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RESUMO

A utilizagdo de recursos computacionais para modelagem de nanoestruturas organicas,
a partir de peptideos, tem potencial para elucidar caracteristicas fundamentais que ori-
entam as interagoes moleculares e que colaboram com o entendimento do processo de
automontagem desses materiais. Neste trabalho, desenvolvemos um estudo de modela-
gem computacional para obter propriedades estruturais e energéticas de uma membrana
formada por peptideos usando dinamica molecular. Nossas simulages foram realizadas
explorando trés formas de justaposicao entre os peptideos que moldam a nanoestrutura
organica. Elas mostram que as trés formas de organizacao sao viaveis durante o processo
de automontagem levando a estruturas semelhantes. Nossos resultados reforcam a im-
portancia das ligagoes de hidrogénio e a correta modelagem da estrutura hidrofébica e
hidrofilica do peptideo no processo de modelagem de nanomembranas (especialmente pep-
tideos do tipo bola-anfifilico). Para a espessura da membrana, nossos resultados, obtidos
a partir do perfil de densidade de massa foram iguais a 2,28; 2,25 e 2,22 nm. Ja a partir
do mapeamento da superficie encontramos resultados iguais a 2,47; 2,14 e 2,32 nm, que
difere em até 2,36 nm do resultado experimental de 3,2 —4,5 nm. Isso nos levou a adotar
um modelo de bicamada, na qual os resultados destacam uma espessura média de 3,95
nm indicando que os resultados experimentais podem, entao, estar indicando a presenca

de estruturas de bicamada e ndo de monocamadas.

Palavras - chave: Dinamica Molecular, Peptideo, Hidrofilicidade, Ligacoes de Hidrogeé-

nio, Tempo de vida de LHs



ABSTRACT

The use of computational resources for modeling organic nanostructures from peptides has
a potential to elucidate fundamental characteristics that guide molecular interactions and
that collaborate with the understanding of the self-assembly process of these materials. In
this study, we describe a structural and energetic study of a membrane using molecular
dynamics. Our simulations were carried out by exploring three ways of juxtaposition
between the peptides that shape the organic nanostructure. The simulations also shows
that the three forms of organization are viable during the self-assembly process leading
to similar structures. Our studies reinforce the importance of hydrogen bond and the
correct modeling of the hydrophobic and hydrophilic structure of the peptide in the
nanomembrane idealization process (especially bola-amphiphilic peptide). For membrane
thickness, our results obtained from the mass density profile were 2,28; 2,25 and 2,22
nm. From the surface mapping we found the results 2,47; 2,14 and 2, 32 nm, that differs
by up to 2,36 nm from the experimental result of 3,2 — 4,5 nm. This led us to adopt a
bilayer model in which the results highlight an average thickness of 3,95 nm indicating
that the experimental results may be indicate the presence of structures bilayers model

and not monolayers.

Key - words: Molecular Dynamics, Peptide, Hydrophilicity, H-bond, HB-Lifetime
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CAPITULO

INTRODUCAO

Aminoécidos sao moléculas que desempenham um papel importante no funciona-
mento do nosso organismo e, quando ligados entre si, formam proteinas que sao essenciais
em desempenhar fungées como o transporte de moléculas e defesa do organismo [8]. En-
contramos no genoma humano 20 aminoacidos diferentes mas, estima-se que na natureza
podemos encontrar mais de 300 diferentes tipos destas estruturas [3]. Os aminoacidos sao
compostos que possuem um funcao amina — N Hs e uma func¢ao carboxila —C'OOH , sendo
diferenciados entre si pela estrutura da cadeia lateral, ou seja, eles se diferenciam pela

presenga de um radical ligado ao carbono «, como mostra a Figura (1.1).

(o)

= |l

Figura 1.1: Forma estrutural geral dos aminoacidos

. Em vermelho a funcao acido carboxilico
e em azul a funcao amina.

O radical (indicado por R) ligado a fung¢do amina é também importante para
a classificacdo do aminoécido de acordo com a sua polaridade (polares e apolares) [8];
os radicais que sao constituidos por hidrocarbonetos sao classificados como apolares, ou
seja, eles nao interagem fortemente com a agua, ja os radicais que possuem carga elétrica

nao nula sdo classificados como polares, pois esta carga elétrica contribui diretamente
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para uma forte interacdo com a agua. Por fim, os aminoacidos polares tem classifica¢oes
como aminoacidos basicos e acidos, caso a carga elétrica seja positiva ou negativa,
respectivamente [3]. Um exemplo de aminodcido apolar ¢ a fenilalanina (F) e um exemplo
de aminoacido polar subclassificado como aminoacido bésico é a arginina (R). Estas
estruturas, quando estdao em pH neutro se apresentam, em geral, na forma zwitterionica

na qual suas terminacdes estdo os fons de zwitter, ou zwitterion, —COO'~ e —NH3" [3].

1.1 Estrutura primaria e secundaria de polipeptideos

Os aminoacidos fazem ligacOes peptidicas entre si, estas ligacOes sao feitas entre
o atomo C do grupo carboxila e o atomo N do grupo amina do aminoacido, formando
polipeptideos, nome dado para a ligagdo de mais de 10 aminodcidos [3]. Estas ligacoes
sao um exemplo de reacoes de condensacao, sendo um tipo comum de reacao que ocorre
nas células vivas [3]. Os termos "proteina” e "polipeptideos” podem ser muitas vezes
permutado, sendo diferenciados por suas massas moleculares, onde é comum chamar
de polipeptideos para conjunto de aminoacidos que tem massa molecular abaixo de
10.000 u e proteinas massas moleculares maiores. Quando ligadas formando polipeptideos
ou proteinas, estes arranjos tém niveis estruturais que se referem a sua complexidade,
chegando até o nivel quaternario. Aqui discutiremos os dois primeiros niveis, o primério
e o secundario [3].

As estruturas priméarias de um polipeptideo estao relacionadas aos aminoacidos
que compoem a sua estrutura, sendo esta a sua principal caracteristica. Cada proteina tem
uma sequéncia de aminodcidos, que determina a sua fungao biologica [3]. J& as estruturas
secundarias estao ligadas a forma estrutural que estes peptideos se arranjam e dao origem
a um padrao que se repete no decorrer dos aminoacidos que formam a cadeia polipeptidica,
sendo classificadas como a-hélice e [-folha [§].

As estruturas do tipo a-hélice formam uma estrutura helicoidal (como uma escada
caracol, por exemplo) que sdo estabilizadas por ligagdes de hidrogénio entre os grupos
—NH— e —CO— da cadeia principal, este tipo de ligacao, que mantem a estrutura, ¢ mais
frequentemente encontrada em proteinas e os atomos centrais que compoem os residuos
tém um grupo bem caracteristico que formam angulos diedrais que contribuem para a
formagao da estrutura tipo a-hélice [3]. A diregdo que a curva da a-hélice faz também é

uma importante caracteristica deste tipo de estrutura, sendo o giro pela direita o tipo mais
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comum e as que vao para a esquerda, em geral, ndo tém estabilidade e nao sao encontradas
em proteinas [3]. Apesar de ser o tipo de estrutura mais encontrada em proteinas, nao
sao todos os aminoacidos que formam estruturas do tipo a-hélice. Quando sao carregados
tanto positivamente quando negativamente, pode ocorrer uma intensa forca de repulsao
que poderd impedir que a estrutura permaneca na formatacao do tipo a-hélice. A Figura

(1.2) mostra uma sequéncia de 10 alaninas (A) ligadas com uma estrutura do tipo a-hélice.

Figura 1.2: Peptideo de 10 alaninas com estrutura secundaria do tipo a-hélice. Em verde a
representacao das ligagoes de hidrogénio.

Estruturas do tipo -folha tém uma aparéncia de zigue-zague e o radical do ami-
noacido se projeta para lados opostos. Estruturas do tipo S-folha sdo mais frequentemente
encontradas em nanoestruturas do tipo membranas e tubos, como mostra na Figura (1.3).
Na Figura (1.4) temos um exemplo de peptideo do tipo [-folha.

A estrutura do tipo [-folha possui uma variacdo na orientacao, podendo ser

encontradas do tipo paralela e anti-paralela, mudando o padrao das ligacoes de hidrogénio
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(a) (b)

Figura 1.3: Nanoestruturas formadas por aminodcidos com estrutura secundaria do tipo [-
folha. A estrutura (a) é uma nanomembrana formada por acido glutdmico (E), fenilalanina
(F) e lisina (K) com sequéncia EF4K; figura adaptada de Sousa [1] e a estrutura (b) mostra
uma nanofibra formada por glicina (G), alanina (A), valina (V), isoleucina (I) e lisina (K) com
sequéncia G3A3V3I3Ks; figura adaptada de Andrade [2].

Figura 1.4: Peptideo de 10 alaninas com estrutura secundaria do tipo g-folha.

de cadeias laterais. As paralelas, como mostra a Figura (1.5a), numa cadeia terminal de
C—N, as ligacoes de hidrogénio estao orientadas neste mesmo sentido. Nas estruturas
anti-paralelas, como mostra na Figura (1.5b), o padrao das ligagdes de hidrogénio sao
alinhados, enquanto uma cadeia estd no sentido N—C terminal a outra esta no sentido

contréario indo para C—N.

1.2 Sistema anfifilico

Vimos que peptideos e proteinas sao formados a partir das ligacoes entre ami-

noacidos e que aminoacidos tem diferentes polaridades. O que acontece se um aminoacido
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6,5A

Visao superior

(b) Orientagdo anti-paralela

Figura 1.5: Estrutura do tipo (§-folha com orientagdo paralela e antiparalela. Adaptada de
Nelson e Cox [3].

polar se ligar com um aminoacido apolar? Esta interacao resulta em um sistema anfifilico,
um sistema na qual a estrutura quimica possui uma parte hidrofébica e uma parte hi-
drofilica [9]. Os peptideos do tipo surfactantes (SLPs, do inglés: Surfactant-like peptides)
sao anfifilicos, possuem uma cauda hidrofébica, podendo ou nao possuir carga. Temos
também os surfactantes do tipo bola-anfifilicos que possuem uma cabega polar em cada
uma das extremidades da cadeia hidrofébica, tornando-os mais soliveis em agua. Tra-
balhos recentes mostram que peptideos do tipo bola-anfifilico tém excelentes aplicagoes
no estudo de nanomembranas [1, 10] e, neste trabalho, estudaremos uma nanomembrana

formada por peptideos do tipo bola-anfifilicos compostos por arginina (R) e fenilalanina
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(F), aminoacidos representados na Figura (1.6).
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(a) Arginina (R) (b) Fenilalanina (F)

Figura 1.6: Forma estrutural da arginina (R) e fenilalanina (F).

Resultados experimentais tém demonstrado que peptideos [-folha envolvendo
uma combinacao de arginina (R) e fenilalanina (F) apresentam excelente versatilidade no
processo de automontagem e podem dar origem a estruturas como micelas e vesiculas,
além de fitas e tubos, micelas cilindricas [11]. E ainda relatado por Lucas R. Melo e
colaboradores [11] que a estrutura auto-organizada, formada por estes aminacidos, tem
uma forte dependéncia com o arranjo da sequéncia de residuos peptidicos. Um exemplo
sdo as construgoes de membranas Fy Ry e Ry FyRy. Os modelos dibloco (FyRy) representam
uma estrutura com cabecga polar e cauda hidrofébica alongada que sdo propensas a
modelar estruturas como as vesiculas, enquanto os modelos bola-anfifilicos (RyFyRs),
como mostra a Figura (1.7), possuem duas cabegas polares e um corpo central hidrofébico
que favorecem a formagao de membranas ou estruturas semelhantes a fitas.

