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RESuUMO

O estudo de peptideos grampeados, que estabilizam voltas de hélices-a
com a ligacao de uma cadeia quimica, desenvolveu-se na Ultima década, uma vez
que a adicdo de um elemento ndo peptidico (grampo) mostrou aumentar o
conteudo de hélice e a estabilidade conformacional destas moléculas. A
consequente manutencdo de um arcabouco estrutural definido possibilita, em
principio, simular regides especificas da superficie de proteinas e, assim, modular
terapeuticamente potenciais vias de sinalizacdo associadas. Neste sentido, a
capacidade de antecipar a eficacia de grampos sobre peptideos especificos
através de simulacdes computacionais pode contribuir na aceleracdo e na
reducdo de custos no processo de planejamento racional de novos farmacos. O
presente trabalho buscou avaliar a capacidade de simulacbes por dinamica
molecular em reproduzir o efeito conformacional de grampos olefinicos em um
peptideo derivado da RNAse A. Foram utilizados trés diferentes campos de forga:
AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e GROMOS54a7, e o0s resultados foram
comparados a dados de dicroismo circular obtidos experimentalmente, além de
analises de RMSD, RMSF, estrutura secundaria e conteudo de hélice. Os
parametros utilizados com o campo de forgca atomo unido GROMOS54a7 foram
0S que mais se aproximaram dos dados experimentais, embora ndo tendo
sucesso na descricdo de dois dos trés grampos nos parametros simulados, mas
tendo um desempenho melhor do que campos de forca que descrevem todos 0s
atomos do sistema. Tais resultados indicam que, com melhorias na
parametrizacdo, a dinamica molecular pode ser utilizada para antecipar efeitos

conformacionais de grampos olefinicos em peptideos.
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ABSTRACT

The study of stapled peptides, which stabilize turns of an alpha-helix
through the addition of a linker, has developed in the last decade since it was
shown that the addition of the staple enhanced helical content and conformational
stability of peptides. The maintenance of a structural scaffold allows the simulation
of specific regions of protein surfaces, and thus allows the therapeutical
modulation of signaling pathways of interest. The ability to anticipate the efficacy
of the addition of a staple in a peptide through computational simulations may
contribute to enhance the speed and lower the costs associated with rational drug
design. This work evaluated the capability of molecular dynamics simulations to
reproduce the effect of all-hydrocarbon staples in an RNAse A-derived peptide.
We used three different force fields: AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 and
GROMOS54a7, and the results were compared to experimentally obtained circular
dichroism data. The parameters used with the GROMOS54a7 united-atom force
field revealed themselves to be more closely related to experimental data, even
though it does not reproduce the effect of the addition of a staple in two of three
stapled peptides, but it also shows an enhanced performance when compared to
all-atom force fields. These results indicate that, with further enhancement of
parametrization, molecular dynamics simulations may be used to anticipate

conformational effects of all-hydrocarbon staples in peptides.
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1. INTRODUCAO

1.1. PROTEINAS E O DESENVOLVIMENTO RACIONAL DE FARMACOS

Proteinas sdo efetoras de diversos processos celulares, sendo
responsaveis por rotas metabolicas e pela facilitacdo de reacdes
indispensaveis para a vida. Por atuarem tdo essencialmente em processos
celulares, proteinas sdo alvos potenciais para o planejamento racional de
farmacos. Em especial, interacdes proteina-proteina (PPIs) sdo consideradas
alvos pertinentes, porém de dificil abordagem devido a limitagBes das principais
classes de farmacos atuais (FULLER et al., 2009; HENCHEY et al., 2009;
MANDAL et al., 2009). Além disso, os custos financeiros e temporais
associados a descoberta de novos farmacos sdo muitas vezes proibitivos,
envolvendo o investimento de milhdes a bilhdes de dblares e mais de uma
década de estudos (AVORN, 2015). De forma a auxiliar na diminuicdo desses
custos, o desenho de farmacos auxiliado por computador (CADD, do inglés
Computer-Aided Drug Design) tornou-se uma ferramenta relevante na industria
farmacéutica, utilizando, entre outras, técnicas de mecanica molecular (LILL &
DANIELSON, 2011; XIANG et al., 2012).

O desenvolvimento de farmacos pode se beneficiar enormemente de
métodos computacionais, especialmente nas primeiras fases do processo,
onde ocorre a selecdo e otimizacdo de candidatos a farmacos (ALONSO et al.,
2006). O CADD ¢ vantajoso porque possibilita a analise de um grande volume
de dados, além da reducéo significativa dos custos com experimentos (CHEN,
2013; XIANG et al., 2012). Um dos métodos mais comumente utilizados é o
atracamento molecular, buscando prever o modo de ligagcéo e os detalhes do
reconhecimento molecular, principalmente de pequenos ligantes a
macromoléculas, ou entre proteinas. No entanto, essa metodologia esta
associada a algumas limitacbes, como a adequacédo da base de dados, do
escore, a definicdo do sitio de ligacdo, e a base no modelo chave-e-fechadura,
no qual um receptor rigido e imovel acomodaria uma pequena molécula sem

nenhum rearranjo conformacional (CHEN, 2013). Atualmente, essa abordagem
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deu lugar a modelos mais precisos, que levam em consideragdo mudancgas
conformacionais de receptores e ligantes e movimentos aleatérios dos atomos
gue os compdem (DURRANT & MCCAMMON, 2011). A combinac¢&o do uso da
metodologia de atracamento com a de dinamica molecular (DM), que calcula o
movimento dos atomos no sistema de acordo com as leis de Newton, auxilia a
incorporar a flexibilidade biologica no sistema e a contornar algumas das
limitagbes do atracamento (ALONSO et al., 2006; CHEN, 2013; XIANG et al.,
2012), embora introduza um grande aumento no custo computacional

associado.

Atualmente, h& duas classes majoritarias de farmacos em geral:
pequenos ligantes e proteinas terapéuticas. Cada classe tem suas vantagens e
desvantagens: pequenos ligantes possuem vantagens como a
biodisponibilidade oral, e um tamanho reduzido que facilita a travessia de
membranas, mas sao limitados pela pequena area de contato com o receptor-
alvo, e, em sua maioria, se limitam a receptores-alvo que possuam um bolsdo
hidrofébico (estima-se que estas representem apenas 10% das proteinas
humanas) (URSU et al., 2011), dificimente modulando interac6es proteina-
proteina; ja proteinas terapéuticas (ou biofarmacos) podem utilizar a interacao
proteina-proteina prépria com o receptor-alvo, podendo ter maior
complementaridade a este, o que pode se traduzir em maior afinidade e
especificidade. Além disso, a ampla area de contato com o receptor-alvo
permite interacdes que podem inclusive romper interacdes proteina-proteina.
No entanto, seu grande tamanho limita a travessia de membranas celulares,
limitando-as ao meio extracelular (estima-se que por volta de 10% das
proteinas humanas sejam acessiveis a proteinas terapéuticas, devido a
localizagdo na membrana ou na corrente sanguinea), além de apresentarem
baixa biodisponibilidade oral, tenderem a gerar reacdes de hipersensibilidade e
a terem limitagcbes na producdo em larga escala. Portanto, apenas cerca de
20% das proteinas humanas sao atingiveis por biofarmacos ou por pequenos
ligantes, com uma parte significativa do restante dos potenciais alvos sendo
considerados proteinas nao-modulaveis terapeuticamente (do inglés
undruggable, traducao livre) por tais moléculas (VERDINE & HILINSKI, 2012).

14



Um meio-termo entre pequenas moléculas e proteinas terapéuticas que
poderia atingir proteinas ndo-modulaveis terapeuticamente sdo peptideos ou
mini-proteinas (VERDINE & HILINSKI, 2012), que podem ser classificadas
como polipeptideos de massa molecular de até 10 kDa (NIC et al., 2009), ou
com 10 a 200 aminoacidos (YANG et al., 2011). Possuindo um tamanho
intermediario a ambas as classes anteriormente citadas, pequenos peptideos
podem ser derivados de biofarmacos e portanto unir uma razoavel de
superficie de contato com o receptor-alvo quando comparados a pequenos
ligantes, garantindo assim a seletividade e especificidade necessarias na
tentativa de obter um farmaco seguro, e ainda assim um tamanho reduzido
quando comparados a proteinas terapéuticas, que 0sS permite atravessar
membranas (FOSGERAU & HOFFMANN, 2015; HOWL & JONES, 2015). Além
disso, pequenos peptideos com conformacdo de hélice sdo geralmente mais
resistentes a proteases, tendo uma melhor farmacocinética (ZHANG et al.,
2014), além de seguranca, tolerancia e eficacia em humanos e menores custos
associados a sua producdo do que proteinas (FOSGERAU & HOFFMANN,
2015). Outras vantagens nao diretamente abordadas nesta dissertacdo séo
citadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens associadas a aplicacdo de peptideos como farmacos.
Referéncias indicam trabalhos com peptideos grampeados que mostram melhorias as
desvantagens correspondentes. Adaptado de Fosgerau & Hoffmann, 2014.

Vantagens Desvantagens Referéncias
Eficacia, S(Aegu.ranga © Instabilidade quimica e fisica KIM et al., 2010
toleréncia
Alta sele.tllvlldade e Suscet|ve|.s a ljldrollse e KIM et al., 2010
especificidade oxidacao
Metabolismo previsivel Tendéncia a agregacao SIM & VERMA, 2015
Maior rapidez para lancar ao Mela-v@a'curt? e facil KIM et al., 2011
mercado eliminacao

Geralmente nao disponiveis

BIRD et al., 2010
oralmente

Menor taxa de atrito

Baixa permeabilidade em

KIM et al., 2010
membranas

Protocolo padréo de sintese
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De forma a compreender peptideos e proteinas, é necessario considerar
0 enovelamento proteico, que se da& por interagdes fisico-quimicas que
direcionam a formacdo de estrutura secundaria. Descritas originalmente por
Pauling e colaboradores (1951) como estruturas estaveis e favoraveis, hélices-
a sdo muito comuns e podem ser determinantes na estabilidade da
organizagdo de proteinas (RICHARDSON, 1981). Essas estruturas sao
mantidas por ligacbes de hidrogénio entre residuos de aminoacidos a uma
volta de distancia (Figura 1), e quando inseridas em uma proteina, também
pelo arcaboucgo proteico geral. Devido a sua frequéncia e ao seu papel na
interacdo com proteinas, hélices-a possuem um papel relevante nas PPIs,
sendo, portanto, estruturas relevantes para o CADD (HENCHEY et al., 2009;
ZHANG et al., 2014).

1.5-A rise
100°-rotation

4

5A

Figura 1 — Hélice-a. (A) Estrutura simplificada de uma hélice-a, mostrando apenas seus
carbonos-a. (B) Estrutura atomistica de uma hélice-a, mostrando as ligacdes de hidrogénio que
mantém sua conformacdo (linhas tracejadas em vermelho). Adaptado de Petsko & Ringe,
2003.

O desenvolvimento de novos farmacos baseados em peptideos tem sido
uma alternativa atraente para tentar atingir alvos ndo-modulaveis
terapeuticamente nas Ultimas décadas, especialmente com esfor¢cos para o

tratamento de cancer e de doengas metabolicas, mas esbarra em algumas
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limitagbes. Estruturas secundarias, quando retiradas do seu arcabougo
proteico, ficam expostas a alteragcbes de enovelamento, pois as ligacoes de
hidrogénio intra-moleculares que estabilizam sua conformacdo podem se
romper em detrimento de interacbes com o solvente. Essa instabilidade
conformacional pode fazer com que o peptideo perca a sua forma
farmacologicamente relevante quando em solugédo, formando um conjunto de
conformacdes aleatérias (HOWL & JONES, 2015; ZHANG et al., 2014). Isso
faz com que os peptideos sejam suscetiveis a hidrolise por exposicdo do
esqueleto peptidico ao solvente, tenham baixa capacidade de cruzar
membranas, além de outras desvantagens apontadas na Tabela 1. Nesse
sentido, peptideos frequentemente ndo sao viaveis como farmacos penetraveis
na ceélula, pois perdem sua estrutura relevante associada a conformacao
bioativa com facilidade (ZHANG et al., 2014).

Métodos para garantir a estabilidade de peptideos vem sendo
desenvolvidos para tentar aproveitar seu potencial farmacoldgico (KRITZER,
2010). Métodos para estabilizacdo ou mimetizacdo de hélices-a podem ser
divididos em trés categorias: estabilizacdo de hélice, que pré-organiza residuos
de aminoacidos e inicia a formacao de hélice; foldameros de hélice, que séo
compostos por andlogos de aminoacidos e sao capazes de adotar
conformacdes similares aquelas encontradas em proteinas na natureza; e
miméticos de superficie de hélice, que usam arcaboucos restritos com grupos
funcionais ligados que se parecem com o padréo de posicao de i, i+4 ou i+7 na
hélice-a, unindo uma e duas voltas, respectivamente (HENCHEY et al., 2009).
Outras estratégias incluem otimizacdo de sequéncia, incorporacdo de
moléculas ndo naturais, PEGilacdo e conjugacdo com outras biomoléculas, e,
especialmente para hélices-a, pontes salinas, quelacdo por metal, e
modificacdes quimicas (ZHANG et al.,, 2014), como pontes dissulfeto e
lactamicas (Figura 2). Estas aumentam dramaticamente o conteudo de hélice
de um peptideo, mas tais métodos nem sempre permanecem estaveis na
célula, sendo sucetiveis a degradacdo (GARNER & HARDING, 2007; ZHANG
et al., 2014). Em outro ambito, peptideos com a habilidade de penetrar células

(CPPs, do inglés Cell-Penetrating Peptides) que ocorrem naturalmente tendem
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a ser policatidbnicos, o que indica que cargas positivas auxiliam nessa
habilidade, embora CPPs policatibnicos em altas concentracbes estejam
associados a toxicidade celular (HOWL & JONES, 2015). Um método que tem
sido muito estudado consiste na adicdo de um grampo quimico ligando uma ou
mais voltas de hélice, referenciados a partir daqui como peptideos

grampeados.

AT AT
R R R
HN?S\ HN?s\ HN.;é\
Hélice-alfa Hélice-alfa com Hélice-alfa com Hélice-alfa com
ponte dissulfeto ponte lactédmica grampo olefinico
Cys-Cys Glu-Lys

Figura 2 — Diferentes tipo de estabilizadores conformacionais de hélices-alfa, incluindo pontes
dissulfeto, pontes lactamicas e grampos olefinicos.

1.2. PEPTIDEOS GRAMPEADOS

Os grampos de peptideos grampeados (do inglés stapled peptides) sao
cadeias quimicas que ligam voltas de hélices (Figura 3), e sdo inseridos em
aminoacidos separados por trés, quatro ou sete residuos (i, i+3, i, i+4 e i, i+7,
respectivamente), podendo haver mais de um grampo por peptideo (por
exemplo, dois grampos i, i+4) (VERDINE & HILINSKI, 2012). Essa liga¢ao pode
se dar por uma ponte totalmente composta por hidrocarbonetos, obtida pela
substituicdo de dois aminoacidos por N-a-Fmoc-a-metil,a-(alcenil)glicina
(Figura 4). As duas cadeias laterais sdo fechadas por uma reacdo de metatese
de olefina ou transalquilidenacao catalisada por ruténio (MILLER & GRUBBS,
1995), formando um grampo que une os dois residuos por uma ligacao
covalente (HENCHEY et al., 2009). A insercdo de N-a-Fmoc serve para

18



proteger a amina e € retirada no momento da incorporacdo do amino&cido
modificado no peptideo (KIM et al., 2011), enquanto a a-metilacdo funciona
para nucleacdo de hélice (VERDINE & HILINSKI, 2012). O primeiro sistema
grampeado desenvolvido foi um peptideo baseado em RNAse A, escolhido por
seu conteudo parcial de hélice-a em meio aquoso (25% no peptideo nao-
modificado), permitindo a observacao de alteragdes no conteudo de hélice com
diferentes modificacdes (SCHAFMEISTER et al.,, 2000; SHIM et al., 2013).
Algumas configuracfes desse grampo aumentaram muito o contetdo de hélice
dos peptideos, além de aumentar a afinidade de ligagdo com o alvo, a
passagem por membranas, sua resisténcia a proteases, sua estabilidade tanto
in vitro quanto in vivo, e sua eficacia em modelos animais de doencas humanas
(WALENSKY et al., 2004; BERNAL et al., 2007; KIM et al., 2011; WALENSKY
& BIRD, 2014; HOWL & JONES, 2015). Fatores que influenciam a qualidade de
diferentes grampos incluem seu tamanho, a configuragao dos isobmeros R e S,
a posicao da ligacdo dupla no grampo, a posi¢cdo do grampo no peptideo e a
carga total do sistema, preferencialmente positiva (KIM & VERDINE, 2009; KIM
et al., 2011; PHAM et al.,, 2013). Atualmente, os grampos de tipo S;;+4S(8),
Rii+3S(8) e R;+3S(6) sé@o vistos como os grampos que ligam apenas uma volta
gue melhor estabilizam hélices-a. Grampos menores, como os de 6 carbonos,
possuem a vantagem de serem menos sucetiveis a agregacdo, mas sao
inviaveis na configuracéo i,i+4 (KIM & VERDINE, 2009; SHIM et al., 2013). Os
grampos i, i+3 tem sido investigados como uma alternativa aos grampos i, i+4,
ja bem estabelecidos (KIM et al., 2010).

i &HS
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< " = ©

™ A8 ' ol N rw

N e 0 (" Ne
S -y oC S VY oC s A
R, ..2S(8) staple S, ,45(8) staple R, ;,,S(11) staple

Figura 3 — Grampos em peptideos. Aqui, s&o mostrados os grampos i, i+3 (R;+3S(8)), i, i+4
(Sii+4S(8)) e i, i+7 (Ri+7S(11)), respectivamente, com o numero de carbonos no grampo
indicado pelo ndmero entre parénteses e a configuragdo estereoquimica de cada residuo
indicada por R ou S, com peptideos simplificados indicando a por¢cdo N-terminal (N) e C-
terminal (C). Reproduzido de Kim et al., 2011.
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Figura 4 — Esquema do processo de sintese de peptideos grampeados. O protocolo de sintese
de peptideos em fase solida baseado em Fmoc incorpora dois residuos de aminoacido com
substituicbes a-metil e a-alquenil, que séo fechados para formar o grampo por uma reacédo de
metatese catalisada por ruténio. Reproduzido de Kim et al., 2011.

