U [~=g
| [~=2
e~

I

UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ANDRESA MESSIAS DA SILVA

EFEITODE IONS AL3*, NA*E CL- EM BICAMADAS DE LIPiDIO A:
ESTUDO METODOLOGICO E ESTRUTURAL POR DINAMICA MOLECULAR

Recife
2019



ANDRESA MESSIAS DA SILVA

EFEITODE IONS AL3*,NA*E CL- EM BICAMADAS DE LIPIDIO A:
ESTUDO METODOLOGICO E ESTRUTURAL POR DINAMICA MOLECULAR

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo no Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para
obtencao do titulo de Mestre em Quimica

Area de concentracao: Quimica Teorica

Orientadora: Prof®. Dr*. Thereza Soares

Co-orientador: Dr. Frederico Pontes

Recife
2019



Catalogagédo na fonte
Bibliotecaria Arabelly Ascoli CRB4-2068

S586e

Silva, Andresa Messias da

Efeito de ions AI**, Na* e ClI- em bicamadas de lipidio A: estudo
metodoldgico e estrutural por dindmica molecular / Andresa
Messias da Silva. — 2019.

144 1.: il. fig., tab.

Orientadora: Thereza Soares

Dissertagdao (Mestrado) - Universidade Federal de
Pernambuco. CCEN. Quimica. Recife, 2019.
Inclui referéncias e apéndices.

1. Lipidio A. 2. Aluminio. 3. Rigidificacdo de membranas. |.
Soares, Thereza (orientadora). Il. Titulo.

541.2 CDD (22. ed.) UFPE-CCEN 2020-131




ANDRESA MESSIAS DA SILVA

EFEITO DE iONS AL3*,NA*E CL- EM BICAMADAS DE LIPIDIO A:
ESTUDO METODOLOGICO E ESTRUTURAL POR DINAMICA MOLECULAR

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo no Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para
obtencao do titulo de Mestre em Quimica

Aprovadaem: 18/12/2019

BANCA EXAMINADORA

Prof*.Dr”. Thereza Amélia Soares da Silva (Orientadora)
Departamento de Quimica Fundamental
Universidade Federal de Pernambuco

Prof®.Dr*. Kaline Rabelo Coutinho (Examinadora Externa)
Instituto de Fisica
Universidade de Sao Paulo

Prof®. Dr. Roberto Dias Lins Neto (Examinador Interno)
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
FIOCRUZ



Dedico este trabalho a minha mae, Aline, por todo amor e por ser meu alicerce, me motivando
a seguir meus sonhos. E aos meus grandes amigos Jéssica e Ayron que, embora nao estejam mais
aqui, todo amor dado por eles foi suficiente por uma vida inteira. Existem um monte de pequenas

razdes para as grandes coisas acontecerem em nossas vidas.



AGRADECIMENTOS

Ao chegar na reta final desta etapa em minha vida, ndo consigo imaginar como tudo teria
acontecido sem o suporte, carinho e amizade de muitas pessoas.

“Voceé nao pode pular direto para o final, a jornada é a melhor parte.” HIMYM

Meus sinceros agradecimentos a minha orientadora, Thereza Soares, por todos estes anos de
convivio cientifico, pela paciéncia, ensinamentos e incentivos a minha formagao profissional e
pessoal. Ao meu coorientador, Frederico Pontes, por todo suporte e discussdes produtivas durante
toda a produgdo deste trabalho.

Agradeco a Fundacao de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE)
pela bolsa concedida durante o crescimento deste projeto, as agéncias que possibilitaram a
infraestrutura e participacdo em eventos, como: Biomol/CAPES e STINT, e ao centro de
computacdo de alto desempenho: HPC2N (Umea University).

Aos amigos e companheiros do grupo BIOMAT pela boa convivéncia, conversas e muita ciéncia
compartilhada: Breno, Diane, Manoela Paschoal, Manuela Nader, Vinicius, Yeny e em especial ao
Denys pelos debates dos estudos metodologicos e a Larissa pela grande amizade e por ter me feito
apreciar valiosas discussdes acompanhadas sempre por uma boa xicara de café. Amizade ¢ um
reflexo involuntario. Simplesmente acontece, vocé ndo pode evitar.

Ao Fred, pelo amor, companheirismo e paciéncia. Por todas as vezes que segurou minhas maos
e me motivou a seguir em frente. Serei sempre grata ao universo por ter vocé e as nossas filhotas
de 4 patas, Sirizinha e Zoezinha. E engracado como as vezes a gente apenas... Encontra as coisas!

As minhas amigas de longa data, Raquel, Carol, Emmely e Thais. A amizade e apoio que recebi
foi o que me manteve forte. Obrigada por estarem ao meu lado em todas as minhas conquistas,

porque tudo que vocé faz na sua vida so serd legendério se seus amigos estiverem la para ver.



Science is made up of mistakes, but they are mistakes
which it is useful to make, because they lead little by
little to the truth. (J. VERNE, 1864, p.75)



RESUMO

O Lipidio A ¢ um dissacarideo fosforilado contendo um niimero vériavel de cadeias aciladas e
sdo uma pequena parte da estrutura da molécula de lipopolissacarideo (LPS) que compde a
membrana externa debactérias Gram-negativas. O Lipidio A ¢ um poderoso estimulante do sistema
imune inato e adaptativo de mamiferos e € o principal responsavel pela endotoxicidade debactérias
Gram-negativas. Nos ultimos anos, o Lipidio A monofosforilado combinado com sais de aluminio
tem sido comumente usado como adjuvante de vacinas, pois induz perfis de citocinas similares
como LPS, mas ¢ pelo menos 100 vezes menos toxico. Neste trabalho, investigamos a influéncia
de cations aluminio em bicamadas de Lipidio A mono- e difosforilado usando simulagdes
atomisticas de dinamica molecular em diferentes regimes de concentragdo salina: (a) 0 mM, em
que fons AB* foram adicionados apenas para neutralizar a carga total do sistema; (b) 150 mM de
AlICl3 e (¢) 150 mM de NaCl. O protocolo das simulagdes foi decidido apds extensos testes
relacionados as configuracdes iniciais, tratamento eletrostatico de longo alcance e etapas de
termalizacdo e equilibragdo. Os testes metodologicos apontaram que para sistemas bastante
carregados, como os estudados neste trabalho, o ideal é realizar uma minimizagcdo de energia
seguida de etapas NVT e NpT, pois isso fornece uma melhor distribui¢do das velocidade das
particulas, resultando em valores mais estaveis de pressao e energia cinética no inicio da fase NpT.
Este protocolo permite que os sistemas atinjam de maneira mais rapida a fase de equilibrio em
relacdo ao protocolo anteriormente utilizado. A estrutura do Lipidio A na montagem das bicamadas
ndo influenciou significativamente a estrutura final das simulagdes, mas interferiu no tempo
necessario para atingir a fase equilibrada dos sistemas. Em relagdo ao efeito do cation AI3*, foi
observado que de forma geral o cation provoca rigidez e grande ordenamento nas cadeias aciladas
do Lipidio A, favorecendo a planaridade das bicamadas lipidicas. Nestes sistemas sdao obtidos
valores de parametro de ordem tipicos de membranas na fase gel. Entretando, o cation Na* diminui
estes efeitos provocados pelo cation AIP*, tornando os lipidios mais fluidos e desordenados. Este
aumento da desordem dos lipidios ¢ devido a maior hidratagdo das membranas provocada pela

presenca dos cations Na™.

Palavras-chave: Lipidio A. Aluminio. Rigidificagdo de membranas. Endotoxicidade



ABSTRACT

Lipid A is a phosphorilated disacharide with a variable number of acyl chains and comprises a
small region on Lipopolysaccharide molecules, which are the main componente of Gram-negative
bactéria external membrane. Lipid A 1 salso na immune system estimulant and main responsible
for the bactéria endotoxicity. In the last years, monophosphorilated Lipid A combined with
aluminum salts have been used as vaccine adjuvants due agonistic properties and low toxicity. In
this word we investigate the influence of aluminum cation on mono- and diphosphorilated Lipid A
bilayers of Escherichia coli through atomistic molecular dynamics simulations at three diferente
saline concentrations: (a) 0OmM, AI3* just added in order to neutralize the simulation boxes, (b) 150
mM of AICI3 and (c) 150 mM of NaCl. Simulation protocol was decided after tests on initial
configurations, long range electrostatic treatment and thermalization/equilibration steps. Our
methodological test pointed out a minimization energy followed by NVT and NpT stages are the
best protocol for highly charged systems like Lipid A. This protocol provided more stable values
of pressure and kinetic energy for the particles in comparison the lenght of equilibration phase, but
without prejudice to equilibrated phase space achievement. In general, aluminum cation induces
rigidification and ordering at the Lipid A acyl chains fomenting planar bilayers with structural
properties compatible with a gel phase. Our analysis shows a highly hidrated aluminum cation
placed at the bilayer interface and coordinating with Lipid A phosphate groups. Sodium cations
shows an opposite effect on system, in other words, induces more fluidity on bilayers and less

structuration on water in its neighborhood.

Keywords: Lipid A. Aluminum. Membrane rigidification. Endoticixity
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1 INTRODUCAO

As bactérias sao divididas em dois grandes grupos denominados Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo a distingdo laboratorial entre elas feita através da reagdo de coloracdo de Gram.
Sao as diferencas presentes na estrutura da parede celular bacteriana que correspondem a esséncia
do processo de coloracdo. A parede celular de bactérias Gram-negativas consiste em uma estrutura
em multicamadas e bastante complexa, enquanto a Gram-positiva € normalmente muito espessa,
consistindo quase que totalmente de um unico tipo de molécula: o peptideoglicano. Em bactérias
Gram-negativas, apenas uma pequena parte da parede celular ¢ constituida de peptideoglicano, a
outra parte ¢ formada por uma membrana externa, correspondente a uma segunda bicamada
lipidica, composta por polissacarideos além de fosfolipidios e proteinas (Figura 1) (GARRETT;
GRISHAM, 2010).

Figura 1 — Esquema genérico da parede celular da bactéria Gram-negativa.

Fosfolipidios

Lipopolissacarideos | DORNAS

Membrana
Externa

& Proteina
de Membrana

Modificado de (DAVID, L. NELSON, MICHAEL, 2008).
Os lipidios e os polissacarideos estdo presentes na membrana externa formando uma molécula
importante denominada: lipopolissacarideo (LPS). Nas bactérias Gram-negativas, a parede
peptidoglicana ¢ a estrutura rigida em torno da qual € construida uma estrutura de membrana mais

elaborada. A camada peptidoglicana envolve o espago periplasmico e ¢ anexada a membrana
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externa através de um grupo de proteinas hidrofobicas (DAVID, L. NELSON, MICHAEL, 2008;
GARRETT; GRISHAM, 2010).

Os lipopolissacarideos atuam como uma barreira efetiva a permeabilizagdo de agentes
antibidticos, xenobidticos e ao sistema de defesa da célula hospedeira. Tal permeabilidade tem a
ver principalmente com a sua composicdo (COSTERTON, 1999). A grande quantidade de LPS
presente nas colonias de bactérias Gram-negativas podem causar no hospedeiro choque séptico,
febre e até levar a morte. Devido a isso, o LPS ¢ um potente ativador do sistema imune de

mamiferos em quantidades tao reduzidas quanto fimno/ (ADEREM; ULEVITCH, 2000).

1.1 Estrutura e Composicao do LPS

Os LPS sao constituidos principalmente pelo Lipidio A, um ntcleo de oligossacarideos e o
antigeno-O (Figura 2) (STRAATSMA; SOARES, 2009). Nesta estrutura o lipidio (Lipidio A) esta
ligado a um polissacarideo constituido de longas cadeias com muitas repeticdes diferentes e
estruturas caracteristicas. Estas muitas unidades tinicas determinam a antigenicidade das bactérias,
isto €, os sistemas imunologicos dos animais os reconhecem como substancias estranhas e criam
anticorpos contra eles. A regido do LPS responsavel por este reconhecimento ¢ o antigeno O. O
antigeno O é composto por polimeros de agucares e sua composi¢ao varia para cada cepa. Por
exemplo, para a bactéria Gram-negativa Escherichia coli (E.coli) existem cerca de 160 estruturas
diferentes de antigeno O (RAETZ; WHITFIELD, 2002). Ligando o antigeno O ao Lipidio A existe
um nucleo de oligossacarideos, que ¢ formado por agticares como heptoses e o acido 3-deoxi-D-
mano-octulosonico (KDO). Em algumas bactérias este nucleo apresenta grupamentos fosfatos,
aminodcidos e etanolaminas (GARRETT; GRISHAM, 2010). O nucleo de oligossacaridios ¢
normalmente divido em dois grupos: ntcleo interno e nicleo externo. O nucleo interno ¢ formado
por cerca de 1-3 residuos de KDO, sendo o tltimo residuo desta cadeia modificado quimicamente
por um grupo fosfato ou etanolamina. O ntcleo externo € feito basicamente de residuos de hexoses,
sendo as mais comuns: D-glicose, D-manose e D-galactose.

O Lipidio A ¢ uma diglucosamina fosforilada, onde o nimero de cadeias aciladas do lipidio e
seu tamanho podem variar de acordo com a cepa (RAETZ et al., 2007). Devido a sua importancia

neste trabalho, as suas principais caracteristicas serdo tratadas na préxima secao.
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Figura 2 — Estrutura quimica da molécula de lipopolissacarideo da bactéria Gram-negativa
E. coli. Podem ser observadas trés regioes funcionais: o Lipidio A, cujas cadeias aciladas
formam a parte lipidica da bicamada, o nucleo de oligossacarideos, onde é dividido em dois
grupos: o nucleo interno e nicleo externo, e a regiio do antigeno O.
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Modificado de (BAGHERI; KELLER; DATHE, 2011).

1.2 Lipidio A: Importancia e Endotoxicidade

O Lipidio A ¢ constituido por duas moléculas de glucosamina ligadas covalentemente nas
posi¢cdes 1-6, fosfatadasnas posi¢des 1-4, e aciladas nas posigdes 2-3 do sacarideo, como mostrado
na Figura 3. O Lipidio A ¢ a regido do LPS que interage com o sistema imune do hospedeiro e
provoca a resposta do organismo, sendo o principal responsavel pela toxicidade a maioria dos
mamiferos causando doencas e infeccdes (COSTERTON, 1999). Os organismos dos mamiferos
possuem receptores que sinalizam quando em contato com o Lipidio A. Nos humanos um destes
receptores ¢ a proteina chamada de LPS Binding Protein (LBP), que ¢ o primeiro ponto de
reconhecimento do LPS na célula hospedeira (UNDERHILL; OZINSKY, 2002). Quando
reconhecido pelo receptor, o sistema imunologico ¢ ativado e produz globulos especificos para
destruirem o invasor. O LPS interage com o complexo receptor CD14/TLR4/MD2 das células do
hospedeiro e promove a secrecdo de citosinas pro-inflamatorias, espécies reativas e peptideos
mediadores (SCHLETTER et al., 1995). Estes mediadores sdo capazes de atuar sozinhos ou até de
maneira sinérgica, provocando efeitos semelhantes ao provocado pelas endotoxinas
(UNDERHILL; OZINSKY, 2002). E visto que quando o LPS ¢ modificado quimicamente, sem

alterar a estrutura do Lipidio A, ndo sdo observadas alteragdes nas atividades endotoxicas. Em
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contraste, as alteracdes da estrutura do Lipidio A influenciam a bioatividad e e atividade endotoxica
do LPS, dependendo da modificacdo realizada (BRANDENBURG; WIESE, 2004). A atividade
biologica do Lipidio A ¢ bastante dependente de seu nimero de cadeias aciladas, carga total e
estrutura supramolecular (BRANDENBURG; WIESE, 2004). Por exemplo, a remo¢do de uma
cadeia lipidica, no caso do Lipidio A pentaacilado, reduz a endotoxicidade por um fator de 102, no
caso daremogdo de duas cadeias lipidicas, temos a redug¢io da endotoxicidade por um fator de 107
A remog¢do de um grupamento fosfato, como o Lipidio A monofosforilado de E.coli apresentado
na Figura 3-A, reduz a endotoxicidade por um fator de 103 (FLAD et al., 1993; ULMER et al.,
1992).

Figura 3 — Estrutura quimica do Lipidio A monofosforilado (a esquerda) e difosforilado (a
direita) de Escherichia coli.
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Fonte: A autora, 2019.

O LPSe Lipidio A, como moléculas anfifilicas, formam agregados em ambientes aquosos acima
deuma concentragdo critica (concentragdo micelar critica) dependendo, entre outros efeitos, da sua
hidrofobicidade (BRANDENBURG; WIESE, 2004). Acima da concentragdo micelar critica, o
Lipidio A pode adotar diferentes estruturas como: lamelar, hexagonal e clbica. A estrutura do

agregado ird depender da estrutura quimica da molécula e ¢ influenciada por condi¢des ambientais
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como temperatura, pH, forca idnica, concentragdo de ions especificos e a quantidade de agua
presente (BRANDENBURG; WIESE, 2004; PONTES et al.,2012; SHEPHARD et al., 2010). Este
ultimo fator ¢ muito importante pois o aumento do grau de hidratagdo na parte polar dos lipidios
amplifica as repulsdes laterais entre as cabecas dos lipidios, provocando um aumento na area por
cabeca, mudando o agregado lipidico anteriormente formado (HAFEZ; CULLIS, 2001).

Agregados lipidicos podem sofrer transi¢des de fase nas membranas. Embora a estrutura da
bicamada lipidica seja estavel, cada lipidio apresenta grande liberdade de movimentagdo no plano
da membrana. A flexibilidade da membrana ira depender da composicdo lipidica presente ¢ da
temperatura. Em temperaturas baixas, ocorre pouca movimentagao lipidica e a bicamada existe em
uma forma quase cristalina (paracristalina). Acima de uma certa temperatura, os lipidios
apresentam grande movimentacdo (estado fluido) e no interior da bicamada os lipidios estdo mais
fluidos do que rigidos (Figura 4).

Figura 4 — Mudanca de fase em membranas lipidicas sobre influéncia da temperatura. Em
A) a membrana em estado gel (L) e em B) no estado liquido-cristalino (L).

A - Estado paracristalino
( fase gel)

B — Estado fluido
( fase liquido-cristalino) Transigdo Ly 2>L,

Modificado de (DAVID, L. NELSON, MICHAEL, 2008).
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O estado paracristalino ¢ denominado de fase gel, L, ja o estado fluido ¢ denominado de fase
liquido-cristalino (Ls). Quanto maior for a estabilidade da membrana no estado de agregacao
lamelar (L), maior devera ser a temperatura de transicao de fase, Tm, de gel (Lp) para a fase liquido-
cristalino (Ls) (DAVID, L. NELSON, MICHAEL, 2008). Valores para Tm em bicamadas de
Lipidio A foram determinados utilizando espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR). E determinado a transi¢io de fase quando ocorre mudangas da frequéncia de
vibragdo simétrica, vs(CH2) e assimétrica, vass(CH2), do grupo metila ao variar a temperatura do
sistema (BRANDENBURG; SEYDEL, 1990). Para bicamadas de membranas biologicas a
transicdo de fase ocorre em um intervalo de temperatura mais amplo do que para membranas
fosfolipidicas (GARRETT; GRISHAM, 2010). Medidas experimentais mostram que a transi¢cao de
fase gel para liquido-cristalino de membranas de Lipidio A de E.coli inicia-se por volta de 35°C e
continua até quase 50°C (GUTSMANN et al., 2000). A transicdo induzida pela temperatura entre
estas duas fases ¢ influenciada pelo numero de cadeias aciladas do Lipidio A, pela natureza do
contraion e pela conformacdo adotada pelo lipidio (BRANDENBURG et al, 1993;
BRANDENBURG; SEYDEL, 1990; BRANDENBURG; WIESE, 2004).

O efeito combinado das propriedades dos cations como raio idnico, carga e raio de hidratacao
tendem a influenciar, além da fase da membrana, na estabilidade, aderéncia e permeabilidade da
membrana bacteriana. As células hospedeiras existem em condigdes onde Ca’*, Na*, K* ¢ Mg?*
sdo os cations mais comuns. E visto que bicamadas de LPS na presen¢a de fons monovalentes,
como o Na™, tornam-se mais hidratadas(ABRAHAM et al., 2007). Ja a presenca deions divalentes
como Ca?* e Mg?* diminuem a penetragdo das moléculas de 4gua em membranas de LPS e Lipidio
A, aumentando sua estabilidade e contribuem mais no enrijecimento da membrana do que em
comparagdo com ions monovalentes (BRANDENBURG; SEYDEL, 1984; PONTES et al., 2012;
ROSENFELD; SHAI, 2006). Entretanto, poucas informagdes existem sobre o efeito de ions
trivalentes em membranas lipopolissacaridicas e de Lipidio A (PENG et al., 2004). Um exemplo
daimportincia de se entender esta interagdo ¢ o uso do Lipidio A juntamente com sais de aluminio

como adjuvante em vacinas.

1.3 Lipidio A como Adjuvante em Vacinas

As vacinas contemporaneas de doengas infecciosas geralmente combinam um antigeno protéico

recombinante, bem caracterizado, com um adjuvante para aumentar a resposta imunogénica. O
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termo adjuvante originou-se da palavra latina adjuvare que significa ajudar. E determinado que
cada molécula ou substancia capaz de amplificar ou intensificar a cascata de eventos imunologicos
que compdem a resposta imune pode ser classificada como um adjuvante (SCHIJNS, 2003).
Espera-se que um adjuvante apresente um papel quantitativo, sendo capaz de aumentar a resposta
imune especifica e auxiliar o antigeno a desencadear uma resposta imune precoce, elevada e
duradoura, além de direcionar esta resposta protetora, evitando a doenca (MOREIN et al., 1996).
Baseado no mecanismo de acdo proposto, os adjuvantes comumente utilizados sdo: os sais de
aluminio, muramil dipeptideo, saponinas, Lipidio A monofosforilado, Bordetella pertussis,
citocinas, dentre outros (SCHIJNS, 2003). O desenvolvimento de vacinas tem por objetivo iniciar
e propagar uma resposta imune apropriada para cada alvo patogénico. Em caso de infec¢do por
bactérias Gram-negativas, a cascata de sinalizagdo do receptor LBP ¢ iniciada quando o Lipidio A
interage com um complexo receptor chamado CDI14/TLR4/MD2 (Figura 5) das células do
hospedeiro, especialmente, macréfagos, células dapele e musculos (SCHLETTER et al., 1995).

Figura 5 — Estrutura geral do complexo CD14/TLR4/MD2. Acima ¢ visto o0 mecanismo de
como o reconhecimento do LPS pelo receptor LBP acontece.

Modificado de (ZHANG et al., 2018).
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Atualmente, o Lipidio A monofosforilado (MPLA) e fosfatos de amino-alquil glucosaminideos
(AGPs) sdo exemplos bem estudados de adjuvantes que podem promover uma resposta imune
cellular (CASELLA; MITCHELL, 2008).

Como falado anteriormente, varios fatores que governam a atividade imunolégica do LPS sdo
estudados. Destes, o numero total de cadeias lipidicas ¢ o fator mais importante. Porém,
grupamentos fosfato na regido lipidica também afetam a atividade endotdxica do
LPS(NASCIMENTO etal., 2014). A redu¢do de um grupamento fosfatono Lipidio A difosforilado
reduz por 1000 vezes a atividade endotoxica e o Lipidio A monofosforilado (MPLA) resultante ¢
apenas um ativador fraco da resposta imune inata e ¢ devido a isso que ¢ utilizado o quimiotipo
monofosforilado do Lipidio A como adjuvante em vacinas (PARK et al., 2009).

Junto ao Lipidio A monofosforilado de E.coli, como adjuvante, ¢ utilizado também sais
especificos de aluminio. Estes sais de aluminio, que incluem fosfato de aluminio, hidréxido de
aluminio e cloreto de aluminio, comumente denominados “alum”, tém sido amplamente utilizados
em vacinas humanas por mais de noventa anos (BAYLOR; EGAN;RICHMAN, 2002). Esta classe
de adjuvantes ¢ componente de vdrias vacinas virais € bacterianas, como as vacinas para o
tratamento de Leshmania, difteria, tuberculose, entre outras (LINDBLAD et al., 1997; SAGOO;
LOMBARDI; LECHLER, 2012).

E visto na literatura que o sal dealuminio parece ndo sinergizar ou inibir o MPLA, mas prolonga
as respostas das citocinas ao MPLA no local da inje¢ao. Este resultado suporta um modelo em que
a adicdo de MPLA ao sal de aluminio aumenta a resposta da vacina, desencadeando rapidamente
uma resposta local de citocinas, levando a uma Otima ativacdo do sistema imune humano
(DIDIERLAURENT et al., 2009).

Como mencionado, a influéncia de cations na estrutura, fase ¢ forma e endotoxicidade das
moléculas de Lipidio A ja tem sido demonstrado por diferentes autores (GARIDEL et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2014; PENG et al, 2004; PONTES et al., 2012; SNYDER; KIM;
MCINTOSH, 1999). Assim, neste trabalho, foi estudado, através de simulagdes por dindmica
molecular atomisticas, a influéncia de ions AIP* e concentragdes salinas de AICI3 e NaCl em
bicamadas lipidicas de Lipidio A hexaacilado de E. coli de dois diferentes quimiotipos:
monofosforilado e difosforilado e investigar os agregados formados e correlacionar os resultados
prévios de estrutura quimica e polimorfismo devido a influéncia de ions trivalentes nestes

agregados.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Simulac¢do Computacional de Biomoléculas

As técnicas de simulagdo molecular sdo uma importante ferramenta para entender e prever as
propriedades micro- e macroscopicas, estrutura e funcio de sistemas moleculares, possibilitando
uma estreita ligagdo entre a teoria € o experimento, permitindo o avanco de ambos os campos
(FRENKEL, D.; SMIT, 2001). E importante entender como, a partir da simulagio, pode-se
transformar informagdes em nivel microscopico (posigdes atdmicas, for¢as e velocidades) em
informagdes detalhadas em termos macroscopicos (ALLEN, M.P.; TILDESLEY, 1987).

