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Resumo

O estudo de sistemas moleculares através de metodologias computacionais tem ganhado
destaque no meio cientifico. Em particular, a busca do entendimento da estrutura e dinamica de
peptideos mostra-se promissor, pois, apesar de serem tradicionalmente considerados sistemas
de baixa estabilidade conformacional, suas caracteristicas os tornam moléculas com um grande
potencial biotecnolégico e terapéutico. Dentre as modificacbes que podem ser feitas para
interferir na manutencdo estrutural de peptideos est3o a adicdo de restritores conformacionais,
como grampos olefinicos, e a adicdo de acicares, como a S-glicosilacdo. Neste trabalho,
investigou-se o impacto dessas modificacGes em peptideos através de simulacoes por dindmica
molecular. O tratamento de peptideos grampeados por diferentes campos de forca mostrou que
o campo de forca GROMOS54A7 apresentou melhor desempenho, mas ainda n3o reproduz na
totalidade os efeitos observados experimentalmente. As simulacdes de peptideos antimicrobianos
S-glicosilados indicam que essa modificacdo incomum tem um impacto na flexibilidade do
peptideo, o que pode ter um impacto direto em sua atividade. Nos dois casos, seja com
grampos olefinicos, seja com S-glicosilacdo, é possivel antecipar o efeito conformacional dessas
modificacdes em peptideos. A obtencao de informacdes estruturais in silico permite a reducao
de custos associados ao desenvolvimento de peptideos modificados e contribui para a possivel

modulacao de processos biolégicos de forma controlada e eficiente.



Abstract

The study of molecular systems through computational methodologies has been gathe-
ring attention in the scientific community. The search for understanding the structure and
dynamics of peptides is particularly promising, in spite of being traditionally considered systems
with low conformational stability, because of their great biotechnological and therapeutic
potential. Among the changes that can be made in order to allow the structural maintenance
of the peptides, are the addition of restrictors, such as olefinic staples, and the addition of
sugars, such as an S-glycosylation. In this work, we investigate the impact of these peptide
modifications through simulations. The description of stapled peptide dynamics by different
force fields showed that the GROMOSb54A7 force field performed better than others, but it still
does not reproduce the effects observed experimentally. Simulations of antimicrobial peptides
show a significant impact of S-glycosylation on their flexibility, which can directly impact its
activity. In both cases, either with all-hydrocarbon staples or with glycosylation, it is possible
to anticipate the effect of these changes on their peptides. Obtaining structural information in
silico allows the reduction of costs associated with the development of modified peptides, and

contributes to the possible modulation of biological processes in a controlled and efficient way.
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1 Introducao

1.1 Estrutura de biomoléculas

Desde seus primoérdios, a espécie humana busca entender o ambiente ao seu redor
e utilizd-lo na resolucdo de problemas. Inicialmente através da tentativa e erro, o uso e a
modificacdo de organismos para servir a um propésito foi sendo aprimorado a partir da soma
dos conhecimentos passados. AcGes como a ingestdo de determinadas plantas para tratar
doencas e ferimentos (JUNIOR; ALBUQUERQUE, 2018), ou o cruzamento de individuos com
alguma caracteristica desejavel (GUPTA, 2004), tiveram um grande impacto na qualidade de

vida humana.

Especialmente a partir do século XX, uma série de revolucdes cientificas impulsionaram o
rapido desenvolvimento das ciéncias bioldgicas, impactando profundamente nossa relacdo com o
ambiente, e, portanto, nossa capacidade de modifica-lo. Essas revolucGes incluem a descoberta
dos antibiéticos (FLEMING, 1929), e da estrutura de moléculas biolégicas como o DNA
(WATSON; CRICK et al., 1953) e proteinas (PERUTZ et al., 1960). Embora seja impossivel
mensurar o impacto dessas revolucdes na ciéncia, ele pode ser visto em areas de pesquisa
como a microbiologia, que estuda a estrutura, func3o, e classificacao de microorganismos; a
biologia molecular, que estuda as estruturas e processos biolégicos que envolvem moléculas
como DNA ou proteinas; e a engenharia de moléculas, que busca desenhar e testar propriedades

moleculares.

Conforme a sociedade se desenvolve e cria novas necessidades, a ciéncia tem novos
desafios para abordar. Por isso, busca-se explorar o repositério da natureza para investigar
problemas, encontrar solucdes ou inspiracoes, e utiliza-las para implementar tecnologias para a
humanidade. (HEBERLE; AZEVEDO, 2011) Para isso, é necessario ter informacdes disponiveis
sobre como esses processos bioldgicos ocorrem, quais os componentes envolvidos, as condicoes
necessarias para replicar essa ocorréncia, e se estas varidveis podem ser modificadas. A inves-
tigacdo cientifica da estrutura de biomoléculas nos fornece evidéncias para tentar responder
esses questionamentos, auxiliando no entendimento de suas funcdes, e portanto permitindo a

modulacdo dos processos biolégicos nos quais estdo envolvidas.
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1.2 Um breve histérico da Biologia Estrutural

Assim como a de qualquer molécula, a estrutura de proteinas n3o é estatica, e sim
possui movimentos decorrentes das interacdes entre seus atomos componentes, além de com o
meio no qual ela esta inserida. Essa flexibilidade pode estar diretamente associada a interacdo
com seu alvo bioldgico (que também é flexivel), e portanto a sua fun¢do. O conjunto dessas
conformacoes biologicamente relevantes, de baixa energia livre, e no meio em que a molécula

exerce suas fungdes, é denominado “estado nativo” (VERLI, 2014).

As bases da biologia estrutural foram estabelecidas na década de 1950 com uma série
de experimentos que revelaram que a sequéncia de aminoacidos determina a conformacao
proteica, e portanto sua funcdo (STRASSER; CHADAREVIAN, 2011). Em 1949, L. Pauling
demonstrou que a anemia falciforme era associada a uma mudanca fisica na estrutura da
hemoglobina, possivelmente por uma mudanca na composicdo de sua sequéncia de aminoacidos
(ITANO; PAULING, 1949). Essa diferenca foi atribuida a mudanca de apenas um residuo de
aminoacido em 1957 por V. M. Ingram (INGRAM et al., 1957). A relacdo entre a sequéncia
e func3do foi refinada por C. Anfisen em seu trabalho com a enzima ribonuclease, que lhe
rendeu o Prémio Nobel de Quimica em 1972. Quando em condicGes desnaturantes, ao ser
incubada com ureia e beta-mercaptoetanol, a ribonuclease perdeu totalmente sua atividade
catalitica - dessa forma, descobriu-se a relacao entre a conformacdo nativa de uma proteina
e sua funcdo. Em seguida, através de um processo de dilise, notou-se que a ribonuclease
readquiria sua atividade aos poucos, deduzindo-se a reaquisicdo da forma cataliticamente ativa.
De tais experimentos decorre-se o postulado de Anfinsen, ou hipétese termodinamica, em que
a informacdo necessaria para a formacao da estrutura tridimensional nativa da proteina esta
contida em sua sequéncia. (ANFINSEN, 1973) Assim, a estrutura nativa deve ser aquela cuja
conformacdo seja a de menor energia livre ((nica), que é resistente a pequenas mudancas no
ambiente (estavel), e que seja possivel chegar no estado enovelado a partir de desenovelados

em um periodo de tempo bioldgico (cineticamente acessivel) (VERLI, 2014).

A energia utilizada por sistemas biolégicos, como células e proteinas, em reacoes
bioquimicas, como é o caso do enovelamento, provém de trocas energéticas com o seu entorno.

Essas trocas podem ser descritas por trés unidades termodinamicas:

e Entalpia (H), que descreve a quantidade de calor de um sistema, que depende do
conteldo, tipo, e quantidade de ligacGes quimicas dos reagentes e produtos de uma
reacdo. A variacdo de entalpia AH indica quanto calor é transferido em pressio constante.
Valores positivos de AH indicam absorcdo de calor; valores negativos indicam que o

sistema perdeu calor para o ambiente.
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e Entropia (S), que é uma medida de desordem do sistema. Valores elevados indicam
um arranjo desordenado, e valores baixos denotam ordem, de forma que a mudanca de

entropia mede a dispersao de energia em um processo.

e Energia de Gibbs (G), que descreve a quantidade de energia disponivel para promover

trabalho em um sistema. E uma funcdo da entalpia e entropia:

G=H-TS

Em temperatura e pressdo constantes, a diferenca de energia livre é:

AG =AH —-TAS

A energia livre de Gibbs de um sistema depende, portanto, do arranjo espacial de
suas moléculas, bem como de sua composicdo e interacées quimicas. Dessa forma, uma
molécula biolégica ocupa diferentes conformacoes em equilibrio quimico de acordo com sua
energia livre de Gibbs, pois suas conformacdes variam em tipos e quantidades de interacGes
intra- e intermoleculares, além de interagirem com o solvente no qual estio inseridas em
diferentes arranjos espaciais. Assim, proteinas e outras biomoléculas possuem diferentes estados
conformacionais em equilibrio quimico de acordo com sua energia livre de Gibbs (GARRETT;
GRISHAM, 2016).

Porém, algumas questdes relativas ao enovelamento proteico se contrapoem ao postulado
de Anfinsen. Nem toda proteina é capaz de readquirir sua estrutura nativa, acabando por
se agregar inespecificamente a outras cadeias polipeptidicas (ZETTLMEISSL; RUDOLPH,;
JAENICKE, 1979). Portanto, embora a termodindmica determine o enovelamento, é necessario
considerar a cinética e as interacOes intermoleculares inespecificas entre proteinas in vivo. A
acao de chaperonas moleculares, que sdo proteinas que auxiliam outras proteinas a se enovelar
em sua estrutura nativa, parece ocorrer de forma passiva, criando um microambiente para
proteger seu alvo de agregacdo, e ndo por atuar ativamente no enovelamento (ELLIS, 2001;
DAHIYA; BUCHNER, 2019).

Com base nesses estudos, construiu-se a ideia do dogma central da biologia molecular,
que explica como a informacao guardada no material genético na forma de acido desoxirribonu-
cleico (DNA) ou ribonucleico (RNA) é passada adiante e traduzida em proteinas, que serdo
as efetoras de grande parte dos processos biolégicos (Figura 1). Adicionalmente, tal esquema
pode ser complementado com modificacGes co- ou pds-traducionais, tais como glicosilac3o,
fosforilacdo, e adicdo de cauda poli-A (VERLI, 2014; ALBERTS et al., 2015).
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REPLICAGAO

) l‘]’l‘MM‘{u lm\‘\» lm“ DNA

«%s.  PROTEINA

TRADUCAO
GLICOSILAGAO

ENOVELAMENTO

5 RECONHECIMENTO ,
MOLECULAR PROTEINA
ENOVELADA

Figura 1 — Representacdo do dogma central da biologia molecular. Tradicionalmente, a informacdo é
armazenada no DNA, que tem capacidade de replicacdo. O fluxo de informacao é expresso
através da transcricio de DNA em RNA, que é traduzido em proteina, que podera efetuar
a func3o bioldgica. Adicionalmente, os processos de enovelamento, glicosilacdo e de
reconhecimento molecular sdo acrescentados, devido ao seu carater fundamental para a
manifestacdo da fungdo génica. Adaptado de (VERLI, 2014).

No entanto, se considerarmos que proteinas possuem muitas ligacdes rotacionaveis,
para que estas possam explorar todas as conformacdes possiveis serd necessario um tempo
astronémico. Esse exercicio de pensamento é conhecido como o paradoxo de Levinthal, e
mostra o qudo complexo é o processo de enovelamento. Entretanto, o enovelamento proteico
ocorre com mais facilidade do que isso, com pequenas proteinas se enovelando em pequenas
escalas de tempo. O préprio Levinthal, quando propds seu paradoxo, ja retornou a soluc3o:
o processo de enovelamento é acelerado e guiado pela rapida formacao de interacoes locais,
que por sua vez determinam o enovelamento a seguir; isso sugere que residuos de aminoacidos
formam interacdes estaveis com seus vizinhos, servindo de pontos de nucleacdo de estrutura
secundaria. (ROOMAN et al., 2002) Na célula, o enovelamento de uma proteina ocorre em meio
aquoso. Quando a cadeia polipeptidica nascente sai do ribossomo, seus atomos interagem com
moléculas de agua, formando ligacdes de hidrogénio. Aminoacidos hidrofébicos, no entanto,
tenderdo a se agrupar e a se “esconder” no interior da proteina, deixando os aminoacidos

hidrofilicos expostos - o chamado efeito hidrofébico. No interior apolar e no exterior polar da



Capitulo 1. Introducdo 16

proteina, se formam ligacdes covalentes (pontes dissulfeto), ligacdes de hidrogénio, e interaces
de van der Waals, que atuam juntas na manutencdo da sua estrutura. Para a formacao dessas
interacoes, é necessario que haja a quebra da interacao dos aminoacidos com o solvente,
indo em direcdo a um estado de menor entropia (VERLI, 2014; BELLISSENT-FUNEL et al.,
2016). Adicionalmente, o trabalho de H. Frauenfelder em 1979 com a mioglobina em diferentes
temperaturas e concentracoes de ligantes observou miltiplas barreiras energéticas, levando
ao desenvolvimento de um modelo da superficie de energia (FRAUENFELDER; PETSKO;
TSERNOGLOU, 1979). Atualmente, considera-se que a superficie energética do enovelamento
de proteinas (e a manutenc3o de sua estrutura) assemelha-se a um funil, onde a conformacio
nativa ocupa o minimo energético global (Figura 2) (LEOPOLD; MONTAL; ONUCHIC, 1992).
Essa superficie é ocupada pelos diferentes estados conformacionais com variacbes em sua
energia livre. A interconversio entre esses estados requer o vencimento de barreiras energéticas,

o que pode levar um tempo proporcional a altura da barreira (Figura 3).

SoSTULe

Figura 2 — llustrac3o do funil energético de enovelamento de um peptideo. A estrutura do peptideo
presente no minimo energético a esquerda corresponde a sua conformacdo nativa, enquanto
o peptideo a direita estd cineticamente preso em um minimo local. Reproduzido de
http://portfolio.scistyle.com/filter /journal-cover /Protein-Folding-Funnel. Baseado em (C
VANDEN-EIJNDEN E, 2009).
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Free Energy

Conformational coordinate

Figura 3 — Superficie de energia livre de uma proteina. O tempo para a convers3o da proteina para um

estado mais energeticamente favoravel é proporcional a altura da barreira. Reproduzido
de (GOBL; TJANDRA, 2012).

1.3 Meétodos de resolucao de estrutura de proteinas

De que forma é possivel descobrir a estrutura de uma proteina? Atualmente, sao
utilizadas trés técnicas principais para determinar a estrutura de biomoléculas (Figura 4),

detalhadas a seguir:

e Cristalografia de Raios-X

Este método utiliza da difracdo de feixes de raios-X em uma estrutura cristalina para
obter um modelo da estrutura de biomoléculas. A cristalografia vem sendo utilizada em
macromoléculas desde 1958, quando foi determinada a estrutura da mioglobina, com 6A
de resolucio (KENDREW et al., 1958), sendo posteriormente refinada a 2A (KENDREW
et al., 1960). A obtencdo de um cristal de proteinas depende da organizacdo dessas
macromoléculas em um arranjo peridédico durante o processo de precipitacao, o que pode
requerer condicdes controladas. Porém, essas condicoes variam muito de acordo com a
proteina, resultando em estruturas com diferentes niveis de qualidade. Quanto maior a
capacidade de difracdo de raios-X, menor o valor de resolucdo da estrutura, e portanto
melhor a qualidade do modelo (VERLI, 2014).

Quando o feixe de raios-X atinge o nicleo de um atomo, gera-se um padrdo de difracdo,
que possibilita a medicdo da amplitude e posicdo das ondas de raios-X difratadas. O
somatério destas ondas leva a obtencdo de mapas de densidade eletrbnica, a partir dos
quais é gerada uma estrutura quimica. O modelo é ajustado e refinado repetidamente

até que o padrado de difracao calculado seja o0 mesmo do medido experimentalmente.



Capitulo 1. Introducdo 18

A

Figura 4 — Estruturas tridimensionais de biomoléculas obtidas por A) cristalografia de raios-X (RNA
Polimerase 1l (PDB ID 1I16H)); B) ressonancia magnética nuclear (Prion na sua forma
amiléide (PDB ID 2RMN)), e C) criomicroscopia eletrénica (Zika Virus (PDB ID 5IRE)).
Reproduzido de (ARANTES, 2018).

A qualidade do modelo gerado estad atrelada a interpretacdo dos mapas de densidade
eletronica, que por sua vez depende da resolucdo da estrutura. O arranjo periddico da
biomolécula no cristal reforca o sinal do espalhamento, gerando um dado de melhor
qualidade. Por isso, o uso da cristalografia para elucidar a estrutura de moléculas muito

flexiveis é limitado. E possivel, em alguns casos, utilizar restricées conformacionais para
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fazer com que moléculas flexiveis sejam empacotadas e formem redes cristalinas.

A cristalografia de raios-X pode ser utilizada nao sé na resolucao da estrutura de uma
proteina isolada, mas também com pequenos ligantes cocristalizados, permitindo entender
sua interacdo e suas conformacdes ativas associadas. No entanto, o meio cristalino é

muito diferente do biolégico, e portanto ndo necessariamente descreverd a conformacao
dessas moléculas em solucdo (BLUNDELL; JHOTI; ABELL, 2002).

e Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) permite a resolucdo da estrutura de moléculas
em solucdo, o que, em estudos bioldgicos, permite o estudo de eventos ao longo do tempo,
como movimentos intramoleculares, reacoes cinéticas, ou até mesmo enovelamento de
proteinas (VERLI, 2014). Adicionalmente, é possivel empregar métodos derivados de
RMN na investigacdo de interacdes proteina-proteina (PPls) (BARILE; PELLECCHIA,
2014).

As bases da técnica tiveram inicio em 1945, através da observacao do efeito de campos
magnéticos no momento angular de spins atomicos. A incidéncia de pulsos magnéticos
sobre a biomolécula leva ao alinhamento dos spins magnéticos dos nicleos de certos
isétopos (por exemplo, 1H, 13C, 15N, 19F e 31P). Em seguida, emite-se uma fonte de
energia, que pode ser absorvida pelos atomos, invertendo o alinhamento do spin em
relacdo ao campo magnético. O espectro de absorcdo permite a medicdo da energia de
transicdo dos estados energéticos dos spins, e também a proximidade a outros atomos.
O experimento é repetido e os espectros gerados sdo combinados, resultando em dados
que permitem a resolucao da estrutura. Uma das grandes vantagens do uso da RMN na
determinacao da estrutura de proteinas é a possibilidade de investigar seu comportamento
em meio similar ou idéntico ao biolégico. (WUTHRICH, 1989) No entanto, a técnica
tem limitacGes quanto ao tamanho das moléculas (até 900 kDa), e na escala de tempo
que consegue descrever (da ordem de picossegundos). A utilizacdo de RMN em baixas
temperaturas diminui a energia cinética das moléculas, e, consequentemente, reduz a
energia para a interconversdo de conformacdes, o que permite identificar diferentes

populacoes e suas abundancias.

e Criomicroscopia eletronica

A técnica de criomicroscopia eletronica (ou crio-EM) moderna tem suas raizes na década
de 1980 (DUBOCHET et al., 1985). Diferente da cristalografia e do RMN, a crio-EM
funciona com amostras menores, e também permite a determinacao de estruturas de
diversos tamanhos, desde dezenas de kDa, até particulas virais de muitos MDa, ou até
mesmo células inteiras. Esta metodologia consiste em incidir um feixe de elétrons em uma
biomolécula-alvo congelada em solucdo. Este feixe penetra na molécula, e as particulas
que se dispersam ajudam a formar um “mapa” dos obstaculos que encontraram.