Desde seu desenvolvimento, peptideos grampeados tem sido utilizados
no estudo de diversos alvos proteicos, especialmente possiveis alvos no
tratamento de cancer, que sdo tipicamente considerados nao-modulaveis
terapeuticamente (VERDINE & WALENSKY, 2007). Um exemplo € a proteina
p53, importante mantenedora da integridade do genoma, que é regulada
negativamente pela proteina MDM2 ou por MDM4 na maioria das células
cancerosas. O foco na interacdo dessas proteinas tem sido de especial
interesse para a aplicacdo de peptideos grampeados, pois sua inibicdo levaria
a reativacdo de p53, induzindo as células a apoptose (BAEK et al., 2012).
Diversos estudos criaram e avaliaram com sucesso inibidores de MDM2 e
MDM4 baseados no dominio N-terminal de p53 que utilizam a metodologia de
peptideos grampeados (BERNAL et al., 2010; BROWN et al., 2013; CHANG et
al., 2013; GUO et al., 2014; SIM et al., 2014). Alguns compostos apresentam
vantagens sobre inibidores da interacdo p53-MDM2, como a pequena molécula
nutlina (VASSILEV, 2004), ndo apresentando toxicidade em uma ampla gama
de concentracbes (BROWN et al.,, 2013) e inclusive tendo sucesso na
administragdo intravenosa em camundongos com osteosarcoma resistente a
nutlina-3 (BERNAL et al., 2010). A cristalizagdo de MDM2 complexada com um
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peptideo grampeado de p53 indica que o grampo participa da interacdo com a
proteina-alvo (BAEK et al., 2012), e outros estudos indicam que peptideos cujo
grampo interage com a proteina-alvo sdo menos sensiveis a mutacdes de
residuos-chave do peptideo (SIM et al., 2014). Recentemente, o peptideo
grampeado ATSP-704, desenvolvido pela Aileron Therapeutics, mostrou-se
capaz de reativar p53 e de suprimir o crescimento de tumores com
superexpressao de MDM2 e MDMX in vitro e in vivo com sucesso (CHANG et
al., 2013), passando para a fase de testes clinicos (identificador do site
ClinicalTrials.gov: NCT02264613). Ainda se tratando de cancer, a familia de
proteinas BCL-2, que € um ponto de controle da regulacdo da apoptose,
também foi utilizada como alvo. Um peptideo grampeado derivado do
segmento BH3 mostrou aumento do conteddo de hélice, da resisténcia a
proteases, do aumento da permeabilidade em membranas e da afinidade de
ligacdo com BCL-2, além de ativar apoptose em células leucémicas in vitro e
inibir o crescimento tumoral in vivo (WALENSKY, 2004; WALENSKY et al.,
2006).

Peptideos grampeados também conseguem acessar outros alvos
interessantes, como a poliproteina Gag de HIV-1, que é clivada em uma série
de dominios que incluem a proteina do capsideo (CA). Um peptideo que se liga
ao dominio C-terminal de CA foi modificado com um grampo, que aumentou
seu conteudo de hélice e sua capacidade de atravessar membranas,
permitindo que o peptideo perturbasse a montagem do capsideo e mostrando
atividade antiviral in vitro (BHATTACHARYA et al., 2008; ZHANG et al., 2008,
2011). Outro alvo é a glicoproteina do envelope gp4l, a partir da qual foi
desenvolvido um peptideo com dois grampos. Isso conferiu resisténcia a
proteases e melhorou propriedades farmacocinéticas, estendendo a aplicacdo
de grampos a peptideos mais longos (BIRD et al., 2010). Ainda outro alvo é a
proteina integrase, a qual grampos conferem estabilidade de estrutura,
permeabilidade de membranas e inibicdo da replicagéo de HIV-1 in vitro (LONG
et al., 2013).

Diversos outros alvos foram estudados com o uso de peptideos

grampeados, entre eles o receptor de estrogénio (PHILLIPS et al., 2011), o

21



transportador ABCA 1 (SVIRIDOV et al., 2011), peptideos com atividade
microbiana (AMPs) (CHAPUIS et al., 2012; DINH et al., 2014), a glicoproteina
de envelope do virus da hepatite C (CUI et al., 2013), a proteina de fusdo do
virus sincicial respiratério (BIRD et al., 2014), a proteina cinase A (WANG et al.,
2014), pequenas proteinas resistentes a multiplos farmacos (SMRS)
(BELLMANN-SICKERT et al., 2015) e a proteina Mcm6 da replicacdo de DNA
(LEE et al., 2015). Variacoes dessa metodologia incluem diferentes
composi¢cdes do grampos, incluindo amidas, éteres e ésteres, sendo estes
alternativas para diferentes condi¢cdes de solvente (YOO & KIM, 2014), e a
metodologia double click, formando diazidopeptideos (LAU et al., 2014).
Possiveis desvantagens incluem a falta de informacdes clinicas em humanos,
embora atualmente dois peptideos grampeados estejam passando por testes
clinicos (identificadores do site ClinicalTrials.gov: NCT01775358 e
NCT02264613).

A grande quantidade e diversidade de estudos experimentais de
peptideos grampeados indica como essa modificacao € versétil. A obtencdo da
maior quantidade de informacdes possiveis sobre esse sistema, de preferéncia
de forma rpida e com baixo custo e em diversos niveis, incluindo seu
comportamento atdmico e conformacional, geraria informacdes necessérias ao
planejamento racional de farmacos, além de possibilitar o estudo e engenharia
de proteinas. Nesse contexto, a insercdo de um grampo pode auxiliar na
manutencao da estrutura de proteinas maiores, aumentando sua estabilidade e
possibilitando seu uso biotecnoldgico. O aumento de estabilidade possibilitou o
uso de peptideos BH3 grampeados na captura da familia de proteinas BCL-2,
permitindo a determinacdo de seu interatoma (BRAUN et al, 2010). A
engenharia de proteinas mais estaveis também pode auxiliar no melhoramento
de biocatalisadores, que possuem amplo uso em diversos setores industriais,
como o téxtil, o de alimentos e o de biorefinaria (JEMLI et al., 2016). Além
disso, a producado de proteinas estaveis de tamanho reduzido pode auxiliar na
producdo de proteinas de afinidade para uso em pesquisa e diagnostico, na
estabilizacdo de moléculas para a determinacdo de sua estrutura por

ressonancia magnética nuclear e cristalografia de raios-X e no diagnostico

22



molecular por imagem (GRONWALL & STAHL, 2009). Outras possiveis
aplicacdes incluem o uso de grampos na producdo de biomateriais e na
medicina regenerativa (HOLMES, 2002; COLLIER & SEGURA, 2011) .

1.3. DINAMICA MOLECULAR

Simulagbes por dinAmica molecular (DM) realizam célculos
computacionais do movimento dos &tomos em um determinado sistema, assim
descrevendo a variacdo do comportamento molecular em funcdo do tempo
(VERLI, 2014). A primeira simulacdo por DM foi realizada na década de 1950,
utilizando um modelo de esferas rigidas que se movem a velocidade constante
e cujas colisdes sdo totalmente elasticas (ALDER & WAINWRIGHT, 1957). Ja
na década de 1970, foram realizadas a primeira simulacdo de um solvente — a
agua (RAHMAN, 1971); e as primeiras simulacbes de uma biomolécula,
primeiro de forma simplificada (LEVITT & WARSHEL, 1975) e, apds, com
detalhamento em nivel atdmico — o inibidor pancreatico da tripsina bovina
(MCCAMMON et al., 1977). Esta ultima teve como principal consequéncia a
guebra do paradigma que considerava proteinas como estruturas rigidas,
corroborando o que dados experimentais ja sugeriam na época, ou seja, que
proteinas sdo sistemas dindmicos, cujos movimentos internos possuem papel
funcional (KARPLUS & MCCAMMON, 2002). Recentemente, Martin Karplus,
Michael Levitt e Arieh Warshel foram agraciados com o prémio Nobel em
Quimica pelo desenvolvimento de métodos multiescala para o estudo de
biomoléculas, evidenciando a importancia desses métodos na ciéncia
(JOGALEKAR, 2013).

A metodologia de mecéanica molecular (MM), que calcula geometrias e
energias conformacionais de moléculas, inclui o método de DM, que calcula o
movimento dos atomos em uma molécula de acordo com as leis de movimento
de Newton (SANT'ANNA, 2002). Esta metodologia ignora movimentos de
elétrons e calcula a energia do sistema em fungdo das posi¢cdes nucleares.
Mesmo sem a exatiddo de calculos de mecanica quantica (QM, do inglés
Quantum Mechanics), as simulacdes por DM podem, em alguns casos, dar

respostas tdo precisas quanto calculos quanticos, capturando informacdes
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sobre diversos processos bioquimicos relevantes, porém com custo
computacional reduzido (LEACH, 2001; DROR et al., 2012).

Métodos experimentais de resolucdo de estruturas de biomoléculas,
como a ressonancia magnética nuclear e a cristalografia de raios-X, em
especial, fornecem informacgfes limitadas para o entendimento de diversas
atividades bioldgicas, pois descrevem apenas uma visdo meédia e estatica de
um sistema que na realidade é complexo, flexivel e que se altera no tempo e
no espaco (DROR et al.,, 2012; SCHLICK, 2010). Essas estruturas podem
servir como ponto de partida para a simulacao por DM, que consegue modelar
movimentos no nivel atdmico, baseando-se nas leis de movimento de Newton
(DROR et al., 2012; LEACH, 2001).

A metodologia de simulagéo por DM sofreu diversos ajustes desde sua
primeira aplicacdo a sistemas biolégicos. Por exemplo, para aproximar as
simulacdes por DM de sistemas biolégicos reais, em geral os sistemas séo
solvatados em agua, e € importante que o sistema solvatado passe por
minimizacGes de energia anteriores a DM para que haja a acomodacao das
moléculas do sistema. As leis de movimento de Newton sdo aplicadas no
sistema para gerar uma trajetéria que especifica como as posicbes e
velocidades das particulas variam em fungéo do tempo (LEACH, 2001). Nessas
simulacg@es, as particulas sdo tratadas como um grupo de esferas unidas por
forcas elasticas (NAMBA et al., 2008). O calculo da trajetéria € realizado
através da integracdo da segunda lei de Newton:

dzxi Avi

E, = gpz M T T = amy

onde uma forca F é aplicada a um atomo i na posicdo X, considerando um
tempo t, uma velocidade v e uma aceleracdo a (VERLI, 2014). Conforme a
simulacdo avanca no tempo, alternando entre calcular as for¢cas atuantes em
cada particula e usar as leis de movimento para atualizar as posicoes e
velocidades dos atomos, é produzida uma trajetéria com 0S movimentos
globais do sistema, possibilitando analises conformacionais e energéticas
(LEACH, 2001).
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As forcas que atuam nessas particulas precisam ser fornecidas para a
equacao, sendo calculadas a partir de um modelo chamado de campo de forga,
gue redane um conjunto de parametros utilizados em calculos de mecanica
molecular baseados em uma combinacdo de primeiros principios e da
adequacdo a calculos de mecanica quantica e dados experimentais (DROR et
al., 2012). O campo de forca define os potenciais de interacéo entre particulas,
incluindo interacbes entre atomos ligados (comprimentos de ligacdo, angulos
de ligacao e diedros) e entre atomos nao-ligados (interacdes de van der Waals
e de Coulomb) (LEACH, 2001; NAMBA et al.,, 2008). Conforme a Figura 5,
consideram-se os atomos do sistema como esferas unidas por molas e se
definem, por exemplo, energias de estiramento de ligacdo e de distorcdo de
angulos de ligacdo da molécula (LEACH, 2001). Essas informacdes est aticas
referentes a descricdo dos modos de ligacdo do sistema sdo chamadas de
topologia, e sdo descritas em um arquivo especifico para as moléculas em

cada sistema.
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Figura 5 - Representacéo de alguns termos que compdem o campo de forca GROMOS96. De
cima para baixo: termo de ligacéo; termo de angulo; termo de angulo diedral improprio; termo
de angulo diedral préprio. Reproduzido de Verli, 2014.
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Diversos campos de forgca empregados atualmente utilizam abordagens
diferentes na descricdo dos atomos do sistema: o GROMOS96 utiliza a
abordagem de &atomo unido (do inglés united-atom), unindo hidrogénios
apolares aos atomos aos quais estdo ligados, desta forma criando
pseudoatomos como forma de simplificar o sistema (SCOTT et al., 1999);
outros campos de forca, como AMBER (LINDORFF-LARSEN et al., 2010),
CHARMM (MACKERELL et al.,, 1998) e OPLS (JORGENSEN et al., 1996)
consideram explicitamente todos os &tomos do sistema (do inglés all-atom).
Mesmo com a mesma abordagem, cada campo de forca tem seus termos e
constantes otimizados para diferentes sistemas biolégicos. Portanto, mesmo
considerando as mesmas propriedades, dois campos de forca com parametros
distintos podem gerar resultados muito diferentes em um determinado sistema,

mas resultados de acuracia comparavel em outro (LEACH, 2001).

Caso haja a necessidade de parametrizar um tipo de atomo ou uma
molécula que ndo tenha termos ja definidos no campo de forga, é preciso levar
em consideragdo a transferabilidade de parédmetros em campos de forga, na
qual grupos quimicos semelhantes com propriedades equivalentes podem
utilizar os mesmos parametros (VERLI, 2014), além de permitir que um
conjunto de parametros desenvolvidos e testados em um determinado nimero
de sistemas possa ser aplicado em um conjunto maior de casos (LEACH,
2001). A transferabilidade nédo € aplicavel, no entanto, entre campos de forca

diferentes.

Dada a natureza intrinsecamente simplificada de qualquer modelo, os
métodos de modelagem in silico sdo especialmente vantajosos no contexto do
CADD, especialmente na fase inicial de selecdo de compostos quimicos com
potencial terapéutico em estudo, por serem muito menos custosos em termos
financeiros e temporais (RAPAPORT, 2014). Métodos de mecanica molecular
sao preferiveis a métodos de QM, que sdo impraticaveis para a descricao de
macromoléculas biolégicas (DROR et al.,, 2012). No entanto, a capacidade
computacional ainda é uma das principais limitacdes de simulagbes por DM.
Historicamente, as escalas de tempo acessiveis a simulagées por DM eram

mais curtas do que aquelas nas quais ocorrem eventos biolégicos, como
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enovelamento proteico, ligacdo proteina-ligante, e mudancgas conformacionais
essenciais a funcdo proteica. Avancos recentes em hardware, software e
algoritmos aumentaram a escala de tempo acessivel a DM, permitindo
simulacbes na ordem de milissegundos, conforme demostrado na Figura 6
(DROR et al., 2012). Além disso, campos de forca como o0 GROMOS diminuem
0 numero de elementos no sistema, reduzindo a quantidade de calculos na
simulacdo, portanto diminuindo a parte mais custosa computacionalmente
(LEACH, 2001).
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Figura 6 - Resolucéo espaco-temporal de técnicas biofisicas. Os retangulos coloridos indicam
técnicas e sua resolugdo temporal (eixo x) e espacial (eixo y). Técnicas capazes de resolver
estruturas a nivel de moléculas individuais estdo em negrito, enquanto técnicas capazes de
gerar dados apenas em conjuntos de moléculas estdo em fonte normal. Métodos de RMN
podem acessar diversas escalas de tempo, mas fornecem informacdes limitadas para escalas
intermediérias, como indicado pelo tom mais claro e linhas pontilhadas na figura. As escalas de
tempo de alguns processos moleculares e fisioldgicos estéo indicadas abaixo da abscissa. As
resolucdes espaciais para definir certos objetos estdo indicadas a direita. AFM, microscopia de
forca atbmica; EM, microscopia eletrdnica; FRET, transferéncia de energia por ressonancia de
Forster; NMR, ressonancia magnética nuclear. Dror et al., 2012.
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Outro fator limitante das simulaces por DM € a precisdo dos campos de
forca. Isso tem sido corrigido com sua constante atualizagdo e refinamento,
com o objetivo de descrever biomoléculas com maior acuracia (LINDORFF-
LARSEN et al., 2012). Além disso, maiores tempos de simulagéo possibilitados
pela constante melhoria de hardware permitem maior validacdo contra dados
experimentais (DROR et al., 2012). Essa comparacdo com resultados gerados
por metodologias de bancada é essencial para que os resultados de modelos

computacionais sejam aceitos com seguranca (PIANA et al., 2011).

Nesse contexto, simulacdes por DM possuem diversas aplicagcdes no
estudo de biomoléculas. Analisando a dinAmica de um sistema molecular no
tempo e no espaco, podemos obter dados sobre suas propriedades dinadmicas
e estruturais, incluindo energias moleculares, mudancas configuracionais e
interacbes enzima-substrato, além de possibilitar a visualizagdo do
enovelamento proteico (SCHLICK, 2010). Pelo papel que a flexibilidade tem na
manuten¢do ou mudanca da conformacéo estrutural, que por sua vez influencia
a funcédo e regulacdo de moléculas de importancia biolégica, como por exemplo
a exposicdo e cobertura de sitios ativos por abas na proteina (KARPLUS &
MCCAMMON, 2002), estas simulacdes podem ser usadas para identificar
transicdes entre conformacdes (DROR et al., 2012), obter informacdes sobre
enovelamento de proteinas, interacdes entre macromoléculas biolégicas e
auxiliar no desenho racional de farmacos (LEI & DUAN, 2007). Séo
considerados trés tipos principais de aplicacdes de métodos de simulacao para
o estudo de biomoléculas, sendo eles: amostrar espaco conformacional,
determinar ou refinar estruturas obtidas por experimentos; obter uma descri¢cdo
do sistema em equilibrio, incluindo propriedades de estrutura e de movimento;
e examinar a dinamica da biomolécula em si, o que sé pode ser obtido através
da DM (KARPLUS & MCCAMMON, 2002). A combinacédo de DM com outras
técnicas computacionais, como o0 atracamento molecular, pode ser muito
interessante para o planejamento de farmacos por CADD (NAMBA et al.,
2008).
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1.4. DINAMICA MOLECULAR DE PEPTIDEOS GRAMPEADOS

A integracdo de métodos computacionais que incluam a flexibilidade do
sistema com novas técnicas de estabilizacdo estrutural € de grande
importancia para a aplicacdo e predicdo da acdo desses sistemas. Apesar do
grande volume de dados experimentais, ndo ha muitos estudos computacionais
que envolvam a simulacdo de peptideos grampeados, e nada de forma
comparativa (Tabela 2). O primeiro estudo desse tipo criou para BH3 um
modelo GO, no qual cada aminoacido é descrito como uma esfera e as ligacdes
peptidicas sdo representadas por molas (HAMACHER et al., 2006). Outro
estudo, utilizando a metodologia de simulacdes Monte Carlo por 100 x 10°
passos, simulou RNAse A e BH3 (KUTCHUKIAN et al., 2009). Simulacbes de
dindmica molecular foram executadas com p53 nos campos de for¢ca Cornell
por 15 ns (JOSEPH et al., 2010), OPLS 2005 por 10 ns, aliado a replica
exchange com 64 réplicas por 10 ns (GUO et al., 2010), e com AMBER99SB
por 50 ns (SIM et al., 2014); com BH3 no campo de forca AMBER99SB por 20
ns (JOSEPH et al., 2012); e com elF4E no campo de forca AMBER99SB por 50
ns, aliado a replica exchange com 24 réplicas por 20 ns (LAMA et al., 2013).
Dessa forma, ndo ha analises comparativas que gerem dados sobre qual
campo de forca descreve melhor o comportamento desses sistemas. O uso de
um campo de forca adequado nas simulac6es de peptideos grampeados pode
acelerar muito o seu estudo, gerando informagfes confiaveis e que possam

direcionar estudos futuros.

Tabela 2 — Simulagbes computacionais com peptideos grampeados. S&o mostrados os
peptideos utilizados nos estudos, potenciais aplicacdes terapéuticas dos peptideos
estabilizados com grampos, a metodologia utilizada e a referéncia.

Peptideo Aplicacdo terapéutica Método Referéncia
Canceres com superexpressao de MCL-1 HAMACHER et
BH3 S ) Modelo Go
(ex: leucemia mieléide crénica) al., 2006
RNAse A e KUTCHUKIAN et
- Monte Carlo
BH3 al., 2009
Céanceres com superexpressdo de MDM2 e JOSEPH et al.,
p53 ) DM (Cornell)
MDMX (ex: sarcomas de tecidos moles) 2010
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Céanceres com superexpressdo de MDM2 DM (OPLS 2005) +

p53 ) i GUO et al., 2010
(ex: sarcomas de tecidos moles) replica exchange
Canceres com superexpressao de MCL-1 JOSEPH et al.,
BH3 o . DM (AMBER99SB)
(ex: leucemia mieléide crénica) 2012
Canceres com 4E-BPs hiperfosforiladas por DM (AMBER99SB) +
elF4E . ; LAMA et al., 2013
mTOR (ex: cancer de endométrio) replica exchange

Céanceres com superexpressdo de MDM2
p53 i DM (AMBER99SB) SIM et al., 2014
(ex: sarcomas de tecidos moles)
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2. OBJETIVOS

Fragmentos peptidicos de proteinas vém desempenhando um papel
cada vez maior no arsenal terapéutico. Sua caracteristica simplificacdo
estrutural, embora possa oferecer maior acessibilidade sintética, pode também
comprometer conformacdes bioativas. Dessa forma, estratégias de modificacdo
quimica de peptideos, capazes de manter as formas tridimensionais
responsaveis pelas propriedades terapéuticas, apresentam grande potencial no
desenvolvimento de novos farmacos. Paralelamente, métodos de simulacéo
computacional de moléculas vém exercendo papel crescente neste processo,
contribuindo para a antecipacdo de propriedades farmacoldgicas e, por
conseguinte, em um cuidadoso planejamento racional de moléculas de

interesse, reduzindo o risco e a incerteza no desenvolvimento de farmacos.

