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INTRODUCAO

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sao compostos bioldgicos com
atividade de amplo espectro contra bactérias, virus e fungos. AMPs
sdao moléculas anfipaticas com regides hidrofobicas e hidrofilicas
(carregada positivamente). Em geral, a regido hidrofilica pode
iniciar a interacdo do peptideo com a superficie bacteriana
carregada negativamente e os grupos de cabeca negativamente
carregados dos fosfolipidios. Ja a parte hidrofobica permitiria que
os peptideos penetrassem no interior da membrana com a
possibilidade de ruptura de membranas lipidicas. (WU et al., 1999).
Uma vez em contato com a membrana microbiana alvo, o peptideo
pode provocar a ruptura das células através de diversos
mecanismos propostos.

Esses mecanismos podem ser classificados como: modelo barril,
agregado, carpete e poro toroidal. Estudos recentes indicam que
diferentes peptideos penetram nas células alvo, podendo também
interagir com outras membranas intracelulares. (BROWN;
HANCOCK, 2006; WU et al., 1999)

A base molecular destes mecanismos € de grande interesse, mas na
o é completamente elucidado para varios AMPs. Acredita-se que
diferencas na fluidlez de membrana e composicao lipidica
interfiram na associac&o e acdo dos AMPs as membranas alvo, além
da estrutura de cada peptideo, o potencial de interacdo e sua
natureza catiénica e anfifilica (FEDER; NEHUSHTAI; MOR, 2001).

O LL-37 é um peptideo antimicrobiano anfipatico, com estrutura
alfa-helicoidal em pH fisiologico, derivado de catelicidina
encontrado em humanos. E formado por uma cadeia de 37 residuos
(LLGDF-FRKSK-EKIGK-EFKRI-VQRIK-DFLRN-LVPRT-ES) e faz parte da
primeira linha de defesa contra infeccédo local e invasao sistémica
de patogenos em locais de inflamacé&o. A pH fisioldgico, 16 dos seus
37 residuos sdo carregados, ou seja, 6 residuos Lys e 5 Arg
apresentam 11 cargas positivas, enquanto que 3 residuos Glu e 2
Asp possuem 5 cargas negativas. A carga liquida resultante ao pH
fisiologico é de + 6. (DURR; SUDHEENDRA; RAMAMOORTHY, 2006)
Uma inspecdo mais proxima do LL-37 revela que na regido N-
terminal, as partes anfipaticas da hélice sao menos perfeitamente
formadas. Isso sugere que a N-terminal € menos propicia para
formar uma estrutura secundaria em a-hélice, o que explica assim
a proporcao de apenas 20 a 30% de estrutura em curva aleatéria
identificada por espectroscopia de dicroismo circular. A regiao C-
terminal forma uma a-hélice alifatica, que é o principal padrao
estrutural recorrente em todas os AMPs a-helicoidais conhecidos.
Este padrao anfifilico nao se estende por toda a molécula. Em vez
disso, a regido N-terminal consiste em extensdes de residuos
hidrofilicos e hidrofébicos, que se aproximam para formar dois "ané
is" ou "fitas" em torno do terminal N (assumindo que este terminal

é de estrutura helicoidal a) (DURR; SUDHEENDRA; RAMAMOORTHY,
2006).

Dados preliminares por difracdo de raio-X de baixo angulo (SAXS)
sugerem que o LL37 desestabiliza bicamadas de POPG (1-Palmitoil-
2-Oleoil-sn-Glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)]) e induz a formacao
de vesiculas multi-lamelares com os peptideos espacialmente
localizados entre estas lamelas.

No presente projeto, pretendemos caracterizar o mecanismo
molecular pelo qual o peptideo antimicrobiano LL37 induz a
desestabilizacao de agregados de POPG utilizando, para isso, o0 mé
todo computacional de dinamica molecular (MD). Membranas de
POPG sao comumente utilizadas como modelos experimentais
representativos de células bacterianas, enquanto membranas de
POPC (1-Palmitoil-2-Oleoil-sn-Glicero- 3-Fosfatidilcolina) sao
utilizados como modelo representativo de hematdcitos. Neste
projeto, membranas de POPC sao utilizadas como controle negativo
dado que experimentalmente estas membranas nao exibem
desestabilizacao causada pelo LL37.

Foram realizadas simulacdes computacionais para varios sistemas
contendo apenas POPG ou POPC, assim como para membranas de
POPG e POPC em presenca de multiplas copias do peptideo LL37
em bicamadas de POPG e POPC. Foram simulados agregados lipi
dicos organizados em bicamadas e vesiculas (Tabela 1).

