessura. No entanto, o péptido LK10 insere-se bastante na bicamada, ao contrario do
anterior, sendo de esperar valores mais elevados da espessura. Apesar disto, € necessario ter em
conta que este péptido se insere na bicamada, mas numa conformagdo linear, enquanto que o
anterior se compactava e torcia. Assim o péptido LK10 pode inserir-se na membrana com uma
conformacao estrutural que a membrana consegue acomodar melhor, afetando menos a espessura da
bicamada lipidica. Além disso, convém lembrar que os valores sdo entre CM e, como os péptidos
tétm uma conformacdo e massa diferentes, os valores obtidos para os dois péptidos ndao sao
diretamente comparaveis.

A anélise dos perfis de densidade (Figura 3.10) vem confirmar a maior inser¢ao na bicamada
deste péptido em comparagdo com o péptido GA10. Ao contrario dos perfis obtidos para os sistemas
com o péptido GA10, os picos relativos as diferentes réplicas do péptido LK 10 estdo localizados em
zonas interiores, ou na mesma zona, a intersec¢ao entre os perfis das moléculas de agua e das
caudas de POPC. Segundo estes perfis, a ordem de inser¢do peptidica das diferentes réplicas sera:
réplica 2 > réplica 1 > réplica 4 > réplica 3 > réplica 5. Estes valores parecem contradizer os valores
da distancia entre os CM do péptido e bicamada, pois segundo os valores médios dessa distancia a
ordem de insercao peptidica seria réplica 1 > réplica 3 > réplica 4 > réplica 5 > réplica 2. Com uma
analise mais cuidada, percebe-se que excluindo a réplica 2 de ambas as ordens se obtém sequéncias
semelhantes em que apenas a ordem entre as réplicas 3 e 4 difere. No entanto, as réplicas 3,4 e 5
tém valores médios da distancia muito semelhantes, tal como os perfis de densidade, o que torna o
processo de ordenar estas réplicas de acordo com a sua inser¢ao peptidica uma tarefa dificil. A
exclusdo da réplica 2 ndo foi efetuada com o intuito de facilitar a analise mas sim porque o péptido
LK10 circulou dissolvido em solu¢ao quase um quarto do tempo simulado. Isto terd uma grande
influéncia nos valores médios calculados e no perfil de densidade, o que neste tltimo se traduz num
perfil das caudas de POPC mais largo, um pico peptidico mais baixo e numa zona de baixa
densidade das moléculas da 4gua mais curta, relativamente as outras réplicas, ndo permitindo uma

comparagdo direta entre réplicas.
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Figura 3.10. Perfis de densidade das moléculas de agua (azul escuro), das caudas de POPC (azul claro) e do péptido de
LK10 (verde). Os perfis s@o relativos a diregdo Z do sistema. Os valores relativos as moléculas do péptido foram
multiplicados por dez.

3.2.1.3. Interacgao do Péptido LE10 com a Membrana S

O péptido LE10 ¢ hidrofébico devido a presenca de residuos de leucina, e carregado
negativamente devido aos residuos de acido glutdmico. Assim, a diferenga entre este péptido e o
péptido LK 10 reside na carga presente em cada um. Como ja foi referido, o péptido LK10 serd o
que mais se aproximara de um MAP, e apesar de existirem AMPs negativos, a existéncia de CPPs
carregados negativamente apenas foi descrita por uma vez, do que ¢ do nosso conhecimento. Nessa

descricdo o péptido ¢ sintético e derivado de um CPP conhecido onde alteraram os seus residuos
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carregados positivamente por aminoacidos carregados negativamente'*

. O péptido LE10, apesar de
ndo se enquadrar na descri¢ao geral de AMPs e CPPs, pode mostrar ser um MAP, pois a existéncia
de péptidos carregados negativamente que interagem com membranas ¢ admitida, apesar de pouco
estudada.

A representacdo da evolucdo temporal das simulagdes do sistema LE10 S mostram uma
clara intera¢do entre o péptido e a bicamada que se traduz numa deformagdo intensa desta ultima
(ver Figura 3.11). A analise visual, aliada aos resultados da distancia entre os CM do péptido e da
membrana, permite também concluir que o péptido LE10 demonstra uma grande atracdo pela
bicamada pois em todas as réplicas atinge a superficie membranar no primeiro nanosegundo de
simulagdo. Além disso, ¢ notorio que o péptido LE10 de alguma forma obriga a membrana a dobrar
na zona de contacto e que, como a membrana vai dobrando, o péptido nunca se insere na mesma,
ficando sempre adsorvido a superficie membranar. Esta dobra da membrana leva a que a caixa de
simulagdo se alongue na direcdo do eixo dos Z, encurtando nas outras na mesma propor¢ao (as
simulagdes foram efetuadas no ensemble NPT, logo mantém o volume). Esta variacao da forma da
caixa de simulagdo vai criar um problema, o aparecimento de artefactos relacionados com as PBC,
porque com a dobra da membrana e diminui¢do do tamanho da caixa no plano XY (plano
membranar), as interagdes entre as copias periddicas do sistema vao ser alteradas. Inicialmente, com
a membrana linear nas fronteiras da caixa de simulagdo, os lipidos de uma copia periddica
contactavam lateralmente os lipidos das copias adjacentes nas dire¢does X e Y, mas com o dobrar da
membrana os lipidos ficam inclinados. Assim, os lipidos perto das fronteiras da caixa de simulagdo
passam a contactar com os adjacentes das coOpias periddicas de uma forma ndo natural em
membranas lipidicas (ver representagdo do estado do sistema a 30ns na Figura 3.11), o que leva a
que os sistemas comecem a comportar-se de forma artificial, originando artefactos. Neste caso, os
artefactos mostram uma desestabilizagdo global da membrana com o evoluir da simulacao, razao
pela qual nestas réplicas as simulagdes foram estendidas apenas até cerca de 100ns, e a analise serad
baseada apenas nos 20ns iniciais, onde a dobra membranar ¢ menos pronunciada nio levando a

artefactos.
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Figura 3.11. Evolugéo, ao longo de 200ns, da simulag@o da réplica n° 2 do sistema LE10_S. Representacdo frontal (esquerda) e de topo (direita) de cada estado. O codigo de cores e
tipo de representacdo sdo iguais a Figura 2.1. O estado de 30ns apresenta também uma representagdo do sistema com uma réplica de si mesmo, para uma perce¢do dos problemas
com as PBC relatados no texto (as linhas azuis indicam os limites da caixa de simula¢@o). As moléculas de 4gua foram omitidas para uma maior claridade.



Os valores da distancia entre os CM do péptido LE10 e da bicamada confirmam a forte
atracdo do péptido pela membrana pois em todas as réplicas estes valores diminuem com elevados
declives até cerca de 3nm em 2ns (ver Figura 3.12). Posteriormente, entre os 2 e 4ns de simulacao,
os valores descem para valores proximos a 2,5nm, mantendo-se constantes durante os 20ns de
simulagdo. A média da distancia dos 20ns simulados, excluindo o primeiro nanosegundo (tempo de
deriva), é de 2,6 (+/- 0,2), 2,4 (+/-0,2), 2,5 (+/- 0,1), 2,5 (+/- 0,1) e 2,5 (+/- 0,2) para as réplicas 1, 2,
3, 4, e 5, respetivamente. A pouca variagdo dos valores da distdncia entre os CM do péptido e
membrana confirmam que o péptido fica adsorvido na superficie membranar nao se inserindo em
nenhuma zona membranar, ao contrario do péptido GA10, que insere algumas zonas da sua
sequéncia no ambiente lipidico membranar ou do péptido LK10, que se inseria bastante na

membrana.
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Figura 3.12. Valores de distincia entre os CM dos péptidos e bicamada lipidica (em cima), e entre os CM dos dois
folhetos lipidicos da bicamada (em baixo) para as 5 réplicas da simulagdo LE10_S. Os valores sdo relativos a diregdo Z
dos sistemas.
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Enquanto que a variacdo entre as diferentes réplicas era pequena para a distdncia analisada
anteriormente, para os valores da distancia entre os CM dos dois folhetos lipidicos (equiparada a
espessura membranar) a variacdo foi significativa. Como ¢ visivel na representacdo grafica destes
valores (Figura 3.12) a distancia entre os CM dos dois folhetos vai aumentando ao longo do tempo
simulado até valores de entre 2,7 e 3,3nm (aproximadamente). Isto ndo significa que os folhetos
membranares se vao separando ao longo do tempo, ou que a membrana vai aumentando a sua
espessura, apenas que a curvatura da membrana provocada pelo péptido leva a um deslocamento
constante dos CM calculados, nao podendo assim ser dada relevancia a esta analise nas simulagdes
com este péptido.

Tal como a andlise das distancias entre CMs, a andlise dos perfis de densidade ndo permitem
uma discussdao equivalente a efetuada nas mesmas simulagdes com a membrana S mas com o0s
outros dois péptidos. Neste caso, porque os perfis de densidade sdo calculados em relagdao as
posicdes das moléculas na dire¢do Z, e como a membrana vai sendo dobrada as posicdes dos seus
lipidos vao variando, o que invalida a andlise de perfis de densidade até agora efetuada que era
baseada na posi¢ao relativa do péptido em relagdo a bicamada. Mesmo assim, estdo representados
os resultados obtidos, onde se observa que os picos de densidade peptidicos estdo proximos da
intersec¢do entre os perfis das caudas de POPC e das moléculas de dgua, o que ndo faria sentido se
a membrana fosse linear, pois ja foi referido que este péptido ndo se insere na bicamada, o que faz
sentido neste caso devido a ndo linearidade membranar. Esta ndo linearidade leva também a que os
dois picos das caudas de POPC representativos de cada folheto lipidico sejam agora dificeis de
individualizar, em qualquer uma das 5 réplicas, ao contrario do que acontecia até agora.

Apesar dos resultados ndo permitirem retirar conclusdes claras sobre o mecanismo que leva
ao fenémeno observado da dobra da membrana, parece que o comportamento observado se deve a
interagdes eletrostaticas, mais precisamente devido a carga negativa dos residuos de acido
glutamico. Esta afirmacdo baseia-se no facto de com o péptido anterior ndo se observar este efeito,
sendo a diferenca entre ambos o residuo que lhes confere carga (no péptido LK 10 os 10 residuos de
lisina e no LE10 os 10 residuos de 4cido glutamico) e de a interagdo ser rapida e forte. Parece que
os residuos de acido glutamico sentem uma forte atracdo pelas cargas positivas dos grupos colina
dos lipidos de POPC, no entanto a atracdo ¢ contrabalancada pela repulsdo entre as cargas negativas
desses residuos e as cargas negativas dos grupos fosfatos das moléculas de POPC. Esta oposi¢do de
forgas leva a que a membrana se deforme de maneira a equilibrar o jogo de forgas, resultando numa

dobra cada vez maior da membrana.
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Figura 3.13. Perfis de densidade das moléculas de agua (azul escuro), das caudas de POPC (azul claro) e do péptido de
LE10 (verde). Os perfis sdo relativos a diregdo Z do sistema. Os valores relativos as moléculas do péptido foram
multiplicados por dez.