Neste contexto, a presente dissertacdo busca avaliar a capacidade de
simulacbes por DM em antecipar o efeito conformacional de grampos
olefinicos, usando como referéncia experimental dados de dicroismo circular

previamente descritos.

Considerando ainda a ampla gama de estratégias de DM disponiveis, 0
presente trabalho busca:

e Construir topologias para peptideos grampeados i, i+3 nos
campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e
GROMOSb54a7,;

e Comparar o comportamento conformacional gerado para
peptideos grampeados e nao-grampeados nos trés campos de

forga;

e Gerar dados de dicroismo circular tedrico para os peptideos
simulados e compara-los a dados experimentais previamente

obtidos;

e Comparar as metodologias de united-atom e all-atom na
descricéo de peptideos grampeados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PROGRAMAS DE VISUALIZACAO

Durante o presente trabalho, diversas analises exigiram o uso de
programas de visualizacdo. Os programas desse tipo empregados nesta
dissertacdo foram o VMD (HUMPHREY et al., 1996), o PyMOL (“The PyMOL
Molecular Graphics System”), o MOLDEN (SCHAFTENAAR; NOORDIK, 2000)
e 0 UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004).

3.2.  CONSTRUCAO DOS PEPTIDEOS

Trabalhos anteriores de Verdine e colaboradores desenvolveram uma
série de peptideos grampeados baseados em RNAse A, com a sequéncia de
15 aminoacidos EWAETAAAKFLAAHA (KIM et al., 2010; SCHAFMEISTER et al.,
2000; SHIM et al., 2013). A escolha desse peptideo € baseada em seu parcial
contetdo de hélice quando em solugdo, permitindo a observacao de perda e
ganho no conteudo de hélice (SCHAFMEISTER et al., 2000).

Escolhemos duas conformacdes de partida para as simulacées por DM
no presente trabalho: uma hélice-a ideal e uma estrutura desenovelada. A
utilizacdo de duas estruturas iniciais funciona como uma estratégia de
validagéo interna: caso o comportamento molecular resultante da DM dos dois
estados conformacionais seja semelhante, entdo a amostragem é adequada. A
estrutura primaria do peptideo foi condicionada a conformacao de hélice-a no
programa PyMOL, gerando o peptideo com conformacado de partida de hélice-a
(CPH). Para a construgao da conformagéo de partida desenovelada (CPD),
utilizou-se o programa de modelagem molecular Modeller9v14 (WEBB & SALI,
2014), utilizando a hélice-a gerada anteriormente como molde, de forma a guiar
a estrutura gerada a possuir uma volta de hélice-a entre os residuos
englobados pelo grampo. Essa volta permite a proximidade espacial dos
residuos de aminoacido 4 e 7, a serem conectados pelo grampo olefinico. Os
critérios de escolha de CPD dentre as estruturas geradas foram a presenca de

volta de hélice-a nos residuos de aminoacido 4 a 7 e a maxima diferenca entre
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os residuos restantes quando comparados aos residuos correspondentes em
CPH, através de alinhamento de estrutura com o PyMOL. As estruturas
resultantes, utilizadas para a simulacdo dos peptideos ndo-grampeados, sao
mostradas com sua estrutura simplificada na Figura 7, e foram utilizadas para a

subsequente inser¢cdo dos grampos e a formagao das estruturas grampeadas.

Figura 7 — Estruturas iniciais de RNAse A utilizadas para as simulagdes. A esquerda,
conformacdo de partida de hélice (CPH); a direita, conformacdo de partida desenovelada
(CPD). Os residuos a serem conectados pelo grampo estdo mostrados em cinza e indicados
na sequéncia primaria. As por¢cdes N-terminal (N) e C-terminal (C) estdo representadas.

3.3. CONSTRUCAO DOS RESIDUOS DO GRAMPO

Neste trabalho, foram escolhidos trés grampos, todos separados por trés
residuos de aminoécidos (i, i+3): o grampo de 8 carbonos R;i:3S(8) e dois
grampos de 6 carbonos R;;+3S(6), diferenciados pela posicao da ligacdo dupla
(Figura 8). O grampo R;i+3S(8) inserido na RNAse A (a partir daqui,
referenciado por R5S5) permite a maior quantidade de hélice-a nos trés
grampos; o grampo R;+3S(6) com a ligacdo dupla entre os carbonos 3 e 4 (a
partir daqui, referenciado por R3S5) tem um desempenho similar, mas
ligeiramente menor; e o grampo R;i+3S(6) com a ligagdo dupla entre os
carbonos 4 e 5 (a partir daqui, referenciado por R5S3) tem o pior desempenho

na manutencao de hélice-a.
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Figura 8 — Configuragdes dos peptideos grampeados. (A) Sao representados os residuos de 4
a 7, com os residuos 5 e 6 simplificados apenas a seu esqueleto peptidico. Os residuos de
grampo, nos residuos 4 e 7, possuem esqueleto peptidico com duas substituicbes nos
carbonos-a: um a-metil e uma cadeia de 3 ou 5 carbonos. Aqui fica evidenciada a diferenca da
posicao da ligacao dupla nos grampos R3S5 e R5S3. (B) Visdo em wheel da hélice-a utilizada
no presente trabalho (obtida através do programa Drawcoil 1.0, disponivel em
http://www.grigoryanlab.org/drawcoil/). Os residuos de aminoacidos aparecem com o cédigo de
uma letra, com os residuos do grampo representados por circulos pretos. A sequéncia de
leitura inicia pelo circulo mais interno que esta conectado a linha mais grossa, e segue em
sentido horério, da linha mais grossa a mais fina.

Para a construcdo do arquivo com a estrutura dos grampos, 0S
peptideos CPH e CPD foram utilizados como base. Utilizando o programa
MOLDEN, os residuos 4 e 7 foram modificados de acordo com o necessério
para cada um dos trés tipos de grampo. Para o grampo R;i.3S(8), o residuo 4
foi substituido pelo residuo de grampo D5R, e o residuo 7 foi substituido pelo
residuo de grampo S3S - resultando no peptideo R5S5; para os grampos
Rii+3S(6), um deles, formando o peptideo R3S5, o residuo 4 foi substituido pelo
residuo de grampo D3R e o residuo 7 foi substituido pelo residuo de grampo
S3S; e no outro grampo, gerando o peptideo R5S3, o residuo 4 foi substituido
pelo residuo de grampo S3R e o residuo 7 foi substituido pelo residuo de
grampo D3S (Figura 9). Os grampos fechados resultantes sdo mostrados na

Figura 10.
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Figura 9 — Residuos dos grampos. A primeira letra de cada nome indica se ha uma ligacédo
dupla presente (D) ou nao (S); o nimero indica a quantidade de carbonos em cada residuo (3
ou 5); a segunda letra indica a isomeria do residuo (R ou S). Adaptado de Shim et al., 2013.
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Figura 10 — Grampos utilizados no presente trabalho e os respectivos peptideos referenciados.
Observa-se que os peptideos R3S5 e R5S3 apenas diferem na posicdo da ligacéo dupla.

3.4. PARAMETRIZAGCAO DOS RESIDUOS DO GRAMPO

7

Para executar as simulacbes, € necessario que haja parametros
definidos no campo de for¢ca. A maioria dos campos de forga possui parametros
para proteinas, mas nao parametros especificos para residuos de aminoacidos
nao-naturais, incluindo termos para o caracteristico alceno nos grampos
olefinicos. Isso faz com que seja importante definir parametros adequados para
a descricdo dessas ligacbes. Como a etapa de parametrizacdo de
biomoléculas requer uma extensa fase de validagdo, neste trabalho
escolhemos grupamentos j& descritos na literatura para descrever essa ligacédo
dupla, baseados no principio de transferabilidade dos termos, que € central ao

desenvolvimento de campos de forca (LEACH, 2001). Em todos 0s grupos,
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resolveu-se basear a descricdo de cargas no lipidio POPG, descrevendo a
ligacdo dupla e os &omos no entorno desta, pois esse lipidio ja possui termos
bem descritos nos trés campos de forca estudados. Cada parametro foi obtido
do pacote de lipidios especifico para cada campo de forca (Tabela 3)
(DOMANSKI et al., 2010).

Tabela 3 — Tabela de informagdes utilizadas para cada campo de forga.

Parametro de ligacdo dupla
Campo de Forca o .
(referéncia) Modelo de Agua
AMBER99SB-ILDN POPG (JAMBECK & LYUBARTSEYV, 2012) TIP3P
CHARMM36 POPG (JANG et al., 2008) TIP3P
GROMOS54A7 POPG (KUKOL, 2009) SPC

3.5. SIMULACOES POR DM

Todas as simulacfes foram baseadas em procedimentos previamente
descritos com o pacote Gromacs, versdo 4.5 (DE GROOT & GRUBMULLER,
2001; VAN DER SPOEL et al., 2005; DE AGUIAR et al., 2015; PEDEBOS et
al., 2015), e realizadas a temperatura de 293 K para possibilitar a comparacéo
com dados experimentais de dicroismo circular (CD) (SHIM et al., 2013). Cada
molécula foi solvatada em uma caixa octaédrica utilizando condi¢des periddicas
de contorno, empregando modelos de 4gua recomendados para cada campo
de forca (Tabela 3). Contraions de sodio foram adicionados para neutralizar o
sistema quando necessario. O meétodo Lincs (HESS et al., 1997) foi utilizado na
restricdo de ligacbes covalentes, de forma a permitir um tempo de integracao
de 2 fs, enquanto interacOes eletrostaticas foram calculadas pelo uso do
método Particle Mesh Ewald (DARDEN et al., 1993), utilizando raios de corte
de Coulomb e de van der Waals de 10 A. Foram realizadas duas etapas de
minimizacdo com o algoritmo steepest descent, de forma a acomodar as
moléculas de agua e as cadeias laterais dos peptideos, de forma a reduzir a

energia global do sistema. As simulagbes foram realizadas em duplicatas
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independentes de 500 ns para cada sistema, partindo de velocidades iniciais
diferentes, com o intuito de verificar se ha consisténcia nos resultados das duas

simulacdes, gerando uma janela amostral de 1ps.

3.6.  ANALISES

3.6.1. COMPORTAMENTO CONFORMACIONAL

Utilizando o pacote Gromacs, as seguintes caracteristicas foram avaliadas:

1) Estabilidade da conformacdo de partida: uma trajetéria pode ser
considerada um conjunto de diversas conformacfes ao longo do tempo.
Podemos compara-las a conformacdo inicial, de forma a indicar o quanto a
estrutura se modificou ao longo do tempo de simulacdo. Isso é feito através
do célculo do desvio quadratico médio (RMSD, root mean square deviation),
que calcula a diferenca média entre as conformacdes fornecidas
(MAIOROQV; CRIPPEN, 1994) e é descrito pela seguinte equacao:

onde & é a diferenca entre N pares de atomos equivalentes. Esta analise
permite que se veja o0 quao diferente a estrutura de interesse fica da
configuracéo original conforme o passar da simulagédo (VERLI, 2014). Em
estudos de proteinas por DM, usa-se a estrutura tridimensional oriunda do
método de difracdo de raios-X como referéncia para o calculo de RMSD da
trajetoria, fornecendo uma fonte de integragdo com o método experimental.
Ha trés situagbes principais quando comparando conformacdes geradas

em simulacdes por DM a estrutura de referéncia:

a) conformacfbes muito parecidas com a informacao cristalina. 1sso
pode indicar uma baixa amostragem do espaco conformacional (ou

seja, simula¢cdes muito curtas), moléculas particularmente rigidas ou
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2)

um campo de forca balanceado excessivamente para descricdo da

informacao cristalina, ndo necessariamente equivalente a solugoes;

b) conformacdes muito diferentes da informacéo cristalina. Neste caso,
as grandes mudancas conformacionais podem estar relacionadas a
artefatos do campo de forca, da estrutura de partida (baixa resolucéo
do dado cristalino ou introducéo de artefatos pelo usuario) ou a uma
amostragem adequada, capaz de permitir a perda da memodria
conformacional do ambiente cristalino e a populacdo de estados
conformacionais na solucdo de interesse. Em tais situacbes, a
informacdo de origem cristalografica perde importancia e outros
métodos devem ser empregados para validagdo do peffil

conformacional observado;

c) o mais usual, contudo, € um perfil intermediario, com a manutencao
da forma do arcabouco proteico e algumas regides concentrando o

maior grau de mudanca conformacional.

Na presente dissertacdo, como as estruturas iniciais foram criadas
computacionalmente, podemos comparar o quanto o peptideo se modificou
em relacdo a uma hélice-a ideal (para CPH), para a qual um RMSD alto
seria indicativo de perda de conformacédo, e em relagdo a CPD, onde um
distanciamento da geometria de partida pode indicar o enovelamento do
peptideo. Utilizou-se como referéncia o esqueleto peptidico, isto é, incluindo
apenas 0 nitrogénio da amina, o carbono-a e o carbono da carboxila,
eliminando a influéncia de cadeias laterais, que tendem a aumentar o valor
de RMSD (VERLI, 2014). O efeito do grampo sera avaliado indiretamente

pela influéncia no esqueleto peptidico no RMSD médio.

Flexibilidade dos peptideos: Embora o aumento nos valores de RMSD
possa indicar flexibilidade conformacional, essa relacdo n&o é obrigatoria.
Por exemplo, se uma parte da molécula sofre uma grande mudanca
conformacional entre um estado e outro, e se estabiliza neste segundo
estado pela maior parte da trajetéria, o RMSD serd elevado, pois a

diferenca entre o estado estavel e a conformacédo de partida pode ser
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3)

grande. No entanto, sua flexibilidade pode ndo o ser. Assim, utiliza-se como
uma das medidas da flexibilidade de residuos (ou atomos) em uma dada
estrutura a flutuacdo quadratica média (RMSF, do inglés root mean square
fluctuation) de cada residuo. Esta andlise permite que se veja a flutuacao
da posicao atbmica em comparacao a configuracdo original, independente
de tempo. Isso permite identificar os residuos mais variaveis (flexiveis) com
0 passar da simulacdo, além de poder indicar a perda de estrutura

secundaria com valores elevados (VERLI, 2014).

Estabilidade do contetdo de hélice: Sendo a conformacédo de partida uma
hélice-a, valores de RMSD e RMSF baixos sugerem fortemente a
estabilidade desta estrutura secundaria e, por conseguinte, a manutencao
de um arcabouco molecular potencialmente atil terapeuticamente. Contudo,
uma estrutura do tipo hélice-a apresenta caracteristicas especificas, como
didmetro de cada volta, incremento no comprimento da hélice a cada volta e
um padrao de interagBes por ligacao de hidrogénio entre os residuos de
duas voltas consecutivas. As caracteristicas de RMSD e RMSF
mencionadas acima podem ser alcancadas sem que todos os critérios para
a ocorréncia de uma hélice-a sejam atendidos, produzindo arcaboucos
moleculares semelhantes mas ndo equivalentes a hélice-a. Para tanto,
emprega-se ferramentas de andlises especificas, como o contetdo de
hélice (do inglés helicity) e medidas mais amplas de tipos de estrutura
secundaria (DSSP).

A ferramenta g_helix realiza uma série de analises em hélices, incluindo
contetdo de hélice (HIRST & BROOKS, 1994), que verifica um pico
caracteristico no CD especifico de hélices-a, a 222 nm. Esta analise indica
a porcentagem de tempo da simulagdo que cada residuo permaneceu com
a estrutura de hélice-a, permitindo verificar o efeito da adicdo dos grampos

na conformacao dos residuos.

A andlise de DSSP calcula a evolucdo de estruturas secundarias
durante a simulacéo, incluindo hélices-a, estruturas desordenadas, folhas-3
e outros tipos de hélices, a partir do padrao de ligagdes dos hidrogénios da
proteina (KABSCH & SANDER, 1983; TOUW et al., 2015). Os resultados
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serédo apresentados de duas formas: todas as estruturas interpretadas pelo
DSSP serdo mostradas em uma tabela, com o valor médio e o desvio
padrdo das duplicatas; as hélices-a, por serem de especial interesse no
presente trabalho, serdo apresentadas separadamente em graficos,
mostrando as duplicatas individualmente para se visualizar os diferentes

comportamentos em cada simulagéo.

3.6.2. DICROISMO CIRCULAR TEORICO

Dados de CD foram empregados para a validacdo experimental dos
resultados obtidos. Este método permite a analise ndo-destrutiva do contetudo
de estrutura secundaria de uma amostra, através da incidéncia de luz
circularmente polarizada em um cromoforo quiral. A absorcéo diferencial da luz
polarizada para a direita e para a esquerda de uma série de cromoforos gera
um espectro de CD. Para proteinas, pode-se utilizar a ligacdo peptidica, que
absorve luz na regido do ultravioleta distante (240 nm a 180 nm), como
cromoforo (KELLY & PRICE, 2000). Ha perfis bem definidos para algumas
estruturas, como visto na Figura 11, permitindo a andlise de mudancas na
estrutura secundaria da amostra. Hélices-a possuem alguns picos
caracteristicos, como uma banda positiva em 190 nm e duas bandas negativas
em 208 e 222 nm, sendo as duas primeiras resultantes da transicdo T—1*, e a
dltima da transicdo n—1*. Como uma das principais caracteristicas de
peptideos grampeados é o aumento do conteddo de hélice, a andlise do perfil
de CD permite avaliar o sucesso dessa metodologia nesse aspecto. Dados
experimentais de CD estavam previamente disponiveis para o0s sistemas
estudados (SHIM et al., 2013) e, para os sistemas simulados, foram gerados
espectros teoricos de CD através do servidor DichroCalc (BULHELLER &
HIRST, 2009). Nos ultimos 100 ns de cada simulacdo, foram selecionadas
conformacdes a cada 10 ns, resultando em 10 conformagfes por simulacéo.
Tal estratégia partiu da suposicdo de que a etapa final das simulagdes seria
mais representativa da situacao observada experimentalmente. A obtencédo de
perfis a cada 10 ns foi adotada para evitar possiveis vieses causados pela

afericdo do perfil de CD apenas para a conformacao final de cada simulacéo.
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Todas foram submetidas ao DichroCalc, e foi realizada a média dos espectros
obtidos. Apoés, foi feita a média dos resultados das duplicatas de cada
simulacédo, gerando uma média dos ultimos 100 ns para cada sistema em cada

campo de forca.
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Figura 11 — Perfis de dicroismo circular de algumas estruturas secundarias. Reproduzido de
Lima et al., 2014.
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4. RESULTADOS

No decorrer do presente trabalho, a seguinte convencao foi seguida:

peptideos partindo de uma conformacgdo de hélice-a, tanto sem grampo quanto

grampeados, serdo denotados por CPH, e partindo de uma conformacéao

desenovelada, CPD.

4.1.