MATERIAIS E METODOS
Simulacdes de dinamica molecular com modelos coarse-grained
(CG) foram realizadas para bicamadas e vesiculas de POPG e POPC
na presenca e auséncia do peptideo antimicrobiano LL37. Os
sistemas foram solvatados com moléculas de agua CG e
adicionados 150 mM de NaCl para reproducao da concentracao
fisiologica. Os sistemas simulados sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Sistemas simulados.

SISTEMA NUMERO DE MOLECULAS sTu%FL’gg%
LIPIDEOS PEPTIDEOS IONS
POPG_BICAMADA 520 0 520 Na* 300 ns
POPG_VESICULA 1000 0 Em andamento
POPC_BICAMADA 520 0 57 Na* / 57 CU 300 ns
POPC_VESICULA 950 0 Em andamento
POPG_BICAMADA_LL37 520 10 520 Na* / 60C" ;ggz:

POPG_VESICULA_LL37 1000 Em andamento

POPC_BICAMADA_LL37 520 10 57 Na* / 117Cl 300 ns

POPC_VESiCULA_LL37 950 Em andamento
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O campo de forca MARTINI (MARRINK et al., 2007; MARRINK; DE
VRIES; MARK, 2004)foi usado em conjunto com o pacote de
software GROMACS v4.6.7. (HESS et al., 2008)

O MARTINI é um campo de forca para simulacdes de dindmica
molecular de biomoléculas coarse-grained (CG) parametrizado de
forma sistematica. Na resolucao CG, varios atomos sdo combinados
em grupos funcionais conhecidos como super-atomos como se
mostra na figura 1, diminuindo o nimero de particulas no sistema e
suavizando a paisagem energética o que permite passos de tempo
de integracdo maiores e muitas vezes leva a uma dinamica efetiva
mais rapida em comparacdo as simulacées com todos os atomos.
(CARPENTER et al., 2017). As simulacoes com modelos CG serao
mapeadas de volta para modelos atomicos e comparados com
medidas experimentais de SAXS.
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Figura 1. Representacdo esquematica das estruturas usadas neste trabalho. A. Modelo
atomistico e coarse-grained do POPC. B. Modelo atomistico e coarse-grained do POPG.
(Fonte: Coarse Grain Forcefield for Biomolecules, Martini).

As bicamadas de membrana CG foram construidas com o script
INSANE  (WASSENAAR et al., 2015) e as vesiculas CG com o
software PACKMOL. (MARTINEZ et al., 2009) O programa PACKMOL
cria um ponto inicial para as simulacdes de dinamica molecular
através do empacotamento de moléculas em regides definidas do
espaco. Esse empacotamento garante que as interacoes repulsivas
de curto alcance nao interrompem as simulacdes. (MARTINEZ et al.,
2009) Para a criacdo da vesicula foi necessario fornecer as
coordenadas nos eixos X, Y e Z de um determinado nimero de
super-atomos (coarse-grained), o numero de moléculas de agua e o
tamanho da caixa, respeitando o ordenamento espacial.

Os sistemas foram submetidas a uma otimizacdao de energia e
neutralizados através da adicdao de contra-ions Na* (apenas para
POPG), seguido por uma segunda rodada de minimizacao de
energia (5000 passos), equilibracdo de energia e dinamica durante
300 ns sob condicoes NpT (temperatura e pressao constante). No
caso dos sistemas de POPG e POPC com peptideo LL37 foram
necessarios a adicao de ions Cl” adicionais para neutralizar a carga
total dos peptideos. O termostato de Berendsen (DA HORA, 2016)
foi usado para manter o sistema na temperatura de 305 K. A pressa
o foi mantida em 1 bar através do acoplamento fraco das
coordenadas das particulas e das dimensdes da caixa no plano xy e
ao longo do eixo z por meio de escalonamento de coordenadas
semi-isotropicas com um tempo de relaxamento de 0,1 ps € uma
compressibilidade de 4,5x10° (kJ mol' nm?)", conforme
apropriado para a agua.(DA HORA et al., 2016) Por fim, realizamos
analises e discutimos propriedades estruturais derivadas desses
simulacoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo das bicamadas de POPG e POPC na auséncia do peptideo
antimicrobiano LL37.