A aplicacao deste tipo de estrutura membranar alavancou o campo da nanome-
dicina para o tratamento de varias doencas, como o uso para regulacao de cardiomioci-
tos [12], uso para antibiofilmes comutaveis que visa o controle do biofilme [13-16], uso
como farmaco bioativo com efeito antibacteriano [17-20] (especialmente para estruturas
baseadas em blocos que contém residuos R e F) e armazenamento de energia como ele-
trodos em supercapacitores [21]. Um efeito importante é que essas bioatividades incluem
penetracao celular e efeito antimicrobiano, que também esta associado ao agregado resul-
tante da auto-organizagdo de nanoestruturas [22-24].

Trabalhos anteriores desenvolvidos por B. Gerbelli e colaboradores [25] tam-
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RoF4R>

Figura 1.7: Representacao da leteral lateral e superior da estrutura dos peptideos simulados:
Arginina (R) e fenilalanina (F). Verde representam os atomos de carbono; branco representam os
atomos de hidrogénio; vermelho representam os atomos de oxigénio; azul representam os atomos
de nitrogénio.

bém mostraram outras estuturas baseados em arginina e fenilalanina, caracterizadas
pela sequéncia (RF)y, indicando que esses peptideos possuem afinidade por membranas
DPPC com alta absor¢ao na superficie dessas membranas [25]. A dependéncia da auto-
organiza¢ao em funcao do comprimento da sequéncia (RF)y, N = 1 — 5, também foi
estudada experimentalmente por E. Silva e colaboradores [26], descrevendo essas estrutu-
ras semelhante a fitas com uma grande variedade de escalas de comprimento, alternando
estruturas nanométricas ou mesmo embalagem em nivel molecular. E. Silva e colaborado-
res [26] ainda demonstram que o polimorfismo de estruturas auto-organizadas tem uma
forte dependéncia do comprimento do peptideo em que o aumento progressivo da ordena-
¢ao cristalina é proporcional ao aumento do niimero de pares de dimeros de RF [26].
Embora os resultados experimentais destaquem algumas caracteristicas estru-
turais da auto organizacao peptidica, ha uma necessidade crescente de caracterizagao
estrutural, ao nivel molecular, obtido através de simula¢oes computacionais com alta pre-
cisao metodologica e de modelagem. Estudos recentes envolvendo dindmica molecular,
mostram que esta técnica tem apresentado resultados confidaveis quando comparada com
dados experimentais e contribui para o entendimento da formacao de nanoestrutura desta
natureza [27-37]. Alguns resultados tedricos anteriores mostraram também que peptideos

que formam membranas, fitas ou nanofibras e que possuem aminoacios polares em sua
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estrutura, garantem uma organizacao coesa e fortemente alinhada devido a formacao de
uma rede de ligagoes de hidrogénio [27,34,38-42].

Especificamente, para as nanoestruturas formadas pelo peptideo RoFyRs, que
possui uma regiao central composta por fenilalaninas (F), apresenta um comportamento
tnico quando comparado as estruturas estudadas em trabalhos anteriores. O aminoacido
fenilalanina nao apresenta regides de interesse para o surgimento de grandes redes de
ligagoes de hidrogénio capazes de manter uma nanoestrutura de membrana coesa e estavel,
a partir do seu radical composto por um anel aroméatico. Assim, como essas nanoestruturas
existem? Evidéncias experimentais mostram que as nanoestruturas em folha (ou fita)
ocorrem com alta interacao justamente entre os compostos aromaticos do residuo de
fenilalanina, formando estruturas agregadas com caracteristicas laminares com espessuras
proximas a 4 nm [11].

Neste trabalho, objetivamos avaliar computacionalmente o comportamento dessas
nanoestruturas compostas pelo peptideo Ry F;R5. Com o uso de simulagoes de dinamica
molecular atomistica e um protocolo robusto e consolidado para estudas nanoestruturas
peptidicas em solugao [28-31,33,34,38,39,43-45|. Buscamos avaliar as interagoes energé-
ticas entre cada residuo peptidico que compde a nanoestrutura organica, determinando
caracteristicas estruturais e confirmando a existéncia de multicamadas no processo de
autocaracterizacdo das estruturas e nao apenas monocamadas como idealizado na lite-
ratura [11]. As andlises também serdo conduzidas a fim de destacar a importancia das
ligagoes de hidrogénio na regiao interna da membrana, onde as evidéncias destacam uma
maior relevancia das interagoes envolvendo os anéis aromaticos que compdem a regiao hi-
drofébica composta com fenilalaninas (F). Em todos os casos, procuramos discutir como
a estabilidade dessas estruturas ocorrem.

Para isto, o texto sera organizado na seguinte sequéncia: o Capitulo 2 mostraremos
o que é dindmica molecular, o algoritmo de integracao das equagoes de movimento e
uma descri¢ao sobre o campo de forca; no Capitulo 3 apresentaremos a metodologia que
foi utilizada para realizar o trabalho como a montagem da nanoestrutura e os detalhes
computacionais da simulacao; no Capitulo 4 sera apresentado os resultados, tais como
analise estrutural, andlise de energia, perfil de densidade de massa e estrutura das ligacoes
de hidrogénio; e por fim no Capitulo 5 faremos uma conclusao com base no estudo

discutido anteriormente.

& Instituto de Fisica — UFG



-

CAPITULO

DINAMICA MOLECULAR,

O método de Dindmica Molecular (DM) nos permite estudar algumas proprie-
dades fundamentais para a caracterizacdo de membranas peptidicas, como propriedades
energéticas e estruturais. Assim, faremos uma analise da caracteristica estrutural do pep-
tideo, uma andlise do comportamento das energias de interacdo de Coulomb e de van
der Waals entre os peptideos, entre os peptideos e a agua, entre os peptideos e os ions
e entre seus residuos que compoem o peptideo. Analisaremos também o ntimero médio
das ligagoes de hidrogénio e a sua dinamica, tais como o seu tempo de vida, energia de
corte para a ruptura de uma ligagdo de hidrogénio AG (energia livre de Gibbs), além do
perfil de densidade de massa. Todas essas andlises serao realizadas avaliando a trajetoria

classica obtida via DM.

2.1 Dinamica Molecular

O método de DM consiste em resolver, durante um tempo limitado, as equacoes
de movimento para um sistema de muitas particulas. Este método é uma das técnicas
mais versateis para descrever sistemas de muitos corpos, ja que matematicamente é
um problema complicado descrever tais sistemas. Para realizar uma simulacao de DM
precisamos estabelecer alguns parametros iniciais como posi¢ao e velocidade das particulas
junto com as condi¢bes de contorno que caracterizam o sistema peridodico. Com isto, ¢é
preciso determinar as posigoes e velocidades em cada estapa posterior, para assim obter
as trajetorias das particulas ao longo do tempo.

A partir do cdlculo da energia potencial, a DM, por meio de algoritmos de

integracao, resolve-se as equagoes do movimento para cada particula ¢ que compoe a
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caixa de simulagdo. Assim, a trajetéria do sistema é obtida, contendo sua evolucao
temporal, de onde configuracbes podem ser extraidas para obtencao de médias de
propriedades especificas, tais como energia interna, energia livre, temperatura, etc, a partir
de propriedades microscopicas do sistema. Neste contexto o movimento das particulas
pode ser dado por

sendo m; a massa da particula i e 7; a derivada segunda da posicdo da particula i. A

equacao para a forca sobre cada particula, é dada por:
F,=-VU,. (2.2)

em que U; representa a energia potencial da particula 7. A escolha do potencial é muito
importante para caracterizar o sistema. Veremos posteriormente a importancia de escolher

um bom campo de forga que descreva o sistema a ser simulado.

2.1.1 Condicgoes Periédicas de Contorno

Quanto maior o sistema a ser simulado, maior serd o custo computacional para
realizar a simulacao de DM. No entanto, ao realizar uma simulagao usando DM, podemos
ter efeitos indesejados que nao sdo comuns em um sistema macroscopico real. Entao,
controlar as dimensoes da caixa a ser simulada impondo condigoes periddicas de contorno é
uma forma de reduzir tais efeitos. Nesta estratégia, se um atomo sair em uma extremidade
da caixa, automaticamente outro atomo entra em sua direcao oposta fazendo com que o
sistema permaneca com o numero de atomos constantes. Nas condi¢oes periddicas de
contorno a caixa de simulacao é centralizada e replicada em todas as direcées, como
destaca a Figura (2.1)

Quando estabelecidas as condigoes iniciais precisamos de algoritmos de integracao
para resolver as equagoes de movimento. Estas equagoes sao resolvidas para periodos de
equilibrio termodinamico e da simulagao de DM, produzindo a trajetéria que sera utilizada
para obter os resultados que serdo discutidos. Um dos algoritmos ntimericos (método de
diferengas finitas) que permitem a integragao destas equagdes de movimento sao: algoritmo

de verlet [46] e algoritmo de velocity-verlet [47] que serao discutidos a seguir.
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Figura 2.1: Caixa de simulacdo com condi¢es periédicas de contorno. Adaptada de Verli [4]

2.2 Algoritmo de Verlet

O algoritmo de Verlet parte das expansdes em Taylor da posi¢do r em torno de

5t [46]

r(t + dt)

e, para (t — dt), temos

r(t — ot)

Fazendo a soma das Eqs (2.3) e

(t + dt) [46]

=r(t) +

= (1) -

r(t + dt)

dt

= T(t) + ’Ur(t)ét + %

dr(t)

dt

r(t)

dr(t)

ot + —

— v, (t

ot +

1 dr(t)
2! dt?
Fy(t)

1d*r(t)
21 dit?

= 2r(t) — r(t — 6t) + i*(t)6t* + O(5t")

5+

ot +

ot? —

o2 —

1d7“()
31 de3
1d3()
31 de3

———=6t> + O(5t)

———=6t* + O(5t) (2.3)

1 d3r(t)
3 de
1 d3r(t)
31 de

§t* + O(dt)

———=6t3 + O(dth). (2.4)

(2.4) temos a equagao de evolugao da posigao no instante
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onde O(6t?) é o erro que representa a ordem do primeiro termo que geralmente é
desprezado nas expansoes, devido ao erro associado ao incremento de tempo.
Quando subtraimos as Egs (2.3) e (2.4) temos a equagao de evolucao da velocidade

em t, dada por

f@:rﬂ+méﬂﬁwﬂ+0wﬂ (2.6)

Como podemos ver, temos aqui um erro na ordem de §¢? sendo entdao um método
menos preciso em comparacao com o calculo da posigao.

Uma das grandes vantagens do método de Verlet, em relacao ao método de Euler?,
é que ele é um método preciso para o calculo das posicoes e umas das desvantagens é que
uma imprecisao no calculo das velocidades ainda persiste. Temos, ainda, uma divisao por
um nimero pequeno (dt) e a velocidade e a posigao sao calculados em tempos diferentes.
Uma melhoria no método de Verlet é o método de velocity-verlet, que usa as equagoes de

verlet, mas nos oferece a velocidade e a posi¢do no mesmo instante de tempo. Veremos

mais sobre este método a seguir.