RESULTADOS ESPERADOS

De forma a concordar com os resultados obtidos experimentalmente por

Shim e

colaboradores, esperam-se 0s seguintes comportamentos dos

peptideos:

1)

2)

3)

4)

Peptideos ndo-grampeados — devido a perda de estrutura
secundaria, esses peptideos devem indicar perda de hélice-a, com
altos valores de RMSD e RMSF para CPH, baixo contetudo de hélice
(cerca de 25%), diminuicdo na deteccédo de hélice-a pelo DSSP e um

perfil de CD tedrico discordante de hélice-a.

R5S5 - sendo R;;+3S(8) o melhor grampo, em CPH o RMSD deve ser
baixo, indicando pouca diferenca em relacéo a hélice inicial; o RMSF
também deve ser baixo; o conteudo de hélice e a deteccdo de hélice-
a pelo DSSP devem ser elevados; o perfil de CD te6rico deve

concordar com o perfil padréo de hélice-a.

R3S5 — o grampo R;;i:3S(6) nessa configuracdo deve ter resultados

similares, porém menos intensos do que R5S5.

R5S3 - o grampo R;i«3S(6) nessa configuracdo deve ter um

desempenho similar ou inferior aos peptideos ndo-grampeados.
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4.2. CONSTRUCAO DE TOPOLOGIAS

Foram construidas topologias para peptideos grampeados i, i+3 nos
campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e GROMOS54a7.
Inicialmente, foram adaptados parédmetros ja existentes para possibilitar a
simulagdo dos peptideos grampeados. Os residuos de aminoacidos
modificados para a formacédo do grampo que foram inseridos em cada campo
de forca estdo descritos no Apéndice |I. Em todos os casos, 0s tipos de atomos
para a ligagdo dupla e as cargas utilizadas foram obtidas de topologias de
POPG respectivas para cada campo de forca.

A metodologia que utilizamos requer o fechamento do grampo
diretamente na topologia, unindo as duas cadeias laterais dos aminoacidos
modificados com uma ligacdo entre os carbonos terminais da cadeia lateral de
cada residuo do grampo. Com a adicdo da ligacdo unindo os residuos do
grampo, faz-se necesséria a adicdo de outros parametros, conectando partes
do peptideo que ndo interagiriam anteriormente. Tais parametros estédo

descritos no Apéndice II.

O sucesso da construcdo de cada topologia foi inicialmente avaliado
pela capacidade de iniciar a simulacdo. Existem passos para a verificacdo da
topologia durante as etapas de preparo para a simulacdo, que sera
interrompida caso algum parametro esteja faltando ou muito inadequado. Apds
o0 inicio da dindmica, as trajetdrias foram analisadas visualmente para verificar
a integridade dos peptideos — parametros inadequados podem deformar
ligacBes e a prépria estrutura peptidica. Peptideos que ndo passaram nestes
testes foram reavaliados e corrigidos, enquanto peptideos que passaram pelos
critérios foram considerados adequados e submetidos ao restante das

simulacdes.

4.3. COMPORTAMENTO CONFORMACIONAL DE PEPTIDEOS

O comportamento conformacional dos peptideos simulados foi avaliado
através de analises realizadas nas trajetérias resultantes das simulacdes por

DM. Avaliou-se a diferenca das estruturas resultantes a estrutura de referéncia,
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a flexibilidade dos residuos e a composicdo da estrutura secundaria. Os
resultados serdo apresentados considerando em conjunto peptideos néo-
grampeados e grampeados separados por tipo de grampo, sendo que 0s
primeiros funcionam como controle para as simulacfes seguintes. Os 100 ns
iniciais de cada conjunto de simula¢gdes foram considerados como um periodo

de acomodacé&o e nao serdo apresentados.

A Figura 12 mostra 0 RMSD calculado para o esqueleto peptidico dos
peptideos CPH e CPD nao-grampeados. Para CPH, todos os campos de forca
mostram variacfes entre 0,4 e 0,7 nm a partir dos 200 ns. Verifica-se que as
simulagées com o AMBER99SB-ILDN variam amplamente; simulagdes com o
CHARMM36 mantém um RMSD mais baixo até a faixa dos 200 ns, quando
aumentam e se estabilizam em torno de 0,6 nm; e simulacbes com o
GROMOS54a7 geram valores de RMSD que crescem progressivamente,
terminando a simulagdo com valores mais elevados de RMSD. Para CPD, os
peptideos nao-grampeados variam na mesma faixa elevada de RMSD,
chegando nesta antes dos 100 ns e permanecendo na mesma até o final das

simulacdes.

Isoladamente, o RMSD é pouco informativo nesse caso. Em todas as
simulacbes com peptideos nao-grampeados, a diferenca entre as
conformacdes geradas durante a simulacdo e a estrutura inicial, seja CPH ou
CPD, mostrou-se elevada, indicando que os atomos do esqueleto peptidico
variam de posicdo, podendo indicar perda de estrutura secundaria e portanto

concordando com os resultados esperados.
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Figura 12 — RMSD do esqueleto peptidico de peptideos ndo-grampeados CPH (a esquerda) e
CPD (a direita).

Analises de RMSD do esqueleto peptidico de R3S5 nos trés campos de
forgca mostram que as simulagdes com o GROMOS54a7 mantém os valores de
RMSD mais baixos, mas ainda bastante varidveis. Com os peptideos CPD, os
valores de RMSD permanecem na mesma faixa elevada, de 0,4 a 0,6 nm
(Figura 13).
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Figura 13 - RMSD do esqueleto peptidico de peptideos R3S5 CPH (a esquerda) e CPD (a
direita).

Os peptideos R5S3 simulados nos trés campos de forca mostram a

mesma faixa elevada de RMSD para as duas conformagfes de partida, sem
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diferencas notaveis entre as simulacdes (Figura 14). O mesmo é observado

nos peptideos R5S5 (Figura 15).
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Figura 14 - RMSD do esqueleto peptidico de peptideos R5S3 CPH (a esquerda) e CPD (a
direita).
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Figura 15 - RMSD do esqueleto peptidico de peptideos R5S5 CPH (a esquerda) e CPD (a
direita).

De maneira geral, todos os peptideos CPH e CPD mostraram altos
valores de RMSD, comparaveis aos obtidos com os peptideos néo-
grampeados, exceto R3S5 simulado com o GROMOS54a7. No entanto, os

valores de RMSD, por serem elevados, ndo séo informativos por si so.
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Andlises de RMSF por residuo dos peptideos CPH e CPD séo
mostradas na Figura 16. As simulac¢des dos peptideos CPH ndo-grampeados
nos campos de forca all-atom tiveram residuos mais flexiveis do que no
GROMOS54a7. A mesma analise para CPD mostra uma menor diferenca entre
os campos de forga utilizados. Consistentemente, as alaninas nos residuos 3 e
12 aparecem como os residuos menos flexiveis em todas as simula¢des. No
entanto, os valores de RMSF para todos os campos de forca sdo elevados,
podendo indicar perda de estrutura secundaria e concordando com o0s
resultados esperados.

Os peptideos grampeados R3S5 simulados com o AMBER99SB-ILDN e
o GROMOS54a7 obtiveram um RMSF menor do que os simulados com o
CHARMM36, especialmente para os peptideos CPH. Ja os peptideos R5S3
nao apresentam diferencas evidentes entre as simulacbes de diferentes
campos de forca, exceto nos peptideos CPD simulados com o AMBER99SB-
ILDN, a partir do residuo 7. Para os peptideos R5S5, este campo de forca
parece gerar menor flutuacdo para os peptideos CPH, mas em CPD os
residuos 4 e 5, participantes do grampo, flutuam bastante.

Em geral, apenas alguns campos de forga mostraram menor flutuagéo
para os residuos préximos ou englobados pelo grampo olefinico, em especial
os simulados com o AMBER99SB-ILDN e o0 GROMOS54a7. O RMSF dos
peptideos grampeados CPH simulados com o CHARMMS36 possui valores
idénticos a versdo ndo-grampeada. O peptideo R5S3, que deve ter um
desempenho inferior ao peptideo ndo-grampeado na manutencéo de hélice-a e
portanto deve flutuar mais nos peptideos CPH, teve tal desempenho no
GROMOS54a7. No entanto, a maior flexibilidade por si s6 ndo confirma

tendéncias a perda de estrutura secundaria.
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Figura 16 — RMSF de peptideos CPH e CPD nao-grampeados e grampeados para 0s campos
de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e GROMOS54a7, a partir dos 100ns de simulagéo.
Os residuos onde ha a insergdo do grampo estdo destacados em violeta.
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A avaliacdo de conteudo de hélice indica a porcentagem de tempo em
que cada residuo foi detectado como hélice-qa, feita apenas para CPH (Figura
17). Para os peptideos ndo-grampeados, 0o GROMOS54a7 mostrou uma média
de tempo em conformacéo de hélice-a similar ao dado experimental (26,2% e
25%, respectivamente), enquanto o AMBER99SB-ILDN e o CHARMM36
tiveram, em média, 8,5% e 18,6%, respectivamente.

A andlise de conteudo de hélice das simulacdes do peptideo R3S5
mostra uma média de tempo em conformacdo de hélice de 13,5%, 5,6% e
45,9% para os campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMMS36 e
GROMOS54a7, respectivamente. Quando comparado ao peptideo nao-
grampeado, nota-se um grande aumento no conteddo de hélice das
simulac6es com o GROMOS54a7, com grande parte dos residuos adotando
esta conformacédo por mais de metade do tempo de simulacdo. As simulacdes
dos peptideos R5S3 resultaram em médias de 13,6%, 2,8% e 19,6% para 0s
campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e GROMOS54a7,
respectivamente. J& as simulacdes dos peptideos R5S5 obtiveram
porcentagens de 14,8%, 11,7% e 26,4%.

Comparados ao peptideo ndo modificado, as simulacbes com o
AMBER99SB-ILDN e com 0 GROMOS54a7 mostram uma porcentagem média
de residuos em conformacdo de hélice-a mais expressiva. Nota-se que, em
todas as simulacdes de peptideos grampeados com o AMBER99SB-ILDN, ha
uma baixa porcentagem de tempo em conformacéo de hélice-a dos residuos 5
e 6, adjacentes ao grampo, e picos nos residuos 4 e 7, onde houve a insercédo
do grampo. Em combinacéo com os dados de RMSD e RMSF, podemos inferir
que as simulagdes com o AMBER99SB-ILDN mostraram altos valores de
RMSD e RMSF devido & perda de conteddo de hélice-a, permitindo a
correlacdo da diferenca da estrutura de referéncia e da alta flexibilidade dos
residuos com a perda de estrutura secundaria. As simulacbes de peptideos
grampeados com o0 CHARMM36 ndo mostram aumento de contetdo de hélice

em comparacao ao peptideo ndo modificado.
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Figura 17 — Conteudo de hélice de peptideos CPH ndo-grampeados e grampeados para 0s
campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e GROMOS54a7, a partir dos 100ns de
simulagéo.

A andlise de DSSP indica a diversidade e evolucdo de estrutura
secundaria no decorrer da simulacdo. A Tabela 4 mostra a média dos valores
encontrados nas duplicatas para cada estrutura definida pelo DSSP para CPH.
Em todos os peptideos ndo-modificados, nota-se a prevaléncia de estruturas
desenoveladas (coil). Os peptideos nao-grampeados simulados com o
AMBER99SB-ILDN possuem, em meédia, poucos residuos classificados como
hélice-a, com maior prevaléncia de voltas (turns) e bends, enquanto ha maior
abundancia de residuos detectados como hélice-a no CHARMM36 e no
GROMOS54a7. Comparados ao peptideo néo-grampeado, 0s peptideos
grampeados simulados no campo de forca AMBER99SB-ILDN mostraram
incrementos em motivos de volta (turn), hélice-a (a-helix) e hélices-31p (310-
helix). A presenca de hélices-319 pode indicar a continuidade de uma hélice

entre os residuos do grampo, se esta estrutura for encontrada nos residuos 5 e
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6, que ficam pouco tempo em conformacdo de hélice-a. As anadlises de
estrutura secundaria com o DSSP para o campo de forca CHARMMS36
mostram que os peptideos grampeados CPH tiveram um aumento de estrutura
desenovelada (coil), bends e voltas (turns), além de R5S5 ter um aumento de
hélices-31p. Os peptideos grampeados simulados com o GROMOS54a7
exibiram comportamentos bastante diferentes entre si: R3S5 teve incremento

em hélice-a, R5S3 em coil, folhas- 3, bends e voltas, e R5S5 em coil e hélice-a.

A andlise de DSSP das simulacdes de CPD esta indicada pela Tabela 5.
Para o0s peptideos nao-grampeados, ha prevaléncia de estruturas
desenoveladas e baixa deteccdo de hélice-a, em especial no CHARMMS36.
Todos os campos de forca foram capazes de permitir a formagédo de uma a
duas voltas de hélices-a a partir da conformacéo de partida desenovelada. No
AMBER99SB-ILDN, houve picos de deteccao de hélice-a para cada simulagéo;
no CHARMM36, houve baixa deteccdo de hélice-a; no GROMOS54a7, uma
simulacdo foi capaz de manter pelo menos uma volta por 200 ns. Tais
resultados sugerem que, partindo de uma conformacdo desenovelada, o
peptideo ndo-modificado ndo tem facilidade para a manutencéo de hélice-a em
solucdo. Os peptideos grampeados simulados no campo de forca
AMBER99SB-ILDN mostraram incrementos em motivos de volta (turn), hélice-a
(a-helix) e hélices-310 (310-helix) quando comparados a sua versdo nao-
grampeada. Nas simulacdes com o CHARMMS36, ha incremento de voltas em
todos os peptideos grampeados, de bend em R3S5 e R5S3, e de hélice-a e
hélices-31p em R5S5. Nos peptideos simulados com o GROMOS54a7, vemos
R3S5 mais hélice-a e hélices-3;9, R5S3 com incrementos em voltas, hélices-a
e hélices-pi (m-helix), e R5S5 com maior contetdo de folhas- B, B-bridges e
bends.
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Tabela 4 - DSSP médio de todas as estruturas para cada campo de forca, com os peptideos CPH. Média + desvio padrao.

Peptideos ndo-grampeados AMBER99SB-ILDN CHARMMS36 GROMOS54a7
AMBER99 CHARMM GROMOS
SB-ILDN 36 54a7 R3S5 R5S3 R5S5 R3S5 R5S3 R5S5 R3S5 R5S3 R5S5
Coil 80+24 76+39 54+19 |66+11 68+x15 6,7+12|90+21 91+19 90+31|48+14 63+£20 7,1%£20
B-sheet 02+09 02+09 01+06 |00+0,1 0000 00+00 |00+00 00+00 0000 |00+00 0,1+06 0,0£0,2
B-bridge 01+05 00%+0,2 0,21+04 |00%x0,21 O00%x021 0000 )|00+021 0,000 0,0+0,0|00%+0,2 0,1+04 0,0%£0,3
Bend 20+15 11+14 21+15 |11+09 11+10 11+09 | 2415 27+16 1,7+15|08+09 23+20 18+18
Turn 26+21 11+14 21+18 [44+15 43+x19 39+14|20+x16 1,7+15 13+1,7|08+14 23+19 10%x14
a-helix 1,1+23 38+x46 40+£38 (1,2+20 1,7+23 19%+22 |04+18 03+x15 18+£32 |85+26 34+35 49+30
-helix 00+02 00+00 10+26 |0,0+00 0001 0,0+00 |00+00 00+00 0000 |00+02 04+13 0,0%0,1
310-helix 09+16 0,2%+0,7 0,2%0,7 |1,7+16 11+16 13+16 | 01+0,7 01+06 12%+08 | 0,1+05 0,1+0,6 0,1%+0,6
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Tabela 5 — DSSP médio para todas as estruturas para cada campo de forca, com os peptideos CPD. Média + desvio padrao.

Peptideos ndo-grampeados AMBER99SB-ILDN CHARMM36 GROMOS54a7
AMBER99 CHARMM GROMOS
SB-ILDN 36 54a7 R3S5 R5S3 R5S5 R3S5 R5S3 R5S5 R3S5 R5S3 R5S5

Coll 8,6+2,6 102+23 84+25 |67+x16 65+14 61+03|92+17 95+x17 73+x28 |63+15 6419 8019
B-sheet 0,0+0,1 0,2+0,9 05+14 | 00+00 00+00 0000 )| 00+00 00+x00 00+00 | 00+x0,0 0,005 08%1,6
B-bridge 0,1+0,3 0,1+0,5 0,2+0,7 | 01+04 00+03 0000 00%+02 01+03 00%+0,2 )| 00+012 0,1%+04 0,609
Bend 25+1,6 24+1,6 29+1,7 | 15+11 15+13 11+10 | 3,1+1,7 29+16 10+15 | 11+10 23+x21 44%17
Turn 24+£21 09+1,.2 14+17 | 41+20 35+20 29+18 | 14+15 14+14 19%+16|12+16 24+19 11+15
a-helix 0,7+1,9 01+08 14+27 | 09+18 16+25 40+29|01+05 00+0,2 35+38|62+27 33+32 0,0%0,2
m-helix 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+x0,3 | 0000 00+01 00%00)|00+00 00+x00 00+00 | 00+x03 04%x13 0,000
310-helix 0,614 0,1+0,6 01+06 | 1,7+18 18+20 08+15)|01+05 01+05 02+09)|01+0,7 02106 00+04
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Na Figura 18, apenas a média corrida de hélices-a esta representada, com
0 conteudo de hélice explicito para cada uma das simulacdes independentes,
partindo de velocidades iniciais diferentes. Para os peptideos ndo-grampeados, 0
namero de residuos em hélice-a das simulacées com o AMBER99SB-ILDN oscila
até o final, mantendo até duas voltas de hélice nos primeiros 100 ns em uma das
simulagbes, enquanto a outra mostra no maximo uma volta de hélice, com
frequentes perdas totais dessa estrutura, o que pode explicar o carater oscilatério
do RMSD e a alta flexibilidade observada no RMSF, concordando com os
resultados esperados; no CHARMM36, o nimero de residuos em hélice-a do
peptideo CPH se mantém alto até os 200 ns, caindo em seguida e ndo sendo
mais detectado até o final da simulacdo, com excec¢éo de dois picos até os 300 ns
em uma das simulagbes. Isso condiz com o RMSD baixo até os 200 ns de
simulacéo, e, junto com a alta flexibilidade observada no RMSD, confirma a perda
de estrutura secundaria. Por sua vez, o peptideo CPD falhou em obter a estrutura
de hélice durante a simulacdo; no GROMOS54a7, o numero de residuos em
hélice-a chega a até trés voltas de hélice, mas oscila e cai progressivamente no
decorrer da simulagéo, terminando apenas uma das simulagbes com uma volta de
hélice-a. A diminui¢cdo do contetdo de hélice-a a partir dos 400 ns coincide com o
aumento de RMSD observado, e a maior quantidade de hélice, combinada com a
porcentagem de tempo em que cada residuo passa nessa conformacao, ajudam a
explicar o RMSF mais baixo. Os resultados do peptideo CPH no GROMOS54a7
ficaram ambiguos, com auséncia de hélice-a no final de uma das simulagfes e
presenca em outra. Os peptideos CPD perdem a conformacdo aos 250 ns, ndo

conseguindo recupera-la.
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Figura 18 — Andlise de DSSP exclusiva para hélice-a nos peptideos ndo-grampeados CPH e CPD
com os campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e GROMOS54a7. Replicatas para o

mesmo peptideo sdo mostradas em preto (simulagéo 1) e vermelho (simulacao 2).
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As analises do componente de hélice-a para CPH e para CPD dos
peptideos R3S5 mostradas para cada simulacdo (Figura 19) evidenciam uma
intensa flutuacdo no decorrer das simulacbes com o AMBER99SB-ILDN. Os
peptideos foram capazes de readquirir pelo menos 4 residuos de hélice-q,
indicando uma volta completa. A andlise dos peptideos simulados com o
CHARMMS36 mostra pouca prevaléncia de hélices, com o peptideo CPH perdendo
toda a conformacdo de hélice-a antes dos 200 ns e ndo sendo capaz de
recupera-la, e o peptideo CPD falhando na obtencé@o da estrutura de hélice-q,
exceto por raros e efémeros picos de deteccdo. No GROMOS54a7, o peptideo
CPH manteve-se com duas a trés voltas de hélice na maior parte da simulacao,
poucas vezes caindo a uma ou zero voltas de hélice nas duas simulagdes. A
gueda no conteudo de hélice-a proxima aos 200 ns coincide com um aumento do
RMSD. Para os peptideos CPD, o GROMOS54a7 foi capaz de adquirir a
conformacao de hélice-a e de manté-la por uma ou duas voltas durante a maior

parte das simulacdes.