3.2.1.4. Comparacio da Interacio dos Trés Péptidos com a Membrana S

O comportamento evidenciado por estes sistemas de bicamadas de POPC e COL com
péptidos de LE10 em 4gua mostra que, apesar de estudos de MD fornecerem uma miriade de
ferramentas de andlise dos seus dados, € necessario, na projecao dos estudos, definir muito bem os
objetivos e propriedades a estudar, pois por vezes certas analises ndo sdo possiveis ou fornecem
informacdo sem interesse ou sem possibilidade de comparacdo com outras andlises. O objetivo
principal das andlises ja descritas ndo foi a comparagdo entre os diferentes péptidos mas sim a

determinagdo de padrdes de comportamento, como a inser¢ao peptidica, entre as diferentes réplicas,
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escolhendo para esse fim o estudo de propriedades relacionadas com as posi¢des moleculares. Nesta
seccao serdo descritas as mesmas propriedades anteriores e ainda outras mas, ao invés da seccao
anterior onde o estudo era entre réplicas do mesmo sistema, aqui as propriedades serdo comparadas
entre péptidos para uma comparagao de resultados e comportamentos. Para tal foi selecionada uma
réplica de cada um dos trés sistemas, tendo sido selecionada aquela que apresentava um
comportamento intermédio no conjunto das propriedades atrds estudadas, com o objetivo de
analisar a réplica mais representativa da tendéncia de comportamento de cada tipo de sistema. As
réplicas escolhidas foram entdo a numero 3 para o sistema com o péptido GA10, a nimero 3 para o

sistema com o péptido LK 10 e a nimero 2 para o sistema com o péptido LE10.
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Figura 3.14. Valores de distancia entre os CM dos péptidos e bicamada lipidica (em cima), e entre os CM dos dois
folhetos lipidicos da bicamada (em baixo) para as 3 réplicas representativas dos sistemas GA10_S, LK10 Se LE10 S.
Os valores sdo relativos a dire¢ao Z dos sistemas.
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Na Figura 3.14 estdo representados os resultados relativos as distancias entre os CM dos 3
péptidos e bicamada, e entre os 2 folhetos lipidicos (equivalente a espessura membranar). A
comparacao entre os resultados para os diferentes péptidos vem confirmar a analise ja efetuada.

Relativamente a distancia entre os CM dos péptidos e da bicamada confirma-se que o
péptido LK10 ¢ o que se insere com maior profundidade na bicamada de POPC e COL. O grafico
da Figura 3.14 aponta para que o péptido GA10 seja o que menos se insere no tipo de membrana
simulado (a diferenca ¢ ligeira), no entanto tal ndo se verifica, pois como ja foi indicado o péptido
LE10 nao se insere na zona hidrofébica membranar, ao contrario do péptido GA10. Mais uma vez
esta incongruéncia se explica pela variacdo da forma da membrana que afeta o calculo do CM e
posterior distdncia. Em relacdo a espessura membranar, o problema com a variagdo da forma da
membrana volta a surgir, traduzindo-se num aumento da espessura com o tempo de simulacao
decorrido para o sistema com o péptido LE10, enquanto que os valores para os restantes 2 péptidos
foram aumentando ligeiramente, sendo semelhantes entre si.

Os valores do desvio quadratico médio (RMSD, do Inglés “root mean square deviation™)
correspondem a uma medida da variacdo da estrutura proteica ao longo do tempo de simulagao.
Como se pode ver na Figura 3.15, os valores de RMSD sao bastante diferentes entre os 3 diferentes
sistemas, sendo o sistema com o péptido GA10 o que menor variacdo estrutural ao longo da
simulagdo sofre. O sistema com o péptido LK 10 é aquele que apresenta maior variagdo e o sistema
com o péptido LE10 o que demonstra valores de variacdo estrutural intermédios. Os valores
representados no grafico estdo de acordo com o comportamento dos sistemas observado, pois o
péptido LK 10 parte de uma estrutura indefinida em solucdo para uma estrutura mais linear a medida
que se insere na membrana, o que se traduz numa grande variagdo da sua estrutura. Os péptidos
GA10 e LE10 partem de estruturas indefinidas que nao se alteram muito com o passar do tempo de
simulagdo, resultando esse comportamento em valores menores de variagdo da estrutura peptidica.
Os valores de RMSD nos ultimos nanosegundos variavam pouco, o que indica que as simulagdes
foram longas o suficiente para atingirem um estado estavel (ou metaestavel). J4 em relagdo aos
valores de RMSF, a variagdo entre péptidos ndo ¢ tdo elevada (ver Figura 3.15). O mesmo
comportamento ¢ verificado com todos os péptidos, existindo maior flutuagao dos valores do desvio
quadratico médio nos residuos mais exteriores das 3 estruturas peptidicas, e a zona entre os residuos
11 a 18 apresenta os menores valores de flutuagdo nos 3 péptidos. Relativamente as zonas limites da
estrutura peptidica, junto ao terminal N € o péptido LE10 que maior flutuagdo apresenta, seguido do
LK10 e do GA10, enquanto que no terminal C a maior flutuagdo pertence ao péptido LK 10 seguido
do GA10 e do LEI10. Visto os residuos mais exteriores possuirem mais graus de liberdade, o padrao

de RMSF ¢ aceitavel. A medida do raio de giracdo (Rg) de um péptido ao longo do tempo indica o
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grau de compactagdo dos mesmos. Péptidos com valores de Rg mais elevados correspondem a
péptidos menos compactos, e pelo contrario valores de Rg menores indicam péptidos com a sua
estrutura mais compactada. Nos momentos iniciais das simulacdes dos 3 sistemas ¢ visivel uma
variagdo expressiva dos valores de Rg, principalmente para o sistema LK10_S, o que € natural visto
ser neste onde péptido leva mais tempo até interagir com a membrana (ver Figura 3.15). Depois
desta variacdo inicial, os sistemas com os péptidos LK10 e GA10 apresentam um comportamento
semelhante, existindo pouca variacdo dos seus valores, com uma tendéncia de aumento muito
ligeiro com o aumento do tempo simulado. O sistema com o péptido LE10 apresenta um
comportamento distinto, pois apds a variacdo inicial, os seus valores de Rg baixam
significativamente (0,3 a 0,4 nm) até cerca de 17ns e, posteriormente, aumentam até ao fim do
tempo analisado. Em média, os valores de Rg superiores pertencem ao péptido LE10, seguido dos
valores relativos ao LK10 e do GA10, sendo a diferenga entre os péptidos GA10 e LK 10 superior a
existente entre o LK10 e LE10. Tais valores vao de acordo ao constatado até agora, pois os péptidos
LK10 e LE10 mostraram um enovelamento menor que o péptido GA10 (isto se deve ao facto de os
residuos de glicina e alanina serem pequenos, € o residuo de glicina ser um aminoacido mais
flexivel, o que leva a que este péptido se enovele/compacte mais).

A andlise das pontes de hidrogénio (PHs) existentes nos sistemas simulados fornece
informagdes bastante pertinentes. Olhando para o numero de PHs presentes no sistema ao longo do
tempo de simulacdo (ver Figura 3.16) percebe-se que o sistema com o péptido LE10 € o que possui
o menor numero de pontes, enquanto que o sistema com o péptido GA10 possui o maior. A variacao
deste numero em todos os sistemas, apesar de ser elevada, ¢ constante. Isto tudo se deve ao facto de
a maioria das PHs se estabelecerem entre as moléculas de 4gua, que se encontram em nimero muito
superior as restantes moléculas no sistema. As PHs entre os 3 péptidos e as moléculas de agua
apresentam um comportamento diferente, como seria de esperar (ver Figura 3.16). Em todos os
péptidos existe uma descida do niimero de PHs entre estes e as moléculas de aguas, o que ¢
compreensivel visto que os péptidos irdo interagir com a bicamada, estabelecendo também PHs com
ela, diminuindo o nimero de PHs com moléculas de 4gua. O sistema com menor nimero de PHs
entre o péptido e a 4gua € 0 GA10_S, o que se compreende visto as cadeias laterais dos residuos que
compdem este péptido ndo serem recetores ou dadores de hidrogénios. O péptido LK10 tem uma
média de PHs formadas entre si e a d4gua superior ao dobro da média para o péptido GA10, pois os
residuos de lisina possuem nas suas cadeias laterais grupos NHs, que sdo dadores de PHs para
moléculas de dgua. O sistema com o péptido LE10 ¢ o que apresenta maior nimero deste tipo de
PHs, com valores muito superiores aos dos outros sistemas, o que se deve a presenga do grupo

carboxilico nas cadeias laterais dos residuos de acido glutamico deste péptido. O estabelecimento de
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um elevado ntimero de pontes de hidrogénio entre o péptido LE10 e as moléculas de 4gua pode

ajudar a explicar o fenomeno observado na interagdo deste péptido com a membrana.
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Figura 3.15. Valores de RMSD (em cima), de Raio de giragdo (ao meio) ¢ de RMSF (em baixo) das réplicas
selecionadas para representagdo dos sistemas GA10 S, LK10 S e LE10_S. Valores calculados tendo por base toda a

estrutura peptidica.

As PHs de hidrogénio, apesar de ndo serem das interagdes mais fortes, conseguem criar uma
rede de interagdes com efeitos significativos. Como foi referido atras, as cargas negativas dos

residuos de acido glutamico deste péptido sentem-se atraidas pelas cargas positivas presentes nos
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grupos colinas das moléculas de POPC e sentem uma repulsdo das cargas negativas dos grupos
fosfato destes mesmos lipidos, resultando numa oposicdo de for¢as. Como o péptido LE10 realiza
muitas PHs com as moléculas de dgua, quando o péptido ¢ atraido pelas cargas positivas das colinas
pode arrastar consigo moléculas de agua, o que pode levar a que membrana dobre em resposta ao
ambiente polar criado, em conjunto com o balango de for¢as ja abordado. Isto pode explicar o facto
de o péptido LE10 nunca chegar a inserir-se na membrana, apesar de o péptido LK10 se inserir
bastante, tendo em conta que ambos contém 50% de residuos hidrofobicos (leucina (L)) no seu
conteudo.
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Este niimero elevado de PHs também incute mais forga a hipdtese do comportamento evidenciado
nos sistemas com péptidos de LE10 ser devido, além destas PHs, a oposicao de atragdes e repulsdes
eletrostaticas, pois existia um facto que contrariava esta hipotese, nomeadamente a existéncia de
carga no péptido LK10. Os péptido LK10 e LE10 sdo semelhantes, diferindo apenas nos residuos
que lhes conferem carga, pelo que a oposicdo de forgas eletrostaticas poderia também acontecer no
LK10, observando-se a dobra membranar, o que ndo se verificou. A tnica explicagdo, excluindo o
fator das PHs, de maior relevo para a diferenca de comportamentos entre sistemas com estes 2
péptidos carregados seria que a posicdo das cargas positivas dos grupos colina e negativas dos
grupos fosfatos fossem relevantes para o efeito observado. Assim, apesar de o péptido LK10 ser
carregado, possibilitando um equilibrio de forgas eletrostaticas, esse balango ndo levaria a dobra
membranar por ser diferente do que surge com o LE10, devido a esses péptidos terem cargas
opostas. Como tal, a explicagdo do comportamento de dobra membranar pode dever-se a
sinergismos dos fatores relativos as forcas eletrostaticas, tendo em conta a especificidade das

mesmas (como a posicao relativa das cargas) e as PHs entre o péptido LE10.

