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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidas cinco simula¢Bes: Moricina no vacuo; moricina
em meio fisioldgico (agua e ions); membrana em meio fisioldgico; 1 moricina e 6 moricinas
no interior da membrana. O objetivo é avaliar as interagdes antibidtico — membrana. Para esse
estudo foi escolhido um peptideo catibnico com atividade bactericida ja constatada. A
membrana adotada é baseada na composic¢ao da membrana celular da bactéria E. Coli.

A metodologia utilizada foi a Dindmica Molecular. Os sistemas foram construidos
com o software VMD e os calculos foram desenvolvidos com o software NAMD2. O Campo
de Forca para os lipidios, os ions e a moricina foi 0o CHARMMZ27 e o0 modelo para agua foi
TIP3P. O ensemble adotado foi o NpT, com uma pressdo de 1 atm e temperatura de 310 K,
por ser 0 mais coerente com o sistema fisioldgico.

A moricina é um peptideo a-hélice e por isso 0 modelo de atuacdo aplicado foi barrel
stave. Em presenca do peptideo se observou a perturbacdo da estrutura da membrana, 0 que
valida a metodologia. No sistema contendo 6 moricinas o poro formado possibilitou o
escoamento de agua e ions através da bicamada lipidica, desfazendo o gradiente de

concentracdes essencial a manutencao da célula bacteriana.
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ABSTRACT

In the present dissertation, five systems have been treated by molecular dynamics
computer simulations: isolated moricine, moricine in physiological solution, membrane in
physiological solution, a single moricine molecule inserted into the membrane, and an ion
channel consisted of six moricine molecules inserted into the membrane. The moricine
molecule represents a cationic peptide with known antibiotic activity. The membrane model
was chosen to mimic the composition of the celular membrane of E.Coli.

Our studies were directed towards the interaction between the antibiotic moricine and
the membrane. All the systems were constructed using the VMD software. The simulations
have been performed with the NAMD?2 package adopting the CHARMM27 force field to the
lipides, ions, and the moricine molecule. Water was described by the TIP3P model. The
simulations were carried out within the NpT ensemble corresponding to physiological
conditions (pressure of 1 atm and a temperature of 310 K).

Moricine is a peptide with alpha-helix treated as a barrel stave. The adopted
methodology demonstrated a perturbation of the membrane's structure in the presence of the
peptide. The system containing six moricine molecules forming a pore within the membrane
exhibited a flux of water molecules and ions passing the membrane indicating the antibiotic

activity of moricine.
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1. INTRODUCAO

O estudo de membranas biol6gicas € muito importante para o plangamento e
desenvolvimento de farmacos. Os principais componentes de uma membrana séo lipidios,
colesterol e proteinas de membrana.l ¥ A biodisponibilidade dos principios ativos de muitos
medicamentos depende da sua solubilidade em membranas. O mecanismo de acéo de vérias
anestesias, apesar de ndo estar bem caracterizado, envolve sua distribuicdo na membrana!
Estimase que mais de 70% dos farmacos disponiveis atuem através de proteinas de
membrana.”

A toxicidade de um antibidtico para um organismo animal diminui a medida que o
farmaco se torna capaz de um ataque seletivo, direcionado as células procariontes. Ou sgja,
ele deve ter a menor afinidade possivel por células eucariontes e a maxima afinidade com
células procariontes.

As células procariontes (bactérias) e eucariontes (animais e vegetais) apresentam uma
membrana plasmética de composicdo fosfolipidica. Células bacterianas sGo mais simples e
menores que as eucarioticas, pois ndo apresentam nucleo e o contelido genético € bem menos
complexo. Essas células também se diferenciam quanto & composicdo da membrana!® O
estudo das interagdes entre farmaco e membrana é de grande relevancia no desenvolvimento
dos medicamentos e na el ucidagdo do mecanismo de ac&o destes.

Bactérias sd0 seres unicelulares com uma membrana composta por fosfolipidios e
proteinas associadas, envoltas por uma parede celular composta por polissacarideos e
peptideos. Como a parede celular é facilmente transposta, o isolamento efetivo da célula com
relacdo ao meio se deve a membrana.

As paredes celulares rigidas conferem as formas caracteristicas das bactérias, e Ihes
permitem viver em ambientes hipoténicos. Nesses meios a concentragcdo de sais € menor que
a intracelular, isso causaria um inchasso osmotico até que suas membranas plasméticas se
rompessem. As paredes celulares bacterianas sdo de consideravel relevancia médica, pois sdo
responsaveis pela viruléncia das bactérias. Os sintomas de muitas doencas bacterianas podem
ser obtidos pela injegdo da parede celular em animais, pois 0s antigenos caracteristicos de
bactérias sdo componentes de suas paredes celulares. A injecéo de preparaces da parede

celular bacteriana em animais pode desenvolver imunidade contra infecgdes desse agente.?



As bactérias sdo classificadas como Gram-positivas (por exemplo, a Saphylococcus.
Aureus) ou Gram-negativas (por exemplo, a Escherichia Coli) dependendo de serem coradas
ou ndo pelo corante de Gram. Esse procedimento foi desenvolvido em 1884 por Crystian
Gram, e consiste em tratar sucessivamente com corante cristal de violeta e iodo células
fixadas pelo calor e, em seguida, descoré-las com etanol e acetona.l?

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular com aproximadamente 250A
de espessura envolvendo sua membrana plasmatica. As bactérias Gram-negativas possuem
uma parede celular fina, de aproximadamente 30A de espessura, coberta por uma membrana
externa complexa. Essa membrana externa entre outras fungdes, atua como uma barreira
efetiva a permeabilidade e na exclusdo de substancias téxicas a bactéria, como o corante de
Gram. Devido a essa estrutura, as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes a antibi6ticos
que as Gram-positivas.'?

Para um antibidtico atingir indices de seletividade satisfatorios, suas interagdes com as
membranas celulares devem ser observadas. Um dos fatores que impulsiona a pesquisa e o
desenvolvimento destes farmacos € a capacidade de adaptacdo dos microorganismos. Apos
algum tempo de exposicdo da bactéria, a eficacia do antibidtico € gradativamente reduzida.

A primeira familia de antibi6ticos surgiu com a penicilina, descoberta acidentalmente
em 1928, por Alexander Fleming. Foi utilizada na 22 Guerra Mundial, embora na época néo
fosse conhecido em detalhes 0 seu mecanismo de acdo. Hoje, em decorréncia das
modificacOes sofridas pel os microorganismos, seu potencial bactericida € muito inferior.

Uma classe de antibi6ticos que vem sendo estudada é dos PCAs (peptideos catibnicos
antibiéticos)!®, e embora haja informacBes experimentais abundantes acerca destes, os
mecanismos de acdo ainda ndo estdo completamente elucidados!” Independente do
mecanismo especifico de atuacdo, a interacdo desses peptideos com membranas € crucial para
a atividade antimicrobial.'’¥ O presente trabalho é voltado a estes peptideos, que interagem
com amembrana celular perturbando o equilibrio vital para a bactéria.

O uso de PCAs pode ser vantajoso por varios aspectos, alguns dos quais seguem
relacionados abaixo: S0 eficazes contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e, em
alguns casos, penetram a membrana externa bacteriana para sensibilizar a célula ao atague de
outros antibidticos. Muitos apresentam toxicidade seletiva contra células eucaridticas e
procaridticas devido a afinidade el etrostatica com membranas bacterianas. Por interagirem e
desestabilizarem a membrana, sua agdo € mais répida que a dos antibiéticos que apenas
inibem a divisdo celular e o crescimento da colénia. N&o induzem a formac&o de organismos

resistentes, pois as bactérias teriam que modificar a estrutura de suas membranas para se



tornarem resistentes a eles, 0 que teria consequéncias na permeabilidade e as tornaria
vulneraveis ao atague de outros tipos de antibiético.

Neste estudo temos por objetivo entender as interacbes de um peptideo antibidtico
com uma membrana bacteriana. Adotamos a composicdo da membrana da Escherichia Coli
(E. Coli) como modelo, esta bactéria é bastante utilizada por pesquisadores e sua estrutura €
bem conhecida. ¥ A membrana pode ser satisfatoriamente representada por uma bicamada
lipidica, neste caso formada 75% POPE (palmitoil-oleil-fosfatidil-etanolamina) e 25% POPG
(pamitoil-oleil-fosfatidil-glicerol).[*% 1

Os insetos ndo possuem um sistema imune baseado em relagdes antigeno-anticorpo
como os vertebrados, mas tém defesas eficazes contra infec¢des bacterianas. A moricina € um

(35 £ ym antibidtico da

peptideo de 42 residuos, com atividade bactericida constatada.
classe PCA sintetizada pelo bicho-da-seda em resposta ao contato com bactérias como a E.
Coli ou componentes da parede celular destas!*¥ Outros peptideos com estrutura priméria
semelhante foram descobertos e integram a familia da moricina!® Esse tipo de antibiético
atua na membrana bacteriana e em decorréncia da estrutura secundéria a-hélice deve se
posicionar no interior da membrana.

O estudo computaciona das interagdes da moricina com a membrana bacteriana pode
audar a entender as causas da atividade bactericida. Dados experimentais continuam sendo
usados para validar resultados computacionais, mas muitas informagOes obtidas nas
simulagdes, como as que dizem respeito a0 comportamento do sistema a nivel microscdpico,
sd0 inatingiveis pelos métodos empiricos convencionais e vice-versa.

Os testes empiricos sd0 essenciais na pesguisa de novos farmacos principalmente nas
etapas finais do plangamento, a tendéncia atua € combinar métodos computacionais e
experimentais para investigar as propriedades do composto em questdo. Com 0s modelos
adequados é possivel antecipar o comportamento de uma molécula como resultado de suas
interagcOes com diferentes meios.

Das metodologias computacionais que podem ser utilizadas no estudo e
desenvolvimento de novos farmacos, optamos por simulagdes de Dindmica Molecular (DM).
Sistemas biolégicos envolvem um grande nimero de domos (da ordem de 10%, e um
tratamento quantico até o momento € invidvel. Uma alternativa € a utilizagdo de métodos
hibridos.

Uma das limitagbes das simulagbes de DM é o intervalo de tempo que pode ser
observado, atualmente na ordem de 10”7 segundos. Muitos processos, como a penetracéo de

uma proteina na membrana, ainda ndo podem ser estudados por DM “pura”’. Nesse caso pode-



se optar por dindmica forcada (SMID — Steered Molecular Dynamics), “empurrando” a
protefna para o interior da membrana e monitorando as energias a cada passo.[*¢7

O objetivo desse estudo é observar os efeitos do peptideo quando inserido na
membrana bacteriana. Para isso s&0 comparados os sistemas com a moricina dentro e fora da
bicamada, bem como a membrana com e sem peptideo. Com essas andlises seréo avaliadas as
ateragBes provocadas na bicamada e as interagBes farmaco — membrana, esses dados podem
ser Uteis na elucidacdo de mecanismos da acdo bactericida de antibidticos da familia da
moricina. Nos sistemas em que h& peptideo e membrana, a configuracdo inicia das

simulacfes aqui desenvolvidas contém a moricinainserida na membrana.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A partir da década de 90, com a significativa evolugdo na capacidade de
processamento dos computadores abriu-se um novo campo nas simulagdes de Dindmica
Molecular. Tornou-se viavel a redlizacdo de estudos de membranas biolOgicas e suas
interagcOes com diferentes moléculas, tais como proteinas.

Na maioria dos casos, uma membrana sintetizada para fins experimentais é formada
apenas por lipidios, na forma de uma bicamada lipidica. Um lipidio é composto de duas
cadeias aliféticas, que podem ser saturadas ou insaturadas, e uma “cabeca polar” ligadas aum
glicerol .13 Cada cadeia se liga a um carbono do glicerol, a cabeca polar consiste num grupo
polar conectado ao terceiro carbono do glicerol através de um fosfato, constituindo assim um
glicero-fosfolipidio.

As cadeias difaticas se ligam ao glicerol por uma reagéo de esterificacdo — entre acido
graxo e dcool. Fosfolipidios sdo anfifilicos, com um segmento solivel em &gua ou
hidrofilico, e outro hidrofébico. Essa caracteristica é fundamental para a formagdo de
membranas. A parte hidrofébica fica orientada para o interior da bicamada e consiste de
cadeias alifaticas.

A parte hidrofilica consiste de uma cabeca polar. Na Figura 2.1. sGo exibidos os
componentes das cabecas polares de POPE e POPG, com a distribui¢éo de cargas que torna o
primeiro zwiteridnico, e o segundo anidnico. Também nesta figura aparecem os &cidos
carboxilicos Palmitico (C16) e Oléico (C18), que se ligam ao glicerol (reagcdo de
esterificagdo) na composicéo das cadeias hidrofébicas. A Figura 2.2. mostra as estruturas
completas de POPE e POPG. O unico fosfolipidio que ndo tem as cadeias dliféticas
conectadas por um glicerol € a esfingomielina, todos os demais sdo glicero-fosfolipidios.

Os fosfolipidios sdo classificados conforme a carga da cabega polar: sdo anionicos se
0S grupos polares apresentam carga resultante negativa, ou zwitteridnicos se a carga resultante
€ nula As membranas procaridticas sdo0 compostas por fosfolipidios anidnicos e
zwitteriénicos, o que confere a ela carga fina negativa e carater aniénico. As membranas
eucarioticas sdo compostas por fosfolipidios zwitterionicos, com carga resultante nula que lhe
confere caréter neutro. Estas informages podem e devem ser aplicadas no desenvolvimento

de agentes bactericidas mais seletivos.
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A formagdo de membranas é regida pelas interacOes favoraveis entre lipidios e
desfavoraveis dos lipidios com o meio aguoso. Interacdes hidrofdbicas permitem aglomeracéo
de lipidios, que orientam as cabegas polares na direcdo das moléculas de &gua e as caudas
hidrofbicas para o interior da membrana.

Segundo o modelo do Mosaico Fluido,!¥ os fosfolipidios na membrana apresentam
difusdo lateral e flip-flop. No primeiro caso, os lipidios se movem ao longo de uma l[amina da
bicamada, sem que a cabeca polar penetre na parte hidrofobica. No segundo, a cabeca polar
atravessa a porcdo hidrofobica, e o fosfolipidio passa de uma |&mina para a outra, um
processo muito mais raro e mais lento que a difuséo lateral. Este Ultimo processo € mediado
pela Flipase (enzima).

Os movimentos lentos dos d&tomos das cabegas polares dos lipidios fazem com que sua
contribuicdo para o potencial de dipolo varie lentamente. No entanto, a reorganizagéo rapida
das moléculas de agua em torno dos grupos polares compensa tais oscilagdes do potencial,
mantendo-o praticamente constante,!*°/11824]

Com relacdo afluidez da membrana, abaixo datemperatura de transicdo de fase (Trm) a
membrana esta numa fase gel (Lg), mais compactada e com mobilidade restrita. As interagoes
hidrofdbicas sdo enfraguecidas com o aquecimento do sistema, e a mobilidade aumenta. A
partir da temperatura de transicao de fase a membrana passa a fase liquido-cristalina (L,)."”
Para membranas compostas somente por POPE ou POPG, as temperaturas de transicdo de
fase s30 299.1 K e 269 K, respectivamente.[*%2123]

As cadeias hidrofobicas também tém influéncia na fluidez: cadeias curtas tém maior
mobilidade e a presenca de insaturagdes — quase todas as duplas tém configuracdo cis —
provoca dobras na cadeia que impedem um empacotamento dos fosfolipidios e aumentam a
fluidez.!¥ As terminacdes das caudas hidrofébicas se encontram na regido central da
bicamada, por estarem livres tém maior mobilidade e conferem maior fluidez a esse ponto da
membrana.

A extremidade da cadeia hidrof 6bica que se liga & cabega polar tem menor mobilidade.
A rigidez da membrana naregi&o das cabegas polares pode ser atribuida as interactes cabeca-
cabeca e cabega-fon, uma vez que podem se coordenar aos cétions presentes na interface. 2!

A interagdo de cations, principalmente os divalentes, com membranas bioldgicas é
relevante para a estrutura, dindmica, estabilidade e fusdo da membrana, do transporte de
pequenas mol éculas através dela e da inser¢éo de proteinas. Além disso, os ions calcio estéo
relacionados a transmisséo de impulsos neurais. A interacéo dos ions sodio com a membrana

é mais lenta, mas também é efetiva®® As interagdes dos cétions com os lipidios também s&o



presumidas como o principa elemento diretor da agregacdo e fusdo de lipidios em vesiculas.
Embora se verifique a desidratagdo parcia dos cations que blindam a bicamada lipidica, as
interaces dos grupos polares com as moléculas de gua néo sio afetadas.!*®

A interacdo dos ions sddio com as cabegas polares da membrana neutra DPPC é mais
forte que dos ions cloreto. Em funcéo dessa interacdo o nimero de moléculas de &gua que
solvatam o cétion é reduzido, ocorre uma desidratagéo parcial dos ions sodio coordenados as
cabecas polares dos lipidios® A penetracdo dos fons sédio na membrana pode ser
acompanhada a medida que diminui o nimero de moléculas de dgua coordenadas ao cétion e
aumenta 0 nimero de aomos oxigénio do éster dos lipidios coordenados ao sbodio. A
membrana hidratada, em presenca de NaCl 0,15M n&o apresentou alteracdo na area por
lipidio, mas houve um discreto acréscimo no parametro de ordem dos primeiros carbonos da
cadeia alifética, como resultado da coordenacéo dos fons sodio, préximos a essa regizo.*”

A idéia de como as membranas se organizam esta mudando atualmente, as bicamadas
lipidicas ndo estdo mais sendo entendidas como um fluido homogéneo. Em membranas mistas
pode haver a formag@o de aglomerados lipidicos duradouros ou ndo, que segregam
componentes das membranas e as compartimentalizam.!*® Esses aglomerados séo chamados
dominios, e sua existéncia daria origem a regides com caracteristicas distintas,'*!