A analise exclusiva para hélice-a para os peptideos R5S3 (Figura 20)
mostra um ligeiro aumento de RMSD do peptideo CPD simulado com o
AMBER99SB-ILDN aos 250 ns, podendo estar relacionado com uma
correspondente queda na deteccdo de hélice-a. Simulacdes com o CHARMM36
mostram pouca prevaléncia de hélices, com o peptideo R5S3 tendo raros
momentos em que alguns residuos sao interpretados como hélice-a. No
GROMOS54a7, o peptideo CPH comportou-se de maneiras distintas nas duas
simulacdes, perdendo a conformacdo de hélice-a em uma e mantendo-a em
outra, enquanto os peptideos CPD foram capazes de obter e manter a
conformacado de hélice-a, mas em um nivel mais baixo do que R3S5 no mesmo

campo de forga.
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Figura 19 - Andlise de DSSP exclusiva para hélice-a nos peptideos R3S5 CPH e CPD com os
campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e GROMOS54a7. Replicatas para o0 mesmo
peptideo sdo mostradas em preto (simulagéo 1) e vermelho (simulacao 2).
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peptideo sdo mostradas em preto (simulagéo 1) e vermelho (simulacao 2).
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Os peptideos R5S5 (Figura 21) simulados com o AMBER99SB-ILDN foram
capazes de manter e adquirir a conformacdo de hélice-a. Os peptideos CPH
simulados com o CHARMM36 mostram pouca prevaléncia de hélices, sendo
capazes de manter sua conformacédo até por volta dos 200 ns, s6 conseguindo
recupera-la no final de uma das simulagcfes, mas tendo um desempenho similar
ao peptideo ndo-grampeado. Apenas um dos peptideos CPD é capaz de obter e
manter a estrutura de uma volta de hélice-a por toda a simulagéo. Isso pode se
correlacionar com o valor ligeiramente mais alto de RMSD, estabilizando-se por
volta dos 150 ns, coincidindo com a estabilizacdo da hélice-a. O RMSF
ligeiramente maior nos residuos 8 e 9, proximos ao grampo, pode indicar que a
hélice se forma ali, aumentando a flutuacdo desses residuos anteriormente
desenovelados. Com o GROMOS54a7, o peptideo CPH manteve pelo menos
uma volta de hélice-a durante a maior parte da simulacdo, enquanto CPD néo foi
capaz de adquirir essa conformacdo, com a excecdo de efémeros momentos

durante as simulacdes, e se correlaciona com um maior valor de RMSD.
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Figura 21 - Analise de DSSP exclusiva para hélice-a nos peptideos R5S5 CPH e CPD com os
campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e GROMOS54a7. Replicatas para 0 mesmo
peptideo sdo mostradas em preto (simulagéo 1) e vermelho (simulacao 2).
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A presenca de hélice-a detectada pelo DSSP € muito similar entre todos os
peptideos grampeados simulados com 0 AMBER99SB-ILDN, assim como o peffil
de contetdo de hélice-a por residuo, indicando que as duas analises mostram o
mesmo comportamento. Além disso, neste campo de forca, todos os peptideos
grampeados possuem hélices por mais tempo do que o peptideo ndo-grampeado.
No CHARMM36, os peptideos com menor abundancia de hélice-a detectada pelo
DSSP coincidem com menor conteddo de hélice-a detectado pelo g_helix. Para o
GROMOS54a7, R3S5 obteve os maiores valores nas duas analises, seguido pelo
peptideo ndo-grampeado, R5S3 e R5S5. O DSSP detectou maior quantidade de
hélice-a durante as simulagces com R5S5 do que para R5S3, que inclusive
apenas mantém a conformacédo de hélice-a em uma simulacdo. No entanto, a
analise do conteudo de hélice de R5S5 tem sua média reduzida pela néo-

deteccao do residuo 4 como hélice-a em nenhum ponto da simulac&o.

Os peptideos CPD nédo possuem correspondentes na analise pelo g_helix.
Analisando somente o DSSP, as simulacfes de todos os peptideos grampeados
simulados com o0 AMBER99SB-ILDN mostraram a capacidade de formar hélices-
a; com o CHARMM36, apenas o peptideo R5S5; e com o GROMOS54a7, apenas
o peptideo R5S5 néo foi capaz de fazé-lo.

4.4. DICROISMO CIRCULAR TEORICO E EXPERIMENTAL

O dicroismo circular teérico calculado pelo servidor DichroCalc para os
peptideos ndo-grampeados simulados nos trés campos de forca é mostrado na
Figura 22. Os perfis das estruturas iniciais CPH e CPD e o perfil obtido
experimentalmente por Shim e colaboradores (2013) foram incluidos para
comparacao. Nota-se que nenhum dos campos de forca mostra perfil de CD de
hélice, que teria um pico positivo em 190 nm e duas bandas negativas em 208 e
222 nm. Da mesma forma, se percebe que a estrutura inicial, uma conformacéao
de hélice-a perfeita, também ndo possui a banda a 222 nm. O CD calculado
experimentalmente (SHIM et al., 2013) também n&o mostra perfil de hélice, mas

nao se aproxima de nenhum dos perfis aqui representados.
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Figura 22 — Dicroismo circular tedrico nos campo de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMMS36 e
GROMOS54a7 para os peptideos ndo-grampeados (A) CPH e (B) CPD. O perfil obtido
experimentalmente por Shim et al. (Experimental) e os perfis para as estruturas iniciais CPH e
CPD séo mostrados para comparacao.

Para as simulacdes dos peptideos R3S5 CPH e CPD (Figura 23), os perfis
de CD tedrico mostram um pico a 190 nm nas simula¢cdes com os campos de
forca AMBER99SB-ILDN e GROMOS54a7, condizente com hélices-a, enquanto
as simulacées com o CHARMM36 ndo possuem esse perfil. A sintese desses
peptideos por Shim e colaboradores (2013) obteve dois perfis distintos, que
provavelmente diferem apenas na configuragcdo cis ou trans na ligacdo dupla.
Nota-se que cada campo de forca se aproxima de um perfil diferente.

Os perfis tedricos calculados para os peptideos R5S3 ndo concordam com
0s obtidos experimentalmente em nenhum caso, com o AMBER99SB-ILDN e o

GROMOSb54a7 inclusive superestimando a presenca de hélices (Figura 24).
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Figura 23 — Dicroismo circular tedrico nos campo de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMMS36 e
GROMOS54a7 para os peptideos R3S5 (A) CPH e (B) CPD. Os perfis obtidos experimentalmente
por Shim et al. (Experimental) e os perfis para as estruturas iniciais CPH e CPD sdo mostrados
para comparagao.
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Figura 24 — Dicroismo circular tedrico nos campo de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMMS36 e
GROMOS54a7 para os peptideos R5S3 (A) CPH e (B) CPD. Os perfis obtidos experimentalmente
por Shim et al. e os perfis para as estruturas iniciais CPH e CPD sdo mostrados para comparagao.

O CD te6rico para os peptideos R5S5 (Figura 25) simulados com o

AMBER99SB-ILDN possui picos concordantes com os de hélice-a, embora em

magnitude inferior. As simulagdes com o CHARMM36 e com o0 GROMOS54a7

nao mostram o perfil caracteristico de hélice-a, discordando dos resultados

experimentais. Além disso, no caso do GROMOS54a7, ha discordancia com a
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analise de DSSP, que detectou hélice-a em CPH, mas uma das simula¢cfes perde
a conformacdo no final da simulacdo, o que influenciou o perfil médio de CD

tedrico.
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Figura 25 — Dicroismo circular teérico nos campo de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36 e
GROMOS54a7 para os peptideos R5S5 (A) CPH e (B) CPD. O perfil obtido experimentalmente
por Shim et al. e os perfis para as estruturas iniciais CPH e CPD s&@o mostrados para comparagao.

45. METODOLOGIAS UNITED-ATOM E ALL-ATOM

As anadlises acima permitem a comparacao das metodologias united-atom e
all-atom na descricdo desses peptideos. Comparativamente, os dois campos de
forca all-atom tiveram desempenhos muito diferentes entre si, com o
AMBER99SB-ILDN reproduzindo contetudos similares e constantes de hélice-a
para todos os peptideos, e o CHARMM36 tendo a tendéncia de perda total de
contetdo de hélice-a. O GROMOS54a7, de abordagem united-atom, mostrou
concordancia com os dados experimentais no peptideo R3S5, mas mostrou

resultados ambiguos com os outros dois peptideos.
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5. DISCUSSAO

5.1. EFEITO DOS GRAMPOS NO COMPORTAMENTO CONFORMACIONAL DOS
PEPTIDEOS

Andlises de RMSD do esqueleto peptidico mostram que a maioria dos
peptideos simulados se distanciou da estrutura de referéncia, com valores de
RMSD similares, independentemente da conformacéo de partida. Para peptideos,
que sdo mais flexiveis do que proteinas maiores devido a auséncia de um
arcabouco proteico estabilizador, uma grande variagcdo de RMSD em relagcédo a
estrutura inicial ndo é incomum, e pode indicar tanto a desnaturagdo quanto a

reorientacdo de estrutura secundaria.

Em peptideos CPH, valores elevados de RMSD poderiam indicar a perda
ou reorientacdo de hélice-a. Os valores de RMSD mais baixos, no peptideo CPH
R3S5 simulado com o GROMOS54a7, correlacionam-se com a conformacao de
hélice em trés voltas pela maior parte da simulacao, aproximando-se da estrutura
de referéncia. Valores proximos também sdo observados na simulacdo do
peptideo CPH ndo-grampeado simulado com o CHARMM36 até os 200 ns,
momento em que perde o contetdo de hélice. No entanto, comparando valores de
RMSD de peptideos que perderam totalmente a conformacdo de hélice-a com
peptideos que mantém hélice, observamos que os valores maximos de RMSD
para ambos os casos sdo semelhantes. Dessa forma, pode-se dizer que o
aumento dos valores de RMSD correlaciona-se com o desenovelamento ou

reestruturacao da hélice-a.

Em peptideos CPD, valores maiores de RMSD poderiam indicar a
formacéo de hélices-a. No entanto, uma relagdo do RMSD com a aquisi¢cdo de
estrutura de peptideos CPD néo foi observada, apontando para uma simples

mudanca de conformacédo em relacao a estrutura inicial.

O efeito do grampo no RMSD mostrou-se um pouco mais claro nas
simulagbes com o GROMOS54a7. No entanto, o RMSD isoladamente ndo é

capaz de descrever a influéncia conformacional dos grampos nos peptideos
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simulados, embora se observe uma tendéncia de valores menores de RMSD com

a manutencao de trés voltas nos peptideos CPH.

Em um estudo computacional com a RNAse A, verificou-se que a
probabilidade de um residuo encontrar-se na conformacéo de hélice-a aumenta
guando este estiver adjacente ou englobado pelo grampo (KUTCHUKIAN et al.,
2009). Com base nisso, espera-se que residuos adjacentes ou englobados pelo
grampo mostrem valores de RMSF menores, especialmente quando comparados
ao peptideo ndo-grampeado. Para os peptideos CPH, este foi 0 caso para todos
os peptideos simulados com o AMBER99SB-ILDN, para a maioria dos residuos
englobados pelo grampo com o CHARMMS36, e para o grampo R3S5 com o
GROMOS54a7, que flutua menos comparado a todos os outros peptideos CPH.
Para os peptideos CPD, o AMBER99SB-ILDN e o CHARMMS36 tiveram a maior
parte dos residuos nos peptideos grampeados menos flutuantes do que os
correspondentes no peptideo ndo-grampeado, enquanto no GROMOS54a7
apenas o grampo R3S5 diminuiu o valor de RMSF em relacdo ao equivalente no

peptideo ndo-grampeado nos residuos que cercam uma extremidade do grampo.

Quanto ao conteudo de hélice-a em si (KUTCHUKIAN et al., 2009), sua
relacdo com a proximidade ao grampo foi observada em parte no AMBER99SB-
ILDN e no GROMOS54a7, com o CHARMMS36 falhando nesse quesito. Em
trabalhos experimentais com os mesmos sistemas (SHIM et al., 2013), o peptideo
nao-modificado manteve um conteddo médio de hélice de 25%. Em comparacao,
as simulacbes do presente trabalho mostraram uma média similar
(GROMOS54a7 — 26,2%) ou menor (AMBER99SB-ILDN - 8,5%; CHARMM36 —

18,6%) a obtida experimentalmente.

Os peptideos R3S5, R5S3 e R5S5 obtiveram um contetdo de hélice de 55
ou 41%, 15 ou 14%, e 74%, respectivamente, com o0s valores néo definidos para
configuragbes cis ou trans nos grampos R3S5 e R5S3 (SHIM et al., 2013). O
campo de forca que mais se aproxima dos resultados obtidos experimentalmente
neste quesito € o GROMOS54a7, com valores de conteltdo de hélice similares
para os peptideos ndo-grampeados e R3S5, embora com valores muito diferentes
do experimental para R5S3 e para R5S5. O peptideo R5S3 é bem representado
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no campo de forca AMBER99SB-ILDN nesse quesito, mas o0s valores para 0s
outros peptideos grampeados e mesmo para 0 nao-grampeado S&o muito
distintos dos valores obtidos experimentalmente. Os peptideos grampeados
simulados no CHARMMS36 ndo mostraram aumento na média de residuos em
hélice-a. Isso seria condizente com os resultados experimentais para o peptideo
R5S3, mas tanto a porcentagem média de tempo em conformacgdo de hélice-a
quanto o comportamento dos outros peptideos indicam a falta de adequacéo dos

parametros utilizados no CHARMMS36 para a descricdo dos grampos simulados.

As analises exclusivas de conteudo de hélice-a mostram a natureza
oscilatéria de todas as simula¢des, com perda e ganho sucessivos de voltas de
hélice durante a simulacdo. A capacidade de adquirir e readquirir hélices-a condiz
com sugestbes de que 0s grampos aumentam a propensdo a formacdo de
hélices, funcionando como nucleadores de hélice-a, e ndo como mantenedores
de uma estrutura rigida (KUTCHUKIAN et al., 2009). O peptideo grampeado
R3S5, que deve apresentar um elevado conteudo de hélice-a, foi bem
reproduzido no AMBER99SB-ILDN, embora com um conteddo de hélice menor do
que o experimental, e no GROMOS54a7 com precisdo. O peptideo grampeado
R5S3, que deve ter um conteldo de hélice-a menor do que o peptideo néo-
grampeado, teve esse comportamento no CHARMM36, mas nao no
AMBER99SB-ILDN, onde apresentou conteido de hélice-a similar aos outros
peptideos, e nem totalmente no GROMOS54a7, onde houve manutencao de
hélice-a em uma das simula¢cdes com CPH, enquanto a outra apresentou perda.
Por fim, o peptideo grampeado R5S5, que deveria ter o melhor desempenho,
apresentou conformacoes de hélice-a nos campos de forca AMBER99SB-ILDN,
apenas em uma simulacdo com CPD no CHARMM36 e apenas em CPH no
GROMOS54a7.

5.2. DICROISMO CIRCULAR

Andlises do perfil de CD permitem o estudo de mudancgas na estrutura
secundéaria de uma amostra, sendo muito utilizadas no estudo experimental de

peptideos grampeados. O calculo de um perfil teérico funciona como uma
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validacdo de simulacdes in silico, aproximando métodos computacionais de
experimentais. No presente trabalho, foi realizada a andlise do perfil de CD em
comparacao com perfis definidos experimentalmente para os mesmos peptideos
grampeados. Os perfis gerados funcionam complementando e, em caso de

concordancia com o modelo experimental, validando o modelo computacional.

Analisando o dicroismo circular calculado pelo servidor DichroCalc para os
peptideos grampeados e ndo-grampeados, nota-se que o peptideo CPH inicial
nao resolveu o duplo minimo entre 200 e 230 nm caracteristico da conformacao
de hélice-a. De fato, os parametros ab initio utilizados pelo DichroCalc para o
calculo do cromoéforo amida parecem ter essa limitacdo (BULHELLER et al.,
2007), devido a desconsideracao de transicdes n1r*, observaveis na faixa de 222
nm (BESLEY & HIRST, 1999). No entanto, na faixa de 220 nm, a acuracia do CD
tedrico concorda quase quantitativamente com a calculada experimentalmente
(BULHELLER et al., 2007).

Baseando-se no maximo a 190 nm e minimo a 108 nm, apenas o0s
peptideos R5S5 no AMBER99SB-ILDN e R3S5 no GROMOS54a7, tanto partindo
de CPH quanto de CPD, mostram um perfil condizente com hélice-a e similares
ao CD experimental. Comparado com resultados experimentais (SHIM et al.,
2013), o grampo R5S5 simulado no AMBER99SB-ILDN mostra uma magnitude
mais discreta no seu perfil de CD tedrico. A mesma tendéncia a menores picos foi
verificada no desenvolvimento dos parametros ab initio, gquando em comparacéo a
dados obtidos experimentalmente para proteinas com predominancia de hélices-a
(BESLEY & HIRST, 1999). O peptideo com o grampo R3S5, simulado no
GROMOS54a7, se aproxima do dicroismo circular medido, considerando 0s

valores de elipticidade na faixa dos 220 nm e o maximo na faixa dos 190 nm.

Os grampos adicionados a R3S5 e R5S3 diferem apenas na posi¢cédo da
ligagéo dupla na cadeia olefinica, utilizando os mesmos parametros, mas diferem
muito no perfil de CD obtido experimentalmente, com R3S5 mostrando um perfil
de hélice-a comparavel aos dos peptideos R5S5, enquanto R5S3 mostra um perfil
que nao condiz com hélice-a (SHIM et al., 2013). No entanto, um perfil de hélice-a
foi detectado nas simulacdes de R5S3 com o AMBER99SB-ILDN e com o
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GROMOS54a7. A possivel deteccdo do perfil de hélice nesses casos pode
corresponder a utilizacdo do mesmo conjunto de parametros para a simulacdo do
peptideos R3S5 e R5S3, que parece favorecer a manutencdo e formacdo de
hélice-a a partir de uma volta. De fato, foi verificado que o GROMOS54a7
favorece a conversdo de hélices-31p a hélices-a, sugerindo uma tendéncia a
estabilizacdo de hélices-a (SCHMID et al., 2011). Isso também é visto nas
simulacées com o peptideo ndo-grampeado, que mantiveram, e formaram (em
menor grau), mais conformacdes de hélice-a do que o0 mesmo peptideo simulado
em outros campos de forca. Por outro lado, o campo de forca AMBER99SB-ILDN
foi associado a subestimacdo da estabilidade de hélices-a em peptideos de 15
aminoécidos (LINDORFF-LARSEN et al., 2012).