O tamanho maximo de uma biomolécula que pode ter sua estrutura determinada por
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crio-EM depende da profundidade que pode ser penetrada pelo feixe de elétrons (por
volta de 500 nm no caso de microscépios eletrénicos de transmissdo de 300 kV). Ja
o tamanho minimo é um desafio maior - atualmente, cerca de 50 kDa. Esta limitacdo
estad ligada ao quanto a biomolécula suporta ser bombardeada por elétrons - quanto
mais tempo, maior o contraste gerado, e melhor resolvida fica a molécula. O dano
causado pelo feixe de elétrons depende de muitos fatores, tanto da amostra quanto
do equipamento. Desta forma, a crio-EM mostra-se muito adequada para o estudo de
interacoes de macromoléculas, tanto em ambiente aquoso quando em membranas. Em
especial, as interacoes proteina-proteina podem se beneficiar muito desta técnica, pois
condicGes proximas as fisioldgicas podem ser utilizadas para determinar a dindmica desse
complexo, ou seja, unindo caracteristicas tanto da cristalografia de raios-X quanto da
RMN.

Avancos recentes tem aumentado o alcance dessa técnica, e seus impactos sao tais que
ha quem considere que suas aplicacdes ao estudo de biomoléculas iniciaram a “revolucao
da resolucdo”. Essas melhorias se ddo principalmente a duas inovacdes: ao uso de detector
direto de elétrons para a microscopia eletronica, que aumenta o poder de deteccdo de
elétrons; e ao avanco de ferramentas de processamento de imagens aliado ao aumento
de performance de microprocessadores, permitindo a analise de centenas de milhares de
imagens provenientes de microscépios eletronicos por algoritmos computacionalmente
custosos. (CHENG, 2015; MURATA; WOLF, 2018)

1.4 Engenharia de Peptideos

Peptideos se definem como cadeias polipeptidicas formadas por até cerca de 100
residuos de aminodcidos. Peptideos formados por entre 100 e 200 aminoacidos sdo, de maneira
geral, mais préximos a proteinas, podendo ser chamados de mini-proteinas (YANG et al., 2011,
VERDINE; HILINSKI, 2012). Esta proximidade se da pois sua estrutura é frequentemente mais
estavel do que a de peptideos menores, devido ao maior nimero de interacdes interatomicas, que
auxiliam na manutenc3do do arcabouco proteico. Peptideos menores, e peptideos extraidos de
uma proteina maior, possuem algumas diferencas estruturais relevantes em relacao a proteinas,
justamente por seu menor tamanho, que se traduz em menos dtomos para interagirem entre
si. Em um meio bioldgico, peptideos ficam suscetiveis a perder sua estrutura secundaria, pois
a interacao com o solvente pode ser mais favoravel do que as interacdes intramoleculares,
podendo romper as ligacGes de hidrogénio que o estabilizam, promovendo alteraces de
enovelamento. Essa instabilidade conformacional pode fazer com que o peptideo perca a sua
forma biologicamente relevante, resultando em um conjunto de conformacdes aleatérias. Como

resultado, peptideos sdo suscetiveis a hidrélise e oxidacao, tem baixa capacidade de atravessar
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membranas, tendem a agregacdo, tem meia-vida curta, facil eliminacdo e geralmente nao sdo
disponiveis oralmente. Essas caracteristicas sao particularmente importantes no campo do

desenvolvimento de peptideos de interesse farmacéutico, e busca-se melhorar tais caracteristicas
(GEORGOULIA; GLYKOS, 2019).

A busca por modular a atividade biolégica de peptideos, tanto naturais como sintéticos,
se deve a grande quantidade de vantagens que estes oferecem. Peptideos de interesse terapéutico
em geral possuem uma alta afinidade ao seu alvo, o que pode se traduzir em uma reducido
da dose necesséria, o que diminuiria os efeitos colaterais de um tratamento, por exemplo. A
sintese de peptideos é, no entanto, muito custosa de maneira geral, necessitando de varias
etapas de isolamento e purificacdo de intermediarios. Desde os trabalhos pioneiros de Emil
Fischer e du Vigneaud na primeira metade do século XX, as técnicas de sinteses de peptideos
foram muito aprimoradas, com a sintese enzimatica sendo adequada para peptideos de até
10 aminoacidos, e a sintese quimica mais adequada para peptideos de até 80 aminoacidos
(GUZMAN; BARBERIS; ILLANES, 2007). Atualmente, a automatizacdo de técnicas como a
sintese de peptideos em fase sélida, em especial a baseada em Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonil)
como protetor temporario da regiao N-terminal de peptideos, possibilita um maior nivel de
controle do processo. O escalonamento da producao ainda é uma questdo em desenvolvimento,
com o farmaco peptidico Enfuvirtide sendo produzido na escala de multiquilogramas.(MADE;
ELS-HEINDL; BECK-SICKINGER, 2014) Nos ultimos anos, a expansdo da area de “dmicas”
tem encontrado muitas combinacdes de peptideos e seus alvos, e aliada a melhorias nas técnicas

de sintese, fazem o campo da peptidologia muito promissor.(MAHLAPUU et al., 2016)

Muitos organismos sintetizam peptideos essenciais para sua interacdao com o meio e com
outros organismos, como peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés Antimicrobial Peptide)
(BAHAR; REN, 2013). AMPs s3o produzidos por diversos organismos, incluindo bactérias,
plantas, fungos, artrépodes e cordados. Varios AMPs foram descobertos em alimentos, e
o potencial uso de AMPs naturalmente produzidos é de especial interesse para a indistria
alimenticia. Destacam-se os peptideos antimicrobianos produzidos por bactérias do acido latico
(LAB) por terem um longo histérico de uso seguro em humanos. Muitas LABs possuem o status
de GRAS (geralmente consideradas como seguras, do inglés Generally Regarded As Safe) e QPS
(presuncdo qualificada de seguranca, do inglés Qualified Presumption of Safety), acompanhando
a tendéncia de alimentos minimamente processados, sem aditivos quimicos, e com altos niveis
de seguranca e durabilidade (AHMED; HAMMAMI, 2019). A relac3o estrutura-funcdo desses
peptideos naturais depende de algumas propriedades fisico-quimicas: anfipaticidade (dominios
hidrofébicos e hidrofilicos alternados), carga (em geral positiva), hidrofobicidade (50% ou mais
de residuos hidrofébicos), sequéncia (preferéncia por lisina e arginina), tamanho (pelo menos 22
aminodacidos para o ancoramento de uma hélice-a: em uma membrana bacteriana), e estrutura
secundaria (frequentemente hélice-a ou folha-53) (POWERS; HANCOCK, 2003; AHMED;
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HAMMAMI, 2019). Esses fatores influenciam, por exemplo, a capacidade do AMP de atravessar
membranas, que relaciona-se com a carga positiva, que facilita sua interacdo com a membrana
celular de seus alvos, e também com a anfipaticidade, permitindo a interacdo do peptideo com
as camadas da membrana. Além disso, altas concentracGes de peptideos policationicos estdo
associadas a toxicidade celular (HOWL; JONES, 2015), garantindo, portanto, uma vantagem

competitiva para o organismo produtor.

Os mecanismos de acdo de AMPs policationicos estao divididos em categorias relaciona-
das a sua interacdo com a membrana do alvo (Figura 5): AMPs disruptivos ou n3o-disruptivos
(POWERS; HANCOCK, 2003). Apesar do escasso conhecimento sobre o modo de acdo de
muitos deles, AMPs tem sido cotados como uma alternativa viavel a antibidticos, pois dificul-
tam a selecdo de cepas de patégenos resistentes e multirresistentes. Adicionalmente, podem
ser utilizados como adjuvantes no tratamento com antibiéticos convencionais, pois possuem
efeito sinérgico e atividade anti-inflamatéria (FJELL et al., 2012). Atualmente, hd um esforco
para melhorar a atividade e custo-beneficio da producdo de AMPs policatidnicos naturais,
especialmente através da otimizacdo de sequéncia, eliminacdo de modificacdes pés-traducionais,
e ajuste de espectro de atividade, toxicidade, farmacocinética e seletividade (FJELL et al.,
2012).

As bacteriocinas sdo um exemplo de peptideos antimicrobianos produzidos por bactérias
que possuem acdo bactericida ou bacteriostatica, ou seja, ou matam seus competidores, ou
promovem a estagnacao de seu crescimento. Recentemente, foi proposta uma classificacao
dessas bacteriocinas utilizando seu mecanismo de biossintese e atividade biolégica como
critério. (ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016) As bacteriocinas produzidas por bactérias do acido
latico sao divididas em trés classes, com a classe | contendo peptideos modificados pés-
traducionalmente; a classe Il englobando peptideos ndo-modificados de até 10 kDa; e a classe
[Il, que abrange bacteriocinas ndo-modificadas maiores do que 10 kDa. Dentro da classe I,
um grupo de bacteriocinas destaca-se por possuir uma modificacdo pds-traducional incomum:
sdo S-glicosilados, ou seja, possuem um carboidrato ligado ao dtomo de enxofre na cadeia
lateral de uma cisteina. Tal glicosilacdo é esparsamente descrita na literatura, e pouco se sabe
a seu respeito (OMAN et al.,, 2011). O grupo das bacteriocinas glicosiladas, ou glicocinas,
possui poucos integrantes caracterizados (Figura 6). A glicocina F (GecF (VENUGOPAL et
al., 2011)) e sua homéloga Asm1 (HATA; TANAKA; OHMOMO, 2010) sdo peptideos de 43
aminodcidos provenientes de Lactobacillus plantarum, e, embora tenham uma diferenca de
apenas 5 aminoacidos, possuem estruturas dramaticamente diferentes, sendo GccF composta
por duas hélices ligadas por uma alca com uma GlcNAc O-ligada, e com uma “cauda” C-terminal
com uma GIcNAc S-ligada ao dltimo aminoacido, e Asm1l com as mesmas glicosilacdes nas
mesmas posicdes, mas sem estrutura secundaria definida. A sublancina (SunA (OMAN et al.,

2011)), de Bacillus subtilis, possui 37 aminoacidos e uma arquitetura muito similar a da GecF
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Figura 5 — Esquema do mecanismo de acdo de AMPs disruptores de membrana. Um peptideo
policationico é simulado por 100 ns com DM, interagindo com a membrana e alterando-a.
Adaptado de (FJELL et al., 2012).

(GONZALO et al., 2014), com uma GlcNAc S-ligada a alca entre suas hélices. Outras glicocinas
ja bioquimicamente caracterizadas, mas sem estrutura determinada experimentalmente, incluem
a thurandacina (ThuA (WANG et al., 2014), de Bacillus thuringiensis) e a enterocina (enterocina
F4-9 (MAKY et al., 2015) e enterocina 96 (IZQUIERDO et al., 2009), de Enterococcus faecalis).
Outras possiveis glicocinas incluem a durancina 61A (de Enterococcus durans), LehA (de
Bacillus lehensis), e Paeglicocina (de Paenibacillus sp.) (NORRIS; PATCHETT, 2016).

Nas dltimas décadas, o desenvolvimento de farmacos baseados em peptideos tem
sido utilizado como uma alternativa para atingir alvos de dificil modulacao terapéutica, por
exemplo no tratamento de canceres e de doencas metabdlicas (FOSGERAU; HOFFMANN,

2015). No entanto, farmacos baseados em peptideos possuem uma série de limitacdes que
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Figura 6 — Estrutura de glicocinas. Sequéncia priméaria, esquema da estrutura secundéria, e estrutura
tridimensional determinada por RMN. S-glicosilacdes em amarelo; O-glicosilacbes em
roxo; pontes dissulfeto em laranja.

sdo diretamente ligadas a sua estrutura. Diversos métodos foram desenvolvidos para garantir
a estabilidade estrutural de peptideos, melhorando seu potencial farmacolégico (CRAIK et
al., 2013; BIRD et al., 2016). Alguns métodos para a manutencdo de hélices-« incluem
estabilizacdo de hélice (pré-organiza residuos de aminoéacidos e inicia a formacdo de hélice),
foldameros de hélice (analogos a aminoacidos, capazes de adotar conformagdes similares aquelas

encontradas em proteinas na natureza), e miméticos de superficie de hélice (formam arcaboucos
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restritos com grupos funcionais ligados que se parecem com o padrdo de posicao de i, i+4 ou
i+7 na hélice-a, unindo uma e duas voltas, respectivamente) (SCOTT et al., 2016). Outras
estratégias incluem otimizacdo de sequéncia, incorporacdo de moléculas ndo naturais, PEGilacao
e conjugacao com outras biomoléculas, e, especialmente para hélices-cv, pontes salinas, quelacao
por metal, e modificacdes quimicas, como pontes dissulfeto e lactdmicas (PARTHASARATHY;
ANANDAMMA; KALESH, 2019). Estas sdo muito eficientes na manutencdo do contetdo
de hélice de peptideos, mas nem sempre permanecem estaveis na célula, sendo suscetiveis a
degradacdo (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015).

Uma alternativa possivel para a manutencao de estrutura secundaria é a incorporacao
de “grampos” de hidrocarbonetos, que s3o inseridos em aminodacidos separados por trés,
quatro ou sete residuos (i, i+3, i, i+4 e i, i+7, respectivamente), ligando voltas de hélice
(VERDINE; HILINSKI, 2012). Um dos primeiros estudos de tais sistemas investigou um peptideo
modelo, baseado em RNAse A, que tem contelido parcial de hélice-a: em meio aquoso (25%
no peptideo ndo-modificado), o que facilita a observac3o de alteracdes no contetdo de hélice
com diferentes modificacdes (SCHAFMEISTER; PO; VERDINE, 2000; SHIM; KIM; VERDINE,
2013). Algumas configuracdes desse grampo resultaram em aumento do contetido de hélice,
da afinidade de ligacdo com o alvo, da capacidade de atravessar membranas, da sua resisténcia
a proteases, de sua estabilidade in vitro e in vivo, e de sua eficicia em modelos animais de
doencas humanas (WALENSKY, 2004; BERNAL et al., 2007; KIM; GROSSMANN; VERDINE,
2011; WALENSKY; BIRD, 2014; HOWL; JONES, 2015). O estudo desse tipo de modificacdo
promete revolucionar a indistria farmacéutica, permitindo o acesso a um grande niimero de
interacdes que sdo consideradas como ndo-moduldveis terapeuticamente, como interacdes
proteina-proteina. Atualmente, alguns peptideos grampeados passam por estudos clinicos em

humanos.

1.5 Bioinformatica Estrutural Aplicada ao Estudo de Biomoléculas

1.5.1 Desenho de farmacos auxiliado por computador

Apesar da revolucao causada pela descoberta de antibidticos, a resisténcia a estes por
parte de microorganismos patogénicos tem sido um empecilho para o tratamento de diversas
infeccdes em humanos e animais de interesse econémico (DAVIES; DAVIES, 2010). Frente
a crescente preocupacao com a resisténcia por parte de bactérias patogénicas, a busca por
alternativas a antibidticos recebe muito esforco de pesquisa, e algumas abordagens sugeridas
incluem a utilizacdo de biomoléculas produzidas por bactérias (COTTER; ROSS; HILL, 2013),

ou por organismos que as produzem como um mecanismo de defesa contra infeccbes, como
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é o caso com artrépodes (LACERDA et al., 2016). Tais biomoléculas, geralmente peptideos
com propriedades antimicrobianas, sdo refinadas por muitos anos de coevolucdo, e, embora
ainda n3o tenham sido testadas clinicamente, estima-se que sdao menos propensas a gerar

multi-resisténcia da parte de bactérias patogénicas (GOMES et al., 2018).

A descoberta de farmacos vem sofrendo consideraveis avancos nas Gltimas décadas, mas
mesmo assim permanece com um alto custo financeiro e temporal associado. Desde a busca de
potenciais farmacos, incluindo pesquisas sobre dose e toxicidade, e culminando em muiltiplas
fases de teste em animais modelo e em humanos, o investimento pode chegar a faixa de bilhdes
de délares em um periodo de 16 a 20 anos (SOLLANO et al., 2008). A busca por moléculas
que interajam com um determinado alvo molecular associado a uma doenca pode ser auxiliada
pela melhor compreensdo da estrutura desse alvo. Por exemplo, a elucidaciao da estrutura de
proteinas, que sdo efetoras de muitos processos celulares, permite que estas sejam potenciais
alvos no chamado desenho de farmacos auxiliado por computador (do inglés Computer-Aided
Drug Design, ou CADD) (LILL; DANIELSON, 2011; XIANG et al., 2012; NERO; PARKER,;
MORTON, 2018). Através da combinacdo com dados estruturais, simulacdes de biomoléculas
em computador podem guiar o desenvolvimento de farmacos, especialmente nas fases iniciais
do processo, onde ocorrem a selecdo e otimizacdo de potenciais ligantes (Figura 7) (ALONSO;
BLIZNYUK; GREADY, 2006). Com base nisso, a utilizacdo de metodologias computacionais
pode contribuir muito com o conhecimento sobre peptideos. O CADD beneficia-se da utilizacdo
de informacdes estruturais, seja a respeito de um alvo proteico, ou de um grupo de potenciais
farmacos, para tentar simplificar a busca por novos compostos terapéuticos, economizando
tempo e dinheiro (LEELANANDA; LINDERT, 2016). Em especial, a utiliza¢do da dindmica
molecular (DM) no CADD pode contribuir com o entendimento da formac3o de complexos
proteicos (NERO; PARKER; MORTON, 2018). O estudo de peptideos através de simulacdes
de DM, que ja completa 20 anos, contribui de forma vital na geracdo de conhecimento e no
aprimoramento de campos de forca, auxiliando na capacidade das simulacGes de capturar e
reproduzir a realidade biolégica (GEORGOULIA; GLYKOS, 2019).

1.5.2 Abordagens Metodolégicas

Assim como no desenho de qualquer experimento, cada metodologia computacional
parte de um modelo, que, por definicao, é uma simplificacdo do processo bioldgico estudado.
De forma a entender sua contribuicao na investigacdo de problemas bioldgicos, detalharemos
as principais metodologias utilizadas no decorrer desta tese. Para cada uma, sera feita uma

breve revisdo de sua histéria e de suas aplicacdes, bem como de seus méritos e limitacoes.



Capitulo 1. Introducdo 27

Desenho de farmacos auxiliado
por computador (CADD)

Identificacdo de alvo

{ | ¥

Métodos baseados em estrutura Métodos baseados em ligante
(estrutura 3D do alvo necessaria) (informacdes sobre ligantes necessaria)
Predigao de estrutura QSAR
Atracamento high throughput Mapeamento de farmacéforo
Desenho de novo de ligantes Buscas por similaridade

Y

Hits

Geracgao de compostos-lider
ADMET

‘ Verificagao in vitro ‘

‘ Candidatos a farmacos ‘

Figura 7 — Representacdo esquematica do processo de desenho de farmacos auxiliado por computador.
A abordagem gera depende das informacdes estruturais disponiveis de alvo e/ou ligantes.
A partir disso, ocorre a identificacdo, refinamento, e otimizacdo de compostos para obter
potenciais candidatos a farmacos. Adaptado de (LEELANANDA; LINDERT, 2016).