2.3 Algoritmo de Velocity-Verlet

A partir da Eq. (2.6), do método de Verlet, temos:

r(t— 6t) = r(t + 6t) — 27(£)ot. (2.7)

Substituindo Eq. (2.7) na Eq. (2.5), temos a equagao de evolugao da posi¢ao

1
r(t + 0t) = r(t) + 7(t)5t + 57’"’(75)5752 + O(6t4). (2.8)
Para a equacao da evolucao da velocidade fazemos t — t + 0t na Eq. (2.6) para obter,

r(t + 0t + 0t) — r(t + 6t — ot)
26t

r(t 4 o0t) = (2.9)

que resulta em:

1.método de primeira ordem, que a partir do valor inicial, é usado para solucionar equacoes diferenciais
ordinarias
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r(t 4 20t) — r(t)

; = 2.1
7(t + dt) 55t (2.10)
Vamos fazer t — t + dt na Eq. (2.5) resultando em:
r(t + 26t) = 2r(t + 6t) — r(t) + #(t + 6t)5t° (2.11)
substituindo a Eq. (2.10) na (2.11) temos:
F(t+ 6t) = r(t+ ot) +r(t) N P(t + 6t)ot (2.12)
at 2
finalmente, substituindo a Eq. (2.8) na Eq. (2.12) temos
1
7t + 0t) = 7(t) + 5[7'*(15 + 6t) + 7(1)]6t + O(6t%), (2.13)

que representa a evolugao da velocidade.

Neste método, de velocity verlet, temos que a posicao e a velocidade sao encontra-
das em um mesmo intervalo de tempo, ao contrario do método de verlet. Por esta razao o
método wvelocity Verlet é melhor quando comparado ao método de Verlet. Neste trabalho

usamos o método de velocity Verlet.

2.4 Campo de Forca CHARMM

O potencial de interacao entre as particulas do sistema ¢ dado, em geral, por um

somatoério dos potenciais de interagoes ligantes e nao ligantes, como na equacao

U= Z Uligagées + Z Uéngulos + Z Udiedros + Z Uinteragées—néo—ligantesa (214)

na qual as interagoes nao ligantes sao as interagoes de Coulomb e de van der Waals, como
podemos ver na Figura (2.2).

E importante destacar que estes campos de forcas sdo empiricos, e existindo
varios. No entanto, no campo de forca CHARMM o somatoério do potencial contém o
termo que faz parte das ligagoes internas, o termo que representa a variacao dos angulos,
0s termos que representam as torgoes proprias e improprias, o termo de van der Walls

(vdW), o termo do potencial eletrostatico, das ligagdes de hidrogénio, o termo que se
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refere aos a&tomos harmonicos e as restri¢coes diédricas. Esta grande variedade torna este

campo de forca um dos mais utilizados para tratar sistemas organicos.

estiramento

dobramento

Interagdes eletrostaticas Interagdes de Van der Waals

Figura 2.2: Representagdo esquematica para as interacées que compdem um campo de forga.
Adaptada de Leach [5] e Andrade [6].

No geral, o CHARMM [48, 49] é um programa que usa fung¢oes de energias
empiricas para estipular pardmetros que modelam as interagoes para um determinado
conjunto de atomos e moléculas de um sistema. A forma geral do campo de forca

CHARMMS36 [49] é descrita por

U(R> = Ub + U@ + Udiedros + Uimpréprios + UUB + Unéo—ligantes + Ucmap- (215)

Como podemos ver a partir da Eq. (2.15) e da Figura (2.2) o potencial considera
cada uma das interagoes ligadas como um sistema massa mola [48], na qual temos uma
constante k associada a cada um dos potenciais ligados.

O primeiro termo da Eq. (2.15), representado na Eq. (2.16), estd relacionado as
interacoes de ligacoes internas e representa o potencial dos pares ligados, modelando o
alongamento e encurtamento das ligagoes entre os atomos. A constante k,. esta relacionada
a rigidez da ligacao, a distancia é representada por r e a distancia em equilibrio é dada

por rq [49]
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Uy= > ke(r—rm) (2.16)

ligagio

O segundo termo da Eq. (2.15), representa o potencial Uy da Eq. (2.17) se refere
as variagoes entre os angulos das ligagdes de uma molécula como mostra a Figura (2.2). O
potencial se refere ao dobramento de uma molécula, em que ky é o pardmetro que descreve

o angulo, € é o angulo e 6, é o angulo em equilibrio [49]:

U= Y ke(60—6) (2.17)

angulos
As Egs. (2.18) e (2.19), terceiro e quarto termo da Eq. (2.15) estdo relacionadas
as torsoes proprias e impréprias, na qual kg, e k, sao os pardmetros relacionados aos

diedros improéprios [49].

Udiedros = Z Z ]{/‘an(COS(TLgb + 5) + 1)7 (218)

diedros m

Uimpréprios = Z kx(é - XO)Z' (219)

impréprios
Os termos de vdW, Eq. (2.20) e de Coulomb Eq. (2.21), compde o somatoério das

interagoes nao ligadas [49]

] Rmm 12 Rmm 6
Unéo—ligados - Z {6;’?m [(”) -2 <U> ] (220)

nao—ligantes Tij Tij

+ qiqf}. (2.21)

471'607“1‘]‘
Por fim, temos também o potencial de Urey Bradley [49] que esta relacionado a distancia

entre os atomos nao ligados de um conjunto de 3 dtomos

UUB = ZkUB(rik — 7“0)2. (222)

UB
O potencial Ugpg, estd relacionado ao termo de correcao de angulo diédrico da

estrutura principal. Este termo ¢ muito usado para modelar um célculo preciso de energias

internas de biomoléculas, corrigindo erros sistematicos na descricao da proteina.
Ressaltamos também que o termo de Coulomb tem uma importante contribuicao

para a energia potencial do sistema. De fato, essa interacdo deve ser precisamente
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modelada. A modelagem deste termo deve carregar cargas atomicas que possam reproduzir
o processo de polarizacao das moléculas em solucao. Nesse sentido, trabalhos anteriores
mostram que o campo de forma CHARMMS36 apresenta uma excelente modelagem
das cargas atomicas de aminodcidos em solugdo, como pode ser visto em [50-54],
que destaca como os efeitos de polarizacao ja estdo bem incluidos nos parametros
atomicos do campo de forca CHARMMS36 expressando satisfatoriamente o modelo de
dipolo, e também as propriedades espectroscépicas dessas moléculas em agua. Com essas
informagoes, destacamos que os valores médios das propriedades estudadas neste trabalho

sao dependentes deste campo de forga utilizado.

2.5 Ligacoes de Hidrogénio

Uma informacao importante que a simulacdo de DM pode nos oferecer sao as
ligagoes de hidrogenio (LH), bem como o seu tempo de vida, que é dado de acordo com
as teorias de Luzar, Chandler e Van der Spoel [55-57]. Estes cientistas introduzem um
operador de populagdo h(t) que, em equilibrio termodindmico, descreve a flutuagao de

LHs por uma funcao de correlagcao, dada por:

< h(0)h(t) >
- <h>

c(t) , (2.23)

em que ¢(t) é a probabilidade da LH permanecer integra no tempo t, h(t) é igual a 1 se o
par de moléculas que foi destacado em particular ¢ ligado por hidrogénio e zero caso o par
de moléculas nao for ligado por hidrogénio, sendo este conjunto de parametros o critério
para definir a existéncia da LH em um dado instante de tempo. A evolugdo temporal de

¢(t) é dada por
hit) _ clt) - clx)
5h(0)  ¢(0) — c(o0)

~ c(t), (2.24)

na qual, 6h(t) = h(t)— < h > indica que quando o sistema estd préximo ao equilibrio
nao ¢é possivel diferenciar entre flutuagoes espontaneas e desvios do equilibrio que sao
constituidos de forma externa.

A taxa de relaxamento pode ser calculada por

KO _dji(tt) < h(0)<[1h—>h(t)] > (2.25)
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em que
h(0) = (C“;f))to. (2.26)

Esta taxa, para tempos t curtos, leva uma variedade de movimento que conduz a quebra
das LHs, sendo calculada a partir da trajetéria da simulagdo computacional. A taxa
dc(t)/dt pode ser reescrita em termos de ¢(t) e a probabilidade n(t), no tempo ¢, representa,
uma quantidade de moléculas inicialmente ligadas que estao agora desvinculadas, mas

permanecem separadas por menos que uma distancia R, onde

() = [ ) (2.27)

Assim, a taxa de dc/dt pode ser reescrita como

dc
i —Ac(t) + Bn(t) (2.28)

onde A e B sao constantes que representam as taxas de quebra e ocorréncia das LHs. O
significado fisico de 1/A representa o tempo de vida médio das LHs [56] que serd estudado

neste trabalho para sistemas organicos nanoestruturados formados a base de peptideos.
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MODELAGEM COMPUTACIONAL

3.1 Arquitetura da Estrutura Membranar

Os aminodcidos arginina (R) e fenilalanina (F) foram continuamente montados
formando uma estrutura [-folha na sequéncia paralela e antiparalela. A terminacgao
dos grupos carboxila e amina foram modeladas com —COO!~ e —NH3", conforme
mapeado pelo campo de forza CHARMMS36 [58]. Dessa forma, cada peptideo possui
uma carga elétrica total de +4e que estd espalhada nos atomos do residuo arginina (R),
principalmente no radical que caracteriza o aminoacido.

As estruturas iniciais, em formato de membrana, foram modeladas usando uma
combinacao de estruturas de peptideo bola-anfifilicos paralelas e antiparalelas. No Modelo-

A, como mostra a Figura (3.1), toda a estrutura secundaria é do tipo S-folha paralela.

EEE

Figura 3.1: Modelo-A de membrana de RyFy Ry vista do plano YZ. Arginina (R) representada
pela cor azul e fenilalanina (F) representada pela cor vermelha, ambas estdo com estrutura
secundaria do tipo §-folha paralela.

No Modelo-B, como mostra a Figura (3.2), a estrutura secundaria das argininas

(R) é do tipo p-folha paralela e a estrutura secundéria das fenilalaninas (F') é do tipo (-
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folha anti-paralelas. No Modelo-C, figura (3.3), ha dois residuos com estruturas diferentes,
um deles a fenilalanina (F) estd com configuragao paralela e no outro em anti-paralela, e

ambos com as argininas (R) em paralelo.

Hoseses

Figura 3.2: Modelo-B de membrana de RyFy Ry vista do plano YZ. Arginina (R) representada
pela cor azul é do tipo -folha paralela e fenilalanina (F) representada pela cor vermelha é do
tipo p-folha anti-paralela.

Figura 3.3: Modelo-C de membrana de RyFy R vista do plano YZ. Arginina (R) e fenilalanina
(F) representada pela cor vermelha alternando entre paralela e anti-paralela.

As trés estruturas (A, B e C) foram modeladas para que a organizagao espacial
dos peptideos favorecesse a formacao de ligacoes de hidrogénio (LHs) entre as estruturas (-
folha, fator crucial para a manutencao desse tipo de estrutura orgéanica, como demonstrado
por [34,39,45]. Outras estruturas foram elaboradas, algumas ndo obtiveram sucesso
durante o processo de simulagao de DM, resultando em configura¢ées sem periodicidade,
com rupturas entre as [-folha ou mesmo com desconfiguracao completa da estrutura
da membrana, caracterizando estruturas solvatadas com aspecto amorfo. Somente as
estruturas, (Modelo-A, B e C), foram bem sucedidas durante o processo de simulagao.