12 Funcao de Distribuicao Radial
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Figura 3.17. Valores de RDF calculados entre os péptidos e as moléculas de dguas durante o tempo de simulacao de
cada sistema (200ns para os sistemas GA10_S e LK10_S e 20ns para LE10_S).

O nimero de PHs entre os diferentes péptidos e a bicamada lipidica demonstra um
comportamento contrdrio ao anterior, uma vez que existe uma subida inicial e posterior
estabilizacdo desse numero nos 3 sistemas, devido a interagdo dos 3 péptidos com a membrana. O
péptido LE10 € o que estabelece menos PHs com a membrana, o que se compreende devido a estar
sempre rodeado de dgua e ndo se inserir na membrana. O péptido LK 10 por sua vez € o que maior

numero de PHs estabelece com a bicamada, o que esta de acordo com a sua maior propensao em
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efetuar PHs e em se inserir na bicamada. O péptido GA10 tem um nimero intermédio deste tipo de
PHs, pois apresenta alguma inser¢do peptidica, principalmente nas suas extremidades, que no caso
deste péptido sdo os locais mais propensos a estabelecerem PHs.

Para um estudo mais aprofundado sobre as PHs entre dgua e os péptidos, foi calculada a
distribuig¢do radial de pares (RDF, do Inglés “radial distribution function™) entre essas moléculas,
para cada um dos sistemas. Na Figura 3.17 estdo presentes o resultado desses calculos para o
conjunto de tempos de simulagcdo analisados até agora. A RDF ¢ definida como a razdo entre a
concentracdo local de particulas/moléculas de um tipo (a determinada distdncia de uma outra
particula/molécula central), e a concentragdo média das primeiras particulas/moléculas, o que
fornece informacdes sobre a estrutura local dos sistemas estudados. Neste caso, a RDF
corresponderia a razdo entre a concentracdo local de moléculas de agua (que estejam a uma
determinada distancia do péptido em estudo) e a sua concentragdo média. Como podemos ver na
Figura RDF S, o comportamento dos valores de RDF calculados para os sistemas com os péptidos
LK10 ¢ GA10 é muito semelhante, sendo por sua vez o comportamento do sistema LE10 S
bastante diferente. Para todos os 3 sistemas, o valor de RDF ¢ zero até valores de distancia entre os
péptidos e as dguas de cerca de 0,154, pois até esta distancia existe uma forte repulsio de van der
Waals entre essas moléculas. De seguida os valores de RDF aumentam rapidamente em todos os
sistemas atingindo um pico local a cerca de 0,2A, que corresponde a primeira camada de hidratagio
dos péptidos pela agua. Ja aqui se nota uma diferenca significativa dos valores de RDF entre o
sistema com o péptido LE10 e os outros dois, pois o pico a cerca de 0,2A &, neste sistema, cerca de
3 vezes superior e acontece a valores de distancia ligeiramente inferiores, indicando uma interagdo
menos repulsiva entre o péptido LE10 e a 4gua em comparagdo com os outros péptidos e uma
probabilidade de encontrar moléculas de 4agua a tais distancias do péptido LE10 muito superior.
Depois desse primeiro pico local, os valores de RDF descem ligeiramente para depois aumentar
muito. Esse aumento volta a ser diferente entre os sistemas com o péptido LE10 e os restantes. Para
os sistemas com os péptidos LK10 e GA10, o aumento ¢ menos acentuado, sendo cada vez menor
com o aumento da distancia, parecendo os valores de RDF estarem a tender para algum valor
superior ao de 0,6/0,7. Este valor foi obtido para a distancia até onde foram efetuados os céalculos
(essa distancia foi de 0,354, sendo definida automaticamente pelo software GROMACS de acordo
com as dimensdes das caixas de simulagdo). Tal comportamento esta de acordo com o esperado,
pois esta analise estatistica faz os seus calculos usando como comparacao sistemas de gases ideais,
onde a os valores de RDF seriam constante e iguais a 1. No entanto, estes sistemas estdo longe de
serem gases ideais e, como tal, s6 tendem para o valor de 1 a distancias elevadas. O sistema com o

péptido LE10 tem um comportamento diferente, depois do primeiro pico local os valores de RDF
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descem um pouco e voltam a subir, tal como nos sistemas anteriores, embora neste caso a subida
envolva valores muito superiores, mostrando um pico bastante largo que atinge valores superiores a
um, a distAncias compreendidas entre os valores de 0,8 e 1,2A. Os valores para este sistema, entram
depois numa fase descendente, chegando mesmo a atingir valores de RDF inferiores aos dos outros
sistemas nas distancias finais. A presenca desse pico largo com valores elevados de RDF indica que
a essas distancias do péptido de LE10 a probabilidade de encontrar moléculas de agua ¢ muito
elevada, sendo esse pico talvez devido a propensao deste péptido de realizar PHs com moléculas de
agua, e comprovando que existe uma camada de moléculas de dgua a rodear o péptido LE10 que se
mantém durante toda a simulagdo, que podem ajudar a provocar a dobra da membrana. Neste
sistema a fase final do comportamento dos valores de RDF tem um tendéncia de diminui¢do, ao
contrario dos anteriores sistemas. Isto no entanto nao significa algo de errado, apenas os valores de
distancia para os quais foram calculados os valores de RDF s3o pequenos para se observar a
tendéncia dos valores de RDF para 1, o que vai ser possivel de se observar na andlise seguinte ao
sistema LE10_M.

A analise dos sistemas S j& forneceram muita informagdo, existindo ainda muitas mais
analises possiveis. No entanto para estes sistemas a analise efetuada foi considerada suficiente para

o estudo da interagdo entre os trés péptidos e este tipo de membrana.

3.2.2. Simulag¢des com Sistemas P
3.2.2.1. Interacio dos Péptidos GA10, LK10 e LE10 com Membranas de POPC

Como foi abordado na introducdo, o COL tem um papel muito forte na identidade
membranar, o que leva a que a sua presenga, concentracio e localizacdo determinem propriedades
importantes das membranas lipidicas. Nesse sentido, procurou-se estudar a influéncia desse
importante lipido nas interagdes dos 3 péptidos modelo. Além disso, este tipo de modelo membranar
¢ mais préximo a membranas de micro-organismos, permitindo assim tentar descortinar algumas
pistas sobre os mecanismos de atividade antimicrobiana. Para este estudo foram usados modelos
membranares cerca de 2nm maiores (nas diregdes X e Y), sendo os modelos peptidicos nestes
sistemas inseridos nas caixas de simula¢do a menor distdncia com o objetivo de diminuir o custo
computacional associado ao solvente. Cada sistema consistia de uma membrana lipidica em agua
com um péptido de cada sistema, tal como os sistemas S, com a exce¢do do sistema com o péptido
LE10, que neste caso foi simulado com um, dois e trés péptidos. O tempo de simulagdo foi cerca de

200, 250 e 50 ns para os sistemas GA10_P, LK10 P e LE10_P, respetivamente, existindo 3 réplicas

88



de cada sistema. A Figura 3.18 apresenta a evolugdo das simula¢des dos sistema GAI10 P e
LK10 P, a Figura 3.19 apresenta a evolugdo para o sistema 1 LE10 P, enquanto que a Figura 3.20
apresenta a evolucao dos sistemas 2 LE10 Pe3 LEIO P.

Os sistemas com mais de um péptido de LE10 foram apenas analisados visualmente. Para os
restantes, € tal como na andlise comparativa dos sistemas S, foram escolhidas as réplicas mais
representativas do comportamento dos sistemas simulados. Essas réplicas sdo a nimero 2, 3 e 3
para os sistemas GA10_P, LK10 Pe 1 LE10 P, respetivamente.

A analise da espessura membranar (calculada através da distancia entre os CM dos dois
folhetos lipidicos) da Figura 3.21, aponta valores médios muito proximos entre os sistemas GA10 P
e LK10 P e superiores para o sistema 1 LE10 P, devido a dobra membranar que volta a surgir nas
simulagoes com o péptido LE10 (ver Figura 3.19). Relativamente a variagdo dos valores de
espessura, esta ¢ elevada no sistema LK10 P e menor nos outros dois, estando esta diferenca de

comportamento provavelmente relacionada com a maior inser¢ao do péptido LK10 na membrana.
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Figura 3.18. Representagdo da evolugdo dos sistemas GA10 P (cima) e LK10_P (baixo) ao longo do tempo de simulagdo. O cddigo de cores e tipo de representagdo sdo os mesmos
da Figura 2.1 com exceg¢do das imagens centrais que correspondem a cortes das estruturas finais dos sistemas (GA10_P a direita e LK10_P a esquerda) para uma melhor percegdo da
conformacao final. Nestes cortes os péptidos estdo representados como modelo esqueleto com os residuos coloridos de acordo com a Figura 3.1. As moléculas de dguas foram
omitidas para uma maior claridade.



Figura 3.19. Representagdo da evolugdo do sistemas | LEI0 P ao longo de 50ns de simulag@o. Visdo frontal e de topo do sistema, a esquerda e direita da indicacdo temporal,
respetivamente. O codigo de cores e tipo de representacdo sdo os mesmos da Figura 2.1. As moléculas de aguas foram omitidas para uma maior claridade.



Figura 3.20. Representacdo da evolucdo dos sistemas 2 LE10 P ( cima) e 3 LE10 P (centro) ao longo de 35 e 25ns de simulagao, respetivamente. Os ultimos estados representados
possuem uma representagdo vista de topo adicional. Em baixo esta representado o estado final do sistema 2LE10_P com duas copias de si proprio (as linhas azuis indicam o limite da
caixa de simulag@o) para uma melhor percecdo dos problemas com as PBC que surgem nestes sistemas .O codigo de cores e tipo de representacdo sdo os mesmos da Figura 2.1. As
moléculas de dguas foram omitidas para uma maior claridade.



Para estudar o efeito do colesterol nesta propriedade estdo também representados na Figura
3.21 os valores da espessura das membranas S e P para cada péptido. Analisando os graficos para os
trés péptidos fica claro que enquanto nos sistemas com membranas P os valores variam, com maior
ou menor intensidade, a volta de um valor médio, enquanto que nos sistemas S existe uma tendéncia

para o aumento da espessura com o avangar das simulagdes.
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Figura 3.21. Valores de distancia entre os CM dos dois folhetos lipidicos da bicamada. Valores para os sistemas
GA10 P, LK10 P e LE10_P no grafico em cima a esquerda, e valores comparativos entre os sistemas P e S nos
restantes graficos. Os valores sdo relativos a dire¢do Z dos sistemas.

