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INTRODUCAO

O aumento da resisténcia aos antibidticos requer o
desenvolvimento de novas formas de combater a infeccao, um
meio promissor para enfrentar esse desafio é representado pelos
peptideos antimicrobianos (AMPs) (ZASLOFF, 2002). Esses AMPs tem
sido discutidos ha muito tempo como uma possivel nova classe de
antibidticos que podem ser usados contra microbios resistentes as
drogas (WIMLEY; HRISTOVA, 2011). Ao contrario dos antibidticos
convencionais, que interagem fortemente com moléculas alvo
especificas, geralmente proteinas, a maioria dos AMPs age por um
mecanismo inespecifico e frequentemente induz a morte celular a
traves da ruptura da membrana plasmatica. (WILDMAN; LEE;
RAMAMOORTHY, 2003).

A acdo na membrana plasmatica pode seguir mecanismos similares
de interacao tais como barril, poro toroidal, agregados e carpete.
(CATTE et al., 2018). O modelo barril (barril-stave) baseia-se em
que os peptideos sdao orientados perpendicularmente a superficie
da membrana lipidica para formar poros. Também é possivel que
esses AMPs gerem poros toroidais, em que as bordas dos poros
consistem de peptideos e grupos de cabeca de lipidios que se
dobram continuamente a partir da folha da bicamada superior até
a bicamada inferior. Outro mecanismo de acao pode ser o modelo
agregado, em que os peptideos se ligam a membrana e conseguem
atravessa-la formando complexos lipideo - peptideo sem obedecer
nenhum padrdo, mas consegue atravessa-la totalmente.
Finalmente o modelo carpete, comeca por uma interacao de tipo
eletrostatica entre o AMP e as cabecas dos fosfolipidios, em
seguida o AMP se acumula na superficie de forma similar a um
tapete, os peptideos nao atravessam a membrana, isto é,
permanecem em posicdo horizontal a membrana. Ap6s uma
determinada concentracdo, causa destruicio o qual gera a
formacao de micelas (CATTE et al., 2018).

O peptideo antimicrobiano LL37 é o primeiro peptideo alfa-
helicoidal anfipatico isolado de células humanas. Faz parte da
primeira linha de defesa contra infeccao local e invasao sistémica
de patogenos em locais de inflamacdo. Possui atividades
antibacterianas e anti-biofilme e também ¢é significativamente
resistente a degradacdo proteolitica em solucdo. Apresenta uma
carga de +6. Essa carga é devido a que contém 6 residuos de lisina
e 5 de arginina contribuindo uma carga de + 11 e 3 residuos de
glutamato e 2 de aspartato contribuindo uma carga de -5 fazendo
um total de +6 (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 micelas com os peptideos espacialmente localizados na
superficie.

No presente projeto, pretendemos caracterizar o mecanismo
molecular pelo qual o peptideo antimicrobiano LL37 induz a
desestabilizacdo de agregados de POPG utilizando métodos de
dindmica molecular (MD) associados a modelos de tipo coarse-
grained (CG). Membranas de POPG sao comumente utilizadas como
modelos experimentais representativos de células bacterianas, por
tanto foram realizadas simulacdes computacionais para varios
sistemas contendo POPG e LL37, onde foi avaliada a concentracao
do peptideo e a influéncia da temperatura (Tabela 1).

MATERIAIS E METODOS
Os sistemas simulados (tabela 1) foram solvatados com moléculas
de agua CG e adicionados 150 mM de NaCl para reproducdo da
concentragao fisiologica. 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 simulagoes de dinamica
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 comparacao as simulacdes com todos os atomos.
(CARPENTER et al., 2017).

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) Os sistemas foram submetidas a
uma otimizacdo de energia e neutralizados através da adicdo de
contra-ions Na+ (apenas para POPG), seguido por uma segunda
rodada de minimizacao de energia (5000 passos), equilibracao de
energia e dindmica durante 3 ps ou 15 ps sob condicdes NPT
(temperatura e pressao constante). No caso dos sistemas de POPG
com peptideo LL37 foram necessarios a adicdo de ions Cl-
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adicionais para neutralizar a carga total dos peptideos. O
termostato de V-rescale foi usado para manter o sistema na
temperatura de 300 K. A pressao 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 e uma compressibilidade de 4,5x10° (kJ
mol™ nm?3)" .Por fim, realizamos analises e discutimos
propriedades estruturais derivadas desses simulagoes.