1.5.2.1 Modelagem Molecular

A modelagem molecular tem o intuito de investigar a estrutura e as propriedades de
moléculas através do uso da quimica computacional (MCNAUGHT; A., 2019). De maneira
geral, e no caso de proteinas, se parte da sequéncia de aminoacidos de interesse. Inicialmente,
é realizada uma busca da sequéncia contra uma base de dados de estruturas, como o Protein
Data Bank, através de algum alinhador, como o BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) ou HMMER
(FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011). Se houver uma correspondéncia de 100% de identidade,

entdo a estrutura tridimensional esta disponivel; se nao, utiliza-se a modelagem molecular.

O tipo de abordagem para a modelagem molecular dependera do grau de similaridade,
que é calculado a partir da identidade entre as sequéncias alinhadas, e da cobertura do
alinhamento em relacdo a sequéncia em questdo. (WEBB; SALI, 2014) A légica é que, quanto
mais informac3o estiver disponivel, menor serd o custo computacional. Quando ha informacdes
estruturais de moléculas com no minimo 30% de similaridade com a sequéncia-alvo, pode-se
utilizar a modelagem comparativa (ou “modelagem por homologia™). Esta técnica permite a
construcdo de modelos tridimensionais a partir da estrutura de uma (ou mais) proteina cuja

sequéncia de aminoacidos seja similar (“molde”). Quando a similaridade esta entre 20 e 30%,
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pode-se utilizar a técnica de predicdo de enovelamento (ou “threading”) (BOWIE; LUTHY;
EISENBERG, 1991; MIZUGUCHI, 2004), onde se utilizam “pedacos” de proteinas determinadas
experimentalmente. Esta metodologia parte do principio de que a estrutura tridimensional de
proteinas é mais conservada do que o alinhamento de suas sequéncias (LESK; CHOTHIA,
1980: ILLERGARD; ARDELL: ELOFSSON, 2009); isto significa que sequéncias com baixa
similaridade podem ser muito semelhantes em sua estrutura, o que ja restringe as conformacoes
que podem ser adotadas. Diversos tipos de enovelamentos sao conhecidos, e estima-se que
ha, no maximo, cerca de 7000 na natureza. Tais “moldes” estao disponiveis em bancos de
dados como o CATH (do inglés " Class, Architecture, Topology, Homology") (DAWSON et
al., 2016), e o SCOP2 (do inglés "Structural Classification Of Proteins") (ANDREEVA et al.,
2013), de forma que é possivel gerar um modelo a partir de fragmentos, como se fossemos o

Dr. Frankenstein montando seu monstro.

Caso nao haja moldes disponiveis para a modelagem, é possivel utilizar o método de
novo (utiliza algum tipo de informac3o estrutural, tais como fragmentos de proteinas, predicdo
de estrutura secundaria e potenciais estatisticos, porém de forma independente da similaridade
com o alvo), ou de predicdo por primeiros principios (ou “ab initio”) (SIMONS et al., 1997).
Apesar da vantagem de n3o necessitar de nenhuma informacao estrutural para predizer o
arranjo da proteina de interesse, esta técnica deve ser empregada com muito cuidado. Esta
metodologia tem avancado a passos largos nas dltimas décadas, tendo sua expressao maxima
nos experimentos de Avaliacdo Critica da Predicdo da Estrutura de Proteinas (CASP, do inglés
Critical Assessment of protein Structure Prediction, disponivel em: http://predictioncenter.org),
um evento bienal no qual estruturas tridimensionais de moléculas s3o resolvidas em segredo
e diversos grupos no mundo testam a capacidade de seus algoritmos de predicao de modelar

corretamente cada sequéncia.

Finalmente, a qualidade do modelo é analisada através do uso de avaliacdes estereoqui-
micas, energéticas e funcionais. AvaliacGes estereoquimicas verificam aspectos tridimensionais
do modelo, como impedimentos estéricos, quiralidade, e tensdes angulares, em especial as entre
os angulos ¢ e 1) de cada aminoacido através do diagrama de Ramachandran, que indica se estes
estdo em regides energeticamente favoraveis (RAMACHANDRAN, 1963). Diversas adi¢ces
a esse grafico foram feitas ao longo do tempo, incluindo a demonstracao de que diferentes
residuos possuem diferentes preferéncias conformacionais quando envolvidos em diferentes
estruturas secundarias (LIGABUE-BRAUN et al., 2018). AvaliacGes energéticas comparam
o modelo obtido com proteinas similares (por exemplo, com o mesmo perfil molecular ou
tipo de enovelamento). Ja as avaliacdes funcionais fazem a importante ligacdo do modelo
computacional a informacdes funcionais ou estruturais conhecidas: se o modelo n3o concordar
com dados experimentais prévios (por exemplo, a conservacdo de sitios ativos ou de superficies

de contato com outras proteinas), ndo sera considerado totalmente valido. Caso a avaliacdo do
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modelo n3o seja satisfatéria, este pode ser refinado até que se obtenha uma estrutura de boa
qualidade. (VERLI, 2014)

1.5.2.2 Atracamento Molecular

Para entendermos os processos celulares e seus mecanismos, é preciso determinar e
compreender o modo de interagdo entre biomoléculas. O atracamento (ou docking) molecular
é uma técnica que procura determinar a estrutura tridimensional de um complexo de moléculas,
ou de maneira simplificada, encontrar a posicdo mais favoravel para que as moléculas desse
complexo interajam. (AZEVEDO et al., 2012) Os tipos de atracamento mais comuns sio
entre uma proteina e um pequeno ligante, entre duas proteinas, e entre proteina e DNA, e
cada um tem suas particularidades. Para simplificar a explicacdo, trataremos inicialmente do

atracamento proteina-ligante.

De maneira geral, o atracamento molecular é andlogo a um problema “chave e fecha-
dura”, onde o papel de algoritmos de busca é encontrar a posicdo da chave (um pequeno
ligante) em relacdo a fechadura (sitio de ligacdo a uma proteina) que possibilitaria a abertura
da porta (permitir a atividade da proteina), ou impedi-la de ser aberta (por estar ocupando a
“fechadura”). Na pratica, os algoritmos de busca retornam diversas posicdes possiveis, que sdo
ranqueadas por funcdes de escore, que podem ou n3o ser baseadas em energia. (SANTOS;
FERREIRA; ANDRICOPULO, 2018) O atracamento molecular é um problema de otimizac3o,

tentando encontrar a melhor solucdo em uma grande quantidade de possibilidades.

Considerando a proteina rigida, o ligante pode rotacionar e translacionar nos eixos
xyz em relacdo a ela, mas este também possui dngulos torcionais. Quanto mais variaveis de
posicdo houverem, mais complexo e computacionalmente custoso se torna o problema. Camadas
adicionais de complexidade incluem a flexibilidade da proteina, a presenca de cofatores, e
moléculas de solvente, além da incorporacdo de métodos de mecanica quantica (QM) aos de
mecanica molecular (MM), formando um modelo hibrido de QM/MM (RUYCK et al., 2016).

1.5.2.3 Dinamica Molecular

Apesar das enormes contribuicGes de experimentos e modelos estruturais, ainda falta
um importante componente para entendermos como funcionam as biomoléculas: o movimento.
E como se estivéssemos de posse de uma fotografia da biomolécula, quando na realidade ela é
a estrela de um longo filme. J4 que biomoléculas sdo dinamicas, flexiveis, e se modificam ao

longo do tempo, de que forma podemos entender como essas pequenas remexidas e molejos
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impactam a estrutura de uma proteina? Ja desde a década de 1950, e aplicado ao estudo
de biomoléculas em 1977 (MCCAMMON; GELIN; KARPLUS, 1977), se desenvolveu uma
forma de calcular o movimento atémico com base na mecanica classica: a dindmica molecular
(DM). Através do vertiginoso avanco dos computadores, as simulacdes de DM s&o capazes de
calcular o movimento de sistemas muito grandes por longos periodos de tempo, permitindo a
investigacdo da estrutura e dinamica de biomoléculas em escalas biolégicas. Dentre algumas
possiveis aplicacdes estdo o estudo da desnaturacdo e enovelamento protéicos (PONDER;
CASE, 2003), da translocacdo de tRNAs no ribossomo (SANBONMATSU; JOSEPH; TUNG,
2005) e a dissolucdo de capsideos virais (LARSSON; LILJAS; SPOEL, 2012).

Para gerar uma trajetéria (o “filme”) a partir de uma estrutura (a “foto”), o computador
realiza ciclos de calculos para todos os dtomos do sistema através da integracdo da equacao de

movimento de Newton:

Fz‘ = m;.a;

onde uma forca F; causa uma aceleracdo sobre um atomo i, que o faz mudar de
posicdo num intervalo de tempo dt. As equacdes de movimento sdo integradas de forma a
determinar a nova posicdo e velocidade no tempo t+At. Porém, como uma biomolécula pode
ter centenas ou até milhares de dtomos, a equacao de Newton ndo consegue, sozinha, calcular
a magnitude e a direcdo da forca F; em todos os atomos do sistema. O conjunto de parametros
que dizem “como” cada particula do sistema interage com o seu entorno se chama “campo de
forca” (LEACH, 2001). De maneira mais formal, o campo de forca pode ser definido como um
conjunto de funcdes e pardmetros usados em célculos de mecanica molecular (MM). Essas
funcdes definem as interaces com os dtomos que estdo ligados (interacdes ligadas) ou apenas
proximos (interacdes n3o-ligadas) a uma particula (Figura 8). As interacdes ligadas incluem
parametros para o estiramento e angulo de ligacGes covalentes, e angulos diedrais préprios e
improéprios. Interacdes ndo-ligadas incluem efeitos eletrostaticos, ligacdes de hidrogénio e de
van der Waals (representados pelo Potencial de Lennard-Jones). Portanto, o campo de forca
expressa a soma das energias potenciais de cada dtomo para que seja possivel calcular a energia
do sistema (LEACH, 2001; SCHLICK, 2010).

Contudo, conforme aumenta o nimero de particulas no sistema, também aumenta o
custo computacional. A fim de diminui-los, alguns campos de forca representam particulas de
maneira simplificada 9. Modelos coarse-grained (CG), como o MARTINI (MARRINK et al.,
2007) e o SIRAH (MACHADO et al., 2019) representam um conjunto de dtomos em uma
nica esfera, diminuindo o tempo de maquina e permitindo a simulacdo de grandes sistemas.
Um outro tipo de abordagem ¢é a utilizada pelos campos de forca GROMOS (OOSTENBRINK
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Figura 8 — Esquema dos pardmetros que descrevem a forma funcional de um campo de forca.
Adaptado de (VERLI, 2014).

et al., 2004), que une hidrogénios apolares a seu respectivo carbono em um pseudoatomo. Esse
campo de forca é chamado de “atomo unido” (UA, do inglés “united-atom”), e reduz bastante
o nimero de particulas no sistema sem, no entanto, perder tantos detalhes quanto o CG. A
representacdo de todos os atomos do sistema (AA, do inglés “all-atom”) é utilizada por campos
de forca como os da familia AMBER (LINDORFF-LARSEN et al., 2010), CHARMM (HUANG;
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JR, 2013) e OPLS (KAMINSKI et al., 2001). Dentro de cada campo de forca, grupamentos
quimicos iguais possuem as mesmas propriedades, o que possibilita a transferéncia dos mesmos
descritores para moléculas diferentes (mas que possuem um mesmo grupamento). Isso diminui
a necessidade de criar parametros novos para cada simulacdo. A construcdo de topologias, ou
seja, a descricao molecular do sistema, com todas as informacdes conforme a descricdo pelo
campo de forca, nao é simples de ser feita. Logo, a transferibilidade auxilia muito no uso da

DM para sistemas bioldgicos.
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Figura 9 — Diferentes abordagens de representacdo de dtomos em campos de forca. Reproduzido de
(VERLI, 2014).

Outros aspectos relevantes das simulacdes por DM incluem alguns outros descritores.
Para melhor simular um ambiente bioldgico, utilizam-se as chamadas “condicdes periddicas de
contorno”, que replicam a caixa de simulacdo (ou seja, a(s) molécula(s) solvatadas) em todas
as direcBes, de forma periddica, para que a molécula n3o interaja com o vécuo (Figura 10A).
O tempo de integracdo indica o tamanho do “passo” de cada calculo (Figura 10B): valores
de 1 femtossegundo sdao normalmente empregados em simulacdes de dinamica de proteinas,
de maneira que 1 nanossegundo de simulacdo requer 1.000.000 célculos de forca e energia
para cada atomo (LEACH, 2001; SERDYUK; ZACCAI; ZACCAI, 2007; SCHLICK, 2010). A
amostragem de uma simulacao por DM é uma medida do volume de informacdo obtido, que
idealmente descreve os fendmenos de interesse. Ela se correlaciona diretamente com o tempo
de simulac3do, que, se for longo o suficiente, conseguird explorar adequadamente o espaco
conformacional. Qutras formas de aumentar a amostragem incluem metodologias como Replica
Exchange (SUGITA; OKAMOTO, 1999), metadindmica (LAIO; PARRINELLO, 2002), entre
outros (HARPOLE; DELEMOTTE, 2018). Modelos CG ou UA, que reduzem o ndmero de

particulas no sistema, também reduzem o niimero de estados conformacionais que podem
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ser adotados, o que resulta em uma amostragem maior em um mesmo tempo (HSIEH; LUO,

2010).
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Figura 10 — (A) Representacdo das condi¢Ses peridédicas de contorno em uma simulagdo e do (B)
efeito de diferentes tempos de integracdo na amostragem da DM. Adaptado de (VERLI,

2014).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estudar a estrutura e dinamica de peptideos naturais e semi-sintéticos através de

simulacSes computacionais. Para atingir esse objetivo, o trabalho foi dividido em dois capitulos:

2.2 Objetivos Especificos

e Capitulo | - Peptideos semi-sintéticos com grampo olefinico

— Comparar a descricao de peptideos grampeados por trés campos de forca de dindmica

molecular

— Elucidar o processo de manutencdo da estrutura secundaria pelos grampos

e Capitulo Il - Peptideos antimicrobianos S-glicosilados

Analisar o impacto da S-glicosilacdo na estrutura de glicocinas

— Avaliar a importancia da cauda C-terminal em GccF e Asml

Comparar diferentes glicosilacdes em SunA

— Descrever, de forma sistematica, o comportamento estrutural de glicocinas
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3 Metodologia

3.1 Sistemas estudados

Para resolver as questoes estabelecidas nos objetivos dessa tese, o trabalho foi dividido
em dois capitulos. O Capitulo | estuda peptideos semi-sintéticos com grampos olefinicos, e
inclui a comparacao de sua descricao por diferentes campos de forca. O Capitulo Il explora
o comportamento estrutural de glicocinas, bem como a funcao de diferentes regides de cada

peptideo.

3.2 Programas utilizados

Modelagem molecular
— Modeller (WEBB; SALI, 2014)
e Dindmica molecular e anélises

— Gromacs 4.5 e 5.1 (SPOEL et al., 2005)
— DichroCalc (BULHELLER; HIRST, 2009)

Visualizacao de moléculas e preparacao de imagens

Grace (WANG et al., 2013)

Inkscape (KIRSANOV, 2009)

— Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, version 1.8)
VMD (HUMPHREY et al., 1996)

e Preparacdo de documentos

— Mendeley Reference Manager

— Overleaf

3.3 Modelagem comparativa

No Capitulo I, o peptideo baseado em RNAse A teve duas conformacdes de partida:

hélice-ar e desenovelada. No entanto, para permitir o fechamento do grampo na conformacao
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de partida desenovelada, utilizamos o programa Modeller para gerar modelos com uma volta de
hélice entre os residuos 4 a 7. O modelo com a menor sobreposicdo com a hélice foi escolhido

para representar a conformacdo de partida desenovelada.

3.4 Dinamica molecular

Para as simulacdes dos Capitulos | e Il, o soluto foi colocado em uma caixa dodecaédrica,
que, em seguida, foi preenchida com moléculas de dgua do modelo SPC para as simulacGes
com os campos de forca GROMOS54A7 (Capitulo 1) e GROMOS53A6-GLYC (Capitulo 11), e
modelo TIP3P para as simulacdes com os campos de forca AMBER99SB-ILDN e CHARMM36
(Capitulo ). Quando necessario, contra-ions foram adicionados para neutralizar a carga total
do sistema. Estes sistema foram minimizados com o algoritmo Steepest Descent até a forca

maxima convergir, utilizando condices periddicas de contorno.

As simulacdes por DM, em geral, sdo divididas em duas fases: a fase de equilibracdo e
a fase de producdo. Na equilibracdo, se imp&e uma restricdo de posicdo sobre as moléculas
de interesse, permitindo a acomodacao gradual dos outros componentes do sistema, como
as moléculas de solvente e os contra-ions. A primeira etapa de equilibracio foi realizada com
nimero de moléculas, volume e temperatura constantes (NVT). No segundo momento, a
simulacdo prossegue com niimero de moléculas, pressdo e temperatura constantes (NPT). Na
fase NVT, o acoplamento de temperatura selecionado foi o termostato V-rescale. A fase de
producao foi simulada utilizando o termostato V-rescale, o barostato de Parrinelo-Rahman com
7 T=0,1pser P =20 ps. Interacdes eletrostaticas foram calculadas utilizando o método
Particle Mesh Ewald, com ponto de corte de 10 Apara raios de Coulomb e van der Waals.
Os comprimentos das ligacoes covalentes foram fixados pelo método de Lincs, com tempo de

integracao de 2 fs.

