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Resumo
O HIV interage com as células-alvo pela agdo das glicoproteinas virais gp4l e

gpl20. Estas proteinas sdo reconhecidas pelos co-receptores CCR5 e CXCR4,
considerados como 0s principais recetores responsaveis pela entrada do virus nas células
alvo. O desenvolvimento de novas terapias e medicamentos para o tratamento da infecéo
do HIV é um processo continuo. A forma como certos péptidos inibidores de fusdo
interagem com as membranas em solucdo e a manutencdo de estruturas helicoidais
estaveis tém sido correlacionadas com o aumento da capacidade inibitdria do HIV para
com as células alvo. Desta forma, no desenvolvimento deste trabalho, com base nos
resultados obtidos de Veiga e 0s seus colaboradores [Veiga et al., 2004], observou-se por
dindmica molecular (MD) a interacdo de seis péptidos inibidores de fusdo (C34, SC22EK,
SC29EK, SC34, SC34EK e SC35EK) do HIV com modelos de membranas de POPC e
POPC:Chol (1:1). Os resultados aqui apresentados mostram que, uma vez 0s péptidos
adsorvidos, as bicamadas apresentam diferentes comportamentos e sofrem modificacdes
na sua estrutura e difusdo, assim como os préprios péptidos. De todos os péptidos
simulados 0 que apresentou uma maior eficacia e, consequentemente, uma maior
helicicidade foi o péptido SC34EK. Por outro lado, o péptido SC22EK foi o péptido que

demonstrou menor capacidade de interagir com as membranas.

Palavras chave

HIV; SIDA; Péptidos inibidores de fusdo do HIV; Bicamada lipidica; C34;
SC22EK; SC29EK; SC34; SC34EK; SC5EK; Interacdo péptido-membranas; Dinamica

molecular.
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Interaction of HIV fusion inhibitor peptides with biological
membrane models: a molecular dynamics study

Abstract

HIV interacts with target cells by the action of gp41 and gp120 viral glycoproteins.
These proteins are recognized by the CCR5 and CXCR4 co-receptors, which are
considered to be the main receptors responsible for virus entry into target cells. The
development of new therapies and medicines to treat HIV infection is an ongoing process.
How certain fusion inhibitor peptides interact with membranes in solution and the
maintenance of stable helical structures has been correlated with increased inhibitory
capacity of HIV to target cells. Thus, in the development of this work, based on the results
obtained from Veiga and his collaborators [Veiga et al., 2004], molecular interaction
(MD) observed the interaction of six fusion inhibitor peptides (C34, SC22EK, SC29EK,
SC34, SC34EK and SC35EK) with membrane models of POPC and POPC: Chol (1: 1).
The results presented here show that, once the adsorbed peptides, the bilayers exhibit
different behaviors and undergo modifications in their structure and diffusion, as do the
peptides themselves. Of all the simulated peptides that showed the highest efficacy and,
consequently, the greatest helicicity was the SC34EK peptide. On the other hand,
SC22EK peptide was the peptide that showed the least ability to interact with membranes.
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A.Problematica

O virus HIV sofre diversas mutacdes o que leva ao desenvolvimento de
resisténcias dos farmacos inibidores de fusdo do virus [Shi et al, 2016]. Um dos primeiros
inibidores de fusdo a serem aprovados pela FDA (Food and Drug Agency) para o
tratamento do HIV, foi o Enfuvirtide (T-20), no entanto estirpes novas do HIV tém
surgido, resistentes ao T-20 [Oishi et al., 2010]. Desta forma existe uma necessidade

continua de desenvolver novos inibidores para combater a doenca de uma maneira eficaz.

A maneira como os péptidos inibidores de fusdo se comportam, interagindo com
as membranas e a manutencdo de estruturas helicoidais estaveis tém sido correlacionadas
com o aumento da capacidade inibitéria do HIV [Dwyer et al., 2007]. Assim, um aspeto
critico para a inibicdo da fusdo é a capacidade do nucleo N-HR formar uma hélice tripla
estavel e a capacidade dos péptidos assumirem uma estrutura helicoidal estavel [Otaka et
al., 2002]. Esta hélice tripla é extremamente estavél e pode ser reconhecida por anti-
corpos monoclonais, apresentando uma estrutura cristalina com trés péptidos com hélices
N que se associam com trés péptidos com hélice C, adotando uma configuracao anti-
paralela nos bolsos hidrofébicas, sendo esta regido critica para a fusdo e estabilidade viral
[Liu et al., 2007]. Um dos péptidos inibidores em estudo é o C34, este contem uma
sequencia PBD que lhe permite aumentar a sua potencia mas, ndo inibe logo a fusdo do
virus a membrana celular do hospedeiro nem permite a formacao de um feixe helicoidal
de seis hélices (ndo apresenta uma estrutura completamente helicoidal).[Chan et al., 1997;
Chang & Hsu, 2007; Mo et al., 2004; Liu et al., 2007]. Com o intuito de formar péptidos

mais ativos e com maior helicidade foram desenvolvidos péptidos analogos do C34.

Desta forma, substituiram-se aminoacidos no local do acesso do feixe helicoidal
com glutamato e lisina, sendo separados no heptad repeat da a-hélice, por quatro posicoes
(i vs i+4), também, foram introduzidos motivos de glutamato e lisina consecutivas
separadas por trés residuos em diferentes posi¢fes do péptido C34[Naito et al., 2010].
Desenvolvendo-se os péptidos inibidores de fusdo SC22EK, SC29EK, SC34, SC34EK e
SC35EK, estes péptidos apresentam estruturas, tamanhos e estabilidades térmicas
diferentes [Miyamoto & Kodama, 2012; Nishikawa et al., 2009; Naito et al., 2010]. O
foco deste trabalho é estudar a dimensdo e a helicidade dos péptidos C34, SC22EK,
SC29EK, SC34, SC34EK e SC35EK, que foram desenhados para contrariar a entrada do
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virus HIV nas células hospedeiras, informando-nos da maneira como estas propriedades

influenciam a interag8o dos péptidos com as membranas, por dindmica molecular.
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B.Objetivos

O foco desta dissertacdo é estudar por simulagdo computacional, a interagdo de
seis péptidos inibidores de fusdo (C34, SC22EK, SC29EK, SC34, SC34EK e SC35EK)
do HIV com modelos membranares de POPC e POPC:Chol (1:1). Por dindmica molecular
estudou-se as propriedades fisicas dos péptidos inibidores de fusdo, com um foco
principal na dimensdo dos péptidos, na presenca de EK como promotores e
estabilizadores de helicicidade dos péptidos. Para este fim, pardmetros como a area e a
espessura de membrana, as pontes de hidrogénio entre os lipidos de membrana e a 4gua,
os coeficientes de difusao lateral dos lipidos, a dindmica rotacional de determinados eixos
moleculares e os angulos dos eixos importantes foram calculados e discutidos para as
membranas bioldgicas com e sem péptidos adsorvidos. Da mesma forma, também foram
calculados parametros que permitem avaliar o comportamento dos péptidos, como a
distancia do centro de massa do péptido a superficie das membranas, a densidade, a
posicdo dos Ca, estruturas secundarias, pontes de hidrogénio entre os péptidos e a
agua/lipidos de membrana, as energias de Lennard Jones, Coulomb e de Gibbs nos

sistemas finais, a difusdo lateral e a dinamica rotacional dos péptidos.
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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is the time
to understand more, so that we may fear less.”

Marie Curie (1867-1934)
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C.Fundamentos Tebricos

1. HIV

Antes da epidemia do sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) ser detetada
havia um tom triunfalista e confiante caracterizado pela autoimagem da medicina (o
estado geral da saude humana era caracterizado como um avango para o século em que
se encontravam), nomeadamente nos Estados Unidos, como provam os relatérios e as
avaliacdes coletivas da época [Barre-Sinoussi et al., 1997]. E neste contexto que surgem
mudancas rapidas e profundas na humanidade, surgindo a partir de 1973, vinte e nove

doencas novas, entre elas, o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) [Benatar, 2002].

O virus responsavel pela SIDA foi descrito pela primeira vez como um retrovirus
humano em 1980, pelo investigador Robert Gallo, nos Estados Unidos, sendo primeiro
denominado de HTLV (Human T leukemia virus) [Vahle, 2009]. Em 1983, os médicos
do Instituto Pasteur, em Franca, relataram a descoberta de um novo retrovirus chamado
Virus Associado a Linfadenopatia (LAV), que poderia ser a causa da SIDA, esta
descoberta ficou associada ao nome do chefe de laboratério, Luc Montagnier [Barré-
Sinoussi et al, 1983]. Tal como o primeiro retrovirus conhecido, HTLV, o LAV
apresentava evidéncias de atividade da transcriptase reversa, pelo que podia ser
classificado como um retrovirus humano. Em 1986 a descoberta do agente causador da
SIDA foi atribuida a Robert Gallo e Luc Montagnier, pelo comité internacional
recomendando o termo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) para denomina-lo,
reconhecendo-o com a capacidade de infetar seres humanos [Vahle, 2009]. Conhece-se
atualmente duas estirpes do HIV, o HIV-1 que apresenta uma extensa diversidade
genética e o HIV-2. O HIV-2 foi reportado pela primeira vez na Africa em 1985,
assemelhando-se muito a um virus simio. Este virus simio que afeta os primatas africanos
pode ser a principal causa para a disseminagdo do HIV-1 e do HIV-2, devido as multiplas

transmissdes entre espécies que sofreu até atingir os humanos [Bhatti et al., 2016].

O HIV é um lentivirus da familia dos retrovirus, mas devido a sua complexa
regulacao, expressao e replicacdo do seu genoma, o HIV é considerado um retrovirus fora
do comum [Wormser, 2004]. Este pode ser transmitido por contacto sexual através das
superficies mucosas como por fluidos corporais (sémen e secrecOes vaginais), por
transmissao perinatal (de uma mée infetada para o bebé no nascimento) e por inoculagéo

percutanea (transfusbes de sangue) [Shaw & Hunter, 2012]. Todavia, a transmissdo do
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virus pode ser mediada por outros fatores adjacentes, como por doencas sexualmente
transmissiveis, particularmente doencas onde ha criacdo de Ulceras na zona genital,
aumentando a suscetibilidade de infecdo pelo virus HIV e pela circuncisdo. De acordo
com ensaios clinicos provou-se gque a circuncisdo em homens diminui o risco de contrair
a doenca em cerca de 60% [Gary et al., 2007; Shaw & Hunter, 2012].

O HIV infeta células fulcrais no sistema imunologico humano, como os macrofagos,
responsaveis pela fagocitose de corpos estranhos e pelo reconhecimento futuro de corpos
nocivos para o sistema imunitario, como as células dendriticas e os linfécitos T CD4*
[Whitside, 2008]. O HIV sendo um virus linfotropico, tem uma afinidade preferencial
para os linfocitos T CD4", responsaveis pelo controlo do sistema imunitario e pela
resposta a corpos estranhos e infecdes [Weiss, 2001; Whitside, 2008]. Apds a infecao das
células T CD4" ocorre a morte das células infetadas, seguido por um aumento das taxas
de apoptoses em células infetadas e acabando na destruicdo de células T CD4" infetadas
por linfécitos citotoxicos [Migueles et al., 2010]. A perda de linfocitos T CD4" pensava-
se ser feita de uma forma gradual, uma vez que o tempo de sob deficiéncia em pacientes
ndo tratados s6 comecava a ser notada dentro de 10 a 12 anos apds a infecdo primaria.
Contudo o conceito do tempo de progressdo da doenca da SIDA foi questionado por
varios experimentalistas [Shaw & Hunter, 2012].

Antes de 1996, existiam poucos tratamentos anti-retrovirais para pessoas portadoras
do HIV. Os primeiros tratamentos para o HIV foram desenvolvidos a partir de dois dos
trés enzimas essenciais do HIV, sendo adaptados para inibirem a transcriptase reversa e
as protéases [Arts & Hazuda,2012].

Com o passar do tempo, surgiu uma compreensdo mais clara da replicagéo viral e a
maneira como este interage com as células hospedeiras, levando a um acréscimo do
desenvolvimento de drogas antirretrovirais eficazes (ARV). Com o desenvolvimento
destas novas drogas surgiram as primeiras terapias anti-retrovirais (ART), deixando para
tras o azidotimidina (AZT) e passando para a combinacgéo de inibidores nucledtidos da
transcriptase reversa, levando ao surgimento da terapia antirretroviral altamente ativa
(HAART) [Desai et al., 2012]. O uso desta terapia resultou em grandes sucessos
terapéuticos, alterando gradualmente o percurso da doenca e transformando-a numa
doenca cronicamente maneavel, prolongando e aumentando a qualidade de vida e
reduzindo a carga viral, mas ndo cura a infegdo cronica pelo HIV (a multiplicagdo do HIV

no interior de células CD4+ continua indefinidamente) [Jacob et al., 2017; Lavinson,



Interacdo dos péptidos inibidores de fusdo do HIVV com modelos de membranas biolégicos: um estudo de dindmica molecular

2016]. No entanto, 0 sucesso destes tratamentos sé é conseguido a custo dos efeitos
adversos das drogas, interagdes medicamentosas e pela inconveniéncia da terapia ao
longo da vida. Atualmente existem varios pacientes em tratamento que vivem com
toxicidade das drogas ou enfrentam a possibilidade de o tratamento falhar, devido as

maultiplas resisténcias do virus as drogas [Desai et al., 2012].

Neste século, menos de um milhdo de pessoas em cada ano tém morrido de SIDA,
devido ao acesso sustentado a terapia anti-retroviral. O numero anual de pessoas a
morrerem por SIDA diminuiu de 1,9 milhdes de pessoas, desde 2004, para 940 000 em
2017. Existe, desta forma, um decréscimo de mortes por volta dos 34% desde 2010. Por
outro lado, desde 2016 houve um aumento de 2,3 milhGes de pessoas a receber tratamento
anti-retroviral. Atualmente cerca de 21,7 milhGes a recebem e 3 em 4 pessoas sabem o
seu estado de doenca. Porém, o sucesso de salvar vidas ndo tem sido compativel com o
sucesso de reduzir as infe¢fes por HIV, uma vez que 0s servicos de prevengdo ndo estdo
a ser prestados adequadamente e com intensidade suficiente para chegar as pessoas que
mais precisam [UNAIDS,2018].

Hé& que denotar que apesar das Nac¢Ges Unidas quererem acabar com a epidemia da
SIDA até 2030, investindo biliGes de dolares e existirem milhGes de profissionais de
salde, assistentes sociais e organiza¢Ges comunitarias a trabalhar para este objetivo
muitos portadores do HIV sofrem de discriminacéo e estigma social. As mesmas pessoas
que as deviam proteger e ajudar muitas vezes discriminam os seus doentes, negando-lhes
0 acesso aos servigos de saide levando a um aumento de mortes e infecfes pelo HIV.
Todas as pessoas infetadas com o virus HIV, independentemente do seu sexo, orientacdo
sexual e etnia tém os mesmo direitos que 0s outros membros da sociedade e por
consequente a mesma prote¢édo segundo a lei [UNAIDS,2018]. Desta maneira, as pessoas
portadoras do virus HIV devem ser legalmente protegidas contra a discriminacao de todas
as maneiras possiveis, quer pablicas ou privadas, inclusive nos servi¢os de saude, nos
postos de emprego, na educacdo e no bem-estar social [Maluwa et al., 2002]. As pessoas
que enfrentam este tipo de barreiras, geralmente, sdo as mais marginalizadas,
estigmatizadas e vulneraveis ao HIV. Desta forma, é essencial proteger, respeitar e
cumprir os direitos humanos dos pacientes, garantindo que 0S mesmos possam ter acesso

a estes servicos, possibilitando uma melhor resposta para com a doenca.
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1.1. Virologia do HIV

1.1.1. Estrutura do genoma

O HIV apresenta uma estrutura diferente dos outros retrovirus, tém uma estrutura
esférica com um didmetro aproximadamente de 120 nm, sendo cerca de 60 vezes menor
que um eritrécito [McGoven et al., 2002]. Quanto ao genoma do virus, este apresenta
duas cadeias idénticas de RNA, que codificam nove genes do virus, dentro de uma capsula
proteica (p24) com uma forma cénica, protegendo o seu RNA [Zhao et al., 2013]. O RNA
de cadeia simples encontra-se ligado as proteinas da nucleocapside (p7), e as enzimas
necessarias para o desenvolvimento do virido como, a protéase, a ribonuclease, a integrase
e a transcriptase reversa [Kuiken et al., 2008]. A partir desta Gltima o DNA viral é gerado,
degradando o RNA e integrando o DNA viral de cadeia dupla no genoma humano. As
extremidades de cada cadeia de RNA apresentam uma regido denominada de long
terminal repeat (LTR), onde de 5’ para 3’ vai ocorrer a codificacdo do promotor para a
transcricdo dos genes virais [German Advisory Committee Blood, 2016]. A cépsula viral
é revestida por uma matriz composta pela proteina viral (p17) que assegura a integridade
do virido. A pl7, p24 e a p7 sé@o codificadas posteriormente pelo gene gag [German
Advisory Committee Blood, 2016; Kuiken et al., 2008].

Figura 1- (A) Protease; (B) Transcriptase reversa; (C) Integrase, onde esta representado a azul as quatro subunidades
da integrase, sendo que a azul claro séo as subunidades que fornecem os locais ativos para a juncao do DNA e a azul
escuro as subunidades desempenham um papel estrutural. A vermelho corresponde as duas extremidades do DNA viral
e a laranja o DNA celular. (Adaptado de http://pdb101.rcsb.org/motm/motm-by-category)

O genoma de RNA consiste em nove genes (gag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr, vpu
e por vezes um decimo tev que é uma fusdo dos genes tat, env e rev) que codificam 19
proteinas. Os genes gag, pol e env contém a informagdo para produzir as proteinas
estruturais do virus [Kuiken et al., 2008]. Em primeira instancia o gene gag € lido, seguido
pelo gene pol, que codifica as enzimas necessarias para o desenvolvimento do virido.

Adjacente ao gene pol encontra-se o gene env, a partir deste sdo formadas duas
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glicoproteinas do envelope gp120 e a gp41[German Advisory Committee Blood, 2016].
Os restantes genes tém uma funcdo regulatéria para as proteinas que controlam a
capacidade do HIV infetar as células hospedeiras [Kuiken et al., 2008]. O gene tat e rev
sdo responsaveis pelo inicio da replicacao do virus, enquanto os outros genes reguladores
(nef, vif, vpr e vpu) tém um maior impacto na replicacdo e no brotamento (budding) do
virus e na sua patogénese. O HIV-2 codifica o gene vpx (proteina x do virus) em vez do
gene vpu, conferindo ao virus uma menor patogénese [German Advisory Committee

Blood, 2016].
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Figura 2- Estrutura do genoma do virus HIV-1(German Advisory Committee Blood, 2016).