Tabela 1: Sistemas simulados

System Temp. Time Rate
K] [us]  (Wrorc:Wirs)
Peptides Lipids Water Ions
cgPCy*" - 520 5207 114 300 3 -
cgPG,™" - 520 4800 520 300 3 -
cgPGy™ - 520 4800 520 350 3 =
cgPGy™” - 520 4800 520 400 3 =
cgPG,>" - 600 6217 600 300 3 =
cgPGys*" 6 520 13849 556 300 3 15:1
cgPGy*™ 8 520 13742 568 300 3 11:1
cgPCiop™™ 10 520 8132 174 300 3 9:1
cgPGioo’™ 10 520 9234 580 300 15 9:1
15 520 22315 610 300 15 6:1
20 520 16858 640 300 15 41
20 520 16858 640 350 3 41
20 520 23558 640 300 3 41
20 520 23558 640 350 3 41
40 600 52877 840 300 3 31
40 612 19007 852 300 03 31
40 2080 69954 2320 300 3 9:1
40 2080 69954 2320 350 3 9:1
40 2080 69954 2320 400 06 9:1
40 2080 78394 2320 300 3 9:1
40 2080 87835 2320 300 3 9:1
60 2080 110289 2440 300 3 6:1
60 2080 110289 2440 350 03 6:1
PG wisosars™” 60 2080 119106 2440 300 03 6:1
cgPG, - 650 54550 650 300 3 s

()= Big system POPG

RESULTADOS E DISCUSSAO

POPG na interacdo com o LL37:

Se obteve alguns observacdes interessantes, a primeira o peptideo
colocado imerso e em posicao vertical com respeito a membrana
foi puxado e orientado em posicdo paralela a superficie da
bicamada o que era de esperar pelas fortes interacoes
eletrostaticas do peptideo positivamente carregado (+6 ) e o
lipideo negativamente carregado (-1), e a segunda observacao foi
que o peptideo nao conseguiu atravessar a membrana como €
mostrado nos perfis de densidade em numero para os primeiros 50
ns iniciais e finais mostrados na figura 2.

Figura 2.Representacdo da interacdo do peptideo LL-37 com a bicamada fosfolipidica
de POPG, cgPGsoo ' (acima) e seu perfil de densidade em numero (abaixo) para A.
primeiros 50 ns de simulacéo e B. 50 ns finais.

Estudo do efeito da concentragdo POPG - LL37:
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Figura 3. Avaliacdo da éarea por lipideo (AL) e espessura (Dp) em diferentes
temperaturas para sistemas de 520 lipideos (¢) e sistemas gigantes com 2080 lipideos

(x)

No grafico 3, do lado esquerdo se encontra a area por cabeca e do
lado direito a espessura e ambos estdao em funcao da concentracao,
esses resultados sao comparados com os resultados obtidos para
POPG na auséncia do peptideo. Uma adicdo de poucos peptideos na
membrana de 520 lipideos, é dizer a baixas concentracdes de
peptideo (15:1 ou 11:1), causa um pequeno acréscimo na area por
cabeca comparado com o POPG sem o peptideo, e a medida que
esta concentracdo aumenta a area por cabeca aumenta também.
No caso da espessura uma pequena adicdo de peptideos causa uma
ligeira diminuicao da espessura, quando chegamos a uma
concentracao de 9:1 observamos uma mudanca evidente e a partir
de esta a medida que aumentamos a concentracao a espessura
diminui rapidamente.

Para os sistemas gigantes com 2080 lipideos o efeito € menor mas a
tendéncia é a mesma. Um aumento na area por cabeca nos indica
uma maior desordem nos lipideos o que é refletido em uma ligeira
inclinacao dos grupos de cabeca, pelo que podemos afirmar que o
LL-37 causa uma perturbacao no sistema de bicamadas, por tanto
uma curvatura.

Estudo do efeito da temperatura:
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Figura 4. Avaliacao da area por lipideo (AL) e espessura (DP ) em diferentes temperaturas

Para POPG na auséncia do peptideo, observamos que a medida que
a temperatura aumenta a area por lipideo aumenta e a espessura
diminui de forma lineal, para sistemas pequenos (vermelho) no
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existe mudancas significativas para uma concentracao de 4:1, mas
quando avaliamos sistemas maiores e em altas concentracoes de
peptideo (azul e verde) observamos um incremento na area por
lipideo e uma diminuigao na espessura.

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que o LL-37 se encontra na interface
polar/ ndo polar da superficie da bicamada, essa orientacdo nédo
muda o que rechacga a hipotese de um mecanismo de tipo barril.
Devido a falta de ter um peptideo atravessando a membrana ao
longo da simulagao rechagamos essa hipotese de um mecanismo de
tipo poro toroidal. Concluimos que o LL-37 inicialmente forma um
aglomerado e induz uma curvatura positiva seguido de uma
desestabilicdio da membrana, via um mecanismo similar ao
mecanismo carpete.
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