A grande diversidade de lipidios existentes é justificada pela quantidade de functes
que estes desempenham: como base molecular de vérios processos cataliticos, pela barreira
seletiva que impdem a permeabilidade de moléculas em células e organelas; como doadores
na sintese de macromoléculas; por influenciarem vérias funcdes e processos relacionados as
membranas,... %

A hipétese da formagdo de dominios é baseada no comportamento de misturas
lipidicas em lipossomas ou membranas-modelo. A relevancia dos dominios esta nas
interacOes intermol eculares diferenciadas, como resultado das diferentes concentragoes locais
dos componentes da membrana!®” As alteracdes nas concentracdes locais podem controlar a
permeabilidade e a estabilidade da membrana.l*”

As interagdes Coulombicas entre as cabegas polares de lipidios carregados podem
acarretar reducéo da area por lipidio se comparada a membranas ndo carregadas. Em fungéo
disso podem ocorrer alteracdes no parametro de ordem, na distribuicdo dos aomos ao redor
do fosfolipidio e no coeficiente de difusdo. A penetracdo de moléculas de &gua verificada na
interface com a membrana carregada foi menor. As interagdes cabeca-cabega sdo mais fortes

e as interacdes das cabegas polares com as mol éculas de 4gua podem ser mais fracas.!*!



A partir de smulagdes de uma bicamada lipidica POPE 3:1 POPG constatou-se que a
interacdo mais forte se da entre as cabegas polares PE-PG, com formacdo de ligacOes de
hidrogénio onde o principal doador € PE. Ocorrem ainda ligacbes entre PE-PE, e mais

raramente entre PG-PG 19134

As propriedades das bicamadas formadas apenas por POPE ou
POPG sdo diferentes. A area superficial de POPG é maior e a altura da bicamada menor, além
disso, as cadeias aliféticas tém maior ordenamento. Provavelmente em fungo da interacdo
mais fraca entre as cabegas polares e da area superficia maior, 0 empacotamento para POPG
é menor.1*%

Com relacdo aos parametros aplicados nas simulagbes de membranas, ha algumas
divergéncias quanto ao uso de &rea constante e tensdo superficial. Em 1996, Tieleman e
Berendsen entenderam que néo havia diferenga significativa quanto ao uso ou ndo de tenséo
superficial constante em simulagdes de membranas.*® Em sua tese de doutorado, defendida
em 1998, Tieleman reconsiderou argumentando que agquela conclusdo estava em desacordo
com resultados experimentais.!*® Feller e Pastor, em 1999, apresentaram simulagdes de DM
de uma bicamada de DPPC e mostraram que as areas por lipidio e a compressibilidade da
membrana s80 sensiveis a0 uso de tensdo superficial (y) constante. Os resultados mostraram
maior dependéncia com os valores aplicados para area por lipidio ou y do que com o tipo de
ensemble (NpAT ou NpyT).*

O uso de dados experimentais para area por lipidio ou tensdo superficial depende da
aplicacdo de condigdes semelhantes as da determinacdo. No caso de membranas mistas,
compostas por mais de um tipo de lipidio ou com inser¢do de peptideos ou proteinas, dados
experimentais obtidos para membranas puras ndo sdo confidveis. A adicéo de peptideo na
bicamada lipidica inviabiliza 0 uso de &ea constante na simulacdo por fata de dados
experimentais apropriados e se faz necessério rodar a simulagéo sob pressdo constante.!*

Segundo Forrest e Sansom, uma bicamada lipidica de DPPC em fase gel Lg simulada
no ensemble NpyT ndo é sensivel aos valores dey. Ja para a fase liquido-cristalina L, a &rea
por lipidio e o parémetro de ordem apresentaram forte dependéncia com os valores de y
aplicados™® Quanto maior o ndmero de lipidios numa membrana simulada com é&rea
constante, menor o valor correspondente calculado paray.*?

Em 2005, Edholm e Nagle apresentaram um método para calculo da érea por lipidio
em membranas mistas compostas por um tipo de lipidio e colesterol.[*Y A determinacéo das
areas por lipidio pelo método Voronoi Tessellation em membranas mistas formadas por mais

de um tipo de lipidio tem precisfo reduzida " !



Os tempos de célculo requeridos aumentaram ao longo dessa década, e é provavel que
a complexidade dos sistemas e 0 tamanho das simulagdes continuem aumentando.™® H& 20
anos os tempos das simulagdes ficavam entre centenas de ps e algumas dezenas de ns e
atuamente, os céculos estdo proximos de pus e os modelos usados S&0 mais
detal hados, 119 [41]-{43]

Em 1996 um sistema contendo uma membrana na fase L, formada por 32 DPPC por
l&mina e hidratada por 434 moléculas de agua foi simulado em NpT durante 2ns para
avaliago estrutural.*¥ A Tese de Doutorado de D.P. Tieleman, defendida em 1998, pode ser
considerada um dos marcos iniciais dessa area. Ele desenvolveu simulagdes de DM de
bicamadas lipidicas hidratadas, estudou as interacbes da membrana com peptideos a-hélice e
com proteinas-canal. Um dos sistemas, contendo 65898 atomos, foi simulado por pouco mais
de 1 ns.*

Em 1999 foi apresentado um estudo de estabilidade da membrana a tempos longos,
com uma simulaggo de 10ns.!*® Um canal formado por 6 alameticinas no interior de uma
bicamada lipidica hidratada foi simulado por 12 ns”? Em 2002, para estudo da blindagem da
bicamada lipidica DPPS por fons sodio a simulacdo teve duracdo de 4ns!*? Ainda para
estudos da blindagem da membrana, em 2004 uma bicamada lipidica POPS neutralizada com
fons sdio e cloreto foi simulada por 40ns.!*? Em outro artigo, uma bicamada DPPC com
fons célcio foi simulada durante 200ns.%!

Em 2005 foram comparadas simulagdes de DM para uma bicamada lipidica hidratada,
e as propriedades se mostraram mais rapidamente convergentes para ensemble NV T que NpT.
A bicamada formada por 36 fosfolipidios em cada |&mina apresentou convergéncia das
propriedades como perfil de densidade eletronica, pardmetro de ordem e tensdo superficial
entre 3ns e 4ns de caculo.*® Uma bicamada lipidica mista POPE/POPG, simulada durante
25ns para estudos estruturais, indicou que a interacdo PE-PG é preferencial se comparada a
PE-PE ou PG-PG.1"”

As interacfes entre membranas anidnicas e peptideos catidnicos sdo governadas por
interacdes eletrostéticas, fator que aumenta a seletividade dos antibidticos da classe
PCA .M O potencia transmembrana pode ser determinante na reorientaco e passagem
dos peptideos a-hélices da superficie para o interior da membrana, devido as interagbes com
0os momentos de dipolo dos peptideos. Outro fator que influencia essa transicdo é a

concentracdo de peptideos sobre a membrana, cujo acréscimo permite ainser¢cdo na bicamada

10



lipidica. Para razbes maiores peptideo/lipidio, pode haver aformacéo de canal através do qual

se estabel ece o fluxo de dgua, que pode romper a membrana e causar a morte da célula.[” 14!

Polipeptidio € um polimero de aminoacidog®!?

COO-
(Figuras 2.3. e 2.4.). Embora ndo haja uma regulamentagéo, ;
costuma-se usar o termo proteina para um polipeptidio de mais HoN+=— Ca—H
de 50 aminoacidos. Abaixo disso, 0 mesmo € considerado um Ii

peptideo. As proteinas sdo variagbes na combinagdo de 20

aminoé&cidos especificos, que se diferenciam por suas cadeias  Figura 2.3. Estruturade
um amino&cido.

laterais (grupo R) ligadas ao carbono a (C,,). Os 4 substituintes

desse carbono séo dispostos num arranjo tetragdrico.

Cadeia Peptidica

o O HRrR H 9 HRH Q HR H Q
1 N_3 N_5 N_7
R H |‘-| O R H H o R H H o R H

Figura 2.4. Estrutura genérica de um polipeptidio.

Com excecdo do aminoécido glicina (cujo R € um hidrogénio) todos os demais tém C,,
assimétrico e apresentam atividade Optica. Em proteinas de mamiferos todos os aminoacidos
encontrados sdo Levogiros, conhecidos como L-aminoacidos, pois desviam o plano da luz
polarizada para a esquerda. Usando a projecéo de Fisher, o grupo a-COO’ é direcionado para
dentro do plano da folha e para cima, 0 a-R para dentro e para baixo, restando o0 a-H e 0 a-
NHs". Por convengdo, se o Ultimo estiver posicionado a esquerda, o aminoécido é L, caso
contrario sera D (Destrogiro). Os aminoacidos sdo classificados ainda em funcéo da carga que
apresentam em pH fisiolégico (pH 7) como é&cidos, basicos, polares e ndo-polares (Figuras
2.5.€2.6.).

Os aminoé&cidos béasicos apresentam carga resultante positiva em pH neutro, sdo eles
Lisina (Lys); Arginina (Arg) e Histidina (His). Os aminoacidos acidos apresentam carga
resultante negativa em pH neutro, s3o o Acido Aspéartico (Asp) e o Acido Glutamico (Glu).
Ha ainda dois tipos de aminoécidos, cujas cadeias laterais tém carga resultante neutra: 0s
polares e os ndo-polares. Serina (Ser); Treonina (Thr); Asparagina (Asn); Glutamina (GIn);

Tirosina (Tyr) e Cisteina (Cys) fazem parte dos aminoacidos polares. Alanina (Ala); Vaina
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(vd); Leucina (Leu); Isoleucina (Ile); Metionina (Met); Prolina (Pro); Fenilalanina (Phe);
Triptofano (Trp) e Glicina (Gly) sdo aminoacidos ndo-polares. Este dltimo, Gly, tem apenas

um atomo de hidrogénio na cadeialateral e também pode ser considerado polar.

Nao-Polares

O O CH, O
HSC B H ‘ ‘ B _
o T o H,C o
NH,+ NH,+ NH,+
[Ala] [Gly] [Val]
O
O CH, O
H3CMO H\Q)C\)\)kO @]
CH; NH,+ NH,+ NH,+
[Leu] [le] [Pro]
0 < 0 O
H3C/ B O,
S o O
NH,+ NH,+ NHg*
[Cys] [Met] [Phe]

@)
Wo
NH +
N 3

[Trp]
Figura 2.5. Estrutura dos aminoécidos ndo-polares, classificados quanto a cargaem pH 7.
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Basicos

NH.,+

2
HZN% H 0
N

o) H N+ (‘) !
/\/\HLO \/\/\KJ\O </ j/\HLO
NH,+ NH,+ NH,+

N 3
/
R H
[Arg] [Lys] [His]
Polares
) ) |
NH3+ HO NH3+ NH3+
[Ser] [Tyr] [Thr]
o) O]
/ 0
ONO H2N ‘
0]
NH, NH,+ NH -+
[Asn] [GIn]
Acidos

[Asp] [Glu]

Figura 2.6. Estrutura dos aminoacidos basicos, polares e écidos, classificados quanto a cargaem pH 7.
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As proteinas tém estruturas definidas!'? qualificadas como Priméria; Secundéria;
Terciaria e Quaternaria. A estrutura Primaria consiste na seqiéncia de aminoacidos que a
compde, e é fundamental que sgja conhecida, pois dela depende o arranjo tridimensiona da
proteina.

Polipeptidios de até 25 residuos podem ser segienciados por Espectroscopia de
Massas. Os seqiienciadores autométicos fragmentam a proteina em subunidades para fazer a
determinacdo. Pelo procedimento de Sanger,*® a proteina é quebrada em fragmentos
pequenos o suficiente para serem sequienciados de modo individual e a estrutura da proteina
intacta é reconstituida a partir da sobreposi¢éo das seqiiéncias dos fragmentos.

A Estrutura Secundaria € referente a disposicéo espacial de dominios do polipeptidio.
Linus Pauling e Robert Corey fizeram varios estudos por Raio-X das estruturas de
aminoécidos e dipeptidios nas décadas de 30 e 40, constatando que a ligacdo peptidica possui
40% de carater de ligacdo dupla, o que confere ao esqueleto do peptideo uma conformacéo
planar rigida. A ligagdo C-N do peptideo é 0,13 A mais curta que a C,—N normal; bem como
aligagio C=0 é 0,02A maior que a C=0 de aldeidos e cetonas.

Com poucas excegdes, 0s peptideos adotam conformagdes trans, na qual C,, sucessivos
ficam em lados opostos da cadeia; a conformacéo cis para C,, sucessivos € aproximadamente
8kJ.mol™ aisinstavel devido a efeitos estéricos de cadeias |aterais vizinhas.

As torgdes na cadeia principal da proteina determinam suas conformacfes espaciais,
tal como a-hélice e folhaB (ou fita-f) (Figuras 2.7. e 2.8.). A definicdo da estrutura
secundéria de uma seqiiéncia de peptideos segue uma hierarquia*” Primeiramente sdo

definidas as ligacfes de hidrogénio entre O do C=0, e H do N-H.

Figura 2.7. Estrutura a-Helice. Figura 2.8. Estrutura Folha-B.
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Com base na separagéo dos residuos e no dobramento da sequiéncia envolvidos (Figura
2.9.) determinam-se turns (voltas) ou bridges (pontes). Nos n-turns, o n indica o nimero de
residuos entre as ligagdes de hidrogénio. Por exemplo, 3-turn, indica que a ponte € formada
entre 0 Oc=o de um aminoécido (i) com o Hy.y do aminoécido (i+2). As a-hélices sdo
formadas por repeti¢des de 3-turns (4 3-turns consecutivos), enquanto folhas-3 sdo formadas
por repeticdes de bridges, fragmentos de curva que unem diferentes dominios séo coils
(agas).

As hélices se “enrolam” em sentido anti-horério e as pontes, conforme o sentido que
se dispdem, podem ser paralelas ou antiparalelas. Hélices longas podem apresentar desvios na
estrutura que impedem a formacgdo de ligacOes de hidrogénio, gerando imperfeicbes. O
tamanho méximo sugerido para uma estrutura secundéria é de 30 A (hélice mais provével: 13
a 18 residuos).*”!

A Figura 2.10. tem as defini¢gdes dos angulos v e ¢. S&o tragados dois planos que
contém os grupos amida dos residuos ligados ao C,,. Para o plano que contém os d&omos N-
C.-Cia (cadeia lateral) tomado como referéncia, ¢ € o angulo entre este e o plano que contém
a ligacdo N(grupo amida)-C,. Para o plano que tem a ligagdo entre C, e C=0, o angulo que
este plano faz com o plano referéncia Ciz -C.-Cc=0 € .

A estrutura Tercidria diz respeito a conformacdo da proteina como um todo, onde o
dobramento dos dominios determina a posicdo de todos os &omos no espaco, é obtida por
Cristalografia de Raio-X ou por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A estrutura
Quaternaria é atribuida apenas a agregados de proteinas.

Geralmente os peptideos s&o compostos por no méximo 50 residuos de aminoécidos,?
por isso s apresentam estrutura priméaria e secundaria. As proteinas, que sdo cadeias maiores
de aminoé&cidos, apresentam também estruturas terciaria e quaternédria que séo relativas ao
dobramento da estrutura secundéaria e a disposi¢do espacial das subunidades. De acordo com a
estrutura terciéria em a-hélice ou folha-B, acredita-se que a proteina atue sobre a membrana
ou no interior desta respectivamente.[*®

Quando a estrutura predominante é folha-p o modelo de atuagdo é referido como
carpet, segundo o qual vérias unidades da proteina “revestem” a parte externa da membrana
formando um tapete.!**"*¥ Nesta distribuicéo, os residuos polares sdo direcionados para as
cabecas polares da membrana, enquanto os apolares sdo direcionados para 0 meio externo a
célula. As interacbes desfavoraveis entre os residuos apolares e 0 meio provocam um

“dobramento” na membrana, resultando na ruptura da célula.
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alfa-hélice (3-turn)

%w%w%mw

pi-hélice (5-turn)

Folha-Beta Paralela

'ﬂ O H R ﬁ' O H R F‘| O H R lj O
1 N_ 3 N_5 N_7
R H |l| O R H H o R H H o R H
Ho O H R Ho QO H R H Q@ HR H O
1 N_ 3 N_5 N_7
R H |l| O R H |_‘| o R H H o R H

Folha-Beta Anti-Paralela

AR
ESRLI TSR LS

Figura 2.9. Model os de Estruturas Secundarias.
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Figura 2.10. Definicdo de y e ¢.

Se a estrutura predominante € a-hélice as unidades desta proteina penetram na
membrana formando um feixe como as tabuas de um barril, e 0 modelo é referido como
Barred Save. Essa configuragdo da origem a um poro na membrana, alterando sua
permeabilidade e desfazendo o gradiente de concentragdo mantido por €la, também causando

alise dacéula* 14810
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3. METODOLOGIA

Os sistemas foram estudados por simulages computacionais de Dinamica Moleculart™™
(DM), aplicando o software NAMD2/%3, A escolha do NAMD se deu, principalmente, em
funcéo da performance do software quando rodado em paralelo. Como sistemas biol 0gicos
s80 extensos a obtencdo de resultados é demorada, foi a possibilidade de rodar os célculos
num cluster com 14 nodos que viabilizou um estudo desse porte como trabalho de mestrado.
No final de 2003, quando esse projeto comegou, testamos os principais softwares — o NAMD
e 0 GROMACS®? — no cluster do nosso laboratério, e amelhor resposta foi do NAMD.

A DM parte da Mecénica Cléssica, resolvendo as equaces do movimento de Newton por
meio de algoritmos integradores que geram as trgjetorias de cada d&omo do sistema. As
condicBes iniciais requeridas sdo as coordenadas de cada particula dentro do volume (V)
acessivel e suas respectivas vel ocidades, que seguem uma distribuicdo Maxwelliana de acordo
com a temperatura (T). A DM representa uma ferramenta da Mecanica Estatistica (ME)
conectando propriedades microscopicas e macroscopicas do sistema.