Visto que a grande diferenca entre os sistemas S e P € a presenca ou auséncia de COL, as
diferengas de comportamento dos valores de espessura entre os dois sistema devem-se a tal facto. E
sabido que a presenga de COL em membranas torna-as, em geral, menos fluidas', assim a
membrana P podera rearranjar os seus lipidos em resposta ao stress induzido pela interacao dos
péptidos com ela propria, ndo se refletindo assim a interagdo dos péptidos com a membrana nos
valores desta propriedade. No sistema 1 LEI0 P ¢ também observado este comportamento, apesar
de os valores da espessura aumentarem ao longo do tempo de simulagdo, mas em comparagdo com
o sistema LE10_S o aumento é muito menor. Além disso analisando as imagens da evolucdo de
ambos os sistemas observa-se que o efeito do péptido LE10 na membrana P ¢ muito menos
pronunciado e mais lento. Isto aponta para que a presenga de moléculas de COL na membrana seja
um facto a ter em conta, apesar de ndo ser essencial, para o mecanismo de induc¢do de curvatura na
membrana pelo péptido LE10. A diferenca de fluidez explicada atras pode explicar o porqué da
diminui¢do da invaginagdo membranar, pois no caso da membrana P a auséncia de colesterol
permite que os lipidos se arranjem de forma a neutralizar algum do stress induzido pelo péptido na
membrana, resultando em maiores tempos de simulagdo para atingir a mesma curvatura apresentada

nos sistemas LE10_S.
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Figura 3.22. Valores de distancia entre os CM dos péptidos ¢ da bicamada. Valores para os sistemas GA10_P, LK10 P
e LE10_P no grafico em cima a esquerda, ¢ valores comparativos entre os sistemas P e S nos restantes graficos. Os
valores sdo relativos a dire¢do Z dos sistemas.

A distancia entre os péptidos e as membranas estdo representadas na Figura 3.22, e
apresentam resultados semelhantes aos observados nos sistemas S, mostrando uma menor distancia
para o sistema LK10 P, seguido do LEI0 P e por fim do sistema GA10 P. Novamente surge a
incongruéncia de o LE10 apresentar menores valores de distancia entre os CM do péptido e a
bicamada que o péptido GA10 apesar de ser visivel, nas imagens da evolucao temporal das
simulacdes (ver Figura 3.18 e 3.19), que o péptido GA10 contacta com a membrana, chegando a
inserir algumas partes da sua cadeia aminoacidica, enquanto que o péptido LE10 nunca se insere na
bicamada lipidica. Tal incongruéncia prende-se com o ja referido facto de estes valores serem
calculados entre CM, que sdo influenciados pela forma da membrana levando a valores que nao
podem ser comparados diretamente. Quando comparando os valores péptido a péptido desta
propriedade entre os sistemas P e S, verifica-se que em todos os péptidos a distancia entre o seu CM
¢ 0 CM da membrana ¢ menor (em maior ou menor grau) para os sistemas com membranas P. A
explicacdao das diferengas entre os sistemas S e P deve ser comum a abordada para as diferencgas
encontradas no estudo da espessura. Neste caso a maior fluidez das membranas P deve permitir uma
maior insercao peptidica, sendo mais facil aos aminoacidos dos péptidos LK10 ¢ GA10 abrirem
espacos entre os lipidos atingindo zonas mais interiores da membrana. Em relagdo ao péptido LE10
como este ndo se insere na membrana as diferencgas da distancia ndo se devem ao colesterol mas sim
as diferentes formas da membrana nos sistemas LE10 P e LE10_S, pois como as membranas tém
diferentes tamanhos, sendo o péptido o mesmo, a forma da curvatura serd diferente resultando em

diferentes CM.
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A inser¢do de mais que um péptido de LE10 nos sistemas simulados mostrou que o efeito de
curvatura da membrana induzido pelo péptido ¢ dependente da concentragdo deste, pois como se
pode ver na Figura 3.20 a curvatura ¢ mais pronunciada com o aumento do nimero de péptidos
LE10. A ultima imagem da Figura 3.20 permite também ver os problemas relativos as PBC, pois
observa-se que nas zonas limitrofes do sistema (que estdo delimitadas pelas linhas azuis) os lipidos
ndo contactam com os adjacentes das suas copias periddicas lado a lado, induzindo o sistema a
atingir estados artificiais. A analise do efeito da concentracdo do péptido LE10 na invaginagao
membranar sera discutida na sec¢ao seguinte.

Como o objetivo desta andlise ¢ o de investigar o papel do COL nas interacdes dos péptidos
com a membrana lipidica, e os resultados até agora discutidos ndo mostram diferencas
significativas, para além das ja abordadas, ndo serd efetuada uma analise tdo aprofundada como a
efetuada para os sistemas com membranas S. No entanto a analise efetuada aponta para que o
principal efeito da auséncia do lipido COL reside no aumento da fluidez membranar que por sua vez
ndo altera em muito as interacdes entre os péptidos e a membrana, pois estas aparentam ser

maioritariamente de caracter eletrostatico.

3.2.3. Simulag¢des Entre o Péptido LE10 e as Membranas M e L

As simulagdes da interacdo dos péptidos GA10 e LK10 com a membrana S permitiram
estudar aprofundadamente como se processa essa interagdo e que resultados provoca. Como foi
possivel observar nos dois tipos de sistemas (S e P) estudados nas secgdes anteriores, s6 o péptido
LE10 apresentou atividade membranar forte (estes aspetos serdo discutidos mais adiante), devido a
isso, € na tentativa de ultrapassar as limitagdes anteriores do estudo da interagao do péptido LE10
com as membranas, nomeadamente o aparecimento de artefactos devidos a problemas inerentes as
PBC, apenas se prosseguiu com estudos de MD com este péptido. Para tal foi construido um
modelo com a mesma composicio da membrana S, mas com um tamanho superior
(aproximadamente o dobro nas diregdes X e Y, ver Tabela 4), o modelo M. Além disso foram
simulados sistemas com um, dois e quatro péptidos de LE10 com a membrana M (os sistemas
1 LE1I0 M, 2 LEIO M e 4 LEIO M, cada um com trés réplicas), estando os péptidos proximos
uns dos outros nos sistemas com dois e quatro péptidos (ver Figura 3.23).

A andlise deste sistema sera quase exclusivamente aqui apresentada e discutida através da
observacdo da evolu¢do dos sistemas simulados, pois andlises como espessura membranar e
distancia entre péptido e membrana nao fazem sentido neste caso pois como ja foi discutido o

calculo destas propriedades baseia-se nos CM e estes variam com a forma. Analises de RMSD,
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RMSF e R(g) indicam altera¢des nos péptidos provocadas pela interagdo com a membrana, quando
o interesse desta dissertagdo ¢ o contrario (alteragdes na membrana), ¢ a analise de PHs ndo traz
informacgdes novas.

A evolugao temporal das simulagdes de uma réplica de cada sistema esta representada na
Figura 3.23. As observagdes mais significativas sdo a forma da curvatura da membrana observado
nestes caso, enquanto que na membrana S o péptido LE10 parecia provocar curvaturas na
membrana de forma mais ou menos desordenada, na membrana M a curvatura origina uma estrutura
mais ordenada. A membrana vai-se dobrando a volta do péptido LE10 formando uma espécie de
vesicula a volta do péptido, uma vesicula incompleta.

Também ¢ claro que a concentracdo do péptido tem uma elevada influéncia no efeito
observado. O sistema 4 LE10 M ¢ o sistema onde a curvatura membranar aumenta mais
rapidamente. J4 no sistema 2 _LE10_M a velocidade de curvatura superior a do sistema 1 _LE10 M.

Estas observacdes demonstram mais uma vez que ¢ necessario ter bastante cuidado com as
condi¢des de fronteira aplicadas aos sistemas. Neste caso a membrana € maior o que faz com que as
fronteiras do sistema estejam mais longe da zona onde o péptido interage com a membrana. Assim a
influéncia das zonas de fronteira ¢ menor no sistema, o que se nota facilmente comparando os
sistemas LE10_S e LE10_M. No entanto os problemas relativos as PBC voltam a surgir, isto porque
com o evoluir da dobra da membrana a caixa de simula¢do vai diminuindo nas dire¢cdes X e Y,
levando a resultados artificiais tal como acontecia no sistema LE10 S. Neste caso os artefactos
surgem bem mais tarde devido ao maior tamanho lateral deste sistema.

O facto de o efeito de curvatura membranar ser dependente da concentragdo do péptido esta
em concordancia com 0s mecanismos propostos para explicar esse efeito. Existindo um maior
numero de péptidos de LE10 existirdA um maior nimero de cargas negativas, de residuos
hidrofobicos e de PHs entre a agua e o péptido (maior nimero de moléculas de agua arrastadas na
direcdo da membrana), que irdo em conjunto levar a deformagdo da membrana como ja foi

discutido.
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Figura 3.23. Representacdo dos sistemas 1 LEIO M (cima), 2 LE10_M (centro) ¢ 4 LE10_M (baixo), a 10 20 e 30ns
de simulagdo. O codigo de cores e tipo de representagdo sdo os mesmos da Figura 2.1. Note-se que foram aplicados
cortes nas representacdes dos sistemas para uma melhor visualizagdo da zona central As moléculas de dguas foram
omitidas para uma maior claridade.

Para termo de comparacdo com o sistema LE10_S foi calculada a RDF entre o péptido LE10
e as moléculas de dgua no sistema 1 LE10 M, e os resultados encontram-se representados ns
Figura 3.24. Observa-se que os perfis de RDF s3o semelhantes, ¢ que como o perfil de RDF do
sistema 1LE10_M abrange distancias maiores ¢ visivel que a distancias do péptido elevadas o perfil
comeca a tender para um valor préximo de um (comportamento normal, tal como foi afirmado na
analise do sistema LE10 S). As diferengas mais significativas entre as RDF dos dois sistemas
acontecem no pico largo a cerca de 1A de distancia, onde o sistema 1LE10_M apresenta valores
ligeiramente superiores, o que esta relacionado com o maior tamanho deste sistema.

A dobra membranar aqui observada leva a uma estrutura semelhante a uma micela
incompleta. A formagdo desta vesicula levanta a questdo se o péptido ¢ internalizado pela

membrana. E de lembrar que estes péptidos foram desenhados com o objetivo de serem MAPs
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simples, e a internalizacdo de péptidos por vesiculas ou micelas ¢ um dos mecanismos de
internalizagdo de CPPs bastante descrito na literatura®. Como tal para se ter a certeza se este corpo
vesicular que se formou nestas simulagdes ¢ real € ndo um artefacto, um novo modelo membranar, o
modelo L, com a mesma composi¢gdo membranar, mas bastante maior (maior que o dobro do
tamanho lateral da membrana M) foi construido. Foram entdo simuladas a interagdo de um e quatro
péptidos de LE10 (os quatro péptidos estavam préximos uns dos outros, ver Figura 3.26) com a

membrana L.

RDF

0 1 2 3 4 5 6

r(A)
Figura 3.24 Valores de RDF calculados entre os péptidos de LE10 e as moléculas de adguas durante o tempo de
simulagdo de cada sistema (20ns para o sistema LE10_S e 30ns para o sistema 1 LE10 M).