Suponha que se deseja determinar experimentalmente o valor de uma propriedade de um
sistema, como a pressdo ou a energia interna. Em geral, estas propriedades dependemdas posi¢des
e momento das N particulas que compdem o sistema. O valor instantaneo da propriedade 4 pode,
portanto, ser escrito como A(pY(t), " (t)), em que pN(®) e V(1) representam os N momentos e
posigdes, respectivamente, no tempo ¢ (LEACH, 2001). Com o tempo, o valor instantdneo da
propriedade A varia como resultado das interagdes entre as particulas e € razoavel supor que quando
o tempo aumentar para o infinito, o valor da integral da equacdo 2-1 se aproxima do valor médio

“verdadeiro” da propriedade:

T

1
mea = lim—| A@"(®),r" (1)) dt. 2-1)

T Je=0

A

As equagdes de movimento de Newton, que governam a evolugdo temporal para um sistema
classico simples, tém solucdes bem conhecidas e, portanto, apropriadas para calcular valores
médios das propriedades e simular o comportamento dinamico do sistema ao longo do tempo. A
tarefa € possivel de ser realizada calculando as forgas sobre cada dtomo a partir da diferenciacao
de uma funcdo de energia potencial. As integracdes das equacdes de movimento produzirdo as
posi¢des, velocidades e aceleragdo das particulas ao longo do tempo de simulagdo e podem ser
armazenadas e utilizadas para calcular propriedades do sistema. Porém, para sistemas
macroscopicos, temos valores de particulas daordem de 10?3 endo seria factivel resolver a equagido
2-1 para a posicdo e momento de cada particula deste sistema e assim obter a sua evolugao

temporal. Diante disto, a mecanica estatistica ¢ introduzidae um tinico sistema evoluindo no tempo
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pode ser agora substituido por um grande numero de réplicas deste sistema que sdo tratados

simultaneamente. A média no tempo € entdo substituida por uma média no ensemble:

) = || aparaprp ). 22)

Na mecanica estatistica um ensemble ¢ um conjunto de microestados de um sistema que
pertencem ao mesmo estado termodinamico. O colchete ( ), na equagio 2-2, indicam a média sobre
o ensemble, ou valor esperado, ou seja, o valor médio da propriedade A levando em consideracao
todas as réplicas do ensemble gerado para a simulagdo. p(pVr") é a densidade de probabilidade
do ensemble, isto €, a probabilidade de encontrar a configura¢gdo com momento p" e posigio .
Para se construir um ensemble, o estado termodindmico do sistema ¢ geralmente definido por um
pequeno conjunto de parametros (nimero de particulas N, temperatura T, volume V, pressao p,
potencial quimico p, entre outros), onde este conjunto ¢ replicado M vezes. Todas as posigdes e
momentos do sistema sdo pensados como microestados em um espago multidimensional chamado
espago de fase, onde os microestados sao distribuidos de acordo com a densidade de probabilidade
daquele ensemble. Para um sistema de N atomos, este espago possui 6N dimensdes (trés
coordenadas por atomo e trés componentes do momento). De acordo com a hipotese ergodica, que
¢ um dos axiomas fundamentais da mecanica estatistica, a média no ensemble ¢ igual a média no
tempo para um sistema em equilibrio durante o curso de sua evolugao natural, mostrando que elas
devem produzir os mesmos resultados (FRENKEL, D.; SMIT, 2001). Cada microestado tem um

peso sobre o ensemble que € proporcional a sua energia:

—L

—E:
K(E;,T) = err,

(2-3)

onde E; ¢ a energia associada ao microestado 7 ¢ R ¢ a constante dos gases. A soma dos pesos das
contribuigdes energéticas de cada microestado dentro do espago de fase constitui a funcao de
parti¢do, equacdo 2-4, e através do qual pode ser calculada a probabilidade de existéncia de cada

microestado dentro do conjunto total, equagdo 2-5.
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M

__EL
QM) = Z e RT (2-4)

i=1
(E,T) = &
PLE;, = 0 (2-5)

A fungdo de parti¢do contém todas as informagdes necessarias para o calculo das propriedades
termodinamicas do sistema e cada funcdo de parti¢do ¢ construida para representar um conjunto
estatistico especifico. Alguns ensembles sao adotados na simulagdo computacional como o: NpT
(nimero de particulas, pressdo e temperatura fixas), NVT (numero de particulas, volume e
temperatura fixos), NVE (nimero de particulas, volume e energia fixos) ou uVT (potencial
quimico, volume e temperatura fixos) (MORGON,NELSON H; COUTINHO,2007). A densidade
de probabilidade e fun¢do de particdo ¢ calculado de acordo com as condi¢des termodinamicas
fixadas para cada ensemble. Podemos calcular estes ensembles termodinamicos através da média
do tempo (abordagem da Dindmica Molecular) ou pela média das configuragdes (abordagem de
Monte Carlo). A técnica de Dinamica Molecular (DM) ¢ baseada em modelos deterministicos da
natureza, enquanto Monte Carlo (MC) ¢ baseado em modelos estocésticos de amostragens
aleatorias. No modelo de DM, as particulas se movimentam obedecendo as leis da mecanica
classica e possuem carga e massa especifica (LEACH, 2001). O grau de resolu¢do adotado da
técnica de DM pode variar: existem técnicas de todos atomos (all-atoms) com a representacao de
todos os atomos do sistema; a resolugdo de 4tomos unidos (united atoms) onde pode-se incorporar
o comportamento de alguns dtomos em grupos, como os atomos de hidrogénio de um carbono
alifatico saturado podem ser incorporados num super atomo de massa e tamanho correspondente
ao grupo CHn; além daresolugdo de grao-grosso (coarse grain) com particulas demassa e tamanho
correspondentes a grupos de atomos (BRAUN et al, 2019). Para simulagdes de sistemas
moleculares, ha vantagens no uso de DM ao invés de MC, quando se quer informagdes sobre as
propriedades dinamicas temporais destes sistemas (FRENKEL, D.; SMIT, 2001). Para o presente
estudo, reconhecemos que a investigagdo da dinamica e estrutura das moléculas e suas interagdes
especificas sdo mais bem realizadas com o emprego datécnica de DM.

Desde a publicagao da primeira simulagdo de dinamica molecular, aplicada a biomoléculas, em
1977 MCCAMMON, J.A.; GELIN, 1977), o progressivo desenvolvimento e aperfeicoamento de

algoritmos, softwares e hardwares tem permitido a consolidagdo da DM como uma ferramenta
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precisa e acessivel para detalhar a dinamica de biomoléculas (KLEPEIS et al., 2009). Apesar das
primeiras simulagdes atomisticas aplicadas a biomoléculas (proteinas) terem ocorrido ainda na
décadade 70, a sua utilizacdo para o estudo de membranas lipidicas s6 ocorreu no inicio da década
de 90, com os trabalhos de Helmut et a/ (HELLER; SCHAEFER; SCHULTEN, 1993) e
Damodaran et al.(DAMODARAN; MERZ; GABER, 1992) As simulagdes limitavam-se a sistemas
de até 200 moléculas de lipidios com no maximo 200 ps de simulacdo, mas que ja conseguiam
reproduzir alguns dados experimentais com precisdo razoavel, além de mostrar a ferramenta como
promissora e obter detalhes importantes, acerca destes sistemas, que medidas experimentais nao
conseguiriam fornecer. A partir dai, o uso de simula¢des atomisticas foi se incorporando na rotina
de pesquisa envolvendo sistemas lipidicos a nivel molecular. Devido ao aumento da poténcia e dos
algoritmos dos computadores, os tempos de trajetoria aumentaram de centenas de picossegundos
para centenas de nanosegundos (DA HORA et al, 2016) e até microssegundos (HONG;
TIELEMAN; WANG, 2014). Houve grandes avancos nas metodologias de amostragem e
parametrizacdo dos lipidios, hoje pode-se ter informagdes precisas e reprodutiveis em termos
espago-temporais sobre a estrutura, mecanica, termodinamica, cinética e dinamica destas
membranas (SMITH; KLAUDA; SODT, 2019).

A metodologia DM ¢ baseada nos principios basicos da mecanica Newtoniana e da mecanica
estatistica. Nesta modelagem, os 4tomos sdo definidos como particulas carregadas, cujas cargas
sdo previamente avaliadas em célculos mecanico-quanticos e assumidas como constantes durante
todaa simulagdo. E possivel, nesta abordagem, determinar os movimentos das particulas do sistema
doqual se conhecem o potencial de interagdo entre estas particulas e as forcas que agem sobre cada
uma delas em cada instante de tempo. Utilizando a segunda lei de Newton, resolve-se

numericamente as equagdes de movimento classico de cada particula:

Fi
QG = (2-6)

onde a; € a aceleragdo do atomo i e F; ¢ a forga resultante atuando sobre o atomo i, de massa m;.
Resolvendo esta equagdo para cada particula se obtém a velocidade e a posi¢do que resulta nas
trajetorias da dindmica molecular durante o tempo de simulagdo. As forgas que atuam sobre cada
particula dentro do sistema sdo calculadas a partir das derivadas de uma fung¢d@o energia potencial

V(r) agindo sobre cada particula:
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dv(r)
Fp=-—== 2-7)

i

A equagdo acima ¢ a base do método de DM e os detalhes envolvidos serdo descritos nas
proximas segdes. A integracdo das equagdes de movimento deve entdo produzir uma trajetoria que
descreva como as posi¢oes, velocidades e aceleragcdes das particulas variam e, para isso, sao
utilizados alguns algoritmos e aproximagdes, introduzidosna se¢do 2.2. A fungao energia potencial
(V(r)), capaz de calcular as forgas intra e intermoleculares do sistema, ¢ comumente denominada
campo de forca e serd descrito na se¢do 2.3. As simulagdes sdo geradas a partir das posigoes e
velocidades iniciais, que devem entrar como dados para os célculos das configuragcdes seguintes.
Na secao 2.4 ¢ mostrado como ¢ feita a escolha destas configuracdes iniciais. Por fim, na se¢do 2-

5 ¢é descrito como pode-se adequar as simulagdes as condigdes termodinamicas desejadas.

2.2 Algoritmos

A escolha do algoritmo para a integragao das equagdes de Newton € uma escolha importante a
ser realizada. Para isso, devem ser feitas consideragcdes importantes como o esforco computacional
requerido e a conservacao da energia. O algoritmo Verlet (VERLET, 1967) calcula as posi¢des e
aceleracdes dos d&tomos no tempo ¢ atual e as posi¢des dos mesmos no passo anterior, para calcular
a posicao e aceleracdo do passo seguinte. Estes calculos sao feitos a cada intervalo de tempo fixo
(0f), durante o qual a forca é considerada constante. Porém, um problema no algoritmo, para
simulacdes de DM, ¢ que as velocidades nao aparecem explicitamente e consequentemente ndo ha
um controle da energia cinética do sistema. O método Leap-Frog, derivado do algoritmo Verlet,
foi desenvolvido para solucionar estes problemas. Neste método, as velocidades das particulas do
sistema sdao consideradas durante o célculo das posi¢des ao longo do tempo de simulagdo, além de

calcular corretamente a energia cinética do sistema. As equacdes basicas do algoritmo sdo:

r(t + 6t) = r(t) + Stv(t + % 5t) (2-8)

1 1
v(t +§6t) = v(t — E&) + dta(t), (2-9)
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em que 7 € a posicao, ¢ ¢ o instante de tempo, a ¢ aceleragdo e v a velocidade de cada particula do

sistema. Pela equacdo 2-9, as velocidades v(t + %t) sdo calculadas a partir das velocidades no

tempo t — % 4t e aceleragdes no tempo z. Ja as posicdes r(t+d¢) sdo deduzidas das velocidades
calculadas com as posicdes 7(¢) no tempo t. As velocidades para o tempo ¢ sao calculadas pela
equacao 2-10.

1 1 1
v(t) = 5 [v(t + 560 + v(t — 560 (2-10)

Neste algoritmo, as velocidades obtidas num dado instante sdo calculadas a partir das

velocidades no instante anterior (t — %St) e posterior (t + %&).(LEACH, 2001) O valor do

passo de integracao of deve ser pequeno o bastante para permitir a descricdo dos movimentos mais
rapidos do sistema, que sdo os movimentos de vibragdo dos dtomos da ordem de femtosegundos
(FRENKEL, D.; SMIT, 2001). Em simulagdes de biomoléculas, geralmente, ¢ considerado ot de 2
femtosegundos. Isso significa que uma simulagdo de, por exemplo, 100 ns, requer a execugdo de
50.000.000 passos, envolvendo o célculo das forcas entre todos os pares de atomos (para sistemas
de biomoléculas isso é em torno de 104-10° 4tomos, em que a maioria sdo moléculas de agua) a
cada passo. Assim, diante a necessidade do valor ot ser pequeno, devido a escala de tempo dos
processos biomoleculares, as simulagdes de dindmica molecular sdo computacionalmente caras e
demanda o uso de supercomputadores.

A demanda computacional de uma simulagcdo de DM pode ser reduzida com o uso de restri¢des
a certos movimentos dos atomos, por exemplo, as vibracdes das ligagdes entre os atomos,
especialmente aquelas envolvendo atomos de hidrogénio. Estas oscilagdes possuem uma
frequéncia relativamente alta e uma baixa amplitude. Utilizando-se de algoritmos para manter o
comprimento de ligacdo constante (constraints), podemos obter simulagdes significativamente
mais longas. Nestetrabalho, o algoritmo LINCS (HESS,2008; HESS et al., 1997) foi aplicado para
controlar o comprimento de ligacdes envolvendo dtomos de hidrogénio. O algoritmo LINCS ¢ uma
metodologia que redefine os comprimentos de ligacdo dos dtomos utilizando algebra matricial. A
equagao aplicada sobre os dtomos ¢ dada na equacao 2-11.

g(r) = Iry-rpl-d; =0 i=123.. @2-11)
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onde ri; e ri2 sdo as posi¢des dos atomos envolvidos na e-nésima equacdo de restricdo e di € o
comprimento da liga¢do realizada entre estes 4tomos. Trata-se de um método bastante estavel, o
qual evita flutuagdes, além deser mais preciso e mais rapido que os primeiros algoritmos utilizados
para restricdo de movimento em DM (LEACH, 2001). Uma descricdo mais detalhada sobre o

algoritmo pode ser encontrado na referéncia (HESS et al., 1997).

2.3 Campo de For¢a

Pode-se definir campo de for¢a como um conjunto de equagdes analiticas com parametros
ajustaveis utilizados para descrever a energia potencial de um sistema de particulas. Neste modelo,
os graus eletronicos das moléculas sdo ignorados e apenas os movimentos dos nucleos sdo
calculados. O pressuposto fundamental implicito a todas as metodologias da mecanica molecular
¢ a aproximagao de Born-Oppenheimer, que permite separar movimentos nucleares e eletronicos
(que ocorrem em diferentes escalas de tempo) e, portanto, escrever o potencial de um sistema em
func¢do apenas das coordenadas nucleares (LEACH, 2001). No modelo de campo de forga, temos
uma aproximacdo comum para o tratamento das interagdes inter e intramoleculares entre os &tomos
ou moléculas dentro de um sistema sob condigdes predeterminadas. Estas interacdes sao
determinadas empiricamente por principios fisicos, dados experimentais e parametros calculados
por mecanica quantica durante o processo de parametrizacdo. A obtengdo destes pardmetros que
compde o campo de for¢a € primordial e ndo ¢ uma etapa trivial, pois para que estes parametros
sejam validos precisam reproduzir propriedades estruturais e/ou termodinamicas como, por
exemplo: densidade e entalpia de vaporizacao (liquidos); energia livre de solvatagdo dos ions em
solucdo, coeficientes de transporte, constante dielétrica, entre outras (MONTICELLI;
TIELEMAN, 2013). Na literatura existem diversas propostas de campos de forca desenvolvidos e
parametrizados de modo a melhor compreender os fendmenos de interesse em sistemas
moleculares. Alguns exemplos de campo de forca sdo o OPLS (Optimized Potentials for Liquid
Simulations), com parametros desenvolvidos para proteinas, sacarideos e especialmente no papel
de solventes no estado liquido (JORGENSEN; TIRADO-RIVES, 1988); CHARMM (Chemistry at
Harvard Macromolecular Mechanics) desenvolvido para reproduzir a dindmica de moléculas em
solucdo e em soélidos cristalinos (BROOKS et al., 1983); AMBER (A4ssisted Model Building with

Energy Refinement) desenvolvido para dinamica conformacional de acidos nucleicos e proteinas
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(WEINER et al.,, 1984) ¢ GROMOS (Groningen Molecular Simulation) desenvolvido para
reproduzir propriedades de biomoléculas em geral, como sacarideos, peptideos, proteinas e lipidios
(VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987), além de muitos outros campos de for¢a que tém se
desenvolvido para aplicagdes nos mais diversos sistemas. A escolha de qual campo de forga aplicar
para amodelagem do sistema em estudo ¢ muito importante, considerando a forma com a qual seus
parametros tenham sido obtidos e com que acuracia eles reproduzem tendéncias experimentais
(MORGON,NELSON H; COUTINHO, 2007). A parametrizagdo de biomoléculas como proteinas
e lipidios € complexa, devido a dificuldade de desenvolvimento de um potencial que reproduza
todas as classes de propriedades simultaneamente. Os primeiros modelos atomisticos de
membranas de LPS e Lipidio A para uso em simulagdes de DM surgiram no inicio da década
passada (LINS; STRAATSMA, 2001) baseados no campo deforca GLYCAM_ 93 (WOODSetal.,
1995) e AMBER9S(CORNELL et al., 1995), modelos estes que foram bem testados e validados
(LINS et al., 2008; SHROLL; STRAATSMA, 2002; SOARES; STRAATSMA, 2008;
STRAATSMA; SOARES, 2009). Desde entdo, este campo de forga tem sofrido varias
contribui¢des dando continuidade ao trabalho de parametrizacdes e validacdes. Neste trabalho, uma
extensdo do campo de forca GROMOS foi usada com base no conjunto de parametros de
carboidratos 45A4 (LINS; HUNENBERGER, 2005). Esta extensdo se consiste de residuos de
glucosamina previamente validados e abrange parametros de ligacdo padrdo entre a por¢do de
acucar e as cadeias aciladas compativeis com o conjunto de parametros lipidicos GROMOS 53A6
(CHANDRASEKHAR et al., 2003; OOSTENBRINK et al., 2005). Este conjunto de parametros
foi testado e validado anteriormente para as bicamadas de Lipidio A (PONTES et al., 2012).

O potencial que engloba o campo de forca pode ser considerado como a soma entre potenciais
envolvendo atomos ligados quimicamente (Viigado), onde € considerado até o terceito atomo
vizinho, e potenciais de interagdes entre 4&tomos que ndo apresentam esta conexao (Vaao-ligados),
como ¢ visto nas equacdes 2-12 a 2-14 e representado na Figura 6. Como foi utilizado o campo de
forca GROMOS (VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987), as equacdes a seguir apresentadas

refere-se ao que estd definido pelo manual referenciado:



35

Vtotal(r) = Vligado (I‘) + Vnéo—ligado (T) (2_12)

1 2 2\2 1 2
Vligado(r) = § Zkr(rij — 1)+ § Eke (Cos(eijk) —cos(6y))° +
lig ang

1 2-13
+ z k(Z) (1 + COS(TL@UH - @0) + Z §k€ ((Dijkl - @0)2 ( )
died—p died—i
(12) (6)
v "= [Cu _ Gy ] L] C-14)
nao —-ligado - 12 6 .
ap LT ij elet (i,)) Ao, i)

Como a energia potencial ¢ uma grandeza escalar, a soma de todos estes potenciais em relagao
a cada particula do sistema configura a descricdo necessaria para utilizagdo da equagdo 2-7 e
desenvolvimento da evolugdo temporal do sistema através da dindmica molecular.

O Viigado(r) refere-se as interagdes intramoleculares. O primeiro termo da equagdo 2-13 ¢
referente ao termo de estiramento daligacdo covalente estabelecida entre duas particulas i € j, como
mostrado na Figura 6-A. A ligagdo quimica entre duas particulas nesta abordagem pode ser
entendida como uma mola, utilizando um modelo classico de vibragdo e expressam o quao
distorcido esta uma ligagdo quimica em relagdo a um dado valor de referéncia, ro. k- representa a
constante de forca da ligacdo e geralmente ¢ muito alta, indicando que € necessaria uma grande
quantidade de energia para esticar ou comprimir significativamente uma ligacdo quimica. Para o
campo de forga escolhido, o valor de k ¢ obtido de dados espectroscopicos, enquanto o valor de
equilibrio para a ligagao ¢ extraido de difragdo de raio-X (VAN GUNSTEREN; KARPLUS, 1982).
O r; ¢ a distancia entre as particulas i e j conectadas em cada instante da simulacdo e ¢ obtido
vetorialmente como a norma do vetor que liga as duas particulas. O segundo termo da equagdo 2-
13 descreve o potencial formado pela oscilagdo dos angulos calculados entre as particulas i, j e £,
como mostrado na Figura 6-B. O modelo matematico que descreve este potencial ¢ analogo ao do
potencial harmonico de estiramento, mas os valores das constantes de forga, kg, sdo geralmente
mais baixos do que o de estiramento da ligacdo, indicando que € necessario menos energia para
que um angulo de ligagdo se desvie doseu valor de referéncia 6. Assim como no exemplo anterior,
ko e By sdo obtidos experimentalmente por medidas espectroscopicas e dedifragdo deraios-X (VAN
GUNSTEREN; KARPLUS, 1982). O valor do cosseno do angulo 8 também ¢é medido

vetorialmente durante a simulagdo. O terceiro termo da equagao 2-13 ¢ frequentemente chamado
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de termo torsional e representa a energia potencial do sistema molecular em fun¢do da rotacao em

torno de cada angulo diédrico.

Figura 6 — Representacio das principais interacoes envolvidas que compdem a modelagem
de campos de forca, sendo os potenciais, referentes as interacdes intramoleculares: ligacoes,
angulos e diedros, como ¢ visto, respectivamente, em A), B), C) e D). Os potenciais nao-
ligados das interacoes de van der Waals e eletrostaticas sao mostradas em E) e F),
respectivamente.
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As energias envolvidas neste caso sao significativamente mais baixas do que no estiramento de
ligacdo e flexao de angulo. Da forma como ¢ definida no GROMOS, o termo torsional inclui
atomos que estao separados por 3 ligagcdes (Figura 6-C) e utiliza o potencial de interagdo do tipo
1-4 entre 4tomos ndo ligados para ser corretamente descrito (OOSTENBRINK et al., 2004). O
valor de ko ¢ associado a altura da barreira rotacional descrita em relacdo a um angulo torsional de

referéncia oo € n € um inteiro equivalente a periodicidade desta barreira. O valor de n depende da
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sequéncia de atomos e, para o campo de forca escolhido, pode ser obtido na referéncia (VAN
GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987). O tltimo termo da equagao ¢ o chamado potencial torsional
impréprio, também conhecido como torgao fora do plano. Este tipo de potencial pode ser aplicado
quando se deseja manter uma conformacao planar de 4 4&tomos e calcular o angulo a partir de um
valor de referéncia o9, como mostrado na Figura 6-D.

O Vaao-iigado(r), definido pela equagdo 2-14 considera as interagdes entre os atomos que ndo estao
ligados covalentemente entre si. O primeiro termo da equagdo nos dé as interagcdes de van der
Waals (Figura 6-E), utilizando o potencial de Lennard-Jones. Ele contém um termo atrativo e um
repulsivo. A origem fisica do termo atrativo estd nas forcas de dispersdo geradas entre dipolos
instantaneos, que surgem a partir da polarizabilidade das moléculas. O termo repulsivo reflete a
observacdo de que, abaixo de uma certa distancia, normalmente em torno de 0,3 nm, os 4tomos se
repelem. 7 é a distancia entre os atomos i e j, Ci('? e Ci(® sdo parAmetros que descrevem as
interagdes entre os atomos e que dependem dos tipo de atomos e da caracteristica da sua intera¢ao
que diz respeito a fungdo quimica que estes a&tomos desempenham, por exemplo, para a adicao de
ions no campo de forca escolhido ¢ preciso realizar a correta defini¢do dos d&tomos que irdo interagir
com aquele ion. Uma vez realizada a correta definigdo dos atomos, os termos de interagdo entre

eles podem ser encontrados através de regras de combinagdo para C;’? e C;® dadas por:

(12) _ _
C;~ = /Cilijlz = 4¢;0, (2-15)

(6) _ —
Cj = [GC = 40, (2-16)

o +0; . A e a .
come; = /€€ ey = = sendo € 0 pogo de potencial ¢ ¢ a distancia interatdmica em que

a energia € zero. A interacdo de van der Waals ¢ considerada de curto alcance e ¢ computada
numericamente com o uso de raios de corte. O segundo termo da equacdo 2-14 calcula o potencial
das atragodes eletrostatica (Figura 6-F). Nessa equagdo g; e gjsdo as cargas dos atomos i € j que
estdo interagindo, o ¢ a permitividade elétrica do vacuo e ¢ ¢ a permitividade relativa do meio em
que os atomos se encontram em relagdo ao seu valor quando no vacuo. Diferentemente das
interacdes de van der Waals, as interagdes eletrostaticas decaem lentamente com a distancia.
Embora esta seja uma equacdo simples, o custo computacional referente ao célculo do potencial

eletrostatico para todo o sistema ¢ bem alto. Para corrigir este problema e tentar otimizar o tempo de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Po%C3%A7o_de_potencial
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processamento de calculo, algumas abordagens podem ser encontradas. Entre elas estdo o uso de
maquinas mais eficientes (utilizagdo de placas GPU para efetuar as simulagdes), o aumento do intervalo
de integracdo das equagdes de movimento (restringindo os modos vibracionais de osciladores muito
rapidos, como atomos de hidrogénio) ou diminuindo o niimero de particulas sobre as quais serdo
levados em conta o processo de calculo. Desta ultima metodologia decorrem modificagdes importantes
nas func¢des potenciais utilizadas. Estes termos serdo tratados mais adiante na secdo 2-4-1, através das

metodologias de tratamento eletrostatico de longa distancia.

2.4 Configuracao Inicial do Sistema

Numa simula¢do de DM ¢ necessario especificar uma configuragao inicial bem definida, assim
como suas velocidades iniciais. Para as velocidades iniciais das particulas, normalmente sdo
atribuidas diregdes aleatorias, segundo a distribuicio de Maxwell-Boltzmann correspondente a
temperatura desejada.(ALLEN, 2004) Ja para as posi¢des iniciais, primeiramente, € necessario
criar uma “caixa de simula¢do” (cubica, ortorrdmbica, ou de outra geometria) contendo as N
moléculas do sistema em um volume V que corresponda a densidade desejada. As posicdes das
moléculas iniciais devem ser compativeis com a estrutura que se pretende estudar. Para simulagdes
de membranas lipidicas, esta configuragao deve capturar corretamente as propriedades estruturais,
mecanicas, termodinamicas e¢/ou dinamicas relevantes do sistema.(SMITH; KLAUDA; SODT,
2019) A configuragao inicial comumente adotada nestes sistemas ¢ de uma bicamada plana com
condig¢des de contorno periddicas adequadas (ver se¢do 2.4.1). Normalmente, na preparacao destes
sistemas, os lipidios sdo pré-arranjados em uma bicamada, com as regides hidrofobicas dos lipidios
em contato umas com as outras, enquanto a regido hidrofilica interage com o solvente. A partir dai
outros componentes como: ions e demais solutos sdo adicionados.(SMITH; KLAUDA; SODT,
2019) Para simulagdes contendo lipidios de estrutura mais complexa, como € o caso do Lipidio A,
onde ele apresenta um numero variado de cadeias aciladas e grupos fosfatos, sendo necessario
adicdo de cations para neutralizar o sistema, ha grande flexibilidade conformacional e a forma
como essa bicamada ¢ montada e como os lipidios sdo orientados, pode afetar o resultado final
destas simulacdes. Por isso ¢ importante testar e validar a montagem das bicamadas para obter
resultados reprodutiveis e confidveis. Para mais informagdes sobre boas praticas na montagem de

membranas lipidicas, ver a referéncia (SMITH; KLAUDA; SODT, 2019).
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Durante a montagem da caixa de simulacao € possivel que haja superposi¢des entre dois a&tomos
ou ligacdes quimicas que tenham comprimentos muito diferentes dos comprimentos de equilibrio
ditado pelo campo de forga. Isto ird gerar forgas muito intensas e causar instabilidade ao iniciar a
dindmica. Para evitar isto, utiliza-se de métodos de minimizacdo de energia para aliviar as
distor¢des dos sistemas em relacdo a um minimo local da superficie de energia potencial. Métodos
de otimizagdo como steepest descent, algoritmo utilizado neste trabalho, sdo frequentemente

usados em simulagdes de biomoléculas.(FRENKEL, D.; SMIT, 2001; LEACH, 2001)

2.4.1 Condigdes Periodicas de Contorno

E comum, apds a construgdo da caixa de simulagdo, que uma quantidade grande de particulas
se situe nas faces da caixa. Estas particulas experimentam forcas e efeitos de superficie que nao
sdo condizentes com o sistema experimental equivalente. Como o nimero N de 4&tomos na caixa
desimulacdo ¢ muito pequeno em comparacao ao experimento, um nimero significativo de atomos
estard nas bordas da caixa e isto afetard os valores estimados das propriedades do sistema, pois
estes atomos estariam interagindo em parte com o vacuo ao invés de com outras particulas do
sistema. Com isto, os efeitos de superficie, isto €, as interagdes de atomos na fronteira da caixa, sdo
bastante significativas. Para minimizar estes efeitos, empregam-se condi¢des periddicas de
contorno: réplicas idénticas da caixa de simulagdo sdo consideradas como estando dispostas ao
redor da célula principal, computando apenas as propriedades das particulas contida na caixa
central, ndo desprezando as suas interagcdes com as caixas vizinhas, assim, formando um sistema
que tende ao limite termodindmico — com o numero de particulas (N) e volume (V) tendendo ao
infinito, porém tendo N/V uma constante - onde as particulas se movimentam de maneira idéntica
a movimentacdo da célula principal, garantindo a permanéncia dos 4&tomos e moléculas dentro da
caixa.(ALLEN, 2004; MORGON,NELSON H; COUTINHO, 2007) No curso dasimulagao, se um
atomo deixar a caixa de simula¢do principal, 0 mesmo sera encontrado em uma réplica com a
mesma velocidade, como ¢ mostrado na Figura 7. Este método mostra-se bastante util, mas ¢
importante ter em mente a periodicidade artificial imposta ao considerar propriedades que sio
influenciadas por interagdes de longo alcance. Nas interagdes de longo alcance, cada elemento
interage com todos os outros componentes do sistema. O decaimento das interagcdes ¢ mais lento

que " sendo que n ¢ a dimensionalidade do sistema. O melhor exemplo de interagdo de longo
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alcance que exige atenc¢ao em simulacdoes de DM ¢ a eletrostatica, especialmente se a simulacao ¢
composta por espécies carregadas. O custo computacional referente ao calculo do potencial
eletrostatico para o sistema inteiro vai com o namero de particulas ao quadrado, N2. Para tentar
otimizar o tempo computacional utilizado neste processo algumas modificagcdes podem ser
realizadas, como desprezar a interacdo em distancia superior a um dado valor de corte.