Comparados a analise de hélice-a pelo DSSP, apenas alguns peptideos
grampeados obtiveram um perfil de CD tedrico condizente com a estrutura na
trajetéria. Um exemplo de discordancia é o peptideo R3S5 simulado no
AMBER99SB-ILDN e o peptideo R5S5 simulado com o GROMOS54a7, que
deveriam apresentar perfil de hélice-a, o que ndo condiz com o perfil tedrico
obtido. Possiveis fontes de divergéncia dos dados tedricos e experimentais
incluem a escolha dos ultimos 400 ns de simulacdo como representativos para o
calculo do CD tedrico. Talvez a analise de uma janela temporal maior ou de um
maior nimero de estruturas possa gerar perfis diferentes. Outra possivel fonte de
divergéncia € a janela amostral da simulacdo, que engloba apenas 1
microssegundo, significativamente menor do que a janela amostral da analise
espectrofotométrica. Todas as simulagdes mostraram uma série de rearranjos
estruturais dos peptideos. Existe a possibilidade de que, em uma escala de tempo
comparavel a escala dos experimentos em bancada, haja rearranjos maiores,
formando e mantendo estruturas especificas, como por exemplo as hélices-a que
foram detectadas experimentalmente. Apesar da grande janela de simulacéo
utilizada no presente trabalho, mais simulagcdes com uma janela amostral maior
poderiam auxiliar nesse quesito, fornecendo uma maior quantidade de dados,
possivelmente  aproximando as simulagbes dos resultados obtidos

experimentalmente.
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Outras formas de aumentar a amostragem incluem as metodologias de
Replica Exchange (SUGITA & OKAMOTO, 1999) e de Monte Carlo (MORGON &
COUTINHO, 2007), metodologias ja utlizadas no estudo de peptideos
grampeados e que apresentam maior concordancia com valores experimentais
(GUO et al., 2010; KUTCHUKIAN et al., 2009). Essas metodologias geram mais
amostras conformacionais de maneira independente de tempo. Por o sistema de
interesse ser um peptideo pequeno, seria possivel esgotar todas as
conformacdes possiveis, e assim verificar a abundéancia conformacional gerada

por essas metodologias ordenada energeticamente.

A simulac@o de peptideos farmacologicamente relevantes, especialmente
em interacdo com sua proteina-alvo, fornecerdo mais informacfes sobre a
qualidade da descricdo desse sistema por diferentes campos de forca. Estudos
sugerem que, mesmo que peptideos grampeados e ndo-grampeados com as
mesmas sequéncias mostrem contetdo de hélice similar, o grampo tem um papel
em manter as posicles relativas das cadeias laterais de residuos hidrofébicos
importantes na p53 (SIM et al., 2014). Além disso, estudos mostram que
peptideos grampeados sdo mais resilientes a mutacées em residuos de interacao
com a proteina-alvo. Adicionalmente, serdo fornecidas informacdes sobre a
interacdo com a agua, que foi aprisionada entre o grampo e MDM2 em estudos

com peptideos grampeados derivados de p53 (SIM et al., 2014).

5.3. METODOLOGIAS UNITED-ATOM E ALL-ATOM

No presente trabalho, um dos principais indicadores de sucesso da
descricdo de grampos olefinicos por um campo de forca € a capacidade de
reproduzir os diferentes comportamentos conformacionais gerados pela adi¢éo de
diferentes grampos em um peptideo. Nenhum dos campos de forca testados
forneceu resultados concordantes com os obtidos experimentalmente para todos

0S grampos.

Trabalhos anteriores comparando a eficiéncia de modelos all-atom
(AMBER99SB-ILDN e CHARMM36) com modelos united-atom (GROMOS54a7)

70



resultaram em representacfes satisfatorias de peptideos curtos pelos ultimos
(BROOKS et al., 1983; DUNFIELD et al., 1978). Uma limitacdo comum de
modelos de &tomo unido é o incorreto tratamento de ligacdes de hidrogénio, que
dependem da representacdo explicita de atomos de hidrogénio (BROOKS et al.,
1983). Os campos de forca da familia GROMOS contornam esse problema por
tratarem como pseudoatomos (i.e. atomo unido) apenas os hidrogénios alifaticos,

gue néo participam em ligacdes de hidrogénio.

O AMBER99SB-ILDN mostrou contetudos de hélice-a similares para todos
0s peptideos grampeados, ndo sendo capaz de simular adequadamente as
diferencas entre grampos diferentes. No entanto, a associacdo deste campo de
forca a subestimacéo da estabilidade de hélices-a indica que os valores reais de
contetdo de hélice seriam maiores (LINDORFF-LARSEN et al., 2012). Isso pode
indicar que ajustes nos parametros ja existentes permitiriam uma adequacao
melhor do campo de for¢ca a descricdo do comportamento peptidico. Visto que
uma grande parte dos estudos computacionais de peptideos grampeados utiliza
os campos de forca AMBER99SB, € importante levar isso em consideracdo na

interpretacéo dos dados.

Com os parametros utilizados neste estudo, o campo de forca CHARMMS36
ndo se mostrou adequado na simulacdo de peptideos grampeados. O
CHARMM36 é uma verséo corrigida do CHARMM27, que possuia uma propensao
a manter hélices-a. As correcdes feitas pelo CHARMMS36 utilizaram peptideos
fracamente estruturados obtidos por NMR como base para o ajuste do esqueleto
peptidico de residuos de aminoacidos (BEST et al., 2012), o que pode influenciar
0 peptideo a perder a estrutura que seria mantida ou favorecida pelo grampo.
Nesse caso, uma possivel solucdo seria adequar 0s pardmetros para
descreverem o0 sistema adequadamente, mas isso implica na criacdo de
parametros para tipos de atomos que ja estdo inclusos no campo de forca,

prejudicando a transferabilidade.

O GROMOS54a7, de metodologia united-atom, conseguiu reproduzir
adequadamente o peptideo ndo-grampeado e um dos peptideos grampeados

com bastante acuracia, mas néo foi capaz de reproduzir os resultados esperados
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para os peptideos R5S3 e R5R5. Considerando o peptideo grampeado R5S5, que
foi capaz de manter a conformacéo de hélice-a partindo de um peptideo CPH mas
nao foi capaz de adquiri-la a partir de CPD, erros em parametros torsionais
podem ter causado desequilibrios na simulacdo por DM. Se a revisdo de
parametros torcionais nao for suficiente, uma construcdo de parametros ab initio
pode auxiliar nesse caso. Para CPD, o peptideo pode ter ficado preso em um
minimo local, ndo conseguindo formar hélices-a. Erros de parametrizacdo nao
parecem ser o caso para R5S3, que difere de R3S5 apenas na posi¢cdo de sua
ligacdo dupla. Como para CPH apenas uma das simula¢cfes foi capaz de manter
a conformacao de hélice-a, talvez o peptideo tenha ficado preso em um minimo

local que favorece a formacao de hélice.

Modelos de atomo unido podem ser muito vantajosos, reduzindo a
complexidade do sistema a ser simulado sem perder a precisdo dos modelos
atomisticos, diminuindo o nimero de interacdes ndo-ligadas e graus de liberdade
internos, consequentemente reduzindo os custos computacionais. Além disso, ha
evidéncias de que modelos de atomo unido permitem um ganho na eficiéncia da
amostragem conformacional (HSIEH & LUO, 2010), possivelmente permitindo que
as simulagfes visitem um nimero maior de conformacdes em um mesmo tempo
de maquina, além de wuma aproximacdo maior aos dados obtidos

experimentalmente.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho avaliou a capacidade da metodologia de DM em
descrever o efeito conformacional promovido por grampos olefinicos em
peptideos. Para tal, foram testados diferentes conjuntos de parametros, buscando
identificar as melhores condi¢des a serem empregadas em estudos futuros destes

e de sistemas relacionados.

Assim, topologias para calculos baseados em campos de forca classicos
foram geradas para peptideos grampeados em trés diferentes campos de forca.
Apesar de todas as topologias permitirem a simulacdo por DM sem problemas,
nenhum campo de for¢ca concorda totalmente com os resultados experimentais

em todos 0s grampos testados.

O aumento do conteudo de hélice-a em peptideos grampeados foi
observado nos campos de forca AMBER99SB-ILDN e no GROMOS54a7, sem, no
entanto, concordar com os dados experimentais na maioria dos casos. Os

peptideos simulados com 0 CHARMM36 falharam nesse quesito.

Os perfis de CD tedrico pouco concordaram com as analises de hélice-a
nas trajetdrias e com os perfis obtidos experimentalmente, o que indica problemas
na amostragem de estruturas para submissdao ao servidor de célculo de
dicroismo. Outra abordagem é necesséaria para haver a concordancia com os

dados tedricos e experimentais.

De forma geral, o campo de for¢ca de atomo unido GROMOS54a7 obteve
mais sucesso na descricdo conformacional de peptideos grampeados, e embora
tenha discrepancias com o dado experimental em dois dos trés peptideos
grampeados, € 0 unico campo de forca testado que simulou com precisao o efeito
de um grampo inserido em um peptideo. Mudancas na parametrizacdo dos
grampos e uma abordagem diferente de simulagdo, com mais sistemas e

replicatas, podem adequar as simulagdes ao sistema experimental.

Em suma, ndo € possivel determinar um campo de forca totalmente

adequado para simulacdes de peptideos grampeados, ao menos utilizando os
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parametros escolhidos pelo presente trabalho. Para simulagbes futuras com
peptideos grampeados, recomenda-se considerar as limitacbes de cada campo

de forca na interpretacdo dos resultados.
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7. PERSPECTIVAS

Considerando as possiveis causas para diferengas no comportamento tedérico
dos peptideos em relacdo aos dados obtidos experimentalmente, algumas
abordagens adicionais poderiam ser empregadas. Novas simulacdes utilizando
outros campos de forca, que possuem parametros distintos para a descricdo do
movimento do sistema, podem ser mais adequadas a concordancia com dados de
bancada. Adicionalmente, a utilizacdo de parametros diferentes para descricao
dos grampos pode mostrar-se mais adequada do que a abordagem utilizada.
Além disso, a simulacdo de outros peptideos, especialmente peptideos
biologicamente ativos em interacdo com seus alvos terapéuticos, fornecera
informacdes em outro nivel, importante para a andlise da estabilizacéo gerada por
grampos olefinicos. Uma vez estabelecido um campo de forca razoavel e
completo, sera possivel conceder poder preditivo as simulacbes computacionais
no caso dos peptideos grampeados. A partir dai, interacbes e modificacBes
destes poderdo ser estudadas, além de possibilitar a previsdo de certas
propriedades dos peptideos sem que haja o custo de sua sintese e andlise
experimental. Com a unido a outras metodologias computacionais, sera possivel
prever diversas caracteristicas de potenciais farmacos com alvos anteriormente
considerados nao-modulaveis terapeuticamente, visando melhorar a qualidade de

vida de diversas espécies.

Outras possibilidades na investigacao da estabilizacdo de peptideos incluem
a simulacdo computacional de grampos com outras composicfes. Isso permitiria o
aumento do conhecimento na area e o aprimoramento de outros estabilizadores
conformacionais. A insercdo de técnicas experimentais de estabilizacdo de
estrutura secundaria na linha de pesquisa do grupo, visando a engenharia de
proteinas, poderia fornecer informacdes para a comparacdo com dados
experimentais da aplicacdo em alvos de interesse biotecnoldgico, ampliando a

utilizacao desses estabilizadores conformacionais.
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9. APENDICES

Dados necesséarios a reproducdo dos resultados obtidos neste trabalho
estdo apresentados nos Apéndices | e Il.

No Apéndice I, estdo descritos os residuos que formardo o grampo, com
informacdes como tipo de atomo e carga, ligacdes intra-residuo e diedros.

No Apéndice Il, estdo descritos os atomos de cada peptideo e os
parametros adicionados diretamente a topologia. Como os peptideos dos campos
de forca all-atom possuem 0s mesmos nameros de atomos, apresentamos esses
dados apenas uma vez, utilizando os peptideos simulados com o AMBER99SB-
ILDN como base. A topologia com o CHARMM36 foi omitida por sua similaridade
com a do AMBER99SB-ILDN, que difere em alguns tipos de atomos, que sao

mostrados no Apéndice I.
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[

APENDICE | - RESIDUOS ADICIONADOS AOS CAMPOS DE FORGA
RESIDUOS PARA PEPTIDEOS GRAMPEADOS ~AMBER99SB-ILDN

9.1.
9.1.1.
D5R ]
[ atoms ]
N N
H H
CA CT
CB1 CT
HB11 HC
HB12 HC
HB13 HC
CB2 CT
HB21 HC
HB22 HC
CG CT
HG1 HC
HG2 HC
CD CT
HD1 HC
HD2 HC
CE CA
HE1 HA
CzZ CA
HZ1 HA
C C
0 0
[ bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CA CB2
CA C
CB2 HB21
CB2 HB22
CB2 CG
CG HG1
CG HG2
CG CD
CD HD1
CD HD2
CD CE
CE HE1
CE Cz
Cz HZ1
C 0
-C N
[ impropers
-C CA
CA +N
N C
N C
C CB2
CB1 CB2
N CB2

]

CA
CA

CB1

.41570
.27190
.11440
.27000
.09000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.15000
.15000
.15000
.15000
.59730
.56790

CB2
CB1
CA
CA
CA

O ~Jo Ul WDN R

SN S N e e el e
NP OWW-Jo0Ud WN O W

[

D5S ]
[ atoms ]
N N
H H
CA CT
CB1 CT
HB11 HC
HB12 HC
HB13 HC
CB2 CT
HB21 HC
HB22 HC
CG CT
HG1 HC
HG2 HC
CD CT
HD1 HC
HD2 HC
CE CA
HE1 HA
CzZ CA
HZ1 HA
C C
0 0
[ bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CB1 HBI11
CB1 HB12
CB1 HB13
CA CB2
CA C
CB2 HB21
CB2 HB22
CB2 CG
CG HG1
CG HG2
CG CD
CD HD1
CD HD2
CD CE
CE HE1
CE Cz
Cz HZ1
C 0
-C N
[ impropers
-C CA
CA +N
N C
N C
N CB2
C CB2
CB1 CB2

(@}

CA
CA

CB1

.41570
.27190
.11440
.27000
.09000
.039000
.039000
.18000
.039000
.039000
.18000
.038000
.09000
.18000
.09000
.038000
.15000
.15000
.15000
.15000
.59730
.56790

CB2
CB1
CA
CA
CA

O ~Jo U WD

I I R e N e el el el
NH OWOW-10o U WN O W

85



[

[ D3R ]
atoms ]
N N
H H
CA CT
CB1 CT
HB11 HC
HB12 HC
HB13 HC
CB2 CT
HB21 HC
HB22 HC
CG CA
HG1 HA
CD CA
HD1 HA
C C
0 0
bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CA CB2
CA C
CB2 HB21
CB2 HB22
CB2 CG
CG HG1
CG CD
CD HD1
C 0
-C N
[ impropers
-C CA
CA +N
N C
N C
C CB2
C CB1
N CB2

]

CA
CA

CA
CB1

.41570
.27190
.11440
.27000
.09000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.15000
.15000
.15000
.15000
.59730
.56790

CB2
CB1
CA
CB2
CA

O Jo Ul WN R

PR R R R
oUW N P O W

[

[

D3S ]

atoms ]
N N
H H
CA CT
CB1 CT
HB11 HC
HB12 HC
HB13 HC
CB2 CT
HB21 HC
HB22 HC
CG CA
HG1 HA
CD CA
HD1 HA
C C
0 0
bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CA CB2
CA C
CB2 HB21
CB2 HB22
CB2 CG
CG HG1
CG CD
CD HD1
C 0
-C N
impropers
-C CA
CA +N
N C
N C
N CB2
C CB2
CB1 CB2

]

CA
CA

CB1

.41570
.27190
.11440
.27000
.09000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.15000
.15000
.15000
.15000
.59730
.56790

CB2
CB1
CA
CA
CA

O ~Jo U WN R

el el
U WN R O W
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atoms ]
N N
H H
CA CT
CB1 CT
HB11 HC
HB12 HC
HB13 HC
CB2 CT
HB21 HC
HB22 HC
CG CT
HG1 HC
HG2 HC
CD CT
HD1 HC
HD2 HC
C C
0 0
bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CA CB2
CA C
CB2 HB21
CB2 HB22
CB2 CG
CG HG1
CG HG2
CG CD
CD HD1
CD HD2
C 0
-C N
impropers
-C CA
CA +N
N C
N C
C CB2
CB1 CB2
N CB2

CA
CA

CB1

.41570
.27190
.11440
.27000
.09000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.59730
.56790

CB2
CB1
CA
CA
CA

O Jo Ul WN R

e e
O do U WN R O W

[

S3S ]
[ atoms ]
N N
H H
CA CT
CB1 CT
HB11 HC
HB12 HC
HB13 HC
CB2 CT
HB21 HC
HB22 HC
CG CT
HG1 HC
HG2 HC
CD CT
HD1 HC
HD2 HC
C C
0 0
[ bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CA CB2
CA C
CB2 HB21
CB2 HB22
CB2 CG
CG HG1
CG HG2
CG CD
CD HD1
CD HD2
C 0
-C N
[ impropers
-C CA
CA +N
N C
CA CB1
CA CB2
CA CB2
CB1 CB2

CB1

.41570
.27190
.11440
.27000
.09000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.18000
.09000
.09000
.59730
.56790

O ~Jo Ul WN R

el e e
W JdJo U WNEF O W
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[

9.1.2.