Na Figura 3.25 estd entdo representada a evolugdo do sistemas 1 LE10 L em 30ns de
simulagdo e na Figura 3.26 do sistema 4 LE10 L. Torna-se claro com as simulagdes destes
sistemas grandes que, devido a interagao com o péptido LE10, a membrana evolui de uma estrutura
plana para uma estrutura com uma curvatura negativa, formando uma protuberancia arredondada a
envolver o péptido. Estas simulagdes demonstram, tal como as simulagcdes com a membrana M, que
o efeito ¢ dependente da concentragdo peptidica. A evolug¢ao do sistema 4 LE10 L mostra que a
membrana rapidamente se curva a volta dos quatro péptidos apresentando pouca evolugdo posterior,
atingindo um equilibrio. Esse decréscimo do grau de evolugdo acontece aquando do englobamento
completo dos péptidos pela membrana. Neste ponto a reorientacdo lipidica para uma eventual
coalescéncia do corpo vesicular e sua separagdo do resto da membrana exigiria um elevado nivel de
energia, uma vez que esses processos tém uma barreira de energia livre elevada'™'. Os
investigadores Hyung-June Woo e Anders Wallgvist estudaram o AMP Magainina 2 através de

simulagdes de MD com FF “ coarse grained”'™, e apesar de atingirem escalas de tempo da ordem de
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microsegundos ndo observaram a separacao de corpos vesiculares que surgiam nas suas simulacdes.

”}ﬁ&“' 15ns

50ns

5ns

Figura 3.25. Representagdo da evolugdo do sistemas 1 LE10 M ao longo de 50ns de simulagdo. O cédigo de cores e
tipo de representacdo sdo os mesmos da Figura 2.1. Note-se que foram aplicados cortes nas representagdes dos sistemas
para uma melhor visualizagdo da zona central Foram incluidas duas representagdes do sistema a 5 e 50ns (em baixo)
sem cortes € com a caixa de simulagdo delimitada por linhas azuis para uma melhor percec@o das diferengas globais
entre os estados iniciais e finais desta simulagdo. As moléculas de aguas foram omitidas para uma maior claridade.

Claro que ¢ necessario ter em conta que nesse estudo as membranas e péptidos estudados
sdo diferentes, e os corpos vesiculares surgem quando existe uma concentragdo muito elevada desse
AMP pois os investigadores queriam estudar o modelo carpete de atuacdo de AMPs. Nesse estudo
os péptidos de Magainina 2 ficam no exterior do corpo vesicular, ao contrario do que sucede nas
simulagdes efetuadas aqui, no entanto tal estudo mostra o qudo dificil é observar a separagao
completa de corpos vesiculares por estudos de MD. Apesar de a separagdo da protuberancia da
membrana nao ser observada ndo significa que ndo ocorra na realidade, podendo este péptido ser

considerado um CPP (estes aspetos serdo discutidos mais adiante).
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Figura 3.26. Representagdo da evolucdo do sistemas 4 LE10 M ao longo de 30ns de simulagdo. O cdodigo de cores e
tipo de representacao sdo os mesmos da Figura 2.1. Note-se que foram aplicados cortes nas representacdes dos sistemas
para uma melhor visualizagdo da zona central Foram incluidas duas representacdes do sistema a 5 ¢ 30ns (em baixo)
sem cortes ¢ com a caixa de simulagdo delimitada por linhas azuis para uma melhor percecdo das diferencas globais
entre os estados iniciais e finais desta simulacdo. As moléculas de dguas foram omitidas para uma maior claridade.

3.2.4. Simulacio da Interacio Entre o Péptido LE10 e a Membrana CG

Apesar de o estudo atréds referido com o AMP Magainina 2 com modelos “coase grained”
ndo ter mostrado a separac¢ao do corpo vesicular formado da membrana lipidica, foi decidido efetuar
também um estudo “coarse grained” sobre a interagdo do péptido LE10 com uma membrana de
POPC e COL. Esta decisdao foi tomada na medida em que o sistema aqui descrito ¢ diferente do
estudado por Hyung-June Woo e colegas. Foram entdo construidos modelos “coarse grained” do
péptido LEIO e de uma membrana, a membrana CG, bastante maior que as anteriores

(aproximadamente o dobro da membrana L).
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Figura 3.27. Representagdo do sistema 4 LE10 CG a 50, 250 ¢ 350ns de simulag¢do. O codigo de cores para os lipidos
¢ o mesmo da Figura 2.1, e para os péptidos o mesmo da Figura 3.1, com todas as particulas representadas como
esferas. As moléculas de aguas foram omitidas para uma maior claridade.

A evolucdo do sistema LEI0_CG esta presente na Figura 3.27. Verifica-se que, apesar de
serem simulados 350ns, o péptido LE10 ndo provoca qualquer efeito na membrana de POPC e
COL, ficando apenas adsorvido a superficie da membrana. Existe uma ligeira ondulagdo membranar
que ¢ natural e ndo provocada pelos péptidos (desaparece no final da simulagdo). A propria atracao
entre o péptido LE10 e membranas de POPC deixou de ser forte (aos 50ns de simulagdo 3 dos 4

péptidos ainda se encontravam dissolvidos no solvente), e a forma como os péptidos de LE10 estao
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adsorvidos a superficie membranar mostra que o jogo de forcas eletrostaticas ndo acontece da
mesma forma. Neste caso, os péptidos ficam com os residuos de acido glutdmico “virados” para as
moléculas de dgua e os residuos de leucina “virados” para o interior da membrana, apontando que
para este caso a interagdo mais preponderante sera a de hidrofobia (ver ultimo estado apresentado
na Figura 3.27).

A auséncia do comportamento observado nas simulagdes “united-atom” anteriores deve-se
muito provavelmente a algumas limitagdes que ainda existem no uso de FF “coarse grained”. Os FF
“all-atom” ou “united-atom” sdo metodologias preferiveis no estudo de MAPs, uma vez que a
habilidade de os FF “coarse grained” reproduzirem aspetos como alteracdes conformacionais ¢

183

muito menor'®. Além disso, as dguas no campo de forcas MARTINI, sdo representadas de uma

forma especifica, onde uma esfera com determinas propriedades representa quatro moléculas de

'8 Estas particulas

agua'” no sistema, o que acarretara inconvenientes relativos a graus de liberdade
de 4gua sem estrutura definida e sem carga sdo incapazes de descrever o ordenamento da 4gua na
vizinhan¢a de superficies hidrofobicas ou de orientar as suas moléculas em resposta a campos
eléctricos levando a que varios processos na interacao péptido-membrana sejam descurados por este
FF'®, Como ja foi discutido as interagdes entre o péptido LEIO e as moléculas de 4agua
circundantes, como a formag¢ao de PHs, parecem ter um papel importante no fenomeno de curvatura
membranar provocado por este péptido. Assim os problemas acima referidos podem estar na origem
da auséncia do efeito de invaginagdo membranar nesta simulagdo com o FF “coarse grained”
MARTINIL

O proposito das simulagdes com o FF MARTINI era perceber se ¢ possivel o estudo da
interagdo de MAPs com membranas celulares. Apesar de a literatura mostrar varios exemplos de
estudos desse tipo'**'*>!%¢ no caso aqui estudado tal ndo se verificou. O estudo das diferengas entre
os campos de forga utilizados estdo fora dos propostos desta dissertagdao, por isso a analise do
sistema 4LE10_CG fica por aqui.

O sistema 4LE10_CG foi o ultimo estudo de MD. Uma discussdo geral mais alargada sera

feita depois de apresentados e discutidos os resultados dos estudos laboratoriais a seguir descritos.
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3.3 Ensaios Laboratoriais

Para determinar se o comportamento demonstrado pelo péptido LE10 nos estudos de MD
acontece na realidade ou ¢ um artefacto, para validar as simulagdes efetuadas, e para uma melhor
compreensdo da interacdo do péptido LE10 com membranas biologicas, foram elaborados varios

estudos laboratoriais, que serdo de seguida apresentados e discutidos.

3.3.1. Ensaios com Lipossomas
3.3.1.1. Estudos de DLS

Lipossomas de EPC e COL foram preparados com uma propor¢ao de 60-40% (mol:mol),
com a sonda hidrofébica NR para o estudo da interagdo entre péptidos de LE10 e membranas
lipidicas. A proporcao lipidica nestes lipossomas € igual a presente nos modelos computacionais. O
tamanho, PDI e { foram medidos para solu¢des de lipossomas e lipossomas incubados durante trés
dias com péptidos de LE10 (30 e 300uM de concentracdo do péptido). Os resultados mostram
claramente que o péptido interage com as membranas lipidicas dos lipossomas (ver Tabela 5). A
solucdo de menor concentragdo peptidica (30uM) ndo afeta significativamente o tamanho
lipossomal, quer aquando da incubacao quer apos trés dias de incubagdo, tendo a PDI aumentado
ligeiramente enquanto que o { diminui significativamente. A reducdo do {, que aumenta ao longo do
tempo de incubacdo, indica que os lipossomas vao ficando mais instaveis devido ao péptido LE10.
Na presenga concentragao peptidica mais elevada (300uM) os lipossomas sdao imediatamente
afetados, o que pode ser comprovado pelos trés parametros medidos. Apoés trés dias de incubagao, a
interacdo dos péptidos com os lipossomas ¢ ainda mais evidente. A populacdo de lipossomas mudou
dramaticamente, o que pode ser comprovado ndo sé pelo elevado aumento dos valores médios do
tamanho dos lipossomas, mesmo comparando com os valores finais obtidos para a dispersao de

lipossomas sem incubagdo, como também pelo aumento da PDI.

103



Lipossomas com LE10 Lipossomas com LE10

. Lipossomas
Parametros [30uM] [300puM]
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Tamanho
(am) 110,2+04 | 111,8+0,2 | 111,2+0,03 | 1144 +0,5 | 130,9+2,6 | 262,8+91,9
nm

PDI 0,06 £0,00 | 0,09+0,00  0,11+0,02 | 0,17+0,04 | 0,29+0,02 | 0,52+ 0,31

£ (mV) 27,8+3,6 | 20,7+0,0 | 21,1 +1,1 12,7+ 1,1 16,6 = 0,0 13,8 0,7

Tabela 5: Resultados de DLS de lipossomas de POPC e COL com NR, com e sem incubagdo com o péptido LE10 por
trés dias.

Os resultados da incubacao com LE10 fornecem algumas indicagdes sobre os mecanismos
de interagao deste péptido com membranas. Os lipossomas sem incubacao sdo estdveis durante o
periodo de tempo estudado, mas os lipossomas com trés dias de incubagdo mostram um
comportamento diferente para as duas diferentes concentragdes, o que estd em acordo com os
resultados das simulag¢des, onde foi possivel observar que a interagao ¢ dependente da concentracao
peptidica. Para a menor concentragao peptidica os resultados mostraram um ligeiro aumento no
tamanho lipossomal no final da incubagdo, no entanto para a concentracdo mais elevada existe um
aumento desse tamanho logo depois da adicdo do péptido. Este aumento ¢ ainda mais evidente no
fim de trés dias de incubacdo, e ¢ acompanhado por um aumento da PDI, pois inicialmente a
solucao ¢ monodispersa (PDI <0,1) e apos a incubagdo com a concentragao peptidica mais elevada,
a solucdo torna-se polidispersa. Um valor tdo elevado de PDI, como o obtido para a solugdo mais
concentrada, pode ser explicado pela disrup¢do lipossomal e subsequente agregagao dos lipidos em
outras estruturas como agregados lipidicos desordenados, lipossomas gigantes, micelas ou
vesiculas, que terdo uma distribui¢ao de tamanhos muito larga, devido ao rearranjo aleatorio dos
lipidos. Aparentemente o péptido induz um aumento inicial do tamanho dos lipossomas, mas com a
evolu¢do da incubacgdo os lipossomas parecem sofrer disrupgao.