A evolucdo temporal do sistema simulado por DM é controlada através das médias
termodindmicas. Tendo obtido médias estaveis que ndo apresentem dependéncia com
qualquer configuragdo inicial considera-se o sistema equilibrado. A partir desse ponto seréo
feitas as andlises que, sempre que possivel, devem ser comparadas a resultados obtidos
experimentalmente afim de validar os dados da simulagéo.

A seguir sdo apresentados alguns parametros de uma Simulagdo por Dinamica Molecular,

incluindo o tratamento por Mecénica Cléssica e Mecanica Estatistica.
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3.1. CAMPO DE FORCA - CHARMM?27

Os Campos de Forga empiricos fornecem informacdes detalhadas sobre os é&omos e
suas interacGes em uma molécula, levando em consideragdo atomos que se ligam diretamente
e 0s ndo ligados (separados por duas ou mais ligagdes). A qualidade dos parametros de um
Campo de Forca é determinante para obtencdo de bons resultados. O Campo de Forca
escolhido para desenvolver esse estudo foi o0 CHARMM27¥ 1% cujos parametros foram
otimizados para a descricéo de biomoléculas tal como proteinas e lipidios.* % Além disso,
0 CHARMM é compativel com o software NAMD, aplicado aqui.

Os parametros de Campo de Forca usados pdo NAMD podem ser usados nos
programas CHARMM!® e X-PLOR!®3. A forma funcional da energia potencia é definida
pela Equagéo 1:

V(F): Z kb(b_bo)z+ékUB(S_So)2+zk0(9_90)2+

bonds ang

3k, (1+cos(ng —8)) + 3 Koy (90— 0)° + D

dihed impr
12 6

O O qq

Z gl | == | -] =2 [+=—~

nbond rij rij erij

Na equacdo acima, as duas primeiras linhas sdo referentes as interagdes ligantes; a
tltimalinha, as ndo-ligantes:

b o comprimento de ligagdo

ky, a constante de forca da ligagéo

bo a distancia de equilibrio

S adistancia 1-3 (entre dois d&tomos separados por duas ligagdes coval entes)

kyg forca Urey-Bradley

S adisténciade equilibrio

@ oéangulo

ky aconstante de forgca do angulo

& o angulo de equilibrio

x diedro ou angulo de torgéo

k, constante de for¢a do diedro

ny amultiplicidade
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0 0 angulo fase

¢ diedro improprio

k, constante de forca do diedro impréprio

@o diedro de equilibrio

rj distdnciaentre os &omosi ej

o;; distancia de equilibrio entre os &omosi e

& energiade LJ no ponto de equilibrio entre os &omosi e

g cargaindividua parao &omoi

e constante dielétrica; em todos os calculos é igua a 1, que corresponde a

permissividade no vacuo.

Na equagdo 1, a primeira expressdo da Ultima linha é referente a0 Potencial de
Lennard-Jones (LJ), que ndo envolve interacBes eletrostaticas. Entre colchetes o primeiro
termo, elevado a poténcia 12, refere-se as interagdes repulsivas entre os a&omos i e j; 0
segundo, elevado a poténcia 6, é relativo as interagles atrativas de Van der Waals. Pelaregra
de Lorentz-Berthelot!®¥, os pardmetros o;; e &; sBo obtidos para cada &omo e depois
combinados, como mostra a Equagéo 2.

= (2)

(o +o,
‘f"“( 2 ) ®

A segunda expressdo na Ultima linha da equagdo 1 € referente ao Potencia de

Coulomb, que trabalha as interacOes eletrostéticas, que decorrem das cargas individuais dos
atomos que compde a molécula.

O modelo TIP3P®M® define a molécula de &gua por 3 cargas puntuais, 2
comprimentos de ligagdo O-H, e 1 angulo H-O—H. Pode-se usar TIP4P“®! ou TIP5P?: mas

por enquanto existem recomendacdes para que se utilize TIP3P com 0 CHARMM .[*7]

“Na&o existe o melhor Campo de Forca. A melhor opc¢éo de Modelo e Campo de Forca
depende do tipo de sisterma molecular e o tipo de propriedade na qual se tem interesse”.

van Gunsteren.[!
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3.2. MECANICA CLASSICA

Em simulagdes de DM, os &omos sdo tratados como pontos de massa que se movem
no espaco, descritos através de equagBes classicas do movimento. No formalismo

Newtoniano, o movimento do i-ésmo &omo com massa m € descrito pela seguinte

equacéo:

Fdy o i )
i—dtpi—mdt i—mdtzi

A forca EI exercida sobre 0 &omo i é a conseguiéncia de todas as interagdes com 0s

demais &tomos do sistema. Para um sistema contendo N atomos:

= A (5)
Sendo a forga E,J exercida pelo &omo j no &omo i, definida pela derivada do Campo de
Forca (Equacéo 1) em relacéo a separacéo f] (Equacéo 6).

F=—2v () (6)

As Equagbes do Movimento de Newton representam um sistema de N equacOes

diferenciais acopladas:

F-Lp-L(my) (7)

Sendo p o momentum do &tomo i, de massa m com velocidade v, . As solugBes podem ser

obtidas através da escolha adegquada de coordenadas e velocidades iniciais para os N aomos.

Em simulagtes por DM, essas solugdes sdo obtidas numericamente pelo algoritmo Integrador.
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3.3. ALGORITMO INTEGRADOR - VELOCITY VERLET

Este tipo de algoritmo € responsavel pela integracdo computacional das equactes do
movimento de Newton, a cada passo de integracdo At.*%1% A Equacdo 4 é uma equacéo
diferencial de 22 ordem, que pode ser reescrita como duas equagOes diferenciais de 12 ordem,

para coordenada e vel ocidade:

L) =m (5 1) ®
LE0=v() ©

As forgas EI s80 derivadas da Energia Potencial (Equagéo 6), e dependem da
configuragdo do sistema. Pela soma das expansdes em série de Taylor para v, (t), num

instante t=t,, pode-se construir um algoritmo para integracéo das func¢des acima em pequenos

interval os de tempo (passos de integracdo):

>
N

Vi(t+%)=€(tn)+%?i(t)tnA 2+Fv.(t)t | 2!) +O(A)
” (10)

vi(t-AZ) =y, v(t) A2+Fv.<t) (

Vi(tn+A%)=vi (t—A%)+m R (r (tn))At+O(At3)

>
N IS

) +0(At%)

Aplicando a expansdo em série de Taylor para E, (t) no instante t=(t,-At/2), teremos:

7 (6, + AL =1, () +; (1, + A% ) at+ O(at?) (11)

O agoritmo mais utilizado é o Verlet, e pode ser obtido suprimindo as velocidades

v, (tn + A%) ev (tn - A%) das equacdes anteriores, e substituindo t, por (ty-At):
r(t,+At) =21 (t,) =1 (t, - At + m 7 (1 (t,) ) At” + O(At) (12)
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As veocidades atdbmicas ndo sd0 necess&rias para calcular as trgjetdrias, mas sdo
necessarias nos caculos de Energia Cinética (e assim também para o clculo da Energia
Total). Como a velocidade atbmica ndo aparece explicitamente no algoritmo Verlet, o
acoplamento do sistema ao banho térmico (controle de temperatura) atraves do escal onamento
das velocidades se torna impossivel. Uma das solugdes propostas para essa “deficiéncia’ € o
algoritmo Velocity Verlet, utilizado pelo NAMD; é equivaente ao Verlet (Equagdo 12) mas

retorna ; (t,):v; (t,): 2 (1)

[t + A0 =1 (1) (1,) A+ Y53 (1,) A 13

Vi(t,+A) =V (t,) + Y[ & (1) +a (¢, + At) |t (14)
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3.4. MECANICA ESTATISTICA

Simulagbes computacionais sd0 usadas para estudar propriedades de sistemas de
muitas particulas, mas nem todas essas propriedades podem ser medidas diretamente na
simulagdo. As médias da simulagdo sdo equivalentes a medidas experimentais, quando
obtidas por métodos mecéni co-estatisticos ou medidas ao longo datrajetoria.

Para calcular essas médias a partir de dados microscopicos utilizamos conceitos da
Mecanica Estatistica®®®. Para medir um observavel ou propriedade macroscopica estimada
na DM precisamos expressar este como fungdo das coordenadas e dos momenta das particulas
do sistema.

Pelo Principio da Eqtiiparticdo da Energid’”, a energia cinética média associada a

2 2 2
cada grau de liberdade N € de kgT/2. Tendo (mvxé,mvyéﬁ]v%j , acontribuicéo para

aenergia cinética passa a ser 3N(ksT)/2. Considerando um sistema composto de N particulas

de massa m, cada uma com coordenada 1, = (r,.r,,r,). Para qualquer temperatura T>O0K,

essas particulas terdo velocidade ndo nula v, = (vx,vy,vz) , € um momentum linear associado

p=my.
v [
zlr—nL =(2K) =3Nk,T (15)

Essa é a definicdo da temperatura no sistema. Na prética, € medida a energia cinética
totd do sistema K, que posteriormente é dividida pelo nimero de graus de liberdade.

Considerando as flutuagdes da energia cinética, € adotada a temperatura instantanea:

=3 MV (16)
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a. Teorema Virial

O Teorema Viria(® tem origem estatistica e se aplica a sistemas moleculares de N

particulas. Cada particula possui um vetor posicdo r. e momentum p, relacionado. Sendo

uma quantidade X definidacomo funcdoder, e p :

X=per (17)

A derivadatemporal de X &
X =S| p-r+pr (18)
a4 P -G+ B-

Calculando-se amédia de <X> sobre um intervalo de tempo 7, teremos:

oy :

(&) 478 XX (19
dt

Se 0 movimento do sistema for periddico, e se 7 for um multiplo integrador do sistema

no periodo, entdo X(7)=X(0), e <X> seraigual azero. No entanto, se 0 sistema néo apresenta

nenhuma periodicidade, sendo X uma funcéo finita para qualquer valor de t, podemos tornar

<X> um valor t&o pequeno quanto desegjado, através de 7 suficientemente longo:

(s5)—{zi) @

No lado esquerdo da equacéo (20), EE corresponde ao dobro da Energia Cinética,

no direito, p, éaforca F sobreai-ésima particula.
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Logo:

fa-{er)

A soma sobre K é aenergiacinéticatotal do sistemaK, portanto:

(22)

()--(33F7)

O lado direito da equacdo (22) foi o que Clausius chamou de virial do sistema, e 0
Teorema Virial consiste no fato de que “a energia cinética média de um sistema de particulas
éigual ao virial”.

ComoF:(ﬂ,E,...,ﬂ) e B:(EEFN) as energias interna total, potencial e

cinética serdo expressas por:

E(B,F) =K(p)+Vv (F) (23)
K(p)= Z p?/2m (24)

Podemos escrever
(E)=(K)+(v) @)

Temperatura e pressdo podem ser calculadas pelo teorema viria que, para uma
coordenada e um momentum qualquer, escrevendo na forma de uma equiparticdo

generalizada:

oE (26)
(s55)w
()
aqf °
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b. Hipotese Ergoédiga

Segundo esta hipdtese, as médias temporal e de ensemble devem ser iguais.!® A
média do observavel A (funcdo do momentum p e das coordenadas r) pode ser computada
como médiatemporal, A, ou estimada sobre todas as configuragOes de um ensemble, (A).

Na DM so especificadas as condicdes iniciais (p, q) que seguem uma evolucdo

temporal conforme a mecanica Newtoniana, com as médias calculadas referentes ao tempo.
Assim:

A=limi A(t)dt

t—>w t

(28)

Para um tempo de simulagdo suficientemente longo, a média tempora ndo deve

depender da condicdo inicia, isto €, partindo de diferentes configuracbes deve-se chegar a

mesma média. Dessa forma as médias serdo equivalentes: A=(A).
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35. ENSEMBLE ESTATISTICO

Um Ensemble pode ser definido como o conjunto de configuragdes e as propriedades
mantidas constantes durante a integragéo das equacdes de Newton, gue representam o estado
do sistema!®® Uma das primeiras opgdes de ensemble é o microcandnico ou NVE (nimero de
particulas; volume e energia total constantes durante a simulagdo). Foram desenvolvidas
alternativas para esse ensemble, em gue se controla separadamente T e P a0 invés da energia
total, derivada destas.[®®

Outros ensembl es definidos sdo o grand-candnico ou pVT (potencial quimico; volume
e temperatura constantes); o candnico ou NVT (com numero de particulas;, volume e
temperatura constantes); o isobérico-isoental pico ou NpH (com nimero de particulas; pressdo
e entalpia constantes) e o isotérmico-isobarico ou NpT (com nimero de particulas; presséo e
temperatura constantes).!®!

Quando se trabaha com DM de ndo-equilibrio, como no estudo de processos
irreversiveis; eventos cataliticos ou propriedades de transporte, € necessario impor ao sistema
constraints ou restraints externos. Nesses casos, pode-se controlar T com 0O objetivo de
absorver o caor dissipado nesses processos. Para simulagdes de DM no equilibrio também é
conveniente que se controle T e P. 1sso evita erros no célculo das forgas, e torna mais facil a
transi¢éo para determinadas condigoesde T e P.

No caso de sistemas biolégicos contendo membranas homogéneas, é recomendavel
aplicar tensdo superficia (y) constante no plano xy da bicamada. No ensemble NpT, a presséo
que atua no sistema € a mesma em todas as direcdes (X, Y, 2), 0 Sistema pode ser considerado
isotropico — a variagdo do volume em qualquer direcdo enfrenta a mesma “resisténcia’. Para
um sistema no qual se aplicatensdo superficial (y.y), apresséo definida atua somente no eixo z
(p2), e a““resisténecia’ ndo € mais a mesma em todas as direcdes. Assim pode ser caracterizado
o ensemble N p; yxy T ou NpyT.

O valor de yy, pode ser determinado de duas maneiras. Tomando o valor experimental
de tensdo superficial que tenha sido determinado para uma membrana de mesma composi Gao
da simulada, ou aplicando ao sistema uma érea constante no plano xy. Neste caso € utilizado
um valor experimenta pré-definido para uma membrana de mesma composi¢do, com base na
&rea superficial do fosfolipidio (depende, principalmente, das cabegas polares). Esse seria um
ensemble N p, Ay T ou NPAT, é utilizado em alguns casos para “agilizar” a equilibragéo do
sistema — como a area por fosfolipidio € um critério de equilibracdo, deve convergir para
determinado valor durante a simulag&o.
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A partir da simulagdo NpAT, depois do sistema equilibrado, é possivel calcular a
tensdo superficia a ser aplicada. Vaores experimentais de A e y sdo determinados para
bicamadas lipidicas homogéneas (composta apenas por um tipo de lipidio). Para membranas
heterogéneas, a mistura de dois lipidios diferentes modifica as interagBes cabega-cabeca,
podendo aproximar ou afastar os lipidios uns dos outros.

Qualquer alteragdo nas condigOes usadas para obtencdo dos valores experimentais
pode afetar as interacOes entre as cabegas polares. Se 0 solvente for modificado ou houver a
insercdo de uma proteina, por exemplo, as interagOes cabeca-cabeca serdo alteradas. Neste
caso, 0 uso de valores experimentais — de area por lipidio ou tensdo superficial — pode incutir
erro nos resultados, ainda que a membrana seja homogénea.

Em decorréncia das ateragdes de intensidade nas forgas intermoleculares, a utilizagdo
de uma média ainda que ponderada conforme a composi¢céo da membrana ndo fornece um
valor confiavel. Assim, os vaores de referénciainiciais para érea e tensdo superficial ndo sdo
aplicaveis quando se trabalha em condigdes diversas das usadas para determinagdo dos
parémetros experimentais.

Fizemos o teste com os ensembles NpAT e NpyT, essa experiéncia esta brevemente
relatada no capitulo 4 — Parte Experimental, e em decorréncia dos maus resultados obtidos, os

célculos foram refeitos no ensemble NpT.
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3.6. TERMOSTATO E BAROSTATO

O controle de temperatura do NAMD usa Dindmica de Langevin simples e o controle

de Pressdo é feito pelo Nosé-Hoover Langevin Piston Method!™

(dindmica de Langevin
implementada no barostato Nosé-Hoovert’1™)) . Os termostatos e barostatos sdo bastante
semelhantes. No controle da pressdo as varidveis T sdo substituidas por p, e as velocidades

atdémicas pelas coordenadas.
a. Constraint

Através do uso de constraint, a temperatura instantanea T(t) € a mesma da pré-
determinada To. 1ss0 pode ser feito re-escalonando as velocidades a cada passo de integragéo
por um fator [To/T(t)]% sendo que a temperatura é definida em termos da Energia Cinética

(K(t)), segundo a eqii parti ¢&o:

(29)

Este método apresenta desvantagens como a imprecisdo numérica do algoritmo que
pode levar a perda do controle da temperatura instantdnea, uma vez que Tp Ndo aparece nas
equacdes integraveis. Além disso, esse método é modelado pelo Hamiltoniano, que ndo
representa um sistema fisico no qual flutuagbes de K(t) sdo caracteristicas. Embora sgja
possivel obter expressdes matemati camente consistentes, o Hamiltoniano ndo tem significado

fisico.
b. Extended System

Quando é aplicado o Extended System, sdo adicionados graus de liberdade extras aos
graus de liberdade atbmicos do sistema, reproduzindo o efeito do banho térmico. Os termos
de energia cinética e potencia referentes aos graus de liberdade extras sdo inseridos no
Hamiltoniano e a simulacdo é controlada com esses N+1 graus de liberdade do sistema
expandido. A energia flui entre o sistema e o banho térmico de acordo com o termo cinético

1/2m(dS/dt)? do Hamiltoniano, sendo a velocidade controlada pelo parametro de inércia ms,
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Uma desvantagem desse tipo de acoplamento de 22 ordem com o banho é a ocorréncia de

oscilagOes na energia.
c. Acoplamento Fraco

Utilizando-se acoplamento fraco as equages do movimento sdo modificadas de tal
forma que a relaxacdo da temperatura instanténea do sistema para a temperatura de referéncia

seja de 12 ordem:

L) = [T,-T(1)]

(30)

A energia cinética pode variar (4K) no intervaloAt, com o escalonamento de todas as

velocidades v, por um fator A:

AK =(47 —1)% Nk, T (t) (1)

Se a capacidade calorifica do sistema por grau de liberdade for C,, a variagdo da

energialevaa

AT =[N'C/ ]aK (32)
%
2 ~iae | _To
/1{1+k—BCVAt 7; (T(t)—lﬂ (33)

A capacidade calorifica C,' ndo pode ser determinada com precisdo, mas zr (periodo
de relaxacéo datemperatura) € um paréametro gjustével, ndo havendo prejuizos paraa DM.