D5S ]

[ atoms ]
N NH1
HN H
CA CT1
CB1 CT3
HB11 HA3
HB12 HA3
HB13 HA3
CB2 CTL2
HB21 HAL2
HB22 HAL2
CG CTL2
HG1 HAL2
HG2 HAL2
CD CTL2
HD1 HAL2
HD2 HAL2
CE CEL1
HE1 HEL1
CzZ CEL1
HZ1 HEL1
C C
0 0

[ bonds ]
CB1 CA
CB2 CA
CG CB2
CD CG
CE CD
CZ CE
N HN
N CA
C CA
C +N
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CB2 HB21
CB2 HB22
CG HG1
CG HG2
CD HD1
CD HD2
CE HE1
0 C
CZ HZ1

[ impropers ]
N -C
C CA

[ cmap 1
-C N

-0.47
0.31
0.16
-0.27
0.09
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.15
0.15
-0.15
0.15
0.51
-0.51

CA
+N

CA C

HN

+N

<~ o oo udhdh b WWWLWDNDNDNNNREREREREREROOO

[

D5R ]

[ atoms ]
N NH1
HN H
CA CT1
CB1 CT3
HB11 HA3
HB12 HA3
HB13 HA3
CB2 CTL2
HB21 HALZ2
HB22 HAL2
CG CTL2
HG1 HAL2
HG2 HALZ2
CD CTL2
HD1 HALZ2
HD2 HAL2
CE CEL1
HE1 HEL1
Cz CEL1
HZ1 HEL1
C C
0 ¢}

[ bonds ]
CB1 CA
CB2 CA
CG CB2
CD CG
CE CD
CZ CE
N HN
N CA
C CA
C +N
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CB2 HB21
CB2 HB22
CG HG1
CG HG2
CD HD1
CD HD2
CE HE1
0 C
CZ HZ1

[ impropers ]
N -C
C CA

[ cmap ]
-C N

RESIDUOS PARA PEPTIDEOS GRAMPEADOS — CHARMM36

-0.47
0.31
0.16
-0.27
0.09
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.15
0.15
-0.15
0.15
0.51
-0.51

CA
+N

CA C

HN

+N

N Joouadbdh s WWWNDNNNRERERRREREOOO
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[

D3S ]

[ atoms ]
N NH1 -0.47
HN H 0.31
CA CT1 0.16
CB1 CT3 -0.27
HB11 HA3 0.09
HB12 HA3 0.09
HB13 HA3 0.09
CB2 CTL2 -0.18
HB21 HAL2 0.09
HB22 HAL2 0.09
CG CEL1 -0.15
HG1 HEL1 0.15
CD CEL1l -0.15
HD1 HEL1 0.15
C C 0.51
0 ¢} -0.51
[ bonds ]
CB1 CA
CB2 CA
CG CB2
CD CG
N HN
N CA
C CA
C +N
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CB2 HB21
CB2 HB22
CG HG1
CD HD1
O C
[ impropers ]
N -C CA HN
C CA +N 0
[ cmap ]
-C N CA C +N

G oo dbwwdhdhDNDNNDNRPREFERPREOOO

[

D3R ]
[ atoms ]
N NH1 -0.47
HN H 0.31
CA CT1 0.16
CB1 CT3 -0.27
HBR11 HA3 0.09
HB12 HA3 0.09
HB13 HA3 0.09
CB2 CTL2 -0.18
HB21 HAL2 0.09
HB22 HAL2 0.09
CG CEL1 -0.15
HG1 HEL1 0.15
CD CEL1l -0.15
HD1 HEL1 0.15
C C 0.51
0 ¢} -0.51
[ bonds ]
CB1 CA
CB2 CA
CG CB2
CD CG
N HN
N CA
C CA
C +N
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CB2 HB21
CB2 HB22
CG HG1
CD HD1
0 C
[ impropers ]
N -C CA HN
C CA +N 0
[ cmap ]
-C N CA C

+N

Qo d P> WWNDNMNNNRERPRRPRRPROOO
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[

[

S3S 1]

[

[

[

atoms ]
N NH1
HN H
CA CT1
CBR1 CT3
HB11 HA3
HB12 HA3
HB13 HA3
CB2 CTL2
HB21 HAL2
HB22 HAL2
CG CTL2
HG1 HAL2
HG2 HAL2
CD CTL2
HD1 HAL2
HD2 HALZ2
C C
0 ¢}
bonds ]
CB1 CA
CB2 CA
CG CB2
CD CG
N HN
N CA
C CA
C +N
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CB2 HB21
CB2 HB22
CG HG1
CG HG2
CD HD1
CD HD2
O C
impropers ]
N -C
C CA
cmap ]
-C N

-0.47
0.31
0.16
-0.27
0.09
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
0.51
-0.51

CA
+N

CA C

HN

+N

G oo bdbdbwWwwdDNDNNDNRPRREFERPRPREREOOO

[ S3R ]

[ atoms ]
N NH1
HN H
CA CT1
CR1 CT3
HB11 HAS3
HB12 HA3
HB13 HA3
CB2 CTL2
HB21 HAL2
HB22 HAL2
CG CTL2
HG1 HALZ2
HG2 HALZ2
CD CTL2
HD1 HAL2
HD2 HALZ2
C C
0 ¢}

[ bonds
CB1 CA
CB2 CA
CG CB2
CD CG
N HN
N CA
C CA
C +N
CB1 HB11
CB1 HB12
CB1 HB13
CB2 HB21
CB2 HB22
CG HG1
CG HG2
CD HD1
CD HD2
0 C

[ impropers ]
N -C
C CA

[ cmap ]
-C N

-0.47
0.31
0.16
-0.27
0.09
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
-0.18
0.09
0.09
0.51
-0.51

CA
+N

CA C

HN

+N

G ad D DdDWWWNhDNNNNERFRREREREOOO
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9.1.3. RESIDUOS PARA GRAMPOS — GROMOS54A7

[ D5S 1 N CA C +N gd 45
[ atoms ] N CA C +N gd 42
N N -0.31000 0 N CA CB2 CG gd 34
H H 0.31000 0 CA CB2 CG CD gd 34
CA C 0.00000 1 CB2 CG CD CE gd 46
CB1 CH3 0.00000 1 CB2 CG CD CE gd 47
CB2 CH2 0.00000 1 CB2 CG CD CE gd 48
CG CH2 0.00000 2
CD CH2 0.00000 2
CE CR1 0.00000 3
CZ CR1 0.00000 3
C C 0.450 4
¢} ¢} -0.450 4
[ bonds ]
N H gb 2
N CA gb 21
CA CBR1 gb 27
CA CB2 gb 27
Ca C gb 27
CB2 CG gb 27
CG CD gb 27
CD CE gb 27
CE Cz gb 10
c o) gb 5
C +N gb 10
[ angles ]
-C N H ga_ 32
-C N CA ga_ 31
H N CA ga 18
N CA CB1 ga 13
N CA C ga 13
N CA CB2 ga 13
CB1 CA C ga 13
CB2 CA c ga 13
CB1 CA CB2 ga 13
CA CB2 CG ga 15
CB2 CG CD ga_15
CG CD CE ga_15
CD CE CZ ga 27
CA c o) ga 30
CA c +N ga 19
0 C +N ga_ 33
[ impropers ]
N -C CA H gi 1
CA N C CB2 gi 2
CA N c cBl gi 5
C N  CB2 cA gi 2
CB1 C CB2 cA gi 2
N CBl CB2 CA gi 2
C CA +N ¢} gi 1
[ dihedrals ]
-CA -C N CA gd 14
-C N CA C gd 44
-C N CA C gd 43
CB1 CA N -C gd 43
CB1 CA N -C gd 44
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[

D5R ]
[ atoms ]
N N
H H
CA C
CB1 CH3
CB2 CH2
CG CH2
CD CH2
CE CR1
CZ CR1
C C
0 0
[ bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CA CB2
CA C
CB2 CG
CG CD
CD CE
CE CzZ
C 0
C +N
[ angles ]
-C N
-C N
H N
N CA
N CA
N CA
CB1 CA
CB2 CA
CB1 CA
CA CB2
CB2 CG
CG CD
CD CE
CA C
CA C
0 C
[ impropers
N -C
CA N
CA N
N C
C CB1
CB1 N
C CA
[ dihedrals
-CA -C
-C N
-C N
CB1 CA
CB1 CA
N CA
N CA
N CA
CA CB2

.31
.31
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

0.
-0.

OO OO OO OooOo

gb 2
gb 21
gb 27
gb 27
gb 27
gb 27
gb 27
gb 27
gb 10
gb 5
gb 10

H
CA
CA
CB1
C
CB2
C

C

CB2
CG
CD
CE
CZ

0
+N
+N

]
CA

C

C

CB2
CB2
CB2
+N

]

N
CA
CA

000
000
000
000
000
000
000
000
000
450
450

ga 32
ga_ 31
ga_ 18
ga 13
ga 13
ga 13
ga 13
ga 13
ga 13
ga_ 15
ga_ 15
ga 15
ga 27
ga 30
ga 19
ga 33

CB2
CB1

BEWWNNNR R RE OO

gi 1
gi 2
gi 5
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1

gd 14
gd 44
gd 43
gd 43
gd_44
gd 45
gd 42
gd_ 34
gd_ 34

CB2
CB2
CB2

CG
CG
CG

CD
CD
CD

CE
CE
CE

gd 46
gd_ 47
gd 48
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[

D3S ]

[ atoms ]
N N
H H
CA C
CB1 CH3
CB2 CH2
CG CR1
CD CR1
C C
0 0
bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CA CB2
CA C
CB2 CG
CG CD
C 0
C +N
[ angles ]
-C N
-C N
H N
N CA
N CA
N CA
CB1 CA
CB2 CA
CB1 CA
CA CB2
CB2 CG
CA C
CA C
0 C
[ impropers
N -C
CA N
CA N
C N
CB1 C
N CB1
C CA
[ dihedrals
-CA -C
-C N
-C N
CB1 CA
CB1 CA
N CA
N CA
N CA

-0.31000
0.31000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

0.450
-0.450

gb 2

gb 21

gb 27

gb 27

gb 27

gb 27

gb 10

gb 5

gb 10
H ga_ 32

CA ga_ 31

CA ga_ 18

CB1 ga 13
C ga 13
CB2 ga 13
C ga 13
C ga 13
CB2 ga 13

CG ga_ 15

CD ga_ 27
¢} ga_ 30

+N ga_ 19

+N ga 33

]

CA H
c CB2
c CB1

CB2 CA
CB2 CA
CB2 CA
+N ¢}
]
N CA

CA C

CA C
N -C
N -C
C +N
C +N

CB2 CG

W wWwNhNEPE PP OO

gi 1
gi 2
gi 5
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1

gd 14
gd_44
gd 43
gd 43
gd 44
gd 45
gd 42
gd_ 34

[

D3R ]
[ atoms ]
N N
H H
CA C
CB1 CH3
CB2 CH2
CG CR1
CD CR1
C C
0 0
bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CA CB2
CA C
CB2 CG
CG CD
C 0
C +N
[ angles ]
-C N
-C N
H N
N CA
N CA
N CA
CB1 CA
CB2 CA
CB1 CA
CA CB2
CB2 CG
CA C
CA C
0 C
[ impropers
N -C
CA N
CA N
N C
C CB1
CB1 N
C CA
[ dihedrals
-CA -C
-C N
-C N
CB1 CA
CB1 CA
N CA
N CA
N CA

-0.31000
0.31000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

0.450
-0.450

gb 2

gb 21

gb_ 27

gb 27

gb 27

gb 27

gb 10

gb 5

gb 10
H ga_ 32

CA ga_ 31

CA ga_ 18

CB1 ga 13
C ga 13
CB2 ga 13
C ga 13
C ga 13
CB2 ga 13

CG ga_ 15

CD ga_ 27
¢} ga_ 30

+N ga_ 19

+N ga 33

]

CA H
C CB2
C CB1

CB2 CA
CB2 CA
CB2 CA
+N ¢}
]
N CA

CA C

CA C
N -C
N -C
C +N
C +N

CB2 CG

W WNhNNRERE PP OO

gi 1
gi 2
gi 5
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1

gd 14
gd_44
gd 43
gd 43
gd 44
gd 45
gd 42
gd_ 34
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[

S3S 1]

[ atoms ]
N N
H H
CA C
CB1 CH3
CB2 CH2
CG CH2
CD CH2
C C
0 0
[ bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CA CB2
CA C
CB2 CG
CG CD
C 0
C +N
[ angles ]
-C N
-C N
H N
N CA
N CA
N CA
CB1 CA
CB2 CA
CB1 CA
CA CB2
CB2 CG
CA C
CA C
0 C
[ impropers
N -C
CA N
CA N
C N
CB1 C
N CB1
C CA
[ dihedrals
-CA -C
-C N
-C N
CB1 CA
CB1 CA
N CA
N CA
N CA
CA CB2

-0.31000
0.31000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

0.450
-0.450

gb 2

gb 21

gb 27

gb 27

gb 27

gb 27

gb 27

gb 5

gb 10
H ga_ 32

CA ga_ 31

CA ga_ 18

CB1 ga 13
C ga 13
CB2 ga 13
C ga 13
C ga 13
CB2 ga 13

CG ga_ 15

CD ga_15
¢} ga_ 30

+N ga_ 19

+N ga 33

]

CA H
c CB2
c CB1

CB2 CA
CB2 CA
CB2 CA
+N ¢}
]
N CA

CA C

CA C
N -C
N -C
C +N
C +N

CB2 CG

CG CD

W wWwNhNEPE PP OO

gi 1
gi 2
gi 5
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1

gd 14
gd_44
gd 43
gd 43
gd 44
gd 45
gd 42
gd_ 34
gd_ 34

[

S3R ]
[ atoms ]
N N
H H
CA C
CB1 CH3
CB2 CH2
CG CH2
CD CH2
C C
0 0
[ bonds ]
N H
N CA
CA CB1
CA CB2
CA C
CB2 CG
CG CD
C 0
C +N
[ angles ]
-C N
-C N
H N
N CA
N CA
N CA
CB1 CA
CB2 CA
CB1 CA
CA CB2
CB2 CG
CA C
CA C
0 C
[ impropers
N -C
CA N
CA N
N C
C CB1
CB1 N
C CA
[ dihedrals
-CA -C
-C N
-C N
CB1 CA
CB1 CA
N CA
N CA
N CA
CA CB2

-0.31000
0.31000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000
0.00000

0.450
-0.450

gb 2

gb 21

gb_ 27

gb 27

gb 27

gb 27

gb 27

gb 5

gb 10
H ga_ 32

CA ga_ 31

CA ga_ 18

CB1 ga 13
C ga 13
CB2 ga 13
C ga 13
C ga 13
CB2 ga 13

CG ga_ 15

CD ga_ 15
¢} ga_ 30

+N ga_ 19

+N ga 33

]

CA H
C CB2
C CB1

CB2 CA
CB2 CA
CB2 Ca
+N ¢}
]
N CA

CA C

CA C
N -C
N -C
C +N
C +N

CB2 CG

CG CD

W WNhNNRERE PP OO

gi 1
gi 2
gi 5
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1

gd 14
gd_44
gd 43
gd 43
gd 44
gd 45
gd 42
gd_ 34
gd_ 34
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9.2.

Peptideos R3S5

type

9.2.1.
9.2.1.1.

[ atoms
nr
residue
1 N3
2 H
3 H
4 H
5 CT
6 HP
7 CT
8 HC
9 HC
10 CT
11 HC
12 HC
13 C
14 02
15 02
16 C
17 ¢}
residue
18 N
19 H
20 CT
21 H1
22 CT
23 HC
24 HC
25 Cc*
26 Cw
27 H4
28 NA
29 H
30 CN
31 CA
32 HA
33 CA
34 HA
35 CA
36 HA
37 CA
38 HA
39 CB
40 C
41 0
residue
42 N

]

resnr atom

W W NOMNRONNODNNOMROONODNODNONDLODNDRODNDNDNDND DN NDNNNRER R 2 B2 P P b b 2 e b e

GLU
N
H1
H2
H3
CA

HB1
HB2
CG

CD1
HD1
NE1
HE1
CE2
Cz2
HZ2
CH2
HH2
Cz3
HZ3
CE3
HE3
CD2

ALA

NGLU

TRP

ALA

43 H
44 CT
45 H1
46 CT
47 HC
48 HC
49 HC
50 C
51 O
residue
52 N
53 H
54 CT
55 CT
56 HC
57 HC
58 HC
59 CT
60 HC
6l HC
62 CA
63 HA
64 CA
65 HA
66 C
67 ¢}
residue
68 N
69 H
70 CT
71 H1
72 CT
73 H1
74 CT
75 HC
76 HC
77 HC
78 OH
79 HO
80 C
81 ¢}
residue
82 N
83 H
84 CT
85 H1
86 CT
87 HC
88 HC

OOy U1 TGO GOl Ol OOl OT G101 O R R D D S D D D D D D S DD DWW W W W W W

APENDICE Il = PARAMETROS ADICIONADOS DIRETAMENTE A TOPOLOGIA
PARAMETROS ADICIONADOS NOS CAMPOS DE FORGA ALL-ATOM

H
CA

CB1
HB11
HB12
HB13
CB2
HB21
HB22
CG
HG1

HB1
HB2

D6R

THR

ALA
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89 HC
90 C
91 ¢}
residue
92 N
93 H
94 CT
95 CT
96 HC
97 HC
98 HC
99 CT
100 HC
101 HC
102 CT
103 HC
104 HC
105 CT
106 HC
107 HC
108 C
109 o]
residue
110 N
111 H
112 CT
113 H1
114 CT
115 HC
116 HC
117 HC
118 C
119 O
residue
120 N
121 H
122 CT
123 H1
124 CT
125 HC
126 HC
127 CT
128 HC
129 HC
130 CT
131 HC
132 HC
133 CT
134 HP
135 HP
136 N3
137 H

W W W W W W W W W W WOWWWOWLWWOUuLWwWuwWwaow o W 0 0 W O W 0 W O J J 9 9 9999999999999 <39<9o0o o0 o

HB1
HB2
CG
HG1
HG2
CD
HD1
HD2
CE
HE1
HE2
NZ
HZ1

ALA

LYS

138 H
139 H
140 C
141 O
residue
142 N
143 H
144 CT
145 H1
146 CT
147 HC
148 HC
149 CA
150 CA
151 HA
152 CA
153 HA
154 CA
155 HA
156 CA
157 HA
158 CA
159 HA
160 C
161 0
residue
162 N
163 H
164 CT
165 H1
166 CT
167 HC
168 HC
169 CT
170 HC
171 CT
172 HC
173 HC
174 HC
175 CT
176 HC
177 HC
178 HC
179 C
180 0
residue
181 N
182 H
183 CT
184 H1
185 CT
186 HC

O O O

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12
12
12
12

HB1
HB2
CG

CD1
HD1
CEl
HE1

HB1
HB2

HB1

PHE

LEU

96



187 HC
188 HC
189 C
190 o]
residue
191 N
192 H
193 CT
194 H1
195 CT
196 HC
197 HC
198 HC
199 C
200 0
residue
201 N
202 H
203 CT
204 H1
205 CT
206 HC
207 HC
208 CcC
209 NA
210 H
211 CR
212 H5
213 NA
214 H
215 )
216 H4
217 C
218 0
residue
219 N
220 H
221 CT
222 H1
223 CT
224 HC
225 HC
226 HC
227 C
228 02
229 02
[ bonds
; ai aj
04

]

105

[ pairs ]

12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

funct

aj

HB1
HB2
HB3

OoC1l
0oc2

ALA

HID

CALA

funct

]
ak
105
105
105
105
04
105
102
102
102

T R R e e L

ak

106
107
105
105

al
106
107
106
107
106
102
103
104
99

Peptideos R5S3

59 105
63 105
62 102
62 106
62 107
64 103
64 104
64 99
65 106
65 107
65 102

[ angles ]

;ai aj
64 105
64 105
62 64
65 04

[ dihedrals

; ai aj
65 64
65 04
62 04
62 04
63 62
65 64
64 105
64 105
64 105

9.2.1.2.