3.4.1 Construcao de topologias

Para o estudo dos peptideos grampeados, foi necessaria a construcao das topologias
moleculares nos campos de forca AMBER99SB-ILDN, CHARMM36, e GROMOS54A7. Para
a ligacdo dupla presente nos grampos, foi utilizada a descricdo presente no lipidio POPC

respectiva para cada campo de forca.
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3.4.2 Analises

e Estabilidade em relacao a conformacao de partida: Comparacdo das conformacdes da
trajetéria com a conformacdo de partida, de forma a indicar o quanto a estrutura
se modificou ao longo do tempo de simulacdo. Isso é feito através do calculo do
desvio quadratico médio (RMSD, root mean square deviation), que calcula a diferenca
média entre as conformacdes fornecidas (MAIOROV; CRIPPEN, 1994). Conformacdes
muito parecidas com a referéncia podem indicar uma baixa amostragem do espaco
conformacional (ou seja, simulages muito curtas), moléculas particularmente rigidas ou
um campo de forca balanceado excessivamente para descricdo da informacao cristalina,
ndo necessariamente equivalente a solucdes. Conformacdes muito diferentes da referéncia,
por sua vez, podem estar relacionadas a artefatos do campo de forca, da estrutura de
partida (baixa resolucdo da estrutura ou introducdo de artefatos pelo usuério) ou a
uma amostragem adequada, capaz de permitir a perda da meméria conformacional do
ambiente cristalino e a populacdo de estados conformacionais na solucdo de interesse.
O mais comum é um perfil intermediario, com a manutencao da forma do arcabouco
proteico e algumas regides concentrando o maior grau de mudanca conformacional.
Nesta tese, as comparacdes se dao com a informacao proveniente de RMN, no caso das
glicocinas; e com uma hélice ideal, no caso dos peptideos grampeados. Essa comparacao
permite observar o quanto o peptideo grampeado se modificou em relacao a uma hélice-«
ideal, para a qual um RMSD alto seria indicativo de perda de conformacao, e no caso dos
peptideos que partem de uma conformacdo desordenada, o distanciamento da geometria
de partida pode indicar o enovelamento do peptideo. Em ambos os casos, utilizou-se
como referéncia o esqueleto peptidico, isto é, incluindo apenas o 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).

e Flexibilidade dos peptideos: Embora o aumento nos valores de RMSD possa indicar
flexibilidade conformacional, essa relacao nao é obrigatéria. 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 sera elevado, pois
a diferenca entre o estado estavel e a conformacao de partida pode ser grande. No entanto,
sua flexibilidade pode nao o ser. Assim, utiliza-se como uma das medidas da flexibilidade
de residuos (ou 4tomos) em uma dada estrutura a flutuacdo quadratica média (RMSF,
do inglés root mean square fluctuation) de cada residuo. Esta analise permite que se veja
a flutuacdo da posicdo atomica em comparacao a configuracao original, independente
de tempo. Isso permite identificar os residuos mais variaveis (flexiveis) com o passar da
simulacao, além de poder indicar a perda de estrutura secundaria com valores elevados
(VERLI, 2014). No Capitulo Il, utilizamos a diferenca entre RMSF do peptideo glicosilado
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em relacdo ao ndo-glicosilado, de forma que valores positivos indiquem que a glicosilacao
aumenta a flexibilidade do residuo, e valores negativos indiquem o enrijecimento do

mesmo.

e Andlise de estrutura secundaria: Sendo a conformacao de partida uma hélice-«, valores
de RMSD e RMSF baixos sugerem fortemente a estabilidade desta estrutura secundaria
e, por conseguinte, a manutencdo de um arcabouco molecular potencialmente util
terapeuticamente. Contudo, uma estrutura do tipo hélice-ar apresenta caracteristicas
especificas, como didmetro de cada volta, incremento no comprimento da hélice a cada
volta e um padrao de interacdes 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, empregam-se ferramentas de andlises especificas, como o contetido de hélice
(do inglés helicity) e medidas mais amplas de tipos de estrutura secundéria (DSSP). A
ferramenta helix realiza uma série de anélises em hélices, incluindo contelido de hélice
(HIRST; BROOKS, 1994), que verifica um pico caracteristico no dicroismo circular
(CD) especifico de hélices-cr, a 222 nm. Esta andlise indica a porcentagem de tempo
da simulacdo que cada residuo permaneceu com essa estrutura secundaria, permitindo
verificar o efeito da adicdo dos grampos na conformacdo dos residuos. A analise de DSSP
calcula a evolucdo de estruturas secundarias durante a simulacdo, incluindo hélices-a,
estruturas desordenadas, folhas-/3 e outros tipos de hélices, a partir do padrdo de ligacoes
dos hidrogénios da proteina (KABSCH; SANDER, 1983).

e Dicroismo circular teérico: Dados de CD foram empregados para a validacdo experimental
dos resultados obtidos. Este método permite a analise ndo-destrutiva do contetido de
estrutura secundaria de uma amostra, através da incidéncia de luz circularmente polarizada
em um croméforo quiral. A absorcao diferencial da luz polarizada para a direita e para a
esquerda de uma série de croméforos gera um espectro de CD. Para proteinas, pode-se
utilizar a ligagdo peptidica, que absorve luz na regido do ultravioleta distante (240 nm a
180 nm), como croméforo (KELLY; PRICE, 2000). H3 perfis bem definidos para algumas

estruturas, permitindo a anélise de mudancas na estrutura secundaria da amostra 11.

Hélices-ar 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 transicao
m — ¥, e a (ltima da transicdo n — 7*. Como uma das principais caracteristicas de
peptideos grampeados é o aumento do contetido de hélice, a anélise do perfil de CD
permite avaliar o sucesso dessa metodologia nesse aspecto. Dados experimentais de CD
estavam previamente disponiveis para os sistemas estudados (SHIM; KIM; VERDINE,
2013) e, para os sistemas simulados, foram gerados espectros tedricos de CD através do
servidor DichroCalc (BULHELLER; HIRST, 2009). Nos dltimos 100 ns de cada simulag3o,
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Figura 11 — Perfil de CD de algumas estruturas secundarias. Reproduzido de (VERLI, 2014).

foram selecionadas conformacdes a cada 10 ns, resultando em 10 conformacdes por
simulacdo. Tal estratégia partiu da suposicao de que a etapa final das simulacdes seria
mais representativa da situacdo observada experimentalmente. A obtencao 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 simulacdo. Todas foram submetidas ao
DichroCalc, e foi realizada a média dos espectros obtidos. Apds, foi feita a média dos
resultados das triplicatas de cada simulacdo, gerando uma média dos dltimos 100 ns

para cada sistema em cada campo de forca.

e Exploracdo do espaco conformacional: No Capitulo Il, as trajetérias das triplicatas de
cada simulacdo foram concatenadas, gerando uma trajetéria de 3 pus por peptideo.
Concatenando trajetdrias de interesse, a covariancia foi calculada, e os autovetores foram
utilizados para gerar graficos de superficie de energia livre (FEL, do inglés Free-Energy
Landscape). Com a covaridncia calculada para as trajetérias de diferentes tipos de
glicosilacdo, por exemplo, é possivel ver de que maneira esses sistemas distintos exploram

0 mesmo espaco conformacional.

e Interacoes interatémicas: No Capitulo Il, interacGes entre grupos especificos foram
observadas através do uso das seguintes ferramentas do pacote Gromacs: hbond, pairdist,
e energy. Hbond permite observar as ligacoes de hidrogénio possiveis entre dois grupos
durante a trajetéria; pairdist fornece a distancia entre um par de dtomos ao longo do

tempo; e energy possibilita calcular as energias de interacdo ao longo da trajetéria.
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4 Resultados

4.1 Capitulo I: Descricao computacional de peptideos grampeados

411 Preambulo

O uso de peptideos como farmacos frequentemente esbarra em problemas de manutencao
de sua estrutura fora do arcabouco proteico, requerendo estratégias que garantam que a
estrutura secundaria se conserve. Em particular, a manutencao de hélice-a pode se dar pela
adicdo de grampos de hidrocarbonetos, ligando uma ou mais voltas de hélice. Embora muitos
estudos experimentais tenham sido realizados com essas modificacdes em peptideos, de forma
a verificar que ha o aumento do conteido de hélice, o comportamento estrutural do peptideo
ao longo do tempo ndo é conhecido. No artigo publicado no Journal of Chemical Information
and Modeling (VILLAVICENCIO; LIGABUE-BRAUN; VERLI, 2018), comparam-se peptideos
baseados em RNAse A com diferentes tipos de grampo (SHIM; KIM; VERDINE, 2013). A
descricao conformacional dessas modificaces é realizada com trés campos de forca distintos,
com simulacoes em triplicatas de 1 us, assegurando uma amostragem adequada das simulacdes.
Além disso, duas conformacoes de partida foram adotadas: uma hélice-a e uma conformacao
estendida, de forma a permitir o acompanhamento do enovelamento. De maneira resumida,
verificou-se que, através das simulacdes realizadas, a acdo do grampo nao se da pela fixacdo
inflexivel de uma volta de hélice, e sim ha a formacdo e o desmanche dessa volta. Dessa forma,
o grampo age como nucleador de hélice, e mantém um conjunto (ensemble) de conformacdes
que permitem a reformac3do da hélice. Isso pode ter uma série de implicacdes para o uso de

peptideos como farmacos, como na permeabilidade em membranas.
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ABSTRACT: Olefinic staples enhance a-helical content and
conformational stability in peptides, maintaining a structural
scaffold that allows the emulation of specific regions of protein
surfaces for therapeutical purposes. The ability to anticipate
the efficacy of adding a staple to a peptide through
computational simulations may contribute to lowering the
costs associated with rational drug design. We evaluated the

capabilities of different force fields to reproduce the effect of

all-hydrocarbon staples in molecular dynamics simulations.
Using the AMBER99SB-ILDN, CHARMM36, and GROMO-
S54A7 force fields and two distinct initial conformations, we
compared our results to experimentally obtained circular

\m’\ Molecular

Dynamics
s
> ! 3
/\j Force Fields

( [
$<

dichroism data. The GROMOSS4A7 united-atom force field seems to be more accurate compared with all-atom force fields,
despite being unable to reproduce the effect of the staple in some of the simulated systems. With further force field
enhancements, MD simulations may be used to anticipate conformational effects of all-hydrocarbon staples in peptides.

B INTRODUCTION

Protein—protein interactions (PPIs) mediate pivotal cellular
pathways that might be altered by diseases, making them
attractive therapeutic targets.' > PPI interfaces are typically
large and flat and comprise multiple hotspots that may be
targeted by potential inhibitors.” Small “drug-like” molecules,
despite being orally available and able to cross cell membranes,
face difficulties in modulating PPIs because of their reduced
area of contact with the target.’ On the other hand, protein-
based biologic drugs can complement and interact with PPI
surfaces, binding with high affinity and selectivity, but are
restricted to the extracellular medium because of their large
size, which hinders membrane crossing.6 Furthermore, they are
usually not orally available, may generate hypersensibility
reactions, and are hard to produce on a large scale.””’

Standing in between these two classes, peptides are
promising candidates for PPI modulation since they they
allow the research and use of established knowledge on the
interaction with the target, using their reasonable surface area
to interact with multiple hotspots; on the other hand, their
smaller size allows membrane crossing, enabling them to reach
intracellular targets.” Comparatively, they have better temper-
ature stability and lower manufacturing costs than biologics
and lower toxicity than small molecules. However, unmodified
peptides are considered poor drug candidates because they
easily lose their biologically relevant conformation when
crossing membranes and entering the cellular environment,
making them structures of interest for the application of
stabilizing methods.”"’

One way to overcome peptide unfolding is through the
addition of an all-hydrocarbon staple linking two or more turns

W ACS Publications  © 2018 American Chemical Society 2015

of an a-helix,"" which allows the maintenance of its bioactive
conformation. Experimental studies with these so-called
“stapled peptides”, obtained by the method of ring-closing
olefin metathesis,'”” observed increases in helical content,
affinity to the target, ability to cross membranes, protease
resistance, structural stability both in vitro and in vivo, and
efficacy in animal models of human disease."* Modifications
that alter the peptide characteristics include staple size and
position,'* stereochemistry,"> positioning of the double
bond,'® and charge."”

The most widely used staples are S;;,,S(g) and R;;,3S ), both
with eight carbon atoms. Smaller staples are less susceptible to
aggregation, but six-carbon staples are chemically unfeasible in
the i, i + 4 conﬁguration;ll an alternative to the well-
established eight-carbon staples is the use of an i, i + 3 six-
carbon configuration.'®

Recently, the stapled peptide ALRN-6924, developed by
Aileron Therapeutics, was shown to be able to inhibit the
interaction between MDM2/MDM4 and p53, reactivating the
latter and suppressing tumoral growth in vitro and in vivo,"”
and is currently undergoing clinical trials. Other targets that
have been accessed bZ stapled peptides include leukemia,”
HIV,”"** hepatitis C,”> and respiratory syncytial virus,***®
among other proteins involved in diseases,”* >’ including small
multiresistant proteins®® and antimicrobial peptides.”' Several
of these studies have yielded promising results in experimental
tests, showing the improvements required bzr the peptides in
order to become potential drug candidates.’
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In this context, obtaining fast and reliable information about
such systems with minimal cost would help develop their
application to novel targets, especially in the preclinical
phase, when selection and optimization of a few candidates and
leads from thousands of compounds is required.””** The use
of molecular dynamics (MD) simulations to study stapled
peptides may provide information at the atomistic level on the
conformational behavior of different types of staples in
solution.””*® However, despite the vast amount of exper-
imental data, few studies have applied computational
approaches to inspect stapled peptides,””*’~** and none of
them have compared the use of different force fields in the
description of such modifications. The use of suitable
parameters in stapled peptide simulations can greatly
accelerate research, generating reliable information that can
guide future studies in rational drug design and protein
engineering.** The use of staples could lead to protein
stabilization, which can be useful for medical research,
diagnostics, and imaging,*’ production and enhancement of
biomaterials,"* and regenerative medicine.”” In an effort to
evaluate the reliability of MD simulation predictions for
stapled peptides, we compared the computational descriptions
of such systems by three different force fields (AMBER99SB-
ILDN,* CHARMM36,” and GROMOS54A7°°) with a set of
experimentally obtained data available in the literature,
ultimately evaluating the ability of MD to anticipate the
conformational effect of olefin staples.

2016

B MATERIALS AND METHODS

Peptide Modeling. We used the RNase A-based peptide
EWAETAAAKFLAAHA because of its partial helical content
in solution."" In order to reinforce the capability of MD to
describe the role of staples in the stabilization of a-helical
structures, we used two initial conformations: an “ideal” a-helix
(helical conformation, HC) with 3.6 residues per turn and a
“linear” structure (linear conformation, LC) with one turn of a
helix, allowing the staple to be formed in the same position as
the helical peptides. HC was built with PyMOL,”" and its
helical turn between residues 4 and 7 served as a template for
the creation of LC on Modeller9v14.>> The structure with less
superposition to HC, except for the turn, was chosen to be LC.
These were used for the unstapled peptide simulations and also
as templates for the construction of the stapled peptides.

Staple Modeling. In order to build the staple, we
constructed modified amino acids to replace specific residues
on the peptide. Starting with a lysine residue, we substituted
the Ha with a methyl group and the side chain with one of the
following: A three-carbon chain with a cis double bond
between the second and third carbons; a saturated three-
carbon chain; or a five-carbon chain with a cis double bond
between the third and fourth carbons. For each, we also built
the respective stereoisomer by switching the methyl and side-
chain substitutions, therefore creating R and S residues.

On the basis of the parameters for amino acid backbones
used by the AMBER99SB-ILDN, CHARMM36, and GRO-

DOI: 10.1021/acs.jcim.8b00404
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Figure 1. a-Helical content of simulated peptides per force field. Running averages on the mean number of residues in a-helical conformation
throughout the simulations and their standard deviations are shown.

MOSS54A7 force fields, we built the modified residues. The simulations. Analyses of the simulated peptides were
methyl group was described by the side chain of an alanine, performed with GROMACS, evaluating the backbone and
and we used parameters previously described for the lipid residue conformational behavior through root-mean-square
POPG in the AMBER99SB-ILDN,” CHARMM36,>* and deviations (RMSDs) and fluctuations (RMSFs), the helical
GROMOS54A7°>°¢ force fields to represent the double bond. content of each residue per percentage of time (helicity), and

With these pieces, we proceeded to build the three stapled the mean percentage of helical structure for the whole peptide
peptides. The fourth and the seventh residues of the initial as well as the evolution of secondary structures through the
peptide were replaced by the modified amino acids. The simulation based on hydrogen-bonding patterns (DSSP).****
peptide with the three-carbon side chain with a double bond at Theoretical circular dichroism (CD) spectra were calculated
the fourth position and the three-carbon side chain without a using the DichroCalc server® for every 10 ns of simulation,
double bond at the seventh position (R,;3S() was called and the final representation was produced as the average from
R3SS, the one with the double bond in the residue at the all of the simulations of each peptide. The first 100 ns of the
seventh position (R, ;,3S()) was called RSS3, and the one with simulation were considered as an extended equilibration phase
the five-carbon side chain with the double bond at the fourth and were discarded from the calculations of RMSF, helicity,
position and a three-carbon residue with no double bonds and CD to avoid interference with the average properties of

(R;;135(s)) was called RSSS. The staple-forming side chains each residue evaluated.
were rotated to be as close as possible to one another.

Molecular Dynamics Simulations. All of the simulations Bl RESULTS AND DISCUSSION
were based on previously described procedures®” using the
GROMACS 4.5 suite.”® In order to “close” the staple, we
manually added a bond between the terminal carbons of each

Simulated Systems. Peptides derived from RNase A with
three different types of staples'' and their unmodified,

unstapled versions were described with two types of force
side chain of a staple residue, as well as the necessary topology fields, namely, all-atom, represented by AMBER99SB-ILDN

information for the resulting structure, and then minimized the and CHARMMS36, and united-atom, represented by GRO-
system to reflect the new bond. Each peptide was solvated in MOSS4A7. The initial systems are described in Table I.
an octahedral water box with the recommended water models Starting from a helical conformation (HC), their ability to
for each force field: SPC™ for GROMOSS4A7 and TIP3P* maintain an a-helical secondary structure was assessed; in
for the all-atom force fields. Periodic boundary conditions were addition, peptides starting from a linear conformation (LC)
employed, and sodium counterions were added to neutralize were used to evaluate the ability to fold into a helical structure
the systems. The LINCS algorithm was used to constrain and to replicate the behavior of HC peptides. Each system was
covalent bonds”" in order to allow an integration step of 2 fs, simulated in triplicates of 500 ns, resulting in a 3 us time scale

while electrostatic interactions were calculated using the for each staple in each force field.
particle mesh Ewald method®” using 10 A as the cutoff for Peptide Folding and the Conformational Influence of
Coulomb and van der Waals radii. Each system was submitted Staples. In order to verify whether staples contribute to
to energy minimization steps using the steepest-descent helical maintenance, we performed DSSP analyses in HC
algorithm in order to accommodate the staple, water peptides (Figure 1a). The number of residues kept in a helical
molecules, and side chains. For each system, we ran three conformation in each stapled peptide varied according to the
independent simulations of 500 ns at 293 K starting with force field used, with GROMOSS54A7 showing overall
different initial velocities in order to reduce the influence of maintenance of helical content compared with the unstapled
low-probability events on the simulations’ average properties.”* counterparts. As for the ability to fold into a helix starting from
Structural Analyses. The presented results reflect the a coiled conformation, LC peptides mostly did not show an
mean behavior of the peptides through the three independent increased number of a-helical residues compared to the initial
2017 DOL: 10.1021/acs,jcim.8b00404
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Figure 2. Changes in backbone structure in comparison with the initial structures HC and LC. Running averages on mean RMSD and standard
deviations throughout the simulations are shown.