Esse acoplamento gjustavel de 12 ordem pode ser fraco (zr suficientemente grande)
para evitar distirbios no sistema; ou forte (zr suficientemente pequeno) para se obter o

resultado desejado.
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d. Métodos Estocasticos

As velocidades atbmicas sdo dteradas segundo a Dindmica de Langevin (ou
estocastica), e as novas velocidades seguem uma distribuicdo Maxwelliana. O tempo médio
entre as colisdes € um pardmetro ajustavel e determina a for¢a do acoplamento com o banho
térmico. Outra opcao € usar o coeficiente atdbmico de friccdo » como parametro gustavel no

acoplamento com o banho térmico. A Equacgo de Langevin para uma particula simples &

& I (34)

mwri = Fi(ﬁ(t))—%m%ﬁ +R(t)

O segundo termo, do lado direito da Equacdo 34, representa o damping ou
amortecimento da friccdo aplicada a particula. O Ultimo termo é referente as forcas aleatorias
gue podem ser aplicadas a particula, como o efeito do solvente, por exemplo. Essa expressao
mantém a energia cinética constante e, como consequiéncia, a temperatura. Também pode ser
aplicada, com algumas modificagdes, para controle da pressao.

Para um sistema isotropico, no qual a pressdo aplicada ao sistema é a mesma em todas

as direcdes, a pressdo € um escalar determinado por:

P=2[K-=] (35)
&Y,

Onde K é a energia cinética; o V volume da caixa, e E é o virial (equagdo 22). Para
sistemas moleculares, as forcas dos aomos de uma mesma molécula podem ser
desconsideradas. 1sso porque as contribuigdes para K sdo computadas a partir dos graus de
liberdade moleculares. Variagdes de pressdo podem ser obtidas aterando o volume da caixa e

o virial através do escalonamento das distancias interatomicas.
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3.7. CONDICOESPERIODICASDE CONTORNO

SimulagBes com Condicdes Periddicas de Contorno® costumam ser aplicadas com a
finalidade de minimizar os efeitos da parede (efeito do sistema finito). Caso o0 sistema n&o
sgja compativel com a periodicidade, é possivel restringir artificialmente os movimentos dos
&omos naregido da parede.

A condicdo periédica mais simples é o vacuo, onde o sistema ndo delimitado por
paredes. O vacuo corresponde a uma fase gasosa, com pressdo nula. As propriedades dos
atlomos mais externos da molécula sdo distorcidas, normalmente, para minimizar a area
superficial.

Nas demais condicfes periddicas, 0 sistema € posto numa célula que funciona como
unidade de repeticéo, a ser replicada indefinidamente em todas as dire¢fes. Para manter N
constante assume-se que quando a particula chega ao limite da caixa €la passa para a caixa ao
lado, na mesma diregdo e velocidade com que se movia. A0 mesmo tempo, outra particula

idéntica entra na caixa em questdo pela face oposta (Figura 3.1).

Figura 3.1. Eliminagdo do efeito do sistema finito, replicagio daimagem paracimae para
baixo do plano dafolha (conforme as setas a direita, fora da caixa) elimina completamente o contato
de uma particula com a parede da caixa centra (sombreada). As setas dentro da caixa indicam o
deslocamento de uma particula da caixa central para a dadireita, € a0 mesmo tempo de uma particula

da esguerda para a central.
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3.8. CONSTRAINTSE RESTRAINTS

Para simulagdes de DM, a evolucéo tempora do sistema deve considerar movimentos
de estiramento das ligagBes interatbmicas, adém dos movimentos angulares e de torcoes
(diedros). Os valores das freguiéncias de estiramento sdo consideravelmente maiores que das
demais, e se puderem ser “subtraidos” do célculo das interacOes, 0 passo de integracéo pode
ser aumentado; isso representa uma reducdo consideravel no custo computacional. Neste
trabal ho est& sendo aplicado Constraint apenas em ligagdes intramolecul ares.

Ao “congelar” os comprimentos de ligagdo, torna-se possivel desconsiderar as
freguéncias de estiramento. 1sso é feito incorporando forcas de constraint ao integrador por

[69],[75

meio de um algoritmo de constraint.!* I A cada passo de integracdo as coordenadas sdo

resetadas para satisfazerem as distancias de ligagdo desejadas.
A equacdo do movimento para o &omo i de umamolécula é:

d? - (36)

—r=F+g
mdtzl I gl

Onde F sdo as forgas resultantes das interagdes inter e intramoleculares e g

representa as forcas de constraint aplicadas para manter o comprimento de ligacdo constante.
Conforme a fungéo:

2 =0 (37)

ref

0. =rij2—d

U]

Onde dret € 0 comprimento de ligagdo entre os aomosi ej; e r, = |F, -r

|| adisancia

entre esses &omos a ser satisfeita a cada passo de integracdo. As forgas de constraint podem
ser escritas como:

(38)
/Ijkvaéjk +..

TR

1
Q=50

N[

Aqui, g—a representa a forga de constraint que atua sobre o &omo a, de uma molécula

especifica; ij; jk; ... sBo pares de atomos desta molécula ligados diretamente, cujas distancias



devem ser fixadas. 4;; e 4 S8o multiplicadores de Lagrange ndo-determinados e os fatores ¥2
foram introduzidos para que essas equagdes sejam consistentes com as proximas.

Para assegurar que os constraints sejam satisfeitos a cada passo de integracdo, sera
usada uma aproximagdo para corrigir as for¢as de constraint com 0 mesmo grau de preciséo

do algoritmo integrador:'™®

P = = = (39)

Onde gjm € uma aproximagdo da forca real de constraint. Inserindo-se a forca de
constraint ao algoritmo Verlet, teremos:

~ . 2 _ 40
[ (t +A) =T, (tn+At)+%g () (“0)

a

Onde Fa (t, +At) é aposicdo calculada sem constraint que deve ser corrigida. Considerando

uma molécula triatdmica, com o &omo j ligado ai e k, as forgas aplicadas a cada um deles

Seréo:

ﬂ(r) —
g = j,”. I (41)
—(n) _ —
9, == 4t
4.(r) -
O =il
Reescrevendo para o algoritmo de Verlet:
_ . -~ 2 (42
(6 + A =1, (t, +AL)+ AL [i+ij A0 (6) -2 2, (1)
m. - m J
— — 1 1 — At? | —
F (t, +At) =1, (t, +At)+ At (Hfﬁ}ijk r (t,) —?jﬂij r (t,)
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Fazendo o modulo quadrético da equagdo acima:

2_ @2 (43)

i (6 at)] =[5 (t,)

Para um sistema poliatdmico com n. constraints, a solucdo dessas equagdes requer a
inversdo de uma matriz n; X n;, a cada passo de integracdo. Outra possibilidade € percorrer a
lista de constraints, satisfazendo-os um a um com certa tolerdncia. Este é o processo
empregado pelo SHAKE!™, o algoritmo mais usado em simulagdes de mol écul as grandes.

O SHAKE pode ser implementado facilmente ao algoritmo de Verlet e outros de

ordem maior. Para o Velocity Verlet, foi desenvolvido o RATTLE!, que corrige as

coordenadas F;(tn+At) e velocidades v:(tﬁ%] calculadas pelo agoritmo original

(equagBes 13 e 14), calculadas sem constraint, para valores (r, (t, + At) e v, (tn +%)) que

sati sfagam os comprimentos de ligagdo desejados:

— — C— 44
Lt At =1 (t+a) =28 g 01 ) (44
2m,

. - 2 45
va(tn+£j:va (tn+£j+lA—tg ()(tn) 49
2 2) 2 m

Para fazer a restricdo do angulo entre as ligagOes i-j e j-k, é definida uma terceira
ligac&o i-k, que sera fixada como as demais. Para 0 caso especifico de moléculas de &gua, que
representam cerca de 80% do sistema simulado, foi desenvolvido o SETTLE (uma solugdo
analitica do SHAKE). Neste, o comprimento das ligagdes O-H é fixado e o ahgulo H-O-H é
definido como uma ligagdo H-H, também fixada. Assim so tratadas as &guas rigidas nos
modelos TIP3P e TIP4P, ao invés de 2 ligagbes O-H e 1 angulo. No primeiro modelo a
molécula de &gua é definida por 3 cargas puntuais e no segundo, por 4 cargas puntuais sendo
a ultima de um &omo ficticio, que ndo precisa ser fixado.

Angulos e diedros também podem ser restringidos, mas acarretam mudancas
significativas na estrutura e na dindmica do sistema. Além disso, esses movimentos tém

freqliéncia mais baixa que os estiramentos, e ndo é produtivo trabalhar com eles fixos.
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Assim como os constraints, os restraints fixam as ligacdes e angulos da molécula em
torno de um comprimento de equilibrio, e podem ser aplicados também a posi¢des e diedros
(torcdes).* 1™ No caso dos constraints, ligacSes e angulos congelados sd mantidos re-
escalonando as coordenadas dos atomos a cada passo de integracdo, para satisfazer valores
determinados. Os restraints sdo restrices energéticas.

Quando as posi¢des assumidas pelos d&tomos ndo satisfazem as condicdes estipuladas,
ocorre um aumento significativo de energia; fazendo com que o sistema mantenha essas
configuragdes. O potencia de restraint pode ser comparado ao do Oscilador Harmdnico, e o
poco do potencia corresponde aos valores determinados de posi¢Oes, distancias, angulos e
diedros.

A energiado restraint de posi¢éo (1 &omo) pode ser calculada por:

K- —\? (46)
-f-ra)

Para disténcia (2 &omaos), por:

K,/ — —2 (47)
E= 7f(rij —d )
Para dngulo (3 &omos), por:
K,/ —~ — 48
E=7f(9i—9ref)2 (48)

E, para diedro (4 &omos), por:

E :%{1— COS(Z—E)} (49)

Sendo k; uma constante de forga; ; a posicdo de referéncia; di¢ a distancia de

referéncia; 6.« 0 angulo de referéncia; Eo umabarreira energética; ey 0 diedro de referéncia.
Os restraints podem ser fixos ou forgados, sendo o célculo das energias praticamente 0

mesmo. No restraint forcado o valor de referéncia tem adi¢cdo de um pardmetro A gjustével,
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para regular o acoplamento entre dois valores especificos. Esses novos valores podem ser

EXressos por:

r

e = A5+ (1= 2)1,

d,y = Ad, +(1-4)d,

04 =20,+(1-1)6,

Xa = A+ (1=2) %4

(50)

(51)

(52)

(53)
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3.9. TRATAMENTO DASINTERACOESELETROSTATICAS-PME

O custo computacional para calcular todas as interagdes e etrostaticas de um sistema
de N particulas, pelo potencial de Coulomb, é proporcional a N Foram desenvolvidos
métodos alternativos, a fim de reduzir o custo computacional dessas interagdes.!**1*!

Utilizando-se o potencial de Coulomb simples, é possivel aplicar um Raio de Corte R;
gue trunca as interagOes na distancia r=R. e as considera nulas para r>R.. Isso aumenta a
energia cinética dos atomos artificialmente e, como consequiéncia, a temperatura do sistema,
acarretando erros na simulacdo de DM. Uma forma de reduzir esse erro é multiplicar as
interagOes ndo ligadas do potencial por uma funcéo switch.

Outro método que também trabalha com o potencial de Coulomb é o Twin Range, que
usa 2 raios de corte (R, e Ry). Até o primeiro corte (r<R;) as interacfes eletrostaticas sdo
computadas passo a passo. Entre o primeiro e o segundo (R;<r<R;) estas forgas sdo estimadas
em intervalos que podem ir de 10 a 100 passos de integracdo. Para distancias r>R, as
interagOes sdo consideradas nulas.

Para sistemas periddicos existem métodos baseados em Somas de Ewald, que calcula
as interagBes de uma carga com todas as suas imagens periddicas. A distribuicéo de cargas no
sistema pi(r) € um conjunto infinito de cargas puntuais, matematicamente representadas por

funcgoes ¢
a(f)=as(i 1) 9

Cada carga puntual g; é envolvida por uma distribuicdo de cargas Gaussiana, com

mesma magnitude e sinal contrério:

: . (55)
S (r)=- i] ex (—ar—rz)
o (7)=-a( 3= | el -l
Esta distribuicdo cobre a interagdo entre as cargas puntuais. As forcas calculadas

usando a distribuico de cargas blindada p° (F) =p, (F) +p° (F) tem menor alcance, devido &

funcéo erro complementar erfc(frij+n|), que pode ser definida como:
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I 6
erfo(x) =27 7 fexp(~y*)ay 0

Assim, a energia para a distribuicdo de cargas blindada E® é:

(57)

ES= (4ﬂ£0)1%ii i ( 49, )erfc(a I+ n|)

Uma distribuicdo de carga puramente Gaussiana de sinal contrério -p°(r) deve ser
acrescentada a p(r), para contrabalancar a carga inserida pela primeira distribuicio. Assim, a
cargafinal do sistema continua sendo igual & soma das cargas puntuais.

A energia dessas distribuicdes Gaussianas € expressa por uma soma no espaco

reciproco, subtraindo-se o proprio termo:

2

iqj exp(—i Rﬁ)

=1

_ oy 2
E° = (47e,) " 27L "y K exp(-K/7 )

k=0

(58)

- (47[80)_1 71_%052 qu

j=1

onde k=271 e L é adimensdo da caixa nas direies x, ye z, L(Ixly,l;). Devido a presenca do
fator exponencial, esta soma infinita converge para 1 (resultado finito). O parametro « pode
ser gjustado para otimizar as propriedades de convergéncia das 2 somas, que contribuem para

aenergiaeetrostaticafinal:
E=E°+E° (59)

Embora a Soma de Ewald sgja bastante usada para simulacéo de sistemas periodicos
pequenos, 0 custo computacional a torna proibitiva para sistemas grandes de macromol éculas
(N>10%. Técnicas alternativas para calcular as forgas eletrostéticas de longo acance incluem
a expansdo do potencial de Ewald em polindmios cubicos, aém do uso de potenciais de
Wigner, multiplos passos de integragdo, particle-mesh, e expansdes em séries de Taylor e/ou

multipol os.
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O método PMEL"® (Particle Mesh Ewald), incorporado pelo NAMD, requer a escolha
do valor de « suficientemente grande para que os pares de atlomos nas distancias rij>r. sgam
desconsiderados na soma do espaco direto (E), o que reduz este termo & ordem N.

A soma no espago reciproco (E®) é aproximada por uma interpolagdo
multidimensional baseada no método Particle Mesh!®. As aproximagoes das forgas e energias
do espaco reciproco sdo expressas como convolugdes, e podem ser calculadas rapidamente
usando FFT (Fast Fourier Transforms). O algoritmo resultante, de ordem NlogN, € preciso e
eficiente para sistemas macromolecul ares.

A aplicacdo de PME modifica a funcéo do raio de corte sobre o potencial eletrostético
sem interferir no célculo das interagdes de VdW. As forgas eletrostaticas séo computadas a
cada passo de integracdo para disténcias r<R.. Parar>R., as mesmas sdo computadas a cada 4

passos.
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3.10. MULTIPLOS PASSOS DE INTEGRACAO

Com o objetivo de reduzir o custo computacional foram desenvolvidos algoritmos que
trabalham com muiltiplos passos de integracdo (MTS — Multiple Time Step)®”. O passo de
integracdo depende do tempo de oscilaggo ou relaxacdo das forgas, sendo que em sistemas
moleculares podem-se identificar 3 frequéncias diferentes: forgas de estiramento de ata
frequiéncia, F™, que tém tempos de relaxacdo da ordem de 10 fs; forcas de Coulomb de longo
alcance, F, com freqiiéncia bem inferior, da ordem de 1000 fs; forcas remanescentes de
fregiiéncia intermedidria, F", como as vibragdes angulares e de diedros e forcas de Vdw e
Coulomb de curto alcance, com freqgiiéncias da ordem de 40 fs.

Essas contribuicbes podem ser estimadas em intervalos de tempo (passos de
integracéo) diferentes. Dessa forma, as forcas F™ serdo calculadas a cada (tn+n't"), com
n'=0,1,2,... e (At=mAt’). Quando n' for multiplo de m, F" e F" serdo computadas e
multiplicadas por m, para compensar os intervalos nos quais sdo omitidas. Esse tipo de

algoritmo representa uma economia t&o eficiente quanto o SHAKE, mas sem acarretar erros.
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3.11. RAIO DE CORTE

Uma particula i interage com todas as demais na caixa central, bem como com as
introduzidas através de condicdes periddicas. Paraum par de particulas essas interacdes, tanto
el etrostéticas como de VdW, diminuem & medida que a separagdo aumenta. Com base nisso, &
aplicado as interagBes n&o-ligadas do sistema um raio de corte*? 1% (R)).

Define-se uma distancia R. a partir da qual as interagcdes sdo consideradas nulas. Ou
sgja, SO serdo consideradas no célculo das forgas as particulas que estiverem afastadas até um
comprimento R.. Na distancia equivalente a0 R, as interagOes eletrostaticas e de VdW sdo
abruptamente truncadas, prejudicando a conservagdo de energia.

A aplicacdo de PME modifica a funcéo do raio de corte sobre o potencial eletrostético
sem interferir no célculo das interacBes de VdW. Isso faz com que as forgas eletrostaticas
sejam computadas a cada passo para particulas distantes até o raio de corte. Para distancias
mai ores, somente para alguns passos.