Estes resultados de DLS nao contradizem os mecanismos evidenciados nas simulagdes de
MD. De facto eles até podem ser explicados por as observacdes feitas nesses estudos, uma vez que
a interacdo inicial do péptido com a membrana, visualizada nas simulagdes, pode aumentar o
didmetro dos lipossomas devido a desestabilizagio da membrana lipossomal. Além disso, nas
simulagdes de MD as protuberancias formadas que rodeavam os péptidos de LE10 continham varias
moléculas de agua (os péptidos tinham tendéncia a arrastar aguas consigo) o que também poderia
levar ao aumento do tamanho dos lipossomas. Elevadas concentragdes do péptido podem provocar a
sua disrupg¢do, devido a desestabilizacdo, observada nas simulagdes, que a concentragdes peptidicas

elevadas pode ser de tal nivel que € intolerdvel para os lipossomas.
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3.3.1.2. Estudos de Espectroscopia e Microscopia

Os resultados de DLS mostram que o péptido interage com os lipossomas, mas ndo dao
muita informagao sobre os mecanismos por de tras dessa interagdo. Estudos de fluorescéncia com o
corante NR foram efetuados na tentativa de desvendar alguns factos sobre esses mecanismos. A
sonda NR ¢ um corante lipofilico, pouco soltvel e fluorescente em agua. Este composto foi
adicionado na preparacao dos lipossomas, e devido a sua lipofilicidade ¢ esperado que se localize
nas membranas dos lipossomas (inico local com ambientes lipofilicos). O rendimento de
fluorescéncia desta sonda aumenta bastante em ambientes hidrofobicos, ¢ mudancas de localizagao
dos seus valores maximos de emissdo de fluorescéncia sdo indicativos de conversdes de fases
lipidicas'’. O autor Sturart e colegas'®® mostraram que, quando o NR se encontra nas fases lipidicas
dos lipossomas (onde se localiza perto da interface entre os grupos cabega dos lipidos e as molécula
de agua), o NR sofrerd um desvio do CDO do seu maximo de emissao de fluorescéncia para valores
mais longos de CDO (o NR contacta com ambientes mais polares) indicando que fases lipidicas
lamelares sdo convertidas em fases micelares, enquanto que desvios para CDO mais curtos (o NR
contacta com ambientes mais apolares) indicam conversdes para fases micelares invertidas.

A Figura 3.28 apresenta os resultados dos estudos de espectroscopia com o NR. Se o
comportamento observado por MD acontecer na realidade, e a nossa interpretagdo dos resultados de
DLS estiverem corretos, ¢ expectavel que o NR experimente desvios do CDO do seu maximo de
emissdo de fluorescéncia para CDO mais longos antes da disrup¢do dos lipossomas. Isto porque
devido a curvatura da membrana, envolvendo os péptidos de LE10, mais moléculas de agua
conseguem inserir-se na interface de grupos cabega/adguas, o que leva a que o NR sinta um ambiente
mais polar. O grafico do espectro de emissdo de fluorescéncia mostra um pequeno desvio
batocromico (desvio para CDO maiores, desvio para o vermelho) para as amostras incubadas com
LE10, o que esta de acordo com o esperado. A cinética de fluorescéncia do NR mostra que a sua
emissao para os lipossomas incubados com LE10 a 30uM ¢ semelhante a emissdo de fluorescéncia
do NR nos lipossomas sem incubagdo. A emissdo de fluorescéncia para os lipossomas incubados
com o péptido a 300uM foi, no entanto distinta, aumentando ao longo do tempo de aquisicdo dos
dados, sendo sempre significativamente superior quando comparada com os outros lipossomas.
Estes resultados também sdo passiveis de serem explicados pelos fendémenos observados nas
simulacdes, uma vez que a disrupgdo dos lipossomas e consequente rearranjo lipidico pode criar

estruturas lipidicas que fornecem ambientes mais hidrofébicos ao corante NR.
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Figura 3.28. Cinética de fluorescéncia (direita) ao longo de 130 minutos e espectro de emissao (esquerda) da sonda NR,
adquiridos a 25°C, de amostras de lipossomas com e sem incubag@o com o péptido LE10.

Na expectativa de confirmar a disrupcao dos lipossomas pelos péptidos de LE10 foram
preparadas amostras de lipossomas com NR, mas sem extrusdo (para permitir a formacdo de
lipossomas/vesiculas maiores), para serem analisadas por microscopia de fluorescéncia. O tamanho
da dispersio lipidica obtida variava entre 2 a Sum (dados obtidos por DLS, ndo apresentados). A
dispersao de lipossomas foi adicionada uma solugdo de LE10, de modo a concentragdo peptidica
final fosse de 300uM, aquando da visualizagdo ao microscopio de fluorescéncia da dispersdo. A

evolugdo temporal dessa dispersdo foi seguida por 25m (ver Figura 3.29).

--

Figura 3.29. Imagens de microscopia de fluorescéncia de uma amostra de lipossomas com a sonda NR, incubada com o
péptido LE10 (300uM), visualizada ao longo de 25 minutos. O péptido foi adicionado imediatamente antes da
visualizagdo. As barras brancas correspondem a 100um. As imagens A, B e C foram adquiridas a aproximadamente 2,
12 ¢ 25 minutos de incubag@o, respetivamente.

Como se pode constatar na Figura 3.29 A, inicialmente ¢ apenas possivel observar poucos
pontos vermelhos, com um tamanho estimado de 2 a 7um, que devem corresponder a lipossomas
enormes, ou agregados de lipossomas. Com o aumento do tempo de exposi¢do da dispersdo ao
péptido, surgem estruturas enormes na forma de grandes agregados e/ou filmes avermelhados, e os
anteriormente numerosos pontos pequenos diminuem a sua ocorréncia (ver Figura 3.29 B). Nas
ultimas imagens adquiridas a frequéncia de ocorréncia das estruturas enormes aumentam, enquanto
que as pequenas particulas vermelhas passaram a ser raramente observadas. As estruturas maiores
estdo coradas de vermelho (coradas com o NR) indicando que sdo compostas por lipidos, € podem
de facto ser filmes lipidicos enormes (ver a maior estrutura presente na Figura 3.29 B) e agregados

lipidicos aleatdrios (ver a grande estrutura mais central da Figura 3.29 C). Assim estes resultados,
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tal como os de DLS apontam para uma disrup¢do global dos lipossomas de EPC e COL pelo
péptido LE10 a concentracdes elevadas (300uM), fornecendo mais forga a hipotese dos mecanismos
observados nas simulagdes acontecerem na realidade, validando por consequéncia as simulagdes

efetuadas.

3.3.2. Ensaios In Vitro

Para avaliar a intera¢do do péptido LE10 com membranas celulares, a sua possivel atividade
anti-microbial e anti-celular foram elaborados testes preliminares com uma linha celular humana
(linha celular BJ5ta) e com seis micro-organismos incubados com o péptido.

O estudo da interagdo do péptido com a linha celular BJ5ta, mais concretamente o estudo da
eventual citotoxicidade do LE10, foi elaborado através da realizagdao do ensaio da redugdao do MTT,
que espelha a atividade vital metabolica de enzimas presentes na membrana mitocondrial das
células, e através do ensaio da perda celular da enzima LDH, que ¢ indicadora da integridade

membranar das células. Os resultados estdo expostos na Figura 3.30.
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Figura 3.30. Resultados dos ensaios celulares da redu¢do do MTT (colunas) e da libertacdo de LDH (linha) elaborados
na linha celular humana BJ-5ta.

Para esta linha celular o péptido LE10 mostrou interagir com a membrana celular,
comprometendo um pouco a sua integridade, uma vez que a libertagdo para o meio extracelular da
enzima citosolica foi de aproximadamente 4 e 15% para as concentragdes peptidicas de 3 e 300uM,
respetivamente. Por sua vez, a toxicidade deste péptido no metabolismo das células BJ5ta revelou-
se elevado, na medida em que a percentagem de células viaveis depois de 24h de incubacido com o
péptido LE10 decresceu para valores de 67% e 32% para as concentragdes de 3 e 300uM de
péptido, respetivamente. Tais valores indicam que o péptido LE10 ¢ citotdoxico, mesmo nas menores

concentragdes testadas, para estas células e eventualmente para muitas outras células de mamifero,
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e sugerem que o mecanismo que leva a sua toxicidade pode ndo se dever apenas a disrupcao
membranar. Alguns investigadores que estudaram a toxicidade de MAPs em linhas celulares
cancerigenas propuseram outros mecanismos, além da disrup¢do/desestabilizacio membranar, que
levam a morte celular como a desintegragdo da mitocondria'®, a produgdo de espécies reativas de
oxigénio, alteragdes na atividade das caspases e do potencial mitocondrial, entre outros'®.

A comparacao destes resultados com os obtidos nos estudos de MD ndo pode ser direta, uma
vez que a membrana celular ¢ uma entidade bastante complexa e dinamica, o que foi abordado nas
secgOes introdutodrias, € ndo apenas um conjunto de lipidos ordenados, como foi simulado. No
entanto, o lipido de POPC ¢ zwiterionico, correspondendo ao tipo de lipido mais comum em células
eucarioticas®’, e o COL esta presente nos modelos computacionais em proporgdes semelhantes as
presentes em células de mamiferos®’, fazendo dos modelos membranares simulados uma boa
aproximacao para este tipo de estudos. Assim, a possibilidade de internalizagdo do péptido LE10 via
vesiculas, sugerida nas simulagdes, pode ser o mesmo que leva ao resultados de MTT e LDH, uma
vez que estes mostram que a membrana perde ligeiramente a sua integridade, o que pode dever-se a
uma possivel internalizagdo do péptido por endocitose mas que, a elevadas concentragdes do
péptido, leva a uma desestabilizagdo da membrana lipidica devido ao elevado nimero de péptidos a
internalizar (o que estd em concordancia com os resultados com lipossomas). A toxicidade do
péptido pode dever-se (além da pequena perda da integridade membranar) a propensdo do péptido
LE10 em interagir com membranas lipidicas observada nas simulacdes e nos ensaios com
lipossomas. O péptido pode, por exemplo, uma vez internalizado, interagir com a membrana
mitocondrial onde de facto a reacdo por tras do ensaio do MTT acontece.