Table 2. Average Helical Content (%) and Standard Deviation Per Peptide for the Initial Helical Conformation (HC) and
Linear Conformation (LC) in Experimental and Computational Assessments

AMBER99SB-ILDN CHARMM36 GROMOSS54A7
peptide exptl (%) HC (%) LC (%) HC (%) LC (%) HC (%) LC (%)
8] 25 8.3 + 10.5 3+4 33.5 +21.3 0.8 + 1.5 20.8 + 21.1 0+0
RSS3 15114 29+ 35 0.1 +0.1 02+ 0.5 0+0 35.6 + 259 1.5 +29
R3SS 55141 1.3+ 1.7 13+ 13 8.6 + 13.8 0+0 53 + 283 49.3 + 29.6
RSSS 74 0.7 + 0.8 8.7 + 12.3 6.1 £9.5 1.9 + 4.1 32.5 £ 257 19.5 £ 209
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Figure 3. Residue contribution to helical conformation. The average percentage of time in a helical conformation per residue and the standard
deviation is shown for each stapled peptide in relation to the unstapled version. Positive and negative values indicate that the staple acquires more
or less helical structure, respectively. The area enclosed by the staple is shaded.

helix turn in both the stapled and unstapled systems, with the most of the used force fields, with GROMOSS4A7 being the
exception of R3SS with GROMOSS54A7 and RSSS with both only force field to show similar behavior between the HC and
AMBER99SB-ILDN and GROMOSS4A7 (Figure 1b). It LC versions of R3S5 and R5S5. AMBER99SB-ILDN also
appears that the coil—helix transition is harder to achieve for showed a similar number of helical residues in the HC and LC

2018 DOI: 10.1021/acs.jcim.8b00404
J. Chem. Inf. Model. 2018, 58, 2015—2023
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Figure 4. Differential fluctuations of stapled peptides compared with their unstapled versions. Positive values indicate that the stapled version is
more flexible than the unstapled one, while negative values indicate more rigidity. The area enclosed by the staple is shaded.

versions of the same peptides, but this number was too low to
account for at least one helical turn. The successive gain and
loss of a-helical structure appears to support the claim that
staples act as nucleators of a-helices instead of constraining a
rigid structure.”' In regard to the unstapled versions of the
peptides, none of them was able to maintain the initial number
of residues detected as a-helices, indicating partial or total loss
of secondary structure. Correlating with the higher number of
helical residues maintained, the backbones of HC-stapled
peptides simulated with GROMOS4A7 distanced themselves
less from their initial structures compared with those using all-
atom force fields (Figure 2). The same cannot be said for LC
peptides, since lower values did not necessarily correlate to
helix acquisition.

For the average helical content of the whole peptide (Table
2), GROMOSS4A?7 fits the experimentally determined values
better than simulations with all-atom force fields in most
systems, even if not closely in RSS3 and RS5SS5. The two
experimental average values for R5S3 and R3SS, due to the
nondetermination of cis and trans configurations,'® provide an
interval of helicity achieved by simulations of R3SS with
GROMOSS54A7.

As for force field performance, CHARMM36 was found to
be inadequate for simulating these stapled peptides, with
almost complete loss of secondary structure by 100 ns of
simulation. AMBER99SB-ILDN did not show evident differ-
ences between the stapled and unstapled versions of HC
peptides but was able to acquire and maintain a low helical
content for most of the LC peptides. The overall performance
of GROMOSS54A7 allowed the acquisition and maintenance of
several helical residues in most simulations, including the
unstapled and RSS3 peptides, which should present loss of
structure.

In order to better understand the effect of the staple on the
conformation of the peptides, we analyzed the contribution of
each residue to the a-helical conformation through the helicity
per time percentage (Figure 3). Among the simulated force

2019

fields, GROMOSS4A7 was the only one that consistently
allowed a greater helical character in all of the stapled peptides
compared with their unstapled versions, only failing to do so
for R5S3, which also did not enhance the helical content
experimentally. It was also the only force field that presented
results consistent with previous studies indicating that amino
acid residues adjacent to or enclosed by the staple have a
higher probability to be in a helical conformation,*' even if
residue 4 is considered poorly helical. Simulations with
AMBER99SB-ILDN consistently presented a low number of
helical residues but showed no evident differentiation between
staples. Furthermore, comparisons of RMSFs for the stapled
and unstapled systems show higher rigidity on HC peptides
with AMBER99SB-ILDN and GROMOSS4A7 (Figure 4). LC
peptides, on the other hand, show higher flexibility with
GROMOS54A7, possibly allowing the exploration of broader
conformational spaces, which could facilitate the adoption of
secondary structures by the stapled systems.

Taken together, these analyses indicate that the maintenance
of a coherent helical structure is related to the rigidity of part
of the region enclosed by the staple and surrounding residues
toward the middle of the peptide. Previous computational
studies with RNase A showed a higher probability of an amino
acid adjacent to or between the modified amino acids to be in
a helical conformation.*' Such a probability would translate as
lower RMSF values and helicity in the peptides RSSS and
R385 compared with the unstapled peptide. Indeed, this is the
case for GROMOSS4A7, with the exception of the RSSS
peptide. However, for a 12-carbon staple encompassing two
helical turns in the stereochemical configuration R,S, cis and
trans double bonds yielded different degrees of helix
stabilization, which might be the case for RSSS as well."
Further simulations with trans configurations might shed light
on this issue, for they could provide enhanced rigidity that
appears to be lacking in this particular peptide.

Comparison to Experimental Data. Through the use of
theoretical circular dichroism prediction, we were able to

DOI: 10.1021/acs.jcim.8b00404
J. Chem. Inf. Model. 2018, 58, 2015-2023
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Figure 5. Validation of simulations by comparison with experimentally obtained circular dichroism (CD) spectra."® Theoretical CD was calculated
using DichroCalc for simulated systems. The spectra for the initial structures HC and LC are included for comparison.

compare the average CD profile for every peptide in our
computational simulations to experimentally obtained data'®
(Figure S). The characteristic peaks of an a-helical CD
spectrum at 208 and 222 nm are not well resolved in the
theoretical calculations because of limitations of the algorithm,
which disregards amide n—z* transitions, characteristic of the
region at 220 nm.®” However, the theoretical spectrum of HC
still works as a guide for a-helix detection, especially because it
matches the a-helical peak at 190 nm; in addition, at the
wavelength of 220 nm, the accuracy of theoretical CD agrees
almost quantitatively with experimental results.*®

The unstapled experimental spectrum indicates loss of
secondary structure, which is also estimated for the peptide
simulations, even though they are not identical. The best
staple, in peptide RSSS, should have the spectrum most similar
to an a-helical one, and this is met by GROMOSS4A7, albeit
to a lesser extent than experimental data and HC. This
tendency to exhibit smaller peaks compared with experimental
results was also detected in the development of ab initio
parameters for proteins with a predominance of a-helices.”’

Stapled peptides using GROMOSS54A7 were able to match
the experimentally determined spectra better than those using
all-atom force fields. While simulations of R3SS with
AMBER99SB-ILDN matched the spectrum with the lowest
value, GROMOSS4A7 was able to agree with the peak at 193
nm of both resulting spectra and to cross them at 220 nm,
which coincides quantitatively with exg)erimental results, as
expected by the use of DichroCalc.® LC RSSS5 peptides
yielded similar results with both AMBER99SB-ILDN and
GROMOSS54A7, but the former did not show the same
behavior with HC peptides.

Force Field Performance in Simulating Stapled
Peptides. This study allowed for the comparison of all-atom
and united-atom approaches in the description of stapled
peptides. The two all-atom force fields had dramatically
different results between themselves, with CHARMM36 losing
all secondary structure and AMBER99SB-ILDN retaining
partial helical structure. GROMOSS4A7, with a united-atom
approach, agreed in part with the experimental data.

AMBER99SB-ILDN showed similar low helical contents in
all of the HC stapled peptides and was unable to replicate the
differences between staples. However, evidence of a-helical
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formation and maintenance was shown for the LC peptides
R3SS and RSSS, especially in residues enclosed by the staple,
even if the results did not agree quantitatively with
experimental data. While the use of a force field that tends
to maintain helical structures could reproduce the experiments
better, such as AMBER ff03,°® this force field is considered less
accurate than 99SB-ILDN. When comparing force fields in
folding events, AMBER99SB-ILDN was able to fold both an a-
helical and a f-sheet protein while ff03 was not.”” To use a
force field that overpopulates helical conformations would bias
our assessment by introducing artifacts. To have an assessment
of the reproducibility of the addition of stapled peptides in a
robust, widely used force field such as 99SB-ILDN is valuable
for future studies that may choose a more adequate force field
for general situations, such as the simulation of a stapled
peptide interacting with its target.

Peptides simulated with CHARMM36 could neither acquire
nor maintain a helical structure for more than 100 ns,
indicating their inadequacy to simulate stapled peptides in the
employed time frame. This tendency to lose structure could
result from the correction of CHARMM?22’%”'/CMAP,””
which had the tendency to strongly maintain a-helices. The
CHARMM36 version employed weakly structured peptides
obtained by NMR spectroscopy as the basis for adjusting the
force field parameters throu%h optimization of CMAP and
side-chain torsion potentials.”” The use of CHARMM36 over
the previous version is advised for protein simulations and was
shown to be suitable for simulating a-helical nucleation,”” but
although it appeared to adequately describe short helix-forming
peptides, the same was not observed for the larger peptides
used in the current study.

GROMOS54A7 showed the capability to both maintain and
acquire a-helical structures but did not always reproduce the
conformational changes reported for experimental data. The
peptides R3S5 and RSS3 differ only in the position of the
double bond in the hydrocarbon staple but experimentally
show dramatically different profiles, with the first enhancing
helical content in an RNase A-derived peptide and the latter
having no effect. A possible cause for this issue is the use of
too-similar parameters for both R3SS and RS5S3 that seem to
favor the maintenance of a-helices. Indeed, GROMOSS4A7
tends to convert 3)p-helices into a-helices, suggesting a
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tendency to stabilize the latter.’® On the other hand,
AMBER99SB-ILDN underestimates the stability of a-helices
in a 15 amino acid peptide.”” Perhaps a better adjustment of
the existing parameters to reflect experimentally obtained data
would provide better results. Since several computational
studies of stapled peptides have used AMBER force fields, this
bias should be taken into account when interpreting the
results. Furthermore, while a comparison of force fields in the
description of unstapled PPIs showed agreement between
computational and experimental data,”* the same was not
observed for the stapled systems, increasing the need for
caution when relying on the correct force field description of
stapled peptides in research of PPI modulation.

It seems that even though it does not agree with all of the
data, GROMOSS4A7 still reflects the dynamics of stapled
peptides better than the all-atom force fields used in this work.
Besides correcting the underestimation of helical content of its
predecessor 53A6,°””° GROMOSS4A7 combined with the
long-range electrostatic method particle mesh Ewald also
reflects the unstructured behavior of intrinsically disordered
peptides better than the AMBER all-atom force fields tested,
indicating that it might not be an overcorrection.”
Furthermore, a study showed that united-atom strategies
might sample conformations more efficiently than all-atom
models,”” which may allow simulations to visit a higher
number of conformations in the same computational time,
which in turn might better reflect experimental data. In
addition, united-atom models reduce the system’s size without
reducing its complexity, resulting in fewer nonbonded
interactions and internal degrees of freedom, which in turn
translates into a lower computational cost. While this might be
negligible in small systems such as peptides, it allows the
investigation of complex systems with several thousand atoms
with high computational cost, such as PPIs.

In conclusion, we have evaluated the performance of
different force fields in the description of stapled peptides.
Although we did not find an absolute best force field,
GROMOS54A7 had the most adequate performance. With
further enhancements and possibly the development of specific
parameters, it can become a reliable tool to anticipate the
structural behavior of the addition of staples to a-helices.
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4.2 Capitulo Il: Aspectos estruturais de glicocinas

4.2.1 Preambulo

Recentemente descobertas, as glicocinas, ou bacteriocinas glicosiladas, sdao surpreen-
dentes por apresentarem uma glicosilacdo incomum, a S-glicosilacdo de cisteinas (STEPPER
et al., 2011). Glicosilacdes estdo associadas a maior flexibilidade molecular e a interacdo entre
células, podendo ter um papel critico no reconhecimento por células-alvo. No caso de glicocina
F (GccF), produzida por uma espécie de Lactobacillus (STEPPER et al., 2011), os alvos
sao bactérias muito proximas da espécie produtora, funcionando como vantagem competitiva
na colonizacao do meio, sugerindo sua utilizacdo como conservante de produtos lacteos. Em
especial, a S-glicosilacdo é muito mais resistente a mudancas ambientais de temperatura, pH e
a quebra por glicosidases (OGA) do que a O-glicosilacdo (LEON et al., 2017). Algumas outras
questdes sdo levantadas quanto ao comportamento estrutural das glicocinas: apesar de diferirem
em apenas 5 aminodacidos, GeeF e plantaricina 1 (Asm1) (HATA; TANAKA; OHMOMO, 2010)
possuem estruturas dramaticamente diferentes, com a formacdo de hélice na primeira enquanto
nenhuma estrutura secundéria foi encontrada na dltima (NORRIS; PATCHETT, 2016). A
estrutura geral de glicocinas, hélice-volta-hélice, estabilizada por duas pontes dissulfeto, também
é encontrada na sublancina A (SunA), que difere de GeeF na sua atividade, que é bactericida
ao invés de bacteriostatica (PAIK; CHAKICHERLA; HANSEN, 1998), e pela auséncia de
uma regido desestruturada na regido C-terminal (GONZALO et al., 2014). Sua S-glicosilagdo
também ocorre na volta entre as duas hélices, e, embora promiscua, tem preferéncia por glicose
(Glc) ao invés de N-acetil-glicosamina (GIcNAc). A caracterizacdo de ligacBes estaveis como a
S-glicosilacdo como alternativa a O-glicosilacdo a nivel molecular pode antecipar caracteristicas
desejaveis em ambito biotecnoldgico. Além disso, o estudo de peptideos antimicrobianos, em
especial da classe das bacteriocinas, permitirad seu possivel uso na indistria de conservacdo
de alimentos e possivelmente na indistria farmacéutica. Finalmente, a utilizacdo de métodos
computacionais na obtencdo de informacdes sobre sistemas como esse é vantajosa por ndo

requerer o dispéndio de um grande volume de recursos.
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Abstract

Glycocins are antimicrobial peptides with glycosylations, often an S-linked monosac-
charide. Their recent structure elucidation has brought forth questions about their
mechanisms, as well as the impact of S-glycosylation on their structural behavior.
Here, we investigated structural characteristics of glycocins using a computational ap-
proach. Depending on the peptide’s class (sublancin- or glycocin F-like), the sugar
changes the peptide’s flexibility. Also, the presence of glycosylation is necessary for
the lack of structure of Asml. The C-terminal tail in glycocinF-like peptides influ-
enced their structured regions, acting like a regulator. These findings corroborate the
versatility of these post-translational modifications, pointing towards their potential

use in molecular engineering.



Introduction

The potential use of antimicrobial peptides as an answer for many modern issues, such as
food preservation! and as an alternative to antibiotics,? has attracted a lot of research effort.
The investigation of bacterial antimicrobial peptides has expanded the horizons of protein
engineering, for instance with the discovery of S-glycosylated peptides produced by Lactic
Acid Bacteria (LAB).? This modification, where a monosaccharide is covalently linked to
the sulphur atom of a cysteine side chain, has presented better resistance against cleavage
than O-glycosylation.* The discovery of S-linked sugars is associated with bacteria-produced
antimicrobial peptides, or bacteriocins, leading to the creation of the subclass of glycocins
(glycosylated bacteriocins). Currently, this subclass includes three peptides whose three-
dimensional structure is resolved by nuclear magnetic resonance, namely Sublancin (here-
after SunA),® Glycocin F (GcecF),® and Plantaricin Asm1 (Asm1)” (Figure 1). All glycocins
are short peptides with nested disulfide bridges linking two helices that are interconnected
by a loop, which contains a single monosaccharide (S-linked in SunA, O-linked in GeeF and
Asml). GeceF and Asml are orthologs that strikingly differ only by 5 amino acids and by
the total lack of secondary structure of the latter. Both have a very flexible C-terminal tail
with an S-linked monosaccharide in the terminal cysteine.® SunA has been shown to be bac-
tericidal against several Gram positive and negative bacteria, including methicillin-resistant
Staphylococcus aureus,® whereas GeeF and Asml are bacteriostatic.

The emerging field of studying glycocins is still in its initial steps. The molecular and struc-
tural aspects of such peptides could be further understood by the use of computational
tools, which allow the reproduction of several properties of biomolecules. Molecular Dynam-
ics (MD) simulations might provide the means to understand the effect of S-linked sugars
and other modifications in these peptides, including their role on structure stability.'® Cur-
rent advances in both hardware and software have lowered computational costs, allowing
simulations to reach timescales comparable to biological processes. The combination of both
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biological timescales and system replicas!! allows for reliable structural information, which



may help shed light in the molecular works of biological systems. The data provided could
help develop the use of such peptides and their structural characteristics in protein engineer-

ing. In this work, we report relevant structural aspects of glycocins using MD simulations.

SunA — AN ——F— N N—

GecF  ——p A\ T— S NAA——

Asm1l 1 1 O ) 1 ]
1 10 20 30 40

Figure 1: Glycocins with NMR-determined structure. Both three- and two-dimensional
representations are shown. S-glycosylations are shown in yellow; O-glycosylations are shown
in purple; disulfide bridges are shown in orange.

Results and discussion

Base behavior of glycocins

First, we aimed to confirm if our simulations matched available data on glycocins. For that,
we compared the experimentally determined circular dichroism (CD) spectra of these pep-

tides to their theoretically calculated counterparts derived from MD simulations (Figure2).



For SunA, we found no difference between the CD spectra for peptides with either glu-
cose (Glc) or N-acetylglucosamine (GlcNAc) S-linked to C22, agreeing with experimental
results®. For Asml, no CD data was available. For GeccF, theoretical CD? did not match
the experimental CD; however, when using the spectra of all NMR conformations as input
for theoretical calculations, the average CD matched the glycosylated GeeF spectrum de-
rived from MD better. This mismatch between the experimental and theoretical spectra is
possibly due to the peptide’s high coil content, which does not have a unique CD signal.
While DichroCalc’s quality depends on the a-helical content of the query!? and might not
match the spectrum completely, it still can provide information about trends in structural
content. These trends were met, at least partially, by the parameters used, and the peptides
were further evaluated. With this in mind, we compared the base behavior of glycocins and

their non-glycosylated counterparts.
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Figure 2: Experimental and theoretical CD of glycocins. A) Theoretical CD of SunA (from
NMR - pink) and Sx (black), Sg (red) and Sn (blue) show no difference between them.
B) Theoretical CD of deglycosylated (X) and glycosylated (G) GeeF: simulated results do
not agree with experimentally determined spectra, but with the theoretical CD of the ex-
perimentally determined structure of GeeF. GeeF (black) and GeeF1-32 (blue); theoretical
calculations for simulated GeeF (red) and GeeF1-32 (green); and for the experiment (pink).

SunA and the Goldilocks zone of interaction

The glycosyltransferase SunS has been shown to be promiscuous regarding the hexose it
transfers to SunA,'3 so we tested different S-linked monosaccharides: no monosaccharide

(Sx), the normally attached Glc (Sg), and GleNAc (Sn). We observed no significant differ-
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ence in helical content per residue, regardless of modification (Figure 3A). We did, however,
observe that the difference between RMSF values from Sx and both glycosylated SunA
showed that Sg and Sn contained a more rigid interhelical loop, while having a more flexible
structured region (Figure 3B), although being overall more stable relatively to the initial
configuration (Figure 3C). Sg showed a much higher variation in the glucosylated residue,
with GlcNAc granting a severe rigidity to the site that could be due to the bulkier group
on the carbon 2 side chain of GlcNAc. The analysis of the interaction energy between the
monosaccharide and the peptide shows a significantly higher interaction of GlcNAc and its
peptide when compared to Glc (Table 1). In order to test if there was a preferential in-
teraction of the loop and monosaccharide with one particular helix (H1 (Gln6-Ser16) or H2
(Gly25-Phe35)), defined as the helix-forming residues in the beginning of the simulation), we
analyzed the specific interactions between those groups (Figure 3D). Indeed, there were over-
all higher interaction energies of any monosaccharide with H1, and GlcNAc more than Gle.
The antimicrobial activity of SunA is higher when using glucose,'® which could be influenced
by the interaction between glycan and helices. Since the redefinition of the carbohydrate of
wildtype SunA as glycoactive, ' meaning that the sugar has to be relatively free to interact
with the target, perhaps a bulkier monosaccharide (GlcNAc, for instance) might hinder the
bioactive interaction with the target due to too much interaction with the peptide (Table 1).
This points towards an intermediate interaction with the helices, and thus to an intermedi-
ate level of flexibility. The glucosylated SunA is slightly more active than the peptide with

other hexoses linked to Cys22, as shown by antimicrobial activity assays against B. subtilis.'?