Existem varias formas de aproximar o calculo das intera¢des de longo alcance, a mais comum
¢ utilizando um raio de corte (do inglés — cutoff) (Figura 7B), onde fora deste raio as contribuicdes
destas particulas nao serdo mais contabilizadas.

Figura 7 — A) Condic¢des de contorno periédicas em trés dimensdes. A medida que uma
particula sai da caixa de simulacio, uma particula de imagem dessa particula se move para

substitui-la. B) Estrutura de funcionamento da busca por vizinhos onde as interacées nio-

ligadas sdo calculadas, se os atomos estao situados num dado raio de corte, r,, dentro da
propria caixa ou nas caixas vizinhas.
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Modificado de (CENTRAL MICHIGAN UNIVERSITY, [s.d.]).

O valor escolhido para o raio de corte ird depender da necessidade de cada sistema a ser
simulado e o equilibrio entre a precisdo da interagdo e a rapidez desejada, mas € preciso ter em
mente que para evitar que as particulas projetadas interajam com as suas proprias imagens, nas
condic¢des periddicas de contorno, o tamanho da caixa de simulacdo deve ser maior que o raio
especificado e que quanto maior o seu valor mais precisa sera a energia calculada, entretando, sera

maior o numero de interacdes calculadas e maior o custo computacional da dinamica. Porém,
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utilizar apenas um raio de corte para lidar com as interagdes de longo alcance nas simulagdes, torna
as propriedades do sistema fortemente dependentes deste raio e causa artefatos significativos.

A razdo para isso € que, para distancias além do valor do raio, hda uma descontinuidade no
potencial e, consequentemente, no célculo da forca e de sua derivada. Assim, para permitir o uso
do raio de corte, mas mantendo de certa forma as interagoes realizadas entre um atomo de interesse
e aqueles que estdo a sua volta, varias metodologias foram desenvolvidas para evitar estes
problemas, como o campo de reagdo, campo de reacdo generalizado, soma de Ewald, onde a partir
deste método foram desenvolvidos varios outras metodologias, entre outros.(CISNEROS et al.,
2014) A escolha de qual tratamento eletrostatico de longo alcance serd utilizado na simulagdo nao
¢ arbitraria e deve ser tomada com cuidado dependendo do sistema que se quer simular, mas
principalmente do campo de for¢a que esta sendo utilizado, pois a precisdo do campo de for¢a ndo
¢ mantida ao alternar entre métodos diferentes para calcular interagdes eletrostaticas. Como
exemplo disso, no caso bastante sensivel de uma bicamada lipidica, Anezo et a/ compararam
simulacdes de bicamadas de DPPC modificando os algoritmos de interagdo eletrostatica e varios
outros parametros de simula¢do, mas mantendo o mesmo campo de for¢a e encontraram diferengas
significativas na estrutura da bicamada.(ANEZO et al., 2003) Portanto, ¢ crucial ter o
conhecimento de como o campo de forca escolhido foi desenvolvido e como as moléculas que
serao simuladas se comportam com diferentes tratamentos eletrostaticos. Foi demonstrado no
trabalho de David et a/l (POGER; MARK, 2012), que o uso de particle mesh Ewald (PME) ou
reaction field (RF) para o tratamento de interacdes eletrostaticas de longo alcance ndo influenciou
significativamente as propriedades estruturais de bicamadas lipidicas utilizando diferentes
extensdes do campo de forca GROMOS (campo de for¢a utilizado neste trabalho). J& em
simulacdes de peptideos, Lins e al mostraram que o uso de PME produziu uma menor variagao
conformacional e uma tendéncia de estabilizacdo estrutural maior do que quando utilizado RF
como tratamento eletrostatico.(LINS; ROTHLISBERGER, 2006) Estes trabalhos mostram que a
discussdo sobre o melhor tratamento eletrostatico de longo alcance para simulagdo de sistemas
moleculares ndo ¢ consenso e exige uma investigacao cuidadosa, pois as conclusdes obtidas numa
classe de moléculas ndo podem ser estendidas a outros sistemas. Neste trabalho, foram testados o
comportamento das bicamadas lipidicas utilizando os métodos de RF e PME para o tratamento das

interagdes eletrostaticas.
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2.4.2 Tratamento de Interacdes Eletrostaticas de Longa Distancia

Particle Mesh Ewald

A utilizagdo das condigdes periddicas de contorno, necessarias para evitar o problema de efeito
de borda, gera a necessidade de contabilizar as interagdes eletrostaticas de todas as particulas na
caixa de simulagdo com todas as réplicas periddicas do sistema. Assumindo a caixa de simulagao

como um cubo de lado L contendo N cargas, a soma das contribui¢des das interacdes eletrostaticas

N N
a2 5 L LD
ele — 2 grrij, (2-17)
n, ny

n, i=1j=1

¢ dadapor:

onde nx, ny e n: sdo a quantidade de réplicas do sistema em cada dire¢do cartesiana. Nesta equacao
introduzimos a constante f dada pelo inverso de 4neo. Existe, portanto, uma contribuicdo para a
energia total das interagdes na caixa central e todas as caixas das réplicas. O problema ¢ que o
somatorio na equagdo 2-17 ¢ condicionalmente convergente.(LEACH, 2001) Para contornar este
problema, ¢ utilizado a soma de Ewald, introduzida por Ewald em 1921, que converte esta soma
em duas séries, cada uma das quais converge muito mais rapidamente. A base matematica para isto
¢ a seguinte identidade matematica:

1_f@,1-f0)

r r r

(2-18)

O objetivo € escolher uma funcdo apropriada, f(7), em que o primeiro termo da equacao decaia
rapidamente para os valores de » menores que o raio de corte, enquanto o segundo termo decai
lentamente para qualquer valor de r sendo expresso no espaco reciproco. No método Ewald, cada
carga ¢ considerada cercada por uma distribuicdo de carga neutralizante de magnitude igual, mas
de sinal oposto. Através desta metodologia, o potencial elétrico total do sistema ¢ dado pela soma
dopotencial no espago real e no espaco reciproco. No espacgo real ¢ introduzidouma fungao de erro

complementar, erfc:

N
erfc(x): \/_Ef e t dt. (2-19)
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O ponto crucial ¢ que este novo somatoério envolvendo a fung¢do de erro converge muito
rapidamente e, além de alguma distancia do raio de corte, seu valor pode ser considerado
desprezivel, porém o algoritmo tem um escalonamento que vai com o quadrado do nimero de
particulas do sistema. Uma alternativa a este problema ¢ a utilizacdo de uma interpolacao
multidimensional por partes do somatoério no espaco reciproco seguindo a metodologia particle-
mesh com auxilio das transformadas rapidas de fourier (FFT).(DARDEN; YORK; PEDERSEN,
1993) Nesta metodologia conhecida como particle-mesh Ewald (PME) ha uma melhora no
escalonamento do algoritmo chegando a um processo que depende de N.In(N). Para mais
informagdes sobre a implementacdo da soma e algoritmos ver a referéncia (DARDEN; YORK;
PEDERSEN, 1993). Uma das vantagens deste método de Ewald ¢ que hd menos aproximagdes
para o calculo das interagdes eletrostaticas, porém como o método transforma o sistema de
simulagdo em um sistema verdadeiramente periddico, isso pode induzir certos artificios na

distribuicao de carga.(SAGUI; DARDEN, 1999)

Reaction Field

No métododecampo de reagdo (reaction field) (TIRONI etal., 1995), ¢ determinadouma esfera
com um raio de corte ao redor de uma molécula e definido que dentro deste raio as interagdes entre
as particulas sdo calculadas explicitamente pelo segundo termo da equagao 2-14, mas para além do
raio de corte a molécula vé essencialmente um ambiente homogéneo de constante dielétrica ().

Esta descri¢ao pode ser observada na equagao 2-20.

q:9; 1
[t ke | (2-20)

r T

Vele = f

As constantes do campo de reagdo expressas acima sdo descritas nas equacdes 2-21 e 2-22
fazendo uso das definicdes de raio de corte, 7., e a constante dielétrica do campo de reagdo

er.(ABRAHAM et al,, 2015; TIRONI et al., 1995)

b = i &f ~ &
T E @y o) @2
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1 3¢
f
Crf = T‘_ L

c (zgrf + gr). (2-22)

O valor da constante dielétrica do campo de reacdo pode ser obtido através de estudos
computacionais para se determinar qual valor reproduz as propriedades de um determinado meio
experimental (GLATTLI; DAURA; VAN GUNSTEREN, 2002) Neste método existe uma boa
base fisica, pois em solucdo, apds alguma distancia € razoavel supor que um atomo carregado nao
v€ mais as cargas individuais, mas sim as propriedades dielétricas médias daquele meio. Uma outra
vantagem ¢ que ele é computacionalmente barato e facil de paralelizar em um grande nimero de

processadores. Uma desvantagem que pode ocasionar artefatos € o fato de que a constante dielétrica

deum sistema pode ndo ser homogénea.(WONG-EKKABUT; KARTTUNEN, 2016)

2.5 Protocolo de Equilibracao

A escolha do ensemble para realizar a DM ¢ feita levando em consideragdo o sistema que esta
sendo estudado e o que se quer determinar deste sistema. Os ensembles termodinamicos mais
relevantes para a dindmica de membranas lipidicas s3o os conjuntos candnico (NVT) e
isobarico/isotérmico (NpT)(CISNEROS et al., 2014), porém como vimos no topico anterior,
sistemas heterogéneos e muito carregados como os que estdo sendo estudados neste trabalho,
necessitam de uma configurag¢do inicial adequada e estavel, além disso, € necessario manter as
variaveis termodinamicas proximas as requeridas para, assim, iniciar a dindmica propriamente dita.
Isto ¢ feito através de pequenas simulagdes do sistema, em diferentes ensembles permitindo que o
sistema se equilibre e possa amostrar as configuragcdes mais relevantes, ou mais provaveis, no
conjunto deinteresse deequilibrio. Esta fase de equilibrio podeser monitorada através daavaliagao
da temperatura e pressdo do sistema, bem como da energia cinética e potencial, para garantir que
eles atinjam um estado estacionario em média. Se ndo feita corretamente, esta etapa de equilibrio
das varidveis termodindmicas pode causar artefatos e fornecer dados que ndo sdo
reprodutiveis.(SMITH; KLAUDA; SODT, 2019) Devido ao aumento da capacidade
computacional e a facilidade de simular muitos sistemas por um longo tempo, a equilibragdo muitas
vezes ¢ deixada de lado e pode influenciar nos resultados. Quando o equilibrio estiver completo,
pode-se comecar a coletar dados para analise. Normalmente, esta fase ¢ chamada de "producao".

A principal diferenca entre equilibrio e producdo ¢ simplesmente que, na simulagdo de produgdo
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se planeja reter e analisar os dados coletados. A producdo deve sempre ser precedida de um
equilibrio apropriado para o conjunto de producao de interesse.(BRAUN et al., 2019) Os ensemble
utilizados neste trabalho foram NVT e NpT.

2.5.1 Ensemble NVT

Em muitos casos, para emular experimentos feitos em condig¢des de laboratdrio, a amostragem
do conjunto candnico (temperatura constante) ¢ desejada.(HUNENBERGER, 2005) No ensemble
candnico, a temperatura, o volume e o nimero de particulas sao mantidos constantes. O volume ¢
mantido constante fixando-se as dimensdes da caixa de simulagdo. A forma como a temperatura ¢
mantida fixa ser explicada na se¢do 2.5.3. E importante frisar que numa simulagdo NVT, a energia

total ndo é conservada. Este ensemble ¢ utilizado normalmente na etapa determalizagdo do sistema.

2.5.2 Ensemble NpT

No ensemble NPT, a temperatura e a pressdo sdo mantidas constantes por métodos que serdo

descritos na se¢ao 2.5.3 e 2.5.4. Ja o volume do sistema pode mudar durante a simulagao através

do escalonamento das dimensdes da caixa de simulagdo por um fator y = i/p(t) /paesejada - A
pressdo de um dado instante da simulagdo pode ser computada através do teorema do virial.
Mudando o volume da caixa de simulagdo muda-se as distancias e as forcas intermoleculares,
mantendo-se o controle sobre a pressio exercida pelo sistema.MORGON, NELSON H;
COUTINHO, 2007) Neste ensemble, a energia total também nao ¢ conservada e isso deve-se a
troca de calor com o reservatorio térmico e a realizagdo de trabalho expansivo pelo pistdo externo
(ambos ficticios). Este ensemble ¢ particularmente Util na etapa de preparacdo e termalizagdo de
bicamadas lipidicas, € ¢ um dos conjuntos mais utilizados nas simulagdes de DM. Para manter a
temperatura e/ou pressdo constante nos ensembles faz-se uso de algoritmos numéricos de
acoplamento que introduzem pequenas modificagdes no sistema fazendo com que as varidveis
termodinamicas se mantenham constantes ao longo de toda a simula¢do. Sdo eles o termostato
(acoplamento de temperatura) e barostato (acoplamento de pressdao). Neste trabalho utilizamos o

barostato e termostato de Berendsen.
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2.5.3 Termostato

O objetivo do termostato € manter o sistema com uma temperatura constante, em média, € no
valor desejado, To. O aquecimento indesejavel ¢ observado através da variagdo da energia total do
sistema. A temperatura deuma simulagdo de DM ¢ normalmente medidausando energias cinéticas,

conforme definido no teorema da equipartigo:

N 2
4

3 m; v}
R Vel = =50, (223)

i=1

onde N ¢ o nimero de graus de liberdade, kg ¢ a constante de Boltzmann e 7 ¢ a temperatura. Os
colchetes angulares indicam que a temperatura é definida como uma quantidade média do
tempo.(LEACH, 2001) Assim, a equacao de temperatura ¢ obtida isolando o T. Considerando que,
no termostato de Berendsen, a variagdo da temperatura pode ser descrita como o resultado do

escalonamento da velocidade, podemos escrever 47 da seguinte maneira:

AT = (22 — DT(D),

(2-24)
onde A ¢ o fator de escalonamento e isolado ¢ escrito da seguinte forma:
TO
= m ) (2-25)

onde 7y ¢ a temperatura de referéncia. Para evitar a brusca variagdo de temperatura ¢ usado um
banho térmico acoplado ao sistema que funciona como uma fonte termal adicionando ou
removendo calor de acordo com a necessidade na simulagdo. No termostato de
Berendsen(BERENDSEN et al., 1984), o algoritmo ¢ dado por um acoplamento fraco descrevendo

uma cinética de primeira ordem:

dr T, — T(t)
dt T ’

(2-26)
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onde a temperatura 7" € derivada em relagdo ao tempo ¢ ¢ 7 € o parametro de acoplamento e tem
unidade de tempo, este termo indica o quanto o banho e o sistema estdo acoplados. A frequéncia

do acoplamento ¢ definida pelo usuario.

2.5.4 Barostato

Para obter uma pressdo nao-atmosférica, algum dispositivo, como um pistdo, gas inerte etc.,
seria necessario para controlar a pressdo e o volume do sistema. Assim como no uso do termostato,
se a pressdo deve ser mantida em uma simulacdo serd necessario um algoritmo de barostato para
amostrar este conjunto.(BRAUN et al., 2019) A pressdo numa simulagdo de DM ¢ comumente

calculada a partir da diferenca entre a energia cinética e o virial(BERENDSEN et al., 1984):

2
P = Brn = 5), 2-27)
sendo
.1 Z v
=TT LTt (2-28)
i<j

onde V¢ o volume da caixa de simulacdo, Exin € a energia cinética, Fj; a for¢a exercida na particula
i pela particula j, 7 € a distancia entre estas particulas ou a distancia entre a particula i e a imagem
mais proxima da particula j e £ € o virial interno para potenciais aditivos de pares. Nas simulacdes
deste trabalho foi utilizado o barostato de Berendsen(BERENDSEN et al., 1984) como um banho
de pressdo de interagdo fraca, de forma analoga ao termostato. Este banho dimensiona o volume

periodicamente por um fator p:

u=1— E(P0 - P), (2-29)

onde 1p € a constante de acoplamento da pressao, f € a compressibilidade isotérmica do sistema e
Py ¢é o valor de pressdo que se deseja manter constante ao longo da simulacdo. Através deste fator

a nova posi¢ao das particulas ¢ dada pela equagao:
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= (2-30)

onde 7; € a posicdo redimensionada da particula i. Caso o sistema ndo se apresente em uma
distribuicdo isotropica de pressdo, como para sistemas anisotrdopicos ou com outros formatos de

caixa que ndo sejam cubicos, as equagdes 2-29 e 2-30 podem se apresentar como equagdes

tensoriais.(BERENDSEN et al., 1984)
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3 ANALISES

Ao final de cada simulagdo foram realizadas andlises de propriedades estruturais, dindmicas e
energéticas dos sistemas em estudo. Para isto, foram utilizados os arquivos de trajetoria contendo
a posicdo e as velocidades das particulas, e os arquivos de energia contendo os componentes
energéticos salvos durante a simulagdo. Foram utilizados dois pacotes de programas que tornam
estas analises possiveis. O primeiro ¢ 0 GROMACSv.2016.4(ABRAHAMetal.,2015) que oferece
diferentes rotinas computacionais para calcular diversas propriedades de interesse. O segundo
programa utilizado ¢ o SUAVE(SANTOS et al., 2019), um pacote de ferramentas de analises
desenvolvido no nosso grupo. O SUAVE utiliza um procedimento que mapeia a superficie, com
formatos generalizados, a partir da constru¢do de uma grade utilizando dtomos de referéncia no
sistema. Para os sistemas debicamadas lipidicas destetrabalho, este mapeamento permite o calculo
de propriedades afetadas por transi¢des estruturais que induzem mudancga na planaridade da
bicamada. O programa VMD(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) foi utilizado para a

producdo das imagens.
3.1 Area por Lipidio (A

A érea por lipidio, AL, ¢ uma medida da area bidimensional ocupada por uma molécula lipidica
como parte de uma bicamada ou monocamada, e sendo, portanto, uma propriedade descritiva do
empacotamento dos lipidios pertencentes a estes sistemas. Esta propriedade também ¢ capaz de
informar se a estrutura de uma bicamada atingiu o estado de equilibrio € ¢ um 6timo ponto de
referéncia para comparagdes com dados experimentais, uma vez que estes podem ser estimados
experimentalmente para varios sistemas lamelares.(NAGLE; TRISTRAM-NAGLE, 2000) A ALé
comumente calculada a cada instante da simulacdo como a area da membrana projetada sobre o
plano xy, e dividida pelo nimero de lipidios compondo a bicamada. Esta abordagem consegue
obter valores proximos a resultados experimentais, porém nao garante que o resultado seja exato,
principalmente em sistemas onde ha formacdo de curvatura, onde, neste caso, a area por lipidio
passa a ser subestimada. Esta medida pode ser corrigida a partir da utilizagdo da rotina s _area do
software SUAVE que calcula a 4rea de membranas lipidicas através de superficies ajustadas a cada
monocamada. Esta superficie € criada a partir de uma malha de ajuste, construida com base em

atomos de referéncia da regido de interface, que melhor representa a morfologia desta superficie
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lipidica. Para os sistemas deste trabalho, foram utilizados os a&tomos de foésforo do grupo fosfato
como atomos de referéncia por estarem presentes na cabeca dos lipidios e apresentarem baixa
mobilidade durante a simulagdo. O calculo da AL ¢ dado pela equagao 3-1.

At
A, = , (3-1)

Nyipidio

onde A, ¢ a area medidapelo programa, levando em considerac¢do a curvatura damembrana, € niipidio
¢ o nimero de lipidios em cada lamela da bicamada. Para mais detalhes sobre a implementacao do

SuAVE, ver a referéncia (SANTOS et al., 2019).

3.2 Espessura da Bicamada

A espessura da bicamada ¢ uma medida simples e reflete o tamanho das cadeias lipidicas
presentes na membrana, além de poder também refletir a fase estrutural em que esta bicamada se
encontra. A espessura de bicamadas lipidicas, assim como a area por lipidio, € uma propriedade
estrutural importante e que também pode ser extraida através de algumas técnicas
experimentais.(NAGLE; TRISTRAM-NAGLE, 2000) No procedimento para estimativa da
espessura dainterface hidrofobica, ¢ comum utilizar a distancia entre os picos referentes aos grupos
fosfatos, no perfil de densidade do sistema. Podemos obter resultados condizentes com valores
experimentais, mas, assim como no caso da drea por lipidio, apenas para sistemas onde nao ha
formagdo significativa de curvatura na superficie da bicamada. Portanto, para realizar a andlise
levando em consideracdo a morfologia do sistema, faz-se necessario a utilizagdo damalha deajuste
desenvolvida pelo SUAVE. A rotina s_thick calcula a espessura dabicamada como a distancia entre
os pontosde cadamalha de ajuste criada sobre cada monocamada. Com estas duas malhas deajuste
0 SUAVE consegue exprimir uma média espacial daespessura como funcdo do tempo, ou de cada
frame da trajetoria, e uma media temporal como funcéo da localizacdo dos pontos superficie de
ajuste.(SANTOS et al., 2019).
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3.3 Curvatura da Membrana

A curvatura da membrana ¢ uma andlise que, apesar de ndo poder ser medida
experimentalmente, pode ser de grande utilidade em mostrar e localizar modifica¢des estruturais
nas bicamadas que interferem em sua estrutura. O calculo para esta analise ¢ feito através da rotina
s_order implementada no programa SuAVE, que descreve todo o campo de vetores normais a
superficie da membrana e calcula o desvio angular definido entre cada vetor e 0 eixo normal ao
sistema, que por definicdo é o eixo z quando a membrana esté distribuida ao longo do plano xy.
Calculando estes angulos sobre todos os quadros no arquivo de entrada de simulacdo, esta medicéao
fornece a frequéncia na qual um certo angulo aparece na superficie. Com isto, é possivel preparar
um histograma dafrequéncia média para todos os valores de angulo levando em consideracdo todos
0s quadros que compdem o arquivo de entrada. O valor do angulo de desvio esta definido no
intervalo entre 0° e 90°, sendo o primeiro caso quando o vetor normal € paralelo ao eixo normal do
sistema, e o segundo caso quando o vetor € ortogonal ao eixo normal do sistema. Com a distribui¢ao
dos angulos de desvio para toda a extensdo da membrana, pode-se entdo calcular o pardmetro de
ordem de curvatura, definido pela equacao 3-2, derivada da expressao do polinomio de Legendre

de segunda ordem com o cosseno dos angulos calculados no passo anterior(SANTOS et al., 2019):

1
Se(8) = (3cos?(6) - 1), (3-2)

em que, 6 é o angulo de desvio calculado e Sc é o pardmetro de ordem de curvatura. Nesta medida,
o0 pardmetro de curvatura assume um valor de 1 quando a superficie local é normal ao eixo z do
sistema, isto €, quando 6 = 0° e um valor de -0,5 quando a superficie é paralela ao eixo z, isto é,
quando 6 =90°. O programa s_order também fornece uma distribuicdo bidimensional da média de
Se, medido em cada segdo retangular da malha de ajuste ao longo de toda a simulagdo. Este mapa
de cores ¢ ilustrado para uma bicamada curvada na Figura 8, mostrando um gradiente de cores de

branco a vermelho representando as regides com curvatura menor € maior, respectivamente.



52

Figura 8 — Parametro de ordem de curvatura com a média no tempo projetada na
superficie da membrana.

/

Modificado de (SANTOS et al., 2019).

3.4 Perfil de Densidade

Os perfis de densidade parcial dos componentes do sistema sdo uma descri¢io espacial de como
estes componentes se encontram distribuidos ao longo deum eixo de orientacdo escolhido, e inferir
quais grupos interagem entre si, devido a sua proximidade. Na analise dos diferentes grupos
quimicos do lipidio, pode-se obter propriedades estruturais importantes da membrana lipidica
como a forma de agregacgdo, espessura da membrana, permeabilidade a agua, etc. A escolha do
eixo interfere diretamente no formato do grafico de densidade. Para sistemas compostos por
bicamadas, ¢ escolhido como orientacao de referéncia o eixo normal a membrana, ja que para
bicamadas simétricas, ou seja, com o mesmo tipo de lipidio em cada lamela, o grafico dedensidade
da membrana apresenta simetria em relagdo ao centro da bicamada. O perfil de densidade ¢ uma
propriedade que pode ser diretamente comparada com medidas experimentais através de dados de
difracao de raio-X, como mostra o trabalho de Snyder et a/(SNYDER; KIM; MCINTOSH, 1999)
onde utilizaram a técnica em sistemas multilamelares de lipopolissacarideos, e dados de difracao
de néutrons.(NAGLE; TRISTRAM-NAGLE, 2000) Nas simulagdes de membranas lipidicas o

calculo desta propriedade ¢ bem simples. Estando a membrana lipidica sobre o plano xy de modo
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que o vetor normal a bicamada coincida com o eixo z do sistema, o perfil de densidade ¢ obtido
avaliando a densidade de cada grupo quimico compondo o sistema em diferentes fatias ao longo
do eixo z. Porém para sistemas com superficie curvada ou ondulada ha um erro na descricdo dos
componentes da andlise. A rotina s dens, presente no SUAVE, corrige estes problemas. Uma
superficie de ajuste ¢ desenvolvida para cada uma das interfaces da bicamada e a distribuicao de
cada grupo quimico analisado no calculo em relacio a média das superficies de ajuste e sua
projecdo em relacdo ao vetor normal do sistema € o ponto para construcao do grafico de densidade.

Todas as analises oferecidas pelo programa SuAVE fornecem os valores de RMSD daquela
analise. O RMSD calculado entre a superficie de ajuste e a interface quimica de interesse ¢ uma
ferramenta util para avaliar o quanto da superficie pode ser explicado pelo modelo da superficie de
ajuste. Em outras palavras, o valor do RMSD indica se uma andlise estrutural baseada na superficie
de ajuste do programa SuAVE pode realmente descrever a interface quimica de interesse
corretamente e obter, como resultado, valores coerentes com a realidade do sistema. Pelo que foi
mostrado no trabalho de Santos er al. (2019)(SANTOS et al., 2019), os valores de RMSD
calculados para cada andlise do programa devem, idealmente, ser os menores possiveis, de modo
que os resultados das analises estruturais desenvolvidas pelo SUAVE sejam fié¢is a dinamica
estrutural da interface de interesse. Contudo, ndo ha uma estimativa do valor maximo de RMSD
obtido em uma analise, a partir do qual, as propriedades estruturais calculadas nesta analise nao
possam mais ser tomadas como condizentes com a realidade do sistema. Pode-se, entretanto, citar
que para a maioria dos estudos realizados por Santos et al. (2019) os valores de RMSD aceitaveis

para membranas lipidicas se mostraram abaixo de 0,2 nm.