Incorporados no envelope viral estdo cerca de 70 copias de uma proteina, Env, que
se projeta através da superficie do virus [Kuiken et al., 2008]. A proteina env consiste
numa tampa feita de trés moléculas denominadas de gp120 e uma haste que é constituida
por trés moléculas denominadas de gp41 que ligam a estrutura ao envelope do virus. O
complexo glicoproteico, gp41, permite que o virus se anexe e se funda com as células
alvo, permitindo o inicio do ciclo de replicacdo do virus [Chan et al., 1997]. As duas
proteinas Tat (p16 e pl4) sdo responsaveis pela ativacdo da transcri¢do. A proteina Rev
(p19) esta envolvida no transporte de RNA’s do ntcleo e do citoplasma. A proteina que
previne a acdo da APOBEC3G (uma proteina celular que desamina os hibridos de
DNA:RNA e/ou interfere com a proteina Pol) é a Vif (p14) [German Advisory Committee
Blood, 2016]. Quanto a proteina Nef (p27) regula o recetor CD4 assim como as moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (HMC) de classe | e Il [Garcia et al.,
1991; Shwartz et al., 1996; Stumptner-Cuvelette et al., 2001]. Por fim a proteina Vpu
(p16) é responsavel pela libertagdo das particulas virais para as células-alvo [Kuiken et
al., 2008].
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1.2. Ciclo de replicacéo do HIV

1.2.1. Entrada na célula

A primeira fase da replicacdo do virus HIV é a entrada nas células alvo. Quando um
individuo é infetado pelo virus as células T CD4", os macréfagos e as células dendriticas
s80 0s seus principais alvos, constituindo estes os marcadores para identificar a infecéo e
0 progresso da doenga. O periodo inicial da infecdo demora entre 2-10 semanas, onde
ocorre uma queda acentuada na concentracdo de células T-CD4" e um grande pico de
niveis virais [Hernandez-Vargas, 2019]. Desta forma, foi observado que o virus HIV ataca
e elimina os linfécitos T CD4", sendo estas moléculas os recetores primarios do HIV
[Freed, 2001].

Numa primeira instancia o envelope da glicoproteina gp120 liga-se ao recetor das
células CD4, permitindo a interacdo com os co-recetores de citocina CCR5 ou CXCR4
[Danielson & Hope, 2009; Friedrich et al., 2011]. Esta interacdo gera uma ligacdo mais
estavel de duas pontas, que permite que o N-terminal altamente hidrofébico (designado
por péptido de fusdo, FP) da gp4l possa penetrar na membrana celular [Chan & Kim,
1998; Freed, 2001]. As sequéncias de repeticdo, HR1 e HR2, da gp4l véo interagir e
provocar o colapso da porgdo extracelular da gp4l, levando a uma aproximagao da
membrana da célula ao virus, permitindo a fusdo das membranas e uma consequente
entrada da capside viral [Chan & Kim, 1998; Wyatt et al., 1998].

Apos a fusdo da céapside viral na membrana plasmatica da célula alvo, o nlcleo é
depositado no citoplasma, o RNA do HIV e varias enzimas (transcriptase reversa,

integrase, ribonuclease e protéase) sdo inseridas na célula [Chan & Kim, 1998].
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Figura 3- Ciclo da replicacdo do virus HIV (adaptado de https://www.niaid.nih.gov/diseases-conditions/hiv-
replication-cycle)

1.2.2. Transcricao
Ap0s a entrada do virus na célula hospedeira e serem libertados 0 RNA do HIV e
as respetivas enzimas no citoplasma inicia-se a transcricdo do virus [Friedrich et al.,
2011]. Assim, inicia-se a sintese do primeiro produto viral, o cDNA viral, a partir do RNA
gendmico viral com o auxilio da transcriptase reversa [Payne, 2017]. Durante esta fase, o
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HIV necessita de anular dois tipos de fatores das células hospedeiras, que blogueiam a
infec&o retroviral, a TRIM5 e APOBEC [Zheng et al., 2005].

A transcricdo das cadeias de RNA viral sdo feitas em duas etapas. Em primeiro, a
transcriptase reversa vai usar como um primer o RNAt que se liga ao pbs (primer binding
site), para iniciar a transcri¢do do DNA. Esta vai comegar na extremidade 5° da molécula
de RNA produzindo um hibrido de DNA/RNA. O RNA hibrido vai ser degradado pela
RnaseH (é uma haloenzima da transcriptase reversa) e criar fragmentos de DNA (cadeias
de DNA fortes de menor sinal). Estes fragmentos védo atuar como primers de uma sintese
mais pequena, permitindo que ocorra transferéncia de cadeias, ou seja, vai permitir um
“salto” da extremidade 5’ para a 3’ do genoma. O resultado desta sintese mais pequena
serdo fragmentos de RNA que serdo entdo utilizados como primers para a sintese de
cadeias de DNA [Freed, 2001].

O local de iniciacdo dos primers nos retrovirus, sdo sequéncias ricas em purinas,
conhecidas como trato de polipurina (PPT). No caso do HIV, o local de iniciagdo é
conhecido como PPT central. Entdo para a segunda parte da transcricdo, 0 RNAt que se
encontra ligado ao pbs vai ser removido pela RnaseH, dando inicio a transcricdo da
segunda cadeia. Esta transcricdo vai terminar perto do centro do genoma, no local de
terminacdo designado por sinal de terminagéo central (CTS). Desde o PPT ao CTS véo
aproximadamente 100 nucleotideos de DNA, o que se traduz num retalho de DNA [Freed,
2001]. Posteriormente o DNA e o seu complemento de DNA formam uma cadeia dupla
de DNA viral, que é entdo transportada para o ndcleo da célula, num complexo de pré-
integracao (formado por proteinas virais e celulares) [Friedrich et al., 2011; Zheng et al.,
2005].

1.2.3. Entrada no nucleo e integracéo

O complexo de pré-integracdo para atravessar a membrana vai usar dineina
citoplasmatica, para percorrer os microtibulos da célula até ao nacleo [Friedrich et al.,
2011]. A enzima integrase, ap0s a entrada no nucleo, vai remover dois nucleotidos da
extremidade 3’ de cada cadeia de DNA viral, de seguida vai cortar as cadeias de DNA da
célula hospedeira para, no final integrar o DNA viral no genoma da célula hospedeira
[Payne, 2017; Zheng et al., 2005]. Se o DNA do HIV néo for integrado, este vai formar
um circulo de 2-LTR, sendo considerado um produto da transcriptase reversa sem saida

(o virus néo se ira mais reproduzir) [Friedrich et al., 2011].
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A integracdo do HIV no genoma da célula € geralmente considerado o passo final
do inicio do ciclo de replicacdo do virus [Payne, 2017]. O DNA viral integrado na célula
pode permanecer dormente durante um longo periodo, fase de laténcia, antes do ciclo de
replicacdo continuar [Zheng et al., 2005]. Esta fase de laténcia constitui um problema
para o tratamento da infecdo, uma vez que as células podem abrigar o DNA integrado
inativo durante um longo periodo [Payne, 2017]. Todavia para produzir ativamente o
virus, é necesséria a presenca de alguns fatores de transcrigdo celular, de todos o mais
importante é o NF-kB, que é ativado ao mesmo tempo que as células T [Hiscott et al.,
2001].

1.2.4. Transcricdo, traducdo e exportacao do virus do nucleo

Para o virus se replicar, o DNA integrado é transcrito em mRNA e posteriormente
sofre splicing dividindo-se em partes menores. Tal como acontece na importagéo nuclear
0 HIV, usa 0 mesmo mecanismo para a exportacdo nuclear dos fragmentos de mMRNA e
de mRNA para o citoplasma [Friedrich et al., 2011]. Os fragmentos que sofrem splicing
sdo exportados a partir do ndcleo para o citoplasma, formando proteinas reguladoras (Tat
e Rev) [Pollard & Mallin, 1998]. O Tat € o Unico fator de transcri¢cdo que é codificado
pelo virus HIV [Friedrich et al., 2011]. A proteina de regulagcdo Tat é o resultado da
traducdo dos fragmentos de mRNA que sofreram splicing e Sdo responsaveis por
estimular a producdo de novos virus. A auséncia desta proteina vai diminuir o nivel da
transcricdo no citoplasma, ndo permitindo a continuacao do ciclo de replicacdo do virus
[Payne, 2017]. A proteina Rev, a medida que € sintetizada, vai ligar-se aos mMRNAs virais
que ndo sofreram splicing, permitindo que estes saiam do ndcleo. Durante este processo,

também sdo sintetizadas as proteinas estruturais Gag e Env [Pollard & Mallin, 1998].

1.3. Péptidos como farmacos anti-HIV

Como descrito anteriormente o HIV interage com as células-alvo a partir da gp41l e
gpl20. Estas proteinas sdo reconhecidas pelos co-receptores CCR5 e CXCR4,
consideradas como 0s principais co-recetores responsaveis pela entrada do virus nas
células alvo [Krambovitis & Porichis, 2005]. O desenvolvimento de novas terapias e
medicamentos para o tratamento da infecdo do HIV é um processo continuo [Payne,
2017]. As estratégias iniciais controlavam a doenca, atacando a transcriptase reversa e a

protéase, tentando impedir desta forma a transcricdo do RNA em DNA e a maturacdo do
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virido [Qian et al, 2013]. Atualmente os medicamentos que existem no mercado para o
combate da infe¢do sdo desenvolvidos de forma direcionada. Isto é, tendo em conta as
interacbes moleculares especificas necessarias de cada etapa do ciclo de replicagdo do
virus [Payne, 2017]. Contudo o foco deste trabalho ndo se encontra nos processos
referidos acima, mas, sim no processo de entrada do virus HIV nas células alvo, ou
melhor, na forma como péptidos inibidores de fuséo contrariam esta entrada do virus nas

células.

1.3.1. Estrutura da gp4l e gpl20

Como descrito anteriormente, a glicoproteina do envelope viral Env é responsavel
pela fusdo do virus as membranas celulares das células-alvo. Esta posteriormente é
sintetizada como gp160 que, quando clivada pela enzima protéase, forma uma subunidade
transmembranar (gp41) e uma de superficie (gp120). Estas proteinas vdo permanecer
associadas ndo covalentemente, formando pontas triméricas a superficie dos virides [Kim
et al., 2008].
Ligacéo do recetor

A B C

1. Ligacdo a CD4

2: Reconiigwacdo da.gpi20 3. Ligacdo aos co-recetores

gp120
Exposicdo do
CD4 L loop V3
CCR5/CXCR4
AN I nAN h
I T

Figura 4- Mecanismo da ligacao da gp41 e da gp120 aos co-recetores CCR5/CXCR4. (adaptado de Lobritz et al.,
2010)

A gp120, ao interagir com a célula-alvo, entra em contacto com o N-terminal do
CD4. Esta interacdo resulta numa reconfiguragéo da gp120, expondo os locais de ligagéo
seletivos para os co-recetores (CCR5 ou CXCR4) [Pancera et al., 2009]. Os co-recetores
realizam, ainda interagcdes com o loop V3. A fusdo com a membrana celular é mediada
pela gp41, que é constituida por um ectodominio (ED), por um dominio transmembranar
(TM) e por um dominio com uma longa cauda citoplasmatica (CT). O ectodominio (ED)

é responsavel pela fusdo, sendo constituido por um N- terminal, por um péptido de fuséo
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(FP), por uma regido com dois motivos helicoidais de repeticdo (heptad repeat) de sete
aminoacidos (HR1 e HR2), por o C-terminal e pela ansa de ligag&o de dissulfureto (DSL)
[Kim et al., 2008; Krambovitis et al., 2005].

A ligacdo dos co-recetores a gp120 vai expor o péptido de fusdo da gp41 que vai
ser inserido na membrana celular levando a formacéo de uma dobra em forma de gancho
nas subunidades da gp41 [Kim et al., 2008]. Este processo vai ser mediado pelos dominios
HR1 e HR2 criando um feixe de seis hélices energeticamente estaveis, quando o dominio
HR2 antiparalelo se liga aos locais de ligagdo externos do dominio HR1 forma uma cadeia
tripla em heélice [Lobritz et al., 2010; Pancera et al., 2009]. Este processo leva a fuséo do
virus a membrana celular e a criacdo de poros na membrana da célula-alvo, permitindo a
liberacdo da capside viral no citoplasma [Kim et al., 2008]. Desta forma a inibicao deste
ultimo passo evita a fusdo do virus as membranas celulares alvo e, consequentemente, a
infecdo. Assim, a vantagem de inibidores fusdo serd interferir nas etapas cruciais da
replicacdo do virus: a ligacéo viral, a ligacdo ao co-recetor, a fusdo e a integracdo do

genoma viral no genoma da célula alvo [Krambovitis et al., 2005].

Trimero de
Célula ganchos/fusao
Ligacdo ao
co-recetor
gpl20 ‘ ’
gp4l ,'
Ld
i ' Pos-Fusdo
Virus

Figura 5- Modelo de fusdo do HIV na membrana celular das células alvo. (adaptado de Kim et al., 2008).

1.3.2. Péptidos inibidores de fusdo

A descoberta dos principais mecanismos de entrada do virus na célula-alvo
revelou uma serie de processos cruciais que poderiam vir a ser possiveis alvos
farmacologicos. Os inibidores de entrada na célula do HIV podem dividir-se em trés
categorias, consoante a etapa da fusdo que inibem. Desta maneira existem inibidores de
ligacdo, que blogueiam a ligac&do entre o envelope do HIV e as células CD4, inibidores
dos co-recetores, que ndo permitem a ligagdo do virus aos co-recetores (CCR5 ou
CXCRA4) e os inibidores de fusdo, que impedem a entrada do nucleo viral no citoplasma
da célula alvo [Lobritz et al., 2010]. O HIV sofre diversas muta¢Ges o que leva ao
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desenvolvimento de resisténcia para com os farmacos e, por consequéncia, a uma
necessidade continua de desenvolver novos métodos para combater a infecéo de forma
eficaz como, por exemplo, o tratamento com péptidos que j& € um campo mais versatil e
promissor [Shi et al, 2016].

Um dos primeiros inibidores de fuséo a serem aprovados pela FDA (U. S. Food
and Drug Agency) para o tratamento do HIV, foi o Enfuvirtide (T-20), um péptido de 36
aminoéacidos, que se liga ao heptad repeat do N-terminal (N-HR) da proteina gp41 do
virus [Shi et al, 2016; Veiga et al., 2004]. Apesar da sua eficacia como inibidor de fusdo,
da transcriptase reversa e da protéase existem atualmente estirpes do HIV que s&o
resistentes ao T-20. Estas estirpes novas (V38A e N43D) apresentam mutagdes na gp41,
[Naito et al., 2010; Oishi et al., 2010]. Portanto, sdo necessarios novos inibidores de fusao
que suprimam a entrada destas variantes resistentes ao T-20. Um dos primeiros péptidos
desenvolvidos com este intuito foi 0 C34. O péptido C34 é um péptido inibidor de fusdo
derivado do heptad repeat do C-terminal (C-HR), tém aproximadamente dois tercos da
sequéncia do T-20 e estudos realizados indicam que este inibidor de fusao é mais eficiente
in vitro que o T-20 [Naito et al., 2010;Miyamoto & Kodama, 2012].

NiLe FP | NAR | CHR e M H’PCOOH
ny  C34 150
———

—
127 T-20 162

Figura 6- Diagrama esquematico da gp41 do HIV-1 e as sequencias de péptidos derivadas do C-HR (adaptado de
Naito et al., 2010)

O péptido C34, ao contrario do péptido T-20, contem uma sequéncia PBD (pocket
binding domain) na sua extremidade N-terminal essencial para interagir com os bolsos
hidrofobicos do nicleo trimérico do N-HR, resultando num aumento da poténcia do
péptido como inibidor [Chan et al., 1997; Chang & Hsu, 2007; Mo et al., 2004]. Apesar
dos péptidos T-20 e C34 partilharem 24 aminoacidos idénticos o C34, ao contrario do T-
20, inibe a fusdo do virus a membrana celular hospedeira e, consequentemente ndo
permite a formacao de um feixe helicoidal de seis hélices (6HB) [Liu et al., 2007]. O 6HB
apresenta uma estrutura cristalina com trés péptidos com hélices N que se associam com
trés péptidos com hélice C, adotando uma configuragdo anti-paralela nos bolsos
hidrofobicas. Em cada um dos bolsos existe uma cavidade hidrofobica profunda
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altamente conservada na regido do N-HR, sendo critica para a fusdo e estabilidade viral
da HB, interagindo com um dominio de ligacdo complementar presente nos péptidos C.
Este feixe € altamente termoestavel e pode ser reconhecido por anticorpos monoclonais
[Liu et al., 2005]. Desta maneira, um aspeto critico para a inibicdo da fuséo € a tendéncia
do nucleo N-HR formar uma hélice tripla estavel e a capacidade dos péptidos assumirem
uma estrutura helicoidal estavel. Porém, nem o péptido T-20 nem o C34 apresentam uma

estrutura completamente helicoidal [Otaka et al., 2002].

. -------_m
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Figura 7- O design do conceito do heptad repeat (adaptado de Naito et al., 2010)

Anélogos do C34 (Tabela 1), foram desta forma projetados electrostaticamente
substituindo aminoacidos que resultaram em derivados altamente soluveis, ativos e com
maior helicidade. Substituiram-se, entdo os aminoacidos no local de acesso ao solvente
do feixe helicoidal com glutamato (E) e lisina (K) e foram mantidos no local interativo
(local critico para a interagdo com o N-HR). Os residuos aminodcidos foram entdo
separados, no heptad repeat da a-hélice, por trés posi¢oes (i vs i+4) [Naito et al., 2010].
O péptido SC34, é um exemplo em estudo, que por meio de interagdes eletrostaticas entre
os substituintes de glutamato e de lisina nas posi¢Oes da interagdo com o solvente
anteriormente referidas do péptido C34, conferiram ao péptido uma maior solubilidade e
helicidade [Shimura et al., 2010]. Foram, também, introduzidos motivos EK
consecutivos, separados por trés residuos, onde E foi substituido nas posi¢besie i+l e K
foi substituido nas posicdes i+4 e i+5 no local de acesso do solvente do péptido C34. Isto

resultou em repeticdes de motivos do tipo: X-EE-XX-KK (X indica 0 aminoacido original
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do HIV-1) [Naito et al., 2010]. O péptido SC34EK apresenta dois motivos completos e
trés incompletos. De acordo com estudos realizados este apresenta uma boa atividade
anti-HIV-1, uma maior estabilidade térmica no complexo N36/SC34EK e uma maior
helicidade em comparacdo com o péptido C34 [Miyamoto & Kodama, 2012]. O SC34EK
¢ ainda um inibidor promissor, devido a esta estabilidade térmica formada no complexo
N36, uma vez que foi eficaz contra uma grande quantidade de estirpes resistentes de HIV-
1, formando uma estrutura de cristal com o N36 que era praticamente idéntica a descrita
para os péptidos do gp41 inativo [Nishikawa et al., 2009].

Outro péptido em estudo é o SC35EK, que apresenta cinco repeticdes completas
dos motivos EK [Naito et al., 2010]. Este foi comparado com o péptido SC34EK em
termos de atividade anti-HIV-1 e os estudos concluiram que apesar do péptido apresentar
cinco repeticdes do motivo EK estes ndo sdo necessarios para aumentar a atividade anti-
HIV-1 [Miyamoto & Kodama, 2012]. Deste modo, para averiguar quantos motivos EK
completos sdo necessarios para influenciar a atividade antiviral do HIV foram
sintetizados mais dois péptidos electrostaticamente (SC22EK e SC29EK). O péptido
SC22EK apresenta trés repeticdes completas do motivo EK enquanto o péptido SC29EK
apresenta quatro repeticdes completas do motivo EK, ambos sdo derivados do péptido
SC34EK [Naito et al., 2010]. Estudos realizados demonstraram que o péptido SC22EK
apresenta uma atividade inibitéria menor contra as estirpes resistes do T-20 em
compara¢do com o0 SC29EK e o SC34EK [Miyamoto & Kodama, 2012]. Outras
investigacdes, concluiram que o péptido SC29EK perante mutacbes virais novas
(E43K/E49A, Q39R/N43K/N126K, eN43K/E49A/N126K) diminuiram a resisténcia e a

estabilidade de ligacdo do péptido a membrana celular alvo [Wu et al., 2018].
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2. Membranas Celulares

A membrana celular € uma membrana biologica que constitui a fronteira entre as
células e o seu exterior (membrana plasmaética e citoplasmatica). Delimita as células
procaridticas e eucarioticas, vegetais e animais assim como 0s seus organitos/organelos
[Gennis, 1989]. Nas células eucarioticas permite também o suporte do citoesqueleto que
da forma a célula, e a ligacdo a matriz extracelular e a outras células permitindo a
formacdo de tecidos [Moreira, 2014]. Desta forma, as membranas celulares séo
consideradas a base da evolucdo das primeiras formas de vida.