Table 1: Interaction energy between sections of the glycopeptide and water.

Interaction Energy (kJ/mol) | Glucose | GlecNAc
Glycopeptide-Water -2400.44 + 80.15 | -2528.07 4+ 80.25
Glycan-Water -116.54 + 15.59 | -157.99 £ 19.79
Peptide-Glycan -63.66 = 13.35 | -119.11 + 12.92

Moreover, we observed a more limited exploration of the conformational space by the
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Figure 3: Sublancin glycosylation changes its behavior. A) Different glycosylations do not
change helical content. B) When compared to the non-glycosylated version, Sg and Sn have
a more rigid loop. C) RMSD indicates that Sx fluctuates more. D) The energy of interaction
shows that the sugar interacts more with helix 1, and GlcNAc more than Glc. E) Different
glycosylation status changes the exploration of the conformational space by SunA.

glycosylated peptides in a free energy landscape (FEL) analysis of the peptide’s backbone.
The presence of a sugar limits the occupation of the conformational space, with Sx having
several minima occupied, while Sg and Sn occupy less, but steeper, minima. This relates to
the increased rigidity of the whole peptide by Glc and GlcNAc, with a steeper free energy
landscape for Sn (Figure 3E). This means that GleNAc might reduce the ability of Sn to
exit certain energy minima, therefore being trapped in a conformation that does not easily

interact with the target.



Taken together, these results support the ”protective umbrella” hypothesis, where the un-
constrained glycan acts as a shield against proteolysis.® If this is the case, GlcNAc would
prefer to interact with one of the helices, being unable to protect the peptide and to interact
with the target. The role of increasing rigidity with this modification, thus contributing to
SunA’s high chemical stability,!® while also having a small and relatively free sugar attached
to its loop, makes this S-glycosylation a very versatile bacterial tool. We might infer that
glycosylation plays a role in the stabilization of SunA’s loop, while also possibly offering

protection and target interaction. ¢

Glycocin F and its monosaccharides

To understand the influence of sugars in GeeF, we compared the wildtype (Gg) to its non-
glycosylated (Gx) version. Other than a slight increase of helicity in helix 1 of Gg (Figure
4A), no significant differences were observed between both versions (Figure 4B). Differential
RMSF shows that the presence of the monosaccharides results in higher flexibility in the
interhelical loop and helix 2, as well as in the middle of the C-terminal tail (Figure 4C). The
end of the tail of Gg, however, is more rigid than Gx, indicating that the S-glycan interacts
with the glycopeptide. In order to understand such rigidity, we investigated which residues
were interacting with the terminal S-linked sugar. Other than forming hydrogen bonds with
several amino acids that form the tail (Figure 4D), the monosaccharide also interacted with
the O-linked GlcNAc in the loop. The minimum distance between the two sugars is consis-
tently lower than 0.4 nm in all simulation replicas, indicating that they are within interacting

distance for hydrogen bond formation.
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Figure 4: Behavior of GeeF. A) Glycosylation mostly affects the helicity of residues from
helix 1. B) RMSD is not affected by glycosylation. C) Differential RMSF shows enhanced
rigidity and flexibility of the glycopeptide compared to Gx. D) Hydrogen bond formation of
C43 in three independent simulations (S1-3), and every frame where the minimum distance
between C43 and S18 was lower than 0.4 nm, therefore allowing the formation of hydrogen
bonds (S1 black, S2 red, S3 green). E) Glycosylation shifts minima and widens free energy
landscape of Ge.

Taken together, these observations indicate that GeeF does not keep an ”extended” tail

conformation, and the sugars in its loop and tail interact. Instead of the proposed mechanism



of the terminal monosaccharide acting as a "hook” to guide the peptide to its target, perhaps
the S-linked GIlcNAc helps in its protection against proteases. This, however, does not make
the O-linked sugar more rigid. Perhaps this means the interactions with the tail keep pulling
the O-linked sugar, that does not stay put in the groove formed by residues 8, 9, 11-21
and 258, This altered structural behavior is translated as a slight shift on the free energy
landscape (Figure 4E), with the glycosylations granting a wider, more shallow landscape

with more minima.

The homologue Asml

In the same manner as GeceF, we observed the impact of the presence of glycosylation (Ag)
or lack thereof (Ax) in Asml (Figure 5). The sugars also confers flexibility to the peptide,
and the C-terminal tail of Ag stays more flexible than Ax. The impact of the tail lowers the
flexibility on helix 1 but enhances it on helix 2 and in part of the loop, making the peptide
as a whole more flexible.

Asm1 and GeceF are homologs that differ only by 5 amino acids, all of them in the C-terminal
tail. Departing from the structure of GeeF, we mutated those residues to match the sequence
of Asm1 (G2Ag). In order to establish whether the glycosylation affects the loss of secondary
structure of G2A, we also made a non-glycosylated version (G2Ax). While G2Ax did not
lose the helical conformation from GeceF, G2A decreased the percentage of time in which
its residues adopted a helical conformation (Figure 5A). Furthermore, RMSF shows that
S-glycosylation increases flexibility for both Asm1 and GeceF, while G2A maintains its C-
terminal tail more rigid than G2Ax (Figure 5B). The rest of the structure, while tending
to stay flexible, varies a lot. Secondary structure over time indicates a decrease in a-helical

content of G2Ag, while the same is not observed in G2Ax, Asm1 and GecF (Figure 5C).
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Considering the amount of coil or alpha-helix throughout the simulation, it becomes clear
that the loss of structure only happens in G2Ag and not in G2Ax, indicating a role of the

monosaccharide in the lack of secondary structure in Ag. In the free energy landscape, we
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see that G2Ag does not keep the defined minima profile of Gg, having a much wider region
of lower values, indicating the molecular rearrangement fueled by the glycan (Figure 5D). In
GeeF, Asml and G2A, glycosylation grants an overall flexibility, that impacts the exploration

of conformational space, meaning that an ensemble of structures are equally favorable.

A tail’s tale

To assess the impact of the C-terminal tail, we simulated the structured region of GeceF
(residues 1-32) independently (G1-32g and G1-32x) and compared them to the equivalent
region in the full peptide (Figure 6). Moreover, we did the same for Asml (A1-32g and
A1-32x). We observed that G1-32g is overall much more flexible than the same region in the
full peptide, highlighting the stabilizing role of the C-terminal tail for the peptide. Also, the
tail stabilizes the two helices by increasing the time of their constituting residues in helical
conformation. The rigidity of the residues 28-30 in GeeF might be important to limit the

tail movement, allowing the sugar on C43 to interact with the one on S18.

Asml GcceF
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Figure 6: Impact of the C-terminal tail on A) Asml and B) GeceF. Simulations of residues
1-32 are shown in blue, while the simulations of the whole peptides are in red.
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S-glycosylation and glycocins

So far, the influence of S-glycosylation on the structure of glycocins indicate that its effects
on secondary structure are subtle. This is more noticeable in the C-terminal tail and with
the interactions of the two sugars in GeecF and Asm1l. ARMSF shows that S-glycosylation
increases flexibility for both Asm1 and GeeF, and rigidity in the interhelical loop for SunA.
Currently, there are two classes of glycocins, divided in glycocin F-like and sublancin-like.
Our results reflect such classification, perhaps representing two valid strategies for glycosy-
lated peptides to adopt.

The role of the C-terminal tail seems to be to provide rigidity to the peptide, even though the
tail itself should be highly flexible. The final portion of the tail interacts with the monosac-
charide attached to the loop, changing the molecular interactions with the medium. Perhaps
this change is responsible for the different interactions these peptides have with competing
bacteria.

When mutating the structure of GeeF to the sequence of Asml, we created the mutant G2A,
which, when glycosylated, was able to lose a high amount of its secondary structure. This
loss of structure is also related to an increase of C-terminal rigidity. This could be related to
the interaction with the glycan in the loop. The sugar might decrease stabilization, as also

seen in the FEL, perhaps using the C-terminal tail as an axis to unwind itself.

Conclusions

We have assessed the behavior of S-glycosylated bacteriocins, the impact of S-glycosylation,
and with different types of sugar, in the case of SunA. Computational parameters appear to
reproduce the tendencies of glycocins, but attention is required due to the limitations of the
method.

In general, S-glycosylation does not appear to impact in the amount of secondary structure,

but it influences peptide flexibility. As for the C-terminal tail of Asm1 and GeceF, we learned
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that it impacts their structured region. Glycosylation of GeeF to Asml is necessary for
helical loss, possibly destabilizing the most prevalent conformations due to interactions. The
interplay between carbohydrate and C-terminal tail could be responsible for the increased
flexibility in Asm1l and GeceF, while the rigidity observed in SunA could be due to the
undisputed interaction between sugar and peptide.

The C-terminal tail of GeeF and Asml impacts its structured region; Glycosylation of
GecF to Asml is necessary for helical loss, possibly destabilizing the most prevalent confor-
mations due to interactions of the tail with helix 2. The interplay between carbohydrate and
C-terminal tail could be responsible for the increased flexibility in Asml and GceceF, while
the rigidity observed in SunA could be due to the undisputed interaction between sugar and

peptide.

Experimental

The structures of SunA, GeeF and Asm1 were obtained from RCSB PDB (2KUY, ¢ 2M1J, 7
2MVIT). For each protein, all conformations were clustered and the closest to an average
structure was selected for further analyses. For SunA, we used the wildtype peptide, with
glucose linked to Cys22 (Sg); the peptide with glucose substituted by GlcNAc (Sn); and
a non-glycosylated peptide, where the monosaccharide is substituted by a single hydrogen
(Sx).

For both GeeF and Asml, we used the original peptide with GlcNAc linked to Serl8 and
Cys43 (Gg and Ag, respectively); a shorter version of the peptide with only the first 32 amino
acid residues (G1-32g and A1-32g); and a non-glycosylated version for each form (Gx, Ax,
G1-32x, A1-32x). In addition, we mutated the residues of GecF to match those of Asml,
creating a structured Asml (G2A), with (G2Ag) and without (G2Ax) glycosylation.

Since GeeF and Asml were resolved in a mixed solvent of water and acetonitrile,® we pa-

rameterized the liquid in the proportions at the temperature used until the mixed solvent
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in the box matched the density of the experimentally determined solvent.'® All prepara-
tions and simulations were performed using the Gromacs suite.'® In order to describe the
S-glycosylation, we used the GROMOS 53A6GLYC force field. 22!

Each peptide was solvated with SPC water,?? minimized using the steepest descent algo-
rithm, slowly released from constraints at constant volume and temperature, then equili-
brated for 100ns, and simulated in triplicates for 1us, at an integration step of 2fs. We used
LINCS?3 for bond constraints, PME?* for electrostatics, a modified Berendsen thermostat, 2>
and Parrinello-Rahman?® for temperature and pressure coupling, respectively.

RMSF, helicity and DSSP were calculated excluding sugars, in order to be comparable to
their non-glycosylated versions. Similarly, RMSD and PCA used the peptide’s backbone as
reference. RMSF was displayed as the difference between the non-glycosylated and glyco-
sylated peptide for each replica, which were then averaged, resulting in a single curve per
glycosylated peptide, with 0 being the non-glycosylated version. Therefore, positive values
denote that the glycosylated peptide is more flexible than its non-glycosylated version, while
values below zero denote a more rigid residue.

To improve visual communication for RMSD and DSSP, the results were displayed using
running averages with a window size of 500 applied directly to the average of each triplicate
on Grace.

PCA was calculated in a concatenated trajectory of 3us per peptide. We calculated the
covariance of different types of glycosylation and then used the eigenvectors to plot different
peptides, which resulted in the exploration of the free energy landscape for every peptide

compared to one another.
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5 Discussao Geral

Através dos resultados demonstrados nos Capitulos | e Il, esta tese buscou entender o
comportamento de peptideos semi-sintéticos (com grampos olefinicos) e naturais (com O- e

S-glicosilacdes).

5.1 Campos de Forca utilizados

No Capitulo I, trés diferentes campos de forca foram utilizados, o que permitiu uma
analise comparativa da descricdo de peptideos grampeados. A ligacao dupla entre dois carbonos
presente no grampo foi descrita por parametros de lipideos, mais especificamente POPG,
j4 adequados para o AMBER99SB-ILDN (JAMBECK; LYUBARTSEV, 2012), CHARMM36
(JANG et al., 2008), e GROMOS54A7 (KUKOL, 2009). Para cada campo de forca, também
foi utilizado o modelo de dgua recomendado pelo Gromacs para cada campo de forca (TIP3P
(JORGENSEN et al., 1983) para AMBER99SB-ILDN e CHARMM36; SPC (BERENDSEN et
al., 1981) para GROMOS54A7). O campo de forca que melhor descreveu o efeito da adicdo de
grampos em peptideos foi o GROMOS54A7, reproduzindo parcialmente os dados obtidos em
experimentos (SHIM; KIM; VERDINE, 2013). Os campos de forca AA, comumente considerados
mais confidveis do que os UA, foram inconsistentes com os efeitos de diferentes grampos, com
o CHARMM36 falhando na reproducdo de todos os peptideos grampeados. O CHARMM36 é
uma versao corrigida do CHARMM27, que possuia uma propensao a manutencao de hélices-a.
As correcoes 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 a perda de estrutura secundéaria observada nos peptideos
grampeados. Cabe aqui ressaltar que a reprodutibilidade de dados experimentais varia de
acordo com a parametrizacio dos campos de forca. E especialmente importante ter isso em
mente quando trabalhando com moléculas que necessitam de novos parametros, pois a geracdo
de topologia é uma etapa essencial para garantir simulacGes confidveis e que antecipardo
corretamente o comportamento molecular dos sistemas estudados. A transferabilidade de
parametros do GROMOS, que sdo baseados em macromoléculas, para grupamentos diferentes

pode ser desafiadora, sendo necessario estar de acordo com os descritores do campo de forca
(LEMKUL; ALLEN; BEVAN, 2010).

No Capitulo I, foi utilizado o campo de forca GROMOS53A6-GLYC (POL-FACHIN et
al., 2012; POL-FACHIN; VERLI; LINS, 2014), que possui pardmetros para ligacdo S-glicosidica.
Estes pardmetros foram desenvolvidos para refletir caracteristicas medidas experimentalmente,

de forma a reproduzir os efeitos da glicosilacdo na flexibilidade proteica. Para as glicocinas
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Asml e GeeF (e a mutante G2A), utilizamos um solvente misto com dgua SPC (BERENDSEN
et al., 1981) e 40% acetonitrila ( H3C—C=N ), de forma a reproduzir ao maximo as condicdes
de obtencdo das estruturas por RMN. No entanto, isso pode introduzir um viés por n3o ser
um meio préximo a realidade biolégica na qual os peptideos se encontrariam. Além disso, por
serem peptideos secretados ao meio no qual se encontra a bactéria produtora, as condicdes
que esses peptideos enfrentam podem variar muito. Por se tratarem de LAB, os organismos
produtores tendem a acidificar o meio por conta da fermentacdo. GeceF é capaz de resistir a
degradacdo em uma ampla variacdo de pH (2-10) (STEPPER et al., 2011), o que sugere que a
investigacao do comportamento molecular de glicocinas em meio acido possa ser uma préxima

etapa de investigacao.

A abordagem de atomo unido presente nos campos de forca GROMOS53A6-GLYC
e 5b4A7, em contraste com a representacdo de todos os atomos do sistema dos campos de
forca AMBER99SB-ILDN e CHARMM36, reduz o tamanho do sistema sem diminuir sua
complexidade. A consequente diminuicdo do ndmero de interacdes ndo-ligadas e graus de
liberdade pode ser responsavel por uma amostragem mais eficiente de conformacdes (HSIEH;
LUO, 2010). No Capitulo |, o comportamento de nucleador de hélice observado nos peptideos
grampeados aponta para a capacidade do GROMOSb54A7 de reproduzir a transicao entre
diferentes conformacdes (KUTCHUKIAN et al., 2009), o que n3o foi observado para os outros
campos de forca. No Capitulo Il, também foi possivel ver a transicio entre estados nas
glicocinas, em especial nos mutantes G2A glicosilados e n3o-glicosilados, onde a presenca
de monossacarideos promove o desenovelamento. Em conjunto, esses dados apontam para
uma descricdo adequada do perfil conformacional de peptideos modificados. Tais resultados
entram em contraste com uma recente revisdo sobre simulacdes de peptideos, que brevemente
aborda os campos de forca GROMOS como apresentando uma performance inferior a outros
campos de forca em uma avaliacdo comparativa no enovelamento e dindmica de peptideos
(GEORGOULIA; GLYKOS, 2019).

Ainda no caso do GROMQS, as diferentes modificaces tiveram efeitos distintos,
bem reproduzidos pelo campo de forca. Os diferentes tipos de grampo, além dos diferentes
carboidratos S-ligados a sublancina, modificaram a exploracdo do espaco conformacional de seus
respectivos peptideos. Desta forma, estes trabalhos contribuem ao aciimulo de conhecimento
sobre o enovelamento de peptideos e a sua reprodutibilidade, pois a adequacao de campos de
forca para a descricao do enovelamento é um dos gargalos na area da bioinformatica estrutural
(GEORGOULIA; GLYKOS, 2019; PIANA; KLEPEIS; SHAW, 2014). Além dos campos de
forca, a descricao do solvente, seja implicito ou explicito, também impacta na descricdo do
enovelamento (RODRIGUEZ et al.,, 2011). Enquanto o solvente explicito descreve melhor
o comportamento estrutural, ele também aumenta muito o custo computacional. O estudo

de peptideos permite a utilizacdo de solvente explicito sem que isso acarrete em um custo
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computacional proibitivo.

5.2 Efeito das modificacoes

Em um estudo computacional com a RNAse A, verificou-se que residuos adjacentes ao
grampo tem uma probabilidade maior de encontrar-se na conformacao de hélice-a quando este
estiver adjacente ou englobado pelo grampo (KUTCHUKIAN et al., 2009). Logo, espera-se
que residuos adjacentes ou englobados pelo grampo tenham um elevado contetido de hélice-a.
Em trabalhos experimentais com os mesmos sistemas, o peptideo ndo-modificado manteve um
contetido médio de hélice de 25%. Em comparacio, as simulacdes do Capitulo | mostraram uma
média similar (CHARMM36 — 27,40%; GROMOS54A7 — 29,87%) ou menor (AMBER99SB-
ILDN — 10,9%) a obtida experimentalmente. Os peptideos R3S5, R5S3 e R5S5 obtiveram um
contetido de hélice de 55 ou 41%, 15 ou 14%, e 74%, respectivamente, com os valores n3o
definidos para configuracdes cis ou trans nos grampos R3S5 e R5S3 (SHIM; KIM; VERDINE,
2013). O campo de forca que mais se aproxima dos resultados obtidos experimentalmente neste
quesito é o GROMOSb54A7, com valores de contetido de hélice similares para os peptideos
ndo-grampeados e R3S5, embora com valores muito diferentes do experimental para os outros

grampos.