Pode-se determinar um raio de corte interno, pois as forgas dos &omos de uma mesma
molécula podem ser desconsideradas. As contribuicbes para a energia cinética sdo

computadas partir dos graus de liberdade moleculares.
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3.12. FUNGAO SWITCH

Uma dternativa para reduzir o erro decorrente do raio de corte € multiplicar as
interaces nao-ligadas do potencial por uma funcdo Switch!®, (), que suaviza as interacdes
no intervalo (Rsw,Rc). No caso do potencial de LJ, esta amortece as energias a partir de um
ponto Ry pré-determinado, até o zero na distanciar=R..

As interacOes eletrostéticas ndo-ligadas sdo calculadas normalmente e em seguida a
magnitude da energia no ponto r=R; & subtraida de todo o potencial, zerando as interagbes em
R.. Cabe lembrar, no entanto, que o uso do PME modificaafuncéo do raio de corte.

Esta funcéo pode ser escrita como:

1 r<R,
2(R+2r-3R,). (60)
S(r)= =r = r
(= {(R-"Ze = Rusr<R
0; r>R,,
Com:
d
TS(R,)=0
L8(R)=0 "
dr
S(R)=0



3.13. LISTA DE VIZINHOS

A maior parte do tempo computacional numa simulacdo de DM é gasto para calcular
interacBes ndo-ligadas. Ou sgja, identificar o &omo vizinho mais proximo, e assim por diante,
para calcular as interacbes de VdW e eletrostaticas de cada par. Para agilizar esse processo de
busca foram desenvolvidos alguns métodos, como busca por grid e lista de vizinhos.!"

Na busca por grid a caixa € dividida em subcélulas e sdo determinados quais 0s
atomos presentes em cada uma. Este processo tem custo proporcional a N. Os vizinhos mais
proximos séo facilmente encontrados nas subcaixas que envolvem a central.

No outro método os vizinhos mais proximos sao identificados, sgja pelo escaneamento
de todos os pares possiveis (ordem N?) ou pelo uso de técnicas de busca como grid (ordem N).
Feito isso, o0s pares serdo disponibilizados numa lista de vizinhos que serd atualizada apenas
em alguns passos de integragéo; o novo intervalo fica entre 5 e 100 passos. A cada passo, a
lista é utilizada para o célculo das interagdes.

Com 0 uso do raio de corte, s serdo computados 0s &omos que estiverem numa
disténcia r<R.. Em funcéo da evolucdo temporal do sistema, alguns aomos saem desse raio
de corte e sdo desconsiderados, enquanto outros entram. Se a lista relacionar apenas os
vizinhos mais préximos no momento de sua atualizag8o, essas trocas causaréo erros no
célculo das energias.

No momento da criagdo da lista, pode-se determinar uma margem aém do raio de
corte.®” Assim, os &omos que estejam numa faixa de transicdo e que possam entrar no R

antes da proxima atualizagdo constardo nalista.
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Tabela 1. Par@metros de DM aplicados a todas as simulaces.

Campo de Forga
Modelo para Agua
Integrador

Ensemble

Temperatura
Termostato

Pressdo

Barostato

Interagdes Eletrostaticas
Constraint

CHARMM?27

TIP3P

Velocity Verlet

NPT

310K

Dinamica de Langevin

1atm

Nosé-Hoover Langevin Piston
PME

SETTLE
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4. PARTE EXPERIMENTAL

Por se tratar da simulacéo de sistemas biologicos, este capitulo foi dividido em duas
partes. a primeira contém informagdes sobre proteinas e lipidios, a segunda descreve os
sistemas e a forma como foram construidos. Os programas utilizados foram VMD1.8.2!")
para construcdo e NAMD2P®¥ para simulaggo, ambos em sistema operacional LINUX. Os
clculos foram desenvolvidos em um cluster com 15 nodos, cada um com processador
ATHLON 1.4 GHz e512 MB RAM.

Para a moricina (Figura 4.1.), os fosfolipidios e os ions, os parametros usados foram
do campo de forca CHARMM 273415 o campo de forca utilizado para dgua foi o TIP3P.
A topologia para Pamitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol (POPG) foi adaptada a partir das
topologias do Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Etanolamina (POPE) e do glicerol, disponiveis no
Campo de Forca CHARMM 27134159,

Para 0 peptideo, o arquivo de coordenadas (PDB) foi obtido do Protein Data Bank sob
o codigo 1kv4.*) Sao disponibilizadas 20 estruturas equivalentes com pegquenas variagdes nas
coordenadas dos &omos, determinadas por RMN M Qual guer uma dessas estruturas pode ser
tomada como ponto de partida para a DM, sem acarretar prejuizos ou divergéncia nos
resultados. Neste estudo optamos pela estrutura 1. O arquivo de estrutura (Protein Sructure
File, PSF) foi gerado com o pacote psfgen, executado dentro do VMD1.8.2.

A moricina possui 682 &omos, distribuidos em 42 residuos. Sua estrutura primaria é

ALA1-LYSrILEsPRO4ILEsLYSs-ALA7-ILEg-LY Se- VAL 13-GLY 1 -
LYSi-ALA1-VAL 15GLY 16 -L YS17-GLY 15 -L EU19-ARG20-AL A-I LE - -ILEps-
ALA - - -AL A -ASPs-VAL 3-PHE ;- -PHE 3L EUssL Y Sge-

PRO3z7-LY Sz-L Y S30-ARGua0-L Y Sui-AL Asz

Destes residuos, 24 sdo ndo-polares; 6 sdo polares; 11 sdo basicose 1 é &cido (ASP). A
moricina é um peptideo catibnico com carga resultante (+10). Por ser pequeno, vamos nos
ater a sua estrutura secundaria, magjoritariamente a-hélice. A orientagcdo dos residuos na a-
hélice pode ser visualizada na Figura 4.2., que mostra a andlise de Helical Wheel®®™ da

Moricina

ORdaGLY éum aomo de H, o aminoacido pode ser classificado como polar.
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ALA ALA

(b)

BASICO
POLAR
AciDo
APOLAR

Figura 4.1. EstruturadaMoricina: (a) alguns residuos identificados; (b) residuos coloridos conforme tipo.



VALts g, VAL 4

Figura 4.2. Helical Wheel dos residuos da Moricina.

No comego deste trabalho fizemos tentativas para aplicar area e tensdo superficial
constantes. Como as bicamadas simuladas reproduzem a membrana celular da bactéria E.
Coli, foram construidas com POPE e POPG, numa proporcéo 3:1. Foram 3 etapas de célculos,
variando os ensembles de NpT para NpAT e para NpyT, respectivamente. No primeiro
momento os sistemas foram simulados sob 1 atm de press&o isotropica, com px = py = P, € 0
tempo médio de célculo foi de 45 ns. Apds essa etapa, 0 sistema foi simulado com &rea
constante no plano xy, com tempos de célculo em torno de 15 ns. Ponderamos a area por
lipidio conforme a composicdo da membrana, usando valores experimentais para POPE
(Arope) € POPG (APOPG).[10],[11],[37],[82]

Anmedia = 0,25 X Apops + 0,75 X Apope

Esta area média foi multiplicada pelo nUmero de lipidios contidos em uma lamina da
bicamada, extraindo araiz quadrada deste resultado obtivemos as dimensdes x ey da “caixa”,
que foram fixadas. Depois disso 0 sistema passou a ser simulado com tensdo superficia
constante, em NpyT. Nesse caso optamos pelo valor experimental de y referente ao POPE, de
44 dyn/cm(®, por ser este 0 componente majoritéario das bicamadas. Os célculos no ensemble
NPyT tiveram duragdo média de 40 ns.

Os tempos de céculo ficaram em torno de 100 ns no total e os sistemas néo
permaneceram estéaveis. Como ndo obtivemos bons resultados com esse procedimento, 0s
célculos foram refeitos no ensemble NpT.
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4.1. MORICINA (MRI)

Este primeiro sistema é o mais simples, onde a estrutura 1 do 1kv4® é simulada em
condi¢gBes de vacuo, com temperatura de 310 K. O sistema é composto apenas por uma
molécula de moricina com 682 d&omos e massa total 4487.55 u.m.a., correspondendo a 2046
graus de liberdade. Na auséncia de contra-ions o0 sistema ndo € neutralizado e tem carga
resultante de +10 e.

O passo de integracdo aplicado foi de 1 fs e o tempo total da simulacéo foi de 1,2 ns,
sem aplicacdo de constraint ou restraint, sendo 200 ps de equilibracéo e 1 ns de aquisi¢do dos
dados para andlise com o sistema equilibrado. Na Tabela 4.1. sdo apresentados 0s parametros

usados nesta simulagéo.

Tabela 4.1. Par@metros da Simulagdo e Composi¢ao do Sistema MRI (Moricina no vacuo).

Passo de Integracéo (ts) 1fs
Custo Computacional 0,265 dias/ ns
Equilibragdo 0,2ns
Aquisicéo 1ns
Simulagéo 1,2ns
Passo InteragOes Eletrostaticas r > Re 4ts— 4fs
Distancia Switch 1nm
Raio de Corte 1,2nm
Distanciada Listade Vizinhos 1,4 nm
Ciclo daListade Vizinhos 10ts— 10fs
Atomos 682
Graus de Liberdade 2046
Moricinas 1
Carga Resultante +10e
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4.2. MORICINA + AGUA (WMRI)

Este sistema também partiu da estrutura 1 de 1kv4. No VMD, a moricina foi solvatada
por uma caixa de &gua pré-equilibrada contendo 3654 moléculas de agua. A concentragdo
fisol6gica do cloreto no liquido intersticia é 0,114 mol/l,’™ o que neste sistema
corresponderiaa 7,5 cloretos. Este nUmero é insuficiente para neutralizar a carga do peptideo,
por isso a adicdo de 10 anions cloreto, resultando numa concentragdo superior. Assim, 0
sistema somou um total de 11654 atomos, com 34962 graus de liberdade, carga final nula e
massatotal 70670 u.m.a

As dimensBes iniciais da caixa foram 90A x 40A x 40A. A pressio aplicada foi de 1
atm, controlada com o barostato Nosé-Hoover Langevin Piston. As moléculas de &gua ndo
foram fixadas com constraints (sistema simulado sem utilizagdo de SETTLE).

Quando se aplica minimizagdo, as coordenadas dos &omos sd0 ajustadas em busca da
configuragdo de menor energia (minimo do potencial), sem resolver as equacbes de
movimento. O sistema foi minimizado durante 500 passos de integracdo e depois foi aquecido
de 0K a310 K, em um intervalo de 11000 passos de integragdo — equivalente a1l ps— e esta
temperatura foi mantida constante com Nosé-Hoover Langevin Piston. O tempo total de
simulacdo foi de 1,4 ns, sendo 200 ps para equilibracdo e 1,2 ns para aquisicao. As andlises
foram feitas utilizado apenas o Ultimo nanosegundo. O passo de integracdo aplicado foi de 1
fs e foram utilizadas condi¢cbes periodicas de contorno. Detalhes desta simulacdo s@o

apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Pardmetros da Simulacdo e Composicédo do Sistema WMRI (Moricina em agua).

Passo de Integracéo (ts)

Custo Computacional
Minimizagdo

Aquecimento

Equilibragdo

Aquisicédo

Simulagéo

Passo I nteracOes Eletrostaticasr > R.
Distancia Switch

Raio de Corte
DisténciadaListade Vizinhos
Ciclo daListade Vizinhos
Atomos

Graus de Liberdade

Moricinas

Aguas

fons Cloreto

Carga Resultante

1fs
1,389 dias/ns
500 ts
11 ps
0,2ns
1,2ns
14ns
4ts— 4fs
1nm
1,2nm
1,4 nm
10ts— 10fs
11654
34962
1
3654
10
Oe




43. MEMBRANA (MEM)

Este é o primeiro sistema que contém fosfolipidios, mas ndo possui proteina. Com 0
objetivo de simular uma membrana bacteriana, foi construida uma bicamada lipidica tendo
por modelo a bactéria Escherichia Coli. Assim, 75% da membrana a ser simulada € composta
por POPE (zwitteridnico) e 25% por POPG (aniénico). Durante a construcdo do sistema no
VMD é gerada umalamina contendo 16 POPG e 48 POPE, a qual € duplicada, sendo que uma
l&mina é girada em 180° no eixo y. As laminas sd0 sobrepostas de forma que as cabecas
polares fiquem orientadas para fora e as caudas apolares sejam direcionadas para o interior da
bicamada

A membrana gerada € aniénica e contém 128 lipidios, s@o 96 POPE e 32 POPG. A
carga resultante é -32 e, relativa aos POPG. Essa bicamada € solvatada com &gua acima e
abaixo da membrana, no eixo z, e caso existam moléculas de dgua dentro da membrana essas
sd0 removidas. As concentragoes fisiol6gicas dos ions sodio e cloreto sdo 0,147 mol/l e 0,114
mol/l, respectivamente.!®™ Foram utilizados 8 cloretos e 40 sddios, sendo a concentragéo do
anion 0,092 mol/l e do cation 0,46 mol/l. A concentragdo do cloreto ficou proxima da
fisioldgica e sendo a concentracdo fisioldgica do sodio insuficiente para neutralizar o sistema,
foi utilizada uma concentragdo superior para que a carga final do sistema fosse de 0 e. As
4843 moléculas de agua foram fixadas com SETTLE. O sistema contém 30609 atomos com
massa total 181318 u.m.a. e 67666 graus de liberdade. As dimensdes da caixa inicial foram
60A x 60A x 80A.

Para simulagdo de membranas, a érea por lipidio deve ser observada como critério de
equilibracdo, e o0 tempo necessario para estabilizd&la € muito superior a0 das médias
termodindmicas. Como se trata de uma membrana heterogénea, o valor para o qua a &rea
deve convergir ndo estd determinado. Quando as interagcdes da membrana estiverem estavels,
pode-se esperar que a area por lipidio apresente convergéncia (independente do valor). Nesse
caso, apenas o tempo de convergéncia € tomado como parémetro de equilibracéo.

Inicialmente foi aplicada ao sistema uma minimizagdo de 1000 passos e em seguida a
membrana foi comprimida sob 50 atm de pressdo, com passo de integracdo de 2 fs, durante
100 ps. O aguecimento do sistemade 0 K a 310 K se deu num intervalo de 3 ns, e asimulagdo
do sistema utilizou Nosé-Hoover Langevin Piston para manter constantes a temperatura de
310 K eapressdo de 1 atm. Foram simulados 55 ns, sendo os primeiros 20 ns de equilibragdo

e os Ultimos 35 ns de aquisi¢do. Detal hes desta simulagéo s apresentados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Par@metros da Simulag&o e Composi¢ao do Sistema MEM (Membrana em &gua).

Passo de Integracéo (ts)
Custo Computacional
Minimizagéo

Pressdo

Aquecimento

Compressao

Pressio

Equilibragdo

Aquisicédo

Simulag&o

Passo InteracOes Elétrostaticasr > R.
Distancia Switch

Raio de Corte
Distanciada Listade Vizinhos
Ciclo daListade Vizinhos
Atomos

Graus de Liberdade
Aguas

POPE

POPG

Agua:POPE

Agua:POPG

AguaLipidio (total)

fons Sadio

fons Cloreto

Carga Resultante

2fs
0,668 dias /ns
1000 ts
50 atm
3ps
100 ps
latm
20ns
35ns
55ns
4ts— 8fs
1nm
1,2nm
1,4 nm
10ts— 20fs
30609
67666
4843
96
32
50,448
151,344
37,836
40

Oe




4.4, MEMBRANA + 1 MORICINA (MMRI)

Os sistemas contendo peptideo no interior da membrana tornam-se mais complexos
desde a preparacdo. Com a bicamada construida como no sistema MEM, sdo removidos
alguns lipidios para gerar uma cavidade onde sera inserido o peptideo. Depois da inser¢éo o
sistema é solvatado e ionizado como no sistema MEM.

Na retirada de lipidios para gerar a lacuna perde-se a proporcéo 3:1 de POPE para
POPG e a membrana resultante passa a ter 43 POPE e 17 POPG, ou sgja, as |aminas ndo séo
mais idénticas. O sistema final possui 4815 moléculas de agua fixadas com SETTLE e 7 ions
sodio, a carga resultante € nula. No total sdo 22651 &omos, 0 sistema possui 67497 graus de
liberdade com massaigual a 134983 u.m.a..

Inicialmente todos os &omos da moricina foram fixados com restraints enquanto os
demais atomos do sistema se gustaram a0 peptideo num intervalo de 1000 passos de
minimizagdo. Na segunda minimizagéo de 1000 passos, foram mantidos os restraints apenas
dos C,, para preservar o esqueleto ou backbone da moricina.

O sistema foi aguecido de 0 K a 310 K num intervalo de 6 ps usando um passo de
integracdo de 2 fs. Esta temperatura de 310 K e a pressdo de 1 atm foram controladas com
Nosé-Hoover Langevin Piston. Foram realizadas ainda duas pré-equilibragdes para gjuste do
volume da caixa. Na primeira pré-equilibragdo que teve duracdo de 10 ps os C, foram
mantidos fixos e na segunda, que ndo teve aplicacdo de restraint, aduragéo foi de 20 ps.

Com atemperatura constante a 310 K a membranafoi comprimida durante 500 ps, sob
50 atm de pressdo. A simulagdo foi iniciada a 1 atm, 310 K e passo de integracdo de 2 fs,
sendo o tempo total de 75 ns. O tempo de equilibracéo foi de 40 ns e foram simulados mais 35
ns com o sistema equilibrado para aquisi¢cdo. Detalhes desta ssimulagéo séo apresentados na
Tabela4.4.
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Tabela 4.4. Parametros da Simulag&o e Composicdo do Sistema MMRI (1 Moricina, Membrana).