Estas sdo responsaveis por funcdes essenciais celulares como a comunicag¢éo com
0 meio ambiente, o transporte de moléculas e certas fungdes [Yeagle, 2016]. Assim, o
funcionamento de qualquer ser abarca processos que envolvem as membranas, tais como
a biossintese de proteinas, secrecdo de proteinas, bioenergética e respostas hormonais
[Gennis, 1989]. Apesar do principio estrutural ser basicamente igual para todas as
membranas, elas ndo o sdo, existindo assim uma diversidade de membranas que se
distinguem pela compreensdo da sua base bioldgica e molecular. Assim, modelos
membranares sdo com frequéncia desenhados com o intuito de imitar as propriedades das

membranas, minimizando as variaveis e facilitando o estudo.

2.1. Perspetiva historica

Os primeiros registos que se obtém da histéria das membranas remontam para o
século XVII quando Robert Hooke, em 1665, examinou uma estrutura fina de cortica
através de um microscopio e observou apenas um padrao de caixas retangulares (paredes
celulares rigidas) [Harold, 2015]. Em 1895, Ernest Overton prop6s a hipétese de as
células serem revestidas por lipidos, uma vez que a permeabilidade de uma membrana
estd diretamente correlacionada com a solubilidade das particulas que a atravessam
(teoria da permeabilidade das células) [Kleinzeller, 1997]. Em 1917, Inving Langmuir
observou que os lipidos se encontram distribuidos numa monocamada a superficie da
agua, com os grupos hidrofilicos em contacto com a fase aquosa e também foi possivel

calcular pela primeira vez a area por lipido na monocamada [Yeagle, 2016].

O primeiro modelo da estrutura da membrana celular foi proposto em 1925 por Gorter
e Grendel, extraindo lipidos de eritrécitos humanos e cinco outras membranas de

eritrocitos de mamiferos com um solvente organico [Gorter & Grendel, 1925]. O objetivo
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era compararem a area superficial calculada da célula dos resultados obtidos com a area
superficie de uma monocamada de Langmuir. Os resultados mostraram que os lipidos dos
eritrécitos cobriram o dobro da area da superficie correspondente & area total da
membrana plasmatica, 0 que os levou a propor que a membrana plasmatica seria uma
bicamada plasmatica [Lombard, 2014; Yeagle, 2016].

%

Exterior celular
§ %

Figura 9- Modelo membranar proposto por Groter e Grendel em 1925. (adaptado de
http://www.biologydiscussion.com/cell-biology/plasma-membrane-organization-function-and-

specialization/3751).
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Nos anos 1930, Davson e Danielli criaram um modelo onde se incorporava pela
primeira vez as proteinas. Segundo o modelo “paucimolecular” as proteinas revestiam a
superficie de ambos os lados da bicamada lipidica, como uma “sandwich” [Davson &
Danielli, 1935]. Este modelo, foi alvo de debate devida a permeabilidade da membrana e
a hipétese de algumas proteinas conseguirem atravessar a membrana lipidica. Mesmo
assim, este modelo foi a base de muitos outros modelos, por mais de 30 anos, e apoiado,
pelo menos parcialmente, por algumas evidencias de suporte, como estudos de
polarizacdo de luz e de difracdo de raios-X [Lombard, 2014; Yeagle, 2016].
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Figura 10- Modelo "paucimolecular" proposto por Davson e Danielli em 1935 (adaptado de

http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/membranes.htm)

Em 1972, Singer e Nicolson apresentaram o seu modelo de estrutura membranar, o
modelo do mosaico fluido [Singer & Nicolson, 1972]. De acordo com este modelo, a
bicamada lipidica apresenta partes hidrofilicas orientadas para o exterior e partes
hidrofobicas no interior da bicamada, as proteinas podem interagir com as partes
hidrofobicas dos lipidos e podem se encontrar a superficie, parcialmente ou totalmente
integradas na bicamada [Lombard, 2014]. De uma maneira geral, tanto as proteinas como
os lipidos estéo livres para difundir na bicamada, o que implica uma organizagdo mais

aleatdria do que as dos modelos anteriormente defendidos.
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Figura 11- Modelo original proposto por Singer e Nicolson em 1972. Neste corte seccional da membrana celular os
corpos com as superficies cortadas representam proteinas membranares integradas rearranjadas aleatoriamente na
superficie da membrana. Estdo também representadas algumas proteinas integrais das membranas de complexos
membranares especificos. A figura representa as proteinas integradas na membrana numa fase completamente fluida

da bicamada lipidica. (adaptado de Nicholson & Singer, 1972).
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Este modelo foi apoiado por diferentes estudos, como estudos de permeabilidade e
transporte de proteinas transmembranares [Mitchel, 1957], estudos que demostravam a
falta de lipidos para formar bicamadas completas, logo existindo proteinas no plano
membranar, por estudos de congelamento e imagens de microscopia elétrica que sugeriam
a presenca de proteinas dentro das membranas [Brandon, 1966] e por estudos de previsdo
favoréveis para as proteinas de membrana [Moor, 1963]. Por outro lado, o0 modelo do
mosaico fluido apresenta vérias imprecisdes devido a sua simplicidade. Contudo as suas
imperfeicdes foram ainda mais influentes e destacadas, como em termos termodindmicos
[Tanford, 1973], pelo modelo ser intrinsecamente fluido [Singer, 1974] e pela assimetria

das membranas [Singer & Nicolson, 1972].

No inicio dos anos 90 Kusumi propos o modelo de “barreira esqueleto-
membranar” [Kusumi, et al., 1993; Kusumi & Sako, 1996] com base nos estudos feitos
anteriormente sobre a fraca mobilidade de glicoproteinas de membrana [Damjanovich, et
al., 1995; Edidin, et al., 1994]. Este modelo referenciava a existéncia de uma malha, usada
para explicar as restricGes dos movimentos de difusao da proteina. Ja nos finais da década
de 90, em 1997, Simons e Ikonen publicaram o modelo de jangada lipidica, onde propdem
a existéncia de dominios, ricos em colesterol, esfingolipidos e proteinas [Simons &
Ikonen, 1997], dominios estes que vieram demonstrar ser a chave de muitos processos
fundamentais de mamiferos [Brown & London, 1997; Edidin, 2003; Simons & Vaz,
2004].

Figura 12- Modelo proposto por Vereb onde (A): microdominios lipidicos, (B e C): citoesqueleto e (D):proteinas

integradas( adaptado de Vereb et al., 2003)

Em 2003, Vereb e colaboradores introduziram uma nova ideia, propondo uma
versdo modificada do modelo de mosaico fluido de Singer-Nicholson, o modelo de
mosaico dinamicamente estruturado. Este modelo defende que ndo sdo apenas as
interacbes lipido-lipido, proteina-proteina ou lipido-proteina que tem as forcas

necessarias para a formacdo e manutencédo destes dominios, mas que também existem
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fatores extra membranares como o citoesqueleto e a matriz extracelular, descrevendo

mais realisticamente as biomembranas [Vereb et al., 2003].

2.2. Estrutura e composicao das membranas

As membranas bioldgicas sdo fluidas, que compartimentalizam diferentes
compartimentos e sdo essenciais para a protecdo das células. Estes tém um papel
fundamental como centros organizadores de tarefas para 0 metabolismo e a sinalizagédo
celular, sendo constituidas por proteinas e lipidos [Jacobson & Lagerholm, 2019;
Martinez-Ballesta & Carvajal, 2016]. A estrutura da membrana é determinada pela
natureza anfipatica dos lipidos constituintes das membranas. Anfipatico designa que 0s
lipidos de membrana contem uma regido hidrofilica (polar), esta em contacto com o meio
aquoso, e uma regido hidrofébica (apolar), que € mais estdvel num ambiente lipidico.
Estas moléculas em contacto com um meio aquoso, alteram espontaneamente a sua

estrutura, formando pequenas esferas de camada dupla (lipossomas) [Watson, 2015].

A maior parte da massa de uma membrana biologica é composta por proteinas e
lipidos. As proteinas sdo 0s componentes bioquimicamente mais ativos da membrana,
providenciam a catalise de reacfes, medeiam o curso de nutrientes e de metabolitos e
participam na comunicagao entre 0os meios intra e extra celulares. As zonas apolares
destas moléculas interagem com a zona hidrofébica da membrana e a zona polar com
grupos polares dos lipidos. Desta maneira consoante esse tipo de interacdo as proteinas
serdao transmembranares ou periféricas [Gennis, 1989; Voet & Judith, 2012]. Os lipidos,
por sua vez, tém a funcdo de formar a uma matriz estrutural lipidica
com a qual as proteinas interagem [Gennis, 1989]. A razdo entre a massa de lipidos e a
massa de proteinas nas membranas plasmaticas € aproximadamente 1, sendo que a razao
se altera em membranas especializadas (2:3). No entanto, outros constituintes das
membranas biologicas como os gldcidos representam menos de 10% da massa das
membranas e geralmente estdo agregados a componentes lipidicos ou proteicos [Guidotti,
1972]. Esta grande diversidade de propor¢des de moléculas de lipidos e proteinas
complica o estudo da relagdo composicdo e funcionalidade celular. Desta forma, o
trabalho aqui desenvolvido visa descomplicar estas relacbes de maneira a melhorar a

nossa compreensao da dinamica das membranas.
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2.2.1. Estrutura e propriedades dos lipidos de membrana

Os principais lipidos de membrana s&o os fosfolipidos (PL), os glicolipidos (GL),
esfingolipidos (SL) e os esterois. Os fosfolipidos constituem a maior parte da matriz
lipidica, apresentam uma espinha dorsal hidrofébica que € essencialmente constituida por
duas cadeias de acidos gordos longos (sn-1 e sn-2) ligados a uma molécula de glicerol ou
esfingosina e a um grupo fosfato [Watson, 2015; Olsson & Salem, 1997]. Os fosfolipidos
ligados a uma molécula de glicerol sdo referidos como glicerolfosfolipidos ou
glicerofosfolipidos (GPL), 0 mais comum que é encontrado na membrana bioldgica € a
fosfatidilcolina (PC), possuem uma molécula de colina ligada ao grupo fosfato. Existem
também outros glicerolfosfolipidos como a fosfatidilserina (PS) e a fosfatidiletanolamina
(PE) que apresentam em vez de uma molécula de colina uma molécula de serina e
etanolamina, respetivamente ligada ao grupo fosfato [Casares et al., 2019; Watson, 2015].
Em mamiferos, as membranas plasmaticas sdo mais ricas em fosfatidiletanolamina (PE)
e fosfatidilserina (PS) na monocamada interior do que na exterior [de Kroon et al., 2013].
Estas diferentes classes de glicerolfosfolipidos apresentam diferentes formas geomeétricas
globais, devido as suas propriedades inerentes, como o tamanho do grupo da cabeca polar
e 0 comprimento e/ou saturacdo das caudas das cadeias acilo, influenciando as
propriedades fisicas da membrana [Casares et al., 2019; Zwaal et al., 1977]. Dado isto,
apresentam comprimentos variaveis, normalmente dependente do sistema, mas variam
entre C14 e C22 [Olsson & Salem, 1997]. O nivel de insaturacdo das cadeias acilo difere
entre os diferentes lipidos existindo casos sem insaturacdes, como as Esfingomielinas
(SM), outros podem ter varias ligacGes duplas, como o DOPC (dioleil-fosfatidilcolina),
embora cadeias saturadas também sejam frequentes, como no caso do DPPC (1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina). Por fim existem aqueles com a composi¢édo
assimétrica. O POPC (1-palmitiol-2-oleil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina), que apresenta
uma composigdo assimeétrica em cada cadeia: sn-1 cadeia acilo saturada e sn-2 cadeia
acilo com uma insaturagdo entre o C24 e C25 (Figura 13). Esta ligacdo dupla, na
insaturacdo da cadeia, mantém a fluidez da membrana [McElhaney, 1982; Lewis et al,
1988].

Os esfingolipidos sdo os segundos lipidos estruturais mais abundantes. Estes sdo
fosfolipidos ou glicolipidos que possuem um grupo polar e uma cadeia longa apolar,
apresentam na sua constituicdo uma molécula de esfingosina ou um seu derivado e uma

molécula de acidos gordos [Bartke & Hannun, 2008; Casares et al., 2019]. A
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esfingomielina (SM) s@o os esfingolipidos mais abundantes das membranas dos
mamiferos, originada pela unido da ceramida com a fosfatidilcolina. A fragdo de
fosfolipidos na membrana plasmatica é cerca de 2% a 15% [Casares et al., 2019]. Os
glicolipidos por seu lado contem sempre um agucar, como a glicose, no lugar do grupo
fosfato [Watson, 2015].

Algumas das propriedades dos lipidos podem ser deduzidas a partir das dimensdes
das cabecas polares e a relacdo destas com as caudas apolares. Os agregados podem
assumir varias formas que podem ser previstas por um parametro que relaciona as partes

polares e as partes apolares dos lipidos, o parametro critico de empacotamento (PCE):

PCE =2 (1)

axle

onde é v¢ 0 volume das cadeias hidrofébicas, Ic 0 comprimento das cadeias e a é a
area ocupada pela cabeca polar do lipido [Vaz, 2008]. Assim, sistemas com PCE < %5
tenderdo a formar micelas normais com curvaturas positivas, sistemas com PCE ~ 1
estruturas em bicamada e com PCE > 1 formar-se-40 micelas invertidas. Os
glicerofosfolipidos com cabeca polar de fosfatidilcolina (PC) é uma classe
estrutural de grande importancia, pois mostram tendéncia a formas bicamadas planas

sendo as cabecas polares resultantes volumosas (PCE ~1) [Marsh, 2007].
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Figura 13-(A) modelo estrutural de uma molécula de POPC. (B) modelo da estrutura de uma molécula de colesterol
(adaptado de Martins do Canto et al., 2012)

2.2.2. Colesterol

O colesterol ¢ um esterol muito abundante nas membranas plasmaticas dos
mamiferos, ndo se encontrando nas células dos procariontes [Berg et al, 2002; Casares et
al., 2019]. Cerca de 90% do colesterol celular encontra-se na membrana plasmaética,
representando um total de 40% do total dos lipidos na membrana [Golusko & Nowicki,
2005; van Meer & de Kroon, 2010]. Este também é abundante nas lipoproteinas do
plasma sanguineo onde cerca de 70% do colesterol é esterificado por &cidos gordos de
cadeia longa para formar esteres de colesterol [Voet & Judith, 2012]. O colesterol é
responsavel pela viabilidade e a proliferacdo das células, bem como pela sua influéncia
na determinacdo das propriedades fisicas das membranas: fluidez, ordenacéo da cadeia
lipidica, rigidez e permeabilidade [Gennis, 1989;Golusko & Nowicki, 2005; Yeagle,
2016].

O colesterol tem uma estrutura bastante diferente dos fosfolipidos e dos
glicolipidos, apresentando um grupo hidroxilo (regido hidrofilica da cabeca) e uma
estrutura esteroide de quatro anéis e uma cadeia lateral curta de hidrocarboneto [Watson,
2015]. Os quatro anéis de carbono estdo representados na figura 13, como A, B, C e D.

Enquanto os anéis A, B e C sdo constituidos por seis carbonos o anel D apenas contém
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cinco carbonos, constituem a espinha dorsal e apresentam uma conformacgéo
predominante plana (anel A pode adotar outro tipo de conformac&o) e rigida, responsavel
pela suas capacidades de ordenagdo. Os anéis AB e CD estéo localizados no mesmo plano
esteroide apresentam dois grupos metilo que expandem a funcionalidade da espinha
dorsal. [Martinez-Seara, 2008; Rdg et al., 2007; Yeagle, 2016]. A cadeia lateral do
hidrocarboneto estd ligada ao anel D, esta exibe uma consideravel flexibilidade
conformacional devido as rotacdes das ligacGes simples carbono-carbono. [Yeagle,
2016]. O grupo hidroxilo, por sua vez, esta ligado ao anel A da molécula, interagindo
com a “cabega” dos grupos fosfolipidicos proximos [Berg, 2002]. Para além deste sistema
de anéis, o colesterol possui um comportamento hidrofilico, proporcionado pelo grupo
3B-hidroxilo no anel A. 3B-hidroxilo é um grupo apolar este é capaz de doar e/ou aceitar
ligacGes de hidrogénio das moléculas de agua, sendo desta maneira responsavel pela

orientacdo do colesterol na bicamada [Martinez-Seara, 2008; Yeagle, 2016].

O colesterol, a semelhanca dos outros lipidos de membrana, € uma molécula
anfipatica. Esta caracteristica faz com que o sistema de anéis do colesterol se oriente
paralelamente ao longo do eixo das cadeias de hidrocarbonetos e perpendicularmente a
superficie da bicamada lipidica. O colesterol é altamente hidrofébico sendo que €
altamente insoltvel em agua [Yeagle, 2016]. A espinha dorsal do colesterol favorece,
também a interacdo com os esfingolipidos. Estes dois combinados foram o elemento

basico das jangadas lipidicas [Casares et al., 2019].

2.3. Termodindmica das membranas lipidicas

O estudo do comportamento de fase das membranas bioldgicas esta condicionado a
variedade de moléculas presentes na composicao da membrana, tornando esta tarefa um
tanto quanto complexa. Desta forma podemos estudar o comportamento de fases das
bicamadas lipidicas. Estas variam a sua fase consoante a temperatura, pH, forca idnica,
presenca de ides polivalentes, pressdo, hidratagdo, o comprimento das cadeias
hidrocarboneto ¢ a composigdo da “cabega” do lipido [Kranenburg & Smit, 2005;
Feigenson, 2009].

A fase mais comum para os fosfolipidos é o subgel (L), a baixas temperaturas onde
as cadeias de hidrocarbonetos se encontram extremamente ordenada [Kranenburg &

Smit, 2005]. No entanto as bicamadas lipidicas puras geralmente mostram a existéncia de
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duas fases mesomorficas: a fase liquida (L) e em estado gel (Lg). O estado de gel surge
com o aquecimento da fase de subgel, a bicamada encontra-se mais hidratada e as cadeias
de hidrocarbonetos mais ordenadas, correspondendo a uma configuragdo trans.
Dependente da composicao estrutural da cabeca lipidica a fase de gel pode ser designada
por Lg, para as fosfatidiletanoaminas ou Lg’, para as fosfoatidilcolinas. A temperaturas
mais elevadas encontra-se entdo a fase liquida, onde as cadeias de hidrocarbonetos se
encontram desordenadas e apresentam uma desordem bi-dimensional. A fase liquida é
considera a fase mais importante das trés [Gennis, 1979; Kranenburg & Smit, 2005]. Na
fase de gel as cadeias acilo encontram-se 0 mais estendidas possivel, logo a sua espessura
e a sua densidade s&o maiores que na fase liquida [Gennis, 1979]. No entanto, a fase de
gel mostra coeficientes de difuséo lateral, coeficientes de difusdo rotacional e areas por
lipido menores que na fase liquida [Dimova et al., 2000; Sugar & Biltonen, 2005]. A
transicdo entre o estado liquido e o estado de gel é designada por transicdo de fase. A
transicdo de fase ocorre a uma temperatura média (Twm) que pode ser influenciada pelo
comprimento das cadeias de hidrocarbonatos, quanto mais longa for a cadeia maior é a

Twm necessaria para a transicéo [Yeagle, 2016].