Medidas experimentais de SAXS indicam que o peptideo
antimicrobiano LL37 desestabiliza os agregados de POPG. Portanto,
estdo sendo realizadas diferentes simulacdes exploratorias para
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reproduzir as tendéncias experimentais e estabelecer o mecanismo
apropriado. Até o momento foram simulados os sistemas mostrados
na tabela 1 de bicamadas de POPG e POPC, como mostradas na
figura 2.
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Figura 2. Representagdo dos sistemas de bicamadas de POPC e POPG. A. Na esquerda
sistema de bicamada de POPC durante a minimizagéo de energia e na direita depois da
simulagao de dinamica molecular para 300 ns. As moléculas da agua sao mostradas em
cinza, os fosfatos em vermelho e o NC3 em verde. B. Na esquerda sistema de bicamada
de POPG durante a minimizacao de energia e na direita depois da simulagao de dinamica
molecular para 300 ns. As moléculas da agua sao mostradas em cinza, os ions sodio em
amarelo, os fosfatos em vermelho e o GLO em celeste. (Fonte: elaboracéo propria).

Essas simulacoes sao importantes porque fornecem uma estimativa
da convergéncia de propriedades estruturais a partir da comparaca
o com os valores experimentais medidos para as bicamadas puras,
além de garantir que as bicamadas tenham sido adequadamente
equilibradas antes da adicdo do peptideo antimicrobiano. Para
verificar isso, foram realizadas analises de area por cabeca de lipi
densidade.
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Figura 3. Area por lipidio. A. Bicamada de POPC. B. Bicamada de POPG.

Os valores calculados da area por cabeca correspondem aos valores
medidos experimentalmente 0.54-0.68 nm?(POPC) e 0.55-0.67nm?’
(POPG). (PABST et al., 2000)
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Figura 4. Densidade parcial. A. Bicamada de POPC. B. Bicamada de POPG.

Os sistemas apresentam uma estrutura lamelar similar ao padrao
estrutural de bicamada: as moléculas de agua estao confinadas na
regiao hidrofilica formadas pelos grupamentos de glicerol e grupos
fosfato, os quais constituem as cabecas dos lipidios; a regidao
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hidrofobica também é bem definida em todos os casos: os atomos
terminais das cadeias, C4A e C4B, estao afastados das moléculas de
agua e dispostos ao longo da regido central da caixa. Em ambos os
casos, a caixa possui uma distribuicdo simétrica caracteristica de
sistemas de bicamadas.

O comportamento da membrana de POPC e POPG na presenca do
peptideo antimicrobiano LL37

Foram realizadas também simulacdes na presenca de peptideo
antimicrobiano, ap6s a dinamica molecular dos sistemas de POPG e
POPC. A seguir, apresentamos os dados obtidos para a interacao do
peptideo antimicrobiano LL37 com a bicamada de POPG e POPC.

A.

Figura 5. Representacdo dos sistemas de bicamadas de POPC, POPG com o peptideo
antimicrobiano LL37. A. Configuragéo inicial do sistema de bicamada de POPC-LL37 no ini
cio (esquerda) e apds 300 ns (direita) de simulagéo B. Configuracao inicial do sistema de
bicamada de POPG-LL37 no inicio (esquerda) e apos 300 ns (direita) de simulagdo. As
moléculas da agua sao mostradas em cinza, os ions sodio em amarelo, os fosfatos em
vermelho e o GLO/NC3 em celeste. (Fonte: elaboragao propria).

O sistema de bicamada POPC-LL37 nao exibe grandes modificacdes,
e os peptideos permanecem em conformagao similar a inicial.

na membrana de POPG, o efeito da interacao do aglomerado de
peptideos acentuado, provocando grandes deformacgdes na
bicamada lipidica. Foram também realizadas analises de area por
cabeca de lipidio e nimero de densidade parcial que sao mostrados

nas figuras 6 e 7.
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Figura 6. Area por lipidio. A. Bicamada de POPC. B. Bicamada de POPG.
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Figura 7. Area por lipidio. A. Bicamada de POPC. B. Bicamada de POPG.
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Os graficos mostram que existe uma ligeira variacdo da area por
cabeca na presenca de LL37, assim como um pequeno
deslocamento na distribuicao da membrana na caixa de simulacao.

CONCLUSOES

As presentes simulagées CG MD sao muito curtas para permitir
conclusoes finais. No entanto, identificamos parametros adequados
e ferramentas de software para preparar e simular sistemas
moleculares representativos do fendmeno molecular de interesse,
que é o efeito do LL37 em agregados POPG e POPC. Atualmente
estamos preparando a mesma configuracao para modelos mais
complexos e, portanto, representativos de membranas bacterianas
e mamiferas.
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