Assim, estudamos trés tipos de estruturas para caracterizar, atomisticamente, o
trabalho experimental de L.R. Mello e colaboradores [11], que indica que a bola-anfifilica
Ry Fy Ry tem maior propensao a formar nanoestruturas discretas em solugao, em compa-

ragao com o peptideo dibloco (R4F}). Ainda, hd uma possivel orientagdo dos peptideos
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bola-anfifilica na estrutura tipo fita ou membranas. Essas estruturas semelhantes a na-
nomembranas coexistem com pequenos agregados, mas podem atingir comprimentos na
faixa de 11 — 110 nm devido a alinhamentos paralelos entre si. Além disso, hd uma per-
sisténcia no comprimento das fitas devido a auséncia de tor¢do ou flexdo ao longo da
nanoestrutura. Esses resultados experimentais sao refor¢ados por diversos trabalhos que
descrevem que o peptidico bola-anfifilico Ry F, R, tem alta probabilidade de formar estru-
turas estaveis, principalmente devido ao pareamento da cadeia de tetrafenilalanina (F)
entre os peptideos, pois a cabega composta de arginina (R) ficariam expostas em ambas
as interfaces das nanomembranas [59-61].

Durante as simulagdes computacionais das estruturas bem sucedidas, existe uma
estrutura que favorece a alternancia entre a regiao amina e carboxila na superficie da
membrana, composta pela replicacgdo da estrutura no plano XY. Ou seja, os mondémeros
sao ajustados um invertido em relacao ao outro, por isso a alternancia entre a regiao
amina e a carboxila na superficie do material.

Observe que em todas as estruturas existe uma regiao composta por arginina (R)
e outra composta por fenilalanina (F), que pode ser caracterizada como regiao hidrofilica e
hidrofébica, respectivamente. As Figuras (3.4), (3.5) e (3.6)) mostram os trés modelos bem
sucedidos (Modelo-A, B e C) usados como configuragoes iniciais em simulagoes de DM.
As trés estruturas apresentadas seguem os modelos propostos pelos autores citados [11] e
diferem no arranjo inicial do ajuste das tetra-fenilalanina —(F4)— do peptideo Ry FyRs.

Observe que a diferenca basica entre os Modelos A, B e C é o posicionamento
paralelo/anti-paralelo dos aminoacidos que compdem o peptideo, de modo que o Modelo-
A apresenta uma leve inclinacao dos peptideos em relacao ao plano normal da membrana;
o Modelo-B apresenta um posicionamento face a face entre os anéis aroméaticos dos
residuos de fenilalanina dos peptideos; e o0 Modelo-C apresenta um arranjo mais ondulado
para a membrana, favorecendo um posicionamento mais justo dos peptideos. Nas trés
configuragoes utilizadas, destacamos que o Modelo-B é o que demonstra uma melhor
compactagdo, nao possuindo canais propicios a hidratacao da regidao hidrofébica da
membrana. Os peptideos foram solvatados em agua e ions cloreto foram adicionados
aleatoriamente a regiao hidratada da caixa de simulagao usando o programa Packmol [62],
um programa que pode ser usado para construir configuragao inicial para uma simulagao
de DM, neste caso ele coloca os ions em regioes definidas do espaco. Este passo é feito para

que o sistema todo tenha carga zero. A Tabela (3.1) mostra o nimero de particulas em
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Monoémero | Modelo-A | Modelo-B | Modelo-C
Peptideos 1 80 80 80
Atomos dos peptideos 179 14320 14320 14320
Carga Total de 320e 320e 320e
Tons na solugao 4C1~ 320C1~ 320C1~ 320C1~
Moléculas de agua 2905 13952 14332 13587
Total de atomos 8898 56496 55401 55401
Volume inicial da caixa [nm?] 91,12 621,62 440,88 438,04

Tabela 3.1: Composicao das caixas de simulacio para as estruturas simuladas.

cada caixa de simulagao. Para andlise, foram utilizados programas do pacote Gromacs [63]

além do programa SuAVE [7].

3.2 Protocolo de Simulacao

Para modelar as interagoes entre os componentes das estruturas, usamos o modelo
TIP3P [64] para moléculas de dgua, bem como os pardmetros disponiveis no campo de
forca CHARMMS36 [58] para os fons de cloreto e para os peptideos.

Inicialmente, foram realizadas simulagoes do Modelo A em vacuo apenas com a
membrana e os fons, com o objetivo de ajustar a estrutura principal. Posteriormente,
a configuragao equilibrada foi solvatada e, em seguida, foram realizadas simulacoes
computacionais com o sistema completo, contendo membrana, ions e o solvente. O sistema
completo foi levado ao equilibrio termodinamico em simulagoes computacionais usando
uma alternancia entre os ensembles NVT e NPT por cerca de 50 ns. Os modelos B e
C foram submetidos a simulagoes para o equilibrio termodindmico ja solvatadas, sem
passar pela simulacdo em vacuo, pois foi observado que os modelos B e C ja possuem
uma estrutura bem ajustada e manteve as suas caracteristicas sem passar pela simulacao
a VAcuo.

Somente apods atingir o equilibrio termodindmico, os sistemas foram submetidos a
uma extensa simulacao de DM, de cerca de 100ns, de onde extraimos a trajetoria classica
para andlise estatistica das propriedades estruturais e energéticas dos sistemas. A etapa
de producao foi conduzida utilizando variagao temporal, entre cada etapa de DM, de 1
fs, enquanto foram empregados 10® passos de dindmica molecular. Foram salvas 25% das
configuragoes da trajetoria para andlise estatistica. Simulagoes de DM foram realizadas
usando Particle-mesh Fwald (PME) [65] para calcular o potencial elétrico, com um raio
de corte de 1,2 nm; as energias de van der Waals (vdW) foram calculadas com o esquema

Potential-shift- Verlet, com raio de corte igual a 1,2 nm; simulages a pressao constante
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Y

(a) (b)

(c)

Figura 3.4: Estrutura inicial das nanomembranas peptidicas do Modelo-A. A figura (a)
referente ao plano yz, figura (b) referente ao plano xz e figura (c) referente ao plano xy. Azul
corresponde a Arginina (R); Vermelho corresponde a fenilalanina (F); Verde corresponde aos
fons cloro (Cl).

foram realizadas mantendo a pressao constante em 1,013 bar com acoplamento isotrépico

1.

I

Parrinello-Rahman [66], ajustado a cada 4 ps, e compressibilidade igual a 4,5x 107 bar™
o algoritmo v-rescale [67] foi usado para manter a temperatura constante (300 K) a cada
0,1 ps. Todas as ligagdes atOmicas foram mantidas usando o algoritmo LINCS [68]. Este
protocolo para simulagbes de membrana/fitas estd bem estabelecido e o uso dos campos
de forca, mencionados acima, mostrou excelentes resultados com 6timas comparagdes com
resultados experimentais [29,31-34,43,69]. Todas as simulagoes de DM foram realizadas

com o programa Gromacs [63]. As figuras foram obtidas usando o programa VMD [70].
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(a) (b)

(c)

Figura 3.5: Estrutura inicial das nanomembranas peptidicas do Modelo-B. A figura (a) referente
ao plano yz, figura (b) referente ao plano xz e figura (c) referente ao plano xy. Azul corresponde
a Arginina (R); Vermelho corresponde a fenilalanina (F); Verde corresponde aos ions cloro (Cl).

Para comparacao, realizamos a simulagao de um tnico peptideo de RyFyRs em
uma solugao aquosa com 4 ions de cloro, C17, nas mesmas condi¢oes das nanomembranas.

A Figura (3.7) apresenta a caixa de simula¢ao do mondmero em solucao.
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(a)

.
[\

(b)

‘;xz;szrxsi
::tzzzsggzg

Figura 3.6: Estrutura inicial das nanomembranas peptidicas do Modelo-C. A figura (a) referente
ao plano yz, figura (b) referente ao plano xz e figura (c) referente ao plano xy. Azul corresponde
a Arginina (R); Vermelho corresponde a fenilalanina (F); Verde corresponde aos fons cloro (Cl).
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CAPITULO

RESULTADOS

A seguir apresentaremos os principais resultados obtidos a partir das simulagoes
de DM. Os resultados acerca da analise estrutural objetiva mostrar a compactagao da
estrutura ao final de simulacao conduzindo uma anélise sobre a espessura da membrana.
Os resultados das energias de Coulomb e Lennard Jones apresentara as interagoes entre os
peptideos e as moléculas de agua. O perfil de densidade destaca uma possivel estimativa da

espessura e também sera apresentado a estrutura e dinamica das ligagoes de hidrogénio.

4.1 Analise Estrutural

A Figura (4.1) mostra que apés 100 ns de simulagao de DM, todas as nanomem-
branas propostas possuem pouca hidratagdo na regido composta por fenilalaninas (F) e
uma separagao do meio aquoso devido a interagao hidrofilica da superficie e da regiao hi-
drofébica na nanoestrutura. Uma analise quantitativa dos modelos simulados mostra que
a compactacao final dos peptideos é, em média, igual a 1,11; 1,04 e 1,08 peptideo/nm?,
respectivamente para os Modelos-A, B e C.

Esse resultado mostra que o Modelo-B possui um maior espagamento entre os
peptideos, o que pode caracterizar uma possibilidade de criagao de canais de hidratacao e
causar uma possivel ruptura da nanomembrana. Por outro lado, o Modelo-A possui uma
estrutura mais compacta e, consequentemente, a regiao hidrofébica composta pela rede de
fenilalanina (F) é visualmente menos hidratada. Uma comparagao com outros trabalhos
mostra que nanomembranas peptidicas compostas por AgD, AgK ou AgR apresentam
uma compactacio proxima de 1,96 pep/nm?, dependendo da temperatura da estrutura

em solugdo [39], enquanto estruturas formadas por AgH apresentam uma compactagao
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Planoyz Plano xz Plano xy

r Ormoo=

Figura 4.1: Modelos equilibrados das membranas peptidicas estudadas. Azul representa a
arginina (R). Vermelho representa a fenilalanina (F'). Esferas verdes representam os fons de
cloro

de 3,45 pep/nm? [28]. Para as nanoestruturas formadas pelos peptideos I3V3A43G3K3 e
K3G3A3V313 as compactagoes sao proximas de 1,41 e 1,86 pep/nm? [31]. Além disso,
para nanomembranas formadas por FFL4F R, por exemplo, esses valores estao na faixa
de 1,47 — 1,56 pep/nm? [32]. Tais resultados mostram que a compactacio das estruturas
semelhantes a nanomembranas estudadas neste trabalho é mais intensa e pode demonstrar
uma dependéncia com a formacao da sequéncia de aminoacidos do peptideo como ja
reportado na literatura e descrito na introducao deste trabalho. Uma comparagao com a
compactagao de lipideos em bicamadas lipidicas também pode ser realizada, resultados
obtidos por E. D. Alves e colaboradores mostram que as membranas DOPC, com e sem
colesterol, apresentam empacotamento de cerca de 0,501 — 0,686 lipideos/nm? [71] ou
conforme apresentado no trabalho de C. Bouquiaux e colaboradores [72], que investigaram

membranas de DOPC/colesterol relatam (74,3 4 1,5)A? por lipideo para uma membrana
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lipidica com 20% de colesterol. Esses resultados podem corresponder a cerca de 0,685 e

0,765 lipideos/nm? para cada monocamada.

Modelo -A

Figura 4.2: Avaliacdo da espessura da nanomembrana e do comportamento de sua superficie
hidrofilica composta pelo residuo de arginina (R). Analise realizada usando o programa SuUAVE
[7].

Utilizando o programa SuAVE [7] estimamos a espessura das nanomembranas
de forma mais precisa. A Figura (4.2) mostra um mapa de superficie para cada modelo
proposto. Como pode ser visto, o Modelo-C [Modelo-A] tem uma maior [menor| rugosidade
em comparagdo com os outros modelos, indicando uma menor [maior] agregacao das
cabecas polares peptidicas. A espessura das nanoestruturas pode ser inferida a partir da
distancia entre as duas superficies mostradas na Figura (4.2), que descrevem a posigao
do atomo N do residuo —N Hj de arginina (R) presente mais externamente na molécula
peptidica. Nossos resultados indicam uma espessura média de 2,28; 2,25 e 2,32 nm para
os Modelos A, B e C, respectivamente.