Embora as atividades experimentais realizadas tenham mostrado claramente que o péptido
LE10 promove a desestabilizagdo membranar, a disrup¢do lipossomal e a morte celular nas
membranas estudadas, os testes antimicrobianos realizados com quatro bactérias e duas leveduras
ndo mostraram que o péptido possua atividade antimicrobiana. As bactérias testadas foram as Gram-
positivas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, e as Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli. As leveduras foram as comuns Saccharomyces cerevisiae € Candida albicans. A
Figura 3.31 a esquerda mostra os resultados dos primeiros testes de atividade antimicrobiana
efetuados em placas de cultura, onde os micro-organismos eram colocados a crescer em meio de
cultura s6lido, e eram inseridos discos de celulose no interior desse meio sobre os quais eram
colocadas as solucdes com o péptido LE10 a diferentes concentragdes € os controlos positivos
(antibidticos potentes) e negativo (4gua). Sdo apenas apresentados os resultados para os micro-
organismos Escherichia coli e Candida albicans pois sdo exemplificativos aos resultados obtidos

para todos 0s micro-organismos.
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Figura 3.31. Resultados dos testes antimicrobianos em placas de cultura para os micro-organismos Escherichia coli e
Candida albicans. A esquerda testes efetuados com discos de celulose e a direita testes efetuados com pogos no meio
solido. Os nimeros indicam a concentragdo peptidica , em pM, aplicada nessa zona, C+ o controlo positivo (ampicilina
para bactérias e higromicina para leveduras) e C- o controlo negativo (agua).

Como se pode ver, o péptido LE10 ndo provocou qualquer halo de inibi¢do no crescimento
de qualquer um dos microrganismos. Para excluir a possibilidade de a ndo obtencdo de atividade
antimicrobiana ser devido a uma possivel retengdo do péptido nos discos de celulose, foram
elaborados novamente testes em cultura mas desta vez sem os discos. Neste caso eram criados uns
pocos manualmente na superficie do meio de cultura s6lido, onde foram colocadas as solugdes a
testar. Como se pode ver na Figura 3.31 a direita o resultado foi o mesmo, isto ¢, auséncia de
atividade antimicrobiana.

Estes testes detetam atividades antimicrobianas fortes, ndo sendo de desconsiderar que o
péptido possuisse alguma atividade deste tipo. Para avaliar essa possibilidade foram também
efetuados testes antimicrobianos com o0s micro-organismos cultivados em meios liquidos. Os
resultados desses testes também ndo mostraram atividade antimicrobiana para este péptido
(resultados ndo apresentados).

Assim conclui-se que de facto o péptido ndo apresenta esta atividade, apesar da interagdo
forte do péptido LE10 observada até este momento. Este facto ¢ muito provavelmente devido as
diferengas na composi¢ao e estrutura das membranas dos micro-organismos e da presenga da parede
celular. A presenga de fosfolipidos anidnicos ou dos grupos fosfatos de lipossacarideos nas bactérias
Gram-negativas, ou de polissacarideos acidos, acidos teicdicos e acidos lipoteicdicos nas bactérias
Gram-positivas, além de fosfomananos, cadeias de quitina e a camada de beta-1,3-glucano nas
leveduras fornecem uma carga superficial negativa as paredes celulares e membranas destes
microorganismos'®’. A parede celular com os seus constituintes e sua carga superficial negativa,
fornece uma barreira cobrindo a membrana lipidica, barreira essa que pode ser intransponivel pelo
péptido LE10. A carga negativa pode evitar que o péptido contacte com a membrana celular desses

organismos devido a repulsdes eletrostaticas, e os proprios constituintes da parece celular podem
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bloquear a passagem do péptido ou aprisiona-lo.
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3.4 Discussao Global dos Resultados

Depois de apresentados e discutidos todos os resultados, mostra-se adequado uma discussao
global dos aspetos mais importantes a reter nesta dissertacdo. Resumidamente, os objetivos ou
motivacdo desta dissertagdo passavam pelo estudo de interagdes entre modelos de MAPs e
membranas celulares, devido a elevada importancia deste tipo de interacdo (ver seccdo 1.4
Motivagdo da Dissertagdo). Essa interagdo comecou por ser estudada por simulagdes de MD, que
além das inumeras vantagens e possibilidades, ¢ dos poucos tipos de estudo que permite a
caracterizagdo de toda a evolugao temporal deste tipo de interacdes.

As simulagdes de MD mostraram que o péptido GA10 tem tendéncia a ser adsorvido a
superficie das membranas lipidicas testadas. Esta constatagdo estd de acordo com o esperado
olhando para a sua estrutura aminoacidica, pois metade dela ¢ composta por residuos hidrofobicos,
as alaninas, que irdo induzir o péptido a interagir com a membrana, devido ao seu interior ser o
unico local dos sistemas simulados onde existe uma zona hidrofébica. No entanto, e apesar de este
péptido conter varios residuos de glicina que conferem mais flexibilidade ao péptido, a inser¢ao do
péptido no nucleo hidrofébico membranar ¢ energeticamente desfavoravel, pois a energia para
ultrapassar a barreira hidrofilica das cabegas lipidicas ¢ elevada para este péptido, o que se traduz na
adsorcdo do péptido a superficie membranar com algumas zonas mais inseridas na mesma (as
extremidades do péptido). Este péptido ¢ eletricamente neutro, servindo como controlo negativo
para o estudo da propriedade carga superficial na interagdo de MAPs com membranas, € mostrou
ndo ser um MAP como era o objetivo aquando da sua proje¢ao.

O péptido LK 10 tem elevada carga superficial positiva devido as lisinas na sua constituicao,
e possui uma percentagem elevada de conteudo hidrofébico, sendo assim projetado para ser um
modelo representativo de MAPs. Os estudos de MD mostraram que este péptido interage mais com
as membranas lipidicas estudadas, inserindo-se bastante na zona hidrofobica da membrana numa
conformacgdo curiosa, pois o péptido LK10 era de entre os trés o que apresentava uma estrutura
menos enovelada (o péptido GA10 ficava com a conformagdo mais enovelada, talvez devido aos
residuos de glicina), com os seus residuos de leucina em geral localizados mais no interior da
membrana, como que apontando para o centro da mesma, devido a serem residuos hidrofobicos e
como tal mais energeticamente favoraveis a se inserirem no interior lipidico, e com os residuos de
lisina em geral localizados mais superficialmente, como que apontando para as cabecas dos lipidos

de POPC, devido a atracdo entre a carga positiva destes residuos e a negativa dos grupos fosfato
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dessas cabecas.

Este péptido poderd ser considerado um MAP, mas seria necessario um estudo mais
aprofundado, uma vez que os resultados obtidos por MD sdo inconclusivos. Apesar de em varios
estudos de MD se observar AMPs a criarem poros nas membranas ou CPPs a passarem através
delas, as escalas de tempo simuladas, que andam na ordem das centenas de nanosegundos, podem
ndo ser suficientemente longas para o estudo adequado destes fendémenos. Estudos experimentais
apontam para que, por exemplo, as escalas de tempo necessdrias para que CPPs atravessem
membranas celulares sejam da ordem dos minutos®'2. Isto significa que apesar de estes fendmenos
poderem ser observados em simula¢des de MD, a sua ndo observagdo ndo indica com certeza que
estes fendmenos ndo acontecam, pode a escala de tempo simulada ndo ter permitido chegar a tais
estados, ou o sistema estar preso num minimo de energia local, iniciando-se assim um jogo de
probabilidades. E necessario ter em conta que em nenhuma das simulagdes efetuadas com este
péptido, que ultrapassaram a dezena (incluindo simulacdes efetuadas com os sistemas S usando o
GROMACS 4.5.5 ndo apresentadas e discutidas nesta dissertagdo), os sistemas evoluiram no
sentido do atravessamento ou formac¢do de poros ou elevada desestabilizagdo membranar, por parte
do péptido LKI10. Além disso, foram elaborados alguns testes antimicrobianos preliminares,
seguindo o mesmo procedimento dos primeiros testes em placa de cultura efetuados para o péptido
LE10, com as mesmas concentragcdes € com 0s mesmos micro-organismo. Tal como para o péptido
LE10 este péptido ndo mostrou qualquer atividade antimicrobiana forte. Assim analisando em
conjunto ambos os tipos de estudo, parece que o péptido LK10 ndo ¢ um MAP forte.

A projecdo do péptido LK10 nao foi ocasional. Para além dos propositos ja enunciados, a
escolha deste residuos deveu-se ao facto de existir alguma literatura sobre o desenho de péptidos
contendo apenas leucina e lisina na tentativa de se obterem AMPs sintéticos potentes. Nesses casos
os péptidos sdo compostos de leucina e lisina devido a carga superficial positiva, e devido a
conhecida apeténcia destes tipo de péptidos em se estruturarem em alfa-hélice'”, e péptidos em
alfa-hélice com carga positiva sdo muito comuns entre AMPs, quer naturais quer sintéticos, para
além de serem os mais estudados e caracterizados (o que ¢ comprovado com o numero de vezes que
péptidos com alfa-hélice fazem parte do titulo dos artigos cientificos nas referéncias bibliograficas
desta dissertacdo). Exemplos deste tipo de estudo sdo dados pelo autor Béven e colegas que
desenharam a sequéncia peptidica KLLKLLLKLLLKLLK, de 15 aminoacidos que demonstrou

uma atividade antimicrobiana forte'*

, ou dos investigadores Blondelle ¢ Houghten' que
desenharam varios modelos peptidicos de 8 a 22 aminoacidos de leucina e lisina nas suas estrutura
primarias, de forma a serem anfipaticos e em alfa-hélice, demonstrando a sequéncia acetil-

KKLLKKLKKLLKKIL-NH, a atividade antimicrobiana mais forte. Existem também outros autores
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que as sequéncia peptidicas de leucina e lisina adicionam um ou outro aminoacido com determinado
objetivo, como Su-Jin Kang e colegas'”® que adicionaram residuos de triptofano (W) devido a este
ter um papel importante nas interacdes com membranas, pois tem elevada propensdo em se inserir
em membranas e se particionar na interface membrana/agua'”’, além de estabilizar a estrutura de
alfa-hélice'”®. Estes autores obtiveram também algumas sequéncias de péptidos com atividade
antimicrobiana consideravel, como o péptido KLLKWLLKL-NH,. Apesar da existéncia de alguma
literatura sobre péptidos de leucina e lisina poucos artigos estudam ou revelam pormenores sobre a
interacao entre os péptidos e a membrana ao nivel estudado nesta dissertacdo. Os estudos sao mais
direcionados para a obten¢do de péptidos com atividade antimicrobiana forte e baixa atividade
hemolitica (a principal desvantagem a aplicacdo terapéutica de muitos AMPs devido ao facto que
varios AMPs destroem os globulos vermelhos ou sdo citotoxicos para células de mamiferos'®®), e
nao direcionados para obter nogdes de causa-efeito da composicao e estrutura peptidica na atividade

membranar.

Figura 3.32. Representacdo frontal (esquerda) e inferior (direita) da réplica 1 do sistema LK10 S apds 50ns de
simulagdo. O codigo de cores e tipo de representagdo sdo os mesmos da Figura 2.1. As moléculas de aguas foram
omitidas para uma maior claridade.

Como foi discutido na simulacdo do péptido LK10 em agua, ele ndo apresenta nenhuma
tendéncia estrutural, muito provavelmente a alternancia constante entre residuos ndo permite a
criacdo de dominios, como acontece na formagao de alfa-hélices. No entanto em alguns momentos
das simula¢des com os sistemas LK10 S o péptido, na sua interagdo com a membrana, adquire
alguma conformacdo em alfa-hélice (ver Figura 3.32), mostrando que realmente este tipo de
péptidos tem tal tendéncia. Essa conformacdo ¢ apenas transitdria e afeta apenas alguns dos

aminoacidos do péptido. Assim todos estes factos mostram que desconsiderar o péptido LK10 um
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MAP pode ser um erro, tendo em conta os resultados obtidos nesta dissertagcdo e todo o
conhecimento ja obtido nos estudos com este tipo de péptidos.