Independente de campo de forca, analises mostraram oscilacdes no contelido de hélice-a
em todas as simulacdes, com perda e ganho sucessivos de voltas. Essa capacidade de adquirir e
readquirir hélices-a é condizente com a proposta de que os grampos atuam como nucleadores
de hélice-ar, aumentando sua propensao de formar hélices, e ndo necessariamente mantendo
uma estrutura rigida (KUTCHUKIAN et al., 2009).

Para as glicocinas, diversos aspectos estruturais foram abordados. Para SunA, uma
diferenca sutil no aclcar ligado afetou sua flexibilidade e energia de interacdo com o peptideo. A
presenca de acticar em SunA altera muito seu FEL, reduzindo o niimero de minimos energéticos.
Em GcecF, que possui duas GIcNAc, sendo uma O- e outra S-ligada, foi visto que a regiao
C-terminal (S-glicosilada) fica mais rigida do que ficaria sem carboidratos ligados. Além disso,
ambas GIcNAc ficam a uma distancia que possibilita sua interacao e a formacao de ligacdes de
hidrogénio, conectando regides distantes do peptideo. Isso pode ser corroborado pela menor
flexibilidade dos peptideos com a regido 33-43, indicando que a regidao C-terminal tem um
papel importante na dindmica do peptideo. GccF parece ter um comportamento distinto de
SunA, com a glicosilacdo gerando um FEL com mais minimos. O mesmo ocorre pra Asml,
que, quando sem aclcares, possui um minimo energético mais definido. Adicionalmente, com
a simulacdo de G2A e sua versdo ndo-glicosilada, verificamos que apenas na presenca de

glicosilacao a estrutura é perdida. Isso indica que o aclicar tem um papel na aparente falta de
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estrutura secundaria de Asm1, com as GIcNAc podendo interagir com algum dos aminoacidos

mutados ou entre si, desenovelando as hélices.

5.3 Simulac3o de peptideos por DM

Atualmente, simulacoes computacionais s3o capazes de descrever sistemas compostos
por um elevado nimero de particulas. No estudo de peptideos, uma das maiores contribuicdes
da DM esta na possibilidade de simular seu enovelamento de forma detalhada e em uma
escala de tempo préxima a biolégica (DROR et al., 2012). A formacdo de uma hélice-«, por
exemplo, fica na ordem de 100-200 ns (GARCIA; SANBONMATSU, 2002), que é facilmente
acessivel pela DM. Essa técnica de simulacdo é por vezes descrita como um “microscépio
computacional”, permitindo a observacdo de fendmenos estruturais em uma escala de tempo e
espaco que dificilmente podem ser atingidas experimentalmente (DROR et al., 2012). No caso
da investigacao de peptideos, que em geral possuem um tamanho que permite a simulacao de
condicGes variadas, a comparacao com dados provenientes de experimentos é possivel. Além
disso, é possivel simular réplicas dos sistemas, que reduzem a chance dos comportamentos
moleculares observados serem devidos ao acaso, tornando a informac3o estrutural mais confiavel.
As analises de covariancia utilizadas para gerar os FEL permitem ver que as diferentes réplicas

exploraram um espaco conformacional semelhante, garantindo a robustez do dado.

Apesar das simulacdes de peptideos terem seu tamanho reduzido como vantagem, com
isso também vem uma alta flexibilidade e dinamica, o que torna a descricdo do seu potencial
conformacional total muito dificil para DMs sem restricdes. Portanto, no intuito de aumentar a
amostragem conformacional, metodologias com bias (viés) sdo comumente utilizadas, como
é o caso da metadindmica, da dindmica acelerada, e da umbrella sampling (GEORGOULIA;
GLYKOS, 2019). No caso dos trabalhos aqui descritos, a amostragem pode ser vista através do
perfil de energia livre. A informac3o gerada pela DM dé acesso a um conjunto de conformacdes
que populam esse perfil, no qual as mais prevalentes tendem a ser as com menor energia livre
de Gibbs. Isso se aproxima a obtencao de dados da média conformacional de um peptideo
em solucdo, onde parte dos componentes estard em conformacSes proximas a nativa. No
caso das glicocinas, em muitas situacoes o FEL é composto por minimos rasos, sem ter uma

conformacao especifica associada a um minimo energético.

O CD, que foi utilizado nos dois trabalhos como forma de validar a descricao dos
peptideos simulados, ndo foi de tanta ajuda quando havia a interferéncia de regides desenove-
ladas. O DichroCalc possui a limitacdo de n3o resolver o duplo minimo entre 200 e 230 nm
caracteristico da conformacao de hélice-o através de seus parametros ab initio para o calculo
do croméforo amida (BULHELLER; RODGER; HIRST, 2007), por n3o considerarem transicdes
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nm* observaveis na faixa de 222 nm (BESLEY; HIRST, 1999). Na faixa de 220 nm, no entanto,
a acuracia do CD tedrico concorda quase quantitativamente com a calculada em experimentos
(BULHELLER; RODGER; HIRST, 2007). No caso das glicocinas, e especialmente GccF e
Asml, que possuem uma quantidade significativa de residuos sem estrutura secundaria, é dificil
apontar o quanto as simulacdes replicaram resultados experimentais. A janela de tempo de um
CD é muito maior do que o tempo de simulacdo da ordem de microssegundos que pudemos
alcancar, o que pode se traduzir em uma maior quantidade de hélice-ax por haver mais tempo

para sua formacao.

Em suma, os trabalhos apresentados nesta tese contribuem para o entendimento
da estrutura de peptideos naturais e semi-sintéticos. Grampos olefinicos podem auxiliar no
desenvolvimento de peptideos com aplicacGes farmacoldgicas, auxiliando na manutencdo da
estrutura de hélice, e abrindo a possibilidade de uso na modulaciao de interacGes proteina-
proteina. O estudo da S-glicosilacdo contribui para aumentar a caixa de ferramentas na
engenharia de proteinas, impactando a flexibilidade de peptideos. Além disso, o estudo das
glicocinas contribui para o melhor entendimento estrutural de peptideos antimicrobianos, que
podem ter aplicacdes na industria de alimentos como uma forma de controle microbiolégico.
A modulacao da atividade bactericida ou bacteriostatica das glicocinas pode vir a contribuir
também na area da salde, conforme foi observado com a sublancina e sua atividade contra
MRSA (WANG et al., 2017).
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6 Conclusoes

Nesta tese, foram abordadas diferentes formas em que o estudo de biomoléculas pode
ser auxiliado por ferramentas computacionais em diversas escalas. Com o conhecimento gerado

no decorrer desses trabalhos, foi possivel:

e Capitulo | - Descricao computacional de peptideos grampeados

— Construir a topologia dos peptideos grampeados nos trés campos de forca, utilizando

parametros equivalentes.

— Comparar a descricao dos diferentes peptideos grampeados. Apesar de nenhum
dos trés campos de forca descrever o comportamento dos peptideos grampeados
com acuracia, o GROMOS54A7 apresentou o melhor desempenho, enquanto o

CHARMM36 mostrou-se inadequado para descrever tais peptideos.
— Descrever a acdo dos grampos nos peptideos, que parece ser de nucleacao de
hélice-a.

e Capitulo Il - Aspectos estruturais de glicocinas

— Analisar a S-glicosilacdo e seu impacto na estrutura de glicocinas, revelando seu
papel na modulacao da flexibilidade dos peptideos e em sua exploracdo do espaco

conformacional.

— Avaliar a importancia da cauda C-terminal em GecF e Asm1, garantindo a interacao

dos dois monossacarideos e assim enrijecendo o peptideo.
— Comparar diferentes glicosilacdes em SunA,

— Descrever, de forma sistematica, o comportamento estrutural de glicocinas, refor-
cando a divisdo entre “sublancina-like” e “glicocina-F-like" e evidenciando duas

estratégias distintas adotadas por essas bacteriocinas.
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[ Perspectivas

Nesta tese, foram sugeridos alguns comportamentos de peptideos que podem se
beneficiar de mais estudos. No caso dos peptideos grampeados estudados no Capitulo |, pode-se
buscar uma melhor adequacdo da descricao dos mesmos por campos de forca de DM. A
partir dai, pode-se tentar utilizar esse modelo para a predicdo de caracteristicas decorrentes
de diferentes modificacGes com grampos, que por sua vez pode ser levada a bancada para
sintese. As aplicacdes de peptideos com nucleadores de hélice s3o inimeras, incluindo o uso na

abordagem terapéutica de doencas relacionadas a interacdes proteina-proteina.

No caso das glicocinas abordadas no Capitulo Il, o estudo de mais glicocinas permitira
um melhor entendimento dessa classe de AMPs. A elucidacdo da estrutura de mais peptideos
somara aos conhecimentos do efeito de cada modificacdo e regido na funcao e atividade de

glicocinas, e abre o caminho para a engenharia de peptideos S-glicosilados.

O uso de metodologias computacionais para a pesquisa de biomoléculas também pode
avancar com diversos estudos comparativos, que testem a confiabilidade da descricio de
sistemas diversos, e sua comparacao com dados experimentais. Um levantamento de estudos

existentes pode ajudar a fazer essa traducdo do experimental e computacional.

Em suma, o campo do estudo da estrutura de peptideos ainda é jovem, e muito ainda
pode ser explorado. Os efeitos de modificacGes na estrutura se estendem a sua funcdo, e essa
relacao abre caminho para a possibilidade de modular a atividade de moléculas a partir do
conhecimento gerado no estudo de peptideos modificados.
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9 Apéndices

Durante o periodo deste doutorado, foram realizados trabalhos em forma de colaboracdo
com outros grupos de pesquisa. A primeira pagina das publicacGes resultantes, bem como dos
manuscritos submetidos a revistas cientificas, seguem em ordem cronolégica. Os artigos na

integra estdo disponiveis na URL e QR code abaixo.

=

https://qrgo.page.link/NErBs

Em colaboracdo com o grupo da Profa. Dra. Karen Haag, do Programa de Pés-
Graduacdo em Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
participei da anélise de dados do sequenciamento da microbiota de barbeiros (Hemiptera:
Reduviidae) infectada com Trypanosoma cruzi. Este trabalho resultou na publicacdo do artigo
“Triatomine bugs, their microbiota and Trypanosoma cruzi: asymmetric responses of bacteria

to an infected blood meal"na revista Parasites & Vectors.

Em uma série de colaboracdes com o grupo do Prof. Dr. Ricardo Menegatti, do Labora-
tério de Quimica Farmacéutica Medicinal na Universidade Federal de Goias, foi feita a avaliacdo
de compostos bioativos através da metodologia de atracamento molecular: LQFMO030, com
atividade antitumoral; LQFM091 e LQFM102, com atividade antinflamatéria; e LQFMO032, com
atividade antihipertensiva. Estas colaboracGes resultaram na publicacao de quatro artigos: “In-
duction of apoptosis in Ehrlich ascites tumour cells via p53 activation by a novel small-molecule
MDM2 inhibitor — LQFMO030", na revista Journal of Pharmacy and Pharmacology; "“Pharma-
cological evaluation and molecular docking of new di-tert-butylphenol compound, LQFM-091,
a new dual 5-LOX/COX inhibitor”, na revista European Journal of Pharmaceutical Sciences;
“Molecular docking and pharmacological /toxicological assessment of a new compound designed
from celecoxib and paracetamol by molecular hybridization”, na revista Inflammopharmaco-

logy; e “Novel choline analog 2-(4-((1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methyl)piperazin-1-yl)ethan-1-ol
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produces sympathoinhibition, hypotension, and antihypertensive effects”, na revista Naunyn-

Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology.

Em colaboracdo com o grupo do Prof. Dr. Itabajara Vaz Jr., do Centro de Biotecnologia
da UFRGS, foram construidos modelos de glutationa S-transferase de forma a predizer os
epitopos de células B compartilhados entre varias espécies de carrapatos. O trabalho foi
submetido para a revista Ticks and Tick-Borne Diseases com o titulo “Prediction, mapping

and validation of tick glutathione S-transferase B-cell epitopes”.

Com o grupo do Prof. Dr. José M. Estevez da Fundacion Instituto Leloir, na Argentina,
investigou-se o papel da O-glicosilacdo na estrutura de um peptideo relacionado ao crescimento
de pelos radiculares em Arabidopsis thaliana. O artigo foi aceito para publicacdo na revista
New Phytologist sob o titulo de “A cell surface arabinogalactan-peptide influences root hair

cell fate”.
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Abstract

and identifying key factors determining those changes.

Pectobacterium.

Background: Triatomine bugs (Hemiptera: Reduviidae) are vectors of the flagellate Trypanosoma cruzi, the causative
agent of Chagas disease. The study of triatomine gut microbiota has gained relevance in the last years due to its
possible role in vector competence and prospective use in control strategies. The objective of this study is to
examine changes in the gut microbiota composition of triatomines in response to a T. cruzi-infected blood meal

Results: We sampled colony-reared individuals from six triatomine vectors (Panstrongylus megistus, Rhodnius
prolixus, Triatoma brasiliensis, T. infestans, T. juazeirensis and T. sherlocki) comparing experimentally 7. cruzi strain 0354-
challenged and non-challenged insects. The microbiota of gut and gonad tissues was characterized using high
throughput sequencing of region V3-V4 of bacterial 16S rRNA gene. The triatomine microbiota had a low intra-
individual diversity, and a high inter-individual variation within the same host species. Arsenophonous appeared as
the dominant triatomine bacterial symbiont in our study (59% of the total 16S coverage), but there were significant
differences in the distribution of bacterial genera among vectors. In Rhodnius prolixus the dominant symbiont was

Conclusions: Trypanosoma cruzi-challenge significantly affects microbiota composition, with challenged vectors
harbouring a significantly more diverse bacterial community, both in the gut and the gonads. Our results show that
blood-feeding with T. cruzi epimastigotes strongly affects microbiota composition in a species-specific manner. We
suggest that triatomine-adapted enterobacteria such as Arsenophonus could be used as stable vectors for genetic
transformation of triatomine bugs and control of Chagas disease.

Keywords: Triatomine bugs, Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Arsenophonus, Microbiota, Metabarcoding, 16 rRNA

Background

Microorganisms living in the midgut of insect vectors
have an important role in modulating vector competence,
which is the ability to acquire, maintain and transmit
pathogens [1]. Microorganisms may interfere with vector
competence either by direct interaction with parasites and
competition for resources in the gut, or indirectly by indu-
cing vector anti-parasitic activity and humoral immune
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defence factors [2-5]. Furthermore, some symbiotic bac-
teria can be genetically modified to express anti-parasitic
molecules or proteins that reduce insect fitness, as shown
for Anopheles mosquitoes and Glossina tsetse flies in
which transformed Pantoea and Sodalis symbionts were
introduced, respectively [6, 7].

Triatomine bugs are vectors of the protozoan parasite 7.
cruzi, which causes Chagas disease. About 6 to 7 million
people are estimated to be infected worldwide, mostly in
Latin America where the disease is endemic [8]. In later
years, T. cruzi became a public health concern also in
the United States and other non-endemic countries,
mostly due to human immigration from areas of
endemicity [9-11]. It has been suggested that transmis-
sion might be controlled through the vector microbiota,

© The Author(s). 2016 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
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Keywords Abstract
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Nutlins; p53 Objective The activation of the p53 pathway through the inhibition of MDM?2
has been proposed as a novel therapeutic strategy against tumours. A series of cis-

Correspondence

imidazoline analogues, termed nutlins, were reported to displace the recombinant
p53 protein from its complex with MDM2 by binding to MDM2 in the p53
pocket, and exhibited an antitumour activity both in vitro and in vivo. Thus, the
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purpose of this study was to evaluate the antitumour properties of LQFMO030 (2),
a nutlin analogue created by employing the strategy of molecular simplification.
Methods LQFMO030 (2) cytotoxicity was evaluated in Ehrlich ascites tumour
(EAT) cells, p53 wild type, by the trypan blue exclusion test, and the mechanisms
involved in EAT cell death were investigated by light and fluorescence micro-
scopy, flow cytometry, real-time PCR and Western blotting.

Key findings Our results demonstrate that LQFMO030 has dose-dependent
antiproliferative activity and cytotoxic activity on EAT cells, induces the accumu-

Received October 1, 2015
Accepted April 30, 2016

doi: 10.1111/jphp.12573

lation of p53 protein and promotes cell cycle arrest and apoptosis. p53 gene tran-
scription was unaffected by LQFMO030 (2); however, MDM2 mRNA increased
and MDM2 protein decreased.

Conclusions These results suggest that the small-molecule p53 activator
LQFMO030 (2) has the potential for further development as a novel cancer
therapeutic agent.

potent tumour suppressor role, the p53 pathway is usually

Introduction . LT o
altered in tumour cells. Indeed, inactivating mutations in

The activation of the p53 pathway via the inhibition of
MDM2 has been proposed as a novel therapeutic strategy. In
fact, studies have shown that the disruption of the p53—
MDM2 interaction by different macromolecular approaches
or by the suppression of MDM2 expression can lead to the
activation of p53 and tumour growth inhibition.!" !

p53 is an important defence against cancer because it
controls the transition of cells from the G1 to S phase and
also induces cell cycle arrest and apoptosis.*! Due to its

p53 gene are found in approximately 50% of all human
cancers; in the remaining cancers in which the p53 is not
mutated, the function of the p53 pathway is often inhibited
via other mechanisms, including the increased expression
of MDM2 (a negative regulator of p53). The fact that the
p53 signalling pathway is inactivated in virtually all cancers
has drawn great attention from the worldwide cancer
research community for targeting the p53 pathway for the
development of improved cancer therapies.”) Thus,

© 2016 Royal Pharmaceutical Society, Journal of Pharmacy and Pharmacology, 68 (2016), pp. 11431159 1143
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Dual 5-LOX/COX inhibitors are potential new dual drugs to treat inflammatory conditions. This research aimed
Analgesic to design, synthesis and to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive effects of the new compound,
Anti-inflammatory which is derived from nimesulide and darbufelone lead compounds. The new dual inhibitor 5-LOX/COX has the

Anti-oxidants possible advantage of gastrointestinal safety. A voltammetric experiment was conducted to observe the drug's

g:ﬁ_‘:ﬁ;genase antioxidative effect. A formalin test, a hot plate test and carrageenan-induced mechanical hyperalgesia were
Lipoxygenase employed to evaluate the analgesic nature of LQFM-091. To evaluate anti-inflammatory activity, we measured
edema, leukocyte count, myeloperoxidase activity and cytokines levels in carrageenan-induced inflammation
tests. We elucidated the underlying mechanisms by assessing the interaction the with COXs and LOX enzymes by
colorimetric screening assay and molecular docking. The lethal dose (LDs) was estimated using 3T3 Neutral Red
Uptake assay. Our results indicate that the LQFM-091 prototype is a powerful antioxidant, as well as able to
inhibit COX-1, COX-2 and LOX activities. LQFM091 was classified in GHS category 4 (300 < LDs, < 2000 mg/
Kg). This prototype showed analgesic activity in the formalin test and decreased carrageenan-induced me-
chanical hyperalgesia. Furthermore, LQFM-091 reduced the paw edema induced by carrageenan and reduced the
leukocyte count, myeloperoxidase activity, TNF-a and IL-1f levels in the pleural exudate. Another interesting
finding was the absence of gastrointestinal lesions. These data indicate that LQFM-091 produced antinociceptive
and anti-inflammatory effects while maintaining gastrointestinal safety. Furthermore, this compound presented
a safe toxicological profile. Blocked COXs and LOX enzymes are important targets for manipulating the me-
chanism of this compound.