Passo de Integracéo (ts)

Custo Computacional
Minimizagdo (restraint proteina)
Minimizagéo (restraint C,)
Aquecimento

Pré-Equilibragdo (C,, fixo)
Pré-Equilibragdo (sem restraint)
Compressao (50 atm)

Presséo

Equilibragdo

Aquisicaéo

Simulagéo

Passo Interactes Elétrostaticasr > R;
Distancia Switch

Raio de Corte

Distanciada Listade Vizinhos
Ciclo daListade Vizinhos
Atomos

Graus de Liberdade

Aguas

Moricinas

POPE

POPG

Agua:POPE

Agua:POPG

AguaLipidio (total)

fons Sadio

Carga Resultante

2fs
0,868 diag/ns
1000ts
1000 ts
6 ps
10 ps
20 ps
500 ps
1atm
40 ns
35ns
75ns
4ts— 8fs
1nm
1,2 nm
1,4 nm
10ts— 20fs
22651
67497
4815
1
43
17
111,977
283,235
80,25
7
Oe
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45. MEMBRANA + 6 MORICINAS (CANAL)

A moricina € um peptideo carregado que contém residuos hidrofilicos e hidrofdbicos
orientados em sentidos opostos, originando um anfifilo facial. A andlise por Helical Wheel®!
da moricina d4 uma visdo “axia” do peptideo e é apresentada na Figura 4.2.. Nela observa-se
gue a maioria dos aminoé&cidos polares ocupa 120°, sendo que os ndo-polares ocupam os 240°
restantes. Para minimizar o contato desfavoravel entre a por¢do polar da moricina e o interior
hidrofdbico da bicamada lipidica o0 melhor guste foi obtido com um feixe de 6 peptideos, 0
gue foi determinante na escolha do hexémero. Os residuos hidrofilicos ficam voltados para o
interior do canal e os hidrofébicos para a parte externa deste.

A construcéo e simulagdo deste sistema se assemelham ao item anterior (MMRI) e
assim como no sistema anterior a propor¢cdo 3:1 entre POPE e POPG foi alterada com a
retirada de lipidios para inser¢cdo de 6 moricinas. A membrana é composta por 122 POPE e 40
POPG, foram adicionadas 17165 moléculas de &gua para solvatar a membrana, aém de 49
ions sodio e 69 cloretos. A concentracdo do anion é equivdente a 0,159 mol/l,

| [83]

aproximadamente a concentracdo fisiologica de 0,147 mol/I'**. A concentragdo do cétion é

0,223 mol/l, superior a concentracdo fisiolégica de 0,114 mol/I!®

, pois esta ndo seria
suficiente neutralizar o sistema. A massa total € de 457142 u.m.a, sdo0 75995 aomos e
162060 graus de liberdade. As dimensdes da caixainicial foram 90A x 90A x 90A.

Antes da simulagdo o sistema passou por uma minimizagdo de 1000 passos com todos
0s atomos das proteinas fixados por restraints, e uma segunda minimizagdo onde apenas 0s
C,, foram mantidos fixos, também com duracdo de 1000 passos. O aquecimento do sistema de
0 K a 310 K se deu num intervalo de 6 ps, com um passo de integragdo de 2 fs. Esta
temperatura de 310 K e a pressdo de 1 atm foram controladas com Nosé-Hoover Langevin
Piston.

Nessas condic¢des o sistema foi pré-equilibrado durante 10 ps mantendo os C,, fixos.
Em seguida foram liberados os restraints dos C,, e todos os &omos do sistema passaram por
uma segunda pré-equilibragdo de 20 ps. O sistema foi entdo comprimido sob uma presséo de
50 atm durante 1 ns. O tempo total da simulacéo foi de 110 ns, sendo 80 ns para equilibracéo
e 30 ns para aquisi¢do. Na Tabela 4.5. séo apresentados detal hes desta simulacéo.
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Tabela 4.5. Pardmetros da Simulagdo e Composicéo do Sistema CANAL (6 Moricinas, Membrana).

Passo de Integracéo (ts)

Custo Computacional
Minimizagdo (restraint proteinas)
Minimizagéo (restraint C,)
Aquecimento

Pré-Equilibragdo (C,, fixo)
Pré-Equilibragdo (sem restraint)
Compressao (50 atm)

Presséo

Equilibragdo

Aquisicaéo

Simulagéo

Passo InteracOes Elétrostaticas r > R.
Distancia Switch

Raio de Corte

Distanciada Listade Vizinhos
Ciclo daListade Vizinhos
Atomos

Graus de Liberdade

Aguas

Moricinas

POPE

POPG

Agua:POPE

Agua:POPG

AguaLipidio (total)

fons Sadio

fons Cloreto

Carga Resultante

2fs
1,972 dias/ns
1000ts
1000 ts
6 ps
10 ps
20 ps
Ins
1atm
80 ns
30ns
110 ns
4ts— 8fs
1nm
1,2 nm
1,4 nm
10ts— 20fs
75995
162060
17165
6
122
40
140,697
429,125
105,957
49
69
Oe
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados seréo apresentados e discutidos individualmente para cada sistema.
Inicialmente, sdo descritas as andlises aplicadas aos sistemas, bem como o tipo de resultado

esperado de cada uma.

a. AREA

Como j& foi mencionado os lipidios tém uma area superficial fixa, determinada
principalmente pela cabeca polar. Em simulacbes de membranas quando o sistema esta
equilibrado a &rea da bicamada tende a ficar constante, e por isso € considerada pardmetro de
equilibracdo. Também foi citado o fato de a membrana estudada néo ser homogénea e, nesse
caso, ainda nd ha um valor experimentamente determinado para cada lipidio. Assim, a
evolucdo desta area ao longo da simulagdo é usada para conhecer o tempo necess&rio para a
convergéncia, independente do valor da &rea.

Com base no processo de construcao, uma bicamada com 2n lipidios é composta de
duas laminas, cada uma com n moléculas. Se o nimero de lipidios retirados para inser¢do de
peptideos no interior da membrana for 2k, cada camada permanece com (n-k) moléculas, e a
membrana com 2(n-k). Por isso, a area estimada por fosfolipidio € a area total da membrana

no plano xy da caixa dividida pelo nimero de lipidios de umalamina.
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b. FUNCAO DE DISTRIBUICAO RADIAL

Uma Funcdo de Distribuicdo Radial®™ (g(r) ou FDR) expressa a probabilidade de
encontrar uma particula j, a uma distancia r da particula i. Para um sistema no qual as
particulas (&tomos) apresentem uma distribuicdo completamente aleatéria no ensemble NVT,

mantendo a densidade p constante, a g(r) pode ser escrita como:

i j#

i j#

g(f)=p2<ZZ§(E)5(FJ_F)>:%<225(;_E)> (62)

A FDR veifica, para cada distancia r, as
moléculas presentes numa casca esférica de
espessura dr (Figura 5.1.). Quando as interagcOes
s80 truncadas no Raio de Corte (R;), ag(r) so deve
ser considerada para disténcias r < R.. Quando h&a
uma regularidade na distribuicdo dos aomos,
como na formagdo de camadas de solvatacéo, a

FDR apresenta maximos e minimos definidos,

indicando as distdncias de maior e menor
probabilidade de encontrar os &omos. Dessa  Figuras.l. Definicéodoraioedo
elemento de volume para RDF.
forma pode ser usada para uma melhor
compreensdo da estruturagéo do sistema.
A integral de umag(r), por suavez, da o nUmero de aomos encontrados até a distancia

r apartir do atomo de referéncia. Estafungao pode ser escrita como:

G=4r Jio g(r)r’dr (63)

Assim, é possivel obter 0 nUmero de domos na primeira camada de solvatacéo, e,
dependendo do grau de estruturacdo do sistema, da segunda. De qualquer modo, os dados da
primeira camada sdo os mais relevantes. A partir desses é gue se pode determinar o nimero de
atomos coordenados a0 &omo de referencia, a distancia e o niUmero de &omos mais

préximos. As FDRs foram calculadas com o software VMD.
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c. PERFIL DE DENSIDADE DE MASSA

Através de uma varredura ao longo do eixo z (Normal da membrana), € detectado o
nimero de elétrons pertencentes a uma dada molécula. O mapeamento desses elétrons gera
um Perfil de Densidade Eletronica® (PDE). Outra alternativa é identificar a quantidade de
massa dessas moléculas em cada ponto, cujo mapeamento gera um Perfil de Densidade de
Massa (PDM). Ambas as andlises fornecem as mesmas informagdes e por este trabalho tratar
de simulagdes de Dinamica Molecular, € mais coerente falar em PDM.

Qualquer um desses métodos pode ser usado na determinagdo da posicéo, com relagdo
a Norma da membrana, das diversas moléculas que fazem parte do sistema. Dessa forma
podemos determinar a regido ocupada pelo solvente, a regido ocupada pela membrana, a
posi¢ao dos ions e a posi¢ao de cada residuo da moricina no interior da membrana.

Com a sobreposi¢éo desses perfis pode-se observar, por exemplo, a interface entre a
membrana e o solvente, bem como a atura da membrana e a posi¢éo de cada molécula do
sistema em relacdo a bicamada. Também € possivel localizar qualquer molécula no interior da
bicamada, como os residuos do peptideo na regido de maior fluidez ou na regi&o das cabecas
polares onde ocorre a ancoragem deste.

Para delimitar a interface &gua — membrana (IW) é tomado o intervalo no qua a
densidade da &gua varia entre 90% e 10% em relagdo a regido ocupada pelo solvente. A
distancia de repeticdo ou atura da bicamada (d) € a disténcia entre os pontos de intersecgdo
dos PDMs da &gua e da membrana. Aproximadamente na metade deste comprimento fica a
regido de maior fluidez da bicamada, que apresenta a menor densidade do sistema. Os PDMs

foram gerados usando programas préprios a partir da andlise das trgjetérias.
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d. PARAMETRO DE ORDEM

O Parametro de Ordem“@® (O.P.) & um parametro normalizado que indica o grau de
ordenamento do sistema. Quanto mais préximo de 0 (zero), menor o alinhamento das cadeias
aliféticas. O valor para o estado ordenado absoluto é 1.%% Neste trabalho o parametro é
calculado para as cadeias hidrofobicas dos fosfolipidios POPE e POPG, sem distingdo. Essas
cadeias sdo derivadas dos &cidos palmitico e oléico (Figuras 2.1. e 2.2.). A expressdo usada

para calculo do Parametro de Ordem é dada pela equacéo (64):1*Y

S = %(30052 6-1) ©4)

Sendo 4 o angulo entre o eixo molecular i e a Normal a bicamada. Os brakets denotam uma
média de ensemble. O eixo molecular para a i-ésima unidade de CH; € definido pelo vetor
gue une os carbonos (i-1) e (i+1), conforme Figura 5.2.

Para calcular o valor médio do pardmetro de ordem de uma cadeia séo considerados 0s
carbonos, do 4° ao pentiltimo.*? O arquivo utilizado para calcular os parametros de ordem foi

executado no software VMD.

POPE 3:1 POPG

(i-1)

eixo i [

(i+1)

Figura 5.2. Definigéo do eixo molecular i e daNormal da Membrana.
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e. ESTRUTURA SECUNDARIA

A Definicdo da Estrutura Secundéria de uma Proteina (DESP ou DSSP — Definition of
secondary structure of proteins) é baseada no dobramento da cadeia, conforme explicado no
capitulo 2.1*"" Com o stride (ferramenta do software VMD), pode-se ter acesso a estrutura
assumida pela proteina de ponta a ponta da cadeia de aminoacidos, para cada passo do
arquivo de trgjetorias. Para um sistema equilibrado ndo deve haver mudancas significativas na
estrutura.

A moricina € majoritariamente o-hélice. Quando uma seqiiéncia de aminoacidos ndo
apresentar integridade de hélice, a ocorréncia de n-turns serd identificada pela cor verde.
Quando formar uma a.-hélice (3-turn), sera indicada pela cor parpura. Se houver formacéo de
n-hélice (5-turn), esta sera indicada em vermelho. As “acas” (coil) que conectam duas

estruturas sdo indicadas pela branca

f. RAIO INTERNO DO PORO

Apenas para 0 sistema que contém o hexamero sera apresentada uma Ultima analise,
que corresponde a uma medida do raio interno do canal feita com o software HOLE®®& O
algoritmo utiliza Monte Carlo Smulated Annealing para determinar o volume e a forma do

poro através do preenchimento do interior deste com esferas de raios variados.
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g. RAMACHANDRAN

O Diagrama de Ramachandran'® (Figura 5.3.) mostra as configuraces permitidas para
a “espinha dorsal” (backbone) da proteina. No Capitulo 2, a Figura 2.10. mostra as defini¢des
dos angulos v e ¢. As regibes em azul do Diagrama de Ramachandran sdo os valores
permitidos de ¢ e y para qualquer residuo. Os aminoacidos Gly e Pro sdo excegdes, pois
devido as particularidades de suas cadeias laterais (Figura 2.5.) podem ocupar outras regifes
do diagrama.

No primeiro quadrante a regido indicada por o, , em torno de (70°, 70°), corresponde a
uma a-hélice para a esquerda, em sentido horério, de rara ocorréncia. A regido indicada por
a, em torno de (-70°, -50°), corresponde a valores de ¢ e \ caracteristicos de a-hélice paraa
direita, em sentido anti-horario, mais comum.

No segundo quadrante em azul esta a regido correspondente as folhas-. A regido em
torno de (-150°, 150°), indicada por Bap, € relativa a folhas antiparaelas. Em torno de (-120°,
90°), naregido marcada com B, as folhas-B paralelas.

Existe ainda uma regi&o indicada por C, aproximadamente a (-70°, 150°), referente a
uma hélice de coldgeno. Esta se deve a ligacOes de hidrogénio entre duas cadeias de
aminoacidos (como por exemplo, o DNA). Sendo a moricina um peptideo pegueno, a

formacao dessa estrutura é inviavel.

180—
920 —
> 0
-90 —
-180 — | |
-180 -90 0 20 180

¢ ()

Figura 5.3. Diagrama de Ramachandran.



51 MORICINA (MRI)

Neste sistema, a moricina € simulada em vécuo por 2 nanosegundos (ns) e para as
andlises da estrutura secundéria foi utilizado o Ultimo ns. A Figura5.1.1. apresenta o peptideo
a0 final da simulag&o. Pode-se observar que a integridade da a-hélice ndo é conservada. Por
se tratar de um peptideo catidnico, os residuos polares e carregados tendem a se aproximar
para estabilizar suas cargas. Para obter uma configuracdo mais adequada, a cadeia peptidica se
dobra e a a-hélice é parciamente desfeita. Nestes pontos o0 raio da hélice € alterado e

aparecem turns (voltas) e coils (al¢as).

Figura5.1.1. Estrutura da Moricina apos 2 ns de simulagdo no vacuo.

A Figura 5.1.2. mostra a evolugdo temporal da estrutura secundaria (DESP) deste
sistema. Em geral, nas andlises estruturais os 5 residuos terminais de cada lado da cadeia
peptidica sdo desconsiderados. Entretanto, como a moricina € um peptideo pequeno todos os
residuos serdo discutidos. Nesta figura pode-se ver que na maior parte do tempo os 2 residuos
terminais de cada extremidade ndo mantém a estrutura a.-hélice e formam coils. Ao contrario
dos turns, os coils sGo fragmentos de curvas que ndo tém uma estrutura regular, sendo
detectados quando o espiral se “desenrola’ e a seqliéncia de aminoacidos assume curvaturas
irregulares. Os turns sdo as voltas com raios variados, que podem permanecer isolados.

Quando ainhados, suas repeticdes podem constituir hélices (a; ©; 3-10).
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Nas Figuras 5.1.1. € 5.1.2. as a-hélices (em pUrpura) aparecem intercaladas com turns
(em ciano), e 0s pontos nos quais a moricina se dobra sdo caracterizados como coils (em
branco). Estes residuos que perdem a configuragdo conectam os dominios que preservam
estrutura (turns ou hélices). Esses aspectos sdo confirmados com a observag@o da Figura
513, que mostra o Diagrama de Ramachandran com as configuragbes da moricina
acumuladas a0 longo de 1 ns. Nesta figura, os valores de ¢ e y que apresentam maior
populagdo sdo caracteristicos de a-hélice. Os aminoécidos que se dispdem como coils podem
assumir valores de ¢ e y ndo convencionais, proibidos para dominios que assumam estruturas
secundérias definidas como hélices ou folhas-B. Os turns tém maior restricdo para esses
angulos e em funcéo da curvatura da cadeia peptidica aparecem na regido de a-hélice no
Diagrama de Ramachandran.

Assim, pode-se atribuir aos coils a reduzida ocorréncia em regides incomuns e aos
turns e a-hélices a ocorréncia magjoritéaria no terceiro quadrante do Diagrama de
Ramachandran da Figura 5.1.3.. Cabe ainda saientar que a populagéo sobre 0s eiXos, cujos
valores correspondem a zero graus para ¢ ou y, deve-se as particularidades da cadeia lateral

da Glicina que é composta apenas de um hidrogénio.
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1 ALA
2 LYS
2 ILE
4 PRO
£ ILE
aLY¥Ss
T ALM
S ILE

Eggg ki Lk R T | L I

13 LYS
14 ALA
15 VAL
16 GLY
YT ICE P TTR AT RPETY
18 GLY

19 LEU
20 ARG
21 ALA
22 ILE
23 ASN ||}
24 ILE
25 ALA
26 SER
27 THR
28 ALA 0 /M [ 1 L.l N I R [ ] WM
20 ASN
30 ASP
31 VAL
32 PHE
33 ASN
34 PHE
35 LEU

36 LYS | Iih‘-illwIIJIIII‘II-I_IIIIH“II“'IHII”II‘I*_ |

38 LYS
30 LYS
40 ARG
41 LYS
42 AL

Figura5.1.2. Evolucéo temporal (1 ns) da DESP da Moricina no véacuo (MRI): . o-hélice; n turn, || coil.

67



"MRBI_rama.dat" +

P W B

==l

180

Figura 5.1.3. Diagrama de Ramachandran das configuragdes acumuladas da Moricina em vacuo (1 ns).
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52 MORICINA + AGUA (WMRI)

Este sistema contém a moricina solvatada em &gua e neutralizada com 10 cloretos. O
mesmo foi simulado durante 1,4 ns. O intervalo usado nas andlises de estrutura secundéria foi
de 1 ns. As duas andlises, DESP e Ramachandran, sGo complementares e por isso as
discussbes séo apresentadas simultaneamente. A Figura 5.2.1. mostra a moricina ao final da

simulacdo, com a a-hélice praticamente intacta.