Esses achados indicam que as estruturas de octa-peptideos bola-anfifilicos consti-
tuidos por monocamadas nao reproduzem os modelos encontrados experimentalmente que
apresentam espessura entre 3,2 - 4,5 nm [11]. Destacamos que o descolamento vertical

dos peptideos para que a estrutura seja mais alongada na dire¢ao z também nao é con-
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sistente com um procedimento de modelagem para esses materiais, pois poderia resultar
em uma estrutura instavel, uma vez que haveria perdas no encaixe entre os peptideos,
bem como entre as [-folhas que formam a monocamada, como mostrado em trabalhos
anteriores [69], desfavorecendo as LHs que mantém a estrutura integra.

Assim, uma possivel hipdtese é a ocorréncia de bicamadas sobrepostas ao invés de
monocamadas, a semelhanca do que foi relatado nos trabalhos de Andrade e colaboradores
[29]. Portanto, a estrutura observada experimentalmente pode representar camadas duplas
sobrepostas. Consequentemente, nossos resultados tedricos (considerando uma espessura

de dupla camada) estariam no limite superior relatado experimentalmente.

4.2 Energia de Coulomb e de Lennard-Jones

A Tabela (4.1) apresenta os resultados para as energia Coulombianas e de vdW
para as interagoes entre peptideos (Pep-Pep), entre peptideos e moléculas de dgua (Pep-
agua) e entre peptideos e fons (Pep-ions), em kJ/mol (por peptideo), para os trés modelos
estudados neste trabalho. Nossos resultados mostram que a energia de interacao de
Coulomb E. é igual a 871,28; 483,28 e 487,41 kJ/mol por peptideo, respectivamente
para os Modelos A, B e C, mostrando que existe uma repulsao elétrica entre os peptideos
de um mesmo modelos. Em comparacdo com os resultados obtidos para o mondémero
RyFy Ry em solucao, ha uma diferenca de cerca de 149, 85; 83,17 e 83,88 % no valor de
E. (Pep-Pep) quando a estrutura tipo membrana é consolidada.

Para as energias de interacdo de vdW os resultados mostram valores médios de
—324,22; —307,86 ¢ —309,01 kJ/mol por peptideo, respectivamente para os Modelos-
A, B e C. Como pode ser visto, os valores de E; sao cerca de 1195,50; 791,14 e
796,42 kJ/mol inferiores aos de E., mostrando a importancia da energia de Coulomb
para a manutencao da estrutura. Nao podemos deixar de descartar a interacao elétrica
e LJ para o par peptideo-ion, como pode ser visto, as energias de interacao de Coulomb
para o par estdo entre —690 e —638 k.J/mol por peptideo, enquanto a contribuigao de
LJ esta entre 27 e 33 kJ/mol por peptideo, destacando que a interacdo predominante
para a manutencao da fita é elétrica, sendo essencial a presenca de ions no processo de
estabilidade da nanomembrana. Esta forga iénica j4 foi ressaltada em outros trabalhos [73].

Quando a energia total de interacdo (E.+FEp ) é considerada, observamos que

a estrutura composta pelo Modelo-A pode ser considerado menos estavel quando com-
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parado aos Modelos B e C. No entanto, a diferenca de energia, principalmente devido a
distribuicao espacial dos peptideos e ions na nanoestrutura representa uma variagao de
cerca de 74% entre Modelos A e B, 72% entre os Modelos A e C e de 1% entre os Modelos
BeC.

Tabela 4.1: Energias de interagdo de Coulomb e vdW (usando o CHARMMS36) entre peptideos,
entre peptideo e ions e entre peptideo e moléculas de dgua (em kJ/mol) para os Modelos A, B
e C. Para comparacao, mostramos as energias de interacado de Coulomb e vdW para 1 peptideo
em solucdo aquosa. Os resultados sdo mostrados por peptideo.

] Interagao \ Monoémero \ Modelo-A \ Modelo-B \ Modelo-C ‘

] Interagdo Coulombiana ‘
Pep-Pep 581,06 £ 67,54 871,28 £6,11 483,28 £ 8,82 487,41 £ 7,37
Pep-agua | —1832,02 + 131,32 | —743,85 + 20,51 | —1028,58 £ 37,49 | —1001,44 + 44,44
Pep-ions —37,13 £ 63,66 —638,47 £ 17,74 | —673,09 £ 32,32 —692,14 + 37,74

] Interacao de van der Waals ‘
Pep-Pep —148,57 + 17,99 —324,22 + 3,17 —307,86 + 4, 88 —309,01 + 6,76
Pep-agua | —230,30 % 38,93 —89,66 + 5,01 —66,76 6,75 —64,50 £ 8,31
Pep-ions 1,50 £ 6,10 27,824+ 2,32 31,72+ 2,85 33,21 + 3,42

’ Valores totais ‘

y | -1665,46 | -897,10 | -1561,29 | -1546,46 \

Como mencionado anteriormente, ha uma clara separacdo da nanoestrutura
em uma regiao de superficie, que ¢ eletricamente carregada e hidrofilica, e uma regiao
interna que é hidrofébica. Na Tabela (4.2), apresentados os valores médios das interagoes
energéticas (F. e Fr ;) entre os residuos que compoem o peptideo (RyFyR2) e as moléculas
de agua e os ifons em solucao. O objetivo é avaliar qual dos modelos apresenta maior
interacao entre os componentes individuais do sistema, bem como a estabilidade desses
modelos com base nas interagoes entre os residuos.

Os resultados obtidos para E.(R-R) mostram a interacdo entre os residuos da
camada superficial da estrutura e apontam para os valores médios préximos a 2199, 57;
1808, 96 e 1807, 73 kJ/mol por peptideo, respectivamente, para os Modelos A, B e C. Pode-
se observar que ha uma variagdo de —17,76% [—0,07%)] entre o Modelo-A e o Modelo-
B [C], indicando que a estrutura do Modelo-A possui uma superficie mais interagente,
sendo mais repulsiva nessa regido. Para as intera¢oes E.(R-F), que também podem ser
observadas no limite da regiao hidrofilica e hidrofébica da nanomembrana, as diferencas
entre os Modelos A e B [C] podem chegar a —7,32% [—5,24%)], favorecendo uma maior
interacao energética na superficie da nanoestrutura Modelo-A. A interacao entre F-F
apresenta um aspecto diferente do R-R e R-F, pois nao inclui um residuo eletricamente

carregado. Nossos resultados para as interagbes E.(F-F) estdo préximos de —910, 36;
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Tabela 4.2: Média das energias de interagdo de Coulomb e vdW entre os residuos e ions e
entre os residuos e moléculas de dgua (em kJ/mol) para Modelos A, B e C. Para comparagao,
mostramos as energias de interacdo de Coulomb e vdW para 1 peptideo em solugao aquosa. Os

resultados sdo mostrados por peptideo na caixa de simulagio.

| Interagdo | Mondémero \ Modelo-A \ Modelo-B \ Modelo-C
’ Interagcao Coulombiana
R-R 1855,55 £ 61,16 2199,57 £ 5,73 1808,96 £ 8,18 1807,73 £ 7,23
R-F —399, 37 + 26,46 —410, 88 4+ 2,46 —380,79 + 2,64 —389,36 + 1,87
F-F —875,25 £ 22,80 —910,36 £1,90 | —934,94+2,20 | —930,57 £ 2,42
R - 4gua | —1587,36 & 123,48 | —627,51 &+ 18,65 | —911,91 &+ 36,78 | —879,73 + 41,33
F-4gua | —244,58 £41,10 | —116,30£4,77 | —116,63+£2,98 | —121,72 + 4,48
R - ions —36,38 £ 63,40 —625,28 + 17,89 | —661,48 33,51 | —679,73 £ 38,92
F - fons —0,89 £ 3,70 —13,22£1,48 | —11,61+1,84 | —12,39+1,64
] Interagdo de van der Waals
R-R -34,38+7,94 -98,80+1, 74 -88,08+3, 63 -87,66+3, 60
R-F -58,59+15,61 -81,92+1, 26 -76,03+2,61 -76,91+1, 23
F-F -55,16+£8, 55 -143,50+1,92 -143,7543,49 -144,434+4,04
R - 4gua -56,95+33, 66 -43,70+3, 25 -16,07+3,78 -17,284+3,79
F - 4gua 173,45%17,37 ~45,97+3, 06 “50,68+4, 26 47,2245, 56
R - ions 1,90+6, 31 32,66+2, 34 36,5512, 76 37,9243, 38
F - fons -0,3540, 78 ~4,84+0, 30 4,8340, 33 4,7140, 25
’ Valores totais ‘
y \ -1665,66 \ -890,05 \ -1551,29 \ -1546,46 \

—934,94 e —930, 57 k.J/mol, por peptideo, respectivamente, para Modelo A, B e C. Esses
valores para os Modelos-B e C diferem em cerca de 2,70% e 2,22% dos obtidos para o
Modelo-A, o que pode indicar que o Modelo-B apresenta uma maior integragdo entre os
residuos de fenilalanina, sugerindo uma formacao estrutural mais compacta.

A energia de interagao F. entre os residuos R e F e as moléculas de dgua também
mostram a afinidade de cada parte da nanoestrutura com o meio solvente e oferece
indicacoes da porosidade de cada modelo proposto em relacao a infiltracdo de moléculas
de dgua dentro da nanomembrana. Os resultados obtidos para E.(R-dgua) [E.(F-agua)]
sdo iguais a —627,51; —911,91 e —879,73 [-116,30; —116,63 e —121,72] kJ/mol por
peptideo, respectivamente para os Modelos A, B e C. Assim, observamos que o Modelo-B
tem uma maior interacao elétrica com moléculas de agua em sua superficie hidrofilica
e 0 Modelo-A tem uma menor interacao elétrica com moléculas de 4gua em sua regiao
hidrofébica.

As interagoes E.(R-ions) e E.(F-fons) mostram como os fons sao energeticamente
distribuidos na caixa de simulacao e nos oferece indicagoes de como eles interagem com
cada parte da membrana. Como pode ser visto, a maior interacao elétrica é com a regiao

da superficie da membrana, independente do modelo proposto. Além disso, no Modelo-
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C ha uma maior interacao ionica entre os residuos R e os ions, enquanto no Modelo-
A observa-se a menor interagao io6nica. De fato, os resultados mostram que a energia
de interacao peptideo-ion é fundamental para verificar a estabilidade das membranas.
Resultados anteriores ja mostraram que essa influéncia vai além da estabilidade estrutural
e pode até interferir na morfologia das nanoestruturas [74]. Assim, a absor¢ao de fons por
estruturas peptidicas é elevada e, em muitos casos, a necessidade dessa forca i6nica para
a estabilidade da estrutura organica nao pode ser descartada.

Considerando agora as interagoes vdW (FEp;) obtidas para os reiduos R-R,
encontramos valores iguais a —98,80; —88,08 e —87,66 kJ/mol por peptideo. Para a
interagdo R-F [F-F], nossos resultados sao iguais a —81,92 [—143, 50]; —76,03 [—143, 75]
e —76,91 [—144,43] kJ/mol por peptideo, respectivamente, para os Modelos A, B e C.
Esses resultados mostram que as interacoes descritas por Er; estao entre —4, 5% e 20, 0%
das intensidades de interacoes obtidas para E.. Quando analisamos as interacoes entre os
residuos e as moléculas de dgua [fons], os valores obtidos confirmam que as trés estruturas
possuem regides bem definidas com interacoes preferenciais maiores e menores com o meio
solvente e os fons solvatados. No entanto, o Modelo-A [Modelo-C] mostra uma maior
afinidade entre as intera¢oes R-dgua [R-fons].