1. Introduction In the inflammatory process, activation of cascade of arachidonic
acid occurs that leads the production of several inflammatory mediators
Inflammation is a physiological response that begins immediately takes place through the action of cyclooxygenase (COX), lipoxygenase
after tissue injury, and its main goal is to remove the pathogenic agent (LOX) and cytochrome P450s (CYP) enzymes (Dennis and Norris,

and to restore the tissue (Sousa et al., 2013). However, a prolonged 2015).
inflammation may contribute to the pathogenesis of many chronic Cyclooxygenase is the key enzyme in the biosynthesis of pros-
diseases of inflammatory origin (Gilroy et al., 2004). taglandins (PGs) (Gonzalez-Périz and Claria, 2007). There are also LOX,
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Abstract

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs are commonly used worldwide; however, they have several adverse effects, evidencing
the need for the development of new, more effective and safe anti-inflammatory and analgesic drugs. This research aimed
to design, synthesize and carry out a pharmacological/toxicological investigation of LQFM-102, which was designed from
celecoxib and paracetamol by molecular hybridization. To evaluate the analgesic effect of this compound, we performed
formalin-induced pain, hot plate and tail flick tests. The anti-inflammatory effect of LQFM-102 was evaluated in carrageenan-
induced paw oedema and pleurisy tests. The biochemical markers indicative of toxicity—AST, ALT, GSH, urea and creati-
nine—as well as the index of gastric lesion after prolonged administration of LQFM-102 were also analyzed. In addition, the
interaction of LQFM-102 with COX enzymes was evaluated by molecular docking. In all experimental protocols, celecoxib
or paracetamol was used as a positive control at equimolar doses to LQFM-102. LQFM-102 reduced the pain induced by
formalin in both phases of the test. However, this compound did not increase the latency to thermal stimuli in the hot plate
and tail flick tests, suggesting an involvement of peripheral mechanisms in this effect. Furthermore, LQFM-102 reduced paw
oedema, the number of polymorphonuclear cells, myeloperoxidase activity and TNF-o and IL-1p levels. Another interesting
finding was the absence of alterations in the markers of hepatic and renal toxicity or lesions of gastric mucosa. In molecular
docking simulations, LQFM-102 interacted with the key residues for activity and potency of cyclooxygenase enzymes, sug-
gesting an inhibition of the activity of these enzymes.

Keywords Gastric toxicity - Hepatotoxicity - Cytokines - Celecoxib - Paracetamol - LQFM-102

Introduction

Despite the notorious adverse effects mainly related to gas-
trointestinal tract and renal dysfunction, the nonsteroidal
Electronic supplementary material The online version of this anti-inflammatory drugs (NSAIDs) constitute a class of

article (https://doi.org/10.1007/s10787-018-0516-7) contains medications most commonly used worldwide (Sostres
supplementary material, which is available to authorized users.
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Abstract

The search for new drugs remains an important focus for the safe and effective treatment of cardiovascular diseases. Previous
evidence has shown that choline analogs can offer therapeutic benefit for cardiovascular complications. The current study
investigates the effects of 2-(4-((1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methyl)piperazin-1-yl)ethan-1-ol (LQFMO032) on cardiovascular
function and cholinergic-nitric oxide signaling. Synthesized LQFMO032 (0.3, 0.6, or 1.2 mg/kg) was administered by intrave-
nous and intracerebroventricular routes to evaluate the potential alteration of mean arterial pressure, heart rate, and renal
sympathetic nerve activity of normotensive and hypertensive rats. Vascular function was further evaluated in isolated vessels,
while pharmacological antagonists and computational studies of nitric oxide synthase and muscarinic receptors were performed
to assess possible mechanisms of LQFMO032 activity. The intravenous and intracerebroventricular administration of LQFM032
elicited a temporal reduction in mean arterial pressure, heart rate, and renal sympathetic nerve activity of rats. The cumulative
addition of LQFMO032 to isolated endothelium-intact aortic rings reduced vascular tension and elicited a concentration-
dependent relaxation. Intravenous pretreatment with L-NAME (nitric oxide synthase inhibitor), atropine (nonselective musca-
rinic receptor antagonist), pirenzepine, and 4-DAMP (muscarinic M1 and M3 subtype receptor antagonist, respectively) atten-
uated the cardiovascular effects of LQFMO032. These changes may be due to a direct regulation of muscarinic signaling as
docking data shows an interaction of choline analog with M1 and M3 but not nitric oxide synthase. Together, these findings
demonstrate sympathoinhibitory, hypotensive, and antihypertensive effects of LQFM032 and suggest the involvement of
muscarinic receptors.

Keywords Choline analog - Muscarinic receptor - Nitric oxide synthase - Sympathoinhibition

< Osmar Nascimento Silva
osmar.silva@catolica.edu.br

P4 James O. Fajemiroye
olulolo@yahoo.com

Faculty of Pharmacy, Universidade Federal de Goias,
Goiania, GO 74605-170, Brazil

Chemistry Institute, Universidade Federal de Goias,
Goiania, GO 74001-970, Brazil

Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS 91500-970, Brazil

Department of Physiology, Universidade Federal de Goias,
Goiania, GO 74001-970, Brazil

S-Inova Biotech, Programa de Pos-graduagdo em Biotecnologia,
Universidade Catolica Dom Bosco, Campo Grande, MS 79117-900,
Brazil

UniEvangélica, Centro Universitario de Anapolis,
Anapolis, GO 75083-515, Brazil

Department of BioMolecular Sciences, Division of Pharmacology,
School of Pharmacy, University of Mississippi,
University, MS 38677-1848, USA

Department of Phamacology, Universidade Federal de Goias,
Goiénia, GO 74001-970, Brazil

@ Springer



© O ~NO Ol WN P

el
= O

oot o0 uadbh b DDDMDAMBAEDMDDDIMNDMNOMWOWWWWWWWWNDNNDNDNNMNMNNNNNRERRPEREREREREPRELPR
OO A, WNRPOOONOUOUOBRAWNRPOOONOOOPRARWNRPOOO~NOOOPRAARWNRPEPOOONOOORAWDN

© o0 N O Ul A W N

el e e e T e T = T = W= T
Lo N O Ul A W N = O

Prediction, mapping and validation of tick glutathione S-transferase B-cell epitopes

Authors:
Charles Ndawula Jr*!, Marina Amaral Xavier®!, Bianca Villavicencio?, Fernanda Cortez Lopes?, Maria
Aparecida Juliano9, Luis Fernando Parizi®, Hugo Verli?, Itabajara da Silva Vaz Jr®¢, Rodrigo Ligabue-

Braun®b

aCentro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
bDepartamento de Farmacociéncias, Universidade Federal das Ciéncias da Saude de Porto Alegre, Porto
Alegre, RS, Brazil

‘Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
dDepartamento de Biofisica, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sdo Paulo, Sdo Paulo,

SP, Brazil

1 These authors contributed equally to the work.

Correspondence to: Itabajara da Silva Vaz Jr.

Email: itabajara.vaz@ufrgs.br



DR JOSE MANUEL ESTEVEZ (Orcid ID : 0000-0001-6332-7738)

Article type  : Rapid Report

Rapid report

A cell surface arabinogalactan-peptide influences root hair cell fate

Cecilia Borassi'*, Javier Gloazzo Dorosz**, Martiniano M. Ricardi?¥#, Mariana Carignani Sardoy?,
Laercio Pol Fachin3, Eliana Marzol', Silvina Mangano?!, Diana Rosa Rodriguez Garcial, Javier
Martinez Pacheco?!, Yossmayer del Carmen Ronddén Guerrero?, Silvia M. Velasquez®**, Bianca

Villavicencio#, Marina Ciancia®, Georg Seifert®, Hugo Verli* & José M. Estevezl7:"

IFundacidn Instituto Leloir, Av. Patricias Argentinas 435, Buenos Aires CP C1405BWE, Argentina.
2Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular y Neurociencias (IFIByNE-CONICET), Departamento de
Fisiologia y Biologia Molecular y Celular (FBMC), Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires C1428EGA, Argentina.

3Centro Universitario CESMAC, Maceid, 57051160, Brazil.

4Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul CP 15005, Porto Alegre
91500-970 RS, Brazil.

>Universidad de Buenos Aires, Facultad de Agronomia, Departamento de Biologia Aplicada y
Alimentos, Catedra de Quimica de Biomoléculas, Buenos Aires, Argentina and CONICET-
Universidad de Buenos Aires, Centro de Investigacion de Hidratos de Carbono (CIHIDECAR),
C1428EGA, Buenos Aires, Argentina.

6University of Natural Resources and Life Science, BOKU Vienna, Department of Applied Genetics

and Cell Biology, Muthgasse 11 A-1190, Vienna, Austria.

This article has been accepted for publication and undergone full peer review but has not been
through the copyediting, typesetting, pagination and proofreading process, which may lead to
differences between this version and the Version of Record. Please cite this article as doi:
10.1111/nph.16487

This article is protected by copyright. All rights reserved

4 N
4 A
]
y

Check for
updates



10 Curriculum Vitze

94



VILLAVICENCIO, B.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Av. Bento Gongalves, 9500
Centro de Biotecnologia - 43421/202 - 91509900 - Porto Alegre, RS
bia.villavicencio@gmail.com - http://lattes.cnpq.br/2206226220996619

DADOS PESSOAIS

Nome completo: Bianca Villavicencio Telefone para contato: +55 (51) 981917173
Nascimento: 01/01/1990, Bento Gongalves - RS, Brasil

FORMACAO ACADEMICA
2016 — ATUAL
DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

PPGBCM — UFRGS - PORTO ALEGRE, BR ORIENTACAO: HUGO
VERLI
“Avaliagdo Computacional do Efeito de Modificagdes na Estrutura de Peptideos”

2014 - 2016

MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

PPGBCM — UFRGS — PORTO ALEGRE, BR ORIENTAGAO: HUGO
VERLI

“Predicdo in silico do Efeito de Grampos Olefinicos em Peptideos como Estratégia ao
Planejamento Racional de Compostos Bioativos”

2009 - 2013

GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

PUCRS — PORTO ALEGRE, BR ORIENTACAO: WALTER F. DE
AZEVEDO JR

PERIODO SANDUICHE

POMONA COLLEGE — CLAREMONT, US ORIENTACAO: ANDRE R. O.
CAVALCANTI

2019
PREMIO MELHOR POSTER, AREA DE BIOLOGIA COMPUTACIONAL
48° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

2013
MELHOR ALUNO DO CURSO, BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS)

2009



BOLSA MERITO, CIENCIAS BIOLOGICAS
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS)

ARTIGOS PUBLICADOS E ACEITOS PARA PUBLICACAO

BORASSI, C.; GLOAZZO DOROQOSZ, J.; RICARDI, M. M.; CARIGNANI SARDOY, M.; POL-FACHIN, L.;
MARZOL, E.; MANGANO, S.; RODRIGUEZ GARCIA, D. R.; MARTINEZ PACHECO, J.; DEL CARMEN
RONDON GUERRERO, Y.; VELASQUEZ, S. M.; VILLAVICENCIO, B.; CIANCIA, M.; SEIFERT, G.; VERLI, H.;
ESTEVEZ, J. M. A cell surface arabinogalactan peptide influences root hair cell fate. NEW
PHYTOLOGIST (no prelo).

MENEGATTI, R.; CARVALHO, F. S.; LIAO, L. M.; VILLAVICENCIO, B.; VERLI, H.; MOURAO, A. A.; XAVIER,
C. H.; CASTRO, C. H.; PEDRINO, G. R.; FRANCO, O. L.; OLIVEIRA-SILVA, I.; ASHPOLE, N. M.; SILVA, O. N.;
COSTA, E. A.; FAJEMIROYE, J. O. Novel choline analog 2-(4-((1-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl)methyl)piperazin-1-yl)ethan-1-ol produces sympathoinhibition, hypotension, and antihypertensive
effects. NAUNYN-SCHMIEDEBERGS ARCHIVES OF PHARMACOLOGY, v. 392, p. 1071-1083, 2019.

VILLAVICENCIO, B.; LIGABUE-BRAUN, R.; VERLI, H. All-Hydrocarbon Staples and Their Effect over
Peptide Conformation Under Different Force Fields. Journal of Chemical Information and Modeling, v.
58, p. 2015-2023, 2018.

DA SILVA, D. P. B.; FLORENTINO, I. F.; DASILVA, D. M.; LINO, R. C.; CARDOSO, C. S.; MOREIRA, L. K. S.;
VASCONCELOS, G. A.; VINHAL, D. C.; CARDOSO, A. C. D.; VILLAVICENCIO, B.; VERLI, H; VAZ, B. G.; LIAO,
L. M.; DA CUNHA, L. C.; MENEGATTI, R.; COSTA, E. A. Molecular docking and
pharmacological/toxicological assessment of a new compound designed from celecoxib and
paracetamol by molecular hybridization. INFLAMMOPHARMACOLOGY, 2018.

LINO, R. C.; DA SILVA, D. P. B.; FLORENTINO, I. F.; DA SILVA, D. M.; MARTINS, J. L. R.; BATISTA, D. C,;
LEITE, K. C. S.; VILLAVICENCIO, B.; VASCONCELOS, G. A.; SILVA, A. L. P.; DE AVILA, R. .; VERLI, H.;
VALADARES, M. C.; GIL, E. S.; VAZ, B. G.; LIAO, L. M.; MENEGATTI, R.; COSTA, E. A. Pharmacological
evaluation and molecular docking of new di- tert -butylphenol compound, LQFM-091, a new dual 5-
LOX/COX inhibitor. EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICAL SCIENCES, v. 106, p. 231-243, 2017.

DIAZ, S.; VILLAVICENCIO, B.; CORREIA, N.; COSTA, J.; HAAG, K. L. Triatomine bugs, their microbiota
and Trypanosoma cruzi: asymmetric responses of bacteria to an infected blood meal. Parasites &
Vectors, v. 9, p. 636, 2016.

DA MOTA, M. F.; CORTEZ, A. P.; BENFICA, P. L.; RODRIGUES, B. S.; CASTRO, T. F.; MACEDO, L. M,;
CASTRO, C. H.; LIAO, L. M.; DE CARVALHO, F. S.; ROMEIRO, L. A. S.; MENEGATTI, R.; VERLI, H.;
VILLAVICENCIO, B.; VALADARES, M. C. Induction of apoptosis in Ehrlich ascites tumour cells via p53
activation by a novel small-molecule MDM2 inhibitor - LQFM030. JOURNAL OF PHARMACY AND
PHARMACOLOGY, v. 68, p. 1143-1159, 2016.

AZEVEDO, L. S.; MORAES, F. P.; XAVIER, M. M.; PANTOJA, E. O.; VILLAVICENCIO, B.; FINCK, J. A,;
PROENCA, A. M.; ROCHA, K. B.; AZEVEDO JR., W. F. Recent Progress of Molecular Docking Simulations
Applied to Development of Drugs. Current Bioinformatics, v. 7, p. 352-365, 2012.



ORGANIZACAO DE EVENTOS

32 edicdo da Escola Gauicha de Bioinformatica - EGB 2019
UFRGS - Porto Alegre — RS, BR

22 edicao da Escola Gaucha de Bioinformatica - EGB 2017
UFRGS - Porto Alegre — RS, BR

RESUMOS E TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSO

Villavicencio, B., Verli, H. Structural Characteristics of Glycocins: Unraveling The Contribution of S-
Linked Carbohydrates and Other Structural Elements. In: 482 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular — SBBq, Aguas de Lindoia - SP. Livro de programa e resumos da 482
Reunido Anual da SBBq, p.83, 2019.

Villavicencio, B., Verli, H. Structural Assessment of Glycocins and Their S-linked Carbohydrates. In: 472
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular — SBBq, Joinville — SC. Livro
de programa e resumos da 482 Reunido Anual da SBBq, p. 98, 2018.

Villavicencio, B., Verli, H. Structural Evaluation of the Computational Description of Glycocins and
Their S-linked Carbohydrates. In: X Simpdsio Brasileiro de Microbiologia Aplicada, e IV Encontro
Latino-Americano de Microbiologia Aplicada, Porto Alegre — RS. Anais do X Simpdsio Brasileiro de
Microbiologia Aplicada / IV Encontro Latino-Americano de Microbiologia Aplicada, BI018, 2017.

Villavicencio, B., Ligabue-Braun, R., Verli, H. Molecular Dynamics of Stapled Peptides. In: 23
Congress of the International Union for Biochemistry and Molecular Biology — [UBMB, and 44t Annual
Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology — SBBq, Foz do Iguagu - PR.
Livro de programa e resumos da 23 [UBMB Congress and 44™ Annual Meeting of SBBq, p.157, 2015.

Villavicencio, B., Ligabue-Braun, R., Verli, H. Molecular Dynamics of Stapled Peptides. In: | Escola
Gaucha de Bioinformatica - Porto Alegre — RS. Poster, 2015.

Villavicencio, B., Ligabue-Braun, R., Verli, H. Parametriza¢do de estabilizadores conformacionais com
potencial biotecnoldgico. In: VIl Escola de Modelagem Molecular em Sistemas Bioldgicos - Petrépolis -
RJ. Poster, 2014.

FORMACAO COMPLEMENTAR

2015
GENOMICS BOOTCAMP WORKSHOP

PPGBM — UFRGS - PORTO ALEGRE, BR

2013 -2014
ESTAGIO - CLONAGRO COMERCIO E PRODUGAO VEGETAL LTDA
PORTO ALEGRE, BR



	Folha de rosto
	Folha de rosto
	Introdução
	Estrutura de biomoléculas
	Um breve histórico da Biologia Estrutural
	Métodos de resolução de estrutura de proteínas
	Engenharia de Peptídeos
	Bioinformática Estrutural Aplicada ao Estudo de Biomoléculas
	Desenho de fármacos auxiliado por computador
	Abordagens Metodológicas
	Modelagem Molecular
	Atracamento Molecular
	Dinâmica Molecular



	Objetivos
	Objetivo Geral
	Objetivos Específicos

	Metodologia
	Sistemas estudados
	Programas utilizados
	Modelagem comparativa
	Dinâmica molecular
	Construção de topologias
	Análises


	Resultados
	Capítulo I: Descrição computacional de peptídeos grampeados
	Preâmbulo

	Capítulo II: Aspectos estruturais de glicocinas
	Preâmbulo


	Discussão Geral
	Campos de Força utilizados
	Efeito das modificações
	Simulação de peptídeos por DM

	Conclusões
	Perspectivas
	Referências
	Apêndices
	Curriculum Vitæ