A adicdo do colesterol a bicamadas lipidicas vai induzir profundas modifica¢fes no
comportamento de fase das bicamadas lipidicas. O principal efeito é o aparecimento de
uma nova fase, estado liquido ordenado (Lo), entre a fase fluida e a fase de gel [de Meyer
& Smit, 2009]. A presenca da parte rigida esteroide da molécula de colesterol ordena as
cadeias acilo dos lipidos em torno de si mesma [Yeagle, 2016], induzindo o efeito de
condensacdo da bicamada lipidica em fase fluida. No entanto, ao se adicionar as
moléculas de colesterol a uma bicamada em fase gel estas irdo induzir a fluidez desta
membrana [Kuo & Wade, 1979]. Em relacdo a fase L«, a fase Lo continua fluida, os
componentes da membrana apresentam difusdo lateral, no entanto torna-se mais rigida,
ordenada, espessa e menos permeavel [Demel, et al., 1972; Hui & He, 1983; Needham,

et al., 1988], sendo considerada uma fase liquida ordenada.

2.4. Jangadas lipidicas
As membranas plasmaticas sdo lateralmente heterogéneas, apresentam uma

composicdo lipidica variavel e, consequentemente apresentam propriedades fisico-
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quimicas diferentes. A esta heterogeneidade lateral no plano da membrana da-se o nome

de jangadas lipidicas [Simons & Vaz, 2004].

O primeiro método a definir bioguimicamente as jangadas lipidicas foi feito a partir
da extracdo por Trinton X-100 a 4° C, um detergente ndo idnico [Pike, 2008]. Pelas
descricdes iniciais feitas, das jangadas lipidicas, observou-se que o colesterol, os
esfingolipidos e uma classe especifica de proteinas formavam complexos insollveis
[Golusko & Nowicki, 2005]. Ha que denotar que visdo inicial da estrutura estavel ligada
por interacOes lipido-lipido foi entre 100 a 500 nm de diametro [Pike, 2008]. Desta
maneira, as membranas plasmaticas podem ser separadas em fracGes distintas, como
membranas solUveis aos detergentes (DSM) ou como membranas resistentes a
detergentes (DRM), sendo que esta ultima fracdo ainda pode ser denominada de
membrana enriquecida com glicoesfingolipidos (GEM) ou por fracdo insolivel em
Trinton (TIF) [Golusko & Nowicki, 2005; Sezgin et al., 2017]. O nome jangadas lipidicas
foi implementado por Ikonen e Simons em 1997 que propuseram a existéncia de dominios
funcionais liquidos ordenados (jangadas lipidicas) ricos em lipidos de alto ponto de fusédo
e colesterol rodeado por uma fase fluida mais desordenada composta por lipidos de baixo
ponto de fusdo [Simons & Ikonen, 1997]. Estudos posteriores revelaram que as DRM’s
apenas apareciam em misturas de esfingolipidos, fosfatidilcolinas (de baixa Tm) e
colesterol quando os niveis de esfingolipidos estavam suficientemente altos para formar
a fase Lo, coexistindo com a fase L« [Ahmed et al., 1997; London, 2015].

As jangadas lipidicas tém dimensdes muito pequenas (hano-escala) o que torna o
seu estudo complexo, mas qualquer que seja o0 seu tamanho, estudos indicam que estes
dominios apresentam algumas proteinas [Rajendran & Simons, 2005]. As pesquisas
realizadas ainda constataram que para as jangadas lipidicas se envolverem na funcgéo
membranar precisam de se agrupar, existindo ainda evidencias crescentes que as
monocamadas de cima e de baixo estdo acopladas em jangadas [Gri et al., 2004]. Mais
de 100 proteinas foram sugeridas e associadas, desde a sua descoberta, a jangadas
lipidicas [Chatterjee & Mayor, 2001]. As proteinas ancoradas a glicosilfosfatidilinositol
(GPI), proteinas G heterotriméricas, quinases duplamente aciladas da familia Src e
proteinas ligadas ao colesterol (caveolae) tem atraido uma grande parte dos
investigadores, [Golusko & Nowicki, 2005; Rajendran & Simons, 2005; Simons &
Toomre, 2000] existem diversas outras proteinas que tém sido associada a jangadas

lipidicas, como proteinas palmitoiladas e miristoiladas, tais como flotilinas e algumas
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proteinas transmembranares. Ainda ndo estd claro o facto de algumas proteinas
membranares estarem incluidas nas jangadas lipidicas, no entanto estudo realizados, por
investigadores, indicam que na membrana externa (exoplasmatica) os aminoacidos sao

indispensaveis [Simons &Toomre, 2000].

As GPI estdo ancoradas a monocamada exterior da membrana e expressam
modificacdes hidrofobicas, o que Ihes permite dividirem-se em jangadas gracas ao seu
empacotamento preferencial das membranas saturadas [Chatterjee & Mayor, 2001;
Simons & Toomre, 2000]. Desta maneira as GPIl contém lipidos saturados com
fragmentos de ancoragem que melhor se encaixam num ambiente lipidico ordenado,
como as das jangadas lipidicas [Schroeder et al., 1994]. Estas foram as primeiras
proteinas identificadas em membranas resistentes a detergentes por Western Blotting
[Pike, 2008]. Por outro lado, temos as caveolae que resultam de invaginacbes da
membrana plasmatica por polimerizacdo de caveolinas (proteinas integrais da membrana)
[Simons & Toomre, 2000]. Estudo indicam que estas participam na endocitose [Parton &
Richards, 2003]. A superexpressao destas proteinas nas células, como linfécitos e células
neuronais, sem caveolae leva a formacao de cavéolas. Estas desintegram-se quando existe
uma rutura direcionada da caveolina 1, formando proteinas ndo-coveolares. Um exemplo
de proteinas ndo-caveolares sao as flotilinas, que se localizam em microdominios e séo

responsaveis por organizar as jangadas lipidicas [Rajendran & Simons, 2005].

As jangadas lipidicas estdo envolvidas na transducdo de sinal, como por exemplo
na sinalizacdo da imunoglobulina E [Sheets et al., 1999], do recetor do antigénio das
células T [Janes et al., 2000] do recetor do antigénio das células B [Gupta & DeFranco,
2007] e do recetor de EGF [Coskun et al., 2011]. As jangadas lipidicas ainda tém sido
consideradas importantes em outros processos celulares além dos ja referenciados como
na segregacao lateral de componentes celulares, na selecdo de proteinas, e na resposta
imunoldgica [Simons & Ehehelt, 2002].

O estudo das jangadas lipidicas continua a ser bastante complexo, devido a falta
de visualizacdo direta das membranas em células vivas ndo perturbadas, bem como
dissecar as propriedades fisicas destas no ambiente celular. Os modelos computacionais
acabaram por comprovar que a compartimentacdo temporal (milissegundos) e espacial
(nanométrica) das moléculas das membranas € crucial para a fungdo membranar. Os
avancos tecnoldgicos nos dltimos anos, na area da microscopia, permitem atualmente

uma observacéo direta dos processos celulares que ocorrem com 0s regimes espaciais e
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temporais, diminuindo entdo o problema da observacdo das células in vivo. No entanto

outros problemas prevalecem como a controvérsia sobre a organizacdo e dindmica das

membranas, e a formacéo das jangadas lipidicas e as suas propriedades biofisicas [Sezgin

etal., 2017].
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Figura 14- Visdo geral da heterogeneidade lateral na membrana plasmatica, jangadas lipidicas. (adaptado de Sezgin

etal., 2017).
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3. Simulagdo computacional: Dindmica molecular

A ciéncia requer tanto observacdo como compreensdo. Sem a primeira nao existem
fatos para serem compreendidos, e sem compreensdo a ciéncia é apenas documentacao.
A compreensédo tem como base fundamentos tedricos escritos numa linguagem cientifica,
a matematica. Estes fundamentos teodricos sdo hipoteses, e quanto menor o nimero maior
sera 0 poder de previsao desta linguagem [Rapaport, 2004]. Desta maneira, nas Gltimas
décadas ocorreram grandes avangos tecnolégicos que proporcionam o uso de métodos
numéricos aplicados a sistemas de multiplas variaveis utilizadas em diversas areas da

ciéncia, através da simulacdo computacional.

A dindmica molecular (MD) €, a um nivel atdbmico, um método, que se baseia nas
equacOes de movimento de Newton. Desta maneira as condi¢fes iniciais como as
posicOes, as velocidades e as forcas entre particulas sdo especificadas antecipadamente
de maneira a que o sistema de simulacdo esteja préximo do estado de equilibrio. Na
simulacdo os componentes do sistema interagem uns com os outros durante um periodo
de tempo, enquanto as suas propriedades fisicas sdo monitorizadas (volume, pressao,
temperatura, nimero de particulas, velocidade e posicdes) [Zheng, 2008]. E considerada
uma das técnicas mais versateis para o estudo de macromoléculas biologicas [Namba et
al., 2008]. A primeira vez que este método foi apresentado foi por Alder e Wainwright
nos finais da década de 50 [Alder & Wainwright, 1959] e consistiu na simula¢cdo de um
sistema de esferas rigidas com choque elastico representativas das interacdes atdmicas.
Em 1971 foi realizada a primeira simulacdo de 4gua [Rahman & Stilinger, 1971]. Sete
anos mais tarde, McCammon reportou a primeira simulacdo MD de uma proteina
pancreética bovina [McCammon et al., 1977]. Estudos mais recentes realizados por Ogata
e colaboradores utilizaram a MD para estudar a fotossintese 11 [Ogata et al., 2013]. Desde
as primeiras simulacdes os computadores tornaram-se mais rapidos em varias areas, desde
os algoritmos aos campos de forca, e hoje em dia as simulagdes podem ser aplicadas a

sistemas maiores e mais complexos em solugdes aquosas [Norberg & Nilsson, 2003].

O interesse, atualmente, nas simulacdes em dindmica molecular aumentou em
varias areas, como na académica e industrial (nanoescala) [Kim et al., 2019]. As
simulacdes em MD tém sido usadas para dar vida as estruturas biomoléculas, para
fornecer médias térmicas de propriedades moleculares, como calcular propriedades gerais
de fluidos, para calcular a energia livre do sistema nos processos quimicos e para explorar

termicamente as conformagdes moleculares complexas [Hansson et al., 2002]. Assim a
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MD tornou-se uma das técnicas modernas mais utilizadas na ciéncia. Uma técnica
bastante poderosa que se apresenta como solucdo para os problemas classicos em
diferentes contextos ao nivel atomico, uma vez que ndo existem abordagens alternativas
capazes de lidar com estes problemas ao detalhe exigido [Rapaport, 2004]. Nesta
dissertacdo, utilizamos as simulacbes de MD para estudar as propriedades fisicas de

péptidos inibidores de fusdo do HIV a interagir com bicamadas lipidicas.

3.1. Campo de forgas

Um campo de forcas consiste numa expressdo matematica, que descreve a
dependéncia energética dos (micro-) estados (mecanicos) das particulas de um sistema
(coordenadas e velocidades), escolhida para modelar a energia potencial (U) e os seus
parametros associados [Gonzélez, 2011; Monticelli & Tieleman, 2012]. Os parametros
associados sdo obtidos por célculos de mecanica quantica ab initio, semi-empiricos ou
com um ajuste aos resultados experimentais (ex: Ressonancia Magnética Nuclear RMN,
infravermelho, etc.) [Gonzalez, 2011]. Um campo de forcas pode ser atomistico ou
grosseiro (coarse-grained). Tal como o nome indica, um campo de forcas atomistico
descreve as interacdes entre todos os atomos, enquanto o segundo tem o principio de
associar varios atomos em grupo mantendo as propriedades fisicas fundamentais
subjacentes. Embora o rigor do campo de forga atomistico seja maior, este requer mais
recursos computacionais, o que por vezes se torna dispendioso a escala monetéaria e
temporal. Assim, uma abordagem coarse-grained pode ser utilizada combinando os dois
tipos de abordagens [Marrink, et al., 2009]. Um exemplo disso é o campo de forca de
atomos unidos (UA), usado durante a realizacao de todo este trabalho, onde os &tomos de
hidrogénio m ligacbes pouco polares (por exemplo: em grupo hidroxilo (OH) o H é
explicito), sdo incorporados ao atomo ao qual se encontram ligados (atomos de carbono

alifaticos), atuando como um so [Berendsen, 2007].

Existem diversos fatores que podem influenciar a escolha do campo de forgas
adequado a simulacdo a efetuar e devem ser tidos em conta, tais como as propriedades
que estdo na base da parametriza¢do do campo de forca ou o equilibrio entre os recursos
computacionais e a qualidade dos resultados. A exatiddo e a qualidade com que se
consegue reproduzir um determinado conjunto de resultados de qualquer sistema s&o 0s

pontos chave para a escolha adequada de um campo de forca. Para o estudo de sistemas
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bioldgicos existem uma série de campos de forca que podem ser utilizados, como
CHARMM [Brooks, et al., 1983; Mackerell, et al., 1998], o GROMOS [van Gunsteren
& Berendsen, 1987; van Gunsteren, et al.,1998], OPLS [Jorgensen, et al., 1984;
Jorgensen & Tirado-Rives, 1988] e 0o AMBER [Cornell & Keniry, 1983; Weiner, et al.,
1984].

Existem cinco termos para descrever a maioria dos campos de forca, termos que estéo
associados a deformacdo da ligacdo e a geometria angular das ligacbes covalentes, mais
concretamente ao alongamento de ligacGes e aos angulos de flexéo, termos associados a
rotacdo dos angulos diédricos (tor¢des) e os termos que descrevem as intera¢fes quando
0s atomos se sobrepdem (forcas de van der Walls) [Monticelli & Tieleman, 2012] Estas
duas forcas séo aplicaveis a todos os pares de atomos, menos a atomos dentro da mesma
molécula, que estdo separados por trés ou menos ligagdes [Schlick, 2010]. A maioria dos
campos de forca utiliza a expressédo (2) para calcular energia potencial descrita por todos

0S componentes dos sistemas:
U= Uligagéo + Uémgulos + Utorgaes + Uvdw + Ucoul (2)

No entanto garantir a parametrizacdo destes termos ndo é facil e muitas vezes recorre-
se a procedimentos que tém vindo a ser desenvolvidos a fim de atribuir a cada atomo ou
grupo de atomos cargas parciais, variando o seu valor, dependendo do método utilizado.
Em simulacdo de sistemas bioldgicos o campo de forca utilizado tem de ser flexivel e

simples, tendo a seguinte forma funcional:
b <
U =Y ligacdes k?i(ri — N2 + Y angulos %‘ 6; —6;H% +

L2 a6

3. torgtes N1 k(1 + cosng — ™)) + ¥ pares <{ T } ¥
vdw

r
e
Y Jcoul

ij ij
As contribuicdes das ligacOes e dos angulos sdo descritas como um conjunto de

atomos que se mantém unido por forcas elasticas simples (harmdnicas), ou seja, 0 campo
de forgas substitui o verdadeiro potencial por um modelo simplificado na simulagéo
[Gonzélez, 2011]. O termo torsional (diedro) € normalmente representado por uma fungéo
periddica, numa série de co-senos. Em certos casos é necessario um termo adicional a

equacao para garantir a planaridade de alguns grupos particulares, como anéis aromaticos
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e carbonos numa conformagao sp?, que vai contribuir positivamente para os movimentos
fora do plano [Berendsen, 2007]. O termo das forcas de van der Waals s&o representadas
por funcdes 12-6 de Lennard-Jones (LJ) [Monticelli & Tieleman, 2012]. As interac¢des de
van der Waals surgem em atomos ou grupos de atomos aos pares, cujo quadrado aumenta
com o quadrado do numero total de particulas, sendo o potencial 12-6 de Lennard-Jones
frequentemente utilizado para representar estas interagdes [Gonzélez, 2011]. Existem
outros potenciais que podem ser usados, como o potencial de Buckingham que €
preferencialmente utilizado para estudos de cristais de moléculas organicos [Berendsen,
2007]. Por fim as contribuicdes eletrostaticas regidas pelas forcas de Coulomb de longo
alcance (Coul) sdo féceis de calcular e agem diretamente no nucleo dos atomos
[Monticelli & Tieleman, 2012]. No entanto a conjugacdo da interacdo de todos estes
termos confere uma das grandes limitacdes a técnica de simulacdo devido ao tempo que
demora a aplicacdo a todas as particulas dos sistemas biologicos a simular [Loura &
Almeida, 2004].

3.2. Algoritmos

3.2.1. Passo de integracao e restri¢oes

Para que a simulacdo a decorrer tenha o ensemble correto € necessario escolher
corretamente tanto o algoritmo de integracdo como o campo de forca. Muitos
algoritmos tém vindo a ser desenvolvidos, visto que este é a ferramenta integradora das
equacOes do movimento. O algoritmo de integracdo (ou integrador) permite a resolucao,
pelo uso de técnicas numeéricas simples, das equacGes do movimento de cada particula
num sistema a ser simulado. O algoritmo de integracdo permite gerar uma nova
configuracdo no momento ¢+A4t, em que At é 0 passo de tempo (passo de integracdo), a
partir de um conjunto de posicdes, velocidades, a um determinado tempo t [Loura &
Almeida, 2004; Rapaport, 2004].

A escolha do algoritmo depende de propriedades como a reversibilidade do tempo
[Tuckerman et al., 1992] e a conservacao da energia e dos momentos [Skeel, 1995; Hairer
&  Stoffer, 1997], tém de permitir ainda, passos de integracdo
longos. Dois dos integradores mais amplamente utilizados na MD sdo conhecidos como
“leap-frog” e método de Verlet [Verlet, 1967]. Estes sdo equivalentes algebricamente,

produzindo coordenadas precisas para a terceira ordem em t, estdo envolvidos na
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conservacio de energia e truncam o erro na quarta ordem, O(At%). [Rapaport, 2004]. O
nome “leapfrog” advém das coordenadas e as velocidades serem avaliadas em tempos
diferentes. Este método pode ser reformulado e alterado algebricamente, de maneira a
que as coordenadas e as velocidades sejam avaliadas ao mesmo tempo, evitando os ajustes
de velocidade [Rapport, 2004]. No entanto, este algoritmo ndo permite um célculo preciso
da energia total do sistema, uma vez que néo séo calculadas as posi¢es e as velocidades
de sistema em estudo sem que haja a posi¢do e velocidade do mesmo ponto, 0 que € uma
limitacdo do integrador, ndo conhecendo, assim, a energia total do sistema visto que a
energia cinética e potencial sdo conhecidas em tempos diferentes [Loura & Almeida,
2004]. Nesta dissertagdo foi usado o algoritmo de “leap-frog” [Hockney, 1970] que pode
ser descrito da seguinte forma:

r(t+At) =r(0) + At X v(t +5A0) ()
v = (t+5At) = v(t —2At) + At X a(t) (5)

Onde 4t € o intervalo de tempo entre 0s instantes consecutivos que constituem a
trajetdria da simulacdo [Rapaport, 2004]. Para a escolha do intervalo de tempo correta é
necessario um compromisso, ou seja, a fiabilidade do método esta ligada ao tamanho de
At escolhido [Gonzélez, 2011]. Por um lado, um valor de 4¢ curto requer um nimero mais
longo de interacOes para satisfazer a amostragem, apesar de melhorar a precisdo da
solucdo numérica da equacao (3). Por outro um A¢ mais longo pode resultar em trajetorias
imprecisas ou erradas e em instabilidades numéricos nas posicGes e velocidades, que
levam a uma instabilidade na energia total do sistema, o0 que em sistemas isolados deve
ser conservada [Gonzélez, 2011]. Face ao mencionado anteriormente, como solucao para
ambos 0s problemas, o passo de tempo € normalmente definido para 1/10 do periodo
menor. Na pratica, o limite é aproximadamente 1-2fs, sendo que neste trabalho, devido
as dimensdes do sistema, foi escolhido 2fs como passo de integracdo. Todavia, 0
algoritmo utilizado neste trabalho € bastante robusto, permitindo a utilizacdo de valores
de 4t maiores do que na maioria dos outros métodos de integracdo [Frenkel & Smit,
2002].