3.5 Parametro de Ordem de Deutério Scp

A andlise do ordenamento das cadeias lipidicas oferece informagdes sobre a fluidez do sistema.
Acima da temperatura de transicdo 7 entre as fases gel e liquido-cristalino, as cadeias lipidicas
exibem uma maior mobilidade conformacional.(DEVIREDDY, 2010) A ordem/desordem
conformacional e de orientacao pode ser quantificada através do pardmetro de ordem de deutério.
O célculo, como mostrado na equagdo 3-3, descreve a orientacdo do vetor de ligacdo C-H em
relacdo ao vetor normal a bicamada (normalmente o eixo z em uma simulagdo de membrana),

calculando a média de todos os lipidios e de todo o tempo de amostragem.(PIGGOT et al., 2017)
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_ 3{cos?6;) - 1

S )
CD 2

(3-3)
onde 6; ¢ o angulo entre a ligagdo quimica C-H e o vetor normal a bicamada. O eixo molecular i ¢
definido para a n-¢sima unidade CH2 e o eixo formado pelos atomos de carbono (i-/) e (i+1) como
indicado na Figura 9. Se as cadeias lipidicas estiverem perfeitamente ordenadas na membrana, o
angulo entre as ligacdes C-H da cadeia e o vetor normal da bicamada serd de 90° com parametro
de ordem no valor de -0,5. J& quando a orientacdo das ligacdes C-H é em torno de 0° o valor do
parametro de ordem sera de 0. O pardmetro de ordem é normalmente definido para todos os
carbonos saturados que possuem dois atomos de carbono vizinho.(ALLISON; ROLAND, 2010)
No nosso caso, que utilizamos o modelo de atomos unidos para os carbonos acilados, a rotina
computacional posiciona atomos de hidrogénios aos carbonos de maneira a obter uma configuragao
tetraédrica para o elemento. Os parametros de ordem foram calculad os com a rotina gmx order do
programa GROMACS.

Figura 9 — Defini¢cdo dos eixos para o calculo dos parametros de ordem Scp em cadeias
aciladas de lipidios.

|

Angulo 6

Adptado de (NAGLE; TRISTRAM-NAGLE, 2000).
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3.6 Difusio dos fons

A difusdo dos ions dentro do sistema ¢ uma analise importante a ser calculada, pois se relaciona
diretamente com as leis de transporte de massa as quais todo sistema deve obedecer. Para

determinar o coeficiente de difusdo, D4, dosions, ou de qualquer molécula dentro do sistema, pode-

se usar a relacao de Einstein(ALLEN, M.P.; TILDESLEY, 1987):
; 2 —
tlirg < |lr;(®) - r;(0)]|*>= 6D,t, (3-4)

onde o primeiro termo da equagdo representa o desvio médio quadratico da posicao das particulas
compondo o sistema ao longo de toda a simulacdo e D4 ¢ a constante de difusdo da particula em
relagdo ao sistema em que ela se encontra. Este desvio médio quadratico e D4 sdo calculados pela
rotina gmx msd também presente no GROMACS. Este programa utiliza alguns pontos para ajustar
a reta e calcular o coeficiente de difusdo. Para moléculas constituidas por mais de um atomo, 7;

pode ser tomado como o centro das posi¢des de massa das moléculas.

3.7 Funciao de Distribuicao Radial g(r)

A fungdo de distribuicdo radial, g(r), ¢ uma medida da correlacdo entre as particulas de um
sistema de muitas particulas.(MADEIRA; VITIELLO, 2012) Esta funcdo descreve como a
distribuicdo das particulas j existentes no sistema, estdo em torno de uma particula i de referéncia.
Com esta analise podemos determinar as camadas de solvatagdo ao redor de um ion em solucao e

calcular o seu nimero de coordenacdo. A fungdo de distribuigao radial é definida como:

N;;(r,r + Ar)
4mtr?Arp;

9 (r): (3-5)
onde r € a separagcdo entre os atomos i € j, Nji(r, r + Ar) € o nimero médio de atomos localizados

entre o intervalo espacial de r até r + Ar e centrado no 4tomo i. O elemento de volume esférico ¢

representado pelo termo 4ar’Ar, e p; representa a densidade total do 4tomo j no raio total de
integragdo da propriedade. A distribuicdo g;;(r) € armazenada num histograma de distribuig@o

entre os pares selecionados. A Figura 10 mostra como os picos do grafico se relaciona com a
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distribui¢do radial de uma particula em relagdo a outra. Quando g;; (r) =1, a densidade sera a
média do sistema. A integracao de g(r) nos fornece o nimero de coordena¢ao de uma molécula

naquele intervalo espacial integrado, como mostra a equagdo 3-6:
T
N(r) = 4mp j g(rridr. (3-6)
0

A funcdo de distribuicao radial de pares pode ser calculada através darotina computacional gmx

rdf implementada no programa GROMACS.

Figura 10 — Relacgao entre as esferas de coordenac¢ao com os picos do grafico de distribuicao
radial.

g(r)| 1% esfera de coordenacio

2% estera de coordenagdo

Modificado de http:/www.compsoc.man.ac.uk/~lucky/Democritus/Theory/rd f.html.
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4 PROCEDIMENTO COMPUTACIONAL

Osresultados desta dissertagdo foram divididos em trés partes e a metodologia adotada em cada
etapa sera descrita nesta secdo. Na primeira etapa foi estudado como diferentes procotolos
utilizados na etapa de equilibragdo dos sistemas afetam as simulacdes de bicamadas lipidicas de
Lipidio A de E.coli (segdo 4.1). Apds ser decidido qual o protocolo foi mais eficiente na simulagao
destes sistemas, foi estudado se diferentes formas de construir as bicamadas afetavam a dinamica
e propriedades dos sistemas (se¢do 4.2). Na ultima parte, apds determinar o conjunto de condigdes
iniciais que mais se adequou aos sistemas apresentados, foi discutido em detalhes a influéncia do

ion A" e sais de AICI3 e NaCl em bicamadas de Lipidio A (se¢do 4.3).

4.1 Comparacao do Protocolo de Equilibracao

Nesta etapa, foi investigado como diferentes procotocolo de simulagdo afetam bicamadas de
Lipidio A sob diferentes regimes de solugdo salina.

Foram preparadas nove simulagdes compostas por bicamadas de Lipidio A de E.coli com
estrutura hexaacilada difosforilada. As estruturas quimicas doslipidios simulados nesta dissertagao
sao descritas na Figura 3 e as topologias moleculares e parametros atomicos dos lipidios
encontram-se descritos no Apéndice A. Cada monocamada contém 81 unidades lipidicas
distribuidas num arranjo de 9x9. As bicamadas foram construidas a partir de uma Unica unidade de
Lipidio A que teve sua estrutura alinhada no plano xy e replicada para formar uma lamela de
dimensao 9x9. Esta lamela foi duplicada e sua orientacdo no eixo z foi invertida. A partir da
concatenacao dessas duas lamelas obteve-se a bicamada lipidica utilizada nestas simulagdes. Uma
descricdo mais detalhada da montagem destas bicamadas serd relatada na secdo 4.2.
Posteriormente, a caixa de simula¢do teve sua dimensdo no eixo z expandida para 12 nm e 40325
moléculas de dgua foram adicionadas. O modelo de dgua utilizado nas simulagdes foi SPC. A
bicamada foi centralizada para que tivesse a mesma propor¢ao de moléculas de dgua na lamela
superior e inferior. A molécula de Lipidio A em pH neutro tém carga -2e para a espécie
difosforilada. Para neutralizar a carga total do sistema, adicionou-se 108 cations AP*. As
bicamadas de Lipidio A foram simuladas em trés diferentes regimes de concentracdo salina: i. sem
adi¢do de concentragdo salina, exceto os contra-ions A" necessirios para garantir a

eletroneutralidade do sistema, ii. concentragao salina de 150mM de AICI3 e iii. concentragado salina
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de 150mM de NaCl. Foi escolhido utilizar a concentracao de 150mM ja que ¢ essa a concentragao
salina tipica no ambiente celular.(LODISH, H.; BERK, A.; ZIPURSKY, 2000) Na Tabela 1 estdo
reunidos os detalhes destes sistemas simulados. A concentracao salina foi calculada com base no
volume do solvente, excluindo o volume ocupado pela bicamada. Cada ion foi adicionado através
da substitui¢do de uma molécula do solvente do sistema original. Todos os sistemas tiveram sua
geometria otimizada usando o algoritmo de minimizagdo steepest descent sem restrigoes por 5000
passos. O algoritmo foi utilizado até que a maior forca encontrada sobre as particulas do sistema
fosse menor que 10 kJ.mol'.nm™'-A dimensdo da caixa de simula¢do foi de, aproximadamente,
10x14x12 nm?. O sistema foi construido a partir de rotinas internas do software GROMACS
v.2016.4. Todos os sistemas foram simulados utilizando uma extensdao do campo de forca
GROMOS(LINS; HUNENBERGER, 2005) como foi mencionado na se¢io 2.3. Os parametros dos
ions Na" e CI' foram analisados no campo de forga GROMOS 53A6, enquanto os potenciais de
interagdo para o fon A" foram retirados da referéncia (FARO; THIM; SKAF, 2010). O
detalhamento da implementagdo dos potenciais do cation AI** no campo de for¢a utilizado é
exposto no Apéndice B. Na Figura 11 pode ser observado um exemplo do sistema na sua
configuragdo inicial.

Para a etapa de equilibracdo, dois protocolos foram aplicados aos sistemas antes da etapa de
producdo. No primeiro protocolo (pl) foi realizada uma simulacdo no ensemble NpT. A
temperatura foi mantida constante nas proximidades de 300 K usando o termostato
Berendsen(BERENDSEN et al, 1984) com uma constante de acoplamento de 0.4 ps. A
distribuicdo de velocidade das particulas foi inicialmente calculada a uma temperatura de 10 K
(gen_tem = 10) para garantir que a temperatura ndo fosse abruptamente elevada a 300 K. A pressao
foi mantida constante através do barostato de Berendsen, no valor de 1 bar, com uma constante de
acoplamento de 0,4 ps e compressibilidade de 4,5 x 10-1m?.N-!, correspondendo ao valor proprio
para o solvente aquoso na temperatura da simulagdo. O esquema de pressao foi semi-isotrdpico, ou
seja, o acoplamento no eixo z se desenvolveu de forma independente do acoplamento nos outros
eixos. A escolha deste esquema € necessaria em simulagdes de membranas devido a diferente
natureza quimica do sistema ao longo dos eixos x/y (lipidios) e z (agua).

No segundo protocolo (p2), um relaxamento de 100 ps foi realizado no ensemble NVT
combinado com o termostato de Berendsen ajustado para 300 K e um tempo de relaxamento de 0,4

ps, onde a distribuicdo de velocidade das particulas também foi inicialmente calculada a uma
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temperatura de 10 K. Uma vez que a temperatura convergiu, o sistema foi equilibrado em relagao
a pressdo, no ensemble NPT, num tempo de 10 ns. Um raio de corte de 1,4 nm para as interacdes
eletrostaticas e van der Waals foi utilizado em todas as fases de equilibragdo e producao. Nos dois
protocolos, o tratamento eletrostatico de longo alcance foi realizado usando o método de campo de

reagdo (RF)(TIRONI et al., 1995) com uma constante dielétrica de 66.(ESSEX, 1998)

Figura 11 — Exemplo da configuracio inicial da bicamada de Lipidio A de E.coli hexa-
acilado com 150mM de NaCl. Atomos da bicamada (prata para carbono, vermelho para
oxigénio, azul para nitrogénio, bronze para fosforo) e ions (amarelo para AI3*, roxo para
Na*, verde para CI') siao representados por esferas, exceto para os atomos de carbono dos

lipidios e moléculas de aguas que sio representados por bastoes.

Fonte: A autora, 2019.

Apos a fase de equilibragdo, todos os sistemas foram simulados no conjunto NpT por 200 ns
usando o algoritmo leapfrog com um passo de integracdo de 2 fs. Os comprimentos das ligagdes
no soluto foram restringidos usando o algoritmo LINCS.(HESS et al., 1997) Durante a fase de
producao, a frequéncia do acoplamento de pressdo foi ajustada para 1,0 ps. Para os sistemas que
foram equilibrados com o protocolo p2, dois esquemas eletrostaticos de longo alcance foram

usados durante a fase de produgdo para garantir que o comportamento observado fosse
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independente da aproximacao usada para tratar essas interagdes: o reaction field (RF)(TIRONI et
al., 1995), convencionalmente utilizado com o campo de forca GROMOS, e 0 somatorio de particle
mesh Ewald (PME).(DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993) Nas simulagdes com RF, uma
constante dielétrica de 66(ESSEX, 1998) foi aplicada as intera¢des eletrostaticas além do raio de
corte de 1,4 nm. Nas simulagcdes com PME, as cargas foram projetadas em uma grade de 0,16 nm
usando uma interpolagdo cubica para o calculo de interagdes eletrostaticas de longo alcance no
espago reciproco. O esquema de corte Verlet foi utilizado e, como foi resultado da implementagao
do programa GROMACS v.2016.4 para a simulacdo, os valores nstlist e rlist foram ajustados
automaticamente de 5 para 25 e de 1,4 para 1,422 nm, respectivamente. Os arquivos .mdp de
equilibragdo e produgao utilizados nestas simulagdes estdo expostos no Apéndice C. Ao final dos

200 ns de simulagdo, as bicamadas de Lipidio A foram analisadas.

Tabela 1 — Setup das bicamadas de Lipidio A difosforilada simuladas na presenc¢a de Al** e
concentracgoes salinas de 150mM de AICI; ou NaCl. Nas colunas constam o protocolo
utilizado na etapa de equilibracio dos sistemas, o tratamento eletrostatico de longo alcance
(TELA) utilizado, niimero de ions, moléculas de agua (H,0O) e o tempo de simulacio.

Sistemas Protocolo TELA Numero de Moléculas Tempo [ns]
AP Na* Cr H,0
Alpl pl RF? 108 0 0 40217 200
Al-p2rr p2 RF 108 0 0 40217 200
Al-p2pmE p2 PMEP 108 0 0 40217 200
AlClz-pl pl RF 219 0 333 39773 200
AlCl3-p2rr p2 RF 219 0 333 39773 200
AlICl3-p2pmE p2 PME 219 0 333 39773 200
NaCl-pl pl RF 108 111 111 39995 200
NaCl-p2rr p2 PME 108 111 111 39995 200
NaCl-p2pmE p2 PME 108 111 111 39995 200

aReaction field ; PParticle mesh Ewald

Fonte: A autora, 2019.
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4.2 Construciao das Bicamadas de Lipidio A mono- e difosforilado

Apos a determinacao do protocolo de equilibragdo para os sistemas simulados, foi investigado
se diferentes montagens das bicamadas influenciariam a simula¢do, e consequentemente, as
propriedades e fase de agregacdao das bicamadas de Lipidio A.

Foi utilizado dois métodos principais para reunir os lipidios em bicamadas: (1) montagem
ordenada e (2) montagem randdmica. No método de montagem ordenada, a bicamada foi
construida a partir de uma tnica unidade de Lipidio A que teve sua estrutura alinhada no plano xy
e replicada, utilizando a funcao gmx genconf, para formar uma monocamada de dimensao 9x9. Em
seguida, esta monocamada ¢ replicada e sua orientagdo no eixo z ¢ invertida de maneira que, a
partir da concatenagdo destas duas monocamadas, obtém-se a bicamada lipidica com as caudas
viradas para dentro e as cabegas apontadas para a parte externa da caixa. Para o Lipidio A
monofosforilado, os lipidios sdo alinhados de modo a ter seus grupos fosfatos igualmente
orientados e proximos ao grupamento de agucar do lipidio vizinho, como ¢ visto na Figura 12-A.
Para facilitar o entendimento do estudo, serd utilizada a terminagdo “F_A” (fosfato-a¢ticar) para
indicar esta modelagem. Para a bicamada difosforilada, devido a presenga de dois grupos fosfatos,
0s mesmos estdo mais proximos entre um lipidio e outro (Figura 12-D). Como no Lipidio A
monofosforilado ha apenas um grupamento fosfato, também foi montado uma bicamada onde os
lipidios foram replicados de modo a manter os grupos fosfatos préximos (Figura 12-B). Nestes
sistemas sera utilizada a terminacao “F F” (fosfato-fosfato). Apos a criagdo dabicamada, a caixa
de simulagdo teve sua dimensdo no eixo z expandida, a bicamada foi centralizada na caixa e em
seguida as moléculas de dgua e ions foram adicionadas no sistema utilizando a fun¢ao gmx genbox
e gmx genion, respectivamente.

No método de montagem randdmica, as bicamadas foram construidas novamente a partir de
uma Unica unidade de Lipidio A, porém ao ser utilizado a funcdo gmx genconf, para a replicacao
dolipidio, os subcomandos —rof € —maxrot foram selecionados. O subcomando —rot gera diferentes
conformacdes do lipidio que ¢ rotacionado randomicamente nos eixos xyz num intervalo de
angulos determinado utilizando o —maxrot (nas nossas bicamadas utilizamos —maxrot 60 60 30).
Desta maneira, a monocamada 9x9 ¢ formada com lipidios de diferentes alinhamentos no plano
xyz sem seguir um padrdo. Nesta modelagem a monocamada ndo ¢ replicada e invertida, e sim
realizada a montagem de outra monocamada com lipidios randomicos e em seguida as duas

estruturas sdo concatenadas formando a bicamada, como pode ser visto na Figura 12-C para o
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Lipidio A monofosforilado e Figura 12-E para o difosforilado. Também pode ser observado que
nesta montagem os grupamentos fosfatos estdo aleatoriamente mais proximos ou mais distantes
uns dos outros. Devido a grande desordem entre os lipidios, foi realizado uma minimizacao de
energia para, enfim, ter a dimensdo da caixa expandida no eixo z e adicionado as moléculas de
agua e ions. Nestes sistemas de lipidios randdmicos, a nomenclatura terminard com o termo “rand”.
As caixas de simulacdo foram construidas visando manter o mesmo numero de lipidios e
moléculas de solvente, de acordo com cada quimiotipo do Lipidio A simulado, para poderem ser
comparadas. A molécula de Lipidio A € negativamente carregada com uma carga total -1e para a
espécie monofosforilada e -2e para a espécie difosforilada. Para neutralizar a carga total do sistema,
adicionou-se 54 cations aluminio, sendo necessario o dobro de cations para os lipidios
difosforilados. Na Tabela 2 estdo reunidos os detalhes dos sistemas estudados.
Tabela 2 — Setup das bicamadas de Lipidio A mono e difosforilada simuladas na presenca

de AP*. Nas colunas constam o quimiotipo do Lipidio A, nimero de ions e moléculas de
agua, e tempo de simulacio.

Sistemas Quimiotipo Numero de Moléculas Tempo [ns]
AP H:0
mph-F_A Monofosforilado 54 37250 300
mph-F_F Monofosforilado 54 37532 300
mph-rand Monofosforilado 54 37488 300
dph-F F Difosforilado 108 40217 300
dph-rand Difosforilado 108 40568 300

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 12 — Estruturas da montagem inicial das bicamadas (esquerda) e vista superior
(direita) dos sistemas A) mph-F_A, B) mph-F_F, C) mph-rand, D) dph-F _F e E) dph-rand.

Fonte: A autora, 2019.
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Ap0s os sistemas serem construidos, foirealizada uma rapida minimizagao de energia para otimizar
as interagdes e evitar superposicdo de dtomos e deslocamentos bruscos na dinamica. Em seguida,
foirealizada a etapa de equilibragao dos sistemas. Nesta etapa foi realizada simulagdes de NVT e NpT
a temperatura de 300 K e press@o de 1 bar e os mesmos parametros de simulacdo, descritos na se¢io
4.1, para equilibrar os sistemas, foram utilizados.

Devido a diferenca na forma de montagem das bicamadas, e como estamos interessados em
amostrar as configuracdes mais provaveis dos sistemas, foi necessario investir um tempo maior de
simulagdo para ter certeza de que o sistema entrou em equilibrio e as propriedades dinamicas e
estruturais ndo mudariam mais com o tempo. Assim, as bicamadas foram simuladas por 300 ns,
sendo utilizado para as andlises os Ultimos 100 ns de trajetoria equilibrada. Os pardmetros usados
para a etapa de producdo também foram iguais aos descritos na secao 4.1 no uso de reaction field
como tratamento eletrostatico delongo alcance, sendo apenas mudado o niumero de passos (nsteps)
para chegar ao tempo de simulagdo desejado. Os arquivos .mdp utilizados na etapa de equilibragao
e produgdo podem ser encontrados no Apéndice C.

A preparagao e simulagdo dos sistemas foram realizadas utilizando ferramentas do programa
GROMACSv.2016.4(ABRAHAMetal.,2015) e as analises foram realizadas usando os programas
GROMACS v.2016.4 e SUAVE(SANTOS et al., 2019).

4.3 Bicamadas de Lipidio A Mono- e Difosforilado na Presenca do Cation AP* e
Concentracoes Salinas

Apos determinar a forma de montagem das bicamadas, foi realizado o estudo sobre o efeito dos
cations AI*" nas bicamadas de Lipidio A mono- e difosforilado.

Foram simulados seis sistemas dos quais, trés sao compostos por bicamadas de Lipidio A
monofosforilado de E. coli e os trés restantes sao compostos por Lipidio A difosforilado (Tabela
3). As montagens dasbicamadas correspondem as configuragdes inicais mph-F_A para a bicamada
de Lipidio A monofosforilado e dph-F_F para a bicamada de Lipidio A difosforilado, descritas na
secdo 4-2. Asbicamadas de Lipidio A (mono- e difosforilado) foram simuladas nos trés diferentes
regimes de concentracao salina ja mencionados: i. concentracao salina zero (OmM), contendo os
cations A" exclusivamente como contra-ions para garantir a eletroneutralidade do sistema, ii.
concentracao salina de 150mM com o sal AICI3 e iii. concentragdo salina de 150mM com o sal

NaCl. Na Tabela 3 estdo reunidos os detalhes dos sistemas.
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Tabela 3 — Bicamadas simuladas em 0mM e 150mM (ver rodapé). Nas colunas constam o

grau de fosforilacio do grupo N-acetil glucosamina, numero de moléculas de agua (H,0O),

ions presentes e tempo de simulagio.

Sistemas Quimiotipo

mph-0OmM*  Monofosforilado
mph-AICI3*  Monofosforilado
mph-NaCl®  Monofosforilado

dph-0mM Difosforilado
dph-AICl3 Difosforilado
dph-NaCl Difosforilado

Numero de Moléculas

H,O AP* Na* Cr
37250 54 0 0
36842 156 0 306
37100 54 102 102
40217 108 0 0
39773 219 0 333
39995 108 111 111

Tempo [ns]

300
300
300
300
300
300

*sistemas simulados sem concentragio salina

#sistemas simulados com concentra¢io salina de 150mM de AICI3

@sistemas simulados com concentracdo salina de 150mM de NaCl
Fonte: A autora, 2019.

Os sistemas foram submetidos ao protocolo deequilibracao p2 (NVT + NpT) discutidona se¢ao

4-1. Os parametros usados para a etapa de produgdo também foram iguais aos descritos na se¢do 4-1

no uso de reaction field como tratamento eletrostatico de longo alcance. Neste estudo, a etapa de

producao se extendeu até 300 ns. Os arquivos .mdp podem ser encontrados no Apéndice C.
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5 RESULTADOSE DISCUSSOES

5.1 Comparacio do Protocolo de Equilibracio

Recentes discussodes envolvendo reprodutibilidade(GROMACS, 2016), validag¢ao de protocolos
e artefatos (POGER; MARK, 2012; REISSER et al., 2017) em simulagdes de bicamadas lipidicas
nos motivou a realizar uma investigacdo sobre o comportamento de nossos sistemas frente a
diferentes protocolos. O objetivo inicial foi verificar se inconsisténcias em simulagdes
anteriores(SILVA, 2017) foram causadas por problemas com implementagdes recentes do
GROMACS(LIMA et al., 2019; REISSER et al., 2017) e/ou por artefatos devido ao protocolo de
equilibragdo. De fato, a alta densidade de cargas em membranas lipopolissacaridicas e de Lipidio
A juntamente com o tratamento explicito de concentragdes salinas contendo ions trivalentes tornam
estas bicamadas mais sensiveis a diferentes protocolos de equilibragdo e simula¢do. Para isto,
foram simuladas bicamadas de Lipidio A mono- e difosforilado usando dois diferentes protocolos
de equilibragdo e dois tratamentos de interagdes eletrostaticas de longa distancia. Ao final de cada
simulagdo computacional foram realizadas andlises de propriedades estruturais, dindmicas e
energéticas dos sistemas simulados. As andlises estruturais escolhidas para esta etapa do trabalho
foram a area por lipidio AL, espessura da bicamada Dun e o pardmetro de curvatura Sc. Foram
investigados potenciais fatores envolvidos em mudangas estruturais observadas nas bicamadas,

assim como possiveis efeitos do tratamento eletrostatico de longo alcance.

5.1.1 Area por Lipidio

A area por lipidio € uma propriedade que fornece indicativos da convergéncia estrutural e fase
de agregacdo em simulagdes de bicamadas e membranas. Uma vantagem da analise desta
propriedade consiste no fato da mesma ser uma grandeza medida experimentalmente e um
parametro de validacdo de um modelo tedrico. O valor médio e desvio-padrao da AL para cada
sistema estd mostrado na Figura 13. E possivel observar diferencas no valor da A1 dependendo do
protocolo utilizado durante a equilibragdo. Os sistemas equilibrados com o protocolo pl

apresentam maiores valores de AL que aqueles obtidos com o protocolo p2. O desvio-padrdo
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também ¢ maior para os sistemas equilibrados com o protocolo pl indicando uma maior dispersao

de valores para a AL mesmo com o célculo tendo sido realizado apo6s a etapa de produgao.

Figura 13 — Area por lipidio (Ar) para as bicamadas de Lipidio A contendo diferentes fons e
equilibradas via diferentes protocolos. Médias foram calculadas para os ultimos 100 ns de

simulacao.
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Fonte: A autora, 2019.

Os valores do desvio-padrao dos sistemas equilibrados com protocolo pl sdo maiores a medida
que o numero de ions ¢ aumentado nos sistemas em consideragdo. Os sistemas com protocolo p2
apresentam valores de AL entre 1,35 e 1,46 nm?, consistente com medidas experimentais de Ar em
membranas lipopolissacaridicas hexa-aciladas (MONTICELLI; TIELEMAN, 2013). Estes
sistemas possuem também valores de desvio-padrao significativamente mais baixos (Figura 13).
Pode-se observar que ndo ha diferengas significativas entre os valores de AL utilizando diferentes
corregdes eletrostaticas de longa distancia, seja RF ou PME. O protocolo p2 também resulta em
maior consisténcia entre os valores de AL para os sistemas. Os sistemas simulados em presenca de
NaCl exibem uma Ay ligeiramente maior que as bicamadas contendo apenas AI3*. Como dito na
descricdo das andlises utilizando o software SUAVE, o programa fornece valores de RMSD entre

a superficie de ajuste criada e os atomos de referéncia utilizados (neste trabalho foram escolhidos
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os atomos de fosforos), indicando se a analise pode descrever corretamente a interface quimica de
interesse. Os sistemas equilibrados com o protocolo pl possuem valores médios de RMSD da
analise de AL acima de 0,8 nm chegando a mais de 2,0 nm para os sistemas contendo NaCl (Tabela
4). Portanto valores dasandlises nestes sistemas podem perder parte de sua significancia estatistica,
mas qualitativamente podem indicar uma tendéncia nos resultados. O alto valor do RMSD nos
sistemas simulados com o protocolo pl deve estar relacionada a perca de estrutura lamelar das

bicamadas prejudicando o calculo da propriedade ao longo do tempo.