@ w
o

Figura5.2.1. Estrutura da Moricina apos 1,4 ns de simulacdo em &gua com contra-ions.

Na Figura 5.2.2. é apresentada a evolugdo temporal da estrutura secundéria na anélise
de DESP, que mostra a preservacdo da a-hélice (em purpura, entre os residuos 3 e 35) com
variacOes insignificantes. As forcas que atraiam os residuos causando o “dobramento” do
peptideo no primeiro sistema sdo amenizadas com a solvatagéo e a hélice € estabilizada.

AsFiguras5.2.1 e 5.2.2. mostram aformagao de coils apenas nos residuos terminais 1;
2; 41 e 42. Além destes, o residuo 36 faz a conexdo da a-hélice com um turn. Os residuos
terminais tém maior liberdade de movimento que os do interior da cadeia e dificilmente retém
uma configuracao.

A Figura 5.2.3. mostra o Diagrama de Ramachandran da moricina neste sistema com

as configuragbes acumuladas ao longo de 1 ns. A regido mais populosa do Diagrama continua
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sendo o terceiro quadrante, com angul os caracteristicos de o-hélice e quase sem ocorréncia de
angulos proibidos. Essas observacfes permitem dizer que ndo ha “quebras” na estrutura da
cadeia como verificado com o peptideo no vécuo.

A m-hélice foi definida anteriormente no Capitulo 2. Sua formagdo instanténea pode
ser observada na Figura 5.2.2., no intervalo em vermelho entre os residuos 10 e 16. Ha uma
ligeira oscilagéo de a-hélice para m-hélice e turn devido a variagdes no raio das voltas
(espiral), o que ndo é necessariamente perda de configuracdo. Esse argumento pode ser
sustentado com a Figura 2.10.. Os angulos ¢ e y detectados estdo proximos dos valores
caracteristicos de a-hélice sem grandes variagOes. Neste sistema também s0 registradas
Glicinas (GLY) sobre os eixos do Diagrama.

A moricina é instavel no vécuo por ser um peptideo do tipo a-hélice e catibnico. A
integridade da estrutura secundaria € preservada quando solvatada, uma vez que as cargas so
estabilizadas. Por DESP (Figura 5.2.2.) pode-se ver que 33 dos 42 residuos da moricina
formam a estrutura mgoritéria, ficando plenamente de acordo com o Diagrama de
Ramachandran (Figura 5.2.3.), segundo o qual a populagdo se concentra em regido a-hélice.
Apenas nas extremidades da cadeia peptidica, que podem ser desconsideradas, a moricina
apresentou dominios desestruturados.
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1 ALA
2 LYS
3 ILE
4 PRO
S ILE
6 LYS
TALA
8 ILE
OLYS
10 THR
11 VAL
12 GLY
13 LYS
14 ALA
15 VAL
16 GLY
17 LYS
18 GLY
19 LEU
20 ARG
21 ALA
22 ILE
23 ASN
24 ILE
25 ALA
20 SER
27 THR
258 ALA
20 ASN
30 ASP
31 VAL
32 PHE
33 ASN
34 PHE
35 LEU
36 LYS
37 PRO
38 LYS
30 LYS
40 ARG
41 LY¥S
42 ALA

Figura 5.2.2. Evolugdo temporal (1 ns) DESP daMoricinaem agua (WMRI): ” a-hélice; . n-hélice; n turn,|[ | cail.
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Figura 5.2.3. Diagrama de Ramachandran da Moricinaem agua (WMRI), com as configuragdes de 1 ns acumul adas.
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53 MEMBRANA (MEM)

Este sistema é composto por uma bicamada lipidica hidratada, formada por 96 POPE e
32 POPG (s&o 64 lipidios em cada |&mina), com 48 ions (40 cétions sodio e 8 anions cloreto)
que neutralizam as cargas do POPG (a membrana possui uma carga de -32 €).

Foram simulados 55 ns. Como a area por lipidio usada como critério de equilibracéo
ndo converge rapidamente, foram feitas andlises a cada 10 ns de cdculo com o sistema
equilibrado, em intervalos de 2 ns definidos na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Propriedades do sistema MEM analisadas em 4 intervalos de tempo (1): Ap
(@realLipidio); Dp (distancia P — P); Dsp (disténcia no fim da primeira camada de solvatacéo P
— P); np (nlmero de lipidios vizinhos); Doy (distancia P — OH); Dsw (distancia no fim da
primeira camada de solvatacéo P — OH); ny (nUmero de &guas coordenadas); d (distancia de
repeticdo da bicamada); IW (dimensdo da interface agua — membrana); P.O. (par&metro de
ordem).

Propriedade MEM 2 MEM 3 MEM 4 MEM 5
| (ns) 20— 22 30-32 40— 42 50— 52
Ap (A? 49,9 + 0,4 48,7+0,3 495+ 0,6 492 +0,2
Dr (A) 56 55 55 5,7
Dsp 7,2 7,2 72 7,2
Np 1,3 1,3 1,3 1,3
Don (A) 38 38 38 38
Dsw 46 46 4,6 4.6
Nw 6,3 6,3 6,3 6,3
d (A) 50 51 50 50
IW (A) 8,6 75 8,3 8,5
P.O. Palmitoil 0,33+ 0,04 0,34+ 0,04 0,33+ 0,04 0,32+ 0,04
P.O. Olell 023+0,1 0,26 + 0,07 0,23+ 0,09 0,23+ 0,09

Também sdo apresentadas nesta tabela as médias da area por lipidio em cada intervalo.
A area calculada ao longo de toda a simulagdo € apresentada na Figura 5.3.1.. Depois de 20 ns
amesma converge para49,1 + 0,7 A% Esta &rea apresenta uma queda moderada no periodo de
equilibracdo e a partir do vigésimo nanosegundo comega a convergir. Antes de 20 ns o

comportamento do sistema é diferente do observado para o sistema equilibrado. S&o
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A (Ar2)

apresentados os resultados apenas do sistema equilibrado, segundo os intervalos da Tabela
5.3.

AREA POR LIPIDIO - MEM

60 -

55

45 1

40

0 10 20 30 40 50 60
t(ns)

Figura 5.3.1. Evolucdo temporal da &rea por fosfolipidio para o sistema MEM.

A partir da FDR P — P pode-se obter a disténcia mais provavel entre dois fosfolipidios
vizinhos, Dp, que corresponde ao primeiro maximo desta fungdo. O nimero de lipidios da
primeira camada de solvatacdo, np, € determinado pela integral da g(r) para a distancia do
primeiro minimo, Dsp, que corresponde ao final da primeira camada de solvatacdo na Figura
5.3.3.. A distancia entre o fosforo e as moléculas de agua coordenadas a cabeca polar €
determinada pelo primeiro maximo da FDR P — OH, Doy, € 0 nUmero de moléculas de &gua
coordenadas, ny, € calculado pela integral da g(r) até o finad da primeira camada de
solvatagdo, disténcia do primeiro minimo, Dsy. Esses dados sdo indicados na Tabela 5.3. Os
atomos de fosforo utilizados para as andlises sdo do total que compde a membrana. Foram
utilizados os fésforos do POPE e do POPG, sem distingao.

A é&rea superficial da membrana é determinada pela separacéo dos lipidios. Com o
sistema equilibrado, as disténcias P — P apresentam peguenas variagdes que podem ser vistas
com a sobreposi¢ao das FDRs para os 4 interval os analisados, na Figura 5.3.2.. O valor obtido

para o fina da primeira camada de solvatacdo foi 7,2 A, coerente com a literaturd™ que
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apresenta valores calculados de 7 A. O nimero de fosfolipidios correspondentes & primeira

camadafoi de 1,3.
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Figura5.3.2. FDR P— P parao sistemaMEM (apartir de 20 ns).
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Figura 5.3.3. FDR P— OH para o sistema MEM (a partir de 20 ns).
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Na Figura 5.3.3. séo apresentadas as g(r) fésforo — &gua. Comparando-se as FDRs P —
OH dos 4 intervalos, pode-se ver que a sobreposicdo é maior que para as g(r) P — P. As
interacOes da cabeca polar com as moléculas de &gua ndo sdo afetadas, a primeira camada de
solvatagdo tem o mesmo perfil em cada intervalo. Logo, as distancias e o nimero de aguas
coordenadas & cabega polar ndo se modificam.

A aturada membrana ou distancia de repeti¢éo da bicamada, d, bem como a dimenséo
da interface &gua — membrana, IW, sdo obtidas a partir dos PDMs. Esses valores sdo
apresentados na Tabela 5.3. Como a variagdo nos perfis de densidade de massa para o sistema
equilibrado ndo é significativa, apenas o PDM do ultimo intervalo € apresentado na Figura
5.34.

—%—POPE
MEM 5 POPG

—4—agua
500 - A—Na
Cl
—— MEMBRANA

450 E—-TOTAL

400 -
350 -
300 -

250 -

EDP

200 A

150

100 +

50

-50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50

z [ angstron

Figura 5.3.4. PDM do sistema MEM (intervalo 1).

Os perfis de densidade de massa apontam a posi¢do de uma molécula em relagdo ao
eixo z (Norma da membrana). Como se pode observar na Figura 5.3.4, a densidade da
membrana esté entre -25A e + 25A. Nesses 50A que correspondem a distancia de repeticio da
bicamada lipidica, os perfis do sodio, do cloreto e da &gua sdo nulos, o que permite afirmar

que ndo ha moléculas de agua ou ions no interior da membrana.
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Naregido das cabegas polares, onde o perfil de densidade da membrana apresenta seu
maximo, comegam a aparecer moléculas de agua na interface agua — membrana, assim como
0s ions sodio que se concentram nessa atura devido as interagOes eletrostaticas entre as
cabegas polares anidnicas e esses cations. O PDM dos anions indica que estes estdo dispersos
em &gua, ndo concentrados proximos as cabegas polares, e apresentam densidade e etrénica
menor que a do sddio (sdo apenas 8 cloretos contra 40 sodios). Os valores referentes aos ions
foram multiplicados por 10 para melhorar a visualizagéo.

As densidades do POPE e do POPG so somadas, e se obtém o perfil de densidade de
massa da membrana; os valores de PDM para o POPG s80 menores em relagcdo aos do POPE,
pois agueles estdo em numero menor na membrana. No PDM TOTAL foram somados os
perfis de densidade da membrana e da agua. A regido de menor densidade do sistema fica no
centro da membrana. Esta regido também apresenta a maior fluidez, devido & grande
mobilidade das terminacdes das cadeias alifaticas.

Os Parémetros de Ordem (P.O.) das cadeias de Palmitoil (16 carbonos, saturada) e
Oleil (18 carbonos, insaturac&o no carbono 9) dos quatro interval os s&o mostrados nas Figuras
5.3.5 e 5.3.6 respectivamente. As médias apresentadas na Tabela 5.3 sdo calculadas a partir

1119 De acordo com a

dos parémetros dos carbonos 4 a 15 para o palmitoil, e4 a 17 parao olel
definic&o, quanto maior o alinhamento dos carbonos na cadeia, maior o parametro de ordem.

Partindo deste principio, a diminuicdo da érea da membrana sugere uma proximidade
maior entre os lipidios restringindo a movimentagdo das cadeias alifaticas, podendo ser
relacionado com o aumento da ordem do sistema. Da mesma forma o aumento da area confere
maior mobilidade as cadeias, e o pardmetro de ordem deve diminuir.

As andlises realizadas com o sistema equilibrado em 4 intervalos mostram que o0s
parémetros de ordem seguem a tendéncia descrita acima. Assim como as variagdes da area, 0s
valores dos P.O. apresentam uma peguena oscilagdo. As cadeias saturadas permitem um
empacotamento maior, enquanto as insaturadas, cuja dupla ligagdo tem configuragdo cis,
dificultam esse gjuste. O efeito da redugdo da &rea é maior para as cadeias olell. Os valores
encontrados na literatura para POPE séo 0,30 £ 0,1 para pamitoil e 0,39 + 0,1 para oleil 1
Para POPG os valores séo de 0,35 + 0,1 para palmitoil e 0,45 + 0,1 paraoleil.

A Figura5.3.7. mostra o sistema MEM ao final dos 55 ns de simulacéo.

77



Parametro de Ordem
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Figura 5.3.5. Parémetro de Ordem do Palmitoil, sistema MEM.
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Figura 5.3.6. Parémetro de Ordem do Palmitoil, sissema MEM.
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Figura 5.3.7. Sistema MEM ap6s 55 ns de simulagéo.
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54 MEMBRANA + 1 MORICINA (MMRI)

A partir deste sistema comegam a ser avaliados os efeitos da moricina na bicamada,
analisando as ateragcdes na estrutura da moricina com base nos sistemas MRI e WMRI, além
das modificagdes na membrana em comparacdo com o sistema MEM. O tempo total de
simulacdo foi de 75 ns. A convergéncia da area e, consequéntemente, a equilibracdo desta
bicamada é mais lenta se comparada ao sistema anterior. A evolucdo temporal da area por
lipidio ao longo de toda a simulago € apresentada na Figura 5.4.1.. Em func&o dos declinios

da &rea foram considerados para andlise apenas os dados a partir de 40 ns.

AREA POR LIPIDIO - MMRI
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Figura5.4.1. Evolucdo tempora da érea por fosfolipidio para o sistema MMRI.

Com relacéo aos efeitos da proteina no interior da membrana, no sistema MEM foi
simulada uma membrana de mesma composi¢ao (POPE 3:1 POPG), sem peptideo inserido. A
area converge logo apés 20 ns de calculo (Figura 5.3.1.). Neste sistema (MMRI), ap6s 60 ns
de célculo a &rea volta a apresentar variagbes. Para o sistema anterior (MEM), a maior
diferenca verificada entre as éreas calculadas nos intervalos foi de 1,2 A% para o sistema atual
chegaa4,4 A? (ver Tabela5.4).

O que se pode perceber € que a membrana continua sendo comprimida, e o guste dos

lipidios nesse processo é lento. As variagbes na area como resultado da mudanca de
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configuracdo dos lipidios aparecem apos intervalos nos quais esta se mantém praticamente
estavel. A &ea oscila em torno de 63A? até 35 ns, quando apresenta uma queda e permanece
dos 40 ns aos 62 ns em torno de 59A2. A partir de entdo ha uma nova queda no valor da &rea
por lipidio que estabiliza aos 65 ns em aproximadamente 56A2. A dificul dade na estabilizacéo
da &rea pode ser percebida com a sobreposicao das FDRs P — P de cada interval o, apresentada
na Figura 5.4.2. Como a &ea varia com a movimentacdo dos lipidios, a g(r) reflete o
comportamento das cabecgas polares no intervalo, e ha uma sensivel ateracéo no perfil dessas
funcdes. As distancias P — P registradas (nos intervalos de 2 ns) estéo relacionadas na Tabela
54..

Tabela 5.4. Propriedades do sistema MMRI andisadas em 4 intervalos de tempo (I): Ap
(arealLipidio); Dp (distancia P — P); Dsp (distancia no fim da primeira camada de solvatacéo P
— P); np (nlmero de lipidios vizinhos); Doy (distancia P — OH); Dsw (distancia no fim da
primeira camada de solvatacdo P — OH); (nw (nimero de &guas coordenadas); d (distancia de
repeticdo da bicamada); IW (dimensdo da interface agua — membrana); P.O. (par&metro de
ordem).

Propriedade MMRI 4 MMRI 5 MMRI 6 MMRI 7
| (ns) 40— 42 50— 52 60— 62 70-72
Ap (A? 59,0+ 0,6 60,9+ 0,7 58,1+ 0,5 56,5+ 0,9
Dr (A) 5,6 5,7 57 5,7
Dsp 6,9 7,4 7,0 7,0
Np 0,8 1,1 0,7 0,9
Don (A) 38 38 38 38
Dsw 45 45 45 45
Nw 47 47 47 47
d (A) 45 45 47 485
IW (A) 10,5 9,5 10 10
P.O. Palmitoil 0,25+ 0,05 0,23+ 0,03 0,24+ 0,03 0,25+ 0,04
P.O. Olell 0,17+ 0,08 0,18+ 0,04 0,19+ 0,04 0,21+ 0,04

No sistema anterior a &ea converge para 49,1 A% utilizando-se a &rea do intervalo
MMRI 7 para comparacgo, houve um aumento de 7,4 A? por lipidio. Numa bicamada com 30
lipidios em cada |amina corresponde a um aumento de 222 A? na area desta membrana. Cabe

lembrar que a area por lipidio foi calculada dividindo-se a area total da caixa (em xy) pelo
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numero de lipidios de cada lamina, o que inclui a area ocupada pela moricina. Parte do
acréscimo na area calculada aqui se deve, portanto, a &rea ocupada pelo peptideo dentro da
membrana. Se o raio da cavidade onde a moricina se encontra for menor que 8,4 A (que
corresponde & &rea de 222 A?), a diferenca citada acima representa um aumento na &rea por
lipidio.

A evolugéo das distancias P — P mostra que para o intervalo MMRI 5 (Figura 5.4.2.),
no qual a area por lipidio € maior, hA um aumento na separacdo entre as cabecas polares. Para
o intervalo MMRI 7 (menor érea por lipidio) ha um aumento no numero de lipidios na
primeira camada de solvatacdo em relagdo ao intervalo MMRI 6. Em relagdo ao sistema
anterior (MEM) foi observada uma reducdo nesse nimero, uma vez gque para as mesmas
disténcias P — P as integrais do sistema MEM apresentam maior nimero de moléculas. Pode-

se considerar ent&o que hd um aumento na &rea por lipidio.

RDF P-P

——MMRI 4
—=—MMRI 5
> MMRI 6
5 | % © MMRI 7

g

r / angstron

Figura5.4.2. FDR P-P para o sistema MMRI (apartir de 40 ns).