Assim, em geral, essa maior afinidade entre as interagoes de pares nos mostra que
o Modelo-A pode representar melhor a nanoestrutura auto-organizada para o peptideo
RyFyRy. Também indica que a estrutura tem uma consideravel interacdo (E. e EfLj)
hidrofilica (R-dgua) e baixa interacdo hidrofébica (F-dgua), além de uma alta interacao
superficial entre os ions solvatatos e a estrutura. Esses conjuntos de valores podem indicar
que as interagoes desta nanomembrana podem ser preferencialmente induzidas por regices

eletricamente carregadas podendo ser utilizadas para capturar ions em solucao.

4.3 Perfil de Densidade

4.3.1 Densidade superficial de carga elétrica

Uma avaliagdo da densidade de carga superficial nas estruturas também é
relevante. Nossos resultados mostram que os Modelos-A, B e C propéem uma carga
elétrica superficial igual a 3,56; 3,33 e 3,46 x10713uC/nm?, respectivamente, em ambas

as superficies da membrana. Essa elevada densidade superficial de carga elétrica pode ser
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responsavel pela elevada captacao de ions da estrutura na superficie da nanomembrana e
aponta para uma funcionalidade da estrutura, que é a captura de ions em solucao.

O valor notavel da densidade superficial de carga elétrica também esta relacionado
a presenga de uma superficie composta pelo duplo residuo de arginina (R) na cabega
polar do peptideo. Nesse sentido, o valor do momento dipolo das estruturas foi calculado
considerando como referéncia o centro da caixa de simulagdo (e origem do sistema
cartesiano) posicionado no centro de massa da membrana peptidica. Assim, toda a
trajetéria de DM foi ajustada para que a comparagdo do valor do momento dipolo possa
ser realizada entre cada uma das nanoestruturas. Para os Modelos A, B e C, os resultados
dos momentos de dipolo sao 34,57 £ 14,65; 104,01 4+ 19,74 e 95,94 + 20,60 Debye,
respectivamente. O momento de dipolo pode ser reduzido devido a presenca de ions que
estao localizados exatamente na regiao carregada da nanoestrutura, resultando em um
valor igual a 6,91 £ 15,30; 20,80 £ 42,53 e 19,19 4 39,47 Debye, respectivamente, para
os Modelos A, B e C.

Como pode ser visto, os momentos de dipolo médios das estruturas B e C sao
muito semelhantes em ambos os calculos. No entanto, devido a alta mobilidade dos
ions em solucao, o desvio padrao observado para o valor médio do momento de dipolo
calculado ¢ relativamente muito grande, sendo, em geral, duas vezes maior que o valor
médio da propriedade, fato que nao ocorre para momento de dipolo médio calculado
sem contribuicdo dos ions de Cl~. Esta informacgdo é muito relevante, por destacar o
comportamento elétrico do sistema frente a mobilidade idnica, caracterizando a nao
ocorréncia de uma captura total de ions, mas uma espécie de depdsito de ions na estrutura.
Essas caracteristicas sdo fundamentais durante o processo de avaliagdo e aplicacao da

nanoestrutura em nanotecnologia.

4.3.2 Densidade de Massa

O perfil de densidade de massa ao longo do eixo perpendicular & membrana
pode nos oferecer uma comparacdo mais qualitativa da presenca de agua dentro da
nanoestrutura. Assim, a Figura (4.3) indica o perfil de densidade de massa para as
trés nanomembranas peptidicas estudadas (Modelo A, B e C). Como pode ser visto as
trés estruturas proporcionam uma separagao no perfil de massa das moléculas de agua.
Porém, existem modelos que mostram a presenca de massa de dgua na regido interna

da nanomembrana. Isso pode ser observado para o Modelo-A, Fig. (4.3), onde é possivel
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ver que ha presenca de dgua na regidao entre 2,60 e 5,07 nm, correspondendo a regiao
interna da nanomembrana. A comparacao entre os trés modelos também destaca uma
estimativa da espessura da nanomembrana, que pode ser obtida a partir da distancia entre
as intersegoes do perfil de densidade de massa dos peptideos e das moléculas de dgua, onde
a regiao externa a esses dois pontos destaca a regiao da superficie da nanomembrana que
¢ consideravelmente hidratada.

Para a espessura das membranas, encontramos valores préximos a 2,47; 2,14 e
2,22 nm que sao cerca de 4,3 — 7, 7% diferentes dos valores encontrados anteriormente
utilizando o programa SuAVE [7]. Essa diferenca se justifica, pois o SUAVE é mais
preciso que o método a partir do perfil de densidade, mas podemos observar que estao
de acordo com os dados ja destacados. Um resumo desses dados estruturais, obtidos
neste trabalho, em comparagdo com os dados experimentais, presentes na literatura,
estao sistematizados na Tabela (4.3). A espessura destacada neste estudo refere-se a
estrutura para uma monocamada composta pelo octapeptideo e a comparagdo com
resultados experimentais indicam que a modelagem computacional reproduz resultados
que expressam aproximadamente metade dessa espessura. Nesse sentido, e apoiados por
trabalhos anteriores [29, 69|, nossos resultados apontam novamente que a modelagem
de uma nanomembrana peptidica com dupla camada pode ser viavel e os resultados
experimentais (entre 3,2 — 4,5 nm [11]) podem estar expressando esse comportamento,
conforme indicado na Figura (4.4).

Assim, para demonstrar nossa hipotese, realizamos uma simulagao computacional
de dindmica molecular da estrutura de bicamada solvatada em &agua Fig. (4.4a). A
simulagao de DM foi realizada seguindo o mesmo protocolo usado para as membranas
com monocamada e por um tempo de simulacao de 30 ns. Nossos resultados para a
espessura da membrana multilaminar também sao apresentados na Figura (4.4b) e estao
totalmente de acordo com os resultados experimentais, confirmando nossa hipétese. E
importante destacar que essa caracteristica multilaminar, conforme idealizada, resulta em
uma estrutura que apresenta alguns poros, nao sendo totalmente rigida devido a interacao
entre residuos de arginina (R) de diferentes camadas, o que proporciona a possibilidade
de hidratagao da estrutura, como pode ser visto na Figura (4.4c), onde a regiao entre as
camadas peptidicas possui maior concentracao de agua e consequentemente ions.

Nossos resultados para esta simulacao também mostram uma distribuicao de

massa que indica a deposi¢cao de uma monocamada sobre a outra, destacando regides na
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distribuicao de massa que caracterizam cada uma das monocamadas. E importante notar
que a espessura estimada para esta dupla camada laminar é de cerca de 3,95 nm, o que

indica bom acordo com resultados experimentais que relatam uma espessura de cerca de

3,2—4,5 nm [11].
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Figura 4.3: Média do perfil de densidade de massa de peptideos e moléculas de agua para
membranas Modelos A, B e C [em kg/m®]. A densidade de fons também é mostrada. (direcdo
z). Em vermelho a densidade de massa da agua, em azul a densidade de massa dos fons e em
preto a densidade de massa da membrana.

Outro resultado importante é obtido partir do perfil de densidade de massa
nas diregoes X e Y conforme mostrado na Figura (4.5). Nestes resultados, podemos
observar como ocorre o arranjo molecular nas diferentes nanoestruturas modeladas.
Nesta analise, observe que existem estruturas com melhor alinhamento da [-folha que
se empilham para formar a nanomembrana e a ordenagdao, em forma de pilha, é mais
visivel nas nanoestruturas resultantes dos Modelos A e C. A distancia (D) entre cada
pico da densidade de massa nas direcoes X e Y pode estimar a separacao laminar da
nanoestrutura. Assim, para o Modelo A temos valores médios de D, e D, iguais a

0,77+0,13 ¢ 0,84 40, 20 nm; para o Modelo-B, esses resultados sao iguais a 0,89+0,15 e
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Figura 4.4: Modelo de bicamada proposto. Nas figuras (a) e (b) as argininas (R) estao
representadas em azul e em vermelho as fenilalaninas (F), Na figura (c¢) a densidade de massa
da membrana é mostrada em preto, em vermelho a densidade de massa da agua e em azul a
densidade de massa dos ions.

Tabela 4.3: Espessura para monocamada (em nm) e drea de ocupacdo de cada peptideo (em
pep/nm?) nos modelos de membrana A, B e C. Resultados obtidos a partir do perfil de densidade
de massa (€mass), do programa de mapa de superficie construido com o programa SuAVE (eqp)
e de resultados experimentais (ecyp). Os valores % correspondem a diferenga entre os resultados
obtidos com o perfil de densidade de massa (€,,455) € a superficie gerada pelo programa SUAVE

(emap)-

€mass | Cmap A Cexp pep/nm2
Modelo-A | 2,28 | 247 | 7,7% | 3,245 | 1,11
Modelo-B | 2,25 | 2,14 | 5,1% | 3,245 | 1,04
Modelo-C | 2,22 | 2,32 | 4,3% | 3,245 | 147
Média | 2,25 | 2,31 | 2,6% | 3,245 | 1,21

1,16 £0,19 nm e para o Modelo-C esses resultados sao iguais a 0,93 +0,21 ¢ 0,854+0, 19
nm. Essa ordenagao estd de acordo com o relatado por L.R. Mello e colaboradores [11],
que enfatizam que a atracao hidrofébica promove uma associacao lateral entre as cadeias
peptidicas (chamadas interagoes ™ — stack) e que ocorre principalmente entre as cadeias
laterais da fenilalanina (F'), desempenhando um papel relevante no direcionamento da

estrutura ao longo do eixo longitudinal da nanoestrutura [11].
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das moléculas peptidicas para
as membranas dos Modelos A, B e C (diregdo X e Y). As setas azuis indicam os picos utilizados
para calcular as distancias entre as laminas peptidicas (/-folhas).
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4.4 Deslocamento Quadratico Médio

O MSD (do inglés Mean square displacement) é uma propriedade dindmica que
representa a medida da dispersao de uma particula de um sistema, esta medida esta
relacionada a média dos quadrados do deslocamento em relagdo a uma posi¢do anterior.
Esta propriedade ¢ um importante componente para avaliar a mobilidade das estruturas
dos peptideos que a compoem. Nesse sentido, o coeficiente de difusao de Einstein pode
dar indicagoes de como o peptideo se comporta durante a simulagao computacional. Para
calcular, usa-se a relagdo de Einstein que determina o coeficiente de difusao D4 para

particulas do tipo A [75]:

lim (1) = x(0)][2[}iea = 6Dat. (4.1)

Os resultados para os Modelos-A, B e C foram obtidos considerando a regiao com
o melhor ajuste para a curva de desvio quadrado médio (MSD), conforme descrito pelo
software Gromacs [63]. Nossos resultados sao iguais a 0, 1080; 0, 0321 e 0,0149 x107° cm/s
para os peptideos dos Modelos A, B e C. Como pode ser visto, o Modelo-C tem o menor
valor do MSD, o que indica que esta estrutura apresenta um melhor emaranhamentos dos
peptideos, garantindo assim uma estrutura mais coesa, enquanto o Modelo-A apresenta
uma caracteristica oposta. A comparacdo com os resultados estruturais e energéticos,
percebe-se que o MSD aponta para as mesmas conclusoes em relacao ao modelos estudados
Assim, destacamos que o aumento da mobilidade molecular da nanoestrutura pode ser

uma consequéncia do processo de hidratacao do interior da membrana.