Os sistemas biologicos abrangem diferentes escalas de tempo, 0 que apesar dos
sistemas estarem acoplados, 0s seus processos biolégicos mais relevantes sdo pouco

influenciados por movimentos de alta frequéncia, com as vibra¢es de moléculas em
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cadeia longa [Allen & Tildesley, 2017; Berendsen, 1998]. Assim, estes efeitos tém de ser
limitados e tratados adequadamente na dindmica molecular classica, no entanto estes séo
mal descritos neste contexto [Schlick, 2010]. Para ultrapassar estes problemas, 0s
movimentos mais rapidos sdo de alguma maneira restringidos. Existem vérias maneiras
de restringir os movimentos, desde assumir a rigidez total de uma molécula (possibilidade
extrema), a um metodo mais usual como o constrangimento holonémico [Allen &
Tildesley, 2017]. O método de restri¢do de constrangimentos holondmicos consiste num
conjunto de equacdes algébricas que conectam as coordenadas de todas as moléculas,
onde é possivel construir um conjunto de coordenadas generalizadas que obedecem as
equacBes de movimento livres sob restricdes [Berendsen, 2007]. Este método é
geralmente utilizado para a fixagdo de comprimentos de ligacGes covalentes e angulos de
flexdo [Allen & Tildesley, 2017]. Uma restricdo halondnica de um comprimento de

ligacdo pode ser dada por:
(r; —1)*—df; =0 (6)

Onde dj; € a distancia entre os &tomos ou grupo de atomos i e j [Memon et
al., 1981]. Existem varios métodos para aplicar estas restricdes, o mais utilizado é o
método SHAKE. O método SHAKE proposto por Ryckaert, Ciccotti e Berendsen resolve
sequencialmente cada restricdo de um modo iterativo, até se atingir um nivel determinado
de toleréncia [Ryckaert et al., 1977]. Outro método de restricdo € o SETTLE, que €
amplamente utilizado para moléculas de pequenas dimens@es, como por exemplo para a
agua [Miyamoto et al., 1992]. Existe também métodos que resolvem iterativamente todos
0s constrangimentos simultaneamente por aplicacdo de corre¢des para 0s comprimentos
e velocidades até a tolerancia que se pretende, como o caso do LINCS [Hess et al., 1997].
Este é cerca de trés ou quatro vezes mais rapido, exibe um melhor comportamento de
convergéncia e pode ser mais facilmente paralelizado do que o algoritmo SHAKE [Hess
etal., 1997]. Neste trabalho utilizou-se os algoritmos SETTLE para as moléculas de agua

do sistema e o algoritmo LINCS para todas as outras ligagdes.

3.2.2. Condigdes de fronteira e interagdes de longo alcance
As condigdes de fronteira sdo necessarias para definir um problema e de grande
importancia nas simulaces de dindmica molecular [Koshizuka et al., 2018]. Em

simulagdes, se tomarmos como exemplo gque os sistemas s@o constituidos normalmente
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por 102-10° particulas, sendo este nimero insignificante, comparado com o niimero de
atomos em sistemas macroscopicos. Ocorre uma discrepancia entre o numero de
particulas na superficie do sistema em compara¢do com o sistema macroscopico, levando
a ocorréncia de efeitos de fronteira indesejaveis [Namba et al., 2008]. Desta forma, ha
que ter um cuidado especial com as particulas colocadas perto dos limites da caixa de

simulacdo, particularmente em sistemas de pequenas dimensodes [Leach, 2001].

Para minimizar estes efeitos de superficie, este problema pode ser tratado por
condicdes de fronteira periddicas (PBC) [Allen & Tildesley, 1990]. Nesta técnica os
atomos sao reproduzidos numa caixa de simulagdo em todas as direcOes, de maneira a
que as coordenadas dos atomos nas caixas de imagem possam ser facilmente obtidas por
subtracdo ou a adicdo de multiplos inteiros dos vetores da caixa [Namba et al., 2008].
Desta forma as condicdes de fronteira periodicas vao evitar os efeitos de fronteira

indesejados.

E de referir que as PBC apresentam limitacdes. Se o tamanho da caixa de simulac&o
tiver dimensdes suficientemente grandes, estes efeitos ndo sdo importantes, mas ha que
ter atencdo as interagOes de longo alcance. No entanto se tivermos perante um sistema
desordenado e a distancia de correlacao for maior que o tamanho da caixa as condicdes
periddicas podem alterar artificialmente as propriedades em estudo e 0 comportamento
do sistema [Gonzalez, 2011; Leach, 2001]. As interacdes de longo alcance, por definicao,
estendem-se por todo o sistema e exigem inerentemente um esfor¢go computacional, O
(Nm?), impedindo o tratamento de sistemas com grandes dimensGes diretamente
[Rapaport, 2004].

As interacfes de longo alcance sdo complexas e dificeis de calcular. Nestas as
interacBes de van der Waals (1/r®) decaem rapidamente e as interagdes de Columb entre
cargas, decaem lentamente (1/r), estendendo-se por toda a caixa de simulagdo [Monticelli
& Tieleman, 2012]. Uma alternativa simples é usar o método do campo de reacdo, que
consiste na utilizacdo de raios de corte (cutoffs), de modo a que apenas os pares dentro de
um determinado cutoff sejam considerados [Gonzalez, 2011]. O uso de cutoffs so é valido
se a interacdo com as particulas fora do cutoff for zero, contudo, na prética, isto s6 é
parcialmente verificado para as interag0es de van der Walls, porque as forcas de Coulomb
decaiem lentamente com a distancia, como anteriormente referido, de modo a que a
quantidade de artificios de calculo das interagfes de Coulomb, com cutoffs, seja grande
[Baumketner & Shea, 2005; Patra et al., 2004; Patra et al., 2005]. Na pratica, verifica-se
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que pelo uso de cutoffs no tratamento das interacdes de Coulomb, na melhor das
hipoteses, produz resultados qualitativamente corretos, mas interfere na estrutura final
dos péptidos, 0 que leva a que as suas estruturas estejam incorretas e ndo representem,

realisticamente, os péptidos em solucdo [Martins do Canto et al., 2008].

A existéncia destes artificios provenientes dos cutoffs levou ao desenvolvimento
de abordagens alternativas capazes de lidar com estes problemas de maneira eficiente
[Rapaport, 2004] A maior parte das abordagens desenvolvidas advém da técnica de Ewald
[Ewald, 1921], este método foi desenvolvido para o estudo de cristais ionicos, onde
predominam as interacdes eletrostaticas de longo alcance. Esta técnica consiste em
reinscrever o potencial de interagdo como a soma de dois termos tornando a soma
absolutamente convergente [Rapaport, 2004]. Na sua forma original este método escala
segundo O (N?) e corrige muitos artificios observados durante a utilizagdo de cutoffs
[Leach, 2001].

O problema das interacdes de Coulomb pode ser, também contornado pela utilizacao
de métodos derivados das somas de Ewald, como P3M (Particle-Particle- Particle Mesh
Ewald) [Hockney & Eastwood, 1981], PME (Particle Mesh Ewald) [Darden et al., 1993]
e pelo SPME (Smoth Particles Mesh Ewald) [Essmann et al., 1995]. Neste trabalho
utilizou-se 0 método de PME, que é considerado um dos métodos mais fiaveis para

simular membranas [Patra et al., 2003; Rdg et al., 2003].

3.2.3. Ensembles

Ao conjunto de configuracdes e propriedades mantidas constantes durante a
integracdo das equacBes de Newton e que representam o estado do sistema, é chamado de
ensemble [Allen & Tildesley, 2017]. O ensemble nas simulacdes de MD podem ser
microcanonico ou NVE (numero de particulas, volume e temperatura constantes),
canonico ou NVT (numero de particulas, volume e temperatura constantes), grand
canonico ou UVT (potencial quimico, volume e temperatura constantes) e isotérmico-
isobarico ou NPT (numero de particulas, pressdo e temperatura constantes) [Allen &
Tildesley, 2017; Berendsen, 2007; Huang, 1987].

A temperatura macroscopica de um sistema esta diretamente ligada a energia cinética
do mesmo, para que seja possivel alterar a temperatura modificando velocidade dos

atomos. Uma maneira simples de fazer estas modificaces a temperatura & pelo
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escalamento de velocidades. O escalamento das velocidades é feito por um fator de escala

(ct)=+/T,/T(t), onde T, é a temperatura desejada e T(t) é a temperatura instantanea do
sistema [Gonzalez, 2011]. Contudo, aparecem transferéncias de energia rapidas e outros
artificios, como o bombeamento artificial de energia para modos de baixa frequéncia
[Harvey et al., 1998]. Outra maneira de controlar a temperatura € atraves do acoplamento
do sistema a um banho térmico, em sistemas de acoplamento fraco [Gonzalez, 2011]. O
algoritmo de Berendsen [Berendsen et al., 1984], proporciona um relaxamento
exponencial da temperatura em direcéo ao valor de referéncia. Assim, o fator de escala

(ct) é dado por:

cT=\/1+j—;(%— ) @

Onde 71 é a constante de acoplamento da temperatura. Desta forma, quanto maior
T, mais fraco é o acoplamento ao banho. Para 0 menor valor possivel a t = At , ou seja, a
expressdo € equivalente a forcar a temperatura a ser constante [Berendsen, 2007].
Contudo este método ndo permite reproduzir o ensemble correto, podendo afetar a
dindmica do sistema quando sdo usados pequenos valores de temperatura [Gonzélez,
2011]. O problema desde algoritmo pode ser superado pelo uso de um método mais
rigoroso, Nosé-Hoover [Hoover, 1985; Nosé, 1984]. Este método demonstra um

ensemble candnico correto, ndo produzindo efeitos graves sobre a dindmica molecular.

Para a pressao as abordagens utilizadas sdo semelhantes as da temperatura
[Gonzélez, 2011]. Para o controlo da presséo as variaveis da temperatura sao substituidas
por pressdo, e as a escala de velocidade dos atomos é substituida pelas coordenadas
atdbmicas [Namba et al., 2008]. Para um esquema de acoplamento fraco, como foi
mostrado para a temperatura, € também possivel para a pressao constante com o auxilio
de uma escala de coordenadas. Desta forma, escalando as coordenadas de todas as
particulas e o tamanho da caixa, T,ypq = X X Tanterior 6 POSSiVel expressar o fator de

escala das coordenadas (y) da seguinte forma [Berendsen, 2007]:

x=21+2pe-r) @
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Onde B € a compressibilidade isotérmica do sistema e 7, € a constante de
acoplamento da presséo. Este acoplamento fraco tem a vantagem de dar respostas suaves,
no entanto ndo consegue fornecer um ensemble conhecido e as flutuagdes ndo podem ser
usadas [Berendesen, 2007]. Desta maneira, existem outros modos de controlo da pressao
que reproduzem corretamente o ensemble, um destes exemplos € o algoritmo de
Parrinenello-Rahman [Parrinello-Rahman, 1981]. Este algoritmo apresenta um ensemble
com a pressdo fixa e a caixa de simulacdo consegue mudar a sua forma para obedecer a

uma nova estrutura [Martonak et al, 2003].
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D.Metodologia

Os modelos iniciais dos péptidos (SC22EK, SC29EK, SC35EK, SC34EK, SC34
e C34) foram construidos com base na sua sequéncia de residuos de aminoacidos, com o
programa Arguslab 4.01 [Thompson,2004]. Para conhecer o comportamento dos péptidos
em solugdo aquosa, os modelos peptidicos foram solvatados em caixas de simulagéo
cubicas com uma distancia minima entre os péptidos e as paredes da caixa de solvatacdo
de 1nm, em agua SPC [Berendsen,1981]. Esta distancia minima assegura que existe uma
distancia suficientemente grande para que ndo exista interacdo entre o péptido e as suas
imagens periodicas (distancia entre cada modelo de moléculas do péptido e as paredes da
caixa). Foi adicionado, também, a quantidade de moléculas de &gua necessarias para
assegurar a completa hidratacédo de cada péptido em todos os sistemas [Kabsch & Sander,
1983].

O campo de forgas usado para descrever todas as interacdes e as topologias dos
modelos peptidicos foi um campo de forcas do GROMACS (gmx), de atomos unidos
(UA) (united atoms force field), que é um campo de for¢as modificado do GROMOS87.
[Jorgensen et al., 1983; Lui et al., 1995; Van Buuren & Berendsen, 1993; Van Buuren et
al., 1993; Van Gunsteren & Berendsen, 1987; Van der Spoel et al., 1996]. Desta maneira,
0s Unicos atomos de hidrogénio que foram tratados explicitamente foram os hidrogénios

polares do péptido e do colesterol nos sistemas de POPC:Chol (1:1).

Os modelos iniciais membranares (POPC-128 moléculas no total, apresenta duas
monocamadas com 64 POPC’s em cada, e POPC: Chol (1:1)- 240 moléculas no total,
apresentam duas monocamadas com 60 POPC’s e 60 Chol’s em cada) foram contruidos
com o auxilio de um conjunto de ferramentas do pacote de simulacio GROMACS 2016
[ Abraham et al, 2015; Bekker et al., 1993; Berendsen et al., 1995; Hess et al., 2008;
Lindahl et al., 2001; van der Spoel et al., 2005; Pall et al., 2015; Pronk et al., 2013;], este
software também foi usado para realizar todas as simula¢fes membranares. Os
parametros ligantes e ndo ligantes das moléculas de POPC foram obtidos da pagina web

do grupo Tieleman (http://wcm.ucalgary.ca/tieleman/downloads). Foram retirados, da

referida pagina web, o pdb disponivel de POPC que foi posteriormente modificado [do
Canto et al., 2016]. Enquanto que para as moléculas de colesterol foram obtidas da pagina

web


http://wcm.ucalgary.ca/tieleman/downloads
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(http://www.gromacs.org/Downloads of outdated releases/User contributions/Molecu

le_topologies) [Craven, 1979; Shien et al., 1981].

Os sistemas membranares POPC, POPC:Chol (1:1) que foram simulados sem
péptido, serviram para verificar as principais propriedades estruturais dos lipidos e das
membranas, para efeitos de validag&o. Enquanto nos sistemas onde se simulou a interagao
entre a membrana e o péptido, o péptido foi adicionado a caixa de simulacdo do meio
aquoso a uma distancia da superficie da monocamada de cima entre 2,0-2,5 nm, paralelos

a membrana.

Apos a insercdo do péptido na caixa procedeu-se a uma solvata¢do com agua SPC
e foram adicionados ifes de sédio (Na) aos sistemas de seguida, de maneira a que a carga
total dos sistemas fosse zero. Todos 0s sistemas foram submetidos a uma minimizacéao de
energia, utilizando o algoritmo steepest-descent, para permitir que as moléculas de agua
SPC se ajustassem em redor do péptido e/ou da membrana fez-se uma pequena corrida
de MD de 100ps. Por fim a simulacdo MD de producéo, foi efetuada com um tempo de
corrida de 200 ns para os sistemas de POPC em agua, do péptido em agua e de POPC
integrado com o péptido, enquanto para os sistemas de POPC:Chol (1:1) em agua e para
o sistema de POPC:Chol com o péptido integrado, o tempo de corrida foi de 500 ns. Este
passo de MD extenso foi realizado com um passo de integracdo de 2 fs, sendo as
condicdes de simulacdo as mesmas para todos os sistemas: 1 bar de pressdo e 300 K de
temperatura, com o0 numero de particulas constantes e usando condi¢des de fronteira
periddicas. Através dos esquemas de acoplamento fraco de Berendsen [Berendsen et al.,
1984] foi realizado o controlo da pressdo e o v-rescale [Bussi et al., 2007] para a
temperatura, com tempos de acoplamento de 1,0 ps e 0,1 ps, respetivamente. O
acoplamento da pressdo nas simulacfes dos péptidos em agua foi isotropico e nas
simula¢fes com membranas o acoplamento foi semi-isotrépico. Para a agua foi usado o
algoritmo SETTLE [Miyamoto & Kollman, 1992] e para todas as outras ligacdes foi
usado o algoritmo LINCS [Hess et al., 1997], de maneira a que todas as ligagdes fossem
restringidas aos seus valores de equilibrio. Foi calculado pelo método de Particle-Mesh-
Eswald (PME) [Essman et al., 1995] as interages eletrostaticas de longo alcance. Para
as interacdes de van der Waals e para a componente de espaco real da PME nas interacdes

electroestéaticas foi utilizado um cutoff de 1,0 nm.

A estrutura final de cada péptido em agua foi utilizada, respetivamente, como a

estrutura inicial das simulagdes em que o péptido interage com as membranas.


http://www.gromacs.org/Downloads_of_outdated_releases/User_contributions/Molecule_topologies
http://www.gromacs.org/Downloads_of_outdated_releases/User_contributions/Molecule_topologies
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Figura 15- Snapchots dos modelos finais de POPC com as estruturas finais dos péptidos C34 (A), SC22EK (B),
SC29EK (C), SC34 (D), SC34EK (E) e SC35EK (F) [VMD, 2019].
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Figura 16- Snapchots dos modelos finais de POPC:Chol com as estruturas finais dos péptidos C34 (A), SC22EK (B),
SC29EK (C), SC34 (D), SC34EK (E) e SC35EK (F) [VMD, 2019].
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E. Resultados e Discussao

1. Equilibracdo dos sistemas membranares: area por lipido e

colesterol e espessura de membrana

A area superficial entre cada lipido e o solvente foi calculada com dois intuitos: como
critério de avaliagdo do estado da equilibracdo do sistema e o de avaliar a influencia das
interagBes com o péptido neste pardmetro. Desta forma, para avaliar o processo de
equilibracdo dos sistemas, as areas por POPC (ApPOPC) e por colesterol (ApChol) foram
calculadas a partir de um método usando a abordagem de Monte Carlo [Bois & Maszle,
1997]. Este método rege-se por &tomos de referéncia dos lipidos, para o POPC os 4&tomos
P8, C6 e N4 e para o Chol os atomos o H7 e O6 (base na figura 13), para o célculo das
areas superficiais. O método vai realizar uma regra de trés simples para cada frame de
cada lipido, com base nos atomos de referéncia selecionados e os aleatdrios adicionados

pelo método. Para este clculo foram usados os ultimos 100 ns de cada simulag&o.

A estabilidade do sistema também foi verificada pela observacdo da espessura da
membrana (MT) que foi por sua vez calculada pela distancia média entre os fosforos (P-
P distance) das monocamadas opostas [Martins do Canto et al., 2013]. Para o calculo das
médias da espessura de membrana, a semelhanca da area por lipido e colesterol, foram

usados os ultimos 100 ns.
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Figura 18- Espessura de membrana (nm) para todos os sistemas ao longo do tempo de corrida.