[ atoms

nr type

residue

1 N3

2 H

3 H

4 H

5 CT

6 HP

7 CT

8 HC

9 HC

10 CT

11 HC

12 HC

13 C

14 02

15 02

16 C

17 0

residue

18 N

]

resnr atom

I N e e e e e e e e e e e e

GLU
N
H1
H2
H3
CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
HG1
HG2
CD
CE1l
OE2

TRP

funct

= e

funct

NeJ

O W W W WO W LW

NGLU

TRP
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19 H

20 CT
21 H1
22 CT
23 HC
24 HC
25 c*
26 CW
27 H4
28 NA
29 H

30 CN
31 CA
32 HA
33 CA
34 HA
35 CA
36 HA
37 CA
38 HA
39 CB
40 C

41 O

residue

42 N

43 H

44 CT
45 H1
46 CT
47 HC
48 HC
49 HC
50 C

51 0

residue

52 N

53 H

54 CT
55 CT
56 HC
57 HC
58 HC
59 CT
60 HC
61 HC
62 CT
63 HC
04 HC
65 CT
66 HC
67 HC
68 C

O R DS D DD D DR DD DD DD PR WWWWWWWWWWWDNDDNDNDDNDDNDDNDDNDDNDDNDDNDDNDDNDDNDDMNDDNDDNDDNDNDDNDDNDDNDDNDDND

HB1
HB2
HB3

CB1
HB11
HB12
HB13
CB2
HB21
HB22
CG
HG1
HG2
CD
HD1
HD2

ALA

S8R

69 ¢}
residue
70 N
71 H
72 CT
73 H1
74 CT
75 H1
76 CT
77 HC
78 HC
79 HC
80 OH
81 HO
82 C
83 0
residue
84 N
85 H
86 CT
87 H1
88 CT
89 HC
90 HC
91 HC
92 C
93 0
residue
94 N
95 H
96 CT
97 CT
98 HC
99 HC
100 HC
101 CT
102 HC
103 HC
104 CA
105 HA
106 CA
107 HA
108 C
109 0
residue
110 N
111 H
112 CT
113 H1
114 CT
115 HC
116 HC

QO GO 0O O 0 00 W O N J J J 9 J J 9 9 9 9 9999303000000 0000 o0oyo oo oo oo o oo oo oo OO

THR

CB1
HB11
HB12
HB13
CB2
HB21
HB22
CG
HG1

HB1
HB2

THR

ALA

D6S

ALA

98



117 HC
118 C
119 ¢}
residue
120 N
121 H
122 CT
123 H1
124 CT
125 HC
126 HC
127 CT
128 HC
129 HC
130 CT
131 HC
132 HC
133 CT
134 HP
135 HP
136 N3
137 H
138 H
139 H
140 C
141 O
residue
142 N
143 H
144 CT
145 H1
146 CT
147 HC
148 HC
149 CA
150 CA
151 HA
152 CA
153 HA
154 CA
155 HA
156 CA
157 HA
158 CA
159 HA
160 C
161 O
residue
162 N
163 H
164 CT
165 H1

O W W W W W W W W W W W W W WO WOW WUV ooVuowuwow o o

e = S S = T T = T S e B B e = T = T = T Y Sy S Gy B S Vo
HE R R PR OO0OO0O0O0OO0OO0O000O0OO0OO0OO0O0O0O0OOoOOoO OO O

HB1
HB2
CG

CD1
HD1
CEl
HE1

LYS

PHE

LEU

166 CT
167 HC
168 HC
169 CT
170 HC
171 CT
172 HC
173 HC
174 HC
175 CT
176 HC
177 HC
178 HC
179 C
180 0
residue
181 N
182 H
183 CT
184 H1
185 CT
186 HC
187 HC
188 HC
189 C
190 O
residue
191 N
192 H
193 CT
194 H1
195 CT
196 HC
197 HC
198 HC
199 C
200 0
residue
201 N
202 H
203 CT
204 H1
205 CT
206 HC
207 HC
208 CcC
209 NA
210 H
211 CR
212 H5
213 NA
214 H

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14

CB
HB1
HB2

HB1
HB2
CG

ND1
HD1
CEl
HE1
NE2
HE2

ALA

ALA

HID
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215
216
217
218

CW
H4
C
o]

residue

219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229

N

H

CT
H1
CT
HC
HC
HC
C

02
02

[ bonds

’

ai
65

aj

[ pairs

’

ai
59
63
64
65

65
66
67
66
67
62
62

[ angles

’

ai
62
66
67
65
65

]

106

]

106
106
106
107

101
107
107
104
104
107
104

]
aj
65
65
65
106
106

[ dihedrals

’

ai
59
62
62
63
64
65
65
66
66
67

1
1

aj
62
65
65
62
62
06
06
65
65
65

14 CD2
14 HD2
14 C
14 0
15 ALA CALA
15 N
15 H
15 CA
15 HA
15 CB
15 HB1
15 HB2
15 HB3
15 C
15 oC1
15 oCc2
funct
1
aj funct
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
ak funct
106 1
106 1
106 1
107 1
104 1
]
ak al funct
65 106 9
106 107 9
106 104 9
65 106 9
65 106 9
104 105 9
104 101 9
106 104 9
106 107 9
106 104 9

106

107

Peptideos R5S5

67 65
9.2.1.3.

[ atoms
nr type
residue
1 N3
2 H
3 H
4 H
5 CT
6 HP
7 CT
8 HC
9 HC
10 CT
11 HC
12 HC
13 C
14 02
15 02
16 C
17 0
residue
18 N
19 H
20 CT
21 H1
22 CT
23 HC
24 HC
25 Cc*
26 cw
27 H4
28 NA
29 H
30 CN
31 CA
32 HA
33 CA
34 HA
35 CA
36 HA
37 CA
38 HA
39 CB
40 C
41 0
residue
42 N

]

resnr atom

W W N NN MNDDNDNDDDNDDNDNDNDDNDDNDDNDNDNDNDMNDNDNDNDNDNdDMNdDMbdDNDNNRFREPRrPRPrPREPERERPRPrPRPRPRPRRPRRRRPRRRRBRE

GLU
N
H1
H2
H3
CA

HB1
HB2
CG

CD1
HD1
NE1
HE1
CE2
Cz2
HZ2
CH2
HH2
Cz3
HZ3
CE3
HE3
CD2

ALA

NGLU

TRP

ALA

100



43 H

44 CT
45 H1
46 CT
47 HC
48 HC
49 HC
50 C

51 0

residue

52 N

53 H

54 CT
55 CT
56 HC
57 HC
58 HC
59 CT
60 HC
6l HC
62 CT
63 HC
04 HC
65 CT
66 HC
67 HC
68 C

69 0

residue

70 N

71 H

72 CT
73 H1
74 CT
75 H1
76 CT
77 HC
78 HC
79 HC
80 OH
81 HO
82 C

83 o}

residue

84 N

85 H

86 CT
87 H1
88 CT
89 HC
90 HC
91 HC

Y O O O OO0 O O O O U1 U1 U O g O O g O g O O O O O b o D D D DD DD D DD DD DD DD DWW W W W

CA
HA
CB
HB1
HB2
HB3

HB1
HB2
HB3

S8R

THR

ALA

92 C

93 O

residue

94 N

95 H

96 CT
97 CT
98 HC
99 HC
100 HC
101 CT
102 HC
103 HC
104 CT
105 HC
106 HC
107 CT
108 HC
109 HC
110 CA
111 HA
112 CA
113 HA
114 C

115 0

residue

116 N

117 H

118 CT
119 H1
120 CT
121 HC
122 HC
123 HC
124 C

125 ¢}

residue

126 N

127 H

128 CT
129 H1
130 CT
131 HC
132 HC
133 CT
134 HC
135 HC
136 CT
137 HC
138 HC
139 CT
140 HP

W W W W W W W W W WOWWOWWwWWWWwWWuWwWwaoow o W O O 0 O 0 0 W J J J J9 J 9 9 99 9999999999999 39o0o o

HB11
HB12
HB13
CB2
HB21
HB22
CG
HG1
HG2
CD
HD1
HD2
CE
HE1

HB1
HB2
CG

HG1
HG2
CD

HD1
HD2
CE

HE1

ALA

LYS

101



141 HP
142 N3
143 H
144 H
145 H
146 C
147 ¢}
residue
148 N
149 H
150 CT
151 H1
152 CT
153 HC
154 HC
155 CA
156 CA
157 HA
158 CA
159 HA
160 CA
161 HA
162 CA
163 HA
164 CA
165 HA
166 C
167 0
residue
168 N
169 H
170 CT
171 H1
172 CT
173 HC
174 HC
175 CT
176 HC
177 CT
178 HC
179 HC
180 HC
181 CT
182 HC
183 HC
184 HC
185 C
186 0
residue
187 N
188 H
189 CT

O W W W W O

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12

HB1
HB2
CG

CD1
HD1
CEl
HE1

HB1
HB2

PHE

LEU

190 H1
191 CT
192 HC
193 HC
194 HC
195 C
196 0
residue
197 N
198 H
199 CT
200 H1
201 CT
202 HC
203 HC
204 HC
205 C
206 0
residue
207 N
208 H
209 CT
210 H1
211 CT
212 HC
213 HC
214 CcC
215 NA
216 H
217 CR
218 H5
219 NA
220 H
221 CW
222 H4
223 C
224 0
residue
225 N
226 H
227 CT
228 H1
229 CT
230 HC
231 HC
232 HC
233 C
234 02
235 02
[ bonds
; ail aj
65

]

112

12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

funct

ALA ALA

HID HID

ALA CALA

HB1
HB2
HB3

OC1
OoC2

102



67 65 112 1

[ pairs ] 65 112 113 1
; ai aj funct 6 112 110 1
59 112 1
63 112 1 [ dihedrals ]
64 112 1 ; ai aj ak al funct
65 111 1 59 62 65 112 9
65 107 1 62 65 112 113 9
66 113 1 62 65 112 110 9
67 113 1 63 62 65 112 9
66 110 1 64 62 65 112 9
67 110 1 65 112 110 111 9
62 113 1 65 112 110 107 9
62 110 1 66 65 112 110 9
66 65 112 113 9
[ angles ] . - 67 65 112 110 9
; al a a unc
s 6% 30 . 67 65 112 113 9
66 65 112 1
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9.2.2. PARAMETROS ADICIONADOS NO GROMOS54A7
9.2.2.1. Peptideos R3S5

[ atoms ] 44 CH2 4 CB2
;  nr type resnr atom 45 CR1 4 CG
;  residue 1 GLU GLU 46 CR1 4 CD
1 NL 1 N 47 C 4 C
2 H 1 H1 48 0 4 )
3 H 1 H2 ; residue 5 THR THR
4 H 1 H3 49 N 5 N
5 CH1 1 CA 50 H 5 H
6 CH2 1 CB 51 CH1 5 CA
7 CH2 1 CG 52 CH1 5 CB
8 C 1 CD 53 OA 5 0G1l
9 oM 1 OE1l 54 H 5 HG1
10 oM 1 OE2 55 CH3 5 CG2
11 C 1 C 56 C 5 C
12 o] 1 0 57 ¢) 5 0
;  residue 2 TRP TRP ;  residue [ ALA ALA
13 N 2 N 58 N 6 N
14 H 2 H 59 H 6 H
15 CH1 2 CA 60 CH1 6 CA
16 CH2 2 CB 6l CH3 6 CB
17 C 2 CG 62 C 6 C
18 C 2 CD1 63 0 6 0
19 HC 2 HD1 ; residue 7 S3S S3S
20 C 2 CD2 64 N 7 N
21 NR 2 NE1 65 H 7 H
22 H 2 HE1 66 C 7 CA
23 C 2 CE2 67 CH3 7 CB1
24 C 2 CE3 68 CH2 7 CB2
25 HC 2 HE3 69 CH2 7 CG
26 C 2 Ccz2 70 CH2 7 CD
27 HC 2 HZ2 71 C 7 C
28 C 2 CZ3 72 0 7 0
29 HC 2 HZ3 ;  residue 8 ALA ALA
30 C 2 CH2 73 N 8 N
31 HC 2 HH2 74 H 8 H
32 C 2 C 75 CH1 8 CA
33 0 2 0 76 CH3 8 CB
;  residue 3 ALA ALA 77 C 8 C
34 N 3 N 78 0 8 0
35 H 3 H ; residue 9 LYS LYSH
36 CH1 3 CA 79 N 9 N
37 CH3 3 CB 80 H 9 H
38 C 3 C 81 CH1 9 CA
39 0 3 0 82 CH2 9 CB
;  residue 4 D3R D3R 83 CH2 9 CG
40 N 4 N 84 CH2 9 CD
41 H 4 H 85 CH2 9 CE
42 C 4 CA 86 NL 9 Nz
43 CH3 4 CB1 87 H 9 HZ1
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88 H
89 H
90 C
91 o]
residue
92 N
93 H
94 CH1
95 CH2
96 C
97 C
98 HC
99 C
100 HC
101 C
102 HC
103 C
104 HC
105 C
106 HC
107 C
108 o]
residue
109 N
110 H
111 CH1
112 CH2
113 CH1
114 CH3
115 CH3
116 C
117 0
residue
118 N
119 H

[ bonds ]
;ai aj

46 70

[ pairs ]

;ai aj
45 70
46 69

[ angles ]

;ai aj
45 46
46 70

[ dihedrals

;ai aj
42 44
45 46

9 HZ2
9 HZ3
9 C
9 0
10 PHE PHE
10 N
10 H
10 CA
10 CB
10 CG
10 CD1
10 HD1
10 CD2
10 HD2
10 CEl
10 HE1
10 CE2
10 HE2
10 CZ
10 HZ
10 C
10 0
11 LEU LEU
11 N
11 H
11 CA
11 CB
11 CG
11 CD1
11 CD2
11 C
11 0
12 ALA ALA
12 N
12 H
funct
2 gb 27
funct
1
1
ak funct
70 2 ga 27
69 2 ga 27
]
ak al funct

45 46 3
70 69 3

120 CH1
121 CH3
122 C
123 0
residue
124 N
125 H
126 CH1
127 CH3
128 C
129 0
residue
130 N
131 H
132 CH1
133 CH2
134 C
135 NR
136 C
137 HC
138 C
139 HC
140 NR
141 H
142 C
143 O
residue
144 N
145 H
146 CH1
147 CH3
148 C
149 oM
150 oM
cl c2
.17 7.8
.17 7.8

12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
15

c3

4.4
4.4

ALA ALA

HIS HISA

ALA ALA

cd c

0.0
0.0

o O Ul
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9.2.2.2.

[ atoms ]

;  nr type

;  residue
1 NL
2 H
3 H
4 H
5 CH1
6 CH2
7 CH2
8 C
9 oM
10 OM
11 C
12 0

;  residue
13 N
14 H
15 CH1
16 CH2
17 C
18 C
19 HC
20 C
21 NR
22 H
23 C
24 C
25 HC
26 C
27 HC
28 C
29 HC
30 C
31 HC
32 C
33 0

;  residue
34 N
35 H
36 CH1
37 CH3
38 C
39 0

;  residue
40 N
41 H
42 C
43 CH3
44 CH2
45 CH2
46 CH2
47 C
48 0

;  residue
49 N
50 H
51 CH1

resnr atom

GO OO BB BSSDDDDDBAEDWLWWWWWWWNNDNDMNDNDNDNDNDNDNDMNDMDMDMNDNDNDNDNDMNDMNDNDNRERPRPRPRRRRRRRRERE

Peptideos R5S3

GLU
N
H1
H2
H3
CA
CB

GLU

TRP

ALA

S3R

THR

52 CH1
53 OA
54 H
55 CH3
56 C
57 0
residue
58 N
59 H
60 CH1
6l CH3
62 C
63 0
residue
64 N
65 H
66 C
67 CH3
68 CH2
69 CR1
70 CR1
71 C
72 0
residue
73 N
74 H
75 CH1
76 CH3
77 C
78 0
residue
79 N
80 H
81 CH1
82 CH2
83 CH2
84 CH2
85 CH2
86 NL
87 H
88 H
89 H
90 C
91 0
residue
92 N
93 H
94 CH1
95 CH2
96 C
97 C
98 HC
99 C
100 HC
101 C
102 HC
103 C
104 HC

O W W W WWWWOWWOWWWWOUWOoWOoOoWOoWOoOoWwWOo--JJIJJJIJIJIJIJIJooOmoroyoyoy oy U Ul o1 Ul U Ol

e )
o oo

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

CB1
CB2

CD1
HD1
CD2
HD2
CEl
HE1
CE2
HE2

ALA

D3S

ALA

LYSH

PHE

106



105 C 10 CZ 128 C 13
106 HC 10 HZ 129 0 13
107 C 10 C ;  residue 14
108 ¢} 10 ¢} 130 N 14
; residue 11 LEU LEU 131 H 14
109 N 11 N 132 CH1 14
110 H 11 H 133 CH2 14
111 CH1 11 CA 134 C 14
112 CH2 11 CB 135 NR 14
113 CH1 11 CG 136 C 14
114 CH3 11 CD1 137 HC 14
115 CH3 11 CD2 138 C 14
116 C 11 C 139 HC 14
117 ¢} 11 ¢} 140 NR 14
; residue 12 ALA ALA 141 H 14
118 N 12 N 142 C 14
119 H 12 H 143 O 14
120 CH1 12 CA ;  residue 15
121 CH3 12 CB 144 N 15
122 C 12 C 145 H 15
123 O 12 O 146 CH1 15
; residue 13 ALA ALA 147 CH3 15
124 N 13 N 148 C 15
125 H 13 H 149 oM 15
126 CH1 13 CA 150 oM 15
127 CH3 13 CB
[ bonds ]
;o ai aj funct
46 70 gb 27
[ pairs ]
;o oai aj funct
44 70
45 69
46 68
[ angles ]
;o oai aj ak funct
45 46 70 1 ga 15
46 70 69 1 ga 27
[ dihedrals ]
;o oai aj ak al funct c0 cl c2 c3
45 46 70 69 3 2.885 4.17 7.8 4.4
66 68 69 70 3 2.885 4.17 7.8 4.4
9.2.2.3. Peptideos R5S5
[ atoms ]
; nr type resnr atom 8 C 1
;  residue 1 GLU GLU 9 oM 1
1 NL 1 N 10 oM 1
2 H 1 H1 11 C 1
3 H 1 H2 12 0 1
4 H 1 H3 ; residue 2
5 CH1 1 CA 13 N 2
6 CH2 1 CB 14 H 2
7 CH2 1 CG 15 CH1 2

Q
i

[eNe]

c5

[eNe]
[eNe]
[eNe]
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16 CH2
17 C
18 C
19 HC
20 C
21 NR
22 H
23 C
24 C
25 HC
26 C
27 HC
28 C
29 HC
30 C
31 HC
32 C
33 o]
residue
34 N
35 H
36 CH1
37 CH3
38 C
39 o]
residue
40 N
41 H
42 C
43 CH3
44 CH2
45 CH2
46 CH2
47 C
48 ¢}
residue
49 N
50 H
51 CH1
52 CH1
53 OA
54 H
55 CH3
56 C
57 ¢}
residue
58 N
59 H
60 CH1
0l CH3
62 C
63 o]
residue
04 N
65 H
66 C
67 CH3
68 CH2
69 CH2
70 CH2

N JJJJJJJoooOoOoooUrugrarororOrOr OOl ar b b DD DD WWWWWWWNNDNDMNDMNDNDNDNDNDNDMNDMNDMNDMNDNDDNDDNDDN

CB1
CB2
CG
CDh

ALA

S3S

THR

ALA

D5R

71 CR1
72 CR1
73 C
74 O
residue
75 N
76 H
77 CH1
78 CH3
79 C
80 0
residue
81 N
82 H
83 CH1
84 CH2
85 CH2
86 CH2
87 CH2
88 NL
89 H
90 H
91 H
92 C
93 0
residue
94 N
95 H
96 CH1
97 CH2
98 C
99 C
100 HC
101 C
102 HC
103 C
104 HC
105 C
106 HC
107 C
108 HC
109 C
110 0
residue
111 N
112 H
113 CH1
114 CH2
115 CH1
116 CH3
117 CH3
118 C
119 0
residue
120 N
121 H
122 CH1
123 CH3
124 C
125 0

O W W W W WOWWOWWOWWOUWWOWOUOWWOWOoow o o o O 0 JJJJ

)
o oo

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12
12
12
12

CDh1
HD1
CD2
HD2
CEl
HE1
CE2
HE2

ALA

LYSH

PHE

LEU

ALA
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residue
126 N
127 H
128 CH1
129 CH3
130 C
131 0
residue
132 N
133 H
134 CH1
135 CH2
136 C
137 NR

138 C
[ bonds ]
; ai

46

aj
72

[ pairs ]
; ai

45

46

aj
72
71

[ angles ]

; ai aj
45 46
46 72

[ dihedrals

;ai aj
45 46
69 70

13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14

14

ak
72
71

]
ak
72
71

ALA ALA

HISA

ND1
CD2
funct

2 gb_ 27

funct

funct
1 ga 15
1 ga 27

al funct
71 3 2
72 3 2

139 HC
140 C
141 HC
142 NR
143 H
144 C
145 O
;  residue
146 N
147 H
148 CH1
149 CH3
150 C
151 OM
152 OM
cO cl c2
.885 4.17 7.8
.885 4.17 7.8

14 HD2
14 CE1l
14 HE1
14 NE2
14 HE2
14 C
14 0O
15 ALA
15 N
15 H
15 CA
15 CB
15 C
15 ol
15 02
c3 c4
4.4 0.0
4.4 0.0

O O N

ALA

el e]
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