5.1.2 Espessura e Curvatura da Bicamada

Na Figura 14 s3o mostrados os dados de espessura média (Dun) das bicamadas. Pode-se observar

novamente diferengas entre os valores de Dun em fungdo do protocolo de equilibragao utilizado.

Figura 14 — Espessura média (Dyn) da bicamada lipidica para os sistemas estudados.
Médias foram calculadas para os tltimos 100 ns de simulacio.
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Os sistemas equilibrados com o protocolo p2 exibem Dun em torno de 4,2 nm e baixos valores
de desvio padrio para os sistemas contendo exclusivamente Al** como cation. Os sistemas
contendo NaCl apresentam espessura um pouco abaixo de 4,0 nm e valores reduzidos de desvio
padrdo. Portando, o protocolo p2 resulta AL e Dun similares para os sistemas contendo
exclusivamente AI’*, enquanto o tratamento de concentragdo salina pela adigdo de NaCl provoca
um ligeiro aumento de AL e diminui¢cdo de Dun para os sistemas considerados.

Nos sistemas com o protocolo pl essa relagao ndo ¢ observada, a espessura da bicamada cresce
com o aumento gradual do nimero de ions, estando também associados a valores altos de desvio
padrdo. Novamente o valor do RMSD da anélise (Tabela 4) foi bastante elevado para os sistemas

com o protocolo pl ndo fornecendo valores estatisticamente confiaveis para a propriedade.

Tabela 4 — Média do RMSD das analises realizadas utilizando o programa SuAVE.

Sistema Area por Lipidio Espessura da bicamada Parametro de curvatura
[nm] [nm] [nm]

Alpl 0,86 + 0,04 0,84 + 0,04 0,85 +0,03
Al-p2rr 0,094 + 0,003 0,094 £ 0,004 0,095 + 0,004
Al-p2pmE 0,101 £ 0,004 0,101 £ 0,003 0,101 £ 0,003
AlClzpl 1,32+ 0,07 1,32+ 0,07 1,31 +£0,09
AICl3-p2rr 0,099 + 0,002 0,099 + 0,002 0,096 + 0,002
AlICI3-p2pmE 0,095 + 0,003 0,095 + 0,003 0,093 + 0,003
NaCl-pl 2,22+ 0,08 2,21 +0,07 2,02 + 0,06
NaCl-p2rr 0,115+ 0,005 0,113 £ 0,004 0,113 £ 0,004
NaCl-p2pmE 0,123 £ 0,007 0,118 £ 0,007 0,123 £ 0,006

Fonte: A autora, 2019.

Outra forma de avaliar a estrutura de diferentes protocolos de equilibragdao para o tratamento de
bicamadas de Lipidio A ¢ através da distribuicdo dos angulos de curvatura da superficie da
membrana (Figura 15). E possivel perceber que o protocolo p1 resulta em uma ampla distribuigao
dos angulos de curvatura da superficie, com valores maximos de desvio acima de setenta graus,
indicativo de curvatura acentuada das membranas. Contrariamente, o protocolo p2 resulta em uma
distribuicao de pequenos angulos de curvatura na superficie, com valores médios em torno de cinco

graus de desvio e baixa distribui¢do. A baixa frequéncia de angulos deinclinagdo com valores altos
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indica que estes sistemas apresentam um arranjo lamelar com lipidios alinhados ao eixo z da
membrana. Nao se observa diferengas significativas de curvatura ou arranjo tridimensional devido

ao uso de correcoes de interacdes de longa distancia via RF ou PME.

Figura 15 — Distribuicao dos angulos de curvatura calculados ao longo dos ultimos 100 ns
finais. As curvas pretas representam os sistemas no regime de concentracio salina de 0
mM, as curvas vermelhas as bicamadas contendo AICI; e as curvas azuis as bicamadas
contendo NaCl Sendo os tridngulos invertidos os sistemas utilizando o protocolo p1, os

quadrados sendo os sistemas utilizando o protocolo p2 e RF como tratamento eletrostatico e
circulos os sistemas utilizando p2 e PME.
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Fonte: A autora, 2019.

Observa-se novamente um valor elevado do RMSD para a andlise em questdo (Tabela 4). Os
resultados quantitativos apresentados até aqui podem ser corroborados pela visualizagdo da
conformagdo final das bicamadas simuladas (Figura 16). O ensemble estrutural obtido via
equilibragdo com o protocolo pl apresenta um arranjo ndo-lamelar enquanto o uso do protocolo p2

resulta na manutencdo do arranjo lamelar da bicamada de Lipidio A.
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Figura 16 — Arranjo estrutural das bicamadas de Lipidio A difosforilado ao final de 200 ns

de simula¢ao: A) bicamadas sem concentrac¢ao salina, B) bicamadas com 150mM de AICl; e

C) bicamadas com 150mM de NaCl. Nos sistemas a esquerda foi utilizado o protocolo ple a

direita o protocolo p2 na etapa de equilibracdo. As moléculas de agua foram omitidas para
maior clareza.

Fonte: A autora, 2019.
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Analises adicionais comparando o efeito dos diferentes tratamentos eletrostaticos de longa
distancia, bem como uma comparagdo das estruturas finais, sdo apresentadas no Apéndice D. Foi
possivel observar que nao ha diferengas estruturais significativas em func¢ao do uso de corregdes
dotipo RF ou PME para os sistemas simulados. Desta forma, os valores dasdiferentes propriedades
usando os diferentes tratamentos eletrostaticos de longo alcance sdo andlogos e ndo apresentam
qualquer discrepancia. De maneira geral, o protocolo de equilibragdo p2 apresenta resultados mais
concordantes entre os diferentes sistemas para as suas formas de agregacdo e propriedades
estruturais, com maior confiabilidade estatistica das propriedades calculadas e valores mais
proximos aos valores experimentais. No entanto, somente isto ndo ¢ suficiente para assegurar a
eficiéncia do protocolo.

E preciso entender o possivel motivo para as diferencas observadas mudando o protocolo de
equilibracdo dos sistemas. A diferenca basica entre os protocolos ¢ a etapa NVT que permite uma
estabilizacdo no valor do volume da caixa de simulagdo e da temperatura. Devido a isto,
investigamos a velocidade e a pressao apds o inicio de cada etapa. Ao compararmos o valor médio
e RMSD da pressdo na primeira etapa de NpT no protocolo p2, apds a etapa curta de NVT, e na
etapa de NpT no protocolo pl, obtemos, para o protocolo pl, valores baixo de pressiao e com
valores altos de desvio-padrio, enquanto para o protocolo p2, obtemos a pressdo desejada e com
pequenos valores de desvio (Tabela 5).

Tabela 5 — Média, erro estimado e RMSD da pressiao na etapa de NpT nos diferentes
protocolos. A analise foi realizada para os 10 ns de simulacido. Este calculo é feito através da

rotina gmx energy no GROMACS v.2016.4 e a equacio utilizada para o calculo do erro
estimado e 0 RMSD pode ser encontrado no manual do programa (APOL et al., 2016).

Sistema Média da Pressao + RMSD
Erro estimado (bar) (bar)
Alpl 0,9+0,2 67,7
Al-p2 1,00 += 0,01 51,60
AlICIz-pl 0,9+0,2 68,8
AlCl3-p2 1,00 + 0,01 51,61
NaCl-pl 0,9+0,1 78,1
NaCl-pl 1,01 0,05 62,50

Fonte: A autora, 2019
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E possivel observar para todos os sistemas que a pressdo média ao longo dos 10 ns de simulagéo
possui um alto valor do RMSD. Esta alta flutuagdo ¢ esperada porque a isoterma volume-pressao
¢ extremamente acentuada: € necessario uma grande mudanca na pressdo para gerar uma pequena
alteracdo de volume e, inversamente: pequenas mudancas no volume produzem uma grande
variagdo dapressao. No entanto, a pressao inicial no sistema utilizando o protocolo p1 é bem maior
(acima de 2514 bar) do que no protocolo p2 (cerca de 145 bar) (Figura 17). A menor flutuagao da

pressdo inicial so ¢ obtida apos a equilibragdo no ensemble NVT do protocolo p2.

Figura 17 — Descricao da pressao inicial nos primeiros 10 ps para a etapa de equilibrio do
NPT. Apos este tempo, o valor da propriedade oscila préoximo ao valor requerido de 1 bar.
Triangulos invertidos representam os sistemas equilibrados com o protocolo p1, e quadrado
representam a os sistemas utilizando o protocolo p2.
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Fonte: A autora, 2019.

Nas simulagdes de DM, a pressao de um sistema isolado ¢ composta pela energia cinética e
pelas forcas intermoleculares entre as particulas, isto ¢, interagdes ndo ligadas. As forgas
intermoleculares contribuem para a pressao total de acordo com a equa¢ao do virial. Nas

simulagdes, a pressao total ¢ calculada através da equagdo 2-27, sendo o virial dado pela equagdo
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2-28. Entretanto, o valor da energia cinética Exi» ¢ diretamente proporcional a temperatura, que €

mantida constante por um termostato, e pode ser calculada como:

1
E = NgpkyT,

kin = 2
sendo

Ngs = 3N = N, — Neop

onde N4ré o nimero de graus de liberdade, ks € a constante de Boltzmann e 7 ¢ a temperatura.

No protocolo pl, a equilibragdo da temperatura e da pressao ¢ feita simultaneamente. Como a
temperatura ¢ elevada a 300 K (presenca da palavra-chave gen vel = yes no protocolo de
simulacdo), as velocidades das particulas flutuam causando também flutuacdes dos valores da
energia cinética dos sistemas (Tabela 6). Esta maior flutuagdo faz com que a pressdo se desvie do
valor desejado e maior sera o redimensionamento do tamanho do sistema.

Tabela 6 — Valor médio e RMSD para a energia cinética na etapa NpT de equilibracido dos

sistemas no protocolo p1 e p2. Esse calculo é feito através da rotina gmx energy no
GROMACS v.2016.4. Todas as unidades sdo dadas em kJ.mol 1.

Sistemas Energia cinética Ey, RMSD da En
(kJ.mol ) (kJ.mol 1)
Al-pl 4,6x10° + 88,0 31422
Al-p2grr 4,0x10°+ 0,2 689,9
AlCl3-pl 4,4x10°+ 62,0 31428
AICI3-p2rr 3,5x10°£ 0,2 615,2
NaCl-pl 4,5x10°+ 78,0 3176.,4
NaCl-p2rr 3,8x10°+ 0,2 667,5

Fonte: A autora, 2019.

Portanto, se a configuracdo inicial de uma simulacio MD no conjunto NpT possuir regides de

forgas excessivamente altas entre as particulas, um desvio significativo da pressdo em relacdo ao
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valor alvo pode ocorrer, e resultar em configuragdes fora do equilibrio. J4 no protocolo de
equilibragdo p2, a etapa NVT permite que o volume e a temperatura dos sistemas sejam
equilibrados, gerando uma boa distribuicdo de velocidades das particulas e, portanto, valores de
energia cinética com menores flutuagdes a uma dada temperatura (Tabela 6), influenciando no
inicio da etapa NpT posterior que se inicia com a temperatura ja estabilizada e sem grandes
flutuagoes, calculando a pressdo com as velocidades obtidas no passo anterior. Isto fornece uma
configuragdo inicial mais adequada para a etapa de produgdo, onde obtém-se uma simulacdo mais
estavel e reprodutivel, independente do tratamento eletrostatico de longa distancia utilizado.

Assim, para os sistemas compostos por bicamadas de Lipidio A € necessaria uma fase inicial de
equilibrio a volume e temperatura constantes. SO apos a obten¢ao da temperatura e energia desejada
¢ realizada a equilibragdo da pressdo alvo. Esta fase de equilibrio pode ser monitorada através da
avaliagdo da temperatura e pressao do sistema, bem como da energia cinética e do virial para
assegurar que estes atinjam um valor estdvel sem muitas flutuacdes. Uma vez que estas
propriedades tenham convergido em torno de valores constantes ao longo do tempo, o periodo de
equilibrio chegou ao fim e pode ser iniciada a fase de produgao.

As demais simulacdes discutidas neste trabalho foram equilibradas utilizando o protocolo p2.
Como foi demonstrado (consultar analises no Apéndice D) que o uso de RF ou PME ndo
influenciou significativamente os sistemas com o protocolos de equilibragdo p2, o uso do campo
de reacdo (reaction field), utilizado previamente para parametrizagdio do campo de forga
GROMOS, foi utilizado nas simula¢des atomisticas de bicamadas de Lipidio A apresentadas nesta

dissertacao.

5.2 Convergéncia das Diferentes Configuracdes Iniciais

O objetivo principal da modelagem utilizada para a constru¢do de membrana lipidicas deve ser
o de reproduzir corretamente as propriedades estruturais, mecanicas e dinamicas relevantes, além
depredizer e fornecer detalhes nem sempre acessiveis por medidas experimentais. Um dos aspectos
mais importantes da simulacdo computacional ¢ a constru¢do da caixa de simulagcdo.(BRAUN et
al., 2019) A caixa de simulagdo deve ser construida de maneira a reproduzir a0 maximo as posi¢des
dos atomos no sistema experimental que pretendemos reproduzir computacionalmente. A

constru¢do incorreta da caixa de simulagdo pode levar a resultados espurios e influenciar as
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conclusdes. O objetivo desta se¢do € investigar o efeito da estrutura inicial na simulacdo das
bicamadas.

Os dois grupos n-acetilglucosamina do Lipidio A podem ser mono- ou difosforilado com grupo
hidroxila substituindo o segundo grupo fosfato na espécia monofosforilada. Sabe-se que os cations
desempenham um papel estrutural importante na bicamada ao se complexar com os grupos fosfatos
formando pontes de interagdo entre os lipidios. Para o Lipidio A monofosforilado a proximidade
(ou ndo) entre os grupos fosfatos de cada unidade lipidica indica uma possibilidade diferente de
construir a bicamada lipidica. Diante disto, foi avaliado se existe um efeito da estrutura inicial do
lipidio nas simulagdes de bicamadas de Lipidio A.

Para avaliar tanto o efeito da monofosforilagao versus difosforilagdo como o efeito da estrutura
inicial na amostragem dos sistemas foram analisadas propriedades do ponto de vista energético e
do ponto de vista estrutural: Energia potencial, energia total, area por lipidio (AL), parametro de
curvatura e funcdo de distribuicao radial (RDF). As andlises foram apresentadas separando os
sistemas debicamadas de Lipidio A monofosforilado dos sistemas difosforilados, ja que o objetivo

deste estudo ¢ mostrar a influéncia da constru¢do da bicamada em cada quimiotipo.

5.2.1 Energia Potencial e Total

Inicialmente, certificou-se que os sistemas atingiram o equilibrio termodindmico através da
energia potencial e totalem fun¢ao dotempo, (Figura 18). A partir do grafico, observa-se que todos
os sistemas atingem a convergéncia energética apos cerca de 100 ns de simulagdo. Esta
convergéncia ¢ mais rapida para os sistemas na modelagem F A e F_F, independentemente do
quimiotipo do Lipidio A. Para as bicamadas de Lipidio A monofosforilado, as modelagens
ordenadas (mph-F_A e mph-F_F) convergem para valores muito préximos, embora o sistema mph-
F_A tenha uma menor energia potencial e total. E interessante notar que na modelagem rand 6mica,
para ambos os quimiotipos, observa-se uma convergéncia mais lenta e valores de energia potencial
e total ligeiramente mais altas (Tabela 7), independente do quimiotipo.

A construcdo da bicamada randdmica gerou lipidios com conformagdes desfavoraveis,
especialmente nas cadeias aciladas, e que, provavelmente, a simulagdo nao foi capaz de reverter
por completo. Desta maneira, o sistema ndo conseguiu atingir o0 mesmo minimo energético das
outras configuragdes, como pode-se notar pelo valor daenergia potencial e total ao longo dotempo

para as outras configuragdes.
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Figura 18 — Calculo da energia potencial e total durante toda a trajetoria simulada para os
sistemas de bicamadas de Lipidio A A)monofosforilado e B) difosforilado para a energia
potencial e C) monofosforilado e D) difosforilado para a energia total. Sendo linha preta
para a modelagem “F_A”, linha vermelha para a modelagem “F_F” e linha azul para a

modelagem “rand”.
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Tabela 7 — Média e desvio padrao dos valores de energia potencial e total para os sistemas
simulados (Tabela 2). O calculo das energias foi realizado através da rotina gmx energy no

GROMACS v.2016.4. Todas as unidades sio dadas em kJ.mol!.

Sistemas Energia Potencial Energia Total

(106 kJ.mol ") (106kJ.mol ")
mph-F_A -1,940 + 0,002 -1,583 £ 0,002
mph-F F -1,930 = 0,002 -1,582 £ 0,001
mph-rand -1,911 £ 0,004 -1,564 + 0,006
dph-F F -2,436 + 0,003 -2,042 + 0,003
dph-rand -2,411 + 0,004 -2,025+ 0,007

Fonte: A autora, 2019.

5.2.2 Area por Lipidio

A AL foi calculada para toda a trajetdria para avaliar como a convergéncia se deu ao longo da
simulacdo. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 19. Os valores de AL para as
bicamadas de Lipidio A mono e difosforilado estdo dentro de um intervalo consistente com
medidas experimentais para membranas de Lipidio A.(SNYDER; KIM; MCINTOSH, 1999) Os
valores de AL para os sistemas monofosforilado e difosforilados estdo em torno de 1,31 nm? e 1,36
nm?, respectivamente. Para os sistemas mph-F_A e mph-F F os valores da A1 sdo bem proximos
durante todo o tempo de simula¢do. Entretanto, ¢ possivel observar que nas bicamadas de Lipidio
A mono e difosforilado com configuragdo randdmica dos lipidios, a convergéncia da AL ocorre
depois de 200 ns de simulacdo, enquanto para os demais sistemas ocorre apés 100 ns. Este
comportamente pode ser explicado pela existéncia de regides de maior densidade de lipidios
proximos na membrana que podem necessitar de um tempo maior de simulacdo para convergéncia
daAL.(SMITH; KLAUDA;SODT,2019) Apds 200 ns, todos os sistemas convergem para 0 mesmo
valor de AL. Na Tabela 8, observa-se que o valor médio da AL para os ultimos 100 ns de simulag¢ao
sdo bem proximos, corroborando a necessidade de um tempo de simulagdo razoavelmente longo

para convergéncia entre diferentes configuragdes inicias.



Figura 19 — Area por Lipidio em funciio do tempo para as bicamadas de Lipidio A A)
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monofosforilado e B) difosforilado nas modelagens F_A (linha preta), F_F (linha vermelha)
e randomica (linha azul), tendo AP* como contraion.
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Fonte: A autora, 2019.
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Igualmente, ¢ possivel observar que o desvio padrio da area por cabega ¢ ligeiramente menor

para os sistemas mph-F_A, mph-F F e dph-F F do que para os sistemas mph-rand e dph-rand. As

estruturas finais de cada simulag¢do estdo apresentadas na Figura 20.

Tabela 8 — Valor médio com desvio-padrao para a area por lipidio para as bicamadas de
Lipidio A (nm?). Os valores foram calculados para os tltimos 100 ns da trajetéria

equilibrada.

Sistemas

mph-F A
mph-F_F
mph-rand
dph-F F

dph-rand

Area por lipidio (nm?)

1,31 £0,01
1,31 + 0,04
1,33 £ 0,09
1,35+ 0,01
1,36 0,12

Fonte: A autora, 2019.



80

Figura 20 — Estrutura inicial (=0 ns) e final (=300 ns) para os sistemas simulados. A saber
A) mph-F_A, B) mph-F_F, C) mph-rand, D) dph-F_F, E) dph-rand. Do lado direito tem-se
a vista superior (eixo z) das bicamadas ao final dos 300 ns de simulacao.
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Na Figura 20 ¢ observado que apesar dos sistemas iniciarem em estruturas diferentes, ao final
da simulagdo observamos as cadeias lipidicas bem orientadas de forma semelhante em todas as
bicamadas. As mudangas mais acentuadas nas cadeias lipidicas sdo vistas nos sistemas na
modelagem randdmica, onde os lipidios se iniciam com as cadeias aciladas desorganizadas e ao
final da simulagdo observamos estas cadeias ordenadas e rigidas. E interessante notar que,
observando a bicamada de cima (eixo z), pode-se ver como os grupos fosfatos dos lipidios nos
sistemas randdmicos, antes bem baguncados (Figura 12), ao final da simulagdo tendem ao mesmo
ordenamento que os sistemas nas outras modelagens. Para melhor visualizagdo dos efeitos
observados, videos de trechos das simulagdes destes sistemas estdo disponibilizados num drive
online que pode ser acessado via Qr-code disponivel no Apéndice F.

As tendéncias observadas no ordenamento dos lipidios sdo causadas pela presenca dos cations

A" nas bicamadas, e serd melhor discutida na sec¢do 5.3.

5.2.3 Parametro de Curvatura

As andlises dos angulos de curvatura da superficie foram realizadas para as bicamadas mono- e
difosforiladas e estdo apresentadas na Figura 21.
Figura 21 — Distribuicao dos angulos de curvatura das bicamadas de Lipidio A. A)

bicamada monofosforilada e B) bicamada difosforilada. A distribuicio das médias espaco-
temporais foi calculada ao longo dos ultimos 100 ns de simulagao.
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E possivel observar que ndo ha grandes diferencas entre as distribui¢des do angulo de curvatura
para os sistemas com diferentes configuracdes iniciais. A distribui¢do dos angulos de curvatura da
superficie atinge frequéncia maxima em torno de 7° graus. Esta andlise ¢ mais um indicativo que
os sistemas atingiram convergéncia mesmo a partir de diferentes estruturas iniciais.

Observa-se até o momento uma convergéncia estrutural para as bicamadas de cada quimiotipo,
independente da forma de constru¢do da bicamada, mas como a interagdo do aluminio com a
bicamada ¢é o resultado de maior interesse desta dissertacao, é necessario verificar se as vizinhangas
do aluminio sdo as mesmas para as diferentes configuragdes. A melhor maneira de investigar a
estrutura do sistema ¢ através do calculo da funcdo de distribui¢do radial de pares entre o aluminio
e alguns grupos quimicos. Por conta disso, calculamos os numeros de coordenacdo destes pares.
Escolhemos os seguintes pares de atomos para analisar: cations Al** em relagdo aos atomos de
oxigénio da dgua (On.0) e em relagdo aos atomos de fosfatoe de oxigénio do grupo fosfato (Onpo.).
Os numeros de coordenagdo dos pares analisados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Numeros de coordenacio entre o Al3+-0( H,0) © AP*-HPOy para as bicamadas

de Lipidio A mono e difosforilados. Os niumeros de coordenaciio apresentados
correspondem aqueles na primeira esfera de coordenacio.

Sistemas AP - 0(H2 0) APT— O(HPOZ )
mph-F A 4,6 1.4
mph-F_F 4,6 1.3
mph-rand 4,7 1,2
dph-F F 4,5 1,5
dph-rand 4,7 1.4

Fonte: A autora, 2019.

Observa-se que os nimeros de coordenagdo sdo proximos entre os sistemas, independentemente
da configurag¢io inicial utilizada. Isto mostra que o cation A" se coordenada os grupos fosfatos de
forma similar nos sistemas simulados, indicando que para as diferentes formas de construgdo da
bicamada utilizadas neste trabalho, o sistema se encaminha para a mesma estrutura. Desde que
diferentes configuracdes iniciais das bicamadas de Lipidio A mono- e difosforilado na presenca de

cations AP* ndo influencia de forma significativa as estruturas amostradas apds 300 ns de
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simulacao, foi determinada a modelagem F_A para a constru¢do das bicamadas de Lipidio A
monofosforilado e a modelagem F_F para as bicamadas de Lipidio A difosforilado. A escolha
destas configuragdes foi em parte devido ao menor tempo de convergéncia observado para estes

sistemas e pela praticidade de montagem da estrutura inicial da bicamada.

5.3 O Efeito do Cation AP* e Concentragées Salinas nas Bicamadas de Lipidio A

As secdes anteriores dosresultados permitiram determinar um protocolo confidvel de simulagao
computacional de bicamadas de Lipidio A, além deeliminar possiveis duvidasem relagdo a escolha
da forma de construcdo dos sistemas apresentados e tratamento eletrostatico de longo alcance. Esta
ultima se¢ao tem por objetivo caracterizar do ponto de vista estrutural e dindmico o efeito do cation
AB* em bicamadas de Lipidio A de Escherichia coli de quimiotipos mono- e difosforilados e
correlacionar com dados experimentais existentes.

As analises realizadas neste estudo focam na caracterizagdo da dindmica estrutural das
membranas em presenca de AIP' e concentragdes salinas. O primeiro passo foi verificar a

estabilidade estrutural do sistema através daestimativa da area por lipidio e espessura dabicamada.

5.3.1 Area por Lipidio e Espessura da Bicamada

A érea por lipidio fornece uma medida do grau de empacotamento dos lipidios em membranas
e sua fase de agregacdo (gel ou liquido-cristalino, por exemplo). Esta grandeza tem relagdo direta
com as forcas de interacao entre cadamolécula e com o numero de cadeias aciladas em cada lipidio.
Para um mesmo lipidio, o valor da AL podeser afetadapelo grau de hidratagdo, temperatura e efeito
de ions presentes no sistema.(NASCIMENTO et al., 2014; PONTES et al., 2012) A estimativa da
AL foi realizada ao longo de toda trajetoria da simulagdo. O comportamento da propriedade ao
longo do tempo esta mostrado na Figura 22.

Através da andlise da AL observamos que todos os sistemas comecam a estabilizar a partir dos
100 ns de simulacdo. Para melhor entendimento, os valores médios da AL obtidos para os ultimos
100 ns de simulagdo sdo apresentados na tabela 10. Todos os valores médios apresentados sao
compativeis com medidas experimentais disponiveis de AL de membranas lipopolissacaridicas de
Salmonella minnesota na fase gel, cujos valores variam de 1,29 nm?¢ 1,42 nm?.(SNYDER; KIM;

MCINTOSH, 1999) A AL costuma ser maior para membranas de LPS com maiores quantidades de
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anéis de aglicar em sua composicdo. Algumas destas medidas de Ar foram realizadas em
temperaturas ligeiramente (293,15 K) abaixo da temperatura das simula¢des realizadas nesta
dissertacao (300 K).

Figura 22 — Perfil da area por lipidio para as bicamadas de Lipidio A de E.coli mono- e
difosforilada tendo AP* como contraion e sais especificos (Tabela 8).
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Fonte: A autora, 2019.

Tabela 10 — Valor médio e desvio-padrio para a A, (nm?) e espessura Dyy (nm) das
bicamadas simuladas. Os valores foram calculados para os ultimos 100 ns de trajetoria

equilibrada.
Sistemas Area por lipidio (nm?) Espessura Média (nm)
mph-0mM 1,32+ 0,01 3,91 +0,01
mph-AICl3 1,36 £ 0,01 3,89 +0,01
mph-NaCl 1,41 £0,02 3,82+ 0,02
dph-OmM 1,36 +£ 0,01 4,08 +0,01
dph-AlICI3 1,40 £ 0,01 4,06 +0,01

dph-NaCl 1,44 + 0,01 3,98 £ 0,02
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De qualquer forma, consideramos as estimativas obtidas neste trabalho compativeis com os
dados experimentais disponiveis. Todos valores obtidos de AL para os sistemas apresentados sao
menores do que a AL obtida em simulagdes de dindmica molecular de bicamadas de Lipidio A,
também de Escherichia coli, na presenca de cations Mg?".(PONTES, 2013) Como ¢ visto que
cations divalentes mantém a estrutura de bicamada de Lipidio A lamelar e plana, ndo causando
grandes efeitos na bicamada, pode-se concluir que a presenca de cations A3 provoca a diminui¢do
na area por cabeca de bicamadas de Lipidio A. Uma possivel explicagdo microscopica para isso €
que o cation AI**¢é menor e mais carregado que o cation Mg?* provocando uma maior aproximacio
dos grupos fosfatos dos lipidios, diminuindo a area por lipidio.