Com base na observacao dos graficos acima (Figura 17) constatamos que as areas de
POPC nos sistemas sem colesterol oscilam mais do que os sistemas onde o colesterol esta
presente. Contudo as dos sistemas com colesterol apresentam variac6es de area por POPC
menores (= 0,5 nm?) que os sistemas sem colesterol presente (=~ 0,6 nm?). Pela figura 18,
observa-se que 0s sistemas com colesterol apresentam espessuras de membrana mais altas
e com menos oscilacdo de valores de espessura de membrana que 0s sistemas sem
colesterol. Em suma, face aos graficos da area superficial e da espessura de membrana
apresentados conclui-se que o colesterol confere mais estabilidade as membranas. A area
por lipido é um pardmetro que converge lentamente numa simulacdo de MD, mas 0s
valores médios ficaram estaveis apds 20-50 ns da simulacéo, o que nos levou a concluséo
de que os sistemas simulados ja haviam atingido um estado estacionario apos esse

periodo.

2. Comportamento geral dos péptidos

2.1. Disténcia do centro de massa dos peptidos a superficie das

membranas
Na configuracdo inicial todos os péptidos (C34, SC34, SC34EK, SC22EK, SC29EK
e SC35EK) foram colocados a >2,0 nm da superficie da membrana. Com o intuito de
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observar o comportamento geral dos péptidos em cada sistema, foi determinada a

distancia do centro de massa dos péptidos a superficie das membranas. Para tal fez-se a

diferenca entre a posi¢do do centro de massa do péptido e a posi¢do média, z, dos atomos

de fosforo de todos os POPC na monocamada de cima dos sistemas membranares
[Martins do Canto et al., 2012].
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Figura 19-(A) Distancia do centro de massa do C34 & superficie das membranas de POPC e POPC:CHOL. (B) Distancia do
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POPC:CHOL. (F) Distancia do centro de massa do SC35EK & superficie das membranas de POPC e POPC:CHOL.

Com base na figura 19, podemos observar que em todos os sistemas membranares o

péptido € absorvido a superficie da membrana em menos de 100 ns, exceto o péptido
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SC29EK no sistema de POPC. Neste sistema tudo indica que houve um erro e
calculo durante a simulagdo. H& que denotar que em certos sistemas, como o
C34+POPC:Chol, existe um aumento, inicial, da distancia entre os péptidos e a
membrana. Este aumento deve-se ao facto dos péptidos se encontrarem a difundir de uma
forma aleatdria. Quando estes sentem a membrana, ou seja, comegam a existir interagdes
moleculares mais intensas, a distancia entre o péptido e a membrana diminui, até os

péptidos ficarem adsorvidos a mesma.

2.2. Posicao dos Ca
Para aprofundar a caracterizacdo da configuracdo dos péptidos adsorvidos aos
sistemas membranares, calculou-se a posicdo média dos C, para os ultimos 100 ns de

simulacdo.
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Figura 20-(A) Posicao media dos Ca do C34 durante os Gltimos 100 ns da simulacéo. (B) Posi¢do media dos Ca do
SC22EK durante os Gltimos 100 ns da simulagéo. (C) Posi¢do media dos Ca do SC29EK durante os Gltimos 100 ns
da simulagéo. (D) Posi¢do media dos Ca do SC34 durante os Ultimos 100 ns da simulacao. (E) Posicao media dos

Ca do SC34EK durante os Ultimos 100 ns da simulagéo. (F) Posi¢do media dos Ca do SC35EK durante os Gltimos

100 ns da simulagéo.

Em todos os sistemas membranares simulados, como esperado pelas suas estruturas

helicoidais, as posi¢cdes médias dos Co variam de forma consistente com uma estrutura
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secundaria helicoidal [Martins do Canto et al., 2011]. Pela figura 20 podemos constatar
que nos sistemas constituidos apenas de POPC os péptidos apresentam posi¢cdes médias
mais variaveis que nos sistemas de POPC:Chol. Isto deve-se a bicamada de POPC estar
num estado liquido desordenado e, consequente a uma maior permeabilidade e
flexibilidade dessas membranas. Estas caracteristicas dos sistemas de POPC favorecem o
aparecimento de zonas de compressdo provocadas pela adsorcao dos péptidos a superficie
da membrana, levando a que certos residuos de aminoécidos estejam numa posic¢ao abaixo
da média da posicdo dos fosfatos (y=0) da membrana (figura 20-B, C, D e F). Nos
sistemas de POPC, ainda podemos visualizar que o péptido C34 aparenta estar mais
préximo da membrana, o que permite interaces mais fortes com a membrana do que, por
exemplo o péptido SC34EK no sistema de POPC (figuras 20- A e E).

Quanto aos sistemas de POPC:Chol, todos os péptidos adotam uma configuracdo mais
arqueada em alguns residuos de aminoéacidos, levando a que estes se encontrem em
posicdes abaixo da posicdo média dos fosfatos. No entanto devido a maior rigidez destes

sistemas, ndo ocorre tdo frequentemente como nos sistemas de POPC.

2.3. Densidade

O parametro da densidade de massa foi calculado para todos os componentes dos
sistemas simulados, representados na figuras 21-26, para as bicamadas (POPC e
POPC:Chol) com os diferentes péptidos inseridos (C34, SC22EK, SC29EK, SC34,
SC34EK e SC35EK). Os perfis de densidade foram calculados para os Gltimos 20 e
40 ns para as membranas de POPC e POPC:Chol, respetivamente, altura em que todos

0s péptidos estavam adsorvidos a superficie membranar.
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Figura 23- Perfis de densidade de massa: (A) do sistema de POPC. (B) do sistema SC29EK+POPC. (C) do sistema de

POPC:Chol. (D) do sistema SC29EK+POPC:Chol.
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Comparando os perfis de densidade sem péptido com os dos péptidos inseridos
observa-se que existe uma compressdo visivel na densidade do POPC, na monocamada
onde o péptido é adsorvido, mas ndo na densidade do Chol, como sugerido no ponto 2.2.
Isto acontece devido a interacdo dos péptidos com as monocamadas a que adsorvem. A
monocamada onde o péptido adsorve, tem consistentemente um pico de densidade mais
baixo de POPC, o que resulta numa pequena distor¢do do perfil de POPC quando
comparado com o da bicamada sem péptido. O perfil de densidade do Chol n&do sofre
alteracdes, isto pode acontecer devido a uma maior flexibilidade das membranas de
POPC e ao facto das moléculas de colesterol provocarem uma maior rigidez nas
membranas de POPC:Chol.

2.4.

A analise da estrutura secundaria dos péptidos, foi feita por recurso ao programa

Estrutura secundaria dos péptidos

DSSP [Kabsh & Sander, 1983] com o qual calculamos as percentagens das estruturas

secundarias de cada péptido para os ultimos 100 ns de cada sistema.
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Em todos os sistemas membranares simulados, os péptidos adotam uma estrutura
helicoidal, preferencialmente hélice-5’, como se pode observar pela figura 27. Esta
tendéncia pela estrutura 5-helice pode ser fundamental para a funcéo dos péptidos. Pela
percentagem total das hélices de todos os péptidos nos sistemas simulados, observa-se
que mais de 80% sdo hélices do tipo 5, exceto nos sistemas SC22EK+POPC,
SC22EK+POPC:Chol, SC34EK+POPC:CHOL, SC35EK+POPC e
SC35EK+POPC:Chol. Isto podera estar correlacionado com a distancia do péptido a

membrana.

2.5. Interacé@o dos péptidos com as bicamadas - pontes de
hidrogenio
Para a andlise da formacdo de pontes de hidrogénio entre residuos individuais dos
péptidos e o0s grupos relevantes dos sistemas simulados foi registada uma triade
doadora/aceitadora de hidrogénios para cada vez que estes se encontravam a uma
distdncia menos de 0.35 nm e com um angulo menor que 30°. Os péptidos tém a
capacidade de formar pontes de hidrogénio com os lipidos das bicamadas e este numero

normalmente aumenta com o progresso da simulagéo.

Desta maneira, vamos obter graficos onde se verifica a existéncia de pontes de
hidrogénio ao longo do tempo da simulacdo, entre o péptido e o solvente (péptido apenas
simulado em &gua), para 0 POPC e o solvente (em membranas puras de POPC) e para o

POPC, solvente e para o colesterol (em membranas de POPC:Chol).
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Figura 28- (A) Nimero de pontes de hidrogénio entre o péptido C34 e o POPC, Chol e a agua, nos sistemas de POPC e POPC:Chol.
(B) Numero de pontes de hidrogénio entre o péptido SC22EK e o POPC, Chol e a agua, nos sistemas de POPC e POPC:Chol. (C)
Numero de pontes de hidrogénio entre o péptido SC29EK e o POPC, Chol e a agua, nos sistemas de POPC e POPC:Chol. (D) Nimero
de pontes de hidrogénio entre o péptido SC34 e 0o POPC, Chol e a agua, nos sistemas de POPC e POPC:Chol. (E) Nimero de pontes
de hidrogénio entre o péptido SC34EK e o POPC, Chol e a agua, nos sistemas de POPC e POPC:Chol. (F) Nimero de pontes de
hidrogénio entre o péptido SC35EK e o POPC, Chol e a agua, nos sistemas de POPC e POPC:Chol.

A partir da figura 28, observa-se que o nimero de pontes de hidrogénio formadas
estabiliza a partir dos 100 ns da corrida de simulacdo. Existe uma diminuicdo das pontes

de hidrogénio formadas entre o péptido e solvente e um consequente aumento do numero

[s0 L
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de pontes de hidrogénio criadas entre o péptido e 0 POPC (POPC-pep) e entre o péptido
e o colesterol (Chol-pep) nos sistemas.

O numero de pontes de hidrogénio formadas nos sistemas de POPC:Chol ¢
consideravelmente mais elevado do que nos sistemas de POPC, em comparagcdo com
outros estudos realizados [Martins do Canto et al., 2012]. A capacidade destes peptidos
em criar mais pontes de hidrogénio com as membranas de POPC:Chol sugere uma maior
eficacia dos péptidos como inibidores do HIV. Uma vez que as membranas de HIV séo
bastantes rigidas devido ao alto teor de colesterol presente nestas [Lorizate et al., 2013],
estes resultados sugerem uma apeténcia maior para a interacdo com a membrana do virus
e, deste modo, uma capacidade aumentada de se posicionarem fisicamente mais proximos

da gp41 viral, alvo destes péptidos.

Tabela 1- Numero de pontes de hidrogénio entre o péptido e a 4gua,0 POPC e o Chol nos sistemas de POPC,

POPC:Chol e para o péptido simulado em &gua, para os Ultimos 100 ns de cada simulacéo.

Numero de pontes de Hidrogénio/péptido

Sol-pep POPC-pep Chol-pep
C34 96,64+5,90 - -
SC22EK  68,05+4,71 - -

© SC29EK  91,09+5,52 - -

% SC34 103,27+6,16 - -
SC34EK  101,77+5,80 = =
SC35EK  112,99+6,08 - -

C34 51,99+4,58 12,56+2,18 -
SC22EK  36,53+3,85 11,81+1,28 -

8 SC29EK 61,28+11,97 11,97+4,84 -

8 SC34 61,75+4,70 14,36+1,43 -
SC34EK  63,76+4,72 10,36+1,46 -
SC35EK  62,87+5,30 15,29+1,13 -

C34 59,39+4,90 14,74+1,64  0,08+0,27

E SC22EK  49,74+3,73 8,75+1,26 0,37+0,51

8' SC29EK  55,88+4,45 12,59+1,09 0,81+0,43

§ SC34 64,98+5,08 13,93+1,66  1,10+0,77
SC34EK  58,82+4,73 20,25+1,38  0,51+0,52
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SC35EK  76,37+5.08 15,72+1,36  0,00+0,00

Observando a tabela 1, podemos confirmar o que foi dito anteriormente. A
excecao dos peptidos SC22EK e o SC34 nos sistemas de POPC:Chol todos os outros
formam mais pontes de hidrogénio entre o POPC-pep do que com os sistemas de POPC.
Hé& que denotar que este numero inferior de pontes de hidrogénio formadas nos sistemas
de POPC:Chol com o péptido SC34 se pode dever ao niumero de pontes de hidrogénio
que este forma com o colesterol, sendo o0 péptido o que mais pontes de hidrogénio forma
com o colesterol, 1,10+0,77. O péptido SC35EK no sistema de POPC:Chol ao contrario

do SC34 ndo faz qualquer tipo de pontes de hidrogénio com o colesterol.

2.6. Interacdes dos péptidos com as bicamadas- interacdes

energéticas

De maneira a perceber o motivo para o comportamento dos péptidos, a sua
passagem da solucdo para a adsorcao, observaram-se as intera¢fes energéticas entre
as membranas e 0s péptidos a partir da variacdo das interacdes de Lennard-Jones (LJ)
e de Coulomb (Coul), ao longo do tempo de simulacéo, entre o solvente e o péptido

(sol-pep), 0 POPC e o péptido (POPC-pep) e o colesterol e o péptido (Chol-pep).



Interacdo dos péptidos inibidores de fusdo do HIVV com modelos de membranas biolégicos: um estudo de dindmica molecular

Energias/KJmol’

Energias/KJmol '

Energias/KJmol'

-1000

-2000
-3000 —— Coul:POPC-C34
—— LJ:POPC-C34
—— Coul:SOL-C34
—— LJ:SOL-C34
-4000
0 50000 100000 150000 200000
t/ps
0
-500
-1000
-1500
-2000
—— Coul:POPC-SC22EK
-2500 —— LJ:POPC-SC22EK
—— Coul:SOL-SC22EK
3000 —— LJ:SOL-SC22EK
0 50000 100000 150000 200000
tps
E
04
-1000
-2000 -
~3000 — Coul:POPC-SC34EK
—— LJ:POPC-SC34EK
——— Coul:SOL-SC34EK
-4000

—— LJ:SOL-SC34EK

T
100000
t/ps

T
0 50000

T T
150000 200000

Energias/KJmol’

Energias/KJmol!

Energias/KJmol’

-1000
-1500
-2000
——— Coul:POPC-SC22EK
-2500 — LJ:POPC-SC22EK
—— Coul:SOL-SC22EK
2000 ——— LJ:SOL-SC22EK
E‘) 50600 1 DDIDUD 1 EUIDDD 2 DD‘D 00
t/ps
-1000 —
-2000 4
-3000 — Coul:POPC-5C34
——LJ:POPC-SC34
—— Coul:SOL-SC34
-4000 — LJ:SOL-SC34
[‘) 50600 1 DUIDUD 1 EUIUDD 2 UD‘U 00
t/ps
. F
-1000
-2000
-3000
——— Coul:POPC-SC35EK
-4000 —— LJ:POPC-SC35EK
——— Coul:SOL-SC35EK
2000 -~ LJ:SOL-SC35EK
E‘) 50600 1 DDIDUD 1 EUIDDD 2 DD‘D 00

t/ps

Figura 29-(A) VariagOes das interagdes de Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC+C34. (B) Variagdes das interacdes
de Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC+SC22EK. (C) VariacOes das interagdes de Lennard -Jones e Coulomb para
o sistema de POPC+SC29EK. (D) Variagdes das interacoes de Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC+SC34. (E)
Variagdes das interacdes de Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC+SC34EK. (F) Variagoes das interacfes de
Lennard-Jones e Coulomb para o sistema de POPC+SC35EK.
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Figura 30-(A) VariacGes das interagdes de Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC:Chol+C34. (B) VariacOes das interagdes
de Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC:Chol+SC22EK. (C) Variagdes das interacdes de Lennard -Jones e Coulomb para
o sistema de POPC:Chol+SC29EK. (D) Variag@es das interacdes de Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC:Chol+SC34.

(E) Variacdes das interacdes de Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC:Chol+SC34EK. (F) VariacGes das interacdes de
Lennard -Jones e Coulomb para o sistema de POPC:Chol+SC35EK.
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Nas figuras 29 e 30, observa-se que, na generalidade, a partir dos 50 ns comegam a
existir interacdes entre os péptidos e o POPC, sendo que até este ponto a interacéo €
essencialmente zero. Uma vez que durante este periodo o péptido se encontra distante das
bicamadas, ndo interagindo com estas, como constatamos no capitulo da distancia do
centro de massa dos péptidos a superficie da membrana. A medida que as forcas de
interagdo atuam sobre o péptido e a membrana vai haver uma diminuicdo da distancia
entre o péptido e a superficie da membrana e uma consequente diminuigdo da liberdade
de movimentos do péptido no meio aquoso [Martins do Canto et al., 2012]. Assim as
energias de Coulomb e Lennard-Jones aumentam gradualmente entre o péptido e o POPC
e vao diminuir, consequentemente entre o péptido e o0 solvente. Quanto as energias de
interacdo do péptido com o colesterol, ao longo do tempo de simulacdo, observa-se que

sd0 muito pouco significativas, o que ja tinha sido observado com outros péptidos

[[Martins do Canto et al., 2012].

Tabela 2- Médias e os respetivos desvios padroes das variacOes das energias de Lennard-Jones e Coulomb entre o

solvente e o péptido (sol-pep), POPC e o péptido (POPC-pep) e o colesterol e o péptido (Chol-pep), ao longo do

tempo de corrida da simulacéo.

Energia de Lennard-Jones (LJ)/kJmol*

Energia de Coulomb (Coul)//kJmol*

Sol-pep POPC-pep Chol-pep Sol-pep POPC-pep Chol-pep
C34 -228,67+61,71 -784,8+236,33 -2032,43+£505,70 -1204,91+412,83
SC22EK -134,75+48,11 -621,40+159,54 -1528,924291,90 -910,93+211,94
SC29EK -201,40+64,17 -576,97+228,63 -2234,374429,30 -985,29+364,52
SC34  -222,41+50,68 -690,84+129,72 -2380,88+294,21 -1225,90+219,23
SC34EK -247,27+51,34 -630,72+135,68 -2322,61+276,17 -1032,85+215,87
SC35EK -235,18+74,58 -774,34+287,65 -2560,89+492,13 -1270,03+431,52
C34 -194,53+52,87 -775,52+125,52 -22,5349,98 -2256,02+225,94 -1020,69+189,53 -3,86+11,65
SC22EK -235,34+41,72 -175,75+40,75 -1,41+0,88  -2104,04+191,33  -266,78+70,80 -0,46+1,73
SC29EK -187,27+47,82 -631,99+100,22 -10,32+6,19 -2165,14+185,56 -1005,80+142,56 -3,88+8,05
SC34  -216,41+459,25 -683,90+205,37 -37,81+21,82 -2571,10+345,27 -953,08+290,51 -18,48+16,46
SC34EK -191,96+57,82 -930,69+211,14 -32,47£13,61 -2257,52+363,97 -1258,52+344,62 -3,37+5,19
SC35EK -262,05+55,59 -683,64+150,78 -10,63+6,56 -2795,97+234,37 -1208,64+219,57 -2,31+7,30
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Pelatabela 2, observa-se que as energias de Coul sdo mais intensas que as energias
de LJ, por exemplo para o sistema de POPC+C34, a energia de interacdo do POPC-pep é
de LJ é -784,8 kJmol e a energia de Coul é -1204,91 8 kJmol™. O péptido SC22EK nos
sistemas de POPC:Chol apresenta energias de LJ e Coul muito baixas para a interagéo
com o POPC, em comparacdo com 0s outros péptidos, e uma interacdo energética quase
nula com o colesterol. Por outro lado o péptido SC34 apresenta boas energias de
interacdo, LJ e Coul, com o colesterol em comparagdo com 0s outros péptidos dos
sistemas de POPC:Chol.