4.5 Estrutura e Dinamica das Ligacoes de Hidrogénio

Em trabalhos envolvendo andlise de nanoestruturas formadas a partir de pepti-
deos, um ponto crucial em sua arquitetura é a interacdo direta entre alguns aminoacidos
que compoem o corpo peptidico, principalmente as interagoes por ligagoes de hidrogénio
(LHs). Trabalhos recentes mostraram que essas interagoes tém grande importancia para
a manutencao, estabilidade e ordenagao da nanoestrutura em baixas e altas temperatu-
ras [39,45], influenciam na construgao de ziperes polares [29], bem como determinam a
forma do arranjo estrutural dos peptideos imersos em solucao aquosa [32-34,69] ou em

liquidos i6nicos [43].
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No entanto, estruturas como a proposta de L. R. Mello e colaboradores [11],
para as nanomembranas formadas por Ry F, Ry, detacam-se por apresentar uma provavel
interdigitagao dos peptideos com dificuldade de alinhamento dos residuso de fenilalaninas
(F), implicando também em um rearranjo estrutural das argininas (R) terminais, que
pode enfraquecer a formacao de LHs entre as fitas peptidicas adjacentes. Nesse sentido,
avaliamos o numero médio de LHs para os modelos de nanomembranas propostos neste
trabalho (Modelo-A, B e C) bem como o tempo de vida das interagoes de acordo com
teoria de Luzar, Chandler e Van der Spoel [55-57].

Os resultados foram obtidos a partir da trajetoria classica da DM e foram
computados com os seguintes pardmetros geométricos, com base na Fig. (4.6), para a

caracterizacao de LHs: < 30° e R < 0,3bnm. Os resultados estdao apresentados na

Tabela (4.4).

O Doador

Aceitador \
03

H H

Figura 4.6: Modelo que descreve uma ligacao de hidrogénio

Na Fig. (4.7) podemos ver, em preto, as LHs de cada um dos modelos estudados,
podemos observar a grande quantidade de LHs no interior da estrutura da membrana,
mostrando sua importancia para manter a estrutura. O nimero médio de LHs para a
interagdo peptideo-peptideo é de cerca de 3,06; 4,33 e 4,38 ligagdes de hidrogénio (por
nimero de peptideos) para o Modelo-A, B e C, respectivamente. Considerando a interagao
peptideo-agua, os valores sao 21, 71; 25,24 e 24,68 ligacoes de hidrogénio (por peptideo)
para os Modelos-A, B e C motrando que o Modelo-B faz mais interagoes com a agua, o
que pode indicar maior hidratacao da membrana.

O ntmero médio de LHs (por peptideo) entre os residuos também foi analisada.
Para interagao R-R temos um ntmero médio de LHs (por peptideo) igual a 1,22; 2,17
e 2,31; para a interagao R-F o nimero médio de LHs encontrado ¢ de 0,79; 0,71 e

0,70 por peptideo; entre F-F o ntimero médio de LHs (por peptideo) sdao 1,05; 1,45 e
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Tabela 4.4: Numero médio de ligagoes de hidrogénio (LHs) estabelecidades entre peptideos,
peptideo-agua, entre residuos e moléculas de residuos-agua. O tempo de vida das LH dessas
interagoes também é destacado (em ps e ns) para os modelos de membrana A, B e C. Para
comparacao, mostramos as LHs médio e o tempo de vida das LHs para o mon6émero do peptideo
em solugdo aquosa. Os resultados médios para as LHs sdo mostrados por peptideo. Pardmetros
usados para obter o LH médio: 6§ < 30° e R < 0,35nm. O tempo de vida e o0 AG para quebrar a
LH foi obtido a partir da autocorrelacdo de acordo com a teoria de Luzar, Chandler e Van der

Spoel [57]

’ Interagao \ Mono6mero \ Modelo-A \ Modelo-B \ Modelo-C ‘

\ LHs ‘
Pep-Pep 0,78 3,06 4,33 4,38
Pep-agua 40,08 21,71 25,24 24,68

R-R 0,38 1,22 2,17 2,31
R-F 0,30 0,79 0,71 0,70
F-F 0,05 1,05 1,45 1,37
R-4gua 32,34 17,87 21,29 20,68
F-agua 7,23 3,84 3,94 4,00

’ Tempo de vida para as LHs
Pep-Pep 0,22 ns 2,26 ns 2,20 ns 2,55 ns
Pep-agua 4,72 ps 54,70 ps 39,12 ps 27,69 ps

R-R 0,25 ns 1,81 ns 2,09 ns 2,46 ns
R-F 0,32 ns 3,83 ns 2,74 ns 3,48 ns
F-F 1,08 ns 1,73 ns 2,11 ns 1,59 ns

R-agua 5,04 ps 17,36 ps 31,54 ps 13,13 ps
F-agua 3,22 ps 0,17 ns 0,13 ns 0,16 ns

| AGkJ/mol] |

Pep-Pep 17,89 23,68 23,61 23,97
Pep-agua 8,37 14,45 13,62 12,76
R-R 18,23 23,12 23,48 23,84
R-F 18,83 24,98 24,15 24,74
F-F 21,85 23,01 23,50 22,80
R-agua 8,54 11,60 13,08 10,91
F-agua 7,42 17,24 16,58 17,19

1,37 mostrando que o as ligagoes de hidrogénio mantem as estruturas com um ntimero
consideravel de LHs. Para a interacao R-agua os resultados médios sao 17,87; 21,29 e
20, 68 LHs/peptideo e entre a interagdo F-dgua o ntimero médio de LHs (por peptideo) sdo
3,84; 3,94 e 4,00 para Modelo-A, B e C, respectivamente, mostrando maior possibilidade
de canais de hidratacao nos Modelos-B e C.

O tempo de vida para as LHs entre os peptideos é de 2,26; 2,20 e 2,55 ns
indicando que as LHs tem papel fundamental por manter a estrutura com caracteristica

membranar; o tempo de vida entre as LHs dos peptideos e a dgua é de 54,70; 39,12 e

& Instituto de Fisica — UFG



4.5. Estrutura e Dinamica das Ligacoes de Hidrogénio 52

27,69 ps. O tempo de vida das interagoes entre os residuos também foi analisado. Entre os
residuos R-R o tempo de vida é de 1, 81; 2,09 e 2, 46 ns, entre os residuos R-F: 3,83; 2,74 e
3,48 ns e entre F-F: 1,73; 2,11 e 1,59 ns o que nos motra que as LHs tém um alto tempo
de vida indicando sua importancia na manutencao da estrutura, todos os valores para
Modelo-A, B e C, respectivamente. Também foi analisada a interacao entre os residuos e
a agua, para a interacao R-agua os valores encontrados foram de 17,36; 31,54 e 13,13 ps
e para a interacao F-agua os valores encontrados foram de 0,17; 0,13 e 0, 16 ns, todos os
valores para Modelo-A, B e C respectivamente.

A energia caracteristica de LHs, entre os peptideos, tem um valor de corte de
cerca de 23,68; 23,61 e 23,97 kJ/mol, respectivamente, para os Modelos-A, B e C; entre
a interacao peptideo-dgua o valor de corte é de cerca de 14,45; 13,62 e 12,76 kJ/mol. A
energia de corte também foi obtida para a interacao entre os residuos; entre os residuos
R-R, os valores obtidos foram de 23,12; 23,48 e 23,84 kJ/mol; entre a interagao R-F os
valores de corte sao de 24,98; 24,15 e 24,74 kJ/mol; entre a interagdo F-F os valores sao
de 23,01; 23,50 e 22,80 kJ/mol; entre a interacao R-dgua os valores sao 11,60; 13,08
e 10,91 kJ/mol e entre a interagao F-dgua os valores de corte sao 17,24; 16,58 e 17,90
kJ/mol. Estudos pioneiros relacionados ao corte de energia (AG) foram realizados por
van der Spoel e colaboradores [57] e mostraram que o valor de corte de energia (AG) para
a interagao da agua TIP3P obtido de uma simulagao DM é de 3,99 kJ/mol, o valor de
corte de energia AG para um LH em solugao de PrOH é de 4, 70 k.J/mol, e o valor de corte
de energia (AG) para um LH em uma proteina foi de cerca de 24 k.J/mol. Estudos mais
recentes de A. de Almeida e colaboradores [73] mostraram que para uma nanoestrutura
auto-organizada formada por peptideos o valor obtido para a energia de corte (AG) para
LH é de aproximadamente 23 k.J/mol. Este resultado mostra que as LHs tém grande
contribuicao na estabilidade da nanoestruturas compostas por aminoécidos e peptideos.
Quando comparado aos resultados obtidos por van der Spoel e colaboradores [57], nossos
resultados mostraram uma reducdo da energia de corte de 0,1% — 1,6% do AG entre
os peptideos e uma reducao de 39% — 47% quando comparados com a energia de corte
para a interacao entre o peptideo e a adgua. Também podemos fazer uma comparacao
com o trabalho de A. de Almeida e colaboradores [73], nossos resultados mostraram um
aumento de 2% — 4% quando comparados com a energia de corte entre os peptideos e para
os resultados entre os peptideos e a dgua podemos ver uma reducao de 37% — 45%. Os

valores obtidos para energia de corte de uma LH entre seus peptideos mostram excelente
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acordo com os resultados obtidos anteriormente.

Uma estimativa do nimero médio de HBs, tempo de vida das LHs e o valor de
AG para os sistemas estudados considerando 6 < 40° e R < 0,35 nm podem ser vistos
na Tabela (4.5). Para a interagao entre os peptideos foi obtido um nimero médio de 3, 50;
4,95 e 4,62 LHs por peptideo, o que nos mostra que o Modelo-A faz mais interagoes
entre seus peptideos e quando comparados com os resultados obtidos para para 6 < 30°, o
ntimero médio de LHs cresce ~ 11% para os Modelos-A, B e C. Da mesma forma, o niimero
médio de LHs por peptideo entre a interagdao peptideo e dgua foi de 24, 74; 29,45 e 27, 54,
mostrando que o Modelo-B faz mais interacoes com a agua, o que indica a abertura de
canais de hidratacao na membrana. E comparando com os resultados obtidos para ¢ < 30°
temos um aumento de ~ 14%; para a interacao R-R o niimero médio de LHs foi de 1, 42;
2,63 e 2,82, representando um aumento de ~ 20%. Para a interagdo R-F o niimero médio
de LHs foi de 0,93; 0,81 e 0,81 representando um aumento de ~ 16%. Para a interacio
F-F o ntimero médio de LHs foi de 1,18; 1,51 e 1, 50 que representa um aumento de ~ 9%.
Podemos também analisar o nimero médio de LHs para interacoes entre o residuo e a
agua, para a interacao R-dgua os valores obtidos foram de 21, 86; 25,00 e 24, 34 LHs, por
peptideo representando um aumento de ~ 19%. Por fim, para a interagao F-dgua o valor
médio obtido foi de 4,30; 4,45 e 4,43, mostrando que os Modelos-B e C tem canais de
hidratagao que fazem entrar moléculas de dgua dentro da membrana, comparando com
os resultados para 6 < 30°, representa um aumento de ~ 12%.