Para as g(r) P — OH, a Figura 5.4.3. mostra a sobreposicdo das fungdes de todos os
intervalos. As variages da &rea, que afetam as distancias P — P, ndo modificam as interagdes
das cabegas polares com as moléculas de &gua. A distancia de 4,5 A para a primeira camada
de solvatacdo é a mesma para 0 sistema MEM, com uma pequena reducdo no nimero de
mol écul as coordenadas.
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Figura5.4.3. FDR P-OH para o sistema MMRI (a partir de 40 ns)
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Figura5.4.4. PDM do intervalo MMRI 6 (60 — 62 ns).

A Figura 5.4.4. mostra os PDMs deste sistema para o intervalo MMRI 6. A Figura
5.4.5. mostra os PDMs da agua no interior da membrana para os 4 intervalos, com alguns
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residuos da moricina identificados. Os dados da atura da bicamada e dimens&o da interface
agua-membrana sdo apresentados na Tabela 5.4. Estes apontam um pegueno aumento na
disténcia de repeticdo da membrana. Como a area (xy) esta diminuindo, essa modificagdo é
previsivel. Quanto a interface agua-membrana, as variagdes ndo sdo significativas, o que esta
de acordo com as FDRs P — OH que jaindicaram que as interagdes das cabegas polares com a
agua ndo foram afetadas pelas transformagdes na area da membrana.

Como esta membrana ndo possui as duas |laminas idénticas, pois embora ambas
possuam 30 lipidios cada, uma apresenta 21 POPE e 9 POPG e a outra 22 POPE e 8 POPG,
os perfis dos lipidios ndo sdo simétricos com relacdo ao centro da membrana (z=0). O PDM
total da membrana, por se tratar da soma desses perfis (POPE + POPG), ndo apresenta grande
diferenca entre aslaminas. O PDM total do sistema, que é a soma das densidades de massa da
membrana e da &gua, aponta a regido de maior densidade como sendo a das cabegas polares, e
de menor densidade o centro da membrana. Conforme comentado para MEM, essa regido é a
de maior fluidez, 0 empacotamento € menor em fun¢éo da maior mobilidade das terminactes
das cadeias aliféticas.

Pela comparacdo com os PDMs do sistema MEM, verificou-se a diminuicéo da altura
de repeticdo da bicamada, o que € coerente com o0 aumento da area da membrana, bem como
um aumento da interface agua-lipidio. Com os lipidios mais afastados, as moléculas de &gua
penetram mais na membrana. O mais importante € a deteccdo de agua no interior da

bicamada, o que ndo foi verificado no sistema anterior, na auséncia de peptideo.
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Figura 5.4.5. PDM daagua, sistema MMRI (todos os interval 0s).



Nas Figuras 5.4.6. € 5.4.7. s80 apresentados os P.O. do sistema MMRI para Palmitoil e
Olelil, respectivamente. As médias de cada intervalo estéo na Tabela 5.4. Comparados aos
dados do sistema anterior (MEM), os pardmetros das duas cadeias apresentaram valores
inferiores. Com a insercdo da proteina a &rea por lipidio teve um acréscimo consideravel,
conferindo as cadeias maior mobilidade. Assim, o alinhamento imposto € menor, 0 que

diminui o parémetro de ordem e consequentemente o empacotamento dos lipidios.
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Figura 5.4.6. Parémetro de Ordem do Palmitoil, sistema MMRI (todos os interval os).
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Figura 5.4.7. Parémetro de Ordem do Oleil, sistema MMRI (todos os interval os).
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Com a presenca da moricina houve um aumento na area da membrana, quando
comparado ao sistema anterior, MEM, que ndo contém peptideo. Todas as propriedades da
membrana analisadas no sistema MMRI sdo consistentes com o aumento verificado na area
por lipidio.

Nas andlises de estrutura secundaria da moricina, para todos os intervalos, as DSSP se
mostram muito semelhantes. Na Figura 5.4.8. € apresentada a DESP do intervalo MMRI 7. A
integridade da a-hélice é quebrada nos residuos terminais (1-2, e 36-42), o que € previsivel.
Além desses, também h& uma perturbagdo da estrutura da proteina entre os residuos 15 a 18
(VAL-GLY-LYS-GLY). Pelo PDM da Figura 5.4.5., aproximadamente em z = OA, a regi&o
da caixa com menor densidade de massa, pode ser identificada em rosa alisinado residuo 17.

No vécuo, Figura5.1.1., a hélice “quebra” exatamente nos residuos 17 e 18 formando
coil, e entre 12 e 16 a a-hdice se deforma e origina um turn. Quando solvatada, a proteina
conserva a a-hélice do residuo 3 a0 35 (Figura 5.2.1.). No sistema MMRI, as hélices
preservadas dos residuos 3 a 14 e 19 a 35 estdo “alojadas” no interior da membrana em
regides de maior densidade de massa.

Com relagéo aos Diagramas de Ramachandran, o méximo de ocorréncia para angulos
caracteristicos de a-hélice chega a 5 pontos em todos os intervalos. Em fun¢éo da grande
semelhanga dos Diagramas de cada intervalo, na Figura 5.4.9. sd0 apresentadas as
configuracdes acumuladas durante o intervalo MMRI 7.

A Figura 5.4.10. apresenta o sistema MMRI ao final dos 75 ns de simulagéo. Pode-se
observar a quebra da moricina no interior da membrana, entre residuos 15 e 18. Nesta Figura
pode-se distinguir os aomos de fésforo das cabecas polares (na cor ocre), bem como o
peptideo (colorido conforme a estrutura secundéria, coma oa-hélice em purpura; coil em

branco e turn em ciano) no interior da bicamada.
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Figura 5.4.8. DESP do sistemaMMRI, entre 70 e 72 ns: [_| a-hélice; [l n-hdlice; [l turn, [ | coil.
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Diagrama de Ramachandran do sistema MMRI (configuracdes acumuladas entre 70 e 72 ns).

88



Figura 5.4.10. Sistema MMRI apés 75 ns de simulagéo.
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55 MEMBRANA + 6 MORICINAS (CANAL)

Esse sistema é formado por uma membrana de 122 POPE e 40 POPG, além de 17165
moléculas de &gua, 49 cloretos e 69 sodios. No interior da membrana foram inseridas 6
moricinas (conforme justificativa do capitulo 4, item 4.5) dispostas como as tabuas de um
barril, formando um poro. Os residuos polares séo orientados para o interior do canal, e os
apolares para os lipidios da membrana, fazendo a ancoragem do canal.

A simulacdo deste sistema teve duraggo total de 130 ns, sendo 80 ns de equilibragéo e
50 ns de aquisi¢do. O intervalo usado para as andlises corresponde aos ultimos 10 ns. A &rea
por fosfolipidio entre 80 ns e 130 ns é apresentada na Figura 5.5.1.. O valor médio obtido foi
de 74,57 + 0,28 A?, aproximadamente 25 A% a mais que no sistema MEM, que corresponde a
membrana sem moricina. O sistema MMRI continha 1 peptideo no interior da membrana e
registrou um aumento de 7,4 A? na &rea de cada lipidio em relacdo ao MEM. No CANAL, se
dividirmos o aumento na area pelo nimero de proteinas, veremos gque cada uma corresponde a
um aumento de menos de 4,2 A? por lipidio, se comparado a0 MEM. |sso sugere uma maior

compactacdo da membrana com relacdo ao MMRI.

AREA POR LIPIDIO - MEM

75 ~

A (Ar2)

74 -

73 T T T T T T T T T 1
80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130

t(ns)

Figura 5.5.1. Evolugdo temporal da area por fosfolipidio parao CANAL.
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As g(r) apresentadas na Figura 5.5.2. mostram que as distancias P - P e P — OH neste
sistema séo aproximadamente as mesmas verificadas nos sistemas anteriores, MEM e MMRI:
5,8 A para os lipidios vizinhos; 7,2 A no final da primeira camada de solvatagdo; 3,7 A para
as &guas coordenadas; 4,5 A no final da primeira camada de solvatacio. Deve-se observar que

as interagOes das cabegas polares com as aguas coordenadas ndo foram modificadas.

RDF P-P

—&—P-P CANAL
—&—P-OH CANAL

g
IN)

r / angstron

Figura5.5.2. FDR P-PeP—- OH do CANAL, calculadaentre 120 e 130 ns.

A Figura 5.5.3. mostra moléculas de &gua e ions no interior do canal. A Figura 5.5.4.
mostra o PDM do sistema. Os lipidios e as moricinas ndo sdo exibidos para melhor
visualizagdo do interior do poro. A altura da bicamada para este sistema foi 47,7 A, bastante
préxima da encontrada para o sistema MMRI, que também apresenta peptideo no interior da
membrana. No sistema MEM, em que foi simulada apenas a membrana, essa aturafoi maior,

de aproximadamente 50 A.

91



Figura 5.5.3. Presenca de &gua e ions (cloreto em verde e sodio em amarelo) no interior do poro
formado por 6 moricinas (CANAL).

—4—4gua
CANAL Na
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100 - -
e SR e g e eI
SRR R Ealsal
50 -
U vivieleTo v vl i p SRR
-50 -40 -30 20 -10 0 10 20 30 40 50

z [ angstron

Figura 5.5.4. PDM do CANAL (entre 120 e 130 ns).

92



Com relagdo aos Pardmetros de Ordem das cadeias alifaticas (Figura5.5.5.), os valores
obtidos para este sistema foram 0,32 + 0,03 para Palmitoil e 0,26 + 0,1 para Oleil; bastante
semelhantes aos paré@metros do sistema MEM, cuja area se manteve estéavel. As médias
calculadas para o sistema MMRI foram menores, o que pode ser atribuido a area deste, que
apresentou variagbes mais pronunciadas. As principais diferencas apresentadas com relacéo
a0 sistema MMRI sdo referentes as propriedades dos lipidios. Assim como as variages da

area, as demais analises sdo influenciadas pel as movimentagoes destes.

Parametro de Ordem CANAL .
# Palmitoil

04 -

@ Oleil
® ®
0,35 1 e ® ¢ o+ o o °
* * Q®
*

0,3 | * *
£ 025 ®
°
E ®
S 02 Qo o ®
3
£
s
8015

01

*
0,05 Qo
®
0

T T T T T T T T .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Carbono

Figura 5.5.5. Parémetros de Ordem para Paimitoil e Oleil, no sistema CANAL.

AsFiguras 5.5.6. e 5.5.7. apresentam o perfil do raio interno do canal, ao longo da do

8811871 ' conforme o item f deste capitulo. O

eixo z. O calculo foi feito com o software HOLE
raio minimo foi de 3,14 A.

As andlises de DESP e Ramachandran da estrutura secundéria das moricinas no cana
s80 apresentadas nas Figuras 5.5.8. e 5.5.9., respectivamente. Na DESP pode ser verificada a
formacdo de n-hélice, quando o nimero de residuos num turn passa de 3 para 5 com a
formagdo de ligacdo de hidrogénio entre os residuos 2 e 7, aumentando o “didmetro” da
hélice. Nesse caso, 0s angulos ¢ e y sdo praticamente os mesmos da a-hélice e a regido

ocupada no Diagrama de Ramachandran continua sendo a mesma.
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Figura 5.5.6. Perfil do Raio do Poro do CANAL em A2 avaliado entre 120 ns e 130 ns.

Figura 5.5.7. Preenchimento volumétrico do poro, em vermelho, formado por 6 moricinas no
sistema CANAL.

Outra observacdo € referente aos residuos 15 a 18, que no sistema MMRI
apresentaram desestruturagdo da a-hélice, “quebrando” a moricina. Comparando-se as
andises de DESP deste e daquele sistemas percebe-se que a faixa branca, que corresponde a
formacao de coil, ndo aparece agqui para estes residuos, e a hélice é conservada. A perda da
estrutura o-hélice ocorre principa mente nos residuos terminais 40 a42. Do 1 ao 11 o que se

verifica é a oscilagdo entre turn, o e n-hélice, com pegquenas variagdes nos angulos ¢ e .
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1ALA
2 LYS
3 ILE
4 PRO
S ILE
6 LYS
TALA
8 ILE
OLYS
10 THE
11 VAL
12 GLY
153 LYS
14 ALA
15 VAL
16 GLY
17LYS
18 GLY
19 LEU
20 ARG
21 ALA
22 ILE
23 ASN
24 ILE
25 ALA
20 SER
27 THR
28 ALA
20 ASN
30 ASP
31 VAL
32 PHE
33 ASN
34 PHE
35 LEU
30 LYS
37TPRO
3B LYS
30 LYS
40 ARG
41 LYS
42 ALA

| BN NI | | Eil | | |
Figura 5.5.8. DESP do sistema CANAL, entre 120 e 130 ns: . a-hélice; . n-hélice; n turn,| | coil.
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Figura 5.5.9. Diagrama de Ramachandran do CANAL, configuragdes acumuladas entre 120 e 130 ns.
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Com a formacdo do canal, a integridade da a-hélice € mantida mesmo na regido de
maior fluidez da membrana. A orientagdo dos residuos hidrofilicos de todas as moricinas para
o centro do poro estabilizou a estrutura destas. Apenas os residuos hidrofébicos estdo em
contato com os lipidios. Sem “dobramentos” das moricinas, a area por lipidio também
apresenta menor variagao.

A permeabilidade da membrana € regulada pela bactéria, permitindo manter o
gradiente eletrolitico estabelecido no interior da célula em relagdo a0 meio. A passagem de
moléculas de &gua e de ions pela membrana, através do canal, desfaz essa condigcdo e
desestabilizaacéula

A Figura 5.5.10. mostra uma vista superior (na diregdo da Normal da membrana) do
sistema CANAL. Nesta imagem foram omitidas as moléculas de agua e ions, e pode-se

observar a disposi¢do das moricinas originando o0 poro no interior da bicamada.

Figura 5.5.10. Vista superior do sistema CANAL, com os lipidios POPE em verde e POPG em azul.
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6. CONCLUSAO

A partir dos 5 sistemas simulados foi possivel verificar a perturbacdo da membrana
pela moricina, o que valida a metodologia aplicada. Este peptideo catidnico tem atividade
bactericida constatada™, e segundo os modelos de atuacéo sugeridos a moricina deve agir
inserindo-se na membrana bacteriana®1%!. A permeabilidade da membrana é regulada pela
bactéria afim de manter o equilibrio interno da célula. Dessa forma, é possivel manter através
da bicamada um gradiente eletrolitico que preserva o microorganismo. Quando a moricina €
inserida na bicamada, provoca um aumento da &rea por lipidio, o que resulta num aumento da
permeabilidade da membrana

No sistema contendo uma moricina no vacuo foi observado o “dobramento” da cadeia
peptidica, com perda da estrutura o-hélice. Os residuos carregados ndo estabilizados se
aproximam, causando a “quebra” da hélice em vérios pontos, originando turns e coils. Com a
solvatacdo em &gua a integridade da hélice é preservada, com perda da estrutura apenas nos
residuos terminais, o que é previsivel, considerando sua maior mobilidade.

Para a bicamada hidratada sem proteina e com ions, a estabilizacdo € facilmente
atingida ap6s 20 ns de simulacdo. Este sistema apresenta 0 maior empacotamento,
correspondendo a menor area por lipidio, a0 maior parémetro de ordem e a maior altura de
repeticéo.

Com a inser¢do de uma molécula de moricina foi verificada a desestabilizacdo da
membrana, refletida na variagdo das propriedades analisadas. Essas interagdes também
causam a quebra da a-hélice dos residuos localizados na regido de maior fluidez, ou menor
densidade. Houve penetracdo de um pequeno nimero de moléculas de &gua no interior da
membrana na cavidade que contém proteina.

N&o é possivel prever o comportamento de ions cloreto caso estes fossem adicionados
ao sistema, mas considerando a penetragdo de algumas mol écul as de &gua na membrana deve-
se considerar a possibilidade de estas “carregarem” anions consigo. Embora as cargas do
sistema tenham sido neutralizadas, a ndo inser¢éo de cloretos no sistema MMRI pode ter sido
um equivoco. Em fungdo do alto custo computacional das simulagdes de membranas os
célculos ndo foram repetidos neste trabal ho.

Com a insercéo do hexdmero na membrana, a reducdo dos contatos desfavoraveis

entre os residuos carregados da moricina e as cadeias aiféticas dos lipidios estabilizou a a-
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hélice. Com o interior do poro totalmente hidrofilico, verificase o preenchimento total do
cana por moléculas de &gua e ions;, o gradiente de concentragOes atraveés da membrana
(necessérias para manutengdo das funcgdes celulares) é destruido, e a bactéria é consumida

O processo bactericida € desencadeado pela fixacdo do CPA (peptideo catidnico) no
interior da membrana. A ancoragem do peptideo na bicamada ndo foi investigada aqui, mas
para os sistemas estudados acreditamos que sgam o0s residuos apolares 0s responsaveis
devido as interagbes com as cadeias hidrofébicas dos lipidios. Em funcéo das interacOes
desfavorecidas entre os residuos hidrofilicos com o interior hidrofébico da membrana, estes
devem estar voltados para o interior do canal. Desta forma, sdo os residuos polares e
carregados que promovem o escoamento da dgua e ions através da membrana.

A finalizagdo deste trabalho deixa questdes em aberto que podem ser apontadas como
perspectivas. As mais relevantes dizem respeito a estudos estruturais do peptideo, para
identificacdo das funces desempenhadas pel os residuos que o compde. Dessa forma pode ser
possivel apontar os residuos fundamentais na atividade bactericida, desde a penetracéo e
ancoragem na membrana bacteriana até o estabelecimento do fluxo através desta. O estudo
das interagbes de moricinas mutantes, além de outros peptideos da mesma familia, com
membranas pode ser utilizado paraidentificagdo funcional dos residuos.

Outro aspecto que deve ser considerado na continuidade deste estudo € a simulagéo do
sistema MMRI com a inser¢do de ions cloreto e sodio. Esses calculos poderiam esclarecer o
comportamento da &rea da membrana que ndo estabilizou, ou a “quebra” verificada na

estrutura a-hélice damoricina
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