Para determinarmos a variacdo da energia livre de Gibbs (AG) ao longo das
coordenadas de reacdo ((), proximidade com a posicdo de adsorcdo, recorremos ao
método de umbrella sampling [Késtner, 2011]. Ao longo destas coordenadas de reagdo
(corresponde a translacdo do péptido ao longo da normal da bicamada da posicéo de
adsorcdo até a uma posicdo solvatada e afastada da membrana) foram feitas 40 frames
diferentes dos sistemas, mimetizando o afastamento do péptido da membrana. A partir
das 40 frames obtivemos o potencial unidimensional da forca média (PMF) para cada
péptido.

Para obtermos entdo a AG da ligacdo dos péptidos aos sistemas membranares,
calculou-se 0 minimo do PMF e subtraiu-se a média do ultimo nm das coordenadas de

reacao (os histogramas de cada sistema simulado encontram-se em anexo).

Tabela 3- VariacOes da energia livre de Gibbs para todos os sistemas simulados e os respetivos desvios padroes.

Variagdo da energia livre de

Gibbs (AG)/ kJmol !
POPC C34 -150,76+2,12
SC22EK -125,83+1,82
SC29EK -135,38+3,01
sC34 -125,79+2,81
SC34EK -120,05+4,92
SC35EK -121,94+2,97
POPC:Chol  C34 -129,88+8,17

SC22EK -153,70+9,94
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SC29EK -128,43+11,51

SC34 -166,55+8,93
SC34EK -193,03+5,56
SC35EK -172,00+11,06

Pela tabela 3, observa-se que todo o AG, calculado como a diferenca entre a média
daregido plat6é e o minimo da energia da curva de PMF, é negativo para todos os sistemas
simulados (Figura 29). A adsorcdo de todos os péptidos, exceto o péptido C34, é mais
favoravel nas membranas de POPC:Chol, melhorando a acdo dos inibidores de fusdo
[Lorizate et al., 2013; Veiga et al., 2004]. A adsorcdo do péptido a membrana vai criar
um equilibrio de particdo que vai fornecer um reservatorio do péptido adsorvido a
membrana, bem como uma concentracdo de equilibrio do péptido concomitante em
solucdo. Desta forma os péptidos conseguem interagir com a gp41 do HIV, inibindo assim
a fusdo do virus a membrana das células hospedeiras [Veiga et al., 2004]. No entanto,
este processo ndo deve ser irreversivel, pois ndo iria permitir uma quantidade significativa
disponivel do péptido para desempenhar o papel de inibidor, assim é desejavel haver

algum grau de reversibilidade na ligacao do péptido a membrana.

O péptido SC34EK possui um AG de magnitude menor nos sistemas de
POPC:Chol, sugerindo uma maior afinidade a solucdo do que os outros péptidos. Em
todos os sistemas 0 AG é moderado, 0 que sugere uma ligacao reversivel a membrana,
permitindo desta maneira, o papel do reservatorio molecular dos péptidos que é atribuido

as membranas [Veiga et al., 2004; Veiga et al., 2004].
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Figura 31- (A) Curva do potencial de forga media (PMF) para a dissociagéo do péptido C34 nas membranas de POPC
e POPC:Chol. (B) Curva do potencial de forga media (PMF) para a dissocia¢ao do péptido SC22EK nas membranas
de POPC e POPC:Chol. (C) Curva do potencial de for¢ca media (PMF) para a dissociacdo do péptido SC29EK nas
membranas de POPC e POPC:Chol. (D) Curva do potencial de for¢ca media (PMF) para a dissociagdo do péptido
SC34 nas membranas de POPC e POPC:Chol. (E)Curva do potencial de for¢a media (PMF) para a dissociacdo do
péptido SC34EK nas membranas de POPC e POPC:Chol. (F) Curva do potencial de forca media (PMF) para a
dissociacao do péptido SC35EK nas membranas de POPC e POPC:Chol.

2.1.

O coeficiente de difusdo lateral, D, dos péptidos foi calculado a partir do

Difuséo lateral do péptido

deslocamento quadratico médio (mean square displacement — MSD) usando a relacéo de
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Einstein (d=2 para sistemas com bicamada lipidica, movimento bidimensional, e d=3 para

0s péptidos em agua, movimento tridimensional):

dMSD(t) )

1 ..
Dy = — lim
Zd t—>oo dt

Onde o MSD é definido como:
—_ —_ 2
MSD(t) =< ||R; (t + to) — R, (to)|| > (10)

Onde fz—[ é a posicao (X, Yy, z) (em agua) ou (X, y) (bicamadas) do centro de massa da
molécula, i, da espécie em causa, e a média é realizada em todas moléculas deste tipo e
origem de tempo. Para eliminar as flutuacdes de fundo do centro de massa de cada
monocamada, todas as analises MSD de todos os lipidos foram realizadas usando
trajetorias com centro de massa fixo em cada monocamada [Anezo, et al.,2003; Lindahl
& Edhom, 2001]. O MSD e o respetivo Diat foi calculado, dos 3 ns aos 10 ns, para 0s
péptidos em &gua dos 10ns aos 60 ns para os peptidos adsorvidos nos sistemas

membranares.

—c34
———sc22ek
——sc29ek
57 -~ sc34
sc34ek
sc35ek

MSD(péptido)/nm?

T T T T T T T T T T
0 20000 40000 60000 80000 100000
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Figura 32- Deslocamento quadrado médio (MSD) de todos os péptidos simulados em agua ao longo do tempo.
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Figura 33-(A) Deslocamento quadrado médio (MSD) do péptido C34 nas membranas de POPC e POPC:Chol ao longo
do tempo de simulacdo. (B) Deslocamento quadrado médio (MSD) do péptido SC22EK nas membranas de POPC e
POPC:Chol ao longo do tempo de simulacdo. (C) Deslocamento quadrado médio (MSD) do péptido SC29EK nas
membranas de POPC e POPC:Chol ao longo do tempo de simulagdo. (D) Deslocamento quadrado médio (MSD) do
péptido SC34 nas membranas de POPC e POPC:Chol ao longo do tempo de simulacao. (E) Deslocamento quadrado
médio (MSD) do péptido SC34EK nas membranas de POPC e POPC:Chol ao longo do tempo de simulagédo. (F)
Deslocamento quadrado médio (MSD) do péptido SC35EK nas membranas de POPC e POPC:Chol ao longo do tempo
de simulac&o.
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Tabela 4- Coeficientes de difusao lateral para todos os péptidos simulados em agua.

Diat(10° cm2s?)
C34 SC22EK SC29EK SC34 SC34EK SC35EK
Agua 88,11+3,16  30,36+1,83  66,91+1,92 107,79+3,14 77,853+2,04 96,37+1,62

Tabela 5- Coeficientes de difusao lateral dos péptidos nos sistemas de POPC e POPC:Chol.

Diat (10 cm2s?)
C34 SC22EK SC29EK SC34 SC34EK SC35EK
POPC 2,82+47,44 5,49+21,34 1,80+27,80 19,14+64,52 7,13+£40,49 3,85+46,74

POPC:Chol 6,36+23,40 0,33+14,00 4,40+20,10 1,42+23,89 6,61+25,12 0,44+22,89

Com base na figura 32 e 33, observamos que os péptidos se difundem mais em agua
do que nos sistemas membranares, uma vez que 0s péptidos quando inseridos nos
sistemas membranares sofrem adsorcao. A difusdo lateral dos péptidos é, na generalidade,
mais rapida nos sistemas de POPC do que nos sistemas de POPC:Chol, a excecdo dos
sistemas com o péptido C34 e SC29EK. Nos quatro sistemas simulados como o péptido
C34 e SC29EK observa-se que o coeficiente de difusdo, para os péptidos, nos sistemas
de POPC:Chol é mais répido (Dia=(6,36+23,40) x10'° cm2s? para o C34) e
(Diat=(4,40+20,10) x10?° cm2s?t para 0 SC29EK), do que nos sistemas de POPC
(Diat=(2,82+47,44) x10*° cm2s para 0 C34) e (Dix=(1,80£27,80) x10'° cm2s? para o
SC29EK). Desta forma a rapidez da difusdo lateral dos péptidos C34 e SC29EK nos
sistemas de POPC:Chol pode ser justificada pelas interacdes energéticas e com o nimero
de pontes de pontes de hidrogénio formadas, que estes péptidos fazem com as membranas.
A partir dos resultados obtidos anteriormente, podemos verificar que ambos os péptidos
(C34 e SC29EK) interagem mais fortemente com as membranas sistemas de POPC:Chol
do que nos de POPC e formam, tambem mais pontes de hidrogénio nos sistemas de
POPC:Chol do que no de POPC. Isto indica-nos que as membranas de POPC:Chol destes
dois péptidos estdo a movimentarem-se mais e por consequente o péptido também,
levando a uma mais célere difusdo lateral, a formacdo de mais pontes de hidrogénio e a

interacdes energéticas mais fortes neste sistema do que nos sistemas de POPC.
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2.8. Dinamica rotacional

O estudo da dinamica rotacional ao longo do eixo dos péptidos foi realizado atraves

da funcéo de autocorrelacéo rotacional, C(t), definida por:

C(t) = P(cos 6 (5)) (11)

Onde 6 (€), é o angulo ao longo do eixo do péptido nos tempos, {et+ (e

3x?

P(x) = 2= (12)

é o polindmio de Legendre de segunda ordem (12). A média ¢ realizada sobre (, que,
assumindo uma trajetdria suficientemente ergética, € uma aproximacdo da média do

conjunto.
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Figura 34- Funcédo de auto-correlacdo para todos os péptidos simulados em agua. (B) Fungdo de auto-correlacéo de
todos os péptidos simulados inseridos num sistema de POPC. (C) Funcéo de auto-correlagdo de todos os péptidos
simulados num sistema de POPC:Chol.

Pela figura 34, observa-se que os péptidos em &gua rodam mais livremente, o C(t)
decai rapidamente para zero, do que adsorvidos nas bicamadas. Os péptidos nos sistemas
de POPC em comparacdo com os de POPC:Chol, encontram-se mais livres. Isto advém
de as moléculas de colesterol conferirem rigidez a membrana, o que torna a

movimentacdo do péptido mais lenta ou quase inexistente.

3. Propriedades das membranas

3.1. Area por lipido e espessura de membrana
As areas por lipido e as espessuras de membrana foram realizadas como esta
explicado na sec¢do 1. Equilibrio dos sistemas membranares: area por lipido e colesterol

e espessura de membrana.

A partir dos resultados obtidos podemos observar que os valores médios da ApPOPC,
ApChol e pela espessura de membrana nos ultimos 100 ns da simulacéo que, nos sistemas
de POPC com os péptidos adsorvidos ocorre uma diminuicdo da ApPOPC e um aumento
da MT em relacdo ao sistema sem péptido, o que sugere um efeito condensador da
adsorcdo do péptido. Nos sistemas de POPC:Chol, com os péptidos adsorvidos, ocorre
aumento ou manutencdo da ApPOPC, aumento da ApChol e, na generalidade,
manutencdo da MT em relacdo ao sistema sem péptido, o que sugere uma resisténcia das
membranas de POPC:Chol a consequéncias significativas da adsorcdo dos péptidos em
estudo. Este efeito, ou auséncia dele, pode ser consequéncia da maior rigidez destas
membranas. E de notar o aumento da ApChol que sugere uma maior exposicdo destas
moléculas ao solvente aquando da adsorcao dos péptidos. Foi observado que os péptidos
fazem bastantes pontes de H com 0 POPC nestas membranas, esta interagcdo mais proxima
com o POPC pode estar a minimizar o seu efeito protetor, umbrela, sobre as moléculas
de Chol [Martins do Canto et al., 2012].
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Tabela 6- Media das areas por POPC e por colesterol (nm?) e as respetivas medias da espessura de membrana (nm)

para todos os sistemas simulados.

) ApChol
Sistema ApPOPC (nm?) MT (nm)
(nm2)
POPC ambas 0,652+0,010 - 3,71+0,05
top 0,635+0,009 -
C34+POPC 3,79+0,05
bottom 0,635+0,009 -
top 0,630+0,011 -
SC22EK+POPC 3,80+0,06
bottom 0,630+0,011 -
top 0,632+0,009 -
SC29EK+POPC 3,81+0,04
bottom 0,632+0,009 -
top 0,632+0,011 -
SC34+POPC 3,80+0,05
bottom 0,632+0,011 -
top 0,638+0,009 -
SC34EK+POPC 3,77+0,04
bottom 0,638+0,009 -
top 0,625+0,012 -
SC35EK+POPC 3,84+0,06
bottom 0,625+0,012 -
POPC:Chol ambas 0,524+0,007 0,270+0,006 4,61+0,02
top 0,528+0,009 0,270+0,009
C34+POPC:Chol 4,59+0,02
bottom 0,521+0,009 0,277+0,008
top 0,523+0,008 0,274+0,008
SC22EK+POPC:Chol 4,61+0,02
bottom 0,529+0,009 0,268+0,009
top 0,524+0,009 0,273+0,009
SC29EK+POPC:Chol 4,60+0,02
bottom 0,519+0,009 0,278+0,009
top 0,534+0,009 0,266+0,009
SC34+POPC:Chol 4,59+0,02
bottom 0,522+0,008 0,277+0,008
top 0,526+0,010 0,271+0,009
SC34EK+POPC:Chol 4,60+0,02
bottom 0,522+0,009 0,275+0,008
top 0,52040,009 0,275+0,009
SC35EK+POPC:Chol 4,61+0,02
bottom 0,522+0,008 0,273+0,008
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3.2. Pontes de Hidrogeénio entre as moléculas de POPC/colesterol

com o solvente

Para analisarmos a formacdo de pontes de hidrogénio entre o POPC/colesterol
com o solvente e entre o POPC e colesterol foi registada uma triade
doadora/aceitadora de hidrogénios para cada vez que as moléculas se encontravam a
uma distancia menos de 0.35 nm e com um angulo menor que 30°, como explicado

na se¢do 2.5. das propriedades gerais dos péptidos.

Tabela 7- Média e os respetivos desvios padrdes do nimero de pontes de hidrogénio entre o Sol-POPC e Chol-Sol
nas membranas de POPC e POPC:Chol, para os ultimos 100 ns da simulag&o.

_ Sol-POPC  Sol-Chol ~ POPC-Chol
_ 6,46£0,12  0,69+0,05  0,76+0,03
_ 6,24+0,12  0,70£0,06  0,75+0,03
_ 6,34+0,11  0,71#0,06  0,760,03
_ 6,21#0,13  0,69+0,05  0,78+0,03
_ 6,17£0,12  0,65+0,05  0,79+0,04
_ 6,13+0,12  0,65+0,06  0,80+0,03
_ 6,20£0,12  0,69+0,05  0,770,03

Com base na tabela 7, observamos que nos sistemas onde os péptidos estdo
inseridos existe uma diminuicdo do numero de pontes de hidrogénio formadas entre o
solvente e 0 POPC. Este efeito encontra-se mais acentuado nos sistemas SC34+POPC e
no SC34EK+POPC:Chol. Por tras deste efeito, observa-se que as pontes de hidrogénio

formadas entre o POPC e o colesterol sdo mais numerosas no sistema

[ o6 [
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SC34EK+POPC:Chol, levando a que existam mais lipidos a interagir uns com 0s outros
do que com o solvente. Devido as interacdes dos péptidos com os sistemas membranares,
observa-se que o0 nimero de pontes de hidrogénio formadas entre o solvente e o colesterol
em certos sistemas diminui e noutros aumenta muito pouco. Esta diminuigdo pode dever-
se ao facto de o péptido estar adsorvido a superficie das membranas o que torna as
moléculas de colesterol menos acessiveis as moléculas do solvente, levando a um

decréscimo da formacéo de pontes de hidrogénio.

3.3. Difusdo lateral do POPC e do colesterol

O coeficiente de difuséo lateral, Diat, dos lipidos foi calculado a partir do deslocamento
quadrético médio (mean square displacement - MSD)
usando a relacdo de Einstein (d=2 para sistemas com bicamada lipidica), da mesma
maneira como descrito na seccdo 2.7 do tratamento geral dos péptidos. O MSD e o
respetivo Dis foi calculado para o POPC e colesterol, dos 10 ns aos 60 ns, para as

bicamadas e para as monocamadas individualizadas.
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Figura 35- (A) Deslocamento quadrado médio do POPC (MSDporc) para o sistema C34+POPC. (B) Deslocamento
quadrado médio do POPC (MSDrorc) para o sistema SC22EK+POPC. (C) Deslocamento quadrado médio do

POPC (MSDrorc) para o sistema SC29EK+POPC. (D) Deslocamento quadrado médio do POPC (MSDporc) para o
sistema SC34+POPC. (E) Deslocamento quadrado médio do POPC (MSDrorc) para o0 sistema SC34EK+POPC. (F)

Deslocamento quadrado médio do POPC (MSDrorc) para o0 sistema SC35EK+POPC.
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Figura 36-(A) Deslocamento quadrado médio do POPC (MSDrorc) para o sistema C34+POPC:Chol. (B)
Deslocamento quadrado médio do POPC (MSDrorc) para o sistema SC22EK+POPC:Chol. (C) Deslocamento
quadrado médio do POPC (MSDrorc) para o sistema SC29EK+POPC:Chol. (D) Deslocamento quadrado médio do
POPC (MSDrorc) para o sistema SC34+POPC:Chol. (E) Deslocamento quadrado médio do POPC (MSDporc) para
0 sistema SC34EK+POPC:Chol. (F) Deslocamento quadrado médio do POPC (MSDrorc) para o sistema
SC35EK+POPC:Chol.
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Figura 37- Deslocamento quadrado médio do Chol (MSDchol) para o sistema C34+POPC:Chol. (B) Deslocamento
quadrado médio do Chol (MSDchor) para o sistema SC22EK+POPC:Chol. (C) Deslocamento quadrado médio do Chol
(MSDchor) para o sistema SC29EK+POPC:Chol. (D) Deslocamento quadrado médio do Chol (MSDchor) para o sistema
SC34+POPC:Chol. (E) Deslocamento quadrado médio do Chol (MSDchal) para o sistema SC34EK+POPC:Chol. (F)
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Deslocamento quadrado médio do Chol (MSDchor) para o sistema SC35EK+POPC:Chol.
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Com base na figura 35 constata-se que as difusdes laterais das monocamadas de
baixo sdo mais répidas que as de cima em todos os sistemas, a exce¢do do sistema
SC29EK+POPC. Este fendmeno acontece devido a adsorcéo do péptido a monocamada
de cima, consequentemente a dinamica de difusdo da membrana serd menor. No caso do
sistema SC29EK+POPC o péptido adsorveu na camada de baixo, explicando desta

maneira o porque da monocamada de cima ser mais dinamica que a de baixo.

Nos sistemas de POPC:Chol acontece o efeito contrario, tanto a difuséo lateral do POPC
como do colesterol nas monocamadas de cima é mais dindmica que na monocamada de
baixo. Este efeito pode ser causado pela influéncia que o péptido, adsorvido, tem na
movimentacdo dos lipidos com que faz multiplas pontes de H. Ao mover-se mais
depressa, e mantendo as pontes de H, o péptido vai arrastar os lipidos forcando-os a

movimentos também eles mais céleres.

Tabela 8- Coeficientes de difuséo lateral do POPC e colesterol para todos os sistemas membranares.