O tempo de vida da LH para a interacao entre os peptideos foi de 3,27; 3,02 e
4,17 ns. Podemos fazer uma comparacgao para os resultados obtidos com 6 < 30°, temos
um aumento de 31%. Para a interacao entre o peptideo e a 4gua o tempo de vida da LH
foi de 0,18; 0,23 e 0,26 ns o que representa um aumento de 518, 68%. Para a interacio
R-R o tempo de vida foi de 3,27; 2,74 e 3, 44 ns representando um aumento de 50%. Para
a interacdo R-F o tempo de vida foi 6,90; 3,82 e 4,74 ns que representa um aumento
de 51%. Para a interacdo F-F temos um tempo de vida de 5,30; 2,80 e 1,66 ns que
representa um aumento de 81%. Da mesma forma, podemos analisar o tempo de vida da
interacao entre os residuos com a dgua. Para a interacao R-dgua temos 82, 68 ps; 0,15 ns
e 0,18 ns representando um aumento de 674% e para a interacao F-dgua, o tempo de
vida foi de 0,73; 0,69 e 0,83 ns, um aumento de 393%. Podemos notar que, aumentando
o angulo de corte para o calculo das LHs entre os residuos e a dgua, temos aumentos

significativos de até 674%. O tempo de vida fica na ordem de ns, da mesma ordem do
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tempo de simulagao, indicando uma maior durabilidade e manutencao das LHs, o que
contribui para manter a estrutura da membrana.

O valor critico da energia para a quebra das LHs obtidos para a interacdo entre
os peptideos foi de 24, 59; 24,39 e 25,19 kJ/mol. Ao compararmos com os valores obtidos
por van der Spoel e colaboradores [57] observamos um aumento de 1,6% — 5% e ao
compararmos com os valores obtidos por A. Almeida e colaboradores [73] temos um
aumento de 6% — 9%. Podemos também comparar estes resultados com os obtidos para
0 < 30°, onde temos um aumento de ~ 4%. Para a interacao entre o peptideo e a 4gua o
valor de AG foi de 17,33; 18,05 e 18,30 k.J/mol, que ao compararmos com os resultados
obtidos por van der Spoel e colaboradores [57] vemos uma redugao de 23% — 28% e
ao compararmos com os resultados obtidos por A. Almeida e colaboradores [73], temos
uma reducao de 20% — 25%, podemos também comparar com os resultados obtidos para
6 < 30°, mostrando um aumento de ~ 31,9%. Para a interacdo R-R o valor da energia
foi de 24,59; 24,15 e 24,91k.J/mol e comparando obtemos um aumento de ~ 4, 5%, para
a interagdo R-F obtemos 26,44; 24,97 e 25,51 k.J/mol e comparando temos um aumento
de ~ 4,1%, para a interacao F-F obtemos uma energia de 25,78; 24,20 e 22,91 k.J/mol
e comparando temos um aumento de ~ 5,1%. Temos também energia para a interacao
entre os residuos e a dgua. Para a interacao R-agua temos uma energia de 15,47; 16,92
e 22,91 kJ/mol e comparando para os resultados obtidos a partir de 8 < 30° os valores
representam um aumento de ~ 40,6% e para a interacdo F-dgua os valores obtidos para

a energia foram de 28,88; 20, 73 e 21, 18 kJ/mol o que representa um aumento de ~ 23%.
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Figura 4.7: Representagao das ligagoes de hidrogénio para cada modelo de membrana. Arginina
(R) representada pela cor azul, fenilalanina (F) pela cor vermelha, dgua pelas cores branca e
amarela e ligagoes de hidrogénio pelas linhas de cor preta.
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Tabela 4.5: Numero médio de ligagoes de hidrogénio (LHs) estabelecidades entre peptideos,
peptideo-dgua, entre residuos e moléculas de residuos-agua. O tempo de vida das LHs dessas
interagoes também é destacado (em ps e ns) para os modelos de membrana A, B e C. Para
comparacao, mostramos as LHs médio e o tempo de vida das LHs para o monoémero do peptideo
em solucdo aquosa. Os resultados médios para LHs sdo mostrados por peptideo. Pardmetros
usados para obter o LH médio: 8 < 40° e R < 0.35nm. O tempo de vida e o AG para quebrar
a LH foi obtido fazendo autocorrelagdo de acordo com a teoria de Luzar, Chandler e Van der

Spoel [57]
Interagdo | Mondémero \ Modelo-A \ Modelo-B \ Modelo-C
LHs
Pep-Pep 0,88 3,50 4,95 4,62
Pep-agua 46,90 24,74 29,45 27,54
R-R 0,46 1,42 2,63 2,82
R-F 0,36 0,93 0,81 0,81
F-F 0,07 1,18 1,51 1,50
R-4gua 38,13 21,86 25,00 24,34
F-agua 8,74 4,30 4,45 4,43
Tempo de vida para as HBs
Pep-Pep 0,48 ns 3,27 ns 3,02 ns 4,17 ns
Pep-agua | 11,23 ps 0,18 ns 0,23 ns 0,26 ns
R-R 0,49 ns 3,27 ns 2,74 ns 3,44 ns
R-F 0,47 ns 6,90 ns 3,82 ns 4,74 ns
F-F 1,76 ns 5,30 ns 2,80 ns 1,66 ns
R-agua 10,67 ps 82,68 ps 0,15 ns 0,18 ns
F-agua 13,49 ps 0,73 ns 0,69 ns 0,83 ns
AGkJ/mol]
Pep-Pep 19,86 24,59 24,39 25,19
Pep-agua 10,52 17,33 18,05 18,30
R-R 19,87 24,59 24,15 24,91
R-F 19,75 26,44 24,97 25,51
F-F 23,06 25,78 24,20 22,91
R-agua 10,40 15,47 16,92 17,36
F-agua 10,98 20,88 20,73 21,18
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CAPITULO

CONCLUSOES

Neste trabalho estudamos trés modelos de membranas peptidicas formadas a
partir de uma sequéncia de Ry F); Ry mostrando que os trés processos levam a estruturas
semelhantes. Realizamos simulacoes de DM de 100 ns e analisamos propriedades estrutu-
rais e energéticas das membranas e a estrutura e dindmica das ligacoes de hidrogénio.

Os resultados mostraram que os modelos simulados possuem uma compactacao
final de 1,11; 1,04 e 1,08 peptideo/nm? para os Modelos-A, B e C. Podemos observar que
o Modelo-A possui uma estrutura mais compacta e assim menos hidratada enquanto o
Modelo-B possui um maior espacamento entre seus peptideos, o que facilita a hidratacao
do material.

A partir do programa SuAVE fizemos uma andlise da superficie da membrana,
possibilitando uma estimativa da espessura dos modelos estutados, a partir desta analise
foi possivel concluir que o Modelo-C tem uma maior rugosidade superficial enquanto o
Modelo-A apresenta uma menor rugosidade. Nossos resultados para a espessura foram
de 2,28; 2,25 e 2,32 nm para os Modelos-A, B e C, que mostraram desacordo com o0s
resultados experimentais de 3,2 — 4,5 nm. A partir deste resultado é possivel questionar
que o experimento observa uma membrana em forma de bicamadas.

Para a energia de interacdo, destaca-se o valor médio obtido para a energia de
Coulomb, principalmente entre peptideos e ions. Em relagao a energia total, o Modelo-A
possui maior energia enquanto os Modelos-B e C apresentam a menor energia, destacando-
se como estruturas energeticamente mais favordveis. A interacao entre as argininas (R)
mostram que o Modelo-A possuem uma superficie mais compacta e maior interagao entre
as regioes hidrofilicas e hidrofobicas, além de apresentar menor interagao com a agua

(menos hidratada). Por outra lado, o Modelo-B apresenta mais interagoes com a agua e
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entre as fenilalaninas (F') do que os demais, facilitando a abertura dos canais de hidratagao.

O perfil de densidade também foi analisado, observamos inicialmente a densidade
superficial de carga elétrica, que mostraram resultados iguais a 3,56; 3,33 e 3,46
x10713C' /nm? na superficie da membrana. Os resultados obtidos para o momento de
dipolo mostraram que o valor médio da propriedade pode ser reduzido devido a presenca
de fons.

A partir do perfil de densidade de massa também foi possivel analisar a espessura
da membrana, obtendo valores proximos a 2,47; 2,14 e 2,22 nm, que sao em até 7,7%
diferentes do encontrado a partir do programa SuAVE. A partir destes resultados para a
espessura foi proposto o modelo de bicamada que foi simulado e encontrada uma espessura
de cerca de 3,95 nm. Outro resultado obtido usando o perfil de densidade de massa, nas
dire¢bes X e Y, mostram como ¢ o arranjo molecular das estruturas, uma estimativa da
separacao separacao laminar no eixo X da estrutura esta em torno de 0, 77 para o Modelo
A e vai até 0,93 para o modelo C e para a separacao laminar no eixo Y temos valores que
vao de 0,84 para o Modelo A e 1,16 para o Modelo B, o que mostra que os resultados
estao de acordo com o relatado no artigo de referéncia [11].

Estudamos também o MSD que nos mostra a mobilidade dos peptideos que
compdem a membrana. Foram encontrados valores de 0,1080; 0,0321 e 0,0149 x107°
cm/s para os Modelos-A, B e C, mostrando que o Modelo-C tem o menor valor do MSD
e assim tem uma estrutura mais coesa.

Os resultados para as ligacoes de hidrogénio mostram que o Modelo-A ¢é a
nanoestrutura com menos interacdo com a agua, pois sao formadas 21,71 ligagoes de
hidrogénio (por peptideo) entre os peptideos e a dgua em comparacdo com os outros
Modelos-B e C. O Modelo-A também é a estrutura com menos numero de LHs entre
fenilalanina (F) e dgua, destacando-se por ser o modelo com menor hidratagdo. Por outro
lado, o Modelo-B apresenta maior interacao entre peptideos e agua, o que indica que
este modelo possui mais ligacoes de hidrogénio entre as fenilalaninas. O tempo de vida
e o valor da energia de corte das LHs sao de grande importancia para a estabilidade da
nanoestrutura e apresentam valores entre 2,2 e 2,5 ns para os peptideos e em torno de
23 kJ/mol, mostrando que as LHs sdo importantes na manutengdo da nanoestrutura
mantendo sua estabilidade. Para as ligacoes de hidrogénio para angulos ate 40° os
resultados mostraram que para as interagoes peptideo-peptideo e peptideo-agua houve

um aumento no numero médio de HBs e também para o tempo de vida da HB.
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Este trabalho teve inicio na graduacao através do Programa Institucional de Bol-
sas de Iniciacao em Desenvolvimento Tecnologico e Inovagao - PIBITI, sendo reconhecido
como o 2° melhor trabalho no Prémio UFG de iniciacdo a pesquisa. No mestrado o as-
sunto foi aprofundado e gerou um artigo na Journal of Molecular Liquids [76], disponivel

no Apéncide A.

& Instituto de Fisica — UFG



APENDICES



A

APENDICE

TRABALHO DESENVOLVIDO
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The use of computational resources for modeling organic nanostructures from peptides has an incredible
potential to elucidate fundamental characteristics that guide molecular interactions and that collaborate
with the understanding of the self-assembly process of these materals. In this work we describe a struc-
tural and energetic study of a membrane formed by the sequence R,F4R; using molecular dynamics. Our
simulations were carried out exploring three forms of juxtaposition between the peptides that shape the
organic nanostructure. They also show that the three forms of organization are viable during the self-
assembly process leading to similar structures. Our results reinforce the importance of hydrogen bonds
and the correct characterization of the hydrophobic and hydrophilic structure of the peptide in the
nanomembrane idealization process (especially bola-amphiphile peptides). Our results obtained by
molecular dynamics indicate that the thickness of the peptide sheets observed experimentally may be
related to the superposition of monolayer membranes with thicknesses close to 2.3 nm, characterizing
rmultilaminar membranes with thicknesses close to 4 nm in full agreement with experimental data
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