A partir da analise de AL para os sistemas simulados, pode-se observar duas tendéncias
interessantes. A primeira ¢ em relagdo ao quimiotipo do Lipidio A empregado. Para o mesmo
regime de concentracdo salina, os sistemas com o Lipidio A difosforilado apresentam uma area por
lipidio ligeiramente maior do que para as bicamadas de Lipidio A monofosforilado, esta diferenca
¢ de aproximadamente 0,04 nm?. Esta diferenga é esperada devido a presenga de mais um
grupamento fosfato no Lipidio A difosforilado que aumenta a area entre os lipidios. A segunda
tendéncia diz respeito a influéncia da concentragdo salina no valor da propriedade. As bicamadas
na presenca de NaCl apresentam valores de AL maiores do que para os outros dois regimes,
independentemente do quimiotipo do Lipidio A. Também ¢ observado que na presenca de AICh
ha um aumento na area quando comparado as bicamadas sem concentragdo salina. Em resumo,
percebe-se que a adicdo de sais (AICl3 ou NaCl) provoca um aumento no valor da AL das
bicamadas, independente do quimiotipo do Lipidio A, quando comparado ao valor de AL para os
sistemas sem concentragdo salina. A baixa variagdo no valor da propriedade, ao longo de todaa
simulacao, ¢ um indicativo de que ndo houve mudancas significativas na forma de agregacao das
bicamadas.

Assim como a AL, a espessura das bicamadas pode ser usada como indicativo de estabilidade
dos sistemas. Esta andlise foi calculada para os ultimos 100 ns de trajetoria, como pode ser visto
na Figura 23. A partir do grafico podemos observar que para o mesmo regime de concentragdo
salina, os valores de Dun para as bicamadas de Lipidio A monofosforilado sdo ligeiramente
menores do que no caso das bicamadas de Lipidio A difosforilado. Como as cadeias lipidicas tém
0 mesmo comprimento nos dois quimitipos, pode-se supor que para as bicamadas

monosfosforiladas ocorre uma maior interdigitalizagdo entre as cadeias lipidicas da camada
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superior e inferior. A média dos valores de Dun sdo apresentados na tabela 10. Também ¢
observado que nao ha diferencas significativas entre os valores das espessuras das bicamadas sem
concentracao salina e na adicdo de cloreto de aluminio, sendo o valor médio de ~3,9 nm nas
bicamadas de quimiotipo mono- ¢ ~4,1 para as bicamadas de quimiotipo difosforilado. Porém a

presenca de NaCl produz uma diminui¢ao no valor da propriedade.

Figura 23 — Resultados da espessura média das bicamadas lipidicas para os sistemas
estudados. A analise foi realizada para os ultimos 100 ns de simulacio.
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Fonte: A autora, 2019.

Esta tendéncia também ¢ observada independente do quimiotipo do Lipidio A. O célculo da
espessura das bicamadas lipidicas pode ser tomado de duas formas, sendo a primeira apresentada
anteriormente, onde obtemos um perfil temporal de uma média espacial da espessura em toda a
extensdo da membrana. A segunda, entretanto, ¢ uma média temporal da distribuicdo espacial da
espessura damembrana ao longo de todasua extensao. Nesta forma, € possivel observar a projecao
daespessura média da membrana, onde ¢ plotada a distribuicdo da espessura da bicamada ponto a
ponto da superficie criada na forma de uma varia¢ao na intensidade da cor, mostrada na legenda,
em cada ponto da grade sobre a superficie. Como nesta grade, os pontos sdo igualmente espagados

nos sentidos x e y, o mapa da distribuicdo espacial apresenta forma quadrada, ndo correspondendo
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a exata forma da membrana. Para os sistemas simulados, as distribui¢des espacias da espessura das

bicamadas sdo apresentadas na Figura 24.

Figura 24 — Distribuicdo espacial da espessura da bicamada para os sistemas descritos na
Tabela 8. Na primeira coluna estio os sistema com Lipidio A mono- (acima) e difosforilado
(abaixo) sem concentracao salina, na segunda coluna estdo presentes os sistemas com

cloreto de aluminio e na terceira coluna estao os sistemas com cloreto de sodio.
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Fonte: A autora, 2019

O mapa bidimensional indica uma correlacdo entre o aumento do niimero de particulas
carregadas com um maior valor da espessura da membrana. O sistema mph-OmM apresenta valores
baixos para espessura e a medida que aumentamos a quantidade de grupos carregados no sistema
através de grupos gosfatos (dph-0mM) ou concentragao salina (AICI3 ou NaCl) a bicamada comega

a apresentar valores maiores de espessura e maiores diferengas na Dun para um mesmo quimiotipo

de Lipidio A.
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5.3.2 Curvatura da Membrana

Também foi realizado um levantamento sobre a curvatura das membranas. O parametro de
ordem de curvatura pode ser calculado como descrito na subsec¢do 3.3, através dos angulos de
curvatura ou desvio em relagdo a normal do sistema. Lipidios mais ordenados em relacdo ao eixo
z tem valores de angulo de inclinagdo baixo, enquanto valores mais altos do angulo de inclinagio
indicam lipidios se aglomerando de forma mais desordenada. Assim como na espessura da
bicamada, utilizando o programa SuAVE, os valores de curvatura podem ser apresentados de duas
formas. A primeira ¢ que podemos obter a curvatura bidimensional das bicamadas, sendo os valores
obtidos apresentados por um mapeamento em cores. Neste tipo de andlise, a intensidade da
coloracao de uma regido ¢ representativa do valor do angulo de desvio entre o vetor normal da
superficie em relagdo a normal do sistema. Para os nossos sistemas, os graficos das projegdes dos
parametros de ordem de curvatura sobre a superficie das bicamadas sao apresentados na Figura 25.

Pode-se verificar que nos sistemas compostos por bicamadas de Lipidio A monofosforilado na
presenga apenas de ions aluminios e na concentragdo de 150mM de AICI3 hd poucos pontos de alta
angulagdo, o que indica que nestes sistemas ndo ha nenhuma modifica¢do na estrutura lamelar. As
bicamadas de Lipidio A difosforilado, no mesmo regime de concentragdo salina, apresentam uma
maior diversidade de gradientes angulares ao longo de toda a superficie quando comparado com as
bicamadas de Lipidio A monofosforilado, porém ainda indicam que houve poucas modificagdes
estruturais na bicamada. Entretanto, para os sistemas com NaCl observamos que hd uma
modificagdo estrutural evidenciada pelo aumento das regides com coloragdo mais intensa. Esta
variagdo estrutural estd relacionada com uma maior flexibilidade nos lipidios da bicamada e
formacdo de leve curvatura, que ndo ¢ verificada nos outros sistemas. Em geral, observa-se uma
tendéncia ja verificada durante as estimativas de espessura da bicamada, as maiores curvaturas nas
bicamadas sdo observadas em sistemas com maior nimero de grupos carregados. Especialmente
na presenca do sal NaCl. A segunda forma de apresentar os resultados de curvatura ¢ através do, ja
apresentado, perfil de distribui¢do de dngulos de curvatura. As estimativas dos angulos em cada

bicamada estdo apresentadas na Figura 26.
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Figura 25 — Graficos da projeciao dos parametros de ordem de curvatura sobre a superficie
da bicamada. Na primeira coluna estiao os sistemas com Lipidio A mono- (acima) e
difosforilado (abaixo) sem concentracio salina, na segunda coluna estdo presentes os
sistemas com cloreto de aluminio e na terceira coluna estdo os sistemas com cloreto de
sodio. As estimativas dos Angulos de inclinacio para os lipidios em cada bicamada foram
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Fonte: A autora, 2019.

E possivel observar que as bicamadas apresentam uma distribuicdo de angulos com pouco

espalhamento, o que indica que todas as bicamadas apresentam aproximidamente um formato

plano. Porém as bicamadas de Lipidio A monofosforilado apenas com cations AIP* e com

concentragdo salina de AICI3 apresentam valores maximos em angulos em torno de cinco graus de

desvio. Angulos de inclinagdo mais altos sio bem poucos frequentes. Este resultado indica o alto

grau de ordenacdo dos lipidios nestas bicamadas. As bicamadas de Lipidio A difosforilado nos

mesmos regimes de concentracao salina também se mostram bem ordenadas, com angulos em torno

de dez graus de desvio, porém com frequéncias um pouco menores ¢ com maior diversidade de

angulos do que no caso do Lipidio A monofosforilado. J& as bicamadas na presenca de cloreto de

sodio, indendentemente do quimiotipo do Lipidio A, tém maior espalhamento de angulos, o que
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indica uma maior desordem dos lipidios nestas bicamadas e a presenga de curvatura (Figura 26).
Entretanto, estes sistemas ainda tém seus angulos de inclinagdo mais altos em torno de dez graus,
apresentando poucos pontos de grande angulagdo, e de acordo com outros trabalhos utilizando o
software SUAVE (LIMA et al., 2019; SANTOS et al., 2017), os valores para estes sistemas ainda
indicam a manuten¢do da bicamada. O grafico da distribuicdo de dngulos permite separar as
bicamadas em trés grupos compativeis com o perfil de cada curva. As bicamadas de Lipidio A
monofosforilado contendo apenas o cation AI** sdo os mais ordenados (mph-0mM e mph-AlCl3),
seguido das bicamadas de Lipidio A difosforilado contendo também apenas o cation Al13* (dph-
OmM e dph-AlCl3). As distribuigdes com maiores angulos de inclinagdo sdo obtidas justamente
quando o cation Na* esta presente.

Figura 26 — Distribuicio dos angulos de curvatura para as bicamadas de Lipidio A,
calculados ao longo dos ultimos 100 ns de simulagao.
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Fonte: A autora, 2019.
Uma outra maneira de quantificar os dados desta mesma analise ¢ através da integragdo dos
perfis de distribuicdo de angulos de curvatura dado na Tabela 11. Na segunda coluna desta tabela,
encontram-se os resultados do intervalo de angulos que cobrem 90% das frequéncias observadas e

podemos observar a mesma conclusdo anterior. Estes resultados mostram que as bicamadas de
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Lipidio A monofosforilado apresentam, em 90% da superficie, angulos menores do que para os
respectivos regimes de concentragao salina nas bicamadas de Lipidio A difosforilado. Os sistemas
monofosforilados no primeiro e segundo regime apresentam angulos da superficie entre 0 e 19°, o
que indica que nestes sistemas 90% da superficie encontra-se com alto aspecto deplanaridade. Para
as bicamadas de lipidio difosforilado, o intervalo ¢ entre 0 ¢ 24°. Com a inser¢do de 150mM de
cloreto de sddio, pode-se observar um aumento do intervalo, portando, nestes sistemas, ha uma
maior distribuicao das frequéncias e maior mobilidade doslipidios nestes sistemas, onde os dngulos

chegam a 32°.

Tabela 11 — Analise quantitativa dos perfis de distribuicio de dngulos de curvatura.

Sistema Intervalo com 90% M¢édia do parametro
daarea dacurva de curvatura Scp

mph-0mM 0°—-17,21° 0,960 + 0,005
mph-AICl; 0°—18,72° 0,950 + 0,005
mph-NaCl 0° —29,44° 0,89 + 0,02
dph-0mM 0°—19,15° 0,920 + 0,007
dph-AICl3 0°—2441° 0,90 £ 0,01
dph-NaCl 0°—-31,89° 0,88 + 0,02

Fonte: A autora, 2019.

Toda esta discussdo detalhada pode ser resumida na observagdo da Figura 27, onde sdo
visualizadas as estruturas finais dos sistemas simulados. Para os sistemas mph-O0mM e mph-AICls,
temos uma estrutura plana com todos os cations AI’* (esferas amarelas) localizadas na regido da
interface 4gua-membrana. Nao hd formagdo de curvatura, como previsto anteriormente, ¢ ¢
interessante notar como os lipidios se apresentam bem ordenados e rigidos nas bicamadas. Este
mesmo ordenamento € visto para os sistemas dph-OmM e dph-AICls, onde os 108 ions aluminios
também se encontram muito proéximos a interface membrana-dgua. Embora o sistema de Lipidio
A difosforilado com AICI3 apresente uma leve curvatura, os lipidios ainda permanecem rigidos e
ordenados. A presenga desta curvatura deve-se a maior concentragdo de cations AI3* no sistema e

uma possivel competi¢do dos dois grupamentos fosfatos presentes no Lipidio A pelos cations AP
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Figura 27 — Estruturas final das membranas de Lipidio A mono- e difosforilado. Na
sequéncia estio A) mph-0mM, B) dph-0mM, C) mph-AICl;, D) dph-AICl;3, E) mph-NaCl e
F) dph-NaCl. Os lipidios foram representados em bastdes e os ions (amarelo para AI3*, roxo
para Na*, verde para CI) sdo representados por esferas. As moléculas de agua foram
omitidas para maior clareza.

Lipidio A monofosforilado Lipidio A difosforilado

Fonte: A autora, 2019.
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Entretanto, outras observacdes sdao vistas nos sistemas com concentragdo salina de NaCL
Observamos, para ambos os quimiotipos, lipidios mais fluidos e desordenados, o que corrobora
com os graficos da projecdo do parametro de ordem (Figura 25) e distribuicdo dos angulos de
curvatura (Figura 26) obtidos para estes sistemas. E possivel observar a forma¢ao de curvatura e a

o + ] . . ~ y e
presenca de alguns cations Na™ bem proximos a bicamada ou localizados em solucdo proximos aos
cloretos, enquanto quase todos os cations Al3*ainda estdo proximos aos grupos lipidicos, indicando
uma maior preferéncia destes cdtions a permanecerem interagindo com a bicamada. Estas

observacdes serdo discutidas com profundidade mais a frente.

5.3.3 Parametro de Ordem de Deutério Scp

Nas mudancas de fase ou de agregagdo, o principal aspecto estrutural modificado ¢ a
organiza¢do das cadeias aciladas. Para a medida de alinhamento destas cadeias, calcula-se o
parametro de ordem de deutério Scp. Quanto maior o valor do pardmetro de ordem, mais
organizada estdo as cadeias aciladas de cada bicamada. Para as membranas de Lipidio A mono- e
difosforilado foram calculados o Scp das cadeias aciladas snl, sn2, sn3 e sn4 (ver Figura 28). Nesta
analise apenas os 4&tomos de carbono (CH2) das cadeias foram calculados.

Figura 28 — Indicacao das cadeias snl, sn2, sn3 e sn4 na molécula de Lipidio A. Entre
parénteses 0 niumero de atomos de carbono incluidos para analise em cada cadeia.

snl(11)

snd(11)

sn3(11)
sn2(13)

Fonte: A autora, 2019.
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Como explicado na secao 3-5, o angulo de inclinagdo do n-ésimo carbono em relagdo ao eixo
normal da bicamada ¢ calculada a partir da posi¢do dos a&tomos de carbono n+/ e n-1. Portanto, os
atomos iniciais e finais da cadeia servem apenas como referéncia e nao tem os seus respectivos
parametros de ordem calculados. Deste modo, para cada cadeia, o nimero de dtomos indicados no
grafico do Scp € menor em duas unidades ao indicado na Figura 28. As medidas de pardmetro de
ordem estdo apresentadas na Figura 29.

Figura 29 — Parametros de ordem (Scp) dos atomos de deutério para as cadeias aciladas das

membranas de Lipidio A mono- e difosforilado contendo citions AP* e concentracio salina
de AICI; e NaCl. A analise foi realizada para os ultimos 100 ns de simulacdo de cada

sistema.
— mph-OmM
s snl 0is sn2 — mph-AICI,
. | I | I | B [ T T T T T T T T A T | = mph-NaCl
= - 04+ -| — dph-OmM
4 | » { — dph-AICI,
035 - Ak 7 — dph-NaCl
. 1 0.3+ .
. 03F 1 . f ]
I 1 2025 -
0.25- . ' 1
I | 02 =
T 1 015k g
0.15F = 0.1+ _
PN BRI BRI | 1§ ] o o)) % S ags W R § 0.05— L
Mo T 23 4 5 6 7 8 9 10 0 12
Atomo
sn3 sn4
04517171 T T T T T T T 04577171 T T T T T 7T
041 -
0.35} ]
8 03 |
v
0.25}- ]
0.2} |
015 7
0 10

Fonte: A autora, 2019.



95

O comportamento esperado para o Scp de cadeias lipidicas ¢ um grafico onde o valor do
parametro cai gradativamente para os atomos de carbono da extremidade, ou seja, no sentido da
cabeca do lipidio para a regido hidrofobica, por conta da menor restricdo dos graus de liberdade
dos grupos terminais das cadeias lipidicas. Este comportamento é observado apenas para a cadeia
sn4. Os graficos para as cadeias snl, sn2 e sn3 apresentam um comportamento diferente para os
Scp dosprimeiros atomos. Uma explicagdo para isso ¢ a presenca dos grupos ceto-ésteres que causa
interacdes atrativas entre os atomos de oxigénio e os atomos de carbono das cadeias lipidicas. Esta
interagdo atrativa limita o movimento dos a&tomos mais centrais das cadeias, conferindo aos &tomos
de carbono mais rigidez, refletindo no formato do grafico obtido. Nas cadeias sn2 observa-se os
menores valores de Scp no final da cadeia lipidica devido ao seu maior comprimento em
comparacdo as outras cadeias o que aumenta o grau de liberdade para os ultimos atomos de
carbono.

As bicamadas de Lipidio A monofosforilado, para cada regime de concentragdo salina,
apresentam valores maiores de Scp do que quando comparado as bicamadas de Lipidio A
difosforilado, indicando uma maior organizacdo das cadeias lipidicas para os Lipidio A
monofosforilado. Pode-se observar que as caudas dos Lipidios A difosforiladosapenas com cations
AB* apresentam organizagdo levemente maior que as na presenca de AlCI3, entretando para o
Lipidio A monofosforilado a diferenga entre estes dois regimes de concentracdo salina ¢
praticamente eliminada, relacionada ao alto alinhamento das caudas. Para os sistemas com NaCl
observa-se uma diminui¢do nos valores de Scp indicando que nestes sistemas hd uma maior fluidez
e desordemnas cadeias lipidicas. Como visto na Figura 22, os sistemas na presenca de NaCl tem
um valor de AL maior, o que fornece mais espago para os movimentos das cadeias aciladas e,
portanto, resulta no menor parametro Scp.

Ao contrario de outras membranas bioldgicas onde os parametros de ordem de deutério das
cadeias lipidicas podem ser medidas através de RMN de proton (DOULIEZ; LEONARD;
DUFOURC, 1995), as medidas da orientagdo das cadeias aciladas de membranas
lipopolissacaridicas e de Lipidio A sdo feitas utilizando refletancia total atenuada e o resultado ¢
tratado com a técnica de transformada de Fourier e um espectro de absorbancia é obtido. Os
coeficientes de absor¢dao sdao ajustados aos parametros de ordem das cadeias(BRANDENBURG;
SEYDEL, 1990). O pardmetro de ordem obtido por esta técnica ¢ um valor para toda a membrana

e nao valores individuais para os dtomos de carbono da cadeia, por esse motivo foi estimado o
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valor médio dos pardmetros de ordem calculados para as membranas e comparamos com medidas
disponiveis na literatura.(BRANDENBURG et al., 2003) Os resultados obtidos estdo na tabela 12.

Os sistemas contendo exclusivamente AP apresentam valores acima de 0,30 indicando que as
cadeias aciladas nestes sistemas estdo bem ordenadas e rigidas. Estatisticamente os valores para o
Scp dos sistemas contendo apenas AI’"ndo apresentam diferengas, indicando o mesmo grau de
ordenamento nestes sistemas. Ja foi relatado que a presenga do aluminio produz rigidez em
membranas fosfolipidicas(DELEERS; SERVAIS; WULFERT, 1986) o que aumenta o grau de
ordenamento levando o valores maiores de Scp, além disso, ja foirelatado que, através de técnicas
demicroscopia defluorescéncia e interferometria de duplapolarizacdo, a presenca de ions aluminio
em bicamadas de fosfolipidios induz a formagao de dominios, indicando uma transi¢ao de fase de
uma fase desordenada para uma fase ordenada densamente compactada.(WAYMENT-STEELE et
al., 2016)

Tabela 12 — Valores médios com os seus respectivos desvios-padroes para o Scp das
membranas simuladas para os ultimos 100 ns de simulagio.

Sistemas Valores médios de Scp
mph-0mM 0,36 £ 0,04
mph-AICl3 0,35+ 0,04
mph-NaCl 0,25+ 0,05
dph-OmM 0,33 +£0,05
dph-AlCI3 0,32 + 0,05
dph-NaCl 0,24 + 0,04

Fonte: A autora, 2019.

Para os sistemas simulados, a presenga de NaCl diminui arigidez das cadeias aciladas provocada
pelos cations A" e obtém-se valores de Scp acima de 0,24. Valores de Scp para cadeias aciladas
de Lipidio A s3o da ordem de 0,28 (Pseudomonas aeruginosa), 0,27 (Rhodobacter capsulatus) e
0,15 (Rhodocyclys gelntinosus).(BRANDENBURG et al., 2003) Portanto, os valores calculados

de Scp estdo dentro da faixa de valores experimentais. Apesar da diferenca entre os valores de Scp
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pode-se concluir que as membranas em todos os sistemas se encontram na mesma fase gel. Este
resultado ¢ condizente com medidas experimentais de membranas de Lipidio A hexaacilado de
E.coli na temperatura de 300 K escolhida para as simulagdes deste trabalho.(GUTSMANN et al.,
2000)

5.3.4 Perfil de Densidade

Para descrever a localizagdo de alguns grupamentos quimicos do sistema, calculamos o perfil
dedensidadeparcial, analisando a distribuicdo ao longo doeixo z. Estaanalise fornece informagdes
qualitativas sobre o grau de hidratacdo das bicamadas, a coordenagdo entre estes grupos quimicos
e indica se as membranas seguem um perfil lamelar, onde as curvas se tornam simétricas em torno
do centro do sistema, além de poderem ser comparados com medidas experimentais de difragdo de
néutrons.(MONTICELLI; KATSARAS, 2014)

Os grupos analisados foram: atomos de fosforo dos grupos fosfatos, os atomos de oxigénio das
moléculas de dgua, os 4tomos de carbono das cadeias aciladas dos lipidios e os ions presentes no
sistema (A3, Na* e CI"). Estes perfis foram calculados para todos os sistemas simulados. A analise
foi realizada de acordo com a posi¢do ocupada por cada grupo em relagdo ao eixo z da caixa de
simulacdao. Para melhor visualizacdo dos resultados, os graficos foram divididos em dois grupos: o
perfil de densidade dos oxigénios das moléculas de 4gua juntamente com as cadeias aciladas
(Figura 30) e o segundo grupo ¢ formado pelo perfil de densidade dos &tomos de fosforo e os ions

presentes (Figura 31).
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Figura 30 — Perfis de densidade dos grupos: oxigénio das moléculas de agua e cadeias
aciladas dos lipidios para os sistemas A) mph-0mM, B) dph-0mM, C) mph-AICl;, D) dph-
AICl;, E) mph-NaCl, F) dph-NaCl. O intervalo do eixo z ¢ mantido o mesmo para todos os
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Fonte: A autora, 2019.

Os sistemas, de forma geral, possuem um perfil bastante simétrico, tipico de membranas

lamelares e estdo consistentes com simulacdes anteriores.(DIAS et al., 2014; PONTES et al., 2012;

SANTOS et al., 2017) A interseccdo entre as curvas da Figura 30 indica a penetracdo da agua no

interior da membrana. Para os sistemas sem concentracdo salina observamos a pequena interseccao

entre 0s grupos O o, € das cadeias aciladas mostrando uma baixa hidratacdo na membrana. O

mesmo pode ser observado para os sistemas contendo AICIs. Além disso, nota-se o espacamento

entre estas curvas devido ao alinhamento das caudas lipidicas que se encontram na fase gel. Ja

para as bicamadas na presenca de NaCl, observa-se uma maior hidratacdo na membrana e a

distribuicdo das cadeias aciladas apresentam uma menor simetria quando comparado aos outros

sistemas. O maior espalhamento dos picos referentes as cadeias aciladas nos graficos para os

sistemas com NaCl indica um maior entrelacamento entre as cadeias aciladas dascamadas superior

e inferior da bicamada.
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Figura 31 — Perfis de densidade para os atomos de fosforo e os ions AI3*,Na* e CI para os
sistemas A) mph-0mM, B) dph-0mM, C) mph-AICl;, D) dph-AlCl;, E) mph-NaCl e F) dph-
NaCl. O intervalo do eixo z ¢ mantido 0 mesmo para todos os sistemas.
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Fonte: A autora, 2019.

Para os perfis de densidade dos ions juntamente aos atomos de fosforo (Figura 31), observamos
que, em todos os sistemas, os atomos de fosforo e os ions aluminios ocupam basicamente a mesma
regido no eixo z das membranas indicando coordenagdo entre estes dois grupos. Nos sistemas com
forca i6nica proveniente do AICl3, ha alguns ions aluminios ainda em solu¢do juntos aos anions
cloretos, mesmo que em pouca quantidade. E importante notar que nestes sistemas, logo apds a
interface externa aos fosfatos das bicamadas, temos os picos maximos dos cloretos, que devem
estar coordenados a alguns aluminios que estdo na interface lipidio-dgua. Para os sistemas com
NaCl, observamos que alguns sédios interagem com os grupos fosfatos, porém a maior parte dos
cations Na" encontram-se em solu¢do junto aos anions cloreto e os aluminios permanecem
proximos aos lipidios. Este resultado indica que os cations AP tem maior preferéncia em

permanecer proximo a membrana do que o Na™.
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5.3.5 Difusdo dos fons

A dinamica dos ions nas bicamadas pode ser investigada através das suas difusividades nos
sistemas. Os valores obtidos nas simulagdes deste trabalho estao descritos na tabela 13.

A difusio dos fons (AP, Na' e CI') nas bicamadas de Lipidio A ocorre majoritariamente no
plano xy, independentemente do quimiotipo do quimiotipo e do regime de concentracdo salina.
Entretanto, a difusdo é significativamente maior para os ions Na*e CI- do que para os cations AI**
0 que indica que o aluminio n3o se movimenta muito quando estdo proximos a bicamada nos

ultimos 100 ns de simulagao.

Tabela 13 — Média temporal das constantes de difusdo, com os respectivos desvios,
calculada ao longo dos ultimos 100 ns de simulacio, para os sistemas descritos na Tabela 3.

Sistemas Coeficiente de difusdo (Difusividade molar) [10-7 cm?/s]
Plano xy Eixo Z

ARt Na* Crl ARt Na* Crl
mph-OmM  1,27+0,01 - - 0,39+0,01 - -
mph-AICls  27,65+1,08 - 178,2+3,7 17,00+0,21 - 74,6+16,8
mph-NaCl 1,68+0,06 188+38 302,9+19,0 1,38+0,72 107+47  107,2+41,8
dph-OmM  1,48+0,06 - - 0,35+0,07 - -
dph-AICl3  38,58+0,01 - 157,4+9,4 15,74+1,52 - 82,418,3
dph-NaCl  1,83+0,08 244+67 341,0£11,1 | 1,00+0,020  107+41 49,0+18,6

Fonte: A autora, 2019.