POPC Chol
ambas 2,277+4,113 -
cima 1,136+3,930 -
baixo 1,766+4,615 -
cima 0,868+2,558 -
baixo 1,567+2,317 -
cima 1,567+4,360 -
baixo 0,588+2,433 -
cima 1,012+1,428 -
baixo 1,245+4,694 -
cima 0,892+2,021 -
baixo 1,393+4,926 -
cima 1,142+1,389 -
baixo 1,359+4,627 -
ambas 0,148+0,238 0,165+0,582
cima 0,385+1,388 0,166+0,455
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baixo 0,120+0,300 0,093+0,794
SC22EK+POPC:Chol cima 0,088+0,650 0,104+1,089
baixo 0,048+0,173 0,090+0,290
SC29EK+POPC:Chol cima 0,202+0,486 0,244+0,303
baixo 0,147+0,447 0,115+0,288
SC34+POPC:Chol cima 0,259+0,582 0,200+0,852
baixo 0,146+1,232 0,074+0,786
SC34EK+POPC:Chol cima 0,281+0,269 0,325+0,456
baixo 0,283+0,561 0,253+1,545
SC35EK+POPC:Chol cima 0,084+0,311 0,085+0,309
baixo 0,101+0,686 0,108+0,317

Pela tabela 8 verificamos pelo coeficiente de difuséo das membranas o que foi explicado
anteriormente. Observa-se que 0s Dia, nos sistemas de POPC, sdo maiores nas
monocamadas de cima, exceto 0 SC29EK (pela razdo explicada anteriormente). Todos 0s
Diat de POPC, de ambas monocamadas, dos sistemas membranares de POPC com péptido
sdo inferiores aos do sistema de POPC sem péptido. A membrana movimenta-se mais
livremente sem a presenca de péptidos do que na presenca deles. Quanto aos Dia: do POPC
nos sistemas de POPC:Chol em alguns sistemas (C34, SC29EK, SC34 e SC34EK) as
monocamadas de cima e de baixo (apenas para o sistema SC34EK+POPC) apresentam
um Dlat superior ao do sistema de POPC:Chol sem péptido. O mesmo acontece com 0s
Diat do Chol, nas monocamadas de cima e de baixo (apenas para 0 sistema
SC34EK+POPC) nos sistemas (C34, SC29EK, SC34 e SC34EK). Este evento observado
nos coeficientes de difusdo nos sistemas de POPC:Chol sugere uma desordem membranar

causada pela adsorc¢do dos péptidos.

3.4.

O parametro de ordem, S, é definido como:

Parametros de ordem

Sap = % < 3 cos(6,) cos(6p) — Sap a,b=xy,z (13)

Onde 6, ou 6, é o angulo feito pelo eixo molecular a (ou b) com a normal da

bicamada e é o delta Kronecker (0 < > denota a média do conjunto e do tempo). Nas
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simulacdes efetuadas, usando o campo de forca united atoms, os parametros de ordem
para os carbonos saturados e insaturados foram determinados usando as seguintes
relagOes [Aittoniemi et al., 2007]:

2 1
_SCSgt = ESxx + gsyy (14)

1 3 V3
_Ségsat = ZSZZ + ZSyy + 7Sxy (15)

O -Scp pode variar entre 0,5 (ordem total ao longo da bicamada normal) e -0,25
(ordem total ao longo do plano da bicamada), enquanto -Scp= 0 denota uma orientagdo
isotropica. Devido a convergéncia lenta dos parametros de ordem [Bdckmann et al.,
2003], a analise foi restrita aos ultimos 100 ns de cada simulacdo. Para uma facil
comparacao, foram calculadas as médias e os respetivos desvios padrdes para a sn-1 e sn-
2 de cada sistema simulado.

Tabela 9- Parametros de ordem e os desvios padrdes para todos os sistemas simulados e as respetivas variagdes
para todas as cadeias acilo sn-1 e sn-2.

0,163+0,039 0,117+0,052

0,178+0,040 9,4 0,127+0,052 8,7
0,185+0,038 13,5 0,131+0,048 12,3
0,181+0,041 11,0 0,135+0,051 15,6
0,180+0,039 10,3 0,129+0,053 111
0,178+0,041 9,0 0,126+0,051 8,5
0,188+0,040 15,3 0,135+0,055 15,8
0,372+0,063 0,269+0,077

0,368+0,064 -1,2 0,267+0,075 -0,8
0,374+0,064 0,5 0,265+0,075 -1,3
0,369+0,064 -0,8 0,268+0,076 -0,3
0,368+0,063 -1,2 0,266+0,074 -0,9
0,367+0,063 =1,3 0,269+0,076 0,0
0,370+0,065 -0,5 0,274+0,077 1,8
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Os perfis de -Scp das cadeias sn-1 e sn-2 de todos os sistemas simulados sdo
demonstrados na figura 38. Nas membranas de POPC, a adsorcéo dos péptidos provoca
um aumento dos valores de -Scp €, portanto, as bicamadas encontram-se mais ordenadas.
Esta situacdo pode dever-se a uma reordenacao dos lipidos de membrana para acomodar
0 péptido adsorvente. Nas membranas de POPC:Chol, acontece o contrario, geralmente a
adsorcdo dos péptidos leva a uma diminuicdo de -Scp . Como observamos anteriormente
as membranas de POPC:Chol sdo mais rigidas e ordenadas que as membranas de POPC,
com a insercdo do peptido inibidor de fusdo vai ocorrer uma desordem a superficie da
membrana, interagindo fortemente, por ligacdes de H, com a superficie da membrana (de

acordo com os resultados anteriores) [do Canto et al., 2011; do Canto et al., 2012].

Pela tabela 9, podemos confirmar o dito anteriormente, que a adsorcdo dos
péptidos leva a uma ordenacdo das membranas. No entanto nos sistemas de POPC:Chol,
onde devia haver uma desordem dos sistemas, o sistema com o péptido SC35EK
apresenta uma variagao positiva o que vai contra o suposto. Isto pode dever-se ao péptido
interagir mais fortemente com a membrana de POPC:Chol assumindo uma localizagéo
mais distante da superficie da membrana, levando a que esta seja submetida a uma menor
compressao e os lipidos interagem com o péptido de maneira mais ordenada, pelo menos

localmente.
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Figura 38- (A)Parametros de ordem das cadeias acilo sn-1 das membranas de POPC. (B) Parametros de ordem das
cadeias acilo sn-2 das membranas de POPC. (C) Parametros de ordem das cadeias acilo sn-1 das membranas de

POPC:Chol. (D) Parametros de ordem das cadeias acilo sn-2 das membranas de POPC:Chol.

3.5. Dinamica rotacional dos eixos selecionados da membrana
lipidica

A semelhanca do descrito no tratamento geral dos péptidos, estudou-se a dindmica
rotacional, mas para varios eixos da membrana lipidica, eixo P-N (POPC, P8 — N4), eixo
sn-1 (C36 — C49), eixo sn-2 (C17 — CAL) e o eixo do colesterol (Chol, (C5 — C21).
Desta forma, os movimentos tanto na cabeca polar como nas regides hidrofdbicas sdo
abordados. Para este fim, as fun¢des de autocorrelacdo rotacional C(t), definidas como
explicado no capitulo 2.8 do comportamento geral dos péptidos. Todas as fungdes C(t)
calculadas decaem para um valor residual, C.> 0, provavelmente denotando uma rotacéo
impedida [Lindahl & Edholm, 2001].
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Figura 39- (A) Funcao de auto-correlacéo do eixo P-N para os sistemas de POPC. (B) Funcéo de auto-correlagao

do eixo P-N para os sistemas de POPC:Chol. (C) Func¢ao de auto-correlacdo do eixo do colesterol para os sistemas

de POPC:Chol.
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Figura 40- (A) Funcéo de auto-correlagéo para o eixo sn-1 dos sistemas de POPC. (B) Funcao de auto-correlagéo
para o eixo sn-2 dos sistemas de POPC. (C) Funcéo de auto-correlagao para o eixo sn-1 dos sistemas de
POPC:Chol.(D) Func¢éo de auto-correlagdo para o eixo sn-2 dos sistemas de POPC:Chol.

Nos sistemas de POPC, as interacdes dos péptidos com as membranas causam um
maior impedimento de movimentos rotacionais, como pode ser visto pela Figura 39-A.
Esta restricdo do movimento sugere que o péptido esta adsorvido a bicamada, levando a
que a interacdo entre as moléculas de POPC diminua e, consequentemente diminuido o
movimento rotacional do eixo P-N na interface. No entanto, este efeito ndo se encontra
restrito a interface, uma vez que um efeito similar é observado no eixo sn-1 e sn-2 no
nucleo hidrofobico das moléculas de POPC (Figura 39-A e B).
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Nos sistemas de POPC:Chol, quanto ao movimento rotacional no eixo P-N, a
semelhanga do que acontece nos sistemas de POPC, existem restricdes ao movimento da
monocamada, causadas pela adsorcdo do péptido. No entanto, a dindmica do colesterol,
nestes mesmos sistemas (Figura 39-C), indica que o movimento rotacional é mais
acelerado nos sistemas com os péptidos C34, SC29EK, SC34 e SC34EK do que nos
sistemas com os outros dois péptidos. Este efeito € de maior magnitude na adsor¢éo destes
péptidos, o que implica uma correlacéo direta com o grau de interacdo do péptido com a
membrana. Este efeito é apoiado pela fungédo de autocorrelacéo rotacional do eixo sn-1 e
sn-2 (Figura 40-C e D). Onde os péptidos SC29EK, SC34 e SC34EK, no eixo sn-1, tém
uma funcéo de autocorrelagdo que tende para valores inferiores, indicando uma rotagéo
menos restrita do péptido. Quanto ao eixo da sn-2 dos sistemas de POPC:Chol observa-
se que todos os sistemas com péptidos & excecdo do sistema com o péptido SC35EK
apresentam movimentos de rotacdo mais acelerados (funcdo de autocorrelacéo rotacional

tende para valores inferiores).

Dos péptidos referenciados nos sistemas de POPC:Chol, o que tende para valores
mais baixos da funcdo de autocorrelacdo rotacional € o péptido SC34EK. Estes ndo
interagem muito com a membrana, tendo em conta a posi¢do dos Ca do péptido em
relacdo a membrana, apresenta uma difusdo lateral mais rapida que a da bicamada sem
péptido e interage fortemente por pontes de hidrogénio com o POPC e com o Chol. Isto
induz a que o colesterol tenha uma dindmica mais rapida, interferindo assim com a

dinamica rotacional do nucleo da bicamada.
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F. Conclusao

Era o objetivo desta tese contribuir para uma melhor compreensdo do
comportamento molecular dos péptidos (C34, SC34, SC22EK, SC29EK, SC34, SC34EK
e SC35EK) inibidores de fuséo e as suas propriedades fisicas em modelos membranares
de POPC e POPC:Chol. Os resultados aqui apresentados mostram que, uma vez 0s
péptidos adsorvidos, as bicamadas apresentam diferentes comportamentos e sofrem
modificacdes na sua estrutura e difusdo, assim como os proprios péptidos. O trabalho
desenvolvido teve como primeiro passo determinar o estado de equilibracdo de todos os
sistemas simulados, bem como a maneira como os péptidos adsorvidos nas membranas
influenciam o equilibrio. Desta forma, procedeu-se a determinacgdo da area por lipido de
cada membrana e as respetivas espessuras de membrana. Estabeleceu-se que os sistemas
de POPC com os péptidos inseridos apresentavam uma area inferior aos de POPC:Chol e
que a espessura de membrana dos sistemas de POPC era inferior aos de POPC:Chol. Estas
duas primeiras propriedades além, de nos terem permitido averiguar que todos os sistemas
simulados se encontravam em equilibro permitiu, ainda verificar que o colesterol confere
uma maior ordenacdo e, por consequente uma maior estabilidade as membranas, como
era de esperar [Martins do Canto et al., 2008; Martins do Canto et al.,2011; Martins do
Canto et al., 2013].

Propriedades como, a distancia ao centro de massa dos péptidos a superficie da
membrana, a posi¢do dos C, e a densidade permitiram comprovar a adsorcao dos péptidos
as membranas de POPC e POPC:Chol. Em todos estes parametros observou-se que 0s
péptidos adsorveram mais rapidamente as membranas de POPC do que as de POPC:Chol.
As bicamadas de POPC estdo num estado liquido desordenado, o que resulta numa maior

permeabilidade e flexibilidade, permitindo uma adsor¢do mais rapida.

A forma como os certos péptidos inibidores de fusdo se comportam em solucéo e
a manutencdo de estruturas helicoidais estaveis tém sido correlacionadas com o aumento
da capacidade inibitdria, destes péptidos, da fusdo do HIV as células alvo [Dwyer et al.,
2007]. Pelo comportamento geral dos peptidos em estudo foi possivel verificar a
efetividade superior do péptido SC34EK em comparagdo com 0s outros e que esta
diferenga podia ser relacionada com a diferente capacidade de os péptidos interagirem
com as membranas [Veiga et al., 2004; Veiga et al., 2004]. Esta diferenca ficou clara

quando comparamos as estruturas secundarias dos diferentes péptidos nas membranas, a
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maioria dos péptidos quando adsorvidos as membranas aumentam a sua helicidade. As
diferengas no aumento da formacdo de hélices tém a ver com as suas sequéncias de
residuos de aminodcidos, mas a diferenca mais significativa parece ser a presenca ou
auséncia de sequéncias caracteristicas que 0s tornam capazes de interagir com as

glicoproteinas virais, quer com os lipidos [Naito et al., 2008].

Os resultados das pontes de hidrogénio, sugerem a maior eficiéncia dos péptidos
como inibidores do HIV. As membranas do HIV sdo bastantes rigidas, devido ao alto teor
em colesterol assim, consequentemente, um maior numero de pontes de hidrogénio
formadas com as membranas de POPC:Chol estabelece uma maior eficacia dos péptidos
em estudo como inibidores de fusdo. A variagdo da energia livre de Gibbs permitiu
observar a espontaneidade dos processos. Foi possivel, pelos resultados obtidos, perceber
que o processo de todos os sistemas membranares simulados é reversivel, permitindo que

0s péptidos desempenhem o seu papel de inibidores de fus&o.

Ao analisarmos também as propriedades das membranas observou-se que a
adsorcao dos péptidos & membranas afeta a sua dindmica, os coeficientes de difusdo bem

como os parametros de ordem.

Ao compararmos 0s resultados obtidos dos nossos péptidos com a atividade
inibitéria do péptido T-20 (Figura 8), como ja sabido todos apresentam uma atividade
inibitoria superior. E comprova-se, com o estudo realizado, que o péptido SC34EK

apresenta as melhores caracteristicas e propriedades como inibidor de fusdo do virus HIV.

Com este conjunto de resultados, obtivemos uma melhor compreensdao do
comportamento dos péptidos nas membranas. Foi possivel obter péptidos que adsorvidos
nas membranas apresentavam uma estrutura modelo de helicidade elevada e que a
dimensdo do péptido influencia a sua capacidade inibitéria. Um facto importante da
capacidade inibitdria dos péptidos foi descrito por Veiga e os seus colaboradores. De
acordo com os resultados destes experimentalistas os inibidores de fusdo que interagiam
mais fortemente com as membranas ficariam concentrados, preferencialmente, na
interface celular, encontrando-se mais disponiveis para interferirem com o funcionamento
das gp virais [Veiga et al., 2004; Veiga et al., 2004]. No entanto, 0s nossos peptidos néo
se inseriram nas membranas modelo. Outro facto que podera ter influenciado esta
auséncia de inser¢do dos peptidos nas bicamadas foi a escala de tempo curta, quando

comparada com a dos experimentalistas, limitando as nossas observacgdes e obstruindo
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processos que ocorrem numa escala de tempo mais longa. Com uma escala de tempo mais
longa poderiamos ter a certeza, de forma inequivoca, que os sistemas teriam parado de
evoluir ao fim do tempo de simulagdo imposto. H& que denotar, também que ao
simularmos os peptidos isoladamente nos sistemas membranares poderemos estar a
obstruir possiveis fenomenos de cooperacdo entre dois ou mais péptidos a agir em

conjunto.

Em suma, este trabalho permite assim um olhar mais tangivel a todo este processo
de interacdo destes inibidores de fusdo com as membranas e da interacdo diferencial que
as caracteriza. Contudo, isto é somente um final de um capitulo de um livro extenso. E
importante, no futuro, olhar com maior clarividéncia e pormenor para a amostragem, uma
amostragem mais abrangente das condic@es inicias podera ser esclarecedora. Nas nossas
simulacdes os péptidos comecaram a ser solvatados a uma distancia moderada da
superficie de membrana (2,0-2,5 nm). Seria interessante o péptido, nas configuracdes
inicias, estar mais longe da membrana ou até mesmo adsorvido ou inserido na membrana,

ajudando a compreensdo dos fendmenos em que estes péptidos estdo envolvidos.

Uma abordagem feita desta maneira pode entdo levar a exploracdo e otimizagdo do
desenvolvimento dos péptidos com helicidade e capacidade de interagir com membranas

elevadas, aumentando assim a sua eficacia.
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H.Anexos

Anexo |- Histograma do namero de ocorréncias em funcdo da distancia para o péptido

C34 no sistema de POPC.
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Anexo I11- Histograma do numero de ocorréncias em funcéo da distancia para o péptido

SC22EK no sistema de POPC.
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Anexo V- Histograma do numero de ocorréncias em funcgéo da distancia para o péptido

SC22EK no sistema de POPC:Chol.
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Anexo V- Histograma do nimero de ocorréncias em funcdo da distancia para o péptido

SC29EK no sistema de POPC.
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Anexo VI- Histograma do numero de ocorréncias em func¢éo da distancia para o péptido

SC29EK no sistema de POPC:Chol.
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Anexo VII- Histograma do nimero de ocorréncias em funcdo da distancia para o péptido

SC34 no sistema de POPC.
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Anexo VIII- Histograma do nimero de ocorréncias em fun¢do da distancia para o péptido

SC34 no sistema de POPC:Chol.
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Anexo 1X- Histograma do nimero de ocorréncias em funcdo da distancia para o péptido

SC34EK no sistema de POPC.

4.0
d/nm

1 —— serie 39

—— serie 40

—— serie 0

——serie 1

— serie 2

——serie 3

—— serie 4

——serie 5

——serie 6

——serie 7

——serie 8

——serie 9

—— serie 10
— serie 11
—— serie 12
—— serie 13
—— serie 14
— serie 15
—— serie 16
—— serie 17
—— serie 18
—— serie 19
— serie 20
—— serie 21
—— serie 22
—— serie 23
— serie 24
— serie 25
—— serie 26
—— serie 27
—— serie 28
— serie 29
—— serie 30
—— serie 31
—— serie 32
—— serie 33
— serie 34
—— serie 35
—— serie 36
—— serie 37
— serie 38
—— serie 39
—— serie 40

135



Interacdo dos péptidos inibidores de fusdo do HIVV com modelos de membranas biolégicos: um estudo de dindmica molecular

16000

14000

12000

10000

8000

Ocorréncias

6000

4000

2000 ~

— serie 0

—— serie 1

—— serie 2

—serie 3

—— serie 4

——serie 5

—— serie 6

—— serie 7

——serie 8

——serie9

—— serie 10
— serie 11
— serie 12
— serie 13
—— serie 14
—— serie 15
— serie 16
— serie 17
—— serie 18
—— serie 19
—— serie 20
— serie 21
—— serie 22
—— serie 23
—— serie 24
— serie 25
— serie 26
—— serie 27
—— serie 28
— serie 29
— serie 30
— serie 31
—— serie 32
— serie 33
— serie 34
—— serie 35
—— serie 36
—— serie 37
— serie 38
—— serie 39
—— serie 40

Anexo X- Histograma do nimero de ocorréncias em funcdo da distancia para o péptido

SC34EK no sistema de POPC:Chol.
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Anexo XI- Histograma do nimero de ocorréncias em funcdo da distancia para o péptido

SC35EK no sistema de POPC.
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Anexo XII- Histograma do nimero de ocorréncias em funcdo da distancia para o péptido

SC35EK no sistema de POPC:Chol.
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