O péptido LE10 € claramente um MAP potente. Nas simula¢des mostrou uma interacdo com
a membrana tao forte que esta deforma-se, curvando de forma a envolver o péptido. Esta interagao
parece ser devida a uma oposi¢do de forgas eletrostaticas atrativas e repulsivas entre as cargas
negativas dos residuos de acido glutdmico, as cargas positivas dos grupos colina e as cargas
negativas dos grupos fosfatos dos lipidos de POPC. Além disso o residuo de leucina, devido a sua
elevada hidrofobicidade, e as PHs que o péptido LE10 forma com as moléculas de agua parecem ter
também um papel importante nessa interagao.

Com o aumento do tamanho das membranas simuladas, as protuberdncias membranares
formadas pela sua curvatura a volta do(os) péptido(s) de LE10 apresentam uma forma esférica,
parecendo um processo de endocitose. No entanto, o fecho e separagao dessas protuberancias
esféricas ndo ¢ observado.

Classificar este péptido como AMP ou CPP (seguindo a classificagdo classica e ndo a de
MAP) ¢ controverso, tal como a propria divisao desses dois grupos. O péptido LE10 ¢ pequeno e
possui carga negativa proveniente dos seus residuos de acido glutdmico. Estas caracteristicas
correspondem a classe de AAMPs de acordo com as classes de AMPs definidas num trabalho de
Kim A. Brogden”. Além disso, este péptido mostrou atacar a integridade membranar da linha
celular BJ5ta (ainda que de forma ligeira), e ser citotdxico para com essas mesmas células, e ¢
conhecida a atividade citotoxica de muitos AMPs para com células de mamiferos, o que aponta para
uma classificacio de AMP. Outro argumento a favor da classificacdo do péptido como AMP ¢ o
facto de a descricado de AMPs carregados negativamente ser comum, ao contrario dos CPPs, e os
resultados de DLS e fluorescéncia dos estudos com lipossomas mostram que as suas membranas
lipidicas sofrem disrup¢ao com o aumento da concentracdo de LE10, o que ¢ caracteristico de
AMPs. No entanto, alguns dos poucos estudos sobre AAMPs propdem que um dos mecanismos
principais responsavel pela sua atividade antimicrobiana ¢ a formacao de pontes salinas cationicas
entre ides metalicos, como o de zinco (Zn*"). O efeito observado nas simulagdes € nos ensaios com
lipossomas nao se deve a formagdo de pontes salinas com ides metalicos, visto que, apesar de nos
ensaios in vitro existirem vestigios de ides metalicos nos meios de cultura, eles ndo existem nas
simulagdes ou nas solugdes usadas nos ensaios com lipossomas.

A invaginacdo membranar observada nas simulagdes, bem como os testes antimicrobianos
apontam para uma classificagdo de CPP, uma vez que existem varios CPPs que sdo internalizados
por diferentes formas de endocitose, fendmeno que explica o que ¢ observado nas simulagdes de

MD, pelo menos as suas fases iniciais. Além disso a morte celular provocada por este péptido
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parece ser devida a fendmenos ja no interior celular, pois a perda da integridade membranar ¢
pequena, o que indica que o péptido sera internalizado. A carga positiva ¢ descrita como uma
caracteristica essencial dos CPPs, no entanto Martin e colegas desenharam o péptido aniodnico
SAP(E), com a sequéncia VELPPPVELPPPVELPPP. O péptido SAP(E) € sintético e surge como
resultado de uma investigacdo do papel da carga superficial dos péptidos nas suas propriedades de
penetracdo de células'®. Os investigadores trocaram os residuos de arginina com carga positiva por
residuos de acido glutdmico de um CPP bem conhecido, o SAP (VRLPPPVRLPPPVRLPPP). Os
resultados dos testes que efetuam mostraram claramente que a carga positiva ndo ¢ uma
caracteristica essencial da atividade do SAP, uma vez que o péptido SAP(E) mostrou propriedades
de internalizacdo semelhantes, como a sua eficiéncia e mecanismo, facto que pode ser estendido a
outros CPPs. Esse estudo em conjunto com esta dissertagdo mostram que a carga positiva pode nao
ser uma caracteristica essencial a atuagao de CPPs.

Isto ndo quer dizer que o péptido LE10 possa ser considerado um CPP. Alids os resultados
controversos obtidos nos estudos com o péptido LE10 trazem mais argumentos para a recente
discussdao sobre se AMPs e CPPs sdo diferentes tipos de péptidos, ou se sdo um grande grupo e
diversificado de péptidos que interagem com membranas. Este péptido, como outros referidos na
seccdo 1.2.4, possui propriedades ambiguas o que torna a sua classificagdo numa dos dois grupos
classicos muito dificil. Os resultados aqui mostrados estdo de acordo com a hipotese de AMPs e
CPPs pertencerem na realidade apenas a um grupo denominado MAP, fazendo do LE10 um MAP
com forte atividade.

Um facto interessante nesta dissertacdo foi o desenho um péptido que demonstrou
caracteristicas interessantes, o LE10. Este péptido pode com alguma variagcdo na sua estrutura ser
um vetor promissor para entrega de farmacos a células. Muito estudo seria necessario para que tal
sucedesse, principalmente para diminuir a sua citotoxicidade. No entanto nenhum dos vetores ou
farmacos desenvolvidos, sem bases naturais, usados atualmente foram desenhados sem muito
trabalho. Além disso uma vez que este péptido leva a disrupcdo de membranas lipidicas em
lipossomas pode também, com modificagdes na sua estrutura, ser aplicado na 4rea do design de
antibidticos, ou na terapia de cancro (o estudo de AMPs como agentes indutores de morte de células
cancerigenas ndo ¢€ algo novo'’, pois podem atacar a membrana dessas células) para induzir a morte

ou transportar farmacos em tumores.
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4. Trabalho Futuro

A projecdo desta dissertagdo parece ter sido adequada, pois permitiu todos os estudos
propostos bem como alguns estudos adicionais. E necessario ter em conta que todo o trabalho foi
realizado em apenas um ano letivo, o que limita bastante o tipo de estudos possiveis ou o seu
aprofundamento sobre os temas a investigar. Assim, ¢ porque um investigador nunca se d4 por
satisfeito com as suas descobertas, serdo agora discutidos alguns aspetos, tais como possiveis
estudos, que poderdo ser efetuados de futuro para determinar alguns aspetos aqui ndo abordados.
Algo que pode intrigar nesta dissertacdo foi o facto de os estudos laboratoriais terem sido efetuados
apenas com o péptido LE10 (com excecdo de testes antimicrobianos preliminares efetuados também
com o péptido LK 10). Isto explica-se no forte efeito que o péptido apresentou, que sendo forte seria
mais facilmente comprovado experimentalmente, ficando para trabalho futuro efetuar testes
laboratoriais também com os outros dois péptidos (ou futuros péptidos desenhados) para também
comparar os resultados de MD destes péptidos com resultados experimentais.

As propriedades demonstradas do péptido LE10 fazem dele um vetor promissor para entrega
de farmacos. Assim o trabalho futuro, em continuagdo dos estudos aqui elaborados, tera
forgosamente de passar pela modificacdo estrutural deste péptido para melhorar as suas
propriedades como vetor. Isto porque, apesar de o estabelecimento de relagdes de causa-efeito entre
a estrutura e composicao peptidica ser de extrema importancia, a possibilidade de aliar esse estudo a
construcdo de um elemento com possibilidade terapéutica terd tanta ou mais importancia, pois no
final de contas o que mais importa ¢ a obtencdo de um efeito que possa de alguma forma dar uma
pequena ajuda a vida das pessoas ou animais.

Os péptidos projetados permitiram adquirir varias informagdes sobre os mecanismos por
detrés das interagdes entre MAPs e membranas celulares. O desenho de outros péptidos, partindo
destes como base (principalmente dos péptidos LK10 e LE10), mas com menos alternancia
peptidica (para permitir a aquisicdo de estrutura tercidria) e com possiveis adi¢des de outros
aminoacidos (como o triptofano) sdo bons projetos de futuro, além de que a projecao de péptidos
com elevada propensdo para a formacdo de PHs com a 4gua para descortinar o papel destas
interacdes seria também um estudo muito pertinente.

As simulacdes por MD efetuadas permitem uma analise muito variada e aprofundada sobre
os sistemas estudados. Neste caso, como o objetivo passava por realizar também estudos

laboratoriais algumas ferramentas de analise de simulagdes MD que poderiam fornecer informagdes
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relevantes ndo foram usadas. Um desses casos € o calculo do potencial de forca média (PMF, do
Inglés “potential of mean force™). O calculo do PMF ¢ efetuado adicionando uma forga ao péptido
em estudo obrigando-o a atravessar a membrana lipidica, obtendo durante esse processo os valores
de energia livre do péptido ao longo da direcdo que o péptido ¢ obrigado a tomar, descortinando
assim qual o local onde a energia livre ¢ minima, ou seja onde o péptido tem tendéncia a se
localizar. A grande vantagem desta técnica € que evita os problemas relacionados com as escalas de
tempo simuladas (neste caso ndo se espera que o péptido se dirija para o seu minimo de energia), o
que faz desta analise algo a fazer de futuro.

Muitos outros estudo poderdo ser efetuados, aqui foram abordados alguns dos mais
significativos, ndo esquecendo que a maior limitacdo a investigacao/estudo de qualquer tema ¢é a

falta de criatividade e inovacgao.
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5, Conclusdo

Neste trabalho descreveu-se a interagdo de trés modelos peptidicos com membranas
celulares por estudos de MD, sendo posteriormente efetuados estudos com lipossomas e estudos in
vitro para um deles. Os péptidos foram desenhados como modelos de MAPs.

As simulagdes de MD mostraram que o péptido GA10 ndo tem atividade membranar
significativa, ao contrario do péptido LK10 que mostrou alguma atividade e do péptido LE10 que
mostrou uma forte interacdo com a membrana, indicando que o primeiro ndo ¢ um MAP, o segundo
pode ser um MAP e o ultimo ¢ um MAP forte. A interacao do péptido LE10 com as membranas de
POPC e COL e de apenas POPC evidenciada nas simulacdes, parece mostrar estados iniciais de
endocitose, invaginado-se a membrana a volta do péptido. Os estudos experimentais estdo em
concordancia com as simulagdes, demonstrando o poder de estudos de MD, e mostraram que o
péptido LE10 a elevadas concentragdes leva a disrup¢ao de membranas lipossomais, compromete
ligeiramente a integridade membranar de células de fibroblastos, sendo citotoxico para elas mas nao
para micro-organismos.

Os resultados desta dissertacdo indicam que a carga positiva ndo € uma caracteristica
essencial para a agdo de CPPs, e por consequente a agdo de MAPs, e dao também mais forga a
classificacdo de CPPs e AMPs como MAPs.

Devido as caracteristicas do péptido LE10, modificagdes na sua estrutura podem lhe
fornecer propriedades promissoras para as areas de design de antibidticos, terapia de cancro e

principalmente entrega de fArmacos.
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