A difusividade molar do cation A" é maior para os sistemas com concentragido salina de
150mM de AICI3 do que para os outros sistemas, isto acontece pois, como o valor € uma média de
todos os fons, muitos cations Al3*estio em solugdo e ndo se ligam aos lipidios. E interessante notar
que nestes sistemas hd também um valor mais alto da propriedade para o eixo z da caixa de
simulagdo. Isto pode indicar que os cations AI*" em solugdo tentam se aproximar da bicamada
devido a forte atracdo eletrostatica pelos grupos fosfatos, porém devem ser repelidos pelos cations
A" ja presentes na interface lipidio-dgua o que aumentaria a movimentagio dos cations no eixo

z. A difusividade dos cations AI’* sdo uma ordem de grandeza menor que a dos outros ions
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presentes na simula¢do. Esta diferenca é devidaa maior coordenacdo dos cations AP aos grupos

fosfatos o que reduziria a sua mobilidade no sistema.

5.3.6 Efeito dos [ons nas Bicamadas de Lipidio A

E evidente o efeito dos cations AI** em causar rigidez a membrana diminuindo a 4rea por cabega,
em relagdo a outros cations como o Mg?*, e aumentar o parimetro de ordem dos lipidios, enquanto
a presenga de cations Na* diminui este efeito. Assim, a intera¢ao cation-Lipidio A ¢ o fator chave
para entendero efeito destes cations nas bicamadas. Foram analisados os grupos cation (Na*e AIPY)
- Lipidio A calculando a interagdo do grupamento fosfato, presente nos lipidios, com o cétion
dentro de seu primeira e segunda esfera de coordenacdo e avaliar os possiveis complexos
estequiométricos entre os cations e os lipidios. A melhor maneira de investigar microscopicamente
a estrutura do sistema ¢ através do calculo da funcdo de distribuicdo radial de pares (RDF) e, em
seguida, integrando o perfil de distribuicdo de zero a uma distancia de corte escolhida. Foi
determinado os seguintes pares de 4tomos para serem analisados: cations (AI3* ou Na*) em relagdo
aos atomos de oxigénio das moléculas de dgua, bem como em relagdo ao fésforo e atomos de
oxigénio do grupo fosfato denominados de OP2, OP3 e OP4 (ver Figura 36 ¢ 37). O 4tomo OP1,
também pertencente ao grupamento fosfato, ndo foi calculado pois estd ligado aos actcares do

Lipidio A e ndo ha qualquer coordenacdo dos cations com este oxigénio.
Fungdo de Distribui¢do Radial de Pares: Cation — 0 .0,

O RDF para os cations € o d&tomo de oxigénio das moléculas de dgua para os sistemas simulados
estdo apresentadas na Figura 32. As distribui¢des radiais de pares entre os cations AlI*" ou Na' e o
atomo de oxigénio das moléculas de dgua apresentam um perfil geral parecido para os seis sistemas
analisados. Para o cation AI>* observa-se um pico mais intenso e definido que comega em 0,15 e
termina por voltade 0,22 nm e outro, bem mais largo e menos intenso por voltade 0,45 nm. Depois
disso a distribuicdo assume o valor de 1 como, esperado. Os valores de distancia do primeiro e
segundo pico definem a primeira e segunda esfera de coordenagio para o cation A", Os valores
sdo condizentes com dados de difragdo de raios X em solugdes aquosas contendo alumino, sendo

a distancia calculada para a primeira e segunda esfera de coordenacao para o aluminio sdo 2,0 e

4,1 angstrons, respectivamente.(BOL; WELZEN, 1977)
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Figura 32 — Funcdes de distribuicio radial entre os cations AI’* e Na* e os atomos de
oxigénio da Agua para as membranas de Lipidio A mono- e difosforilado. A analise foi
realizada para altimos 100 ns de simulagao.

mph-OmM dph-0mM
P .. .- 2o = S . 40 ——— T
35+ - 351 =
I 3+ Il B 3+ T
30 — Al - O{Hz()) - 30 — Al - O(HZOW =
E 25k - 8 25+ .
s, R a T 1
g - 1 9 ]
£ 151 - £ 15F —
i L E B F 1
®0 o - 0 ol ~
51 k = s .
il Ll ] ] o | ) ]
0 0.1 0.2 Q.3 O.fl 0.5 06 07 038 0 0.1 02 03 04 05 06 07 08
Distincia (nm) Distancia (nm)
mph-AICl, dph-AICl,
W———F———T T T T T T W T T
35+ - 35+ =
[ 3+ T r 3+ |
30— — Al - O(H:O) = 30— — Al - O(H:()) =
= 25+ B = 25+ -
S, T B s r N
= L. - = [ =2
o 20 I i o 20 I i
£ 151 B £ 151 -
* 1ol - %0 ol —
51 \ = 5i .
0 e L) L : ; — | 0 - 1 ! I n —
0 0.1 02 03 04 05 06 07 038 0 0.1 02 03 04 05 06 07 08
Distancia (nm) Distiancia (nm)
mph-NaCl dph-NaCl
40— T T T T T T T y Or——7T T T " 1T T T T T
35— =1 35 -
I AP -0y, ] I 3 ]
30 = T Ym0 30— Al - O(H 0) |
E 25 - E 25+ -
a_ T i s_ T i
5 1 &= G
£ 15+ - £ 151 B
3 b g 3 F .
° ol - *0 jol- -
51 . 51 .
0 | o i e i My ] 0 | 0 4 L h ; : —
0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 0 0.1 02 03 04 05 06 07 08
Distancia (nm) Distancia (nm)
L s R B s R B R 14— e :
12— - 12 —
[ — Na'-0 T r
10 H,0) _] oL
2 1 € .o
6” 8 — 8, 8
= L 1 g L
Q =N
g °r ] s °f
o 4 = o 4
2+ N sl
o1 . 5 I 1w 1w oy 0 L1 : I (TN SO N
0 0.1 02 Q.3 O.fi— 0.5 0.6 07 038 0O 01 02 03 04 05 06 07 038
Distancia (nm) Distancia (nm)

Fonte: A autora, 2019.



103

Para o cation Na* o primeiro pico mais intenso termina por volta de 0,3 nm e o segundo ocorre
um pouco antes de 0,5 para em seguida também assumir o valor de uma unidade. Estes valores
também definem a primeira e segunda esfera de coordenacdo do cation Na™ e também estdo
condizentes com dados de difragdo de raio X para o s6dio.(PASCHINA; PICCALUGA ; MAGINI,
1984) Apesar da semelhanga dos perfis para ambos os cations, obseva-se que para o cation AI’*a
intensidade do primeiro pico é maior que para o cation Na*. Os perfis da interagdo do AI3*- O(n, 0
sdo muito parecidos. A principal diferenca ¢ em relagdo a intensidade do primeiro pico: nas
membranas de Lipidio A mono- ou difosforilado contendo NaCl o pico € mais intenso que para as
bicamadas sem concentragdo salina que possuem a mesma quantidade de ions AI3* (Tabela 3).
Pode-se concluir que as moléculas de dgua estdo mais estruturadas ao redor do cation AI3* que ao
redor do cation Na™. As diferengas observadas em relagdo a distancia ¢ intensidade do primeiro e
segundo pico para o aluminio e sédio se da pelo tamanho e carga dos seus cations. fons menores
com alta densidade de carga tendem a se ligar firmemente as moléculas de dgua e formam ligacdes
de hidrogénio curtas e fortes entre as moléculas de 4gua circundantes. J4 ions maiores, com menor
carga enfraquecem as ligagcdes de hidrogénio das moléculas de agua nas proximidades.(WALUYO
et al., 2011) O cation Na*tem um tamanho de 1,02 A, enquanto o cition AI** tem um tamanho
pequeno, cerca de 0,54 A, e uma maior densidade de carga que interage fortemente com as
moléculas de dgua coordenadas. Isso pode ser comprovado pelo tempo de vida das moléculas de
dgua na primeira esfera de coordenagdo do AI’* que é de aproximadamente 1 s, enquanto para o

Na' a ordem de magnitude deste periodo é de 10-'%2s. (SMIRNOV; TROSTIN, 2013)

Fungao de Distribuicao Radial de Pares: Cation-Fosfato

O RDF dospares cation(A** ou Na*) — fosforo e cation(A’* ou Na*) — oxigénios do grupamento
fosfato (OP2, OP3 e OP4) estao apresentados na Figura 33. Os perfis ndo apresentam diferengas
entre os dois quimiotipos do Lipidio A se tratando do mesmo cation, mas as diferengas entre os
graficos para os cations AI’* ou Na' sdo grandes. Nos perfis da interagdo dos oxigénios com o
cation A" observa-se perfis parecidos: picos muitos intensos e definidos que indica uma forte

interag¢do entre o aluminio e os oxigénios do grupamento fosfato.



Figura 33 — Funcdes de distribui¢io radial entre os cations AI’* e Na' e os atomos de
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oxigénio dos fosfatos (OP2, OP3 e OP4) das membranas de Lipidio A mono- e difosforilado.
A analise foirealizada para os tltimos 100 ns de simulacio.
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Mas ¢ interessante notar que o primeiro pico de interagdo para os oxigénios OP2 e OP3 do
fosfato sdo quase coincidentes e terminam numa distancia menor (cerca de 0,16 nm) do que para o
oxigénio OP4 (cerca de 0,19 nm) e sao bem mais intensos, o que indica que na primeira esfera de
coordenacdo o aluminio interage primeiramente e mais fortemente aos d&tomos de oxigénio OP2 e
OP3 e numa maior distancia ao oxigénio OP4. Essa preferéncia deve-se a maior carga negativa
presente nestes oxigénios (ver Apéndice A), enquanto o oxigénio OP4, além de possuir carga
negativa menor, ainda estd ligado a um atomo de hidrogénio. Um segundo pico, com menor
intensidade e mais largo, ¢ observado em 0,45 nm, o que indica que na segunda esfera de
coordenacdo do cation AP também héa interagdes com os grupos fosfatos dos lipidios. E
interessante notar que para os perfis do cation AI3*nos sistemas contendo NaCl, o segundo pico é
mais intenso do que para os outros sistemas. Apos o segundo pico, em torno de 0,45 nm, a
distribui¢do assume o valor de 1.

A adicdo do sal AICls aos sistemas mono- e difosforilado provocam uma diminui¢do na
intensidade dos picos na primeira e segunda esfera de coordenagdo do ion AI3*. Isso deve ocorrer
devido a maior quantidade do cation em solu¢do e de carater mais fluxional e menos diretamente
ligado a outros grupos fosfatos devido a repulsdo de carga entre os cations. Analisando os graficos
dadistribuigdo radial para o cation Na*observa-se que a intensidade dos picos € menor e mais larga
do que comparados ao cation AI**, indicando uma baixa interagdo do sddio pelos oxigénios do
grupamento fosfato. O primeiro pico termina em 0,3 nm e ¢ interessante notar que, enquanto para
os cations A" observa-se uma distancia menor de interagdo com os dtomos de oxigénio OP2 e
OP3 ¢ maior distancia para o oxigénio OP4, para os cations Na*tem-se o oposto disso. O pico para
o oxigénio OP4 ¢ mais intenso e se inicia numa menor distancia do que para os outros dois
ox1genios.

Um possivel motivo para essa diferenga deve-se ao tamanho do cation Na*. Por ser um cation
maior que o aluminio, o s6dio tem dificuldade de ocupar o espago disponivel entre os oxigénios
OP2 e OP3 e interage com o oxigénio mais exposto ao solvente. Ha um segundo pico menos intenso
e mais largo proximo de 0,5 nm e, apds essa distancia, a distribuigdo assume o valor de 1. Apesar
disso, a interagdo ainda deve ser muito pequena entre o sodio e os oxigénios do grupo fosfato, pois
as intensidades dos picos sdo menores do que os picos entre Na* - Ocn,0)- O calculo de RDF

também foi realizado para os grupos cation (A" ou Na*)-Cl- e CI-0 y, 0y para investigar o efeito

do ions cloretos nos sistemas. Os graficos encontram-se no apéndice E. De forma geral, observa-
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se que seis moléculas de agua determinam a primeira esfera de hidratacado de CI- com um uma

distancia de CI - Oy, gy de ~ 0,35 nm. Esta medida esta de acordo com estudos experimentais,

bem como simulagdes prévias de dindmica molecular. No trabalho (MANCINELLI et al., 2007)
determinou-se o angulo de C1-O-H menor que 12,1 graus. Com um angulo quase linear de C1—O—
H, ClI podem se encaixar na rede das moléculas de 4gua sem nenhuma reestruturacao significativa
das ligacdes de hidrogénio das moléculas de agua circundantes. Portanto, os efeitos dos cations sao
mais significativos do que o efeito de CI" no solvente.

Os numeros de coordenagao NC dos pares analisados estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Numeros de coordenagio do pares cation - O ), cation - CI e cation -
Orostato)- Para este ultimo par estamos avaliando os cations com os oxigénios (denominados
OP2, OP3 e OP4) dos grupos fosfatos dos lipidios. A analise foi realizada para a primeira
esfera de coordenacao.

Pares mph-OmM  mph-AICl3 mph-NaCl  dph-OmM  dph-AICl3 dph-NaCl
ABY ABY AP Na' ABY ABY AB*  Na'
cation - Oy, o) 4,6 4,7 47 48 4,5 4,6 47 48
cation- O (fosfat) 1,4 1,2 1,2 0,1 1,6 1,4 L3 0,2
cation - CI - 0,1 0,1 02 - 0,1 0,1 0,2

Fonte: A autora, 2019.

A partir do NC verificamos que o cation A" é hexacoordenado em todos os sistemas. Esse
valor de coordenagdo ¢ o esperado para a primeira esfera de coordenagio do cation AP (KANNO,
1988) Os dados mostram que o aluminio se coordenada a 4 ou 5 moléculas de dgua e a
aproximadamente 1,5 lipidios. Essa coordenagdo aluminio-lipidio ¢ menor para os sistemas na
presenca do sal AICIs e isso pode ser devido ao fato de que os numeros de coordenagao sdo obtidos
pela média de todos os ions no sistema, independentemente da sua posi¢ao na bicamada lipidica.
Assim para os sistemas na presenga de mais aluminio, muitos desses cations estdo em solugdo (ver
Figura 27) diminuindo o valor do NC entre o grupo Al**-fosfato e aumentando o NC para o grupo
AB*-O20). Como o cation AI3* é bastante carregado pode haver repulsdo entre os ions proximos
aos grupos fosfatos e parte dos ions adicionados em forma de sal AICl3 permanecem em solugao

ou mais distantes da cabega do lipidio. O cation Na* se coordenada a 5 moléculas, assim como
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visto em simulagdes de dindmica molecular de Pseudomonas aeruginosas.(PONTES et al., 2012)
Nos sistemas apresentados os cations Na* estdo praticamente coordenados apenas por moléculas
de 4guas e apenas uma pequena fracao dos cations tem alguma coordenagdo com os oxigénios do
grupo fosfato dos lipidios, mostrando a preferéncia do grupo fosfato ao se coordenar aos cations
AP*. Como dito anteriormente, os valores obtidos sio uma média de todos os ions no sistema.
Diante disto foi calculado o nimero de cations ligados aos lipidios da bicamada de cada sistema.
Foi escolhido um valor de distancia » de 0,45 que corresponde a distancia até a segunda esfera de
coordenacdo do AI**, ja que estudos mostram que o aluminio forma uma primeira e segunda esfera
de coordenacdo estavel e altamente ordenada.(WALUYO et al, 2011) Um cation com uma
distancia, abaixo ou igual a 7, de qualquer um dostrés oxigénios do grupo fosfato (OP2, OP3, OP4)
foi considerado um cation ligado. Os resultados estdo listados na Tabela 15.

Tabela 15 — Média do numero de ligacées cation-lipidio. A analise foi realizada levando em

consideracao as ultimas 100 configuracoes (frames) do sistema, calculando quantos lipidios
estdo interagindo aos cations em uma distancia de até r = 0,45nm.

Sistema (n° de cations presentes) AP* - lipidio Na™ - lipidio
mph-0mM (A = 54) 53,5 -
mph-AlCl; (AB* = 156) 92,6 -
mph-NaCl (AP*= 54, Na* = 102) 50,1 31,9
dph-0mM (A3* = 108) 104,7 -
dph-AICl; (AP = 219) 166,3 -
dph-NaCl(AP* =108, Na*=111) 101,5 40,6

Fonte: A autora, 2019.

Foi observado que para os sistemas sem concentragdo salina, praticamente todos os cations AI3*
presentes nos sistemas, estdo interagindo com os lipidios das bicamadas. O aumento da
concentragdo de cations AI** com AICI; aumenta a quantidade de cations ligados a bicamada, mas
muitos cations ainda permanecem em solugdo. A adi¢do de sal NaCl tem pouco efeito sobre a
quantidade de cations AI** ligados a bicamada, porém alguns dos cations Na* presentes conseguem

interagir com a bicamada a uma distancia de até 0,45 nm.
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Foi avaliado qualitativamente as interagdes dos aluminios as distancias de coordenacao. A
intenc¢do foi de comparar as médias obtidas a partir da func¢ao de distribui¢ao radial com a estrutura
dos sistemas na fase equilibrada. Dois modos diferentes de ligacdio foram marjoritariamente
observados para a coordenagdo dos ions A3 (Figura 34).

Figura 34 — Snapshot que representam os dois modos de interacio observados entre o
aluminio e os Lipidios A. Sendo em A) o aluminio coordenado a quatro moléculas de agua e

dois lipidios na primeira esfera de coordenacio e em B) o segundo modo sendo o aluminio
coordenado a seis moléculas de 4gua na primeira esfera e logo em seguida a dois lipidios.

Fonte: A autora, 2020.

Na Figura 34-A observa-se dois lipidios que se coordenam dentro da primeira esfera de
coordenagdo do aluminio. Os locais restantes de coordenacgdo para o aluminio no complexo sdo
ocupados por moléculas de agua. O complexo octaédrico ¢ arranjado de modo a maximizar a
separa¢do entre os dois lipidios. Neste modo de interagdo, os cations Al** se encontram na interface
agua-lipidio e estdo diretamente ligados ao grupo fosfato dos lipidios. A Figura 34-B demonstra a
coordenacdo novamente com dois Lipidios A, porém eles apenas se coordenam no interior da
segunda esfera de solvatacao do aluminio. O primeiro modo de interacao ¢ menos frequente do que
o0 primeiro, mostrando que os cations AI3* estdo, em sua maioria, hexahidratados na sua primeira

esfera de coordenacao e assim permanecem durante todo o tempo de simulagao.
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Esta estequiometria de 1/2 aluminio/lipidio € descrita em estudos utilizando espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 27Ale 3P para diferentes fosfolipidios relatando a forte
intera¢do dos cations AP ao grupo fosfato presente. (MACKINNON et al., 2004; MORTLOCK;
BELL;RADKE, 2005)

E notdrio que a presenca de cations Na* nas membranas diminui o efeito causado pelos cations
AB* aumentando a fluidez e¢ desordem dos lipidios. Para entender a possivel causa desse
comportamento, foi também avaliado a vizinha dos cations Na™ proximos a interface lipidio-agua
(Figura 35). Pelos dadosdatabela 15, conclui-se que alguns cations Na* estdo proximos a bicamada
interagindo com os lipidios, porém na Figura 35 € possivel perceber que os cations Na* encontram-
se dentro da membrana rodeados por moléculas de agua.

Figura 35 — Snapshot da configuracio final de um sistema contendo o sal NaCl. E

evidenciado a primeira esfera de coordenacio dos cations Na* proximos a interface lipidio-
agua.

Fonte: A autora, 2019.

Sabe-se que alguns ions tém a capacidade de aumentar ou diminuir a estruturagdo dasmoléculas
de agua circundantes.(MARCUS, 2009) Como mecionado anteriormente o cation Na* enfraquece
as ligacdes de hidrogénio das moléculas de agua nas proximidades e a fraca esfera de hidratagao
em torno do cétion permite que as moléculas de 4gua troquem com as que estdo fora da primeira
esfera de coordenagdo em uma escala de tempo comparavel a quebra da ligagdo de hidrogénio,

enquanto cations como o AI3* causam a formagdo de ligagdes de hidrogénio curtas e fortes entre
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as moléculas de agua circundantes. Medidas de espectroscopia de espalhamento Raman de
solucdes contendo NaCl, mostraram que o enfraquecimento das ligagdes de hidrogénio devido a
presenca de Na* e a maior troca entre as moléculas de agua na primeira esfera de coordenagao do
cation tem o efeito semelhante ao efeito do aumento da temperatura(WALUYO et al., 2011). Nas
membranas lipidicas, ions capazes de desestruturar as moléculas de d4gua ao seu redor enfraquecem
as interacdes hidrofdbicas dos lipidios e conseguem hidratar significativamente a membrana. Essa
maior hidratagdo provoca um efeito de inchaco da membrana ja visto experimentalmente,
induzindo mudangas estruturais na bicamada.(ALSOP; MARIA SCHOBER; RHEINSTADTER,
2016) Neste efeito o ion pode carregar moléculas de agua diretamente para a interface lipidica,
causando regides locais de alta densidade de 4gua aumentando a hidratacdo da
membrana.(BINDER; ZSCHORNIG, 2002) Foi demonstrado que ions monovalentes aumentam a
hidratagdo de membranas multilamelares, enfraquecendo as interacdes entre as
membranas.(PETRACHE et al., 2006) Esse efeito pode ser uma explicacdo para a maior fluidez
observada nas bicamadas simuladas nesta dissertacdo contendo cloreto de s6dio, diminuindo o

efeito provocado pelos cations AP,
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho avaliamos diferentes aspectos metodologicos envolvidos na construgao e
equilibragdo de bicamadas lipidicas. Na primeira etapa, avaliamos o impacto do protocolo de
equilibragdo nas simulagdes de nossos sistemas. A equilibracao do sistema ¢ um dos estagios mais
criticos de uma simulacdo ¢ muda de acordo com o sistema de interesse. Porém em muitos casos,
recebe a menor atengdo. Por isso deve ser realizado um estudo para a validacdo da equilibragao
utilizada. Para mais informagdes sobre procedimentos de equilibrio, consultar (BRAUN et al.,
2019; SMITH; KLAUDA; SODT, 2019). Acreditamos que a maior sensibilidade de nossos
sistemas ao protocolo de equilibragdo deve-se ao numero maior de cargas em nossas bicamadas.
Foi demonstrado que o protocolo adotado se mostrou mais importante que o tratamento
eletrostatico de longo alcance adotado (PME ou Reaction-Field). Uma equilibragdo cuidadosa
utilizando uma etapa NVT anterior a etapa NPT mostrou-se de grande importancia para equilibrar
a densidade do sistema e obter bons valores de energia cinética na etapa de equilibragao.

A influéncia da configuracdo inicial e forma de construgdo das bicamadas também foi
investigada e mostrou-se que independente da forma de construgdo dos lipidios, as simulagdes
sempre convergem estruturalmente para a mesma regido do espago de fase de acordo com o
protocolo adotado. Energeticamente, percebeu-se uma energia ligeiramente maior nos sistemas
preparados com lipidios arranjados de maneira randomica. A explicagdo para isso deve-se,
provavelmente, a interagdes estéricas ndo minimizadas geradas pela configuracao randomica dos
lipidios dentro da caixa.

O estudo da influéncia do cation AI>* revelou aspectos bastante instigantes do sistema. Como
notado ainda na se¢do onde estudou-se a influéncia do cation em diferentes configuragdes,
observou-se que o aluminio consegue estruturar o sistema e rigidificar as cadeias mesmo elas
estando numa configuragdo bastante desordenada. Em geral, o cation AIP* provoca uma
rigidificacdo nas cadeias aciladas do Lipidio A com valores de parametros de ordem tipicos de
sistema em fase gel. A presenca de fons AI’* favorece a planaridade das bicamadas lipidicas. O
aluminio apresenta uma estrutura hexacoordenada, bastante hidratado e estruturador da agua e
grupo fosfato. Devido ao seu pequeno tamanho consegue, mesmo hidratado, ter papel estrutural
entre os grupos fosfatos do Lipidio A tanto na primeira quanto na segunda esfera de coordenagao.
Observou-se dois modos de ligagdo do ion com os lipidios e 4gua no sistema semelhante ao

observado em outros trabalhos. O ion Na' tem papel desestruturador nas bicamadas. Isso é o
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reflexo de seu grau de hidratacdo e pouca estruturagdo da agua ao seu redor. Devido ao seu
tamanho, interage pouco com o grupo fosfato e apenas de maneira a induzir um inchago dentro da

membrana num papel quase que oposto ao desempenhado pelo ion AIPY,
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APENDICE A—- TOPOLOGIADOSLIPIDIOSA

Figura 36 — Estrutura do Lipidio A monofosforilado.
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Fonte: A autora, 2019.
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Figura 37 — Estrutura do Lipidio A difosforilado.

Fonte: A autora, 2019.



A.1.2 — Topologia Lipidio A

Tabela 16 — Parametros atoms para o
residuo LE1

[LE1] —[ atoms ]

124

AtomName Type Charge C-Group
C4 CH1 0.23200 0
OP1 OA -0.50700 0
P P 1.34600 0
OP2 OM -0.88400 0
OP3 OM -0.88400 0
OP4 OA -0.73300 0
HP4 H 0.43000 0
C3 CH1 0.16000 1
03 OE -0.36000 1
C31 C 0.58000 1
031 O  -0.38000 1
C32 CH2 0.00000 2
C33 CH1 0.16000 3
033 OE -0.36000 3
C34 C 0.58000 3
C35 CH2 0.00000 4
C36 CH2 0.00000 4
C37 CH2 0.00000 5
C38 CH2 0.00000 5
C39 CH2 0.00000 6
C40 CH2 0.00000 6
C41 CH2 0.00000 7
C42 CH2 0.00000 7
C43 CH2 0.00000 8
C44 CH2 0.00000 8
C45 CH2 0.00000 9
C46 CH2 0.00000 9
C47 CH2 0.00000 10
C48 CH2 0.00000 10
C49 CH2 0.00000 11
C50 CH2 0.00000 11
Cs1 CH2 0.00000 12
C52 CH2 0.00000 12
C53 CH2 0.00000 13
C54 CH2 0.00000 13
C55 CH2 0.00000 14
C56 CH2 0.00000 15

AtomName Type Charge C-Group
C57 CH2 0.00000 15
Cs58 CH3  0.00000 16
C2 CH1 0.23200 17

N N -0.2000 17
HN H  0.31000 17
C C 0.10800 17
oC O -0.4500 17
CA CH2  0.00000 17
CB CH1 0.16000 18
OB OE  -0.3600 18
CBl1 C 0.58000 18
OBl 0] -0.3800 18
CB2 CH2 0.00000 19
CB3 CH2 0.00000 19
CB4 CH3  0.00000 20
CBS5 CH2 0.00000 20
CB6 CH2 0.00000 21
CB7 CH2 0.00000 21
CBS CH2 0.00000 22
CB9 CH2 0.00000 23
CB10 CH2 0.00000 23
CB11 CH2  0.00000 24
CB12 CH2 0.00000 24
CB13 CH2 0.00000 25
CB14 CH2 0.00000 25
CBI5 CH2 0.00000 26
CB16 CH2 0.00000 26
CB17 CH2 0.00000 27
CB18 CH2 0.00000 27
CB19 CH2 0.00000 28
CB20 CH2 0.00000 28
CB21 CH2 0.00000 29
CB22 CH2  0.00000 29
CB23 CH2 0.00000 30
C6 CH2 0.23200 31
06 OA -0.6420 31
HO6 H  0.41000 31
C5 CH1 0.37600 32
05 OA -0.2320 32
Cl1 CH1 0.23200 32
O1 OA  -0.3600 32
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Tabela 17 — Parametros
bonds para o residuo LE1

[LE1]—[ bonds ]

ai a; gb ai aj gb ai aj gb
C4 OPl gb 18 C45  C46  gb 27 CA CB  gb 27
OP1 P gb 28 C46  C47  gb 27 CB OB gb18
OP2 P gb24 C33 (48  gb 27 OB  CBl gb 10

OP3 P gb24 C48  C49  gb 27 CBI OBl gb5
OP4 HP4 gb 1 C49 C50 gb 27 CB1 CB2 gb 23
C4 C3 @b 26 C50  C51  gb 27 CB2 CB3 gb27
C4 C5 @b 26 C51  C52  gb 27 CB3 CB4 gb 27
C3 03 gb 20 C52  C53  gb 27 CB4 CB5 gb 27
03  C31 gb 10 C53  C54  gb 27 CB5 CB6 gb 27
C31 031 gb 5 C55 C56  gb 27 CB6 CB7 gb 27
C31 €32 gb 23 Cs6  C57  gb 27 CB7  CB8  gb 27
C32 C33 @b 27 C57  C58  gb 27 CBS CBY9 gb 27
€33 033 gb I8 C3 C2  gb 26 CB9 CBI0 gb 27
C34 034 gbs C2 Cl  gb 26 CB10 CBI1 gb 27
C34  C35 gb 23 Cé6 06  gb 20 CBIl CBI2 gb 27
C35 €36 gb 27 Co6 C5  gb 26 CB  CBI3 gb 27
C36  C37 gb 27 06 HO6  gb_l CBI3 CBl4 gb 27
C37  C38  gb 27 G5 05 gb 20 CB14 CBI5 gb 27
C38 €39 gb 27 05 Cl  gb20 CBI5 CBI6 gb 27
C39  C40 gb 27 Cl Ol  gb_20 CB16 CB17 gb 27
Ca0  C4l  gb 27 Ol  +C6 gb 20 CB17 CBI8 gb 27
C4l  C42 @b 23 C2 N gb 2l CBIS CBI19 gb 27
C42  C43  gb 27 N HN  gb 2 CB19 CB20 gb 27
C43  C44 @b 27 N C gb_10 CB20 CB21 gb 27
C44  C45  gb 27 C OC  gb5 CB21 CB22 gb 27
C CA gbo CB22 CB23 gb 27



Tabela 18 — Parametros

angles para o residuo LE1

[LE1] —[ angles |
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ai

aj

dk

ga

OP1
OP1
OP1
OP2
OP2
OP3
P
C4
C3
C5
C3
C4
C3
03
03
031
C31
C32
C33
033
033
034
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C41
C42
C43
C44
C45
033

= =~ < v o T

OP4
OP1

C4
C4
C3
03
C31
C31
C31
C32
C33
033
C34
C34
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C41
C42
C43
C44
C45
C46
C33

OP4
OP2
OP3
OP3
OP4
OP4
HP4
P
OP1
OP1
C5
03
C31
031
C32
C32
C33
033
C34
034
C35
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C41
C42
C43
C44
C45
C46
C47
C48

ga 5
ga 14
ga 14
ga 29
ga 14
ga 14
ga 12
ga 26

ga 9

ga 9

ga 8

ga 9
ga 22
ga 31
ga 16
ga 30
ga 15
ga 13
ga 22
ga 31
ga 16
ga 35
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 15
ga 13

ai  aj Qk ga ai aj ak ga
C32 C33 C48 ga 15 C CA CB gal5
C33 C48 C49 ga 15 CA CB OB ga I3
C48 C49 C50 ga 15 CB OB CB1 ga 22
C49 C50 C51 ga 15 OB CBl OBl ga 31
C50 Cs51 C52 ga 15 OBl CB1 CB2 ga 35
C51 C52 C53 ga 15 OB CBl CB2 gal6
C52 C53 C54 ga 15 CBl CB2 CB3 gal5
C53 C54 C55 ga 15 CB2 CB3 CB4 gal5
C54 C55 C56 ga 15 CB3 CB4 CB5 gal5
C55 C56 C57 ga 15 CB4 CB5 CB6 gal5
C56 C57 C58 ga 15 CB5 CB6 CB7 gal5
C4 C3 C2 gag CB6 CB7 CB8 gal5
03 C3 C2 ga9 CB7 CB8 CBY9 ga IS
C3 C2 N gal3 CB8 CB9 CBIl10 ga IS5
c3 C2 Cl gag8 CB9 CB10 CBI11 ga I5
N C2 Cl gal3 CB10 CB11 CBI12 ga I5
06 C6 C5 ga9 CA CB CBI13 ga 15
C6 06 HO6 ga 12 OB CB CB13 ga 13
C4 C5 C6 gag CB CB13 CBl4 ga 15
C4 C5 O5 ga9 CB13 CB14 CBI15 ga IS5
c6 C5 O5 ga9 CB14 CB15 CBIl6 ga 15
C5 05 Cl gal0 CB15 CBl16 CBI17 ga 15
c2 Cl1 O5 ga9 CB16 CB17 CBI18 ga 15
c2 Cl1 05 ga9 CB17 CB18 CBI19 ga 15
o5 Cl1 Ol ga9
Cl O1 +C6 ga 10
Ol C6 +C5 ga9
C N HN ga 32
C2 N C ga 3l
N C OC ga33
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Tabela 19 — Parametros dihedrals para o
residuo LE1

[LE1] — [ dihedrals ]

ai aj ak ai ad ai aj ak ai ad

P OP1 C4 (C3 gd 29 C4 C3 C2 Cl gd 34
C4 OPIL P OP4 gd 19 03 C3 C2 N gd 18
C4 OPI P OP4 gd 22 Cl C2 N C gd 30
OP1I P OP4 HP4 gd 22 C2 N C CA gd 14
OP1 P OP4 HP4 gd 22 N C CA CB gd 40
OPI C4 (C3 O3 gd 18 C CA CB OB gd 34
C5 C4 C3 03 gd17 CA CB OB CB1 gd 29
C5 C4 C3 (C2 g 34 CB OB CB1 CB2 gd 13
OPI C4 C5 C6 gd 17 OB CB1 CB2 CB3 gd 40
C3 C4 C5 OS5 gd17 CB1 CB2 CB3 CB4 gd 34
C2 C3 03 C31 gd 30 CB2 CB3 CB4 CB5 gd 34
C3 03 (C31 C32 gd 13 CB3 CB4 CB5 CB6 gd 34
03 (C31 (C32 (C33 gd 40 CB4 CB5 CB6 CB7 gd 34
C31 C32 (C33 033 gd 34 CB5S CB6 CB7 CB8 gd 34
C32 C33 033 C34 gd 29 CB6 CB7 CB8 CB9 gd 34
C33 033 (C34 (C35 gd 13 CB7 CB8 CBY9 CBI0 gd 34
033 (C34 (C35 C36 gd 40 CB8 CB9 CBl10 CBI1 gd 34
C34 C35 (C36 C37 gd 34 CB9 CBI10 CBI11 CBI12 gd 34
C35 C36 (C37 C(C38 gd 34 CA CB CB13 CB14 gd 34
C36 C37 (C38 C39 gd 34 CB CB13 CB14 CBI15 gd 34
C37 C38 (C39 C40 gd 34 CB13 CB14 CB15 CBIl6 gd 34
C38 C39 C40 C41 gd 34 CB14 CB15 CBl16 CBI17 gd 34
C39 C40 C41 C42 gd 34 CB15 CB16 CB17 CBI8 gd 34
C40 C41 C42 C43 gd 34 CB16 CB17 CB18 CBI19 gd 34
C4l C42 (C43 C44 gd 34 CB17 CB18 CB19 CB20 gd 34
C42 C43 (C44 C45 gd 34 CBI8 CB19 CB20 CB21 gd 34
C43 C44 (C45 C46 gd 34 CB19 CB20 CB21 CB22 gd 34
C44 (C45 C46 C47 gd 34 CB20 CB21 CB22 CB23 gd 34
C32 (C33 (C48 C49 gd 34 C3 C2 Cl (0K gd 17
C33 C48 (C49 C50 gd 34 C3 C2 Cl Ol gd 17
C48 C49 C50 C51 gd 34 N C2 Cl Ol gd 18
C49 C50 C51 C52 gd 34 C5 Cé6 06 HO6 gd 30
C50 C51 (C52 C53 gd 34 06 Cé6 C5 05 gd 5

C51 (C52 (C53 C54 gd 34 06 Cé Cs5 (OK gd 37
C52 C53 (C54 C55 gd 34 C4 Cs 05 Cl gd 29
C53 C54 (C55 C56 gd 34 C5 05 Cl C2 gd 29
C54 (C55 Cs56 C57 gd 34 05 Cl Ol +C6 gd 2

C55 C56 (C57 C58 gd 34 05 Cl 01 +C6 gd 32

C4 C3 C2 N g7 Cl1 Ol +C6 +C5 gd 30
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A.1.3 — Topologia Lipidio A

monofosforilado LE2

Tabela 20 — Parametros atoms para o
residuo LE2
[LE2] —[ atoms ]

AtomName Type  Charge  C-Group AtomName Type  Charge C-Group

C6 CH2 0.23200 0 CBI3 CH2  0.0000 13
C4 CH1  0.23200 CB14 CH2  0.0000 13
04 OA  -0.6420 CB15 CH2  0.0000 14
HO4 H 041000 CB16 CH2  0.0000 14
C3 CH1  0.16000 CB17 CH2  0.00000 15
03 OE  -0.3600 CB18 CH2  0.00000 15
C31 C  0.58000 CB19 CH2  0.00000 16
031 O  -0.3800 CB20 CH2  0.00000 16

CB21 CH2  0.00000 17
CB22 CH2  0.00000 17
CB23 CH3  0.00000 18

C32 CH2  0.00000
C33 CH2  0.23200
OH33 OA -0.6420

HO33 H 041000 Cs CHI  0.37600 19
C34 CH2  0.00000 05 OA  -0.4800 19
C35 CH2  0.00000 Cl CHI  0.33600 19
C36 CH2  0.00000 OPI1 OA  -0.5070 19
C37 CH2  0.00000 P P 1.34600 19
C38 CH2  0.00000 OP2 OM  -0.8840 19
C39 CH2  0.00000 OP3 OM  -0.8840 19
C40 CH2  0.00000 OP4 OA  -0.7330 19

HP4 H 043000 19

C41 CH2  0.00000
C42 CH2  0.00000
C43 CH2  0.00000

O O 0 0 9 I N N i BB B WD~~~ =

C44 CH3  0.00000 10
C2 CH1  0.23200 11
N N -0.2000 11

HN H 0.31000 11
C C 0.10800 11
oC O -0.4500 11
CA CH2  0.00000 11

CBH CH2  0.23200 12
OBH OA -0.6420 12
HBO H 0.41000 12



Tabela 21 — Parametros bonds para o

residuo LE2

[LE2] —[ bonds ]
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ai aj gb
C4 04 gb 20
04 HO4 gb 1
C4 C3 gb 26
C4 Cs5 gb 26
C3 03 gb 20
O3 C31 gb_10
C31 031 gb 5
C31 C32 gb 23
C32 C33 gb 27
C33 OH33 gb_ 18
OH33 HO33 gb 1
C33 C34 gb 27
C34 C35 gb 27
C35 C36 gb 27
C36 C37 gb 27
C37 C38 gb 27
C38 C39 gb_27
C39 C40 gb 27
C40 C41 gb 27
C41 C42 gb 27
C42 C43 gb 27
C43 C44 gb 27
C3 C2 gb 26
C2 Cl gb 26
Cé 01 gb 20
Co6 Cs gb 20
Cl OP1 gb 18
OP1 P gb 28
OP2 P gb 24
OP3 P gb 24
OP4 P gb 28
C2 N gb 21
N HN gb 2
N C gb_10

ai aj gb
C ocC gb 5
CA CBH gb 27
CBH OBH gb 18
OBH HBO gb 1
CBH CB13 gb 27
CBI3 CB14 gb 27
CB14 CBI15 gb 27
CBI15 CBl16 gb 27
CBI16 CB17 gb 27
CB17 CBI18 gb 27
CB18 CB19 gb 27
CBI19 CB20 gb 27
CB20 CB21 gb 27
CB21 CB22 gb 27
CB22 CB23 gb 27



Tabela 22 — Parametros angles para o
residuo LE2

[LE2] — [ angles |
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ai aj ak ga
OPl1 P OP4 ga 5
OP1 P OP2 ga 14
OP1 P OP3 ga 14
OP2 P OP3 ga 29
OP2 P OP4 ga 14
OP3 P OP4 ga 14
P OP4 HP4 ga 12
C1 OP1 P ga 26
C2 C1 OP1 ga 9
05 Cl OP1 ga 9
C3 C4 C5 ga 8
C4 C3 03 ga 9
04 C4 C3 ga 9
04 C4 C5 ga 9
C4 04 HO4 ga 12
C3 03 C31 ga 22
03 C31 031 ga 31
03 C31 C32 ga 16
031 C31 C32 ga 31
C31 C32 C33 ga 15
C32 C33 OH33 ga 13
C33 OH33 HO33 ga 12
C34 C35 C36 ga 15
C35 C36 C37 ga 15
C36 C37 C38 ga 15
C37 C38 C39 ga 15
C38 C39 C40 ga 15
C39 C40 C41 ga 15
C40 C41 C42 ga 15
C41 C42 C43 ga 15
C42 C43 C44 ga 15
C4 C3 C2 ga 8
03 C3 C2 ga 8
C3 C2 N ga 13

ai aj Ak ga
C3 C2 C1 ga 8
N C2 C1 ga 13
Ol Cé6 Cs5 ga 9
Cé6 Ol C1 ga 10
C4 C5 Cé6 ga 8
C4 C5 05 ga 9
Cé6 Cs5 05 ga 9
C5 (0K Cl ga 10
C2 C1 05 ga 9
C2 Cl OP1 ga 9
05 Cl OPl1 ga 9
C N HN ga 32
C2 N C ga 31
N C oC ga 33
C2 N HN ga 18
N C CA ga 19
ocC C CA ga 30
C CA CBH ga 15
CA CBH OBH ga 13
CBH OBH HBO ga 12
CA CBH CB13 ga 15
OBH CBH CB13 ga 13
CBH CB13 CB14 ga 15
CB13 CB14 CB15 ga 15
CB14 CBI5 CBl16 ga 15
CB15 CB16 CB17 ga 15
CBl16 CB17 CB18 ga 15
CB17 CBI8 CBI19 ga 15
CBI18 CB19 CB20 ga 15
CB19 CB20 CB21 ga 15
CB20 CB21 CB22 ga 15
CB21 CB22 CB23 ga 15



Tabela 23 — Parametros dihedrals para o
residuo LE2

[LE2] — [ dihedrals]
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ai aj ak ai gad
C1 OP1 P OP4 gd 19
C1 OP1 P OP4 gd 22
OP1 P OP4 HP4 gd 22
OP1 P OP4 HP4 gd 19
05 C1 OP1 P gd 6
05 C1 OP1 P gd 28
C5 C4 C3 03 gd 17
Cs5 C4 C3 C2 gd 34
04 C4 Cs5 C6 gd 17
C3 C4 04 HO4 gd 30
C3 C4 C5 05 gd 17
03 C3 C4 04 gd 18
C2 C3 C4 04 gd 17
C2 C3 03 C31 gd 30
C3 03 C31 C32 gd 13
03 C31 C32 C33 gd 40
C31 C32 C33 C34 gd 34
C32 C33 OH33 HO33 gd 30
C32 C33 C34 C35 gd 34
C33 C34 C35 C36 gd 34
C34 C35 C36 C37 gd 34
C35 C36 C37 C38 gd 34
C36 C37 C38 C39 gd 34
C37 C38 C39 C40 gd 34
C38 C39 C40 C41 gd 34
C41 C42 C43 C44 gd 34
Cc4 C3 C2 N gd 17
C4 C3 C2 Cl gd 34
03 C3 C2 N gd 18
03 C3 C2 C1 gd 17
C1 C2 N C gd 30
C2 N C CA gd 14
N C CA CBH gd 40

C CA CBH OBH gd 34

ai aj ak ai gd
CA CBH OBH HBO gd 30
CA CBH CBI3 CBl14 gd 34
CBH CB13 CBl14 CBI15 gd 34
CB13 CB14 CBI15 CBl16 gd 34
CB14 CB15 CBl16 CB17 gd 34
CB15 CB16 CB17 CBI8 gd 34
CB16 CB17 CBI8 CBI19 gd 34
CB17 CB18 CBI19 CB20 gd 34
CB18 CB19 CB20 CB21 gd 34
CB19 CB20 CB21 CB22 gd 34
CB20 CB21 CB22 CB23 gd 34
C3 C2 C1 05 gd 17
C3 C2 C1 OP1 gd 17
N C2 Cl OP1 gd 18
Ol C6 C5 05 gd 5
o1 C6 C5 05 gd 37
C4 Cs5 05 C1 gd 29
C5 05 Cl1 C2 gd 29
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APENDICE B- ADICIONANDOO CATION AL3 AO CAMPO DE FORCA

Para adicionar um novo residuo em um campo de forga ja existente no software GROMACS,
existem alguns arquivos que ¢ preciso modificar. No manual do GROMACS2016v.4 (APOL et al,
2016), utilizado neste trabalho, ha uma explicacdo detalhada sobre os arquivos e descricdo do
formato necessario. Neste apéndice € relato apenas os calculos realizados para a introducao do ion
nos arquivos de ffnonbonded.itp. Neste arquivo temos os parametros nao-ligados dos residuos. Os
pardmetros ndo-ligados consistem nos pardmetros de van der Waals C® e C!2, discutidos na se¢do
2-3. Inicialmente é necessario realizar o calculo dos parimetros C% e C!? para o cation AP que
depende daregra de combinagdo utilizada. Os parametros retirados da ref(FARO; THIM; SKAF,
2010) para o aluminio sdo os valores de g(pogo potencial) = 0,9053 kJ.mol! e o(distancia
interatdmica) = 0,14472nm.

A regra de combinacdo utilizada foi: C% = 4e0® [kJ.mol!.nm®] e C'? = 4ec'? [kJ.mol!.nm'?]
Assim, para o aluminio, C%=3,2678¢ kJ.mol'!.nm°® e C’? = 3,05629¢-10 kJ.mol-'.nm!?

Para calcular o valor dos pardmetros C® e C!? entre o 4tomo i e o atomo ; ¢ utilizado a regra de
combinagdo: Cy¢ = (C5.C/%)!? e Cyj'? = (Ci!2.Ci12)!2

Na tabela 24 encontramos os valores de C° e C!? calculados entre o AI** e os atomos relevante
neste estudo.

Tabela 24 — Valores de C®e C!12 calculados entre o AP e os Atomos relevantes neste estudo.

‘ J C C’
INER 0 0,0002718752 1,748225¢8
AB* OM 0,0002718752 1,505396¢8
APBT OA 0,0002718752 2,145071e®
INER OE 0,0002718752 1,923047¢
AB* C 0,0002765627 3,884555¢8
ABT N 0,0002821648 2,662546¢8
AP CHI 0,0004453128 1,722001e7
AP CH2 0,0000494017 1,018865¢7
AB* CH3 0.0005604996 9,024336¢™
AB* H 0 0

AB* P 0,0006939791 8,235887¢

Fonte: A autora, 2019.
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APENDICE C - ARQUIVOS .MDP

Abaixo segue o arquivo .mdp para simulacdo de bicamada de Lipidio A a 300K para a etapa de

equilibragdo em NpT no protocolo pl.

integrador =md ;MD integrator
dt =0.002

nsteps =50000 ; 10 ns
nstxout =1000

nstvout =1000

nstlog =1000
nstenergy =1000
nstxtcout =1000
comm-mode = Linear
nstcomm =1
nstcalcenergy =1

comm-grps = Ipa solv ion
xtc_grps = Ipa solv ion
energygrps = Ipa solv ion
nstlist =5

nstcalclr =1

rlist =14
coulombtype = Reaction-Field
epsilon_rf =66.0

ns_type = grid
rcoulomb =14
cutoff-scheme = Verlet

rvdw =14

pbc =Xyz

tcoupl = berendsen
tc-grps = Ipa solv ion
tau_t =040404
ref t =300 300 300
Pcoupl = semi-isotropic
tau p =04
compressibility =4.5e-5 4.5e-5
ref p =1.01.0
gen_vel =yes
continuation =no

gen_temp =10

gen_seed = 178296
constraint_algorithm = lincs
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Abaixo segue o arquivo .mdp para simulagdo de bicamada de Lipidio A a 300K para a etapa de

equilibragdo em NVT (esquerda) e NpT (direita) para o protocolo p2.

integrador =md ; MD integrator integrador =md ;MD integrator
dt =0.002 dt =0.002
nsteps = 50000 ; 100 ps nsteps =50000 ; 10 ns
nstxout =100 nstxout = 1000
nstvout =100 nstvout =1000
nstlog =100 nstlog = 1000
nstenergy =100 nstenergy =1000
nstxtcout =100 nstxtcout =1000
comm-mode = Linear comm-mode = Linear
nstcomm =1 nstcomm =1
nstcalcenergy =1 nstcalcenergy =1
comm-grps = Ipa solv ion comm-grps = Ipa solv ion
Xtc_grps = Ipa solv ion xtc_grps = Ipa solv ion
energygrps = Ipa solv ion energygrps = Ipa solv ion
nstlist =5 nstlist =5
nstcalclr =1 nstealelr =1
rlist =14 rlist =14
coulombtype = Reaction-Field coulombtype = Reaction-Field
epsilon_rf = 66_-0 epsilon_rf =66.0
ns_type = grid ns_type = grid
rcoulomb =14 rcoulomb =14
cutoff-scheme = Verlet cutoff-scheme = Verlet
rvdw =1.4 rvdw =14
pbc = XyZ pbc = Xyz
tcoupl = berendsen tcoupl = berendsen
tc-grps = Ipa solv ion tc-grps = Ipa solv ion
tau t =040404 tau t =040404
ref t =300 300 300 ref t =300 300 300
Pcoupl = 1no Pcoupl = semi-isotropic
gen_vel =yes tau p =04
gen_temp =10 compressibility =4.5e-5 4.5¢-5
gen_seed = 178296 ref p =1.01.0
constraint algorithm = lincs gen vel =10
continuation =yes
gen_temp =300
gen_seed = 178296

constraint_algorithm = lincs
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Abaixo segue o arquivo .mdp para a etapa de produgdo das bicamadas de Lipidio A a 300K

utilizando o TELA Reaction Field (esquerda) ou Particle Mesh Ewald (direita).

integrador
dt

nsteps
nstxout
nstvout
nstlog
nstenergy
nstxtcout
comm-mode
nstcomm
nstcalcenergy
comm-grps
Xtc_grps

energygrps
nstlist

nstcalclr

rlist
coulombtype
epsilon_rf
ns type
rcoulomb

rvdw
pbc
tcoupl
tc-grps
tau t
ref t
Pcoupl
tau p

ref p
continuation

gen_temp
gen seed
constraint

cutoff-scheme

compressibility

=md
=0.002
= 100000000 ; 200 ns
=1000

=1000

= 1000

=1000

=1000

= Linear

=1

=1

= Ipa solv ion

= System

= Ipa solv ion

=5

=1

=14

= Reaction-Field
=66.0

= grid

=14

= Verlet

=14

=Xyz

= berendsen

= Ipa solv ion
=040404

=300 300 300

= semi-isotropic
=1.0

; MD integrator

=4.5e-5 4.5¢-5

=1.01.0
=yes
=300

= 178296
= h-bonds

integrador
dt

nsteps
nstxout
nstvout
nstlog
nstenergy
nstxtcout
comm-mode
nstcomm
nstcalcenergy
comm-grps
xtc_grps

energygrps
nstlist

nstcalclr
cutoff-scheme
rlist
coulombtype
ns_type
rcoulomb
rvdw
fourierspacing
pme_order
ewald rtol
optimize fft
pbc

tcoupl

tc-grps

tau t

ref t

Pcoupl

tau p

compressibility

ref p
continuation

gen_temp
gen seed
constraint

=md
=0.002
= 100000000 ; 200 ns
= 1000

= 1000

= 1000

= 1000

= 1000

= Linear

=1

=1

= Ipa solv ion

= System

= Ipa solv ion

; MD integrator

=0.16

=4

=le-5

=yes

=Xyz

= berendsen

= Ipa solv ion
=040404
=300 300 300
= semi-isotropic
=1.0

=4.5e-5 4.5¢-5

=1.01.0
=yes
=300

= 178296
= h-bonds




136

APENDICE D - ANALISES REACTION FIELD X PARTICLE MESH EWALD

Na Figura 38 sdo observadas as configuracdes finais para os sistemas simulados (Al-p2, AICI3-
p2, NaCl-p2) utilizando reaction field (a esquerda) e particle mesh Ewald (a direita).
Figura 38 — Conformacio final das bicamadas de Lipidio A difosforilado simuladas. Na

sequéncia estdo A) Bicamadas sem concentrac¢ao salina, (Al-p2gr e Al-p2pmg), B) com 150mM
de AICI; (AICI3-p2gr e AICL3-p2pmE) € C) com 150mM de NaCl, (NaCl-p2rr e NaCl-p2ppE).
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Fonte: A autora, 2019.
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Na Figura 39 estdo apresentados os parametros de ordem das cadeias aciladas snl, sn2, sn3 e sn4 dos Lipidios A mono- e difosforilado

Figura 39 — Parametro de ordem para os atomos das cadeias aciladas do Lipidio A em cada simulacio comparando os
diferentes tratamentos eletrostiticos de longo alcance. As analises foram realizadas para os ultimos 100 ns de trajetoria.
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Nas Figuras 40 e 41 estdo apresentadas as analises de fun¢do de distribuicao radial. Os grupos selecionados para as analises foram:
cation (AP ou Na*)-oxigénio das moléculas de dgua e cation(Al** ou Na*)-oxigénio dos grupos fosfatos(OP2, OP3 e OP4).
Figura 40 — Funcao de distribuicdo radial g(r) para os sistemas indicados. As linhas grossas indicam os sistemas simulados

utilizando reaction field e as linhas tracejadas o uso de particle mesh Ewald como tratamento eletrostatico de longo alcance. A
analise foi realizada para os ultimos 100 ns de simulacio.
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Figura 41 — Funcio de distribuicao radial g(r) para os sistemas indicados. As linhas grossas indicam os sistemas utilizando
reaction field e as linhas tracejadas o uso de particle mesh Ewald. A analise foi realizada para os ultimos 100 ns de simulac¢io.
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Na Figura 42 estao os perfis de densidade de alguns grupos quimicos da estrutura do Lipidio A. Os grupos: atomos de oxigénio das

moléculas de dgua, atomos de fosforo do grupo fosfato, os grupos metilenos das cadeias aciladas dos Lipidios A € os ions AI’*, Na*e Cl

Figura 42 — Perfis de densidades parciais (nm-3) ao longo do eixo z para os grupos quimicos selecionados. As linhas grossas

indicam os sistemas utilizando reaction field e as linhas tracejadas o uso de particle mesh Ewald.
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APENDICE E - FUNCOES DE DISTRIBUICAO RADIAL (SECAO5.3)

Na Figura 43 estdo apresentados os graficos de fun¢do de distribui¢do radial.

Figura 43 — Fung¢io de distribuicio radial g(r) dos para os grupos: (AI3* ou Na*) — Cl- e CI- —

Owm20) paraos sistemas: mph-AlCl;, mph-NaCl, dph-AICl; e dph-NaCl. E na tabela esta

apresentado os NC para o grupo CI'— On20).
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Tabela 25 — Nimero de coordenacio (NC) para a interacio entre os ions cloretos (CI) e os
oxigénios das moléculas de agua (Om20)) para os sistemas descritos.

Sistemas mph-AICl; mph-NaCl dph-AICl; dph-NaCl

NC 6.1 6.0 6.1 6.1

Fonte: A autora, 2019.
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APENDICE F- Q-R CODES

Neste apéndice encontram-se os Q-r Codes para serem visualizados os videos da trajetéria dos
sistemas descritos abaixos. Os videos sdao do tempo t=0 ns até t=200 ns, que foi o tempo de
simulacdo necessario para que estes sistemas convergissem. Por gentileza, instale o app QRCode

Reader e leia os seguintes codigos com o seu smartphone. A senha de acesso ¢: biomat2019.

mph-F_A mph-F_F